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Wykaz skrótów i akronimów 

Skrót/Akronim Termin angloj ęzyczny Termin polskojęzyczny 

ANP Aqueous Normal Phase Chromatografia cieczowa w wodnym normalnym 
układzie faz 

-β-CD β-cyclodextrin/Silica gel with β-
cyclodextrin groups 

β-cyklodekstryna/Żel krzemionkowy z grupami β-
cyklodekstrynowymi 

-CN Cyano group/Silica gel modified with 
cyano groups 

Grupa cyjanowa/Żel krzemionkowy 
modyfikowany grupami cyjanowymi 

-c-OHn Silica gel modified with crosslinked 
diol  

Żel krzemionkowy modyfikowany usieciowanymi 
grupami diolowymi 

CRM Charge Residue Model Model naładowanych pozostałości 
DMSO Dimethyl sulfoxide Dimetylosulfotlenek 

ESI Electrospray Ionization Jonizacja poprzez elektrorozpylanie 
-F5 Pentafluorophenyl group/Silica gel 

modified with pentafluorophenyl 
groups 

Grupa pentafluorofenylowa/Żel krzemionkowy 
modyfikowany grupami pentafluorofenylowymi 

HILIC Hydrophilic Interaction Liquid 
Chromatography 

Chromatografia cieczowa oddziaływań 
hydrofilowych 

HPLC High Performance Liquid 
Chromatography 

Wysokosprawna chromatografia cieczowa 

IC Ion Chromatography Chromatografia jonowa 
IEM Ion Evaporation Model Jonowy model odparowania 
logP Octanol/water Partition Coefficient Współczynnik podziału oktanol/woda 

MRM Multiple Reaction Monitoring Monitorowanie wielu przejść jonowych 
MS Mass spectrometry/Mass spectrometer Spektrometria mas/Spektrometr mas 

MS/MS Tandem Mass Spectrometry/Tandem 
Mass Spectrometer 

Tandemowa spektrometria mas/Tandemowy 
spektrometr mas 

-NH2 Amino group/Silica gel modified with 
amino groups 

Grupa aminowa/Żel krzemionkowy 
modyfikowany grupami aminowymi 

NPLC Normal Phase Liquid Chromatography Chromatografia cieczowa w normalnym układzie 
faz 

-OHn Silica gel modified with diol groups Żel krzemionkowy modyfikowany grupami 
diolowymi 

-PEGn Silica gel modified with polyethylene 
glycol 

Żel krzemionkowy modyfikowany glikolem 
polietylenowym 

RPLC Reversed Phase Liquid 
Chromatography 

Chromatografia cieczowa w odwróconym 
układzie faz 

-SiH Silica Gel type C Żel krzemionkowy typu C 
-SiOH Silica Gel type A and B Żel krzemionkowy typu A i B 
UPLC Ultra Performance Liquid 

Chromatography 
Ultrasprawna chromatografia cieczowa 

UV-Vis Ultraviolet–visible spectroscopy Spektroskopia UV-Vis/Spektroskopia w zakresie 
bliskiego ultrafioletu oraz światła widzialnego 

WAX Weak Anion Exchanger Słaby wymieniacz anionowy 
WCX Weak Cation Exchanger Słaby wymieniacz kationowy 

ZIC-cHLIC Silica gel modified with 
phosphorylcholine groups 

Żel krzemionkowy modyfikowany grupami 
fosforylocholinowymi 

ZIC-HILIC Silica gel modified with sulfobetaine 
groups 

Żel krzemionkowy modyfikowany grupami 
sulfabetainowymi 

ZIC-pHILIC Polymer modified with sulfobetaine 
groups 

Polimer modyfikowany grupami 
sulfobetainowymi 
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1. Wprowadzenie 

Chromatografia cieczowa oddziaływań hydrofilowych (HILIC) jest techniką, 

która może służyć do rozdzielania substancji polarnych i średniopolarnych. Od ponad 

dwóch dekad jest skuteczną alternatywą dla chromatografii w normalnym układzie faz 

(NPLC) i w odwróconym układzie faz (RPLC), gdy istnieje potrzeba rozdzielenia substan-

cji polarnych. Warto zauważyć, że obecnie coraz częściej, dzięki zastosowaniu nowocze-

snych wypełnień kolumn chromatograficznych, możliwe jest rozdzielenie substancji hy-

drofobowych z wykorzystaniem układu typu HILIC. Technika HILIC mająca wiele wspól-

nych cech z techniką NPLC znana jest też pod nazwą: wodny układ faz normalnych 

(Aqueous Normal Phase – ANP). W układzie typu NPLC faza stacjonarna (np. żel krze-

mionkowy) jest bardziej polarna niż faza ruchoma (np. heksan) [1]. Najczęściej w normal-

nym układzie faz rozdziela się wielopierścieniowe węglowodory aromatyczne, aminy, 

amidy, iminy, alkohole, fenole, sacharydy, kwasy karboksylowe, aminokwasy, peptydy, 

kwasy nukleinowe i inne. Układ taki ma sporo ograniczeń, ponieważ wymaga stosowania 

bezwodnych rozpuszczalników wysokiej czystości. W chwili obecnej, obszar zastosowania 

układu NPLC zmniejsza się, gdyż ten rodzaj chromatografii jest trudny do połączenia ze 

spektrometrią mas [2]. Już niewielka zawartość wody obecnej w fazie ruchomej (0,01%) 

powoduje uzyskiwanie niepowtarzalnych czasów retencji i wpływa negatywnie na kształt 

otrzymywanych pików. 

Wprawdzie pierwsze doniesienie o zastosowaniu układu typu HILIC ukazało się 

już w 1975 roku [3], lecz termin ten określający technikę jako chromatografię podziałową 

typu ciecz-ciecz został wprowadzony dopiero w 1990 roku przez dr Andrew Alpert’a [4]. 

Mechanizm rozdzielania analitów opiera się zarówno na wykorzystaniu bezpośrednich 

oddziaływań pomiędzy fazą stacjonarna i fazą ruchomą (jak to ma miejsce w przypadku 

NPLC czy RPLC) [4], jak i zastosowaniu wody z dodatkiem modyfikatora jonowego 

(najczęściej jego zawartość nie przekracza 0,1% objętości) i mieszającego się z nią roz-

puszczalnika organicznego w odpowiednich proporcjach, co powoduje, że na powierzchni 

ziaren sorbentu tworzy się warstwa eluentu o podwyższonej zawartości wody. Migrujące 

przez kolumnę chromatograficzną anality podlegają oddziaływaniom, które zachodzą po-

między warstwą fazy ruchomej o dużej zawartości składnika organicznego a warstwą za-

adsorbowanej wody. W technice HILIC wykorzystywane są różnorodne mechanizmy re-

tencji, które niestety nie są do końca poznane i opisane w literaturze naukowej. Dlatego też 

nie zawsze możliwe jest przewidywanie zachowania się poszczególnych związków podda-
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nych procesowi rozdzielenia. Kolejność elucji oznaczanych substancji zachodzi najczęściej 

od najmniej do tych najbardziej polarnych. Jednak od tej reguły są wyjątki. Występują one 

szczególnie wtedy, kiedy fazą stacjonarną jest modyfikowany żel krzemionkowy [5].  

Technika HILIC zapewnia możliwość wykorzystania już istniejących kolumn 

chromatograficznych, jednakże poszukiwane są nowe fazy stacjonarne i ich modyfikacje, 

które mogą znaleźć zastosowanie w chromatografii oddziaływań hydrofilowych, rozsze-

rzając zakres stosowania tej techniki. Można powiedzieć, że technika HILIC łączy w sobie 

elementy chromatografii w normalnym układzie faz, w odwróconym układzie faz oraz 

wymiany jonowej, co w sposób schematyczny przedstawiono na rysunku 1 [4, 5]. 

 

 

Rys. 1. Schematyczne przedstawienie zależności pomiędzy technikami chromatograficznymi 
 

Podejście typu HILIC zrewolucjonizowało proces rozdzielanie substancji polar-

nych i średniopolarnych, ponieważ znane już rozwiązania wykorzystywane są w odmienny 

sposób. Na szczególną uwagę zasługuje połączenie techniki HILIC ze spektrometrią mas, 

które skutkuje opracowaniem nowych metodyk analitycznych. Warto dodać, że spektro-

metry mas są coraz częściej wykorzystywane jako uniwersalne detektory ze względu na 

wysoką czułość i na unikatowe sposoby pracy, takie jak: przemiatanie całego widma, mo-

nitorowanie wybranych reakcji czy monitorowanie wybranego jonu [6, 7]. 

W chwili obecnej, technika HILIC sprzężona ze spektrometrią mas staje się efek-

tywną alternatywą dla innych technik chromatograficznych i może znaleźć zastosowanie w 

wielu dyscyplinach naukowych jako skuteczne narzędzie do rozdzielenia i oznaczania 

substancji polarnych oraz średniopolarnych.  
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2. Część literaturowa 

2.1. Fazy stacjonarne stosowane w technice HILIC 

Niewątpliwą zaletą techniki HILIC jest możliwość wykorzystania bardzo wielu 

różnorodnych polarnych faz stacjonarnych. Większość z nich – podobnie jak ma to miejsce 

w przypadku faz stacjonarnych wykorzystywanych w RPLC – jest modyfikowanym żelem 

krzemionkowym. Ponadto, w technice HILIC znajduje zastosowanie czysty żel krzemion-

kowy, którego powierzchnia jest polarna. Pierwotnie zastosowanie techniki HILIC opie-

rało się na wykorzystaniu czystego żelu krzemionkowego w celu rozdzielenia aminokwa-

sów, sacharydów oraz peptydów [8-10]. W miarę upływu czasu technika HILIC zaczęła 

cieszyć się coraz szerszym zainteresowaniem ze względu na możliwość rozdzielenia po-

larnych farmaceutyków i ich metabolitów, substancji pochodzenia biologicznego, dodat-

ków do żywności, związków toksycznych, białek, peptydów i innych. Również rozwój 

proteomiki i glikomiki przyczynił się do zwiększonego zainteresowania techniką HILIC 

[11], co w konsekwencji spowodowało, że pojawiała się ciągła potrzeba poszukiwania 

nowych bardziej selektywnych faz stacjonarnych i ulepszania tych istniejących. Produ-

cenci kolumn chromatograficznych oferują rozwiązania, które są efektem modyfikacji żelu 

krzemionkowego grupami, takimi jak: grupy aminowe, diolowe, poliglikolowe, cy-

klodekstrynowe, sulfobetainowe, cyjanopropylowe, pentafluorofenylowe, czy peptydowe. 

Zestawienie popularnych wypełnień stosowanych w technice HILIC, otrzymywanych na 

bazie żelu krzemionkowego, ich struktury oraz niektóre zastosowania zostały przedsta-

wione w tabeli 1. Można zauważyć, że nazwy modyfikacji wypełnień odnoszą się wyłącz-

nie do rodzaju grupy funkcyjnej, mającej największy wpływ na mechanizm retencji.  

W ciągu ostatniego dziesięciolecia, powstało kilka całkowicie nowych modyfika-

cji, np. wypełnienia typu ZIC (amfoteryczna faza stacjonarna), złoża mieszane czy złoża 

oferujące różny mechanizm retencji w zależności od warunków chromatograficznych. 

Nowopowstające fazy stacjonarne różnią się i charakterystyką retencji, i selektywnością. 

Właściwe dobranie fazy stacjonarnej jest niezwykle ważnym etapem optymalizacji warun-

ków rozdzielania analitów, by uzyskać mechanizm retencji wykorzystujący interakcje 

ciecz–ciecz. Mechanizm ten, oparty na dyfuzji fazy ruchomej, został opisany równocześnie 

z pierwszymi doniesieniami dotyczącymi układu typu HILIC [3, 4, 12]. Pomimo 

powstawania wielu modyfikacji faz stacjonarnych oraz różnych specyficznych złóż dedy-

kowanych rozdzieleniu poszczególnych grup związków, wciąż najpopularniejszą fazą sta-

cjonarną wykorzystywaną w technice HILIC jest czysty żel krzemionkowy. Można powie-
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dzieć, że jest to złoże uniwersalne i dlatego staje się zwykle pierwszym wyborem chemika 

analityka, który ma za zadanie rozdzielanie mieszaniny substancji o charakterze polarnym.  

 

Tabela 1. Zestawienie popularnych wypełnień kolumn chromatograficznych stosowanych 

w technice HILIC. 

Nazwa wypełnienia Skrót Struktura fazy stacjonarnej 
Przykładowe 
zastosowania 

Żel krzemionkowy (typ A i B) -SiOH 

 

- alkohole cukrowe 
- aminokwasy 
- farmaceutyki 
- neuroprzekaźniki 
- peptydy 
- sacharydy 
- witaminy  
rozpuszczalne w 
wodzie 

Żel krzemionkowy (typ C) -SiH 

 

- aminokwasy 
- hydrofilowe 
metabolity 
- kwasy 
karboksylowe 
- nukleotydy 
- peptydy 

Żel krzemionkowy 
modyfikowany grupami 

diolowymi 
-OHn 

 - fenole 
- monitoring 
mutarotacji 
monosacharydów 
- oligonukleotydy 
- sacharydy 
- witaminy 

Żel krzemionkowy modyfi-
kowany usieciowanymi 

grupami diolowymi (ang. 
cross-linked diol) 

-c-OHn 

 

- fenole 
- flawonoidy 
- fosfolipidy 
- oligonukleotydy 
- sacharydy 

Żel krzemionkowy 
modyfikowany grupami 

aminowymi 
-NH2 

 - farmaceutyki 
- kwasy 
karboksylowe 
- peptydy 
- sacharydy 
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Żel krzemionkowy 
modyfikowany grupami 

cyjanowymi 
-CN 

 
 
 
 
 
 

- denaturanty 
- farmaceutyki 
- silnie zasadowe 
związki 

Żel krzemionkowy 
modyfikowany grupami 

sulfabetainowymi 
 

-ZIC 

 - alkohole cukrowe 
- farmaceutyki 
- glikoproteomika 
- metabolomika 
- proteomika 
- sacharydy 

Żel krzemionkowy 
modyfikowany grupami 
fosforylocholinowymi 

-ZIC-c 

 

- metabolomika 
- metalokompleksy 
- proteomika 
- sacharydy 
 

Żel krzemionkowy 
modyfikowany grupami 
pentafluorofenylowymi 

-F5 

 

- aminy 
aromatyczne 
- polarne 
aromatyczne 
związki 

Żel krzemionkowy 
modyfikowany glikolem 

polietylenowym 
-PEGn 

 
 
 
 
 
 
 

- fenole 
- flawonoidy 
- fosfoproteiny 

Żel krzemionkowy 
modyfikowany grupami  
β-cyklodekstrynowymi 

-β-CD 

 

- aminokwasy 
- chiralne polarne 
związki 
- oligosacharydy 

Żel krzemionkowy 
modyfikowany typu WAX-1 
(ang. weak anion exchanger) 

WAX-1 

 

- glikozydy 
stewiolowe 
- metabolity 
rybozydów i 
rybotydów 
- ryboza i jej 
pochodne 

Żel krzemionkowy 
modyfikowany typu WCX-1 
(ang. weak cation exchanger) 

WCX-1 

 

- fosfopeptydy 
- glikopeptydy 
- peptydy 

  

Tabela 1. c.d. 
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2.1.1 Niemodyfikowany żel krzemionkowy 

Niemodyfikowany, czysty żel krzemionkowy spośród wszelkich innych faz sta-

cjonarnych stosowanych w chromatografii cieczowej charakteryzuje się tym, że właściwie 

nie ulega czasowej degradacji, nie biorąc pod uwagę nieodwracalnej adsorpcji zanieczysz-

czeń, czy też rozpuszczenia w warunkach silnie alkalicznych [13]. Żel krzemionkowy 

występuje w trzech wariantach w zależności od sposobu otrzymywania:  

• żel krzemionkowy typu A - popularny materiał chromatograficzny, otrzymywany 

poprzez strącanie cząstek z zasadowych roztworów krzemionki. Zazwyczaj, ze 

względu na zanieczyszczenia metalami, żel krzemionkowy typu A jest rzadko 

wykorzystywany w technice HILIC; 

• żel krzemionkowy typu B - powstaje przez działanie na zol krzemionkowy 

odpowiednimi prekursorami, np. alkoholanami krzemu– tetrametoksy- i 

tertraetoksysilanami [14]. Otrzymany żel krzemionkowy typu B zawiera mniej 

zanieczyszczeń niż typ A oraz ma względnie wysoką odporność na podwyższone 

pH (do pH 9);  

• żel krzemionkowy typu C - to rodzaj żelu krzemionkowego, gdzie spora część 

grup silanolowych (Si-OH) jest zastępowana grupami Si-H podczas procesu 

hydrosilacji. Żel krzemionkowy typu C umożliwia niekiedy retencję niektórych 

związków niepolarnych. 

 

W celu odróżnienia dwóch typów podobnych mechanizmów retencji, kolumny 

chromatograficzne wypełnione żelem krzemionkowym typu C nazywa się kolumnami 

chromatograficznymi pracującymi w trybie ANP, natomiast kolumny chromatograficzne z 

wypełnieniem typu A i B określa się kolumnami chromatograficznymi pracującymi w try-

bie HILIC [15, 16]. Warto dodać, że jest to umowna klasyfikacja, a określenia ANP oraz 

HILIC dość często w literaturze stosuje się zamiennie. 

Kolumny chromatograficzne wypełnione czystym żelem krzemionkowym jako 

sorbentem znacznie różnią się właściwościami fizykochemicznymi w zależności od produ-

centa, stopnia oczyszczenia oraz sposobu otrzymania, co w konsekwencji przyczynia się 

do braku powtarzalności otrzymywanych wyników (tj. czasu retencji, kształtu piku oraz 

innej sprawności). 
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2.1.1.1 Ziarno całkowicie porowate oraz porowato-rdzeniowe 

Ziarna fazy stacjonarnej (żelu krzemionkowego) stosowane w chromatografii cie-

czowej mogą być albo całkowicie porowate albo porowate w warstwie około rdzeniowej 

(core-shell particles). Znane także jako wykonane w technologii core-shell lub ziarna po-

rowato-rdzeniowe/ze stałym rdzeniem. Ziarna porowato-rdzeniowe najczęściej uzyskuje 

się poprzez modyfikację krzemionki typu B. Rozwiązanie w postaci porowatej otoczki 

wokół stałego niedostępnego dla fazy ruchomej rdzenia, powoduje że opory wynikające z 

przenoszenia masy między fazą ruchomą a stacjonarną zostają zredukowane, a w konse-

kwencji prowadzi to do wzrostu sprawności kolumny chromatograficznej (rysunek 2). 

 

Rys. 2. Przekrój i zdjęcie przez ziarno żelu krzemionkowego a) całkowicie porowatego [17], b) 

porowato-rdzeniowego [18] oraz schemat migracji analitu, c) krzywe opisujące zależność H=f(µ) dla 

kolumny chromatograficznej wypełnionej ziarnem całkowicie porowatym i porowato-rdzeniowym; gdzie: H – 

wysokość równoważna półki teoretycznej, µ – prędkość liniowa przepływu strumienia fazy ruchomej. 
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Równanie van Deemtera opisuje wpływ zjawisk zachodzących podczas migracji 

analitów na wysokość półki teoretycznej, która jest miarą sprawności kolumny chromato-

graficznej. Im większa liczba półek teoretycznych i im mniejsza ich wysokość, tym spraw-

niejsza jest kolumna chromatograficzna [19, 20]. W związku z tym zmniejszenie oporów 

fazy ruchomej penetrującej fazę stacjonarną przekłada się na wyższą sprawność. Jedna z 

wersji rozszerzonej postaci równania van Deemtera wskazuje na wpływ wielu czynników 

na wysokość półki teoretycznej [21]. Rozszerzoną postać zależności van Deemtera opisuje 

równanie (2.1). 

 

� = 2��� + 2�	
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��
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������� �         (2.1) 

 

 

 

 

Gdzie:  

H – wysokość równoważna półki teoretycznej, 

A – dyfuzja wirowa, 

B – dyfuzja wzdłużna (dyspersja), 

Cm – transfer masy w fazie ruchomej, 

Cs – transfer masy w fazie stacjonarnej, 

C – opory przenikania masy między fazą stacjonarną i ruchomą, 

µ – średnia prędkość liniowa przepływu strumienia fazy ruchomej, 

γ – współczynnik opisujący nieregularność przestrzeni międzyziarnowej, 

dp – średnica ziarna,  

λ – współczynnik upakowania kolumny chromatograficznej, 

Dm – współczynnik dyfuzji w fazie ruchomej, 

Ds – współczynnik dyfuzji w fazie stacjonarnej, 

k – współczynnik retencji, 

ds – grubość fazy stacjonarnej. 

 

Przedstawione równanie van Deemtera w postaci rozszerzonej zwraca uwagę na 

wpływ średnicy ziarna (dp) na dyfuzję wirową (parametr A) oraz na opory przenikania 

masy (parametr C). Należy zaznaczyć, że dyfuzja wirowa nie zależy od objętościowego 

przepływu strumienia fazy ruchomej, lecz od średnicy ziarna wypełnienia oraz równo-

mierności upakowania kolumny chromatograficznej. Ponadto, w chromatografii cieczowej 

A B Cm Cs 

C 
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parametr Cs często przyjmuje dużo mniejszą wartość niż parametr Cm ze względu na to, że 

czas, jaki analit spędza w fazie stacjonarnej jest dużo krótszy od czasu spędzanego w fazie 

ruchomej. Im mniejsza średnica ziarna, tym mniejsze wartości będą przyjmowały parame-

try A oraz C. W związku z tym kolumna chromatograficzna będzie charakteryzować się 

wyższą sprawnością kosztem zwiększonych oporów przepływu co wiąże się ze zwiększe-

niem ciśnienia. Dzięki zastosowaniu wypełnienia typu porowato-rdzeniowego można uzy-

skać rezultaty zbliżone do tych uzyskiwanych z wykorzystaniem ultrasprawnej chromato-

grafii cieczowej (UPLC), przy zastosowaniu warunków typowych dla HPLC [20, 22, 23].  

Przedstawiona zależność van Deemtera może przyjąć prostszą postać, która jest 

bardziej znana i została przedstawiona w równaniu (2.2). W praktyce jednak wysokość 

półki teoretycznej wyznacza się na podstawie parametrów piku odczytanych z chromato-

gramu (rysunek 3). 

� =  + !

 + �"
 + "#��                                     (2.2) 

Rys. 3. Porównanie wyznaczania liczby półek teoretycznych na podstawie parametrów 

odczytanych z chromatogramu dla piku symetrycznego oraz ogonującego. 
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Gdzie:  

H – wysokość równoważna półki teoretycznej, 

L – długość kolumny chromatograficznej, 

N – liczba półek teoretycznych, 

tR – czas retencji analitu, 

w1/2 – szerokość piku w połowie wysokości, 

w0,1 – szerokość piku na wysokości 10% powyżej podstawy piku, 

As – współczynnik asymetrii piku, czyli stosunek części zstępującej do wstępującej piku 

wyznaczony na poziomie 10% wysokości piku. 

 

Zwykle piki otrzymane z wykorzystaniem kolumn chromatograficznych z wypeł-

nieniem porowato-rdzeniowym charakteryzują się wyższą (rzadziej podobną, prawie nigdy 

gorszą) sprawnością w porównaniu do pików otrzymanych z wykorzystaniem kolumn 

chromatograficznych z wypełnieniem całkowicie porowatym. Ponadto, czas analizy chro-

matograficznej jest krótszy, co przekłada się na mniejsze zużycie eluentów oraz w efekcie 

możliwość wykonania większej liczby analiz chromatograficznych w takim samym czasie. 

Zastosowanie ziaren porowato-rdzeniowych w efekcie prowadzi do:  

• ograniczenia oporów przenoszenia masy między fazą ruchomą a fazą stacjonarną, 

co skutkuje kształtem pików zbliżonym do gaussowskiego; 

• uzyskania niższych wartości ciśnienia w kolumnie chromatograficznej przy dużych 

przepływach strumienia fazy ruchomej przy wysokiej zawartości acetonitrylu 

(ACN) w fazie ruchomej stosowanej w układzie typu HILIC; 

• redukcji objętości martwej kolumny chromatograficznej; 

• stosowania wysokich wartości objętościowego natężenia przepływu strumienia 

fazy ruchomej z wykorzystaniem systemów przystosowanych do pracy w 

warunkach klasycznej wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC); 

• skrócenia czasu analizy chromatograficznej. 

 

Należy jednak wspomnieć o istotnym ograniczeniu, które obserwowane jest pod-

czas zastosowania kolumn chromatograficznych wypełnionych sorbentem typu porowato-

rdzeniowym, mianowicie objętość próbki dozowanej do układu chromatograficznego jest 

zwykle mniejsza, ze względu na fakt, że czynna powierzchnia fazy stacjonarnej biorącej 

udział w procesie rozdzielania jest mniejsza w porównaniu do faz stacjonarnych opartych 

na ziarnach całkowicie porowatych. 
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2.1.2. Żel krzemionkowy modyfikowany grupami aminowymi 

Żel krzemionkowy modyfikowany grupami aminopropylowymi jest jednym z naj-

starszych i ciągle bardzo popularnym typem wypełnienia używanym głównie do rozdziela-

nia sacharydów, peptydów, kwasów karboksylowych oraz niektórych farmaceutyków [24, 

25]. Podobnie, jak w przypadku czystego żelu krzemionkowego, i w tym przypadku w 

zależności od sposobu otrzymywania oraz oczyszczania złoża, poszczególne kolumny 

chromatograficzne mogą różnić się pomiędzy sobą pod względem zdolności rozdzielczej 

oraz selektywności [25]. Żel krzemionkowy modyfikowany grupami aminopropylowymi 

wykazuje zwiększoną zdolność do retencji związków o charakterze kwasowym za co naj-

prawdopodobniej odpowiedzialny jest mechanizm składający się z wymiany jonowej oraz 

podziału ciecz–ciecz. Wypełnienie tego typu jest podatne na działanie siły jonowej buforu 

– im większa jego siła jonowa, tym krótszy czas retencji związku o charakterze kwasowym 

[26]. Dwojakość mechanizmu dość często powoduje ogonowanie pików [25, 27]. Ponadto, 

cukry redukujące, takie jak: fruktoza, glukoza, galaktoza czy ryboza mają tendencję do 

trwałej adsorpcji na złożu kolumny chromatograficznej, za co odpowiedzialne są grupy 

aminowe. Z kolei, podczas rozdzielania niektórych aldehydów reaktywne grupy amino-

propylowe mogą tworzyć zasady Schiffa (R1R2C=N-R3, gdzie R3 jest grupą arylową lub 

grupą alkilową) trwale je wiążąc ze złożem, co skutkuje utratą sprawności kolumny chro-

matograficznej [28, 29]. 

 

2.1.3. Żel krzemionkowy modyfikowany grupami diolowymi 

Z żelem krzemionkowym grupy hydroksylowe są związane poprzez ligandy pro-

pylowe. Przyłączanie ligandów w celu uzyskania złoża chromatograficznego typu diol 

odbywa się poprzez działanie silanami (np. (3-glicydyloksypropylo) trimetoksysilanem) na 

żel krzemionkowy [1, 15, 30]. Fazy stacjonarne typu diol są bardziej polarne niż czysty żel 

krzemionkowy, jednak nie wykazują zdolności do tworzenia wiązań wodorowych, a grupy 

hydroksylowe zazwyczaj nie podlegają jonizacji. Ponadto, resztkowe grupy hydroksylowe 

żelu krzemionkowego są częściowo przesłonięte przez ligandy propylowe i nie biorą 

udziału w mechanizmie retencji. Wypełnienie typu diol jest najczęściej stosowane w celu 

rozdzielania białek [31], fenoli [32], kwasów organicznych [30], witamin rozpuszczalnych 

w wodzie [27] oraz sacharydów [33]. Specyficznym przykładem wykorzystania wypełnie-

nia typu diol jest możliwość monitorowania mutarotacji niektórych monosacharydów, co 

stawia tego rodzaju wypełnienia w przewadze nad czystym żelem krzemionkowym oraz 
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tym modyfikowanym grupami aminopropylowymi [34]. Ze względu na obecność hydrofo-

bowego łącznika (ligandu) pomiędzy powierzchnią żelu krzemionkowego a grupami hy-

droksylowymi możliwe jest zastosowanie kolumn chromatograficzne typu diol zarówno w 

technice RPLC, jak i HILIC [35]. Im dłuższy łańcuch ligandu, tym większe właściwości 

hydrofobowe będzie miała faza stacjonarna. Diol usieciowany będący modyfikacją fazy 

stacjonarnej typu diol ma większą odporność na hydrolizę i wykazuje silniejsze oddziały-

wania hydrofobowe [36, 37]. 

 

2.1.4. Żel krzemionkowy modyfikowany grupami cyjanopropylowymi 

Kolumny chromatograficzne z wypełnieniem typu żel krzemionkowy modyfiko-

wany grupami cyjanopropylowymi, podobnie jak kolumny chromatograficzne z wypełnie-

niem typu diol mogą być wykorzystywane zarówno w trybie HILIC jak i RPLC [1]. 

Główny mechanizm retencji opiera się na wymianie jonowej. Zazwyczaj ligandem jest 

grupa propylowa o charakterze hydrofobowym, jednak dostępne są kolumny chromatogra-

ficzne z ligandem oktylodecylowym powszechnie stosowane w trybie RPLC, zaś ich za-

stosowanie w technice HILIC jest raczej ograniczone i może być przydatne w rozdzielaniu 

niektórych farmaceutyków oraz związków o charakterze zasadowym [38, 39].  

 

2.1.5. Żel krzemionkowy modyfikowany grupami pentafluorofenylowymi 

Głównym mechanizmem retencji, jaki bierze udział podczas wykorzystywania 

kolumny chromatograficznej z żelem krzemionkowym modyfikowanym grupami penta-

fluorofenylowymi (-F5) jest wymiana jonowa, natomiast oddziaływania polarne są w 

mniejszości lub nie występują [40]. Zdolność fazy stacjonarnej do adsorpcji wody na jej 

powierzchni jest bardzo mała, co utrudnia utworzenie charakterystycznej dla techniki 

HILIC warstwy eluentu o zwiększonej zawartości wody na powierzchni ziaren wypełnie-

nia [41]. Podobnie jak w przypadku wypełnienia cyjanopropylowego również kolumna 

chromatograficzna typu F5 jest sporadycznie stosowana w technice HILIC [1]. 

 

2.1.6. Złoża mieszane typu HILIC/IC, HILIC/IC/RPLC i HILIC/RPLC 

Złoża mieszane zostały wprowadzone w celu zapewnienia możliwości rozdziele-

nia szerokiej gamy związków polarnych, średnio- i małopolarnych. Przy zastosowaniu 

niektórych kolumn chromatograficznych ze specyficznym wypełnieniem możliwe staje się 

rozdzielanie związków niepolarnych w warunkach typu HILIC (czyli polarna faza stacjo-
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narna i faza ruchoma). Przykładami kolumn chromatograficznych posiadających złoża 

mieszane są kolumny chromatograficzne Dionex: Acclaim WAX-1, Acclaim WCX-1,  

Acclaim HILIC-1 czy Acclaim Trinity P1 oraz P2. Kolumna chromatograficzna Acclaim 

WAX-1 umożliwia rozdzielanie w trybie RPLC i HILIC, oferuje także oddziaływania 

anionowymienne i kationowymienne. W tym wypadku żel krzemionkowy modyfikowany 

jest alkilowym łańcuchem z drugo- oraz trzeciorzędową aminą [35, 42, 43]. Podobną do 

niej jest kolumna chromatograficzna typu WCX-1, gdzie oprócz grup aminowych są rów-

nież grupy karboksylowe. Złoże kolumny chromatograficznej oferuje mechanizmy typowe 

dla RPLC i HILIC, ma też właściwości jonowymienne. W porównaniu do złoża WAX-1, 

złoże jest bardziej hydrofilowe, a mechanizm rozdzielania w zależności od warunków 

może być bardziej typowy dla trybu HILIC niż RPLC. Warto zauważyć, że w zależności 

od użytej fazy ruchomej oraz siły jonowej buforu różne mechanizmy retencji mogą być 

aktywowane i brać udział w rozdzielaniu substancji [42, 44-46]. Kolumna chromatogra-

ficzna typu Acclaim Trinity P2 może być wykorzystana podczas analiz chromatograficz-

nych zarówno w trybie IC, jak i HILIC. Wnętrze porów oraz powierzchnia żelu krzemion-

kowego pokryte są organiczną warstwą hydrofilową, która zapewnia wymianę kationową. 

Cząsteczki nanopolimeru znajdujące się na zewnętrznej powierzchni ziarna wypełnienia 

zapewniają wymianę anionową. Co więcej, właściwości hydrofilowe złoża, tj. duża zdol-

ność do adsorpcji wody na powierzchni ziaren, umożliwiają wykorzystanie tej kolumny 

chromatograficznej w trybie HILIC. Przekrój przez ziarno wypełnienia użytego w kolum-

nie chromatograficznej Acclaim Trinity P2 przedstawiono na rysunku 4. Ze względu na 

tajemnicę handlową – otrzymywanie, budowa i charakter polimeru i rodzaj modyfikacji są 

nieznane [47-49].  

 
Rys. 4. Ziarno wypełnienia oraz jego wycinek. Ziarno stosowane jako wypełnienie w kolumnie 

chromatograficznej Acclaim Trinity P2. 
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Wymienione wcześniej modyfikacje żelu krzemionkowego, np. propyloaminowe i 

diolowe, mogą być używane zarówno w trybie HILIC, jak i RPLC. Jeśli modyfikator żelu 

krzemionkowego posiada w swojej strukturze fragmenty o charakterze hydrofobowym, np. 

łańcuch alkilowy lub pierścień, mogą występować inne oddziaływania niż typowe dla 

techniki HILIC. Przykładem dostępnej na wolnym rynku kolumny chromatograficznej 

oferującej oddziaływania HILIC/RPLC jest Acclaim HILIC-1, gdzie modyfikatorem żelu 

krzemionkowego jest długi łańcuch alkilowy oraz grupy hydroksylowe. Odsłonięta część 

łańcucha alkilowego ma charakter hydrofobowy, natomiast grupy hydroksylowe odpowia-

dają za oddziaływania hydrofilowe. 

 

2.1.7. Żel krzemionkowy modyfikowany grupami sulfabetainowymi oraz 

fosforylocholinowymi 

Fazy stacjonarne oparte na żelu krzemionkowym modyfikowanym grupami sulfa-

betainowymi (-ZIC) początkowo były stworzone z myślą o rozdzielaniu opartym na wy-

mianie jonowej. Wykorzystując wypełnienie typu -ZIC możliwe jest rozdzielanie soli, or-

ganicznych związków jonowych oraz niektórych białek [50-54]. Sulfobetaina jako modyfi-

kator żelu krzemionkowego posiada w swej strukturze grupy sulfonowe o charakterze 

kwasowym oraz zasadowe grupy amin czwartorzędowych. Obie grupy są najczęściej roz-

dzielone krótkim łańcuchem alkilowym, np. grupą propylową. Obecność kwasowej i zasa-

dowej grupy umożliwia jednoczesne rozdzielanie kationów i anionów. Resztkowe grupy 

hydroksylowe nie biorą udziału w mechanizmie retencji, ponieważ są skutecznie przysło-

nięte przez grupy sulfobetainowe [55, 56]. Natomiast można zaobserwować oddziaływania 

wodorowe, dipol-dipol oraz częściowo słabe oddziaływania elektrostatyczne, jeśli anality 

poddane rozdzielaniu mają charakter jonowy. Związki rozdzielane z wykorzystaniem złoża 

typu -ZIC eluują w kolejności od najbardziej do najmniej hydrofobowych oraz wraz ze 

wzrostem masy cząsteczkowej. Jest to typowa elucja obserwowana przy zastosowaniu 

techniki HILIC [57]. 

Wypełnienie typu -ZIC w technice HILIC może być traktowane na równi ze zło-

żem uniwersalnym, jakim jest czysty żel krzemionkowy. Znajduje ono zastosowanie w: 

rozdzielaniu prostych kwasów organicznych [58], sacharydów i alkoholi cukrowych [59], 

metabolomice [5, 43, 60], proteomice i peptydomice [50, 61, 62], glikomice [63-65] i 

glikopeptydomice [63, 66]. Handlowo dostępne są trzy rodzaje kolumn chromatograficz-

nych: ZIC-HILIC, gdzie złożem jest modyfikowany żel krzemionkowy; ZIC-pHILIC, 
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gdzie złożem jest polimer modyfikowany grupami sulfabetainowymi oraz ZIC-cHILIC, 

gdzie modyfikatorem jest fosforylocholina. Kolumny chromatograficzne typu ZIC-pHILIC 

charakteryzują się szerszym zakresem pH, w którym można prowadzić proces chromato-

graficznego rozdzielania, ze względu na podwyższoną odporność polimeru na bufory silnie 

kwaśne i silnie zasadowe, tj. odpowiednio poniżej pH=2 i powyżej pH=9. Kolumny chro-

matograficzne typu ZIC-cHILIC oferują zwiększone oddziaływania kationowymienne, co 

może znaleźć zastosowanie podczas rozdzielania metalokompleksów [67]. Z drugiej strony 

wypełnienie typu żel krzemionkowy modyfikowany grupami fosforylocholinowymi może 

być dobrą alternatywą dla kolumn chromatograficznych typu -ZIC, ponieważ ich selektyw-

ność jest inna ze względu na odwrócenie kolejności ładunków w modyfikatorze. 

 

2.1.8. Żel krzemionkowy modyfikowany cyklodekstrynami 

Cyklodekstryny to cykliczne dekstryny ułożone w kształt toroidu, zbudowane z 

prostych cukrów połączonych wiązaniem α-1,4-acetylowym. Najbardziej znane są α-, β- 

oraz γ-cyklodekstryny zbudowane z odpowiednio sześciu, siedmiu oraz ośmiu jednostek 

glukozy. Charakterystyczną cechą pierścieni cyklodekstrynowych jest wnęka hydrofo-

bowa, której właściwości wykorzystuje się podczas rozdzielania związków optycznie 

czynnych. Wiązanie toroidów z żelem krzemionkowym następuje podczas działania ami-

nami lub uretanami [35, 68]. W przypadku techniki HILIC kolumny chromatograficzne z 

wypełnieniem na bazie żelu krzemionkowego modyfikowane β-cyklodekstrynami stosuje 

się do rozdzielania izomerów optycznych alkoholi cukrowych, mono- i oligosacharydów, 

aminokwasów oraz flawonoidów [47, 69-72]. Wszystkie te substancje trudno rozdzielić 

przy wykorzystaniu techniki RPLC. Retencja związków rośnie wraz ze wzrastającą masą 

cząsteczkowa, co najprawdopodobniej ma związek z oddziaływaniami hydrofilowymi, 

bardziej niż z udziałem hydrofobowej wnęki tworzonej przez β-cyklodekstrynę [71].  
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2.2. Porównanie właściwości faz stacjonarnych stosowanych w technice 

HILIC 

Każde wypełnienie zastosowane w kolumnach chromatograficznych przystoso-

wanych do pracy w trybie HILIC ma swoje zalety oraz ograniczenia. Daje to możliwość 

wyboru odpowiedniej fazy stacjonarnej do odpowiedniej grupy związków. Wiąże się to 

jednak ze zwiększonymi kosztami – laboratorium musi posiadać szeroki wybór różnych 

kolumn chromatograficznych, a także zwiększonym nakładem pracy i czasu. Wśród naj-

ważniejszych cech faz stacjonarnych oraz używanych kolumn chromatograficznych w 

technice HILIC można wyróżnić co następuje: 

• Zdolność adsorpcji polarnych związków z wykorzystaniem czystego żelu krze-

mionkowego oraz żelu krzemionkowego modyfikowanego grupami ami-

nopropylowymi; skutkiem mogą być ogonujące piki.  

• Kolumny chromatograficzne ze złożem typu czysty żel krzemionkowy oraz mo-

dyfikowany grupami aminopropylowymi charakteryzują się największymi 

różnicami w selektywności [25, 62].  

• Przy zastosowaniu kolumn chromatograficznych wypełnionych czystym żelem 

krzemionkowym możliwe jest stosowanie dużych wartości objętościowego 

natężenia przepływu strumienia fazy ruchomej bez istotnego pogorszenia 

otrzymywanych parametrów chromatograficznych.  

• Żel krzemionkowy modyfikowany grupami diolowymi jest alternatywą dla nie-

których aplikacji, w których dotychczas był wykorzystywany czysty żel 

krzemionkowy lub żel krzemionkowy modyfikowany grupami aminopropylowymi. 

W zależności od charakteru grupy diolowej, otrzymane złoże może mieć również 

charakter hydrofobowy i znajduje także wykorzystanie w technice RPLC.  

• Kolumny chromatograficzne z wypełnieniem na bazie żelu krzemionkowego 

modyfikowanego sulfobetainą lub fosforylocholiną nadają się do rozdzielania 

polarnych substancji; jednak mają spośród wszystkich kolumn chromatogra-

ficznych najwęższy zakres optymalnych wartości objętościowego natężenia 

przepływu strumienia fazy ruchomej. Wyższe wartości objętościowe natężenia 

przepływu strumienia fazy ruchomej znacząco pogarszają sprawność kolumny 

chromatograficznej [73]. 
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• Mała dostępność kolumn chromatograficznych z wypełnieniem porowato-rdze-

niowym, które mogą znaleźć zastosowanie w technice HILIC. Najpopularniejsze są 

kolumny chromatograficzne z czystym żelem krzemionkowym lub typu diol. 

• Niektóre typy złóż mają ograniczone zastosowanie w technice HILIC. 

• Możliwość stosowania dużych wartości objętościowego natężenia przepływu 

strumienia fazy ruchomej ze względu na wysoką zawartość ACN w fazie ruchomej, 

co przekłada się na niższe wartości ciśnienia roboczego układu 

chromatograficznego w porównaniu do innych rodzajów chromatografii cieczowej 

(np. RPLC). 

 

Na rysunku 5 przedstawiono proponowany schemat postępowania przy wyborze 

fazy stacjonarnej wykorzystywanej do rozdzielania mieszaniny związków w zależności od 

charakteru analitów.  

 

Rys. 5. Proponowany schemat postępowania przy wyborze typu fazy stacjonarnej w zależności od 

charakteru analitów. 

 

Pośród dostępnych kolumn chromatograficznych, nie ma jednej uniwersalnej fazy 

stacjonarnej, za to na rynku pojawiają się kolumny chromatograficzne mające bardzo spe-

cyficzne zastosowania, np. żel krzemionkowy modyfikowany maltozą [74], przeznaczony 

do rozdzielania glikopeptydów. Duży wybór faz stacjonarnych stosowanych w technice 

HILIC jest niewątpliwie jej zaletą, jednak z drugiej strony stwarza on konieczność wyboru 

jakiego analityk musi dokonać w celu osiągnięcia odpowiedniej selektywności, satysfak-

cjonującej rozdzielczości oraz dobrej sprawności w trakcie rozdzielania analitów. 
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2.3. Fazy ruchome stosowane w technice HILIC 

W chromatografii oddziaływań hydrofilowych fazą ruchomą są mieszaniny roz-

puszczalników organicznych, takich jak acetonitryl, metanol, etanol z wodą lub z buforem. 

Bufor zwykle oparty jest na octanie amonu lub mrówczanie amonu, natomiast składnikiem 

organicznym najczęściej jest ACN. W zależności od typu kolumny chromatograficznej i 

rodzaju wypełnienia kolumny chromatograficznej na początkowym etapie elucji faza ruchoma 

powinna zawierać minimum od 3 do 5% składnika wodnego [73]. Obecność wody jest 

niezbędna, by wystąpiły interakcje hydrofilowe pomiędzy zaadsorbowaną wodą a analitem. W 

kolejnym etapie optymalizacji składu fazy ruchomej następuje zwiększanie zawartości wody w 

fazie ruchomej. Podczas analizy chromatograficznej próbek rzeczywistych w celu wymycia 

silnie zaadsorbowanych pozostałych składników próbki zawartość składnika wodnego 

zwiększa się do 80–90%. W układach HILIC elucja izokratyczna jest rzadziej stosowana i 

najczęściej dotyczy przypadku silnie polarnych związków, np. cukrów [33]. 

Teoretycznie, do rozdzielania analitów w technice HILIC można zastosować wiele 

rozpuszczalników; ich siła elucyjna rośnie wraz ze wzrostem ich polarności i możliwości 

interakcji protono-wymiennej: woda > metanol > etanol > 2-propanol > tetrahydrofuran > 

acetonitryl > aceton [73, 75]. Użycie rozpuszczalników innych niż ACN dość często prowadzi 

do uzyskania niewystarczającej retencji oraz niesymetrycznych pików. Zastosowanie metanolu 

znajduje bardzo ograniczone zastosowanie w układzie HILIC, ponieważ metanol zachowuje 

się podobnie do wody i konkuruje z nią podczas adsorpcji na polarnej powierzchni ziaren 

wypełnienia, tworząc wiązania wodorowe. Dotyczy to również, chociaż w mniejszym stopniu, 

innych alkoholi, takich jak etanol czy izopropanol. Pomimo bardzo dobrej mieszalności z 

wodą, ACN nie konkuruje z tą zaadsorbowaną na powierzchni ziaren wypełnienia, dlatego 

stosując ACN uzyskuje się największe różnice w selektywności. ACN w niektórych 

aplikacjach może być zastąpiony tetrahydrofuranem lub acetonem. Aceton ma podobną 

polarność jak ACN, jednak jego zastosowanie prowadzi do uzyskania niższej selektywności 

dla kolumn chromatograficznych oraz w wielu przypadkach obserwuje się skrócenie czasów 

retencji poszczególnych analitów. W przypadku stosowania detektorów UV należy mieć na 

uwadze fakt, że aceton absorbuje światło UV w zakresie typowym dla niektórych analitów 

240–300 nm, co negatywnie wpływa na jakość otrzymywanych wyników. 
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2.3.1. Dodatki do faz ruchomych stosowanych w technice HILIC 

Do rozdzielania analitów w technice HILIC często stosuje się takie dodatki do fazy 

ruchomej jak mrówczan amonu i octan amonu, których główną funkcją jest kontrola pH oraz 

siły jonowej roztworu. Rolą dodatków do fazy ruchomej jest najczęściej cofnięcie dysocjacji 

związków o charakterze jonowym. Zazwyczaj, im większe stężenie buforu tym mniejsza 

retencja analitów, jeśli wymiana jonowa jest jednym z mechanizmów retencji [73, 75, 76]. 

Jeśli nie występują oddziaływania jonowe, zwiększanie stężenia buforu może mieć odwrotny 

efekt – czas retencji poszczególnych związków wydłuża się [13]. W niektórych przypadkach 

rozdzielania np. sacharydów, oligosacharydów, alkoholi cukrowych stężenie buforu w fazie 

ruchomej jest zwykle małe (2-10 mM) lub bufor jest całkowicie pomijany [1, 33]. Mechanizm 

retencji oparty na wymianie jonowej pomiędzy analitem a fazą stacjonarną nie jest silnie 

zależny od pH stosowanych buforów, jednak można zauważyć znaczący wpływ pH buforu na 

selektywność układu chromatograficznego. Wysoka zawartość ACN w fazie ruchomej osłabia 

działanie buforu oraz wpływa na pH fazy ruchomej. Odczyn pH fazy ruchomej, której 

głównymi składnikami są bufor i ACN, jest trudny do ustalenia. Wykazano, że pH fazy 

ruchomej składającej się z mieszaniny mrówczanu amonu o pH=3 i ACN (skład mieszaniny 

15/85 v/v), w warunkach panujących w kolumnie chromatograficznej przyjmowało wartość 

około 5,2 [13]. 

 

2.3.2. Rozpuszczalnik próbki 

Podczas rozdzielania analitów w trybie HILIC rozpuszczalnik, w którym rozpusz-

czone są składniki próbki odgrywa istotną rolę. Mieszaniny o dużej zawartości wody (tym 

samym o wysokiej sile elucyjnej) mogą zakłócić mechanizm podziału analitów pomiędzy fazą 

stacjonarną (zaadsorbowaną na niej wodą) a fazą ruchomą. W przypadku dozowania do układu 

chromatograficznego próbek o dużej zawartości wody można łatwo zakłócić retencję analitów 

oraz rozdzielczość. Zaleca się, by maksymalna zawartość H2O w rozpuszczalniku próbki 

wynosiła 50% [13]. Niestety, nie zawsze możliwe jest zastosowanie się do tego zalecenia, w 

szczególności w przypadku bardzo polarnych analitów, ponieważ istnieje ryzyko strącenia ich 

w próbce. W takich przypadkach ACN zastępuje się – przynajmniej częściowo – etanolem lub 

izopropanolem. Jeśli to możliwe, próbki powinny zawierać jak najmniej metanolu ze względu 

na zbyt silne oddziaływania konkurencyjne, o których wspomniano wcześniej. Wybór odpo-

wiedniego rozpuszczalnika jest pewnego rodzaju kompromisem pomiędzy rozpuszczalnością 

analitów, zapewnieniem powtarzalnych czasów retencji a otrzymywanym kształtem pików.  
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2.4. Mechanizmy retencji występujące w technice HILIC 

Technika HILIC łączy w sobie właściwości trzech innych technik chromatogra-

ficznych, jednak najwięcej cech wspólnych upatruje się z techniką RPLC. Faza ruchoma 

charakteryzuje się dużą zawartością składnika organicznego (zazwyczaj >60%), a pozo-

stała jej część to najczęściej bufor mrówczanowy lub octanowy. Bufor, którego głównym 

składnikiem jest woda, odpowiada za utworzenie warstwy eluentu o wysokiej zawartości 

wody skupionej wokół powierzchni ziaren fazy stacjonarnej oraz wewnątrz porów wypeł-

nienia. Zjawisko to zostało zaobserwowane już w latach 70. ubiegłego wieku [3], jednak 

dopiero 20 lat później mechanizm ten stał się wykorzystywany podczas rozdzielania 

związków polarnych [4]. Jak wynika z przeprowadzonych doświadczeń, anality o 

charakterze polarnym mają tendencję do dłuższego przebywania w zaadsorbowanej war-

stwie eluentu na powierzchni ziarna fazy stacjonarnej niż w fazie ruchomej [77, 78]. Po-

nadto, obecność wody jest niezbędna w celu uaktywnienia innych rodzajów interakcji, 

ponieważ to dzięki wodzie anality mogą się znaleźć wystarczająco blisko grup funkcyj-

nych modyfikatora fazy stacjonarnej. Ze względu na fakt, że na mechanizm retencji w 

chromatografii cieczowej, a w tym w technice HILIC składają się różne rodzaje oddziały-

wań występujące pomiędzy analitami, fazą stacjonarną i fazą ruchomą trudno przewidzieć, 

które z nich będzie w przewadze, jednakże można wyróżnić następujące typy możliwych 

interakcji: 

• oddziaływania hydrofilowe – powstają pomiędzy analitem zaadsorbowanym w 

warstwie eluentu o zwiększonej zawartości wody a fazą stacjonarną;  

• oddziaływania wodorowe (wiązania wodorowe) – powstają pomiędzy cząsteczkami 

analitu i grupami funkcyjnymi fazy stacjonarnej, protonodonor – protonoakceptor; 

• oddziaływania elektrostatyczne – powstają pomiędzy zjonizowanymi grupami 

funkcyjnymi analitu a grupami funkcyjnymi fazy stacjonarnej; są to słabe 

oddziaływania; 

• oddziaływania van der Waalsa – powstają pomiędzy niepolarnymi grupami 

obecnymi w cząsteczce analitu a hydrofobowymi grupami funkcyjnymi mo-

dyfikującymi żel krzemionkowy (np. grupa aminopropylowa); nie prowadzą do 

trwałych połączeń.  

 

Na rysunku 6 przedstawiono w sposób schematyczny mechanizm retencji amfe-

taminy na czystym żelu krzemionkowym, z uwzględnieniem trzech różnych typów od-
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działywań pomiędzy fazą stacjonarną, zaadsorbowaną przy jej powierzchni warstwą elu-

entu o zwiększonej zawartości wody, analitem oraz fazą ruchomą (mniej hydrofilowa war-

stwa). 

 

Rys. 6. Schemat mechanizmu retencji z wykorzystaniem techniki HILIC [79]. 

 

Wraz ze wzrostem zawartości ACN w fazie ruchomej, woda jest silniej adsorbo-

wana na powierzchni fazy stacjonarnej np. żelu krzemionkowego. W takiej sytuacji roz-

puszczalnik organiczny ma ograniczony kontakt z aktywną powierzchnią wypełnienia, 

zostawiając ją dostępną dla cząsteczek wody. Dzieje się tak do momentu, gdy zawartość 

składnika wodnego osiągnie koło 20%, wówczas woda ma zdolność wypierania ACN z 

dostępu do powierzchni fazy stacjonarnej. Powyżej 20% zawartości składnika wodnego w 

fazie ruchomej przy powierzchni fazy stacjonarnej jest coraz więcej składnika organicz-

nego [77, 80, 81]. Ponadto, w zależności od polarności fazy stacjonarnej zaadsorbowana 

warstwa eluentu o podwyższonej zawartości wody może mieć różną grubość. Obserwuje 

się także zjawiska warstwowania się składników fazy ruchomej. Oznacza to, że w układzie 

tym pojawia się wokół ziarna wypełnienia kilka warstw oraz mieszaniny ACN/H2O wokół 

ziarna wypełnienia oraz kolejnych warstw [82]. Pomimo złożoności mechanizmu retencji 

analitów w układzie HILIC, a także występowania wielu odmiennych oddziaływań, kolej-

ność elucji tych samych analitów z zastosowaniem różnych kolumn chromatograficznych 
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nie zmienia się istotnie. Związki eluują bowiem w zależności od masy cząsteczkowej i 

właściwości fizykochemicznych, a przede wszystkim polarności. Pozwala to w niewielkim 

stopniu przewidywać kolejność elucji, pod warunkiem, że znane są właściwości fizyko-

chemiczne analitów. Należy wspomnieć, że interakcje takie, jak dipol-dipol czy wymiana 

jonowa mają istotny wpływ na zachowanie analitu, który znajduje się w fazie ruchomej 

[13, 77]. 

W przypadku zastosowania kolumn wypełnionych czystym żelem krzemionko-

wym występują głównie wymienione wcześniej trzy rodzaje oddziaływań. W zależności 

od składu i pH fazy ruchomej, właściwości fizykochemicznych analitów oraz rodzaju 

użytego wypełnienia w układzie HILIC mogą przeważać różne rodzaje interakcji analit – 

faza stacjonarna – faza ruchoma [77, 81]. Wyższe pH fazy ruchomej intensyfikuje joniza-

cję grup silanolowych na powierzchni żelu krzemionkowego, powodując zwiększenie 

zdolności fazy stacjonarnej do wymiany kationowej, co można wykorzystać podczas roz-

dzielania związków o charakterze zasadowym. Związki takie zazwyczaj są silnie zatrzy-

mywane na powierzchni żelu krzemionkowego poprzez wiązania wodorowe oraz oddzia-

ływania jonowymienne. Symetria pików związków o charakterze zasadowym rozdziela-

nych z wykorzystaniem techniki HILIC często jest lepsza od symetrii pików dla tych sa-

mych związków rozdzielanych w układzie RPLC [13]. Niektóre typy wypełnienia, np. 

sulfobetaina, mogą wykazywać oddziaływania jonowe dwóch typów: oddziaływania po-

między analitem a grupą sulfonową lub pomiędzy analitem a aminą czwartorzędową. Za-

stosowanie buforu może ograniczać oddziaływania jonowe, a mechanizm retencji będzie 

opierał się na podziale ciecz-ciecz. Podobny efekt ma dodatek kwasu mrówkowego lub 

octowego, który może ograniczać wymianę jonową między analitem a fazą stacjonarną 

[54, 83]. Natomiast żel krzemionkowy modyfikowany grupami pentafluorofenylowymi, w 

niewielkim stopniu oferuje oddziaływania ciecz-ciecz, opierając mechanizm retencji na 

wymianie jonowej [40, 84]. Istotnym czynnikiem, wpływającym na mechanizm retencji, 

jest zastosowanie do faz ruchomych dodatków, takich jak bufory lub kwasy organiczne. 

Dodatki te powodują, że mechanizm retencji staje się bardziej skomplikowany [85]. Dzieje 

się tak dlatego, że jony konkurują między sobą o dostęp do powierzchni fazy stacjonarnej. 

Zakres, w którym dominują poszczególny rodzaje interakcji zależny jest od typu fazy sta-

cjonarnej, stężenia użytego buforu, rodzaju rozpuszczalnika organicznego i pH fazy ru-

chomej. Dlatego też podczas optymalizacji warunków chromatograficznych należy spraw-

dzić szereg poszczególnych parametrów, które mogą mieć wpływ na retencję oraz kształt 

otrzymywanych pików. 
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2.5. Wpływ poszczególnych czynników wpływających na retencję 

2.5.1. Skład fazy ruchomej 

Głównymi składnikami fazy ruchomej pozostają ciągle wodny roztwór buforu 

oraz ACN. O stopniu rozdzielenia poszczególnych składników mieszaniny decyduje 

przede wszystkim zawartość wody w fazie ruchomej. Nawet niewielka – kilkuprocentowa 

zmiana zawartości wody w fazie ruchomej – powoduje znaczące różnice w retencji roz-

dzielanych polarnych związków. Zazwyczaj w celu rozdzielania związków o niskiej polar-

ności, zawartość wody nie przekracza 5%. W niektórych przypadkach dopuszcza się niższe 

zawartości (2–3%), jednak taki skład fazy ruchomej wymaga długiej stabilizacji kolumny 

chromatograficznej po ukończonej analizie – jeśli stosowana była elucja gradientowa. W 

niektórych aplikacjach woda może być wyeliminowana całkowicie lub częściowo przez 

polarny rozpuszczalnik organiczny, np. metanol lub etanol [86]. Takie rozwiązanie stwarza 

nowe problemy ze względu na ograniczenia w rozpuszczalności soli buforowych w skład-

nikach organicznych fazy ruchomej. Woda bez dodatku buforu lub kwasu jako składnik 

nieorganiczny jest używana dość rzadko. Stosując kolumny chromatograficzne z wypeł-

nieniem porowato-rdzeniowym, możliwe jest rozdzielenie sacharydów z wykorzystaniem 

czystej wody jako składnika fazy ruchomej lub buforu, którego stężenie nie przekracza 2 

mM [33]. Zastosowanie buforu pozwala kontrolować retencję analitów, jeśli faza stacjo-

narna (np. typu pentadiol) ma charakter niejonowy lub oddziaływania elektrostatyczne są 

niewielkie. W takim przypadku retencja związków zazwyczaj maleje wraz ze stężeniem 

użytego buforu, co spowodowane jest zwiększonym udziałem interakcji typu ciecz-ciecz. 

Odpowiedzialnym za ten fakt jest efekt wysalania (wysycenia fazy stacjonarnej solą bufo-

rową). Możliwość tworzenia się wiązań wodorowych lub oddziaływań jonowych pomię-

dzy analitem a fazą stacjonarną jest ograniczona [7, 75, 87, 88]. Teoria ta jest sprzeczna z 

tym, co można znaleźć w niektórych doniesieniach naukowych, mianowicie, zwiększenie 

zawartości buforu w fazie ruchomej zwiększa objętość tworzonej warstwy hydrofilowej 

wokół ziaren wypełnienia, co może spowodować zwiększenie czasu retencji eluowanych 

związków [54, 83]. 

 

2.5.2. Bufory jako dodatki do fazy ruchomej 

Jak już wspomniano, czysta woda jest rzadko używana jako składnik fazy rucho-

mej. Dużo częściej składnikiem wodnym fazy ruchomej używanym w technice HILIC są 

roztwory buforowe. Powszechne zastosowanie ze względu na swoją lotność znajduje bufor 
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mrówczanowy oraz octanowy. Powoduje to w konsekwencji, że sole te można stosować w 

układach chromatograficznych sprzężonych ze spektrometrami mas. Rzadziej stosowane 

są nielotne bufory cytrynianowe, fosforanowe czy boranowe.  

Bufor obecny w fazie ruchomej zazwyczaj zmniejsza oddziaływania elektrosta-

tyczne pomiędzy analitem a fazą stacjonarną [41, 87, 88], pozwalając, by w układzie 

HILIC mogły dominować inne mechanizmy retencji. Jednak te same bufory mogą mieć 

również działanie odwrotne i mogą zmniejszać retencję związków, jeśli faza stacjonarna 

ma charakter jonowy (np. sulfobetaina) lub częściowo jonowy (-SiOH, -NH2). Istnieje 

hipoteza, że oddziaływania elektrostatyczne pomiędzy analitem a fazą stacjonarną są za-

kłócone poprzez działanie jonów pochodzących od buforu [2, 71].  

Istotną rolę w rozdzielaniu analitów odgrywa pH buforu, które może być kontro-

lowane za pomocą dodatku jednego ze składnika danej soli. Zazwyczaj pH buforów 

mrówczanowych i octanowych kontroluje się poprzez dodanie odpowiedniego kwasu do 

ustalenia żądanej wartości. Bufory o pH powyżej 8 są stosowane tylko z kolumnami chro-

matograficznymi o wypełnieniu polimerowym, np. ZIC-pHILIC, gdzie nie istnieje ryzyko 

rozpuszczenia fazy stacjonarnej.  

W zależności od pH fazy ruchomej anality mogą przybierać formę zdysocjowaną 

lub niezdysocjowaną, jednak – jak wspomniano wcześniej – dokładny pomiar pH fazy 

ruchomej jest utrudniony ze względu na wysoką zawartość składnika organicznego. Można 

powiedzieć, że rola buforu jest dwojaka: bufor może w dużym stopniu ograniczyć wystę-

powanie oddziaływań elektrostatycznych pomiędzy analitem a fazą stacjonarną, bufor 

może także kontrolować charakter analitów (forma zdysocjowana lub nie). Udowodniono, 

że niektóre anality o charakterze kwasowym nie wykazują wystarczającej retencji z zasto-

sowaniem buforów mrówczanowych. Jednak są silnie zatrzymywane na złożu po zmianie 

buforu na wodny roztwór kwasu trifluorooctowego [72, 89]. Podejrzewa się, że jest to 

możliwe ze względu na ograniczenie odpychania pomiędzy analitami a zdysocjowanymi 

grupami silanolowymi. W przypadku sacharydów dodatek kwasu mrówkowego do fazy 

ruchomej zamiast buforu mrówczanowego (kolumna: żel krzemionkowy modyfikowany 

grupami aminopropylowymi) znacząco poprawił kształt pików, natomiast w niewielkim 

stopniu wpłynął na czas retencji [59]. Prawdopodobnie, jony pochodzące od kwasu utrud-

niają dostęp do grup funkcyjnych żelu krzemionkowego modyfikowanego grupami amino-

propylowymi, przez co mogą ograniczać oddziaływania jonowe. 
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2.5.3. Temperatura 

Temperatura termostatowania kolumny chromatograficznej w chromatografii cie-

czowej a zwłaszcza w technice HILIC ma istotny wpływ na czas retencji analitów oraz 

kształt otrzymywanych pików. Spora część związków o charakterze jonowym jest wraż-

liwa na zmiany temperatury, co wiąże się z otrzymywanym kształtem pików, a także w 

niewielkim stopniu oddziałuje na czas retencji. Wpływ temperatury na selektywność roz-

dzielania można zaobserwować dla mieszanin związków, które różnią się istotnie pod 

względem wielkości oraz kształtu cząsteczki oraz, jak już wspomniano, mają charakter 

jonowy lub są częściowo zdysocjowane [90]. W przeciwieństwie do rozdzielania z 

wykorzystaniem techniki RPLC, w technice HILIC zwiększenie temperatury termostato-

wania kolumny nie wpływa znacząco na czas retencji związków oraz kolejność ich elucji. 

Może mieć jednak wpływ na kształt otrzymywanych pików. W przypadku zastosowania 

rozdzielania z wykorzystaniem techniki RPLC zwiększenie temperatury ma związek z 

tym, że zmniejsza się lepkość fazy ruchomej i szybkość wymiany masy, co powoduje, że 

skraca się czas retencji analitów. Dzieje się tak ze względu na bardziej jednolity proces 

adsorpcji-desorpcji. Parametry te wpływają na mechanizm interakcji pomiędzy analitem a 

fazą stacjonarną [91, 92].  

Podczas optymalizacji warunków chromatograficznych w trybie HILIC, tempe-

ratura bywa często pomijanym parametrem i zazwyczaj rozdzielanie przeprowadza się w 

temperaturze około 30ºC. Jednak, należy mieć na uwadze fakt, że jest to ważny parametr 

optymalizacyjny [54]. Przykładem ilustrującym wpływ temperatury prowadzenia 

rozdzielania chromatograficznego na wynik analizy chromatograficznej może być analiza 

krystalicznej glukozy, która ulega tautomeryzacji, jeśli zostaje rozpuszczona w wodzie. W 

zależności od temperatury powstaje mieszanina kilku jej form, np. α-glukopiranoza i β-

glukopiranoza [93]. W temperaturze <15ºC obie główne formy (α- i β-glukopiranoza) 

mogą być rozdzielone z wykorzystaniem techniki HILIC [34, 87]. Natomiast zwiększenie 

temperatury >15ºC powoduje, że piki zaczną koeluować. Dalsze zwiększanie temperatury 

powoduje otrzymanie jednego piku bez możliwości rozróżnienia form tautometrycznych 

[59, 94]. Temperatura termostatowania kolumny ma wpływ nie tylko na formę analitu w 

jakiej on występuje, ale oddziałuje też na proces transportu masy pomiędzy fazą ruchomą a 

fazą stacjonarną [95]. Uzyskanie węższych pików w podwyższonej temperaturze można 

wyjaśnić zwiększoną dyfuzją analitów. Natomiast niewielkie zmiany w czasie retencji 

analitów wraz ze wzrostem temperatury są trudne do wytłumaczenia. 
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2.6. Opracowanie metod opartych na wykorzystaniu techniki HILIC 

Opracowanie metody chromatograficznej opartej na wykorzystaniu techniki 

HILIC wymaga od analityka przeprowadzenia wieloetapowej optymalizacji warunków 

analizy. Na rysunku 7 przedstawiono schemat blokowy algorytmu umożliwiającego opra-

cowanie optymalnych warunków pracy układu chromatograficznego typu HILIC. 

 

 
Rys. 7. Schemat blokowy algorytmu pozwalającego na wybór optymalnych warunków metody 

chromatograficznego rozdzielenia analitów z wykorzystaniem techniki HILIC. 

* zamiast octanu amonu używa się 

równie często mrówczanu amonu. 

Należy dobrać odpowiednią sól 

buforową doświadczalnie. 

** w celu sprawdzenia, czy anality 

wymywają się całkowicie ze złoża 

kolumny przed optymalizacją 

metody, należy użyć mieszaniny 

ACN/woda 60/40 v/v i zadozować 

próbkę mieszaniny wzorcowej 

analitów w warunkach elucji 

izokratycznej. 

*** wysoka zawartość buforu 

(powyżej 40–50 mM) nie jest 

zalecana dla detektorów, gdzie 

stosowana jest komora rozpylająca, 

np. spektrometr mas czy laserowy 

detektor światła rozproszonego 
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Dobór optymalnych warunków rozdzielania chromatograficznego analitów z wy-

korzystaniem techniki HILIC, to trudne i wieloetapowe zadanie. Opracowanie metody 

chromatograficznej, uwzględniającej rodzaje i charakter oddziaływań pomiędzy analitami 

a fazą stacjonarną, wymaga potwierdzenia przyjętych założeń na drodze doświadczalnej. 

Pierwszym krokiem analityka jest wybór kolumny chromatograficznej wypełnionej wła-

ściwą fazą stacjonarną. Już ten pierwszy krok jest tym trudniejszy im anality wchodzące w 

skład rozdzielanej mieszaniny mają bardziej zróżnicowany charakter. Kolejnym etapem 

jest dobranie optymalnego objętościowego natężenia przepływu strumienia fazy ruchomej. 

Stwierdzono doświadczalnie, że kolumny chromatograficzne z wypełnieniem typu czysty 

żel krzemionkowy mają szerszy zakres optymalnych natężeń przepływów niż kolumny ze 

złożem typu żel krzemionkowy modyfikowany grupami sulfabetainowymi czy fosforylo-

cholinowymi. Następnie ustala się skład fazy ruchomej, zazwyczaj zwiększając stopniowo 

(zwykle co 5%) zawartość składnika organicznego. W zależności od typu wypełnienia oraz 

grubości tworzącej się wokół ziaren wypełnienia warstwy eluentu o zwiększonej zawarto-

ści wody, minimalna zawartość wody w fazie ruchomej wynosi od 3 do 5%. W przypadku 

mieszaniny analitów najczęściej stosuje się elucję gradientową, zaczynając od 95% za-

wartości ACN w wodzie. Jego zawartość utrzymuje się na stałym poziomie przez pierwsze 

2 minuty analizy, po czym stopniowo zmniejsza się jego zawartość w fazie ruchomej do 

60–70% w ciągu 10 minut. Podany przykład dotyczy kolumny chromatograficznej o dłu-

gości 100 mm. Stosowanie elucji gradientowej wymusza potrzebę stabilizacji kolumny 

chromatograficznej po każdej analizie, co znacząco wydłuża całkowity czas trwania pro-

cesu optymalizacyjnego. Możliwe jest wzmocnienie siły elucyjnej organicznego składnika 

fazy ruchomej przez dodatek izopropanolu lub rzadziej – metanolu (nie więcej niż 20%). 

W efekcie wiąże się to ze skróceniem czasu retencji silnie polarnych związków zazwyczaj 

kosztem kształtu pików. Kolejne etapy w optymalizacji warunków rozdzielania dotyczą 

stężenia buforu oraz ustalenia pH fazy ruchomej. Przeważnie to ten etap jest najbardziej 

praco- i czasochłonny, ponieważ wymaga przygotowania wielu odpowiednich mieszanin 

faz ruchomych oraz przeprowadzenia optymalizacji warunków chromatograficznych z ich 

użyciem. Zmiana jednego składnika (buforu, jego stężenia lub pH) wymusza powtórną 

optymalizację elucji gradientowej ze względu na zmianę warunków panujących w kolum-

nie chromatograficznej. Ostatnim etapem optymalizacji jest dobór temperatury termosta-

towania kolumny chromatograficznej (w zakresie 20–50ºC), która może mieć wpływ na 

mechanizm rozdzielania analitów oraz kształt pików.  
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2.7. Technika HILIC-ESI-MS jako narzędzie analityczne 

Technika HILIC dedykowana analizie chromatograficznej związków polarnych, 

hydrofilowych i jonowych znakomicie sprawdza się w połączeniu z niezwykle popularną 

obecnie detekcją MS. Wysoka zawartość składnika organicznego w fazie ruchomej sprzyja 

powstawaniu jonów, gdyż tworzące się w komorze do elektrorozpylania (ESI) krople aero-

zolu charakteryzują się małymi średnicami. Zastosowanie różnych dodatków do faz ru-

chomych w postaci soli czy kwasów, które to mają korzystny wpływ na rozdzielanie 

chromatograficzne, może równocześnie negatywnie wpływać na proces tworzenia jonów w 

źródle spektrometru mas. W niniejszym rozdziale zostanie omówiony wpływ rozpuszczal-

ników używanych w technice HILIC na tworzenie jonów w źródle typu ESI.  

Schemat tworzenia się jonów analitu w komorze jonizacyjnej typu ESI 

przedstawiono na rysunku 8. 

 
Rys. 8. Schemat tworzenia się jonów analitu w komorze jonizacyjnej typu ESI. 
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W celu zrozumienia procesu tworzenia jonów w źródle należy wspomnieć o roz-

puszczalności analitów w fazie ruchomej, która w przypadku techniki HILIC najczęściej 

jest mieszaniną wody oraz ACN. Rozpuszczanie substancji to jej zdolność do oddziaływa-

nia z rozpuszczalnikiem poprzez słabe oddziaływania międzycząsteczkowe i dążenie 

układu rozpuszczalnik – substancja rozpuszczana do osiągnięcia jak najwyższej entropii i 

jak najniższej energii wewnętrznej. Każda mieszanina (rozpuszczalnik oraz analit) posiada 

określoną lepkość oraz ciśnienie pary nasyconej. W przypadku faz ruchomych (wodnych 

mieszanin rozpuszczalników organicznych) wykorzystywanych w technice HILIC lepkość 

oraz ciśnienie pary nasyconej są niższe niż dla faz ruchomych wykorzystywanych w tech-

nice RPLC. Dzięki temu wytworzenie kropli aerozolu jest i jej odparowanie w komorze 

jonizacyjnej są łatwiejsze. Mieszanina składająca się z fazy ruchomej oraz analitów jest 

rozpylana w komorze źródła zaraz u wylotu kapilary, do której przyłożone jest napięcie 

(zazwyczaj od 1 do 5 kV). Eluat opuszczający kapilarę tworzy stożek Taylora, składający 

się z naładowanych dodatnio lub ujemnie (zależnie od trybu jonizacji) kropel aerozolu. 

Krople aerozolu nabierają ładunku po czym są przyciągane przez elektrodę o przeciwnym 

ładunku. Równanie (7.1) opisuje natężenie pola elektrycznego (Ep) z uwzględnieniem pa-

rametrów źródła w celu utworzenia naładowanych kropel aerozolu [96-98]. 

 

A� = 2 B�
C ln �6�

C �                                                  (7.1) 

Gdzie:  

Ep – natężenie pola elektrycznego, 

Vp – napięcie przyłożone do kapilary, 

r – średnica kapilary, 

d – odległość od elektrody. 

 

Natężenie pola elektrycznego niezbędne do utworzenia naładowanych kropel ae-

rozolu jest zależne od napięcia Vp. Natomiast minimalne napięcie pola elektrycznego, nie-

zbędnego do utworzenia naładowanych kropel aerozolu (Vmin) opisuje równanie (7.2). 

 

F
GH ≈ 2 × 10;√�L × MN �6�
C �                                    (7.2) 

Gdzie:  

Vmin – minimalna wartość napięcia niezbędnego do utworzenia naładowanych kropel aerozolu, 

γ – napięcie powierzchniowe eluatu 
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Jak wynika z równania (7.2), wartość Vmin jest zależna od napięcia powierzch-

niowego eluatu, dlatego w celu utworzenia naładowanych kropel aerozolu wartość Vmin 

wzrasta wraz ze wzrostem wartości napięcia powierzchniowego eluatu. W technice HILIC, 

przeważającym składnikiem fazy ruchomej jest ACN, dlatego wymagane napięcie (Vmin) 

jest mniejsze niż w przypadku techniki RPLC, w której głównym składnikiem eluatu jest 

najczęściej woda. W miarę odparowywania rozpuszczalnika w podwyższonej temperaturze 

(150–650ºC) i atmosferze gazu osuszającego (N2) krople zmniejszają swoją objętość. W 

pewnym momencie następuje eksplozja kulombowska – naładowane cząsteczki wchodzące 

w skład kropli aerozolu odpychają się od siebie, podczas gdy siły napięcia powierzchnio-

wego starają się utrzymać kroplę w całości. Średnica kropli rk jest proporcjonalna do gę-

stości eluatu, liniowej prędkości przepływu strumienia mieszaniny fazy ruchomej oraz 

analitów, a także napięcia powierzchniowego, zgodnie z równaniem (7.3). 

 

L� ∝ PQ���                                                        (7.3) 

Gdzie:  

rk – średnica kropli aerozolu, 

ρ – gęstość eluatu, 

µ – liniowa prędkość przepływu strumienia fazy ruchomej. 

 

Można by się spodziewać, że w celu zwiększenia liczby jonów analitów trafiają-

cych do komory jonizacyjnej należy zwiększyć odpowiednio wartość przepływu strumie-

nia fazy ruchomej. Jednak efekt takiego działania jest odwrotny od zamierzonego. Liczba 

analitów trafiających do komory ESI co prawda zwiększa się, ale jednocześnie powstają 

większe krople aerozolu, które trudniej odparować, a w związku z tym później ulegają one 

eksplozji kulombowskiej. Innymi słowy, trudniej odparować większą ilość rozpuszczalnika 

trafiającego do źródła typu ESI. Powstają tym mniejsze krople aerozolu, im mniejsze są 

wartości gęstości oraz napięcia powierzchniowego. W technice HILIC głównym składni-

kiem jest ACN, który znacząco obniża zarówno gęstość, jak i wartość napięcia powierzch-

niowego eluatu, dlatego można oczekiwać większej efektywności jonizacji analitów. Po-

nadto szybkość, z jaką odparowuje rozpuszczalnik z kropli aerozolu, jest zależna od pręż-

ności par danego rozpuszczalnika, co po raz kolejny przemawia na korzyść faz ruchomych 

stosowanych w technice HILIC [99]. Granica stabilności Rayleigha (równanie 7.4) opisuje 

wartość ładunku, jaka jest potrzebna, by pokonać napięcie powierzchniowe kropli aerozolu 

w celu powstania eksplozji kulombowskiej [100].  
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RS� = 64T�U5�VS�                                                (7.4) 

Gdzie:  

QR – wartość ładunku powierzchniowego kropli aerozolu potrzebna do przezwyciężenia napięcia 

powierzchniowego, 

ε0 – przenikalność elektryczna próżni 8,84*10-12 F/m, 

RR – średnica kropli aerozolu, która ma odpowiedni ładunek w celu osiągnięcia granicy stabilności 

Rayleigha. 

 

Dla MeOH (γ=0,0226 N/m2), ACN (γ=0,030 N/m2) oraz wody (γ=0,073 N/m2) 

wartości QR wynoszą odpowiednio: QR,MeOH=1,12*10-5RR
3, QR,ACN=1,29*10-5RR

3 i 

QR,woda=2,02*10-5RR
3. Można zauważyć, że wartość ładunku powierzchniowego w przy-

padku wody jest blisko dwukrotnie wyższa od wartości ładunku dla MeOH oraz ACN. 

Oznacza to, że kropla aerozolu musi posiadać wyższy ładunek w celu wystąpienia eksplo-

zji kulombowskiej. Innymi słowy, krople o takiej samej objętości, ładunku oraz składające 

się głównie z MeOH lub ACN rozpadną się wcześniej, podczas gdy krople składające się z 

wody rozpadają się później. Rozpad kropli w celu uwolnienia jonów można przyspieszać 

lub opóźniać poprzez regulację temperatury źródła oraz przepływu gazu suszącego i roz-

pylającego. Jednak wraz ze wzrostem temperatury istnieje ryzyko, że anality ulegną rozpa-

dowi zanim przejdą do stanu gazowego jako jony. Kolejnym istotnym czynnikiem wpły-

wającym na ilość utworzonych jonów jest zawartość dodatków w fazie ruchomej, pełnią-

cych rolę elektrolitów. Ich zadaniem jest przede wszystkim zapewnienie przewodnictwa 

elektrycznego oraz zmniejszenie napięcia powierzchniowego kropli aerozolu. Mechanizm 

odparowania rozpuszczalnika w źródle typu ESI przewiduje również rozpad większych 

kropel na mniejsze [98]. 

Uważa się, że niewielkie cząsteczki uwalniane są w postaci jonów z naładowa-

nych kropel aerozolu zgodnie z jonowym modelem odparowania (Ion Evaporation Model 

– IEM). Model ten zakłada, że w pewnym momencie w dostatecznie małej kropli aerozolu 

gęstość ładunku przekracza energię solwatacji jonu analitu, co powoduje uwolnienie jonu 

do fazy gazowej [101]. Duże cząsteczki, takie jak białka lub polimery, uwalniane są do 

fazy gazowej w postaci jonów zgodnie z modelem naładowanych pozostałości (Charge 

Residue Model – CRM). Rozpuszczalnik z kropli aerozolu jest odparowywany dopóki nie 

pozostanie tylko jon analitu, który jest uwalniany do fazy gazowej [102, 103]. Opierając 

się na modelu IEM, można się spodziewać, że związki hydrofilowe chętniej ulegną joniza-

cji, kiedy głównym rozpuszczalnikiem jest rozpuszczalnik organiczny, np. ACN, co ma 

miejsce w przypadku zastosowania techniki HILIC. Odwrotna sytuacja ma miejsce z za-
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stosowaniem techniki RPLC, gdzie głównym składnikiem eluatu jest woda, która faktycz-

nie stwarza środowisko niesprzyjające rozpuszczalności związków o charakterze hydrofo-

bowym. Jednak, jak już wspomniano wcześniej, wodne mieszaniny tworzące krople aero-

zolu trudniej odparować w komorze jonizacyjnej. W przypadku gdy głównym składnikiem 

eluatu jest MeOH lub ACN związki o charakterze hydrofobowym trudniej ulegają joniza-

cji, ponieważ opuszczają środowisko sprzyjające ich rozpuszczalności [99, 104]. Rola roz-

puszczalników wchodzących w skład fazy ruchomej jest niezwykle ważna podczas two-

rzenia i uwalniania jonów analitów, tak samo jak zawartość dodatków oraz wartości obję-

tościowego natężenia przepływu strumienia fazy ruchomej. Fizykochemiczne parametry 

mieszaniny rozpuszczalników decydują o wielkości kropli, stopniu odparowania oraz roz-

padzie kropel aerozolu. Dodatkowo należy wspomnieć o konieczności optymalizacji para-

metrów źródła jonów, które mają wpływ na liczbę analitów, które ulegną jonizacji.  

Technika HILIC–ESI–MS może być efektywnym narzędziem analitycznym wy-

korzystywanym w analizie jakościowej oraz ilościowej związków polarnych oraz średnio-

polarnych. W przypadku rozdzielania złożonych mieszanin należy mieć na uwadze fakt, że 

optymalne warunki chromatograficznego rozdzielania analitów nie zawsze są optymalnymi 

warunkami detekcji z użyciem spektrometru mas. Najczęściej głównym składnikiem fazy 

ruchomej w technice HILIC jest rozpuszczalnik organiczny, dlatego w połączeniu ze 

spektrometrią mas, stwarza sprzyjające warunki jonizacji analitów.  
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2.8. Sposoby rozwiązywania problemów w trakcie stosowania techniki HILIC 

Technika HILIC w porównaniu do techniki RPLC ma wiele zalet, nie jest jednak 

pozbawiona wad. Główną wadą techniki HILIC jest ścisły związek z praktycznie jedynym 

głównym składnikiem organicznym fazy ruchomej jakim jest ACN. Co prawda w niektó-

rych przypadkach ACN można zastąpić acetonem [105-107], jednak aceton nie może być 

stosowany tam, gdzie są używane detektory typu UV-Vis ze względu na występowanie 

wysokiego poziomu tła pochodzącego od tego rozpuszczalnika. Problemami występują-

cymi podczas rozdzielania substancji w trybie HILIC są: elucja związków w czasie mar-

twym, koelucja dwóch lub więcej związków w tym samym czasie, niepowtarzalne czasy 

retencji oraz niegaussowski kształt otrzymywanych pików (ogonowanie). W tabeli 2 ze-

stawiono informacje o najczęstszych, spotykanych w trakcie wykorzystywania techniki 

HILIC problemów, prawdopodobne ich przyczyny oraz sposoby rozwiązania powstałych 

problemów. 

 

Tabela 2. Najczęstsze problemy chromatograficzne, ich prawdopodobne przyczyny oraz sposoby 

rozwiązywania problemów obserwowanych w technice HILIC. 

Mała/brak retencji analitów 

Przyczyna Rozwiązanie 

Niewłaściwa faza 
stacjonarna 

W celu uzyskania retencji związków należy znać podstawowe właściwości 
fizykochemiczne analitów. Dla związków o charakterze kwasowym 
odpowiednie będą np. kolumny wypełnione złożem oferującym 
oddziaływania anionowymienne, a dla związków o charakterze zasadowym 
kolumny z wypełnieniem o charakterze kationowymiennym. 

Niewłaściwe pH 
buforu 

Należy dobrać wartość pH buforu w taki sposób, by analit/anality były w 
stanie zdysocjowanym w roztworze. Należy mieć na uwadze fakt, że pH 
buforu może zmieniać również właściwości fazy stacjonarnej – grupy 
funkcyjne fazy ruchomej również powinny być w formie zdysocjowanej. 

Zbyt duża zawartość 
wody w fazie 

ruchomej 

Należy zwiększyć zawartość składnika organicznego w fazie ruchomej. 
Minimalna zawartość wody w fazie ruchomej wynosi odpowiednio 3% (dla 
mniej polarnych faz stacjonarnych) oraz 5% (dla bardziej polarnych faz 
stacjonarnych). Jeśli jest stosowana elucja gradientowa, należy przez okres 
minimum dwukrotnie dłuższy niż czas martwy zastosować elucję 
izokratyczną, np. 5% składnika wodnego oraz 95% składnika organicznego. 

Niewłaściwy bufor 
W zależności od stosowanego buforu należy wymienić mrówczan amonu na 
octan amonu lub odwrotnie. Po czym optymalizuje się warunki rozdzielania. 

Niepowtarzalny czas retencji 

Niewłaściwe pH 
buforu 

Jeśli wartość pH buforu jest bliska wartości pKa analitu, może to powodować 
otrzymywanie niepowtarzalnego czasu retencji. Jeśli to możliwe, należy 
wymienić stosowany bufor na taki o pH o 0,5 jednostki większej i/lub 
mniejszej. Możliwa jest również zmiana stosowanego buforu. 
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Zanieczyszczenia w 
kolumnie 

Niepowtarzalny czas retencji lub zmiana rozdzielczości może wskazywać na 
obecność zanieczyszczeń w kolumnie chromatograficznej. Podwyższone 
ciśnienie pracy kolumny chromatograficznej może wskazywać na 
zanieczyszczenie filtru lub przedkolumny. Odwróconą kolumnę 
chromatograficzną należy przepłukać odpowiednią mieszaniną wody oraz 
rozpuszczalnika organicznego (około 10–20 objętości). Skład mieszaniny jest 
zależny od typu kolumny, a producent umieszcza informacje, jakiego składu 
mieszaniny należy użyć. Jeśli jest stosowana przedkolumna, należy ją 
wymienić.  

Kolumna nie jest 
ustabilizowana po 
elucji gradientowej 

Kolumny chromatograficzne pracujące w trybie HILIC zazwyczaj potrzebują 
więcej czasu na stabilizację warunków pracy niż te pracujące w trybie RPLC. 
Proces tworzenia warstwy eluentu o zwiększonej zawartości wody wokół 
ziaren wypełnienia jest dość powolny. Również podczas elucji izokratycznej 
należy upewnić się, że silnie polarne zanieczyszczenia pochodzące z próbki są 
wymyte. Mimo to nie zaleca się stosowania 100% wodnych składników fazy 
ruchomej do płukania kolumny. Czas stabilizacji jest specyficzny dla danej 
kolumny i wynosi odpowiednio 1-2 min stabilizacji na 1 cm kolumny 
chromatograficznej. Stabilizację można przyspieszyć, stosując duże 
objętościowe natężenie przepływu strumienia fazy ruchomej. 

Niegaussowskie piki 

Przewaga polarnego 
rozpuszczalnika próbki 

Rozpuszczalnikiem próbki powinien być ten o mniejszej sile elucyjnej, jednak 
w takiej zawartości by nie powodować wytrącania analitów. Zawartość wody 
powinna być utrzymywana na jak najniższym poziomie. Wyższa zawartość 
wody (powyżej 30%) powoduje zakłócenie oddziaływań pomiędzy fazą 
stacjonarną a analitami, co przekłada się na ogonowanie pików, zmniejszenie 
czasów retencji oraz zmniejszenie rozdzielczości.  

Niewłaściwa objętość 
dozowanej próbki 

Możliwe jest przeładowanie kolumny, dlatego należy pamiętać o 
ograniczeniach w objętościach, jakie mogą być nastrzykiwane z 
wykorzystaniem kolumn pracujących w trybie HILIC. Zalecane objętości: 
kolumny o średnicy wewnętrznej 2.1 mm: 0,5-5 µL; 4.6 mm: 5-40 µL. Innymi 
słowy, objętość wprowadzanej próbki powinna być jak najmniejsza, 
szczególnie, kiedy woda jest jednym ze składników rozpuszczalnika próbki. 

Niewłaściwe stężenie 
buforu 

Niskie stężenie buforu może powodować występowanie drugorzędowych i 
niepożądanych rodzajów oddziaływań, np. słabych oddziaływań 
elektrostatycznych. Podwyższenie stężenia buforu może sprzyjać poprawieniu 
się kształtu piku, czasem kosztem zmniejszonej intensywności, kiedy 
stosowany jest spektrometr mas jako detektor. 

 
Zrozumienie mechanizmów retencji analitów oraz wpływu parametrów chroma-

tograficznych na retencję i kształt pików pozwala skorzystać z zalet, jakie oferuje technika 

HILIC. Kamieniem milowym w rozwoju techniki HILIC było wykorzystanie technologii 

umożliwiającej uzyskanie ziaren porowato-rdzeniowych, która pozwoliła zminimalizować 

problem rozmytych i ogonujących pików [22, 108]. Największe wady techniki HILIC to 

względnie długi czas stabilizacji kolumny chromatograficznej oraz możliwość występowa-

nia niepożądanych rodzajów oddziaływań (analit – faza stacjonarna). Jednakże ten man-

kament może stać się zaletą techniki, ponieważ optymalizacja warunków chromatograficz-

nych umożliwia wybór pożądanego mechanizmu interakcji.   

Tabela 2. c.d. 
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Cel oraz zakres 
badań 
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3. Cel oraz zakres badań 

Technika HILIC w połączeniu ze spektrometrią mas lub tandemową 

spektrometrią mas stwarzają wiele możliwości opracowania nowych metodyk 

analitycznych. Ogromnym wyzwaniem podczas tego procesu jest dobranie odpowiednich 

parametrów chromatograficznych, które uwzględniają właściwości fizykochemiczne 

oznaczanych substancji, i mogą zapewnić satysfakcjonujące rezultaty rozdzielania. 

Badania, których celem było opracowanie nowych metodyk analitycznych, dotyczą 

aktualnych problemów w dziedzinach, takich jak analiza biomedyczna czy kontrola 

jakości. 

Podstawowym celem pracy było opracowanie nowych metodyk analitycznych i 

wyznaczenie podstawowych parametrów opisujących układ chromatograficzny z zastoso-

waniem techniki HILIC dla następujących związków: cukry i alkohole cukrowe, nikotyna, 

syntetyczne oraz naturalne substancje intensywnie słodzące. Wymienione anality w więk-

szości należą do substancji polarnych (rysunek 9). 

 
Rysunek 9. Wartości liczbowe parametru logP dla związków będących przedmiotem 

zainteresowania. 
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Cukry oraz alkohole cukrowe bez uprzedniego przekształcenia w pochodne, są 

trudne w rozdzieleniu z wykorzystaniem techniki RPLC. Nikotyna jest przykładem alka-

loidu, który z powodzeniem można rozdzielić zarówno za pomocą techniki HILIC, jak i 

RPLC. Mieszanina substancji intensywnie słodzących stanowiła wyzwanie ze względu na 

fakt, że związki te znacznie różnią się między sobą polarnością oraz właściwościami fizy-

kochemicznymi. Opracowane metodyki analityczne z wykorzystaniem techniki HILIC 

oraz RPLC posłużyły do oznaczenia ww. substancji w próbkach pochodzących z różnych 

źródeł. Cukry i alkohole cukrowe zostały oznaczone w próbkach biologicznych, a także w 

próbkach płynów do napełniania wkładów e-papierosów. W próbkach tych również zostały 

oznaczone śladowe ilości nikotyny, mimo że według zapewnień producentów i informacji 

zamieszczonych na opakowaniach wkłady do e-papierosów miały być od niej wolne. 

Sztuczne i naturalne substancje intensywnie słodzące zostały oznaczone w próbkach na-

pojów. 

Opracowane nowe metodyki analityczne z wykorzystaniem techniki HILIC sta-

nowią alternatywne rozwiązania do metodyk opracowanych za pomocą techniki RPLC. 

Opracowane metodyki mogą znaleźć szerokie zastosowanie w aplikacjach przemysłowych, 

badaniach klinicznych czy kontroli jakości. Oprócz tego, została przeprowadzona we-

wnątrzlaboratoryjna walidacja opracowanych metodyk, która miała na celu sprawdzenie 

wpływu matrycy poszczególnych próbek na uzyskiwane wyniki. Ostatnim etapem było 

wyznaczenie oraz porównanie podstawowych parametrów opisujących układ chromatogra-

ficzny typu HILIC z parametrami opisującymi układ typu RP.  
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Część 
doświadczalna 
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4. Część doświadczalna 

4.1. Oznaczanie cukrów w próbkach moczu dzieci 

W literaturze naukowej dostępnych jest kilka publikacji [109-111] dokumentują-

cych metodyki analityczne umożliwiające rozdzielenie wybranych cukrów, głównie lak-

tulozy oraz mannitolu. Sacharydy i ich proste pochodne stanowią grupę polarnych związ-

ków mających tendencję do elucji w układzie RPLC w czasie martwym. Nie oznaczano do 

tej pory takich analitów jak sacharoza i laktuloza obok siebie. Obie te substancje są do 

siebie podobne, mają taką samą masę cząsteczkową oraz zbudowane są z dwóch cukrów 

prostych: sacharoza z D-glukozy oraz D-fruktozy, zaś laktuloza z D-galaktozy oraz D-

fruktozy). Te różnice w budowie strukturalnej obu cukrów wykorzystano do ich rozdziela-

nia. Mieszaninę substancji (mannitol, laktuloza, sacharoza oraz rafinoza) poddano roz-

dzielaniu z wykorzystaniem trzech różnych kolumn, oferujących różne mechanizmy reten-

cji. Związki, takie jak mannitol i laktuloza są stosowane do weryfikacji przepuszczalności 

jelita – mannitol jest łatwo wchłaniany, zaś laktuloza jest wchłaniana w niewielkim stop-

niu. Badanie zawartości poszczególnych związków w moczu zbieranym w ciągu kilku (6) 

godzin po wypiciu roztworu cukrów pozwala określić stopień ich wchłaniania. Podjęte 

badania nad opracowaniem metodyki jednoczesnego oznaczania mannitolu, laktulozy i 

sacharozy w próbkach moczu z wykorzystaniem techniki HILIC sprzężonej z tandemową 

spektrometrią mas mogą znaleźć praktyczne zastosowanie w medycynie diagnostycznej. 

Przedmiotem badań były próbki moczu, które jako materiał biologiczny charakte-

ryzują się złożonym i zmiennym składem matrycy. Istotnym aspektem tego zakresu prze-

prowadzonych badań, było opracowanie uniwersalnej, nieskomplikowanej i szybkiej pro-

cedury, która umożliwiłaby analizy chromatograficzne próbek pochodzących zarówno od 

osób chorych jak i od osób zdrowych.  

Temat przepuszczalności jelitowej jest obecnie ważnym polem badań naukowych, 

a opracowana procedura analityczna posłużyła jako narzędzie diagnostyczne wykorzystane 

w trakcie badań realizowanych w ramach współpracy z zespołem naukowym z Katedry i 

Kliniki Pediatrii, Gastroenterologii, Hepatologii i Żywienia Dzieci Gdańskiego Uniwersy-

tetu Medycznego. Określono stopień przepuszczalności jelitowej oraz żołądkowo-dwu-

nastniczej u dzieci a uzyskane wyniki badań opublikowano w czasopiśmie Journal of 

Chromatography B [59].  
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G)3,.*� 6,30+0*,� 01� 30.,+-,3� -)� *)*U0*H/10H,� /*3� 7/-0,*-

2.0,*345�30/?*)1018�VS,�3,H,4)7,3�6,-S)3�01�10674,d�./703d�1,4,+-0H,

/*3� 1,*10-0H,� 2).� 3,-,.60*/-0)*� )2� +)*+,*-./-0)*� )2� -S.,,� 3022,.U

,*-� 1:?/.1� 0*� S:6/*� :.0*,8� B:+S� 6,-S)31� /.,� 2):*3� -)� T,� :1,2:4

0*�3,10?*/-0)*�)2�0*-,1-0*/4�/*3�:77,.�30?,1-0H,�-./+-�7,.6,/T040-58

B/674,� 7.,7/./-0)*� 1-,7� )2� 1:+S� +)674,e� 6/-.0e� 40f,� :.0*,� 3),1

*)-�0*+4:3,�1)403�7S/1,�,e-./+-0)*8�VS,�/330-0)*�)2�17,+0[+�/6):*-

)2� 0)*� ,e+S/*?,� .,10*d� 60e0*?� /*3� H).-,e0*?� -S,� 1/674,� /.,� 1:2U

[+0,*-� -)� )T-/0*� S0?S� .,+)H,.5� H/4:,18� g/703� 1/674,� 7.,7/./-0)*d

4)W� 1)4H,*-� :1/?,� 7,.� 10*?4,� .:*� /*3� -)-/4� -06,� )2� /*/45101� ,h:/4

-)�IK�60*�/.,�1:0-/T4,�WS,*�3,/40*?�W0-S�4/.?,�/6):*-�)2�1/674,18

ij(kUlj<j(� +)4:6*� W/1� +S)1,*� 3:,� -)� 0-1� 4)*?� 402,� /*3� ,/10*,11� )2

S/*340*?8

<060-1�)2�3,-,+-0)*�/*3�4060-1�)2�h:/*-0-/-0)*�W,.,�T/1,3�)*�-S,

H/4:,�)2�1-/*3/.3�3,H0/-0)*�)2�+)*1-/*-�-,.6�)2�+/40T./-0)*�,h:/-0)*

/*3�14)7,�)2�+/40T./-0)*�+:.H,�2).�,/+S�)2�-S,�/*/45m,3�+)67):*318

VS,� /T040-5� )2� GB@GB� -)� 6)*0-).� 6:4-074,� .,/+-0)*� 0)*� -./*10-0)*1

7,.� 10*?4,� .:*� ?0H,1� S0?S� 17,+0[+0-5� )2� -S,� 6,-S)3� ;V/T4,� I=� /*3

/44)W1� 301-0*?:01S0*?� 6)4,+:4,1� W0-S� -S,� 1/6,� 6)4,+:4/.� 6/11

40f,�4/+-:4)1,�/*3�1:+.)1,8�ij(kUlj<j(�+)4:6*�7.)H03,1�1/-012/+-).5

1,7/./-0)*� /*3� .,7,/-/T4,� .,-,*-0)*� -06,18

n.,1,*-,3� 6,-S)3� W0-S� ./703� 1/674,� 7.,7/./-0)*� 1-,7� 01� /*

0*-,.,1-0*?� /4-,.*/-0H,� -)� -S,� ,*m56/-0+� /11/5� )2� 0*-,1-0*/4� /*3

:77,.� 30?,1-0H,� -./+-� 7,.6,/T040-58� j-� 7.)H,1� -S/-� ln<(� W0-S� ij(kU

lj<j(� +S.)6/-)?./7S5� 01� /T4,� -)� 1,7/./-,� S0?S45� 7)4/.� +)67):*31

,H,*�W0-S�-S,�1/6,�6)4,+:4/.�6/11�/*3�oBjUGB@GB�01�/T4,�-)�03,*U

-025� -S,68� G,-S)3� 2).� 3,-,.60*/-0)*� )2� 4/+-:4)1,d� 6/**0-)4� /*3

1:+.)1,�0*�S:6/*�:.0*,�6/5�T,�W03,45�/7740,3�*)-�)*45�-)�+S043.,*

T:-� -)� /3:4-� 7/-0,*-1� /1� W,448

pqq&_rcs� p\� taqq%&u&_v#wx� r#v#

B:774,6,*-/.5� 3/-/� /11)+0/-,3� W0-S� -S01� /.-0+4,� +/*� T,

2):*3d� 0*� -S,� )*40*,� H,.10)*d� /-� S--7y@@3e83)08).?@IK8IKIM@X8

X+S.)6T8NKIN8KQ8KFI8

z&{&w&_̀&b

YIZ� j8� |X/.*/1)*d� }8� G/+nS,.1)*d� C8� l)44/*3,.d� ~/1-.),*-,.)4)?5� IKQ� ;IPPJ=

IJMMRIJQI8

YNZC8� l)44/*3,.d� (:..8� ~/1-.),*-,.)48� g,78� I� ;IPPP=� OIKROIM8
YFZ(8�8� V,1S06/d� �8|8� G,330*?1d� (:..8� ~/1-.),*-,.)48� g,78� IK� ;NKKQ=� OOFROOP8

YOZ� <8� ~.,+)d� ~8� C�}3/6)d� }8� V.:1+,440d� ~8� n/..0440d� G8� G/5,.d� ~8� |:3044)*d� }.+S8� C018

(S0438� MM� ;IPPI=� QLKRQLN8
YJZl8� 9)?,41/*?d� �8� �5/--d� o8� n,**,.d� l8� <)+S1d� }68� �8� ~/1-.),*-,.)48� PK� ;IPPJ=

IQFQRIQON8
YMZ� g898C8� C�j*+�d� (8~8� <,)d� C8� G/.-0*,1d� }8� C��3).0+)d� (8� G,1-.0*,.d� (8� 9,*-:.0d� ~8

<)*?)d� ~8(8� B-:.*0)4)d� }68� �8� ~/1-.),*-,.)48� PO� ;IPPP=� NPJMRNPMK8

YLZV8� �/4)*,*d� �8� }44,.?5� (40*8� j66:*)48� QQ� ;IPPI=� LFLRLON8
YQZB8� n/1+:/4d� �8� B:+Sd� }8� o1-,T/*d� n8� i/7/-,.d� �8}8� (/1,44/1d� �8g8� }7/.0+0)d� o8� ~0.)*/d

}8� ~:-0�..,md� �8� (/.*0+,1d� �8� n/4/m�*d� �8� B)4/U9,./d� G8� n�.,mUG/-,)d� l,7/-)?/1U
-.),*-,.)4)?5� JK� ;NKKF=� IOQNRIOQM8

YPZ� B8(8� �4,60*?d� �8}8� �5*/1-)*d� G8�8� </f,.d� }8C8�8� n,/.1)*d� G8B8� �/7,6TW/d� ~8o8

~.02[*d� �8� (S.)6/-)?.8� MOK� ;IPPF=� NPFRNPL8
YIKZ� g8}8�BS,.W))3d��8V8�G/.13,*d�(8}8�B-,0*d�B8�B)6/1:*3/./6d�(8�}0-f,*d��8B8��e2).3d

j8B8� G,*m0,1d� j8� |X/.*/1)*d� }*-0H0./4� (S,68� (S,6)-S,.8� ;IPPL=� FNLRFFN8
YIIZ98� C0<,)d� g8� C�j*+/d� �8� C0/mU~./*/3)d� �8� �.0,1d� (8� 9,*-:.0d� }8� C��3).0+)d� C8� G/.U

-0*,1d� ~8(8� B-:.*0)4)d� }68� �8� ~/1-.),*-,.)48� PQ� ;NKKF=� NNOJRNNJN8

YINZ� C8� �044,61d� B8� (/3./*,4d� �8� �/+)T1d� (40*8� (S,68� FP� ;IPPF=� QQKRQPK8
YIFZ� g8G8� 9/*o4T:.?d� �8�8� �04d� �8G8� 9/*}/43,.,*d� n,30/-.8� g,18� FP� ;IPPM=� PQJRPPI8

YIOZ� j8� |X/.*/1)*d� ~:-� ;B:7748� I=� ;IPPO=� 1IQR1NN8
YIJZ� <8C8� �:T5d� �8� g)-SW,44d� }8V8g8� }e)*d� ~:-� FK� ;IPQP=� OLMROQK8

YIMZ� g8�G/.1040)d�<8�C�}*-0?/d�<8�i/*+/*d��8�C:110*0d��8�i/++S,44)d�(40*8�(S,68�OO�;IPPQ=8

YILZ� G8�B,0605/d�B8��1/W/d��8�l01/,d�V8�BS01S03)d�V8��/6/?:+S0d��8��)6:./d�(40*8�(S068
}+-/� FOF� ;NKKO=� IPJRIPP8

YIQZ� V8� BS01S03)d� V8� �/6/?:+S0d� V8� �3/f/d� G8� B,0605/d� l8� B/01S)d� �8� �)6:./d� �).43� �8
~/1-.),*-,.)48� II� ;NKKJ=� MPKJRMPKP8

YIPZ� �8� iS/*?d� |8� <,,d� G8� VS)671)*d� g8� ~4/11d� g8(8� <,,d� C8� �0?:,.)/d� g8� ~046/*d� C8

V/54).d� (8� B-,7S,*1)*d� �8� n,30/-.8� ~/1-.),*-,.)48� �:-.8� FI� ;NKKK=� IMRNI8
YNKZ� n8~8� <:**d� (8}8� �).-S.)7d� }8�8� �).-S.)7d� (40*8� (S068� }+-/� IQF� ;IPQP=� IMFR

ILK8
YNIZ� (8}8� �).-S.)7d� n8~8� <:**d� g8l8� |,S.,*1d� (40*8� (S068� }+-/� IQL� ;IPPK=� LPRQL8

YNNZ� �8� G/.-�*,mU}:?:1-0*d� �8�8� |)m/d� �8G8� g)6,./d� }8� ~04d� (40*8� |0)+S,68� NQ� ;IPPJ=8

YNFZ�8� C:6/1d� (8� }:11,4d� n8� n,.*,-d� (8� G/.-0*d� �8� ~0T):3,/:d� �8� (S.)6/-)?.8� |� MJO
;IPPO=� NLMRNQI8

YNOZ� g8<8� BS077,,d� }8}8� �)S*1)*d� �8~8� (0)2[d� �8� </1f)d� V8o8� <,9)5,.d� |8B8� �).3/*d� (40*8
(S,68� FQ� ;IPPN=� FOFRFOJ8

YNJZ� G8� (,440d� n8� C�o:2,60/d� g8� C)66/.+)d� g8� �0*)++S0/.)d� C8� }7.0?40/*)d� �8� G/.-0*)d
o8� (/.30d� �8� ~0/.30*0d� (40*8� (S,68� OI� ;IPPJ=� LJNRLJM8

YNMZ� g8� n/.)*0d� j8� �,.6)d� /8� G)4-,*0d� <8� �)40*0d� G8g8� n/1-).,d� }8� G)1+/3d� o8� |)10d� �8

(S.)6/-)?.8� |� QFO� ;NKKM=� IQFRIQL8
YNLZV8�jf,?/60d��8�l).0,d��8�B//3d��8�l)1)5/d��8��0,S*d��8�V/*/f/d�}*/48�|0)/*/48�(S,68

FPI� ;NKKQ=� NJFFRNJON8

��



�� ��� ����	
� ��� 

�� �� ��� �����
������ �� ������������ !�  �

"#$%� &'� ()*+� ,'� -./01+� 2'� 3*+� ('� 4*+� 3'� -./5+� &'� &*/016+� 7'� ()+� 8)5591'� :;<'� =.;>'� (;??'
@A� B#CCAD� #EEFG#EAA'

"#F%� 2':'� (5H?)/+� ('� ()50;??5+� ('� I9)06)J;HH/+� :'� KL/01;M)H?)+� 2'� N/>O/+� :'I'� P)MM/+� :'
,)>>/65+� =M)0'� 8)56.;>'� A@� B#CC$D� $$QG$F#'

"EC%� ,'2'� R9)01+� 2'� S;99T+� U'� =/*H50+� R'V'� 7;00;9+� 7'� I./9>'� 8)5>;<'� @W� B@FFQD

@#@EG@##A'
"E@%� X'U'� U55T/YY;9H+� &':'&'L'� K)ZY+� V'K'I'� X;*?[+� 7'� =.95>/?519'� 2� QEC� B@FFWD

FFG@C\'
"E#%� &'� K01;M./9<?+� I'� ].H+� =.95>/?519/J.)/� #E� B@F$QD� W\QGWW#'
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

 

Figure S1. General scheme of the protocol of urine sample preparation 

 

Figure S2. Plots of calibration curves for three different columns 
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Figure S3. Interference of blank urine samples: A) full view, B) zoom on interference of mannitol 

 

Table S1. Test for homoscedasticity based on limiting F-value=19 at 95% confidence level. 

Column Lactulose Mannitol Sucrose 

ZIC®-HILIC 

SD UL 
0.0091 

RSD UL 
0.0012 

SD UL 
0.0091 

RSD UL 
0.0015 

SD UL 
0.0096 

RSD UL 
0.0026 

SD LL 
0.0083 

RSD LL 
0.033 

SD LL 
0.0053 

RSD LL 
0.027 

SD LL 
0.0032 

RSD LL 
0.023 

Ratio 1.20 0.0013 2.98 0.003 8.83 0.012 

Ascentis Si 

SD UL 
0.12 

RSD UL 
0.023 

SD UL 
0.084 

RSD UL 
0.025 

SD UL 
0.043 

RSD UL 
0.014 

SD LL 
0.016 

RSD LL 
0.13 

SD LL 
0.0048 

RSD LL 
0.13 

SD LL 
0.015 

RSD LL 
0.11 

Ratio 7.60 0.018 17.20 0.20 2.86 0.13 

Supelcosil 
 LC-NH2 

SD UL 
0.16 

RSD UL 
0.026 

SD UL 
0.063 

RSD UL 
0.013 

SD UL 
0.022 

RSD UL 
0.0057 

SD LL 
0.079 

RSD LL 
0.21 

SD LL 
0.019 

RSD LL 
0.29 

SD LL 
0.094 

RSD LL 
0.14 

Ratio 2.03 0.13 3.25 0.047 0.23 0.041 

 

Opracowana procedura analityczna dotycząca oznaczania cukrów w próbkach 

moczu oferuje prostotę wykonania, szybkość uzyskiwania wyniku (krótki czas przygoto-

wania próbek i krótki czasy analizy), małe zużycie rozpuszczalników, niskie koszty zwią-

zane z etapem przygotowania próbki, selektywność i czułość. Pozwala to na wykorzystanie 

opracowanej metodyki w diagnostyce medycznej, kiedy analityk ma do czynienia z dużą 

liczbą próbek. Metodyka może być z powodzeniem wykorzystana do badania przepusz-

czalności jelitowej nie tylko u dzieci ale także u dorosłych.  
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4.2. Oznaczanie cukrów w próbkach płynów do elektronicznych papierosów 

Celem badań było opracowanie szybkiej i prostej metody analitycznej do oceny 

zawartości sacharozy i innych cukrów w próbkach płynów do e-papierosów z wykorzysta-

niem techniki HILIC i spektrometrii mas. Istnieje wiele kontrowersji na temat bezpieczeń-

stwa stosowania papierosów elektronicznych. W krajach, gdzie e-papierosy są już po-

wszechnie dostępne dopiero wprowadza się uregulowania prawne dotyczących składu i 

rodzaju używanych płynów.  

Opracowana metoda badawcza może posłużyć jako narzędzie kontroli jakości 

oraz pomiaru zawartości poszczególnych sacharydów w próbkach płynów do e-papiero-

sów. Oznaczone cukry, głównie sacharoza, podczas spalania mogą przyczyniać się do po-

wstawania aldehydów oraz kwasów organicznych, których wpływ na zdrowie nie jest do 

końca poznany. Związki te oraz nikotyna zawarta w produktach do e-palenia mogą być 

czynnikami prowadzącymi do nałogu. Proponowana metoda analityczna umożliwia okre-

ślenie zawartości sacharozy oraz innych cukrów w czasie krótszym niż 4 minuty. Ze 

względu na dość prosty skład matrycy próbki przygotowanie próbek zostało zredukowane 

do minimum i polegało na rozcieńczeniu próbki w odpowiednim składniku fazy ruchomej. 

Wyniki badań opublikowano w czasopiśmie Analytical and Bioanalytical Chemistry [33], 

a temat badań – Contaminants in e-liquids for electronic cigarettes – ukazał się na okładce. 

Prezentowana publikacja znalazła się w dziesiątce najczęściej pobieranych publikacji w 

roku 2014.  
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H//W?0E6/0HT

?@1=6ISEH/SI86?E1I@IS?G3/HB3/=?@3I8Q?@10?013=3A81@Q
0I67A=E1I@IS=A08I=/?@3IEH/8=AQ?8=1@EI7?00I1==E1GG@IE

SAGGBA@3/8=EII3a[VdbNYIO/2/8V1E1=R@IO@EH?E3A81@QEH1=

D8I0/==I8Q?@10?013=?@3?G3/HB3/=6?B7/SI86/3a5V_c;9bN
�G3/HB3/=0I61@QS8I6=AQ?8=3A81@QEH/0I67A=E1I@IS

EI7?00I6?BH?2/EH/8/1@SI801@Q/SS/0E8/=DI@=17G/SI81@T

08/?=/3?3310E1I@EI@10IE1@/?@3=6IR1@Qa_V;5bN
H/H1QH
E/6D/8?EA8/3A81@QEH/0I67A=E1I@ISEI7?00ILS8I6 :̂:EI

_::e�3A81@Q38?O1@QM1=8/=DI@=17G/SI8EH/SI86?E1I@IS
?G3/HB3/=?@3I8Q?@10?013=N
H/OI8R1@QE/6D/8?EA8/ISEH/

H/?E1@Q/G/6/@EIS/T01Q?8/EE/=1=2?81?7G/IO1@QEIEH/0IIG1@Q

IS1@H?G/3?18SGIOa;CbNF8I6I@/DI1@EIS21/OVEH1=E/6D/8T
?EA8/6?B=//6EIIGIOL?8IA@39J:e�MEIG/?3EIEH/

SI86?E1I@IS?G3/HB3/=?@3I8Q?@10?013=V7AEEH/8/?8/8/DI8E=

a5V;Jb1@310?E1@QS?18GBUA10RSI86?E1I@IS?G3/HB3/=S8I6
=A08I=/3A81@Q01Q?8/EE/=6IR1@Q/2/@?EE/6D/8?EA8/=?=GIO

?=9::e�NFA8EH/86I8/V6I8/EH?@E/@31SS/8/@E?G3/HB3/=

�NfA710?LgMh�Ni?=1Rh�NfIETi?=1Rh>N	?61/j@1R
�/D?8E6/@EIS�@?GBE10?G�H/61=E8BV�H/610?GF?0AGEBV
k3?l=R�@12/8=1EBIS
/0H@IGIQBV
	?8AEIO10m?;;<;9Vd:T955k3?l=RV�IG?@3
/T6?1G4D?O/GNRA710?NDQnQ6?1GN0I6

�@?Go1I?@?G�H/6L9:;CMC:̂45:;5c5:;d

���;:N;::[<=::9;̂T:;CT[̂_:T9

pq



������������������	
�����
�����
��������������������
������
��������	�����	�����
���
������
����	��������

���������
�������
���	
���
������
���
��	������
������


�������� !�"

�������
�#����
�
�

�
�������
�$��
��
�
�������
�������
���	
���
��
�����%&��	
�������
��

�������
��
�����'���'&�
�������	�����

��
�
��
�����

(�
�����������������

��
�����
�#����������
�$��
��
����
����������������
������������
�����
����
�


��
��
���
�

)�����������������*����
�������
��
�
���
��
����
���������������

�
������������������������


�#��������������
�������
�����
�#��������
��	�
���

�+,-,!�
���
�����
���������������./0./�����
�
��������
�����1
����
����
���
���
��������������	�

)����������
�

����

������


��������������
������

�������������������
�����
�2�������������

������
��#���������
��
�����
�
�����

34567849:4;<=65>?<:

!�����

�

/�
��
�������������	
����������������

�����

�����
��

�
�������
���


�
�����������
�����������
�������
/�	�
�"
������/��-�����@/"��+�	���������
���
�#���

�����
��	�
����+A-!�	�
��
���������
��
������
���

����.���$��
����
���B���
����@
��
�����
����
����
�
����������������
�+-A'����������+����

�

�(�C
��
�A�

����

/
��
��

)������������
��
������������������������������

���
��	
���������������
��������
��

�
�$���)��

��
�


��
���������������������������
��
��������
����
����

�
�������
����������

A���
�
��������
��
���
���

���
������
������

/���$��
����������������	
����������������

�����



�����
���
������������
�
�������

��
��
�������
����
����������
���	
�
�������
��
��������
����


��D������
���������
�
���
�����%EF%��)�����

����

�����
�������
���
�������
���
�'%G	0�-�)��������
���
��������������	
��������������������������
�

�������
������
�������������������������"

�
��

�
�������������
�������������
�����������������
����
����
�
�������

��
��
����
�����
�
��!

���
����

��
��������������
�������
��������������$��
�����

�����������
���
�������
�����������������
�������
�%�'%��%%��'%�F%%
��2%%�	0�-������
��������

�����
���������������

��
��
���
�$���
�2%%�	0�-�

"

��
������������������
�����	��
���
�2 !
��
��������$�����
�����������
���

/
��
�����
�
����
������
�
����������������
��
��

H������

�	�
�����
���
��
��
�
������
�%��-

��
��������

�$�,�����

��
��
����
������2%G-��
�

�����
������

�$�
���

����������
�$�������


���������
�I�
�����%EF%���D�����H���������
��
������

����
���
���

���E
�
����
���
������
��
�����
����������������
�����
����������������-J���
�

���$���������
�������
��
����������������
��
����

���
���%�F%
��K%G	0	��
������������������������
'%��%%
���'%�	0�-
�����
��
�����
�
������)��

����������
��
�����������������
�
��
���
����������

������������������
�����

./0./����������

"


�

���������������������
L�)�
�2%%%����
��
#�
�����
��
������������������"��
���M���������

�H�����!����!"�@/"������
��������
�����1
��������	
�

�������������	"�

���N��'�F�"�

��������������
���
�

O4P96QJ����

�
�
���������
��������
�����������������
��
�
�����
���������������RS0
RS�����
����

�
�
������

TU���
�������	�������

�VU���
��
����������

�WXU��

�����
��

�D���������

�WV��

�����
����	�

L�

��
������
�������

A
�
�����������������
�����������������

"�

��� A�������
���

����Y��
	������� �A�Z� [A�Z� !\A�Z� ![�Z�

/������ K2��%Y�]̂�� ��%% ��% �' �F%

K2��%Y�̂�%
 �' �F�

B
����� �]��̂Y���̂ �]' ��% ��K ��%

H������� �]��̂Y���̂ �'% ��% �K ��F

.

����0

����� K2��KY��%�] ��% ��% ��] ��%

_
������� '%K�FY�]��̂ ��F' ��% ��K �K%

./0./����
�����
�
������

!���
��	
������ )�����
����� !� �̀��
�1��	
������ )����	
������

F% ''% '% 2%

K%�2 A�a����
��

�

bc



�����������������	���
��������
���������
���������
����
��������
����	���

��
�����������������������

������������������	������������������������
�����

��
�����������������
�����
����������
�����
��������
���
���������
�������
������� �

!"�#���
������

�����������	��
�����
����������
�������
����	���

!"�#$%&�%&���������������	���
��
�
�	������
�������
�����
������������������	����� ����������

�����
���������������������������
�����!'�'#��
�

����	����������()
����������*&�
�����+����������"��
,&�- .���/�� �����01��
�����2�3�45����������

�������
���������������6.7#����������
����

��������
������������*��������5��
���������������
������*�������+5�
�����
��
!8�3����
�������������9

��������������������������������������
�����������


��:�������	�����������������������������

�������

���������	������
����������������������������:�
����

��������������%������
�����������	������
��9

�����
����������������
�*3�;����������
��;
�������+5���������������0�������������������

��������������.1���������������������������9

	��
���������6�.����#�������	����������
��
�
*���������
���������5��
��������	�������������


�������
������
�������
��<�	� �

=>?@AB?CDEEF?G@??FHD

���
�������
����������������	������9��I��
�

%��������
���������
��������������������������
	�������	����������
������������������������������

	��������������
���
������������
���	�������������


����	%&�%&�'�������������
�����������������������
������������
����������	���������������
����������������

���
������9��I��
����������
������
������������


���������
��*���������
�������5��
�������������9
��������
��*����������
	������5����
�����)���
������


���������������������������������)�������������	����
��	��������	�������������
��
��������
������
�9

������
��J!"�#���
������K������������	���
��������	

�����
�������������
��
����������<�	���,�
�����

��
���
!"�#���
������������������������9��
�����


�����������	���-���������������������������������

I�����������
�������������L��������60���
����������

��������
�����������	��������������������

M�����9��������������
�����

NOPQRSTUPQVTWXYZ[\V]ZYTS

���)9
���������������������������������
����	���������

����������������
��
���
�����������������������*���

J"��
�������������
��
���
��������������������K5���
�������
�����
��������������������������������	���

�����������������
��
������̂ ������������
�������

_F̀ab()��
�������������	�����������
����
��
����������������
��I��
��������	��
��*!'�'#5��
��<������S\cd��)����������
��
�
�������* ���	���5��
���������*e���	���5���������	���������
���
��#������*��������������������3���1	�	5���������	���������
���
��̂ ������*��������������������e��3�1	�	5�fg������������
��


&���������9��I��
����������������	������� 6� .

hi



���������	
��
�������������������������������������
�����������������������������������������������
���

������������������������������������������������	



����	
��������� 
!�"#�#$�����������%&!�&'(������
�����%&)�* (����������������������+������
,�����-��+

����������������������+����������.�/$����+��������-

�����������������������������������& �* ���� "#�#$��
&��+

����������������#���������-��+����������������-

#�����������������������������������������������


0�������������������-��+$���������������������+
����+���#������#��������������������* "#�#$��������

�������������+�
1#������������+�����������������2

������.�/$


1�������������������*�����������+�����������
���3��#����������������&  4����������������������2

������������������������
�������������������2������

��������������������������2-���������������
���������
����������������������������������
0�������������

����������������������#����������*
54


6.�789:9;<=>�79�?@7>9

1�����������������������������#����������������������

��AB������������������������������������������������C


B������������������������#��������������������

DEFGHI�������#������
��2����������+���J���������
#������������������������������
�������������������*  �#���$
���������+��#����������������+
����K���������������
�����������+��L0�0I����

MNOPQH
���������������������������������-�������������J���������������������������������������������+����

1���+�� I������������������������/������.��$ ��
� ��

� R*� �	
�"#�#$ �	S�"#�#$

B������ 8� 
  &!T/UV 
 T!)  
    &&  
  &)  
)))5  
!� *
*

,�����-��+��������������3��#�������.�/$

B��3��#������"#�#$ W������+��4$ IX�4$

& & &
T *
T

* & &
& &
/

� )'
� *
�

Y������-��+����������&���3��#������* "#�#�.�/$


�+ W������+��4$ IX�4$

& ))
/ *
&

* & 5
' *
5

� & *
) &
!

Z[\�����������������Z[]���������������������\������������������̂_����������������������
�B��������������������������
�I�����������������������������������������������������������������������������������3��#�����
�B���������������������������������
�I�������������������������

� &/ 
̀a���������


bc



����������	�
�
�����
��	��	��������
����������������
���
������������	�����	�������
������������	���

��	������
����	�����������
������������	�����

����
����������
��������
�������������	��
�������

��
���������	����
�
����	��������	�����	������������

�������� ��!����
������	��

�	�������������������

���
�������������������������
�
�"���#�������	�����
#�
���
���$�����		������	�%���������
��	�������
����

�
����#����
��������
���#������
����&�
�'���	�$������
�������	���
���
�����
(�
�	�������
����	�������

�)#*#!$������
������'��������+����	�����	�
��
����

	�%�����������������������
�������������
�������
,��)#*#������������������������������

�����������

���
�����
�+�����-�
�$�������������	����
������

������#������
���$������
���
������'���������
��������$����
���
�	����������������������������	��


��
���������
�������������	������������������	�

�	�
��
����	�%�������������
����������
����
��#�������
����	��

./012345/04

�����
�����������
�6����������
�	�������	�$
�	���	�

����������
���������
�������
�������������
�������

	�%�������������������
���
����	��
���
���������
��������
�	�����������	���	������
�
����
������

��#�
���������������
����#��������������
��������
�

���	������ �,�)#*#!���������
����	��������$�������
��������������	�7������	�������#���������
���������


����������������
�������
�������	�%��������������

���������������	��������������
��������������������
�	�
��
*�����������
��$�
�����������������
������
�����

�����
������"�����
�������	������������
������'�
�����

�	��#�������������
���������	��
��$�	����#��������
����
������#��#�
��������
���������#	���������	��	��

���
������8��		$���
�����������
�
�
������������������

����#�
�����$��������������
�	�����������	���	��
%��	�������
�	$�

����
�����������������	�%����������

�����������������������#�
������
���	�

9:;0<11;44�����
���	�������
����������
�����
�������+
����
�
+������"��
���������������������
����������$����
�������$���

��
�������������������$�
�
��������
�#���	�����
��!������
���
���
��
�������

=;>;?;01;4

��@�����A$@���B����"$B����"$C����D���E�F ��!G��	���H
�����I���
������

��������
�����������
��������������������
��7�
��	�
�	��	�%������
�
�
��������	�%�����
�����#
�������
���
����	������
�������	�%�����
�����#
��������	������������
���������
����
���	���
���
������7������E+�
�����#
"�FJKL
��M�J

F�������#��		E+��KKK!�����������
�L������������	��������������
�������	�����������
���������#�������������N�L��
����$
C��	���O�����!�������L�
���������������
����������	�#��
(	�����		$�'��
�$��FP�MFJQ

����	����R$����
���7��"$"����
���ES+T�F  P!8�#�
���
���������#
������L���������������
��������������������
&���+�����'���	QQL�,JKM�,KJ

UVW2;X+������
����������
�������	�%������
�	���
������#�
�����L
���	������
��	����	��

+������ ����� +������
����������
���Y8��)#*#!

" (	��� ����Y �F�

+��

� F�FJY ���

O�����	 F��,�Y �J�

( +���	  �PJ�

+����	��� ,����Y � K�

S
��� �� QY �FJ

�
��#�  ��P�

8�
����

�  �PQ�

B���
��	�� ��KKY ���

+ (����� F���Y ��K

+���	 � �JKY ��Q

+��

� J�  PY � FQ

&
�����' ��PFY ��,

O�
	��
� F ���Y �Q�

O�����	 � �PPY ���

�HO  �,JQY � ��

R��(�		 �K� PY ��Q

T���		� �� F,Y � K�

� "��	� F�� ,Y ���

+���	 ��F��Y � �F

+��

� J�P�Y ��P

+����	��� ,F�K�Y �,F

+����� Q �JFY ��F

�HO K�JPY �FJ

O�
	��
� �����Y �F 

R��(�		 ���QPY �F�

8�
����

� J�FFY ��Q

������� �K�K�Y ��Q

Z +��

�  �PF�

+����� ��Q Y �F 

& +�����  �,PY ��F

O�����	 FP�F�Y �FK

R��(�		 ,�,QY �F 

��� FF�F�Y �QP

������� FK�JFY �Q�

S &
�����' ��J Y ���

O�����	 ���P,Y ���

�N���
����
�
�	����	�$����	����
�
����	��������	�����	���������
�����'���
�����	�!

8��
�������	�%������
�	���
������#�
����� � �,

[\



���������	�
���
�������������������������������������
����
�������
�������������������������������   ������
��!"�#�����
���!$�����%&'()*+���#

,����
"�
����-����./�'� �
����*00)�.���
$��������#
��
�����
��������������
��!�������1!����
�$����
����2$���
�����
�$��
��$��������
�$��
�����$��
���� ��������
�$����3

���������������������
��!������
�$��������	%�
��4������$
,��)����5,6��7�

)��
�8�/9�4
:��/�;�
���<=����5�%��������#����������"������
����!��
�����������>�
����	��
�$����
%55,��0�6�05

5���$���";�;�?���@�"�
�A��8�"&���7��������
$������$����3
�����#��
�����
�����;�
�B��������$���������#$���3���3����
�����3������
�����%����
�����
���$������$�5�*0+6*57

7���$���";�;�?���@�"�
�A��8�"&���7��������
$������$����3
�����#��
�����
�����;�
�BB�C�������$���������#���
���%��
��
�����
���$������$�5�*5�6+�+

�������!�D�E���
�!�-��%����%$���
��$	���*005�D����#
����������������������$�"�����������F!

G�!
����������
$�����5�)*56)+)

�0�&��$��	B�.�>��
�'�!��$���'	�*00*�%�������������$���3
��
��$��������$�"��#�
$�����������!

�������$�"����
���������������������$�"�
����$D����>�����,������++�6�+,0

���&��$��	B�H�##���&A�I���$��%	�*00+�F���!������#
�������3
�������� ���$�����
��$�$�"����������������J��
J�����
���
$���>�������������������$�"����
��!�����!��
����������
�������#K�&���$$�
��������
������B������>�����,����+5+6+�,

�*���"�
DD�*00)��������
������##�
$��������������
�����L
���
��� ���
������>��
�$�����4������$��>��������5��6
�7**

�+�����!--�	.�A���D�H�����4
 �*00,�%�������������������
��1!��������#�����������#3��$�����
�����������������
����
G�!
����������
$�������+0����50,65�*

���A�������
��
�	�*00��F���!������#�3����
������4������.
!�
%�$�����
������D��"�����

�,��!
���'D���5)����
$������$����������������������������#
��
�����
����#�!������������B��&��#�-����4�&�
"����IM�
����$��.%��������
$��!�������
���
�����#��
�����
����
�����������%����$���G� N�
"

�)������ ��-
O�I����"��� 
��
�I��$���
H�&���-�"%�I!
�"
	�;
�"��� ��-%�	������"�3�-����
�D���"3.!�� �"���'����
��	����;BBB����� ��-G�*0���H������#����������
�����������
��>������������!
#
�$�����
��������
�������������
��*+��++6
�+�������0���+)������������
��3*0�*30,07,�

�5�B"���$���'�
��I�&���G�'�����I�4����E�����"�G�*007�
'������##���������������#!���
�����-����
�����
����!����
$���������3������3������������
����
�����������
�������'BHB��
';H��%�������������$+���5��*,++6*,�*

�7�;�

���.�.���������
�4�
��%�*007�4�����$!������!�����3
�����#��##������
����������������������������!�
�������##����
��1!����
�$����
����6$��������
�$��
��4������$��0��0+06
�0+,

���.P%
��3
��" �F�A������H�G�����G�D�����&H�*0���
.���
$��������#�!�
������1!�����
!$!������1!����
�$����
�3
���6$��������
�$��
��H��
&��	��
�$����
�75��+))76+)5�

*0�G������G	��
����I�'������
�DM�&"������H'�*00)�%��1!��
��
�$����
����6�����$$��������
�$��
�$�����#�
��$!���3
���!����������#��
���$����������
��!
��
������
��������

��!�����!��
����
����%������$%���,,5�*��6**0

+0�7 ;�I!���������

QR



66 

Oznaczenie cukrów w próbkach płynów do e-papierosów jest jedną z pierwszych 

prób scharakteryzowania składu tego rodzaju produktów. Opracowana metoda charaktery-

zuje się krótkim czasem analizy chromatograficznej, wysoką czułością oraz dostarcza inte-

resujących informacji co do składu i zawartości produktów używanych do e-palenia. 

Dzięki wykorzystaniu kolumny z sorbentem typu ziarna porowato-rdzeniowe, można zau-

ważyć znaczącą poprawę w kształcie pików oraz skrócenie ich czasu retencji bez utraty 

rozdzielczości. Wypełnienie ziarnem porowato-rdzeniowym stanowi ciekawą alternatywę 

dla technik wykorzystujących warunki UPLC, gdzie ziarna całkowicie porowate mają 

średnicę poniżej 1,7 µm. Wynika to z faktu, że ten nowy rodzaj wypełnienia nie stawia tak 

dużego oporu fazie ruchomej jak ziarna o mniejszej średnicy, wykorzystywane w technice 

UPLC.  
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4.3. Oznaczanie nikotyny w próbkach płynów do elektronicznych papierosów 

Nikotyna to alkaloid naturalnie występujący w liściach oraz korzeniach tytoniu 

szlachetnego. Nikotyna jest dobrze rozpuszczalna zarówno w niepolarnych rozpuszczalni-

kach organicznych, jak i w wodzie (logP=1,2 oznacza, że można ją zakwalifikować jako 

substancję średniolipofilową). Najpopularniejszą formą przyjmowania nikotyny jest pale-

nie tytoniu, jakkolwiek produkty ją zawierające mogą być także żute, inhalowane, wcią-

gane nosem, przyklejane do ciała (gumy, tabletki, tabaka, aerozole, plastry). Człowiek 

uważał praktykę palenia tytoniu najpierw za wysublimowany rodzaj rozrywki, by z czasem 

uznać to za źródło wielu niebezpiecznych chorób. 

Celem badań było opracowanie metodyk analitycznych z wykorzystaniem tech-

niki HILIC i RPLC sprzężonych z detektorem MS/MS w trybie monitorowania wielu 

przejść jonowych (MRM). Metodyki były opracowane w taki sposób, żeby można było ich 

użyć niezależnie lub zamiennie jako uzupełnienie i/lub potwierdzenie zawartości nikotyny 

w próbkach. Ponadto badania miały na celu: uzyskanie krótkiego czasu analizy chromato-

graficznej bez użycia techniki UPLC, wykorzystanie elucji izokratycznej, by wyelimino-

wać potrzebę stabilizacji kolumny pomiędzy analizami oraz opracowanie prostej proce-

dury przygotowania próbki. Opracowane metody wykorzystano do oznaczenia zawartości 

nikotyny w ponad 40 próbkach płynów pochodzących od różnych producentów e-papiero-

sów. Wszystkie pozyskane produkty do badań były oznaczone jako niezawierające niko-

tyny. 

Opracowane metody badawcze mogą zostać wykorzystane jako narzędzia kontroli 

jakości oraz pomiaru zawartości nikotyny, gdyż jej obecność w produktach oznaczonych 

jako niezawierające nikotyny może budzić kontrowersje. Wyniki badań opublikowano w 

czasopiśmie Journal of Chromatography A [112].  
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Y���� ����� 	�tv����t[

C$52%20!&"� @2-� /2%%!$,� &+0� @!06� 06$� +-$� &.� >:;<̀AC}AC� -4-'

0$7� @!06� 06$� a1!($"0� zl{{� -$%!$-� /&"02!"!"1� 2� 5+75� /&+5($,

@!06�56&0&,!&,$�2%%24�,$0$/0&%�8hah=\�,$12--$%\�/&(+7"�&)$"�2",

2+0&-275($%B�H6$�9:;<�7&,$�@2-�5$%.&%7$,�&"�2"2(40!/2(�/&(+7"

�&%32G��h]'<��8zm{�77���IB̂�77\�m�|7�@!06�5&%$�-!#$�z{{�a=B�H6$

/&(+7"� 0$75$%20+%$� @2-� -$0� 0&� �m~<B� A&3!($� 562-$� /&"-!-0$,� &.

>ld� @!06� {B{m�� &.� ia� 8a=� 2",� A$d>� @!06� {B{m�� &.� ia� 8]=\� @6!($

�&@� %20$� @2-� -$0� 0&� {Bx�7;}7!"B� ?"�$/0!&"� )&(+7$� @2-� -$0� 0&� m�|;B

?-&/%20!/��&@�/&",!0!&"-�@$%$�/6&-$"�.&%�06!-�7$06&,w�xm��&.�a�2",

lm��&.�]B�H&02(�0!7$�&.�2"2(4-!-�@2-�I�7!"B�?"�/2-$�&.�9:;<�7&,$�06$

2/$027!"&56$"� @2-� /6&-$"� 2-� !"0$%"2(� -02",2%,B

H6$� >?;?<� 7&,$� @2-� 5$%.&%7$,� &"� 2"2(40!/2(� /&(+7"� a-/$"'

0!-�C!�.%&7�C+5$(/&�8zm{�77���lBz�77\�m�|7�@!06�5&%$�-!#$�z{{�a=B

H6$� /&(+7"� 0$75$%20+%$� @2-� -$0� 0&� lm~<B� A&3!($� 562-$� /&"-!-0$,

&.� a<c� @!06� {B{z�� &.� ia� 8a=� 2",� >ld� @!06� z{�7A� &.� 277&"!+7

.&%720$� 8]=\� @6!($� �&@� %20$� @2-� -$0� 0&� {B��7;}7!"B� ?"�$/0!&"� )&('

+7$� @2-� -$0� 0&� m�|;B� a12!"\� !-&/%20!/� �&@� /&",!0!&"-� @$%$� /6&-$"

.&%� 06!-� 7$06&,w� xm�� &.� a� 2",� lm�� &.� ]B� H&02(� 0!7$� &.� 2"2(4-!-� @2-

I�7!"B�?"�/2-$�&.�>?;?<�7&,$�06$�54%!,&G!"$�@2-�-$($/0$,�2-�!"0$%"2(

-02",2%,B

<6%&720&1%27-�&.�7!G0+%$-�&.�-02",2%,�&.�%2/$7!/�"!/&0!"$�2",

/6&-$"� ?C� .&%� $2/6� 7&,$� 2",� $G275($-� &.� /6%&720&1%27-� &.� %$2(

-275($-� 2%$� 5%$-$"0$,� !"� i!1B� zB

�K� �OS�RNS� MTU� UQS��SSQXT

s�Z�� �t����

���
����� �

�v
���t

s�Z�Z�� ��t�
������ ����� ���� 
tv� �
����� �t���t	�

<2(!3%20!&"�/+%)$-�@$%$�/&"-0%+/0$,�+-!"1�06$�!"0$%"2(�-02",2%,

7$06&,B� C$)$"� /2(!3%20!&"� -&(+0!&"-� @$%$� 72,$� .%&7� -02",2%,

 ¡



��� ������� 	
� ���� �� 
�� ������
����� �� ���������������� �� � 

!"#$�%$� &'()�*+,'-.�/0-)1*-'23'+4)15,�65,1)531,7�48356+)573+69�5:)+1,';�<1)8�45-06,�=53:+>�?@A2BC�DEFG�66�HI.J�66KL�DMK�61>)03'�5(�3+4'614�,145)1,'�DEGG�,7N6&K�+,;�OP

D+4')+61,5*8',�EGG�,7N6&KQ�DAK�9+6*-'�5(�R35;04'3�B�S)+9)'�TB8545-+)'U�D�V145)1,'W�XYG.ZF�[�Y.GY�\7N7KQ�DBK�9+6*-'�5(�R35;04'3�]�S�)+9)'� T̂+,1--+U�D�V145)1,'W�CC.IC�[�G.ZF�\7N7KQ

D@K�9+6*-'�5(�R35;04'3�@�S�)+9)'�T@'9'3)�P81*�D�V145)1,'W�EG.GF�[�G.EF�\7N7K.�_178)�*+,'-.�/0-)1*-'�3'+4)15,�65,1)531,7�5:)+1,';�<1)8�45-06,�M94',)19�P1�DEFG�H�Y.EKL� D̀K�61>)03'

5(� 3+4'614� ,145)1,'� DEGG�,7N6&K� +,;� OP� D*a31;5>1,'� YGG�,7N6&KQ� DbK� 9+6*-'� 5(� R35;04'3� B� S� )+9)'� TB8545-+)'U� D�V145)1,'W�XEY.XY�[�E.FE�\7N7KQ� D]K� 9+6*-'� 5(� R35;04'3� ]� S� )+9)'

T̂+,1--+U� D�V145)1,'W�CI.EZ�[�E.FF�\7N7KQ� DcK� 9+6*-'� 5(� R35;04'3� @� S� )+9)'� T@'9'3)� P81*U� D�V145)1,'W�Z.dI�[�G.EJ�\7N7K.

95-0)15,9� 5(� ,145)1,'� +9� ;'9431:';� 1,� P'4)15,� Y.X.� +̀48� 4+-1:3+2

)15,� 95-0)15,� 45,)+1,';� +� 9*'41e4� +650,)� 5(� OP� DEGG�,7N6&� 5(

+4')+61,5*8',� (53� _R&B� 65;'� +,;� YGG�,7N6&� 5(� *a31;5>1,'� (53

cO&OB� 65;'K.� +̀48� 95-0)15,� <+9� +,+-af';� )83''� )16'9.� g8'� h+-0'9

5(� -161)9� 5(� ;')'4)15,� D&i@9K� <'3'� 4+-40-+)';� :a� 60-)1*-a1,7� )8'

45,9)+,)� )'36� 1,� )8'� 'j0+)15,� 5(� )8'� 4+-1:3+)15,� 403h'� :a� X.X� +,;

;1h1;1,7�:a�)8'�9-5*'�5(�)8'�4+-1:3+)15,�403h'.�g8'�h+-0'9�5(�)8'�-162

1)9�5(�j0+,)1)+)15,�D&ik9K�<'3'�4+-40-+)';�:a�60-)1*-a1,7�&i@9�:a�X.

j̀0+)15,9�5(�4+-1:3+)15,�403h'9Q�h+-0'9�5(�&i@9Q�&ik9Q�45'(e41',)9�5(

;')'361,+)15,� DlYKQ� 9)+,;+3;� ;'h1+)15,9� 5(� 9-5*'� Dm+K� +,;� 9)+,;+3;

;'h1+)15,9� 5(� 45,9)+,)� )'36� Dm:K� +3'� 9066+31f';� 1,� g+:-'� E.

g8'�5:)+1,';�h+-0'9�5(�&i@�+3'�*355(�)8+)�<1)8�*3'9',)';�6')82

5;9� 1)� 19� *5991:-'� )5� ;')'361,'� )8'� )3+4'� +650,)� 5(� ,145)1,'� 1,

f'352-'h'-� -1j01;9� (53� '-'4)35,14� 417+3'))'9.� O,� +--� 4+9'9� &i@� h+-2

0'9�+3'�-5<'3�)8+,�)8'�-5<'9)�45,4',)3+)15,�5(�4+-1:3+)15,�95-0)15,.

c178�h+-0'9�5(�45'(e41',)�5(�;')'361,+)15,�;'65,9)3+)'�+,�+**352

*31+)'� +,;� +44'*)+:-'� 6+)481,7� 5(� )8'� 4533'9*5,;1,7� *51,)9� )5� )8'

4+-1:3+)15,� 403h'� 'j0+)15,.� g8'� 1,n0',4'� 5(� 6+)31>� 456*5,',)9� )5

op



�� ��� ����	
� ��� 

�� �� ��� �����
������ �� �������������� � ��

!"#$%� &

'()(� *()+,-,.� /-01� )+,� ,23()4056� 0/� 7(849-()405� 73-:,6� /0-� );0� <-,6,5),.� 1,)+0.6=

>5(8?),� @(849-()405� 73-:,� ,23()405� ABCDEE�5*F1GH� GI'� A5*F1GH� GIJ� A5*F1GH� K( K9 LM

NOG@� 10.,� AP0-9(Q� R'ST@U� VBE�11�W�D=X�11H

Y470)45, Z�[�E=EVDMMD\]� �̂E=V_ME D=EU� VM=MD� E=EEEÈX� E=EVU� E=̀̀ V̀
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

 

Table S1. Optimal parameters for the monitored ion transitions (MRM) and chosen operational 

parameters of ion source 

Parameters for the monitored ion transitions 

Name Transitiona 
Declustering 
Potential (V) 

Entrance  
Potential (V) 

Collision Cell 
Exit Potential (V) 

Collision 
Energy (V) 

Nicotine 
163.1→130.1 

56 

10 

8 29 

163.1→117.1 20 37 

Acetaminophen 
152.1→110.1 

61 
18 23 

152.1→93.1 16 31 

Pyridoxine 
169.9→152.0 

91 
12 19 

169.9→134.0 10 27 

MS/MS operational parameters of the ion source 

 Curtain Gas (psi) Temperature (˚C) 
Nebulizer Gas 

(psi) 
Turbo Gas (psi) 

RPLC mode 15 600 
50 

60 

HILIC mode 50 550 50 
a – quantification ion transitions are underlined  

 
Table S2. Recovery, standard deviations and coefficients of variations taken from HPLC-MS/MS 

analysis of one fortified sample at initial concentration 150 µg/g.  

Analyte Day 
Mean recovery 

(µg/g) (%) (n=6) 
SD CV (%) 

RPLC method (Zorbax XDB-C8 150 x 4.6 mm) 

Nicotine 

1 150.39 (100.4) 2.92 1.94 

2 148.19 (98.8) 1.51 1.02 

3 151.21 (100.8) 1.84 1.22 

HILIC method (Ascentis Si 150 x 2.1 mm) 

Nicotine 

1 153.54 (102.4) 2.29 1.49 

2 154.66 (103.1) 1.85 1.20 

3 153.68 (102.5) 1.87 1.22 
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Analizie chromatograficznej poddawano próbki produktów płynów do e-papiero-

sów dostępnych handlowo, które pochodziły od różnych producentów. Pomimo deklaracji 

na etykietach, że produkty te nie zawierają nikotyny, wykryto ją w ponad dwóch trzecich 

próbek. Opracowane metodyki analityczne z powodzeniem można zastosować do analiz 

chromatograficznych zawartości nikotyny w próbkach płynów oznaczonych jako te zawie-

rające nikotynę. Jedyną modyfikacją jest zmiana proponowanego rozcieńczenia na większe 

lub zmniejszenie objętości próbki wprowadzanej do układu chromatograficznego. 

E-papierosy pozwalają użytkownikom na dostarczanie nikotyny do organizmu w 

równie skuteczny sposób, co zwykłe papierosy. Zainteresowanie e-paleniem ciągle wzrasta 

a na rynku pojawiają się nowe i udoskonalone produkty umożliwiające użytkownikom 

wybór produktów dopasowanych do ich preferencji. Dyrektywa Parlamentu Europejskiego 

i Rady z dnia 3 kwietnia 2014 r. wprowadza regulacje dotyczące składu oraz zawartości 

nikotyny w produktach służących do e-palenia. Opracowane metodyki mogą znaleźć za-

stosowanie jako skuteczne narzędzie pozwalające na kontrolę zawartości nikotyny w pro-

duktach służących do e-palenia. 

Oznaczenie nikotyny oraz cukrów w próbkach płynów do e-papierosów jest jedną 

z pierwszych prób scharakteryzowania składu tego rodzaju produktów oraz ewentualnych 

zanieczyszczeń produktów. Badania dotyczące oznaczenia pozostałości nikotyny w prób-

kach płynów do e-papierosów przyczyniają się do wzrostu świadomości społecznej, a 

opracowane procedury z powodzeniem można wykorzystać w kontroli jakości produktów 

związanych z e-paleniem. Prace badawcze nad e-papierosami są szczególnie istotne ze 

względu na fakt, że mogą przyczynić się do lepszego poznania wpływu e-palenia na zdro-

wie. Opracowane metody (oznaczenie cukrów oraz nikotyny) charakteryzują się bardzo 

krótkim czasem analizy chromatograficznej, wysoką czułością oraz dostarczają interesują-

cych informacji co do składu produktów używanych do e-palenia. W przypadku alkaloidu, 

jakim jest nikotyna, możliwe jest jej rozdzielenie zarówno za pomocą techniki HILIC, jak i 

techniki RPLC.  
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4.4. Oznaczanie substancji intensywnie słodzących w próbkach napojów 

Produkty o obniżonej zawartości energetycznej cieszą się dużą popularnością. Ten 

trend będzie zapewne kontynuowany ze względu na realizację zaleceń obniżania kalorycz-

ności produktów przez producentów żywności [113]. Mając na uwadze liczbę substancji 

dodawanych do żywności, jak i mnogość produktów, w których stosuje się zamienniki 

cukru, niezbędnym staje się opracowanie procedur analitycznych, które mogą stanowić 

narzędzie do badania zawartości słodzików w próbkach żywności. 

W celu ilościowego oznaczenia 14 słodzików pochodzenia syntetycznego i pół-

syntetycznego (acesulfam-K, sacharynian sodu, aspartam, sukraloza, cyklaminian sodu, 

alitam, neohesperydyna DC i neotam) oraz diterpenoglikozydów pochodzenia roślinnego 

(rebaudiozyd A, rebaudiozyd C, stewiozyd, stewiolbiozyd, dulkozyd A i stewiol) w prób-

kach napojów opracowano dwie metodyki analityczne wykorzystujące technikę HILIC i 

RPLC. Substancje intensywnie słodzące charakteryzują się różną polarnością i różnymi 

właściwościami fizykochemicznymi, co utrudnia dobranie optymalnych parametrów pracy 

układu chromatograficznego. Na etapie detekcji zastosowano tandemową spektrometrię 

mas (MS/MS), co pozwoliło na uzyskanie niskich wartości granicy oznaczalności. Przy-

gotowanie próbek obejmowało rozcieńczenie próbki w fazie ruchomej i odwirowanie. Po-

dejście typu „rozcieńcz i analizuj” było możliwe ze względu na wysoką czułość detektora 

oraz małą objętość dozowanej próbki. Realizacja zamierzonego projektu pozwoliła na po-

równanie możliwości techniki HILIC oraz techniki RPLC w połączeniu z tandemową 

spektrometrią mas. Prace badawcze miały na celu opracowanie dwóch metodyk analitycz-

nych, które charakteryzowałyby się krótkim czasem analizy chromatograficznej, dużą 

czułością oraz uproszczoną procedurą przygotowania próbki. Przeprowadzone badania po 

raz pierwszy pozwoliły na jednoczesne oznaczenie wszystkich (oprócz taumatyny) sub-

stancji o intensywnej mocy słodzącej dopuszczonych do użytku w Unii Europejskiej pod-

czas jednego cyklu analitycznego. 

Wyniki badań dotyczące oznaczania zawartości słodzików w próbkach napojów 

opublikowano w czasopiśmie Analytical and Bioanalytical Chemistry [114], a temat badań 

ukazał się na okładce: Determination of artificial sweeteners in beverages. Z kolei wyniki 

badań porównania techniki HILIC i RPLC do rozdzielania mieszaniny substancji inten-

sywnie słodzących opublikowano w czasopiśmie Journal of Pharmaceutical and 

Biomedical Analysis [115].  
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 
 

Table S1. Monitored ion transitions and optimal MS/MS operational parameters. 

Name Polarity Transition 
Q1 Pre bias 

(V) 
Collision Energy 

(V) 
Q3 Pre bias 

(V) 
acesulfame-K - 161.80→82.00 18 16 30 

saccharin - 181.80→41.95 19 26 14 
aspartame + 294.90→120.10 -30 -25 -24 
sucralose - 454.85→395.05* 22 12 26 
cyclamate - 177.90→79.95 19 27 29 

alitame + 332.10→129.15 -16 -18 -27 
IS - 192.20→79.90 14 29 29 

neohesperidin DC - 611.00→303.20 30 37 30 
neotame + 379.00→172.15 -27 -22 -19 

rebaudioside A - 966.20→804.25 38 28 38 
stevioside - 803.30→641.15 30 28 30 

rebaudioside C - 949.15→787.20 38 33 38 
dulcoside A - 787.15→625.20 32 22 30 

steviolbioside - 641.25→479.25 24 42 22 
steviol - 317.40→317.40** 24 15 30 

*adduct with acetic acid 
**compound does not fragment 

MS/MS operational parameters 
Nebulizing Gas 
Flow (L/min) 

Heating Gas Flow 
(L/min) 

Interface 
Temperature (˚C) 

DL Temperature 
(˚C) 

Heat Block 
Temperature (˚C) 

Drying Gas Flow 
(L/min) 

3 10 350 250 500 10 
DL - Desolvation Line 
 

Table S2. Within- and between-day recoveries (%) and relative standard deviations (RSDs) (%) 

obtained after HPLC-MS/MS analysis of fortified samples 

 
Within-day recoveries (RSD, n=6) (%) 

at different spiking levels 
 

Between-day recoveries (RSD, n=6) (%) 

at one spiking level (600 ng/mL) 

Analyte 100 ng/mL 250 ng/mL 600 ng/mL  Day 1 Day 2 Day 3 

acesulfame-K 100.4 (2.5) 103.5 (2.3) 102.2 (0.6)  103.9 (1.5) 103.5 (1.9) 104.0 (2.2) 

saccharin 100.2 (1.9) 97.0 (1.9) 99.0 (1.8)  103.0 (2.9) 103.9 (3.5) 105.2 (2.4) 

aspartame 103.3 (2.7) 100.3 (1.1) 102.0 (0.4)  98.4 (1.8) 102.2 (1.2) 101.8 (2.1) 

sucralose 104.4 (2.1) 103.0 (1.9) 100.5 (0.4)  103.6 (1.9) 99.6 (2.5) 98.5 (2.6) 

cyclamate 101.4 (1.7) 98.1 (2.0) 98.9 (1.1)  97.6 (1.3) 98.9 (1.2) 100.0 (1.5) 

alitame 103.8 (2.4) 101.3 (1.4) 101.7 (2.9)  97.8 (2.5) 98.7 (2.1) 97.9 (1.5) 

neohesperidin DC 101.9 (3.3) 100.3 (2.3) 98.4 (1.3)  98.8 (1.1) 100.0 (2.3) 101.6 (2.9) 

neotame 102.4 (1.8) 99.5 (1.6) 102.1 (1.9)  97.6 (1.2) 97.0 (1.5) 98.1 (1.5) 

rebaudioside A 98.4 (2.1) 101.4 (2.9) 103.1 (1.4)  103.3 (2.3) 103.0 (1.8) 101.6 (2.3) 

stevioside 102.9 (1.3) 102.4 (3.1) 101.5 (1.7)  102.1 (2.5) 98.3 (1.3) 99.4 (2.7) 

rebaudioside C 103.1 (3.4) 102.0 (3.1) 101.9 (2.2)  103.6 (3.0) 102.4 (1.3) 102.1 (2.1) 

dulcoside A 105.7 (3.6) 102.6 (2.4) 102.9 (1.4)  105.5 (4.5) 103.2 (1.4) 104.0 (1.8) 

steviolbioside 98.0 (4.1) 100.3 (1.8) 102.7 (3.4)  101.9 (2.5) 98.9 (3.6) 98.2 (4.1) 

steviol 103.6 (2.8) 100.7 (1.7) 102.1 (2.5)  104.6 (2.9) 98.6 (1.3) 100.8 (2.9) 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

 
Figure S1. Chromatogram corresponding to the lowest calibration point (5 ng/mL, HILIC mode) 
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Table S1. Monitored ion transitions, their parameters and optimal MS/MS operational parameters 

Compound Polarity Ion transition Q1 Prebias (V) 
Collision energy 

(V) 
Q3 Prebias (V) 

acesulfame-K - 161.80→82.00 17 15 30 
saccharin - 181.80→41.95 18 27 14 
aspartame + 294.90→120.10 -30 -14 -19 
sucralose - 454.85→395.05* 22 11 17 
cyclamate - 177.90→79.95 18 26 30 

alitame + 332.10→129.15 16 15 20 
IS - 192.20→79.90 14 28 30 

neohesperidin DC - 611.00→303.20 26 37 30 
neotame + 379.00→172.15 -18 -21 -19 

rebaudioside A - 966.20→804.25 38 26 40 
stevioside - 803.30→641.15 30 29 30 

rebaudioside C - 949.15→787.20 38 33 38 
dulcoside A - 787.15→625.20 32 22 30 

steviolbioside - 641.25→479.25 24 42 22 
steviol - 317.40→317.40** 24 15 30 

*adduct with acetic acid 
**compound does not undergo fragmentation 

MS/MS operation parameters 

Nebulising Gas 
Flow (L/min)  

Heating Gas Flow 
(L/min) 

Interface 
Temperature 

(˚C) 

DL Temperature 
(˚C) 

Heat Block 
Temperature (˚C) 

Drying Gas Flow 
(L/min) 

3 10 350 250 500 10 
DL – Desolvation line 
 

Table S2. Resolution factors between adjacent peaks obtained for two developed methods - HILIC 

and RPLC.  

RPLC HILIC 

 Rs (-)  Rs (-) 

Rs(acesulfame-K, saccharin) 2.9 Rs(steviol, neotame) 34.2 

Rs(saccharin, aspartame) 6.7 Rs(neotame, acesulfame-K) 1.1 

Rs(aspartame, sucralose) 4.5 Rs(acesulfame-K, sucralose) 1.8 

Rs(sucralose, cyclamate) 2.4 Rs(sucralose, IS) 1.9 

Rs(cyclamate, alitame) 6.0 Rs(IS, saccharin) 2.1 

Rs(alitame, IS) 11.3 Rs(saccharin, cyclamate) 1.6 

Rs(IS, neoheseperidin DC) 10.9 Rs(cyclamate, neohesperidin DC) 15.9 

Rs(neohesperidin DC, neotame) 25.1 Rs(neohesperidin DC, aspartame) 1.1 

Rs(neotame, rebaudioside A) 5.7 Rs(aspartame, alitame) 2.4 

Rs(rebaudioside A, stevioside) 1.2 Rs(alitame, steviolbioside) 7.7 

Rs(stevioside, rebaudioside C) 7.0 Rs(steviolbioside, dulcoside A) 1.1 

Rs(rebaudioside C, dulcoside A) 3.0 Rs(dulcoside A, rebaudioside C) 5.0 

Rs(dulcoside A, steviolbioside) 11.0 Rs(rebaudioside C, stevioside) 2.3 

Rs(steviolbioside, steviol) 33.3 Rs(stevioside, rebaudioside A) 2.9 
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Table S3. Recovery values used for estimation of repeatability. 
 RPLC HILIC  
 Recovery (RSD) (%) of the analyte (n=6) 60*103 ng/mL 

Analyte Day 1 Day 2 Day 3 Day 1 Day 2 Day 3 

acesulfame-K 103.9 (1.5) 103.5 (1.9) 104.0 (2.2) 101.5 (1.9) 104.5 (3.1) 103.7 (1.2) 
saccharin 103.0 (2.9) 103.9 (3.5) 105.2 (2.4) 100.5 (2.1) 101.6 (2.5) 102.1 (3.2) 
aspartame 98.4 (1.8) 102.2 (1.2) 101.8 (2.1) 103.8 (2.3) 103.7 (3.4) 102.8 (2.6) 
sucralose 103.6 (1.9) 99.6 (2.5) 98.5 (2.6) 102.3 (2.9) 102.4 (2.7) 104.3 (2.6) 
cyclamate 97.6 (1.3) 98.9 (1.2) 100.0 (1.5) 99.6 (1.3) 99.5 (3.3) 102.6 (2.4) 
alitame 97.8 (2.5) 98.7 (2.1) 97.9 (1.5) 98.9 (2.8) 101.0 (1.8) 103.2 (1.5) 

neohesperidin DC 98.8 (1.1) 100.0 (2.3) 101.6 (2.9) 102.6 (1.6) 103.4 (3.2) 102.1 (2.8) 
neotame 97.6 (1.2) 97.0 (1.5) 98.1 (1.5) 104.9 (3.7) 103.9 (2.2) 105.0 (3.1) 

rebaudioside A 103.3 (2.3) 103.0 (1.8) 101.6 (2.3) 101.7 (4.4) 102.6 (3.1) 101.3 (4.0) 
stevioside 102.1 (2.5) 98.3 (1.3) 99.4 (2.7) 103.3 (1.8) 101.9 (4.3) 104.2 (2.2) 

rebaudioside C 103.6 (3.0) 102.4 (1.3) 102.1 (2.1) 98.9 (2.4) 99.2 (1.6) 98.7 (2.3) 
dulcoside A 105.5 (4.5) 103.2 (1.4) 104.0 (1.8) 103.7 (3.5) 101.7 (2.6) 102.3 (3.7) 

steviolbioside 101.9 (2.5) 98.9 (3.6) 98.2 (4.1) 102.5 (2.4) 98.5 (2.9) 101.5 (1.4) 
steviol 104.6 (2.9) 98.6 (1.3) 100.8 (2.9) 100.9 (2.2) 102.4 (1.1) 101.2 (1.8) 

 
 

Table S4. Comparison of precision and accuracy of results obtained with RPLC and HILIC 

methods based on the values obtained by F-Snedecor test and Student t-test 

 
F-Snedecor test (Fcritical=5.05)   Student t-test (tcritical=2.23) 

Analyte 
F1  

(10×103 
ng/mL) 

F2  
(25×103 
ng/mL) 

F3  
(60×103 
ng/mL) 

t1  
(10×103 
ng/mL) 

t2  
(25×103 
ng/mL) 

t3  
(60×103 
ng/mL) 

 

acesulfame-K 1.61 5.01 2.43 0.60 1.69 8.63  

saccharin 1.68 1.16 1.42 1.97 3.41 0.84  

aspartame 1.31 4.96 1.79 0.17 1.91 1.44  

sucralose 3.72 3.00 2.03 0.62 0.33 0.75  
cyclamate 2.20 1.85 1.90 5.07 4.84 0.55  

alitame 4.93 2.22 4.78 0.36 0.58 0.26  

neohesperidin DC 1.44 4.13 1.39 1.01 2.76 2.48  
neotame 1.60 2.53 2.11 0.82 1.47 1.00  

rebaudioside A 1.69 3.84 1.23 3.54 1.04 3.64  
stevioside 1.14 2.59 2.04 1.25 0.98 0.93  

rebaudioside C 1.43 4.49 2.15 0.45 1.75 0.09  

dulcoside A 1.20 3.71 1.04 3.04 3.81 2.31  
steviolbioside 2.70 3.01 1.58 1.98 4.35 1.92  

steviol 1.74 1.29 1.03 0.10 0.11 0.96  
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Table S5. Concentrations of all found sweeteners in soft and alcoholic drinks: analysis of real 

samples. Only detected compounds are shown 

 acesulfame-K saccharin aspartame cyclamate neohesperidin DC rebaudioside Ab steviosideb rebaudioside Cb steviolbiosideb 

MUDa in drinks 
(×103 ng/mL) 

350 80 600 250 30 60c 

Content of sweeteners (×103 ng/mL) ± SD (n=3) 

Type Name          

Carbonated 
non-

alcoholic 

CNA1     0.93±0.12d 35.8±1.0 0.6326±0.0075   

CNA2 None detected, in accordance with product label 
CNA3 None detected, in accordance with product label 
CNA4     1.02±0.11d     
CNA5      16.84±0.31 10.23±0.11 2.749±0.044  

Non-
carbonated 

non-
alcoholic 

NCNA1      12.39±0.092    

NCNA2      17.116±0.066    

NCNA3      10.34±0.33 7.908±0.091 1.882±0.060  

NCNA4     2.990±0.024d 54.17±0.79 12.05±0.33 2.776±0.064  

NCNA5      9.02±0.46 6.30±0.30 1.326±0.054  

NCNA6      16.30±0.49 6.895±0.099 0.907±0.040 0.436±0.054 

NCNA7      10.95±0.15    

NCNA8      48.37±0.63 27.73±0.59 1.691±0.054 0.790±0.037 

NCNA9      21.80±0.26 14.48±0.39 0.7079±0.0027  

NCNA10      34.5±1.2 0.7175±0.0011   

NCNA11      50.7±1.1 0.728±0.023   

Cabonated 
alcoholic 

CA1      18.08±0.39 0.4747±0.0055   
CA2      160.8±0.26 0.423±0.044   
CA3 None detected, in accordance with product label 
CA4 8.86±0.28 6.20±0.24 10.48±0.87 35.4±1.0      
CA5 23.47±0.43  66.14±0.69       

Quantum satis 

Instant 
drink 

powders 

IDP1      2.14±0.053    

IDP2      2.13±0.13    

IDP3      2.726±0.095 1.179±0.044 0.4172±0.0057  
a maximum usable dose set by Directive 94/35/EC of the European Parliament and of the Council of 30 June 
1994 and commission regulation (EU) no. 1131/2011 of 11 November 2011 
b expressed as steviol equivalents 
c MUD expressed as the sum of steviol equivalents according to commission regulation (EU) no. 1131/2011 
of 11 November 2011 
d not specified on the product label  
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Jest to pierwszy przykład kompletnego rozdzielenia całej grupy związków 

intensywnie słodzących za pomocą techniki HILIC. Dotychczasowe doniesienia naukowe 

nie prezentowały kompletnego rozdzielenia oraz nie prezentowały jednoczesnego 

rozdzielenia i oznaczenia sztucznych oraz naturalnych związków intensywnie słodzących. 

Z wykorzystaniem obu technik uzyskano po raz pierwszy rozdzielenie wszystkich 

substancji intensywnie słodzących (oprócz taumatyny) dopuszczonych do stosowania w 

Unii Europejskiej podczas jednego cyklu analitycznego. W badaniach uwzględniono 

syntetyczne i półsyntetyczne substancje słodzące oraz substancje pochodzenia naturalnego 

– stewiol i glikozydy stewiolowe, stosowane w różnych produktach spożywczych. W 

przypadku układu typu HILIC możliwe jest całkowite rozdzielenie glikozydów 

stewiolowych z lepszą sprawnością niż w przypadku układu typu RPLC. Opracowane 

metodyki mogą być wykorzystywane niezależnie lub zamiennie w celu kontroli zawartości 

substancji o dużej mocy słodzącej. Metodyki zapewniają krótki czas analizy 

chromatograficznej oraz wysoką powtarzalność, a przygotowanie próbek jest zredukowane 

do niezbędnego minimum.  

Uzyskane wyniki potwierdzają przydatność opracowanych metodyk, które mogą 

znaleźć zastosowanie w kontroli zawartości poszczególnych substancji o dużej mocy sło-

dzącej w próbkach napojów.   
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Podsumowanie 
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5. Podsumowanie 

Głównym założeniem badań realizowanych w ramach pracy doktorskiej było 

opracowanie nowych metodyk analitycznych z wykorzystaniem techniki HILIC, która jest 

nową i ciągle rozwijającą się odmianą chromatografii cieczowej. Unikalny charakter od-

działywań oraz szerokie możliwości wykorzystania tej techniki mogą stanowić interesu-

jącą alternatywę do już wprowadzonych rozwiązań. Dzięki zaprezentowaniu możliwości 

techniki HILIC, jej potencjalne wykorzystanie jako skutecznego narzędzia analitycznego 

ciągle wzrasta. Warunki chromatograficzne, które są wykorzystywane podczas rozdziela-

nia substancji polarnych i średniopolarnych są bardziej przyjazne detektorom z komorą 

rozpylającą, np. spektrometrowi mas ze źródłem typu ESI, dzięki wysokiej zawartości 

acetonitrylu w fazie ruchomej. W związku z tym możliwe jest uzyskanie większej czułości. 

Niestety, zwiększona czułość jest czasem niwelowana przez otrzymywanie gorszych pa-

rametrów piku (np. szerokość u podstawy) w porównaniu do tych otrzymywanych z zasto-

sowaniem techniki RPLC. Technika HILIC jest trudniejsza w opanowaniu i implementacji 

niż pozostałe techniki chromatograficzne. Wiąże się to z tym, że mechanizm retencji 

związków jest skomplikowany, ponieważ opiera się na kilku rodzajach oddziaływań. 

Trudno przewidzieć wpływ poszczególnych parametrów chromatograficznych takich jak: 

stężenie buforu, pH fazy ruchomej i ilość oraz rodzaj dodatku modyfikatora organicznego 

na retencję i kształt otrzymywanych pików. Istotną wadą jest dłuższy czas potrzebny na 

stabilizację warunków panujących w kolumnie typu HILIC. Warstwa eluentu o podwyż-

szonej zawartości wody musi się odbudować wokół ziaren wypełnienia po każdej analizie 

chromatograficznej. Problem ten został częściowo rozwiązany przy zastosowaniu kolumn 

z wypełnieniem porowato-rdzeniowym – wymagają one znacznie krótszego czasu stabili-

zacji. Ponadto, w czasie stabilizacji możliwe jest zwiększenie objętościowego przepływu 

strumienia fazy ruchomej, co również skraca czas potrzebny do odnowienia początkowych 

warunków chromatograficznych. 

Technika HILIC została zaprezentowana jako uzupełnienie oraz skuteczna alter-

natywa w rozdzielaniu szerokiej gamy związków. Celem badań było przybliżenie możli-

wości techniki HILIC oraz zaprezentowanie szerokich możliwości zastosowania tej tech-

niki podczas analiz chromatograficznych i oznaczania substancji należących do różnych 

grup związków chemicznych. Można traktować technikę HILIC jako skuteczną alterna-

tywę dla innych technik chromatograficznych w wielu dyscyplinach naukowych, takich jak 

diagnostyka medyczna czy kontrola jakości produktów żywnościowych.  
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