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PRZEDMOWA

W monografii opisane zostaty podstawy wysokosprawnej kolumnowej
chromatografii cieczowej. Ksigzka oparta zostata na wyktadach prowadzo-
nych w Uniwersytecie Przyrodniczo-Humanistycznym w Siedlcach oraz
w ramach szkét chromatograficznych, podreczniku wydanym przez Instytut
Chemii Fizycznej PAN pt.: Wprowadzenie do wysokosprawnej chromatogra-
fii cieczowej, praca zbiorowa pod red. B.K. Gtoda oraz cyklu szkolen firmy
Varian Analytical Instruments. Jest to rozszerzona wersja podrecznika
wydanego przez Wydawnictwo UPH w 2009 r. Przedyskutowano w niej
podstawowe parametry chromatograficzne i mechanizmy retencji, gtéwnie
wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Ze wzgledu na jej podreczni-
kowy charakter odnosniki literaturowe uwzgledniajg jedynie prace mono-
graficzne i pierwsze z danej dziedziny.






1.PODSTAWY PROCESU

1.1. Definicja chromatografii

Chromatografie (z greckiego chréma lub chrématos — barwa i grdphé — pisze)
najkrécej mozna zdefiniowac jako rozdzielanie poprzez zetkniecie dwu faz be-
dacych we wzglednym ruchu, przy maksymalnie rozwinietej powierzchni.

1.2. Rys historyczny

Rozdzielanie jest najstarszg grupg operacji jednostkowych, stosowanych na rdz-
nych polach dziatalnosci cztowieka, poczawszy od zbierania i segregacji zywno-
$ci, poprzez prymitywna metalurgie, rézne procesy wytwarzania w okresie ma-
nufaktury i nastepnie w okresie technicznej dziatalnosci ludzkosci, w tym w che-
mii (poczatkowo w alchemii). Odwiewanie (do oczyszczania ziarna) stosowane
byto juz w starozytnym Egipcie czy Chinach (rys. 1.1). Bardzo podobne konstruk-
cyjnie urzadzenia sg stosowane do chwili obecne;.

Rysunek 1.1. Odwiewanie ziarna, od lewej: w Egipcie i Chinach
Zrédto: Wikipedia, na licencji CC-BY-SA 3.0, <https://en.wikipedia.org/wiki/Winnowing>,
data dostepu: 23.10.2019.



1. PODSTAWY PROCESU

Operacje i techniki rozdzielania stanowig obecnie odrebng dziedzine wie-
dzy, ktorej podstawy teoretyczne bazujg na fizyce, fizykochemii i chemii. Znaj-
dujg bardzo liczne zastosowania zaréwno w skali masowej (np. w technologii
rafinacji ropy naftowej, petrochemii, technologii chemicznej, technologii zyw-
nosci), jak i w mniejszej skali (w biotechnologii, biochemii), a takze na znacznie
mniejszg skale, czasem w skali mikro- (w analityce: klinicznej, chemicznej, tech-
nicznej czy przemystowej). Do nauki o rozdzielaniu nalezy zaliczy¢ nastepujgce
grupy operacji i/albo technik rozdzielania: adsorpcja — desorpcja, absorpcja —
desorpcja, odparowanie w wielostopniowych bateriach wyparnych czy odparo-
wanie prdzniowe, suszenie i osuszanie, sublimacje i liofilizacje (odparowanie
przy niskiej preznosci pary wodnej, w warunkach sublimacji fazy statej), rézne
techniki destylacji i rektyfikacji (frakcjonowanej destylacji), ekstrakcje ciecz —
ciecz, a takze ciecz — ciato state, rozdzielanie sitowe i analize sitowg, wszelkiego
typu chromatografie kolumnowe, cienkowarstwowe w réznej skali i metodolo-
gii realizacji, wytracanie i roztwarzanie, sedymentacje, dekantacje (rozdzielanie
materiatdw ziarnistych na drodze zréznicowania predkosci sedymentacji w pty-
nie), elutriacje (rozdzielanie na drodze zréinicowania predkosci przeptywu
ptynu, najczesciej gazu w warunkach fluidyzacji), odwiewanie (nalezace do naj-
prostszej postaci elutriacji), flokulacje (koloidoéw i rozdzielanie zawiesiny od cie-
czy), demistery (osuszanie par), techniki elektroforezy, elektroosadzania, ewa-
poracji (parowania poprzez przegrode porowatg albo membrane nieporowatg),
techniki zwykfej i tzw. pseudofiltracji (filtracja zwykfa zawiesin oraz mikro, ultra-
i nanofiltracja, zaliczane sg do tzw. technik membranowych), osmoze, odwré-
cong osmoze, elektroosmoze, dialize, elektrodialize, flotacje, frakcjonowane
wymrazanie, krystalizacje i rekrystalizacje, nebulizacje i rozdzielanie powstatej
mgty od gazu nebulizujgcego, rozdzielanie magnetyczne, rozdzielanie strefowe,
frakcjonowane, wirowanie w wiréwce lub ultrawirowanie, rozdzielanie w cyklo-
nach, czy hydrocyklonach, zatezanie podczas wypieniania i inne.

Poczatki nauk przyrodniczych w Polsce datujg sie na pierwszg potowe XVI
wieku. Przede wszystkim nalezy tu wymienic¢ prace Mikotaja Kopernika z astro-
nomii, ale takze i z matematyki (trygonometrii), ekonomii czy zielarstwa. Wcze-
$niej pojawity sie pierwsze polskie podreczniki matematyki Tomasza Ktosa, Ber-
narda Wojewddki i Stanistawa Grzebskiego. Z kolei Stefan Falimirz, botanik
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1. PODSTAWY PROCESU

i lekarz wojewody podolskiego Jana Tarczynskiego, jest autorem pierwszego
(1534) polskiego zielnika.

W tym czasie obserwuje sie réwniez rozkwit gérnictwa i hutnictwa w Pol-
sce. Zwtaszcza produkcja srebra wymagata rozwoju sztuki probierczej, ktérg
nazwa¢ mozna pierwocing chemii analitycznej i/albo nauki o rozdzielaniu.
To spowodowato rozwdj chemii i/albo alchemii. Pierwszym panstwowym labo-
ratorium chemicznym (i alchemicznym) byta powotana do zycia przez kréla Zyg-
munta | Starego w 1517 r. na rynku w Krakowie Komora Gérnicza (Pobiernicza)
i zwigzana z nig Camera Separatoria. Rozwijana w niej byta nauka o rozdziela-
niu. Rozdzielano w niej ztoto od srebra, oczyszczano siarke, rte¢, antymon,
glejte (tlenek otowiu) i otdw. Ponadto wytwarzano w niej kwas azotowy, siar-
kowy, saletre, wode krdlewskg itd. Jej dyrektorem zostat krakowski mieszczanin
Kasper Ber, stynny budowniczy kopaln i hut w Polsce i na Wegrzech, wspdlnik
Jana Turzona, ktéry studiowat we Florencji i Wenecji. Rude do przerobu dostar-
czano z kopalni w Rabsztynie, Tarnowskich Gérach oraz Olkusza. Srebro uzyski-
wano z rud ofowiu. Srebro i ztoto z rud miedzi w Mogile.

O doktadnosci badan w niej przeprowadzanych swiadczy staty sktad po-
szczegblnych egzemplarzy éwczesnych monet. Na nauke sztuki probierczej
przyjezdzali do Bera uczniowie z catej centralnej Europy. Syn jego (Krzysztof)
zarzadzat hutami na Slasku i kopalnig ztota w, nomen omen, Ztotym Stoku. Drugi
syn Marcin byt opatem klasztoru w Czerwonym Klasztorze. Ponadto byt auto-
rem szeregu pism alchemicznych. Przyczynito sie to do ztej stawy otaczajacej
klasztor, styngcy sztukg czarnoksieska.

Nauka o rozdzielaniu utozsamiana bytfa niekiedy z cata chemia. Swiadczy
o tym fragment Tego uczy Chimia, albo wtasciwie Ars separatoria z wydanej
w 1797 r. ksigzki ks. Krzysztofa Kluka (rys. 1.2).
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RZECZY KOP,&LNYCH

OSOBRLIWIE zmmmszvcu‘
SZUKANIE, POZN ANIE

I ZAZYCIE. /X//"”‘/
& ONI I. //r!

O RZECZACH KOPALNYCH .
~ w POWSZECHNOSCI,
O Wopacn, Soracw, Trusrosciack
ZIEMNYCH | ZIEMIACH,
Z PIGURAM]

pr rzéz
£ X KRZYSZTOFA KLUKA >
Kanonika Kruswickiego , Dziekana Drohickie.
go, Proboszcza Ciochuoviukicgo‘.

w WARSZAWIE Roku 1797.

VRV ICVITVRT D
w Drokarni XX, Sholarsm Piaram. .

33" Z wymiarkowania, iakie rzeczy sa spo-
ione, i wiele ktorey ieft, wypada potrzeba umie-
ietnosci czyftego i pozytecznego rzeczy kaZdey
oddzielania. Tego uczy Chimia, albo wlasciwie
Ars separatoria. W tym wzgledzie ‘wielorakie
sg dzieia, a miedzy temi: mo. Stah! Chimia
rationalis € experimentalis 2do. Gellert Anfangs-
griinde zur Meiallurgischer Chymie.

Rysunek 1.2. Strona tytutowa i fragment ksigzki X. Krzysztofa Kluka ,Rzeczy kopalnych
osobliwie zdatniejszych szukanie, poznanie i zazycie”

Zrédto: Polona, <https://polona.pl/item/rzeczy-kopalnych-osobliwie-zdatnieyszych-szukanie-
poznanie-i-zazycie-t-1-o-rzeczach,NjgyMjA3NjA/>, data dostepu: 23.10.2019.
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Prekursorem chromatografii jest Friedlieb Ferdinand Runge (1795-1867)
(fot. 1.1). Wyktadat m.in. technologie chemiczng na Slaskim Uniwersytecie im.
Fryderyka Wilhelma (obecnie Uniwersytet Wroctawski). Jego dorobek obejmuje
prace z réznych dziatéw chemii organicznej. W 1850 r. ukazaty sie dwie jego
ksigzki o chromatografii bibutowej.

Fotografia 1.1. Friedlieb Ferdinand Runge
(1795-1867)

Zrédto: Wikipedia, na licencji CC-BY-SA 3.0,
<https://pl.wikipedia.org/wiki/Friedlieb_Ferdi-
nand_Runge#/media/Plik:Friedlieb_Ferdi-
nand_Runge.jpeg>, data dostepu: 23.10.2019.

Za twédrce chromatografii uwaza sie powszechnie Michaita Semionowicza
Cwieta zyjgcego w latach 1872-1919 (fot. 1.2 [1, 2]). Mozna go uznac za petnego
Europejczyka. Byt on Rosjaninem urodzonym we Wtoszech, studiowat w Szwaj-
carii, najstynniejsze prace (po francusku i niemiecku) opublikowat, pracujac
w Warszawie, gdzie zmuszony zostat przez wtadze carskie do przeniesienia sie.
Rozdzielanie chromatograficzne odkryte przez niego zastato w 1903 roku. Poczat-
kowo pracowat on na Wydziale Botaniki Uniwersytetu Warszawskiego (fot. 1.3),
a nastepnie na Politechnice Warszawskiej. Pewnego razu chciat on oczyscié wy-
ciaggi roslinne na szklanej kolumnie wypetnionej kreda. Ze zdziwieniem stwier-
dzit, Ze kolumna zostata zabarwiona na réznokolorowe pasma. W ten sposdb
dokonat on pierwszego w historii rozdzielenia chromatograficznego pigmentéw
roslinnych i chlorofili. Technice tej nadat nazwe chromatografii, co po grecku
oznacza malowanie kolorem. Przy okazji warto zwrdéci¢ uwage na fakt, ze jego
nazwisko w jezyku rosyjskim oznacza wtasnie kolor.

Spory wkfad w rozwdj chromatografii wniesli rowniez Polacy. Warto tu
wymienic — dziatajgcych w poczatkowym okresie jej rozwoju — Bogdana Kamien-
skiego (detekcja potencjometryczna), a w szczegdlnosci Wiktora Kemule (fot. 1.4)
— detekcja polarograficzna, nazwana przez niego chromatopolarografia.

—-13 -
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Fotografia 1.2. Michait Semionowicz Cwiet (1872-1919).
Zrédto: Wikipedia, na licencji CC-BY-SA 3.0, <https://pl.wikipedia.org/wiki/Michai%C5%82
_ Cwiet>, data dostepu: 23.10.2019.

Uniwersytot

Y e

1 St Wlnlllnf(lnlgn w Warszawio

Fotografia 1.3. Budynek gtéwny Uniwersytetu Warszawskiego w 1902 r., w ktorym

znajdowato sie laboratorium Cwieta
Zrédto: pocztédwka St. Winiarskiego, Warszawa 1902, zbiér wtasny.

—-14 -



1. PODSTAWY PROCESU

Fotografia 1.4. Wiktor Kemula (1902-1985).
Zrédto: Strona internetowa Instytutu Chemii
Fizycznej PAN, <http://ichf.edu.pl/images/
kemula.jpg>, data dostepu: 23.10.2019.

Najwazniejsze wydarzenia z nauki o rozdzielaniu:

XV w.
1791 - Faraday
1841 — Fresenius

1850 — Runge

1852 — Quincke

1877 — Helmholtz
1897 — Kohlraush
1903 — Cwiet

1905 — Ramsey
1906 — Thomson
1908 — Smoluchowski
1910 — Guoy-Chapman
1910 — Grahame
1911 - Wien

1914 - Palmer

1922 — Aston

1924 —Stern

— badanie ztota metoda kupelacyjng (ogniowa)

— prawa elektrolizy

— schemat rozdzielania kationow (ze zmianami sto-
sowany do dzis)

— dwie ksigzki na temat chromatografii bibutowej

— zjawiska elektrokinetyczne, potencjat przeptywu

— budowa podwdjnej warstwy elektrycznej

— zaleznosé miedzy ruchliwoscia, a stezeniem jondw

— poczatek chromatografii, rozdzielanie chlorofili

—rozdzielanie par i gazéw

— wyznaczenie m/z elektronu, spektrometr mas

—mechanizm efektéw elektrokinetycznych

— budowa podwdjnej warstwy elektrycznej

— budowa podwdjnej warstwy elektrycznej

— poczgtki spektrometrii mas

— zastosowania chromatografii

— spektrometria mas izotopow

— budowa podwdjnej warstwy elektrycznej

—-15-



1. PODSTAWY PROCESU

1931 - Kuhn i Lederer — zastosowania chromatografii

1938 — Izmaitow i Schraiber — chromatografia cienkowarstwowa

1938 — Reichstein — pomiary ciggte

1939 — Svenson — elektroforeza strefowa i wypierania

1941 — Martin i Synge — chromatografia podziatowa

1947 — Martin i Synge —teoria chromatografii

1948 —Tiselius —nagroda Nobla za prace nad elektroforeza

1950 — Horward i Martin — chromatografia faz odwrdéconych

1951 — Martin i Synge — chromatografia gazowa (nagroda Nobla)

1952 — Alma — gradient elucji

1953 — Wheaton i Bauman — chromatografia jonowo-wykluczajaca

1955 — Kemula — detekcja elektrochemiczna (chromatopolarografia)

1958 — Stahl — monografia o chromatografii cienkowarstwowej

1958 — Stein i Moore — automatyczna analiza aminokwasow

1958 — Hjerten — analityczne zastosowanie elektroforezy (rurki 1 mm)

1959 — Porath i Flodin — zastosowanie miekkich zeli polidekstranowych

1962 — Moore —sztywne zywice polistyrenowe

1964 — Giddings — dwie klasyczne ksigzki teorii chromatografii
cieczowej

1967 — Huber i Hulman — szybka chromatografia podziatowa (HPLC)

1969 — —Journal of Chromatography

1969 — Virtanen — elektroforeza kapilarna (kapilary szklane 200 um)

1970 — Everaerts — izotachoforeza kapilarna (PTFE 0,5 mm)

1973 — Stein i Moore —nagroda Nobla za prace nad chromatografig
cieczowq

1981 — Small — chromatografia jonowa

1981 —Jorgenson i Lukacs  — elektroforeza kapilarna

1984 —Terabe —micelarna chromatografia elektrokinetyczna

1985 — Hillenkamp, Karas  — MALDI TOF

1989 — Dehmelt, Paul — kwadrupolowa putapka jonowa

2002 — Fenn — elektrorozpylanie w MS

-16 -
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Rysunek 1.3. Prosty uktad chromatograficzny [3]

Fotografia 1.5. Pierwszy prosty chromatograf [3]

-17 -



1. PODSTAWY PROCESU

Pierwsze chromatografy sktadaty sie po prostu z rurki szklanej (zwanej
kolumng chromatograficzng) z usypang w jej wnetrzu fazg stacjonarng (ztozem
chromatograficznym). Ciecz (faza ruchoma lub eluent) przeptywata przez ko-
lumne grawitacyjnie (rys. 1.3). Pézniej wprowadzono mozliwos¢ przyspieszenia
procesu poprzez podcisnieniowe zacigganie fazy ruchomej (fot. 1.5). Eluat (faza
ruchoma po opuszczeniu kolumny chromatograficznej) zbierana byta w matych
pojemniczkach i poddawana analizie chemicznej w celu okreslenia sktadu
probki. Czesto stosowane byto rdwniez wypychanie ztoza z kolumny i jego roz-
dzielanie (fot. 1.6). Nastepnie probka byta ekstrahowana i poddawana analizie.
W latach pieédziesigtych pojawita sie mozliwos¢ detekcji prébki w trakcie prze-
biegu procesu chromatograficznego.

Fotografia 1.6. Rozdzielanie ztoza na strefy [3]

Przez nastepne lata technika ta byfta nieco zapomniana, gdyz uwazano j3
za bardzo pracochtonng i dtugotrwata. Z nielicznych autoréw publikujgcych
w tym czasie wymieni¢ mozna: Ramsey’a (1905, rozdzielanie par i gazéw), Pal-
mera (1914, zastosowania chromatografii) oraz Kuhna i Lederera (1931, zasto-
sowania chromatografii), lzmaitowa i Schraibera (1938, chromatografia cienko-
warstwowa), Reichsteina (1938, pomiary ciggte) czy tez Tiseliusa (nagroda
Nobla w 1948 roku za prace nad elektroforezg). Wieksze zainteresowanie chro-
matografig datuje sie od prac Martina i Syngego z 1941 roku o chromatografii
podziatowej i z 1947 roku o teorii chromatografii oraz Horwarda i Martina

-18 -
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z 1950 roku o chromatografii faz odwréconych. Prawdziwy przetom zostat jed-
nak dokonany w 1951 roku przez Martina i Syngego po wprowadzeniu chroma-
tografii gazowej. Za prace te zostali oni uhonorowani nagroda Nobla. Od tego
momentu datuje sie szybki rozwéj chromatografii gazowej jako nowoczesnej,
szybkiej i sprawnej techniki rozdzielania i analizy. Chromatografie cieczowg
w dalszym ciggu tradycyjnie uwazano za mato skuteczng i dtugotrwata. Do naj-
wazniejszych publikacji w tym okresie nalezg prace: Alma (1952) o gradiencie
elucji, Wheatona i Baumana (1953) o chromatografii jonowo-wykluczajacej,
Kemuli (1955) o detekcji elektrochemicznej, Stahla (1958) o chromatografii
cienkowarstwowej, Steina i Moore’a (1958) o automatycznej analizie amino-
kwaséw, Hjertena (1958) o elektroforezie, Poratha i Flodina (1959) o zastoso-
waniu miekkich zeli polidekstranowych w chromatografii zelowo-permeacyjne;j
oraz Moore’a (1962) o sztywnych zywicach polistyrenowych. W latach sze$¢-
dziesigtych ukazaty sie rowniez dwie klasyczne ksigzki Giddingsa o teorii chro-
matografii cieczowej. W ksigzkach tych zebrano w jedng spdjng catos¢ dotych-
czas znane prace teoretyczne opisujgce te technike. Teoria chromatografii cie-
czowej oparta zostata na rozwinietej wczesniej teorii chromatografii gazowe;j.

Przetom w chromatografii cieczowej nastgpit po 1967 roku, kiedy to Hu-
ber i Hulsman opisali szybka chromatografie podziatowg. Okazato sie bowiem,
Ze po wymuszeniu przeptywu wysokim cisnieniem i zastosowaniu zt6z o matych
Srednicach czasteczek mozna uzyskac szybkie rozdzielanie charakteryzujace sie
wysoka sprawnoscia. Stad pochodzi nazwa techniki: wysokosprawna chromato-
grafia cieczowa. Powszechnie uzywa sie skrotu HPLC. Pochodzi on od angiel-
skiego High Pressure Liquid Chromatography lub High Performance Liquid Chro-
matography, cho¢ niektérzy wywodzg go od High Price Liquid Chromatography.
W 1969 roku Journal of Gas Chromatography zostat przemianowany na Journal
of Chromatography. W chwili obecnej jest to jedno z najwiekszych czasopism na-
ukowych $wiata (dwie sekcje, abstrakty, seria konferencyjna oraz monograficzna
Journal of Chromatographic Library). W 1973 roku Stein i Moore otrzymali
nagrode Nobla za prace w dziedzinie chromatografii cieczowej. W 1981 roku
Small opisat chromatografie jonowa. Przez lata osiemdziesigte byta to najinten-
sywniej rozwijajaca sie technika chromatograficzna. W tym samym roku Jorgen-
son i Lukacs opisali po raz pierwszy elektroforeze kapilarna. Jest to w chwili obec-
nej jedna z najdynamiczniej rozwijajgcych sie metod chemii analitycznej.
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Pierwszy polski cisnieniowy chromatograf cieczowy zostat opracowany
w latach 1962-1964 w Instytucie Inzynierii Chemicznej i Technik Pomiarowych
Politechniki Gdanskiej (PG) pod kierunkiem J.S. Kowalczyka (fot. 1.7) [4]. W jego
konstrukcji uczestniczyli tez pracownicy innych instytutéw PG, Zaktadéw Me-
chaniki Precyzyjnej Mera-Wag, Zaktadéw Radiowych Radmor oraz Gdanskiej
Stoczni Remontowej. W kolejnych latach wykonano szereg chromatograféw se-
rii SP, ZB i PH, a takze detektoréw UV-254 i Vis. Bezpompowe chromatografy
(fot. 1.8) serii ZB (ZB-d i ZB-an) umozliwiaty prace do cisnienia 60 atm., a serii SP
(SP-20 i gradientowy SP-30) do 100 atm. (fot. 1.9). Przeptyw cieczy (fazy rucho-
mej) kontrolowany byt cisnieniem (nie szybkoscig przeptywu) i wymuszany par-
ciem gazu obojetnego. Chromatografy pompowe (membranowe) PH-20, PH-30
i PH-31 umozliwiaty prace przy cisnieniu do 400 atmosfer.

Fotografia 1.7. Pierwszy polski ci$nieniowy chromatograf cieczowy zbudowany
w latach 1962-1964 [4]
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Fotografia 1.8. Pompa membranowa [4]

Fotografia 1.9. Bezpompowy chromatograf cieczowy SP-20 [4]
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Seria wysokosprawnych chromatograféw cieczowych opracowana
zostata w Instytucie Chemii Fizycznej PAN (IChF) pod kierunkiem A. Byliny, a na-
stepnie B.K. Gtoda [5]. Obejmowaty one wysokosprawny chromatograf cie-
czowy T-302, mikrokolumnowy chromatograf T-310, pétautomatyczny chroma-
tograf mikrokolumnowy T-333 oraz automatyczny chromatograf T-340, Wszyst-
kie chromatografy wyposazone byty w pompy ttokowe umozliwiajgce prace do
400 atm. (800 atm., przy nabijaniu kolumn) oraz detektory fotometryczne
UV-254, UV-254/310, UV-254A, elektrochemiczny ED-1, elektrokinetyczny EK
lub detektor z matryca diodowg (opracowany pod kierunkiem J. Koszewskiego
i S. Malareckiego). Sprzet ten produkowany byt przez IChF, PPDRP Techma-Robot,
Zaktad Aparatury Elektronicznej Elpan, Selko Industries Ltd.

Rysunek 1.4. Wysokosprawny chromatograf cieczowy T-302 [5]
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Chromatograf T-302 zbudowany byt z pompy (konstrukcja A. Krupki)
strzykawkowej zasilanej duzym silnikiem krokowym (rys. 1.4). Umozliwiat prze-
ptyw w zakresie 0 + 6 mL/min i ci$nienie maksymalne pracy 30 MPa. Zaopa-
trzony byt w detektor UV-254 nm (kuwetka 10 uL, | =1 cm) [5].

Zaletg mikrokolumnowych chromatograféw T-310, pracujgcych z kolumng
1 x 250 mm (fot. 1.10), byta mozliwos¢ samodzielnego nabijania kolumn, wyko-
rzystujac maksymalne ci$nienie pompy 80 MPa, komputerowy nabdr i obrdbka
danych [5-9].

W IChF opracowane zostaty ponadto rézne typy detektorow elektroche-
micznych, urzadzenia do nabijania kolumn oraz chromatografy preparatywne

(we wspodtpracy z B. Sledzifiskg z PG).

Fotografia 1.10. Mikrokolumnowy chromatograf cieczowy T-310 [5]
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1.3. Znaczenie chromatografii

Jak wynika z powyzszego rysu historycznego chromatografia jest w chwili obec-
nej najszybciej rozwijajgcym sie dziatem chemii analitycznej. Z danych publiko-
wanych w réznych krajach ptynie wniosek, ze na techniki chromatograficzne
przeznaczane s najwieksze naktady w stosunku do innych metod analitycz-
nych. Wynika z tego, ze w najblizszych latach nalezy oczekiwaé dalszego dyna-
micznego ich wzrostu. Ciggle réwniez pojawiajg sie nowe techniki chromatogra-
ficzne: chromatografia elektrokinetyczna, elektrostatyczna, micelarna, ptynowa,
przemystowa, w przeciwpradzie, plazmowa czy tez rozdzielanie w przeptywie
w przytozonym polu. Ze wzgledu na mozliwos¢ szybkiego i selektywnego roz-
dzielania chromatografia staje sie coraz bardziej jedna z gtéwnych metod anali-
tycznych. Ostatnio coraz wiekszego znaczenia nabiera réwniez mozliwosc¢ jej
zastosowania zaréwno do celdw preparatywnych, jak i do wyznaczania wartosci
roznych parametrow fizykochemicznych.

Jako metoda analityczna umozliwita ona rozwdj szeregu innych dziatéw
nauki. Wymienic¢ tu mozna chociazby nauki biomedyczne, farmaceutyczne czy
tez z dziedziny ochrony srodowiska. Rozwdj nauk biomedycznych mozliwy jest
miedzy innymi dzieki istnieniu szybkiej i pewnej metody analizy wszystkich ami-
nokwaséw oraz biatek. W genetyce wykorzystuje sie chromatografie w celu
ustalenia sktadu DNA. Bardzo intensywnie rozwijane jest ostatnio rowniez roz-
dzielanie enancjomeréw. W wielu krajach wprowadza sie ostatnio jako norme
przebadanie wszystkich nowych lekéw na enancjoselektywnosé¢. Okazato sig, ze
chromatografia oferuje najefektywniejsze metody rozdzielania i analizy enan-
cjomerdéw. Nie do konca wykorzystana jest mozliwos¢ chromatograficznego
rozdzielania izotopdw.

Chromatografia umozliwita rowniez rozwdéj nauk zwigzanych z ochrong
Srodowiska. W szczegdlnosci opracowanie detektora wychwytu elektronéw
umozliwito oznaczanie pestycyddw na bardzo niskim poziomie. Pozwolito to na
poznanie ich dtugotrwatego oddziatywania (w tym rakotwdrczego) na niskim
poziomie na organizm ludzki. Dotyczy to réwniez wielopierscieniowych weglo-
wodordéw aromatycznych (WWA), polichlorobifenoli, dioksyn i furanéw. Intere-
sujace wyniki przyniosty ostatnie lata (m.in. po przecieku w Three Mile Islands).
Okazato sie bowiem, ze niektdre z tych wyjgtkowych trucizn produkowane sg
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przez same rosliny celem zwalczania konkurencji. Pozwoli to zweryfikowac nie-
ktdre uproszczone poglady na temat tzw. nauk alternatywnych, wptywu czto-
wieka na srodowisko i tzw. naturalnych $rodkéw leczniczych. Podobnym zasko-
czeniem byto wykrycie w ostatnim czasie, ze izopren (wptywajacy miedzy
innymi na tworzenie ozonu w stratosferze) jest rowniez wytwarzany przez ro-
$liny. Okazato sie, ze w upalne dni jego ilo$¢ pochodzaca od roslin przewyzsza
te pochodzenia przemystowego. Szczegdétowe badania za pomocg chromato-
grafii gazowej srodowiska ziemskiego umozliwity rowniez wysuniecie koncepcji
tzw. Gai. W skrécie wzieta sie ona z obserwacji, ze atmosfera ziemska znajduje
sie w stanie permanentnej nieréwnowagi termodynamicznej. Oznacza to, ze
jako catos¢ mozna jg poréwnac do zywego organizmu. Wszelkie zaktécenia usta-
lonego stanu stacjonarnego mogg wiec mie¢ dalekosiezne skutki. Na tej podsta-
wie nalezy réwniez oczekiwaé, ze podobna sytuacja wystepuje na wszystkich
planetach, na ktérych wystepujg istoty zywe. W celu ustalenia, czy istnieje zycie
na Marsie, wystarczyto zbadaé, czy gazy w jego atmosferze znajdujg sie w ste-
zeniach réwnowagowych. Jeszcze przed wystaniem statku na jego powierzchnie
wiedziano, ze sg to stezenia rownowagowe.

1.4. Mechanizm procesu

Sprébujmy teraz zrozumie¢, jak to sie stato, ze w eksperymencie Cwieta doszto
do rozdzielania pigmentéw na kolumnie. Z procesem chromatograficznym zwig-
zany jest przeptyw fazy ruchomej przez kolumne. Oznacza to, ze mamy w tym
przypadku do czynienia z procesem nierdownowagowym, a wiec nieodwracal-
nym. Zrozumienie procesu jest niezwykle trudne i nie ma w chwili obecnej jego
doktadnego matematycznego opisu. Aby zrozumiec samg istote procesu (bez
szczegotowego jego opisu) sprébujmy przedstawié go sobie w sposéb mnemo-
techniczny.

Wyobrazi¢ go sobie mozemy w ten sposéb, ze po ustaleniu sie stanu sta-
cjonarnego probka, przechodzac przez kolumne, pozostaje w stanie quasi row-
nowagi termodynamicznej. Zgodnie wiec z tzw. modelem Craiga kolumne chro-
matograficzng mozemy podzieli¢ na szereg elementéw (celek). Zaktadamy, ze
w kazdym z nich ustala sie rownowaga termodynamiczna. Oznaczmy przezpiq
prawdopodobienstwo przebywania czasteczki prébki odpowiednio w fazie
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ruchomej i stacjonarnej. Prawdopodobienstwa te mogg by¢ réwniez interpre-
towane jako frakcje prébki w obu fazach. Ich suma réwna jest jednosci:

p+q=1 (1.1)

Zgodnie z tym, jesli wprowadzimy do pierwszej celki kolumny prébke o stezeniu
jednostkowym, wdéwczas podzieli sie ona miedzy dwie fazy tak, ze jej stezenia
beda wynosity odpowiednio p i g. Mozemy wéwczas wykonac eksperyment my-
Slowy i rozdzieli¢ proces chromatograficzny na dwa niezalezne etapy: ustalanie
sie rdwnowagi w celce i ruch fazy ruchomej wzdtuz kolumny o jedng celke. Ruch
fazy przeniesie wiec prdobke (o stezeniu p) z pierwszej celki do drugiej. Po usta-
leniu sie réwnowagi stezenie probki w fazie stacjonarnej drugiej celki wyniesie
pqg. W fazie ruchomej za$ p?. W nastepnym kroku prébka o tym stezeniu prze-
niesiona zostanie do celki trzeciej. Proces ten mozna dalej kontynuowac tak jak
to zostato przedstawione na rys. 1.5. W ostatniej jego kolumnie zostata podana
catkowita ilos¢ probki w kolumnie. Na podstawie ilosci prébki w poszczegdlnych
celkach tatwo zauwazy¢, ze catkowita jej ilos¢ w kolumnie wynosi (g + p)":

(p+q) =1, (1.2)

gdzie: r oznacza ilo$¢ krokdw (odpowiadajgcych objetosci retenciji)

nrcelki 0 1 2 3 4 5  ilogé

r=0 c=11 1
l N

r=1 q p (a+p)
L Npg lpg v

r=2 q? 2pq p? (+p)?
l Npg? 12pg? N2pg? Ipig N

r=3 q* 3pg? 3p4q p? (a+p)?
¢ Npg® L3pg? w3p?g? 3pPg? w3piq pPg

r=4 q* 4pg? Bp*g? 4piq p*  (a+p)*

Rysunek 1.5. Schemat przebiegu procesu chromatograficznego [10]
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tatwiej to bedzie zrozumie¢, jezeli zamiast prawdopodobierstw rozwa-
zymy, jak beda sie zmieniaty stezenia prébki podczas jej przechodzenia przez
kolumne chromatograficzng. Rozktady stezenia prébki (o poczatkowym, hipo-
tetycznym, stezeniu 1000) po pierwszych pieciu krokach (przejsciu pieciu celek)
dla statej podziatu K (odpowiadajgcej stosunkowi p/q) 0,1 i 0,9 przedstawiono
w tabeli 1. Lewa czes$é tabeli odnosi sie do statej podziatu K réwnej 0,1; prawa
dla K = 0,9. Kolumny tabeli oznaczajg poszczegdlne celki kolumny (zmienng
przestrzenng procesu). Wiersze tabeli reprezentujg zmienng czasowg procesu
chromatograficznego, ustalanie sie réwnowag na poszczegdlnych celkach. W ja-
snych polach podano stezenia w czesciach celek odpowiadajgcych fazie rucho-
mej, w ciemnych polach podano stezenia w czesciach celek odpowiadajgcych
fazie stacjonarnej. Sumaryczna ilo$¢ prébki na wszystkich celkach po kazdym
ustaleniu sie rownowagi musi wynosi¢ 1000. Stezenia prébki w fazie ruchomej
(wartosci z jasnych pdl tabeli 1) w poszczegdlnych celkach wzdtuz kolumny chro-
matograficznej i po ustaleniu sie kolejnych réwnowag przedstawiono na rys.
1.6. Stezenia probek w fazie ruchomej po ustaleniu sie 6 rownowag (symboli-
zuje to opuszczenie kolumny przez probke) na kolumnie chromatograficznej
(wartosci ostatnich wierszy jasnych pdl z tabeli 1) dla dwdch prébek réznigeych
sie statymi podziatu przedstawiono na rys. 1.7. Oczywiscie nalezy zdac¢ sobie
sprawe, ze jest to model poglgdowy, bardzo uproszczony. Zaktada on na przy-
ktad, ze prébka zajmuje poczatkowo doktadnie jedng celke, ze objetosci obu faz
sg sobie réwne czy tez, ze prébka wystepuje tylko w jednej postaci. W rzeczy-
wistosci modele procesu retencji sg duzo bardziej skomplikowane. Tym nie-
mniej z tabeli 1irys. 1.6 1.7 wynika, ze juz po pieciu krokach nastepuje istotne
rozdzielenie zwigzkéw. Najwieksze stezenie jednego z nich jest w pierwszej
celce, drugiego w ostatniej. Ponadto mozna zaobserwowaé, ze przechodzac
przez kolumne prébka rozmywa sie, a jej stezenie maksymalne zmniejsza sie.
Chromatogramy uzyskane za pomocg modelowania metoda Craiga kwasdéw
ttuszczowych rozdzielanych metoda chromatografii wykluczania jonowego oraz
eksperymentalnie otrzymane chromatogramy pokazano na rys. 1.8 [11, 12].
Uzyskano wyjgtkows, jak na warunki chromatograficzne, zgodnos¢ miedzy eks-
perymentem a modelowaniem (eksperymentem komputerowym) opartym
o teorie procesu retencji.
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Tabela 1. Zmiany stezenia prébki o poczgtkowym stezeniu rownym 1000 hipotetycznych
jednostek po przejsciu pierwszych pieciu celek kolumny (ptytki) chromatograficznej
Opracowanie wtasne.

1000 1000
900 100
100 900
0 900 0 100
100 0 900 0
920 810 90 10
10 20 810 90
0 920 810 0 90 10
10 920 0 810 90 0
9 162 729 81 18 1
1 18 81 729 162 9
0 9 162 729 0 81 18 1
1 18 81 0 729 162 9 0
0,9 24,3 218,7 656,1 72,9 24,3 2,7 0,1
0,1 2,7 24,3 72,9 656,1 218,7 24,3 0,9
0 0,9 24,3 218,7 656,1 0,0 72,9 24,3 2,7 0,1
0,1 2,7 24,3 72,9 0 656,1 218,7 24,3 0,9 0
0,09 3,24 43,74 262,44 | 590,49 65,61 28,16 4,86 0,36 0,01
0,01 0,36 4,86 28,16 65,61 590,49 | 262,44 43,74 3,24 0,09
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Rysunek 1.6. Stezenia probki w fazie ruchomej w poszczegdlnych celkach wzdtuz
kolumny chromatograficznej i po ustaleniu sie kolejnych réwnowag dla probki
oK=0,1(A)iK=0,9(B)

Opracowanie wtasne.
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Rysunek 1.7. Stezenia probek w fazie ruchomej po 6 krokach dla dwéch prébek
oK=0,1(A)iK=0,9 (B)
Opracowanie wtasne.

Separation of volatile Fally acids
ML 0.1 ™M sulphuric acid

i/

001 AU

HNO,
HROs | formic C Formic D
acetic PIOpIOAK seetic e
buryric valeric
butyric
wvaleric

- LJ
[ H 10 15 0 28 W 0 20 0 0

time (min) time (min)

Rysunek 1.8. Chromatogramy uzyskane za pomocg modelowania metodg Craiga kwa-
sow ttuszczowych rozdzielanych metodg chromatografii wykluczania jonowego.

Faza ruchoma A —woda, B — 0,1 mM kwas siarkowy. Dla porédwnania na rysunkach Ci D
pokazano eksperymentalnie otrzymane chromatogramy [11, 12]
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Ze schematu przedstawionego na rys. 1.5 otrzymac mozna rozkfad steze-
nia prébki na kolumnie (rdwnowazny rozktadowi w czasie prébki opuszczajacej
kolumne i rejestrowanej przez detektor) przedstawiony na rys. 1.9. Z zasad
kombinatoryki wynika, ze prawdopodobienstwo, ze czgsteczka po r krokach

znajduje sie w N celce wynosi:

pN
AT T (-3)

h 1
max = o
3
£
z
70 100 130 "

Rysunek 1.9. Krzywa rozmieszczenia probki w kolumnie po ,,przemyciu” jej 100 krokami

Opracowanie wtasne.

Rysunek 1.10. Profil szybkosci strumienia w rurze dla laminarnego przeptywu lepkiego

Opracowanie wtasne.
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Rysunek 1.11. Wypadkowa krzywa rozmycia prébki zajmujacej poczatkowo trzy celki

A 4

N

Opracowanie wtasne.

Powyzszy wzor wynika z faktu, ze przy opisie procesu zatozono, iz préobka
w sposéb statystyczny moze przebywaé w fazie ruchomej lub stacjonarne;j.
W tym ujeciu p i g oznaczajg wiec wagi statystyczne. Wykres na rys. 1.9 przed-
stawia klasyczng krzywg dzwonowaq rozktadu statystycznego Gaussa. Na tej
podstawie wiele oséb intuicyjnie uwaza, ze w idealnych warunkach chromato-
graficznych powinno sie otrzymac symetryczne piki. Ich asymetria za$ pojawia
sie w wyniku znieksztatcenia tego procesu. Niestety nie jest to prawda. Nalezy
bowiem zauwazy¢, ze na opisang powyzej dyspersje probki naktada sie prze-
ptyw cieczy. Przy przeptywie laminarnym (rys. 1.10) ciecz w $rodku kanatu lub
kapilary porusza sie szybciej niz przy ich brzegu. Oznacza to, ze ogonowanie piku
jest integralng czescig procesu chromatograficznego.

Rozmycie prébki w kolumnie (szerokos¢ piku) okreslone jest przez wa-

riancje o lub odchylenie standardowe o:
O =(x-<x>) = <> - <x>?, (1.4)

gdzie: x w warunkach chromatograficznych oznacza czas lub objetos¢ retencji
(odniesione sg one do maksimum piku).

Wariancje w eksperymencie z rys. 1.5 opisuje rdwnanie:

o =rpgq. (1.5)
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Rozktad stezenia (utamka prébki w N celce po r krokach) wzdtuz piku z rys. 1.9
opisuje:

c= e N . (1.6)

Kazda celka kolumny ma swojg objetos¢, wiec zamiast krokami mozna sie
postugiwac objetoscia retencji (zatrzymania prébki na kolumnie). Zatem prze-
suwanie sie ruchomych czesci celek symbolizuje przeptyw fazy ruchomej. Stad
rozktad Gaussa przybiera postac:

cV, 1 o)
cV)=""-41.—— ¢ 2* | (1.7)
V) J  o+27N

gdzie: ¢ii Vi— stezenie i objetos¢ prébki, J — objetosciowa szybkos¢ przeptywu
i Vr — objetosé retencji.

Maksymalna wysokos¢ piku w tym réwnaniu wynosi:

Npx = ——- (1.8)

W praktyce chromatograficznej wprowadzana prébka zajmuje wiecej ce-
lek kolumny, tak jak to przedstawiono na rys. 1.11. Nie zmienia to jednak roz-
ktadu prébki.

Rdzne zwigzki chemiczne majg inne powinowactwo do obu faz. W na-
szym przypadku oznacza to odmienne wartosci p i g. Spowodowane mogg by¢
one réznymi, mozliwymi do wyobrazenia, mechanizmami oddziatywania prébki
z obu fazami: adsorpcja, podziatem, wymiang jonowg, wykluczaniem sterycz-
nym i jonowym itp. Dzieki temu uzyskuje sie rozdzielanie zwigzkdéw o réznych
wartosciach stosunku p/q, tak jak to przedstawiono na rys. 1.12. Mozna z niego
odczytac, ze ze wzrostem dtugosci kolumny zwieksza sie rozdzielanie prébek
oraz ich rozmycie (szeroko$¢ pasma), zmniejsza sie natomiast ich stezenie.
Istotne w tym jest to, ze rdznica objetosci retencji jest wprost proporcjonalna
do przebytej drogi przez prébke. Poszerzenie pasma jest natomiast proporcjo-
nalne do pierwiastka kwadratowego z tej drogi. To wtasnie jest czynnikiem
umozliwiajgcym podziat substancji na kolumnie.
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Rysunek 1.12. Rozdzielanie dwu substancji na kolumnie chromatograficznej
w zaleznosci od przebytej drogi [10]
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Rysunek 1.13. Rozkfad stezenia probki w fazie ruchomej i stacjonarnej

w stanie réwnowagi i przy przeptywie cieczy
Opracowanie wtasne.
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Omawiany rozktad analizowane] prébki wystepuje zaréwno w fazie ru-
chomej jak i stacjonarnej (rys. 1.13). Wprawdzie stezenia prébki w obu fazach
z reguty sg réozne (okreslone wartosciami p i g), jednakze w stanie réwnowagi
(brak przeptywu) ich maksima sie pokrywajg. Przy przeptywie fazy ruchomej na-
stepuje przesuniecie tej czesci prébki, ktdra sie w niej znajduje. Ze wzgledu na
to, ze rdwnowaga nie ustala sie natychmiast maksima stezef w obu fazach roz-
suwajg sie. Powoduje to nadmiarowe stezenie préobki w fazie ruchomej na po-
czatku piku i nadmiarowe jej stezenie w fazie stacjonarnej na jego koncu.
W wyniku tego na poczatku piku préobka przechodzi do fazy stacjonarnej, a na
koncu jg opuszcza. Ten proces jest wtasnie istotg procesu chromatograficznego.
W skrécie mozna go nazwac statg dgznoscig probki do pozostawania w stanie
rownowagi termodynamicznej i ustawicznym jej zaktdcaniem przez przeptyw
cieczy.
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2.1. Ogélny podziat chromatografii

Chromatografia jest jedng z technik rozdzielania. Zalicza sie do nich (w kolejno-
Sci alfabetycznej): adsorpcja, analiza sitowa, chromatografia, dekantacja, desty-
lacja, ekstrakcja, elektroforeza, elutriacja (sedymentacja ptynow), filtracja (mi-
kro-, ultra-, nano-), flokulacja (koloidéw), flotacja, frakcjonowana destylacja,
frakcjonowane wymrazanie, krystalizacja, nebulizacja, odparowanie, odwiewa-
nie, odwrdcona osmoza, osuszanie, rekrystalizacja, rozdzielanie magnetyczne,
sedymentacja, strefowe rozdzielanie, sublimacja, suszenie, wirowanie (cyklo-
nowe), wytrgcanie, zatezanie. Do najwazniejszych technik i metod rozdzielania,
ktore znalazty zastosowania w analityce zalicza sie przede wszystkim rdzne
techniki i metody chromatografii, a takze:

- rozdzielanie w polu sit — FFF (ang. Field Flow Fractionation),

- analize wstrzykowo-przeptywowaq — FIA (ang. Flow Injection Analysis),

- analize w ciaglym przeptywie — CFA (ang. Continuous Flow Analysis),

- hydrochromatografie,

- spektrometrie mas (MS),

- spektrometrie ruchliwosci jonéw (TOF),

- chromatografia w przeciwpradzie (CCC),

- elektrochromatografia (EI-Chr),

- elektroforeza zelowa (GE) i kapilarna (CE),

- izotachoforeza (ITF),

- elektroogniskowanie (EI-F),

- chromatografia elektrokinetyczna (Ec-Chr).

Do technik rozdzielania zalicza sie réwniez niektére metody elektroche-
miczne, w ktérych reakcja elektrodowa przebiega przy niezerowym pradzie Fara-
daya, czyli z przytozonym do elektrod napieciem z zewnetrznego Zrédta pradu:

- kulometria, elektrograwimetria — elektroliza w catej masie roztworu,

- polarografia statoprgdowa, zmiennopradowa, pulsowa, réznicowa,
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woltamperometria, woltamperometria cykliczna, z zatezaniem,
amperometria,

elektrodyka z niestacjonarnym procesem elektrodowym (chronoampe-
rometria, chronopotencjometria, polarografia, woltametria),

ze stacjonarnym procesem elektrodowym (woltametria w warunkach
kontrolowanej konwekcji, miareczkowanie amperometryczne z dwiema
elektrodami wskaznikowymi, potencjometria z elektrodg polaryzowana
pragdem statym).

Jedng z technik rozdzielania jest réwniez spektrometria mas. Generalnie

mozna jg podzieli¢ na cztery etapy: (1) generowanie czagsteczek w fazie gazowej

z prébki (ciecz, roztwar, ciato state, itd.), (2) jonizacja tych czasteczek, (3) rozdzie-

lanie jondw na podstawie ich masy, (4) detekcja strumienia jonow.

Techniki rozdzielania znajdujg szerokie zastosowanie nie tylko w anali-

tyce, ale takze majg ogromne znaczenie dla przygotowania préobki do analizy,

w tym jako techniki izolacji analitéw i grup analitédw z prébek statych w postaci

zawiesiny albo z dwufazowego uktadu niemieszajgcych sie ptyndw, do ktdrych

mozna zaliczy¢:

ekstrakcje za pomocg strumienia gazu,

ekstrakcje za pomoca cieczy,

ekstrakcje za pomocg ptynu w stanie nadkrytycznym (SFE),

techniki destylacji zawiesiny,

ekstrakcje za pomoca rozpuszczalnika w aparacie Soxhleta,

ekstrakcje za pomoca rozpuszczalnika wspomagang ultradzwiekami
(UAE),

przyspieszong ekstrakcje za pomocg rozpuszczalnika (ASE),

ekstrakcje za pomoca rozpuszczalnika wspomagang promieniowaniem
mikrofalowym (MAE),

ekstrakcje do wiszacej kropli (HDE),

ekstrakcja za pomoca rozpuszczalnika z probki zmieszanej z wypetnia-
czem (MSPD).
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Wszystkie techniki chromatograficzne mozna najogdlniej podzieli¢ ze wzgledu na:

1. Stosowana faze ruchoma:

- chromatografia gazows,

- chromatografia cieczowg,

- chromatografia ptynowg (w stanie nadkrytycznym).
Stosowana faza ruchoma determinuje najbardziej ogdlny podziat chromatografii.
Spowodowane jest to tym, ze stan skupienia fazy ruchomej w znaczacy sposéb
wplywa na mechanizm procesu (np. poprzez zmiane udziatu dyfuzji molekular-
nej) oraz powoduje koniecznos$¢ stosowania catkowicie odmiennej aparatury.

2. Skale procesu:
- chromatografia analityczna,
- chromatografia preparatywna,
- chromatografia przemystowa.

3. Technike wprowadzania analizowane] prébki:

—Analiza czofowa. W tej technice probke dodaje sie do fazy ruchomej sto-
sowanej nastepnie do rozwijania chromatogramu. W wyniku tego sygnaty
poszczegdlnych sktadnikéw prébki dodajg sie do siebie i otrzymujemy chro-
matogram w postaci charakterystycznej wznoszace;j sie krzywej schodkowe;.

— Analiza elucyjna. Prébka o matej objetosci wprowadzana jest do kolumny
i przemywana fazg ruchoma. Obecnie jest to najczesciej stosowana tech-
nika wprowadzania prébki.

— Rugowanie probki. W technice tej sktad fazy ruchomej przed i za prébka
jest rézny. Faza ruchoma za prébkg zawiera sktadnik majacy duze powino-
wactwo do fazy stacjonarnej i przyspieszajacy przez to wymywanie probki.

4. Techniki pokrewne:

—FFF (ang. Field Flow Fractionation). Technika ta polega na analizowaniu
probki ptynacej przez cienka rurke przy przytozonym z zewnatrz polu elek-
trycznym, magnetycznym lub grawitacyjnym (realizowanym przez szybki
obrot rurki). Lepkosciowy przeptyw laminarny cieczy charakteryzuje sie
tym, ze $rodek cieczy porusza sie szybciej niz jej brzegi (patrz rys. 1.10).
Sktadniki probki, ktore pod wptywem pola zblizyty sie do Scianki rurki ptyng
przez nig wolniej, co umozliwia ich rozdzielanie.
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—FIA (ang. Flow Injection Analysis). Jest to zespdt technik, w ktdérych anali-
zuje sie probki w przeptywie. W celu analizy poszczegélnych sktadnikow
prébki wykorzystuje sie w nich wysoce selektywne detektory. Dodatkowo
w trakcie analizy mozna zmieni¢ sktad probki lub szybkos$¢ poruszania sie jej
skfadnikédw. W tym ujeciu chromatografia jest szczegdInym ich przypadkiem.

—CFA (ang. Continuous Flow Analysis). S to techniki podobne do FIA z ta
rdznicy, ze poszczegdlne prébki i ciecz ptuczaca rozdzielone sg pecherzy-
kami gazu.

—Hydrochromatografia. W technice tej kolumng jest cienka, dtuga kapilara.
Wielkoczgsteczkowe sktadniki prébki (np. biatka lub polimery) czesciowo
znajduja sie w strefie przysciankowej i dlatego poruszajg sie wolniej. Umoz-
liwia to ich rozdzielanie.

—Spektrometria ruchliwosci jonow (chromatografia plazmowa). Jest to
technika podobna nieco do spektrometrii masowej. Réznica polega na tym,
Ze mierzy sie w niej czas dojscia jondw w polu elektrycznym do detektora.

—SPE (ang. Solid Phase Extraction) ekstrakcja na ciele statym. Po wprowa-
dzeniu prébki na kolumienke wypetniong ztozem przemywa sie jg porcjami
cieczy o réznej mocy elucyjnej. W ten sposdb mozna jg oczysci¢ od matrycy
i wstepnie zatezyc.

—SFE (ang. Supercritical Fluid Extraction) ekstrakcja ptynowa (w stanie nad-
krytycznym). Ekstrakcja, w ktorej jako faze ruchomg stosuje sie ptyn za-
miast cieczy.

—Chromatografia w przeciwprqgdzie. Podziat sktadnikow préobki miedzy
dwoma cieczami ptyngcymi w przeciwnym kierunku.

— Elektrochromatografia. Chromatografia, w ktdrej przeptyw cieczy wymu-
szany jest zewnetrznym polem elektrycznym (elektroforeza).

— Elektroforeza. Rozdzielanie jondw w polu elektrycznym.

—lzotachoforeza. Rozdzielanie jondw w polu elektrycznym, gdy faza ruchoma
przed probkg zawiera jony o wiekszej ruchliwosci, a faza ruchoma za
probka zawiera jony o mniejszej ruchliwosci niz jony proébki.

— Elektroogniskowanie. Rozdzielanie zwigzkdw dwujonowych w gradiencie
pH pod wptywem pola elektrycznego. Przestajg sie one poruszaé po osig-
gnieciu punktu izoelektrycznego. Wéweczas ztoze poddawane jest analizie.
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— Chromatogradfia elektrokinetyczna. Faza ruchoma zawiera duze czgsteczki
obdarzone fadunkiem (micelle lub zwigzki inkluzyjne). Faza ruchoma prze-
mieszcza sie w kapilarze dzieki elektroosmozie. Duze, natadowane cza-
steczki obdarzone sg wtasng ruchliwoscig elektroforetyczng. Ich wypad-
kowa szybkos¢ poruszania rowna jest sumie (z odpowiednim znakiem)
elektroosmozy i elektroforezy. Szybkos$¢ poruszania sie analizowanych
zwigzkéw zalezy od ich powinowactwa do micelli lub wartosci ich statej
inkluzji. Technikg tg mozna analizowac réwniez zwigzki niezjonizowane.

—Bloty. Elektroforetyczne metody oznaczania DNA, RNA i biatek.

— Elektroforeza kapilarna. Wyrdzni¢ mozna nastepujace jej techniki:

- kapilarna elektroforeza strefowa (CZE),
- micelarna chromatografia elektrokinetyczna (MEKC),
- elektrochromatografia kapilarna (CEC).

2.2. Podziat chromatografii cieczowej

1. Ze wzgledu na postac fazy stacjonarnej:
- kolumnowa,
- planarna: bibutowa (w tym krazkowa) i cienkowarstwowa (w tym
dwuwymiarowa i nadci$nieniowa).
Poréwnanie chromatogramoéw uzyskanych oboma technikami przedstawiono
narys. 2.1.

2. Sposdb analizowania proébki:
- tugowanie czesci ztoza (patrz fot. 1.6),
- zbieranie eluatu (fazy ruchomej opuszczajgcej kolumne) do oddzielnych
pojemnikéw i poddawanie ich osobnej analizie chemicznej,
- detekcja ciggta (detektor przytgczony jest bezposrednio do korica kolumny).

3. Stosunek polarnosci fazy ruchomej do stacjonarnej:
- uktad faz normalnych (prostych) — faza stacjonarna, tak jak w ekspery-
mencie Cwieta, jest bardziej polarna niz ruchoma,
- uktad faz odwrdéconych — bardziej polarng jest faza ruchoma.

—-41 -



2. PODZIAt TECHNIK CHROMATOGRAFICZNYCH

Start Koniec

A A 4 A\ 4

6 54 3 2 1

> OO & o

B
A 2
! 3
. OO
2. NN ~{O)-NE
T LOrvenOrren
°js_“‘“ 1 QOrnen O e
4. @—N‘N—@-NEQ
NO3
’ 8 5 ow@-n:w—@—nnz
s AR
0 1.0 20 30 40 50 60 czas[min] i

Rysunek 2.1. Poréwnanie chromatogramoéw uzyskanych metodg chromatografii
cienkowarstwowe;j (A) i kolumnowe;j (B) [1]. Kolumna: Micro-Pak SI-10, 2,1 x 15 cm,
faza ruchoma: 10% chlorek metylenu w heksanie, szybkos$¢ przeptywu: 132 mL/h [2]

4. Mechanizm retencji, podziat na chromatografie:
adsorpcyjng (w tym hydrofobowg — wypychanie prébki przez faze ruchoma),

podziatows,

- jonowymienng (jonitowg),

- wykluczania sterycznego (filtracyjng, sitowa, ekskluzyjng, permeacyjng,
zelowy),

- jonowo-wykluczajaca,
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- jonowo-asocjacyjng (par jonowych),

-z zastosowaniem zwigzkéw kompleksowych, chelatowych lub inkluzyjnych,

- powinowactwa (oddziatywanie prébki z enzymami, inhibitorami, hormo-
nami, polinukleotydami, steroidami, zwigzkami organorteciowymi),

- micelarna,

- immunochromatografia (oddziatywania prébki z antygenami, przeciwciatami),

- elektrochromatografia,

- wymiany ligandu (sorpcja na zwigzanych metalach),

- ekstrakcyjna (podziatowa faz odwréconych),

- solubilizacyjna.

2.3. Kolumnowa chromatografia cieczowa

1. Stosowane cisnienie:
- niskocisnieniowa (z grawitacyjnym przeptywem cieczy, prébka zbierana
jest w niej na ogét w postaci oddzielnych frakgcji),
- SredniociSnieniowa,
- wysokocisnieniowa (wysokosprawna).
2. Parametr kontrolujgcy przeptyw fazy ruchomej:
- cidnienie,
- szybkos¢ przeptywu.
3. Stan skupienia fazy stacjonarnej, chromatografia w uktadzie:
- ciecz — ciato state,
- ciecz —ciecz,
- ciecz—zel.
4. Srednica kolumn:
- kapilarna (otwartokolumnowa i pakowana, srednica wewnetrzna d. < 500 um),
- mikrokolumnowa (d. = 0.5 + 1 mm),
- minikolumnowa (dc =1 + 4 mm),
- klasyczna (dc =4 + 6 mm),
- semipreparatywna (o Srednicy wewnetrznej od kilku do kilkunastu mili-
metréw),
- preparatywna (o Srednicy od kilku do kilkudziesieciu centymetrow),
- przemystowa (o Srednicy powyzej metra).
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Rysunek 2.2. Przyktady kolumn chromatograficznych [3]

Ponadto wymieni¢ mozna jeszcze jedng odrebng technike — chromato-
grafie jonowgq. Jest to nazwa nieco juz historyczna i oznacza ona chromatogra-
ficzng analize jondw. Poczatkowo zarezerwowana ona byta do uktadéw sktada-
jacych sie z kolumny jonowo-wymiennej, kolumny ttumigcej bufor (ang. stripper
lub suppressor column) i detektora konduktometrycznego. W trakcie jej roz-
woju catkowicie stopita sie z wysokosprawng chromatografig cieczowa.

Czasami wyrdznia sie jeszcze tzw. szybka chromatografie cieczowg lub
UPLC. Odnosi sie ona do analiz wykonywanych na krétkich (kilkucentymetro-
wych) kolumnach wypetnionych ztozem o $rednicach czgsteczek nie wiekszych
niz 3 um. Czas analizy jest wéwczas zwykle mniejszy od 1 minuty.

W trakcie przebiegu chromatogramu wszystkie parametry przeptywu
fazy ruchomej moga by¢ state. Méwimy wowczas o chromatografii izokratycz-
nej. W trakcie analizy sktad fazy ruchomej, jej szybkos¢ przeptywu i temperatura
moga by¢ zmieniane. Méwimy wdwczas odpowiednio o gradiencie elucji, prze-
ptywu lub temperatury [4].
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3.1. Teoria potki chromatograficzne;j

Teoria potki chromatograficznej zostata ,,zapozyczona” do chromatografii
przez Martina i Syngego w 1941 roku z destylacji. Jak wiadomo w celu rozdzie-
lenia ropy naftowej na sktadniki przeprowadza sie jej frakcjonowang destylacje.
Kolumna do jej destylacji sktada sie z szeregu pdfek skonstruowanych tak, ze
para moze przez nie przechodzi¢ w gére kolumny, a ciecz sptywac na doét.
Na kazdej takiej potce ustala sie stan réwnowagi miedzy cieczg, a parg lub ga-
zem. Schemat laboratoryjny takiego zestawu przedstawiono na rys. 3.1.

g & d

Rysunek 3.1. Laboratoryjny zestaw do destylacji frakcjonowanej [1]

Okazato sie, ze na zestawie tym mozna dokonywac frakcjonowanej de-
stylacji rowniez, gdy kolumna nie zawiera zadnych pétek. Sprawnos¢ rozdziela-
nia mozna znacznie zwiekszy¢ po upakowaniu kolumny ztozem o duzej po-
wierzchni wtasciwej. W przypadku gdy rozdzielanie uzyskane na takiej kolumnie
jest identyczny do rozdzielania uzyskanego na kolumnie z rzeczywistymi pétkami,
woéwczas méwimy o niej, ze posiada ona rdwnowazng ilo$¢ potek teoretycznych.
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Zgodnie z regutg Konowatowa pétka teoretyczna jest minimalng objetoscia ko-
lumny, w ktérej ustala sie rGwnowaga miedzy parg a ciecza.

Koncepcje potki teoretycznej zastosowano do opisu procesu chromato-
graficznego. W modelu tym wysoko$¢é rownowazna pétce teoretycznej (z ang.
HETP — hight equivalent totheoretical plate) oznacza dtugos¢ kolumny, z ktérej
wyptywajacy roztwor jest w rownowadze ze Srednim stezeniem w fazie stacjo-
narnej. Nalezy w tym miejscu zaznaczy¢ pewng umownosc tej teorii. Nie nalezy
bowiem sobie wyobrazaé, ze kolumna chromatograficzna istotnie sktada sie
z matych elementéw. Proces chromatograficzny jest z istoty swej zwigzany
z przeptywem. Dlatego jest to proces nieréwnowagowy i nieodwracalny. Dalszy
stopien abstrakcyjnosci pojawia sie, gdy stosuje sie ten model do elektroforezy
kapilarnej. W tej technice z reguty nie mamy do czynienia z przejsciami miedzyfa-
zowymi. W tym przypadku HETP oznaczaé moze jedynie bezwymiarowy parametr
okreslajacy wielkos$¢ dyfuzyjnego rozmycia prébki. Porownywanie wiec sprawno-
$ci uktadéw chromatograficznych i elektroforetycznych nie ma wiec najmniej-
szego sensu.

Idea potki chromatograficznej w zasadzie opisana juz zostata przy okazji
omawiania mnemotechnicznego opisu procesu chromatograficznego. HETP
mozna w przyblizeniu utozsamic¢ z celka z rys. 1.5. Teoria pétki wyprowadzana
zostata przy nastepujacych zatozeniach:

- podziat prébki miedzy fazy jest natychmiastowy, w praktyce oznacza to, ze
powinien on by¢ duzo szybszy od przeptywu tak, aby mdéc pomingé wptyw
efektow kinetycznych,

- pomija sie dyfuzje na pdtce i miedzy potkami,

- zmiany stezenia prébki wzdtuz kolumny nastepujg skokowo,

- zaktada sie liniowg izoterme podziatu,

- brak wptywu innych sktadnikéw prébki na wspdtczynnik podziatu,

- pomija sie efekty temperaturowe procesu,

- w teorii nie uwzglednia sie wptywu wielkosci czgsteczek ztoza na proces.
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Jak wida¢ na rys. 1.5 rozktad prébki na kolumnie opisuje dwumian
Newtona. Dla duzego N (ilosci potek teoretycznych), po zastosowaniu przybli-
zenia Stirlinga otrzymuje sie rozktad Gaussa. Stad:

N = 2 h*ts?/S, (3.1)
gdzie: h i S oznaczajg odpowiednio wysokosc i pole powierzchni piku.

Odchylenie standardowe (rozmycie prébki) wynosi wéwczas:

o= (HL)Y?, (3.2)

gdzie: L — dtugos¢ kolumny, H — wysokos¢ rGwnowazna poétce teoretyczne;j:

L = HN. (3.3)

3.2. Réwnanie bilansu masy

Rozdzielanie chromatograficzne jest procesem bardzo ztozonym. Model
teoretyczny rozdzielania musi uwzglednia¢ duzg grupe proceséw w materiale
porowatym, fazie ruchomej i stacjonarnej. Zalicza sie do nich procesy termody-
namiczne odpowiadajgce za selektywnos¢ uktadu oraz tzw. kinetyczne uwzgled-
niajgce konwekcje, dyfuzje i kinetyke oddziatywan. Doktadny ich opis mozna
uzyskac po rozwigzaniu uktadu réwnan opisujgcych prawo zachowania masy
systemu. Dla uktadéw przeptywowych bilans masy mozna zapisaé w postaci:

ap, .
—=—divp,u+r,, 3.4
yor i (3.4)

gdzie: pi oznacza gestos$¢, u — liniowa szybkos$¢ przeptywu, a riilo$¢ substancji
tworzacej sie lub powstajacej w jednostce czasu.

W przypadku roztwordw gestosé cieczy mozna zastgpi¢ stezeniem sktadnika
probki:

ri= M, (3.5)

gdzie: M — masa czasteczkowa.
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Wodwczas:

. i
E'z—dlvciu+ZMiui,jR,-, (3.6)

ij

gdzie: v— wspotczynnik stechiometryczny.

Rownanie to jest w ogdlnosci nierozwigzywalne. Analitycznie mozna je

rozwigzac jedynie dla bardzo uproszczonych przypadkéw jednosktadnikowej
probki. Nieco bardziej skomplikowane uktady mozna rozwigzywa¢ metodami
numerycznymi, modelujgcymi cykliczne przechodzenie probki z fazy ruchomej
do stacjonarnej i na odwrat.

Zaktadajgc statg i w przestrzeni liniowg szybkos¢ przeptywu cieczy De Vault
w 1943 roku przeksztatcit powyzsze rownanie do warunkéw chromatograficz-
nych [2, 3]. Przeptyw substancji nastepuje tylko wtedy, gdy znajdujg sie one
w fazie ruchomej. Roztozy¢ go mozna na trzy podstawowe sktadowe:

@8 e

konwekcja przenoszenie_masy
Dla uktadéw przeptywowych réwnania 3.6 i 3.7 oznaczajg, ze masa substancji

dyspersja/dyfuzja

wptywajaca do matego plastra cieczy rdwna jest masie substancji wyptywajacej
(rys. 3.2).

Przeptyw Dyfuzja

t z-dz Cz-dzudt DA(dCz-dz/dZ)dt

t+dt z | ———— | coudt DA(dc/dz)dt

L
—

Rysunek 3.2. Prawo zachowania masy w uktadach przeptywowych [3]
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W przypadku konwekcji zmiana masy wzdtuz kolumny wynosi:
AMionw. = dZA(Ct+dt - Ct)konw., (38)
gdzie: A — pole przekroju kolumny.

Dystans dz ciecz pokonuje w czasie dt. Masa substancji w tym obszarze réwna
jest réznicy stezenia w punktach z i z-dz pomnozonym przez dystans wyrazony
w czasie:

AMionw. = JAt(Craz - CoJkonw., (3.9)
gdzie: J — objetosciowa szybkos$¢ przeptywu.
Z poréwnania rownan 3.8 i 3.9 wynika:
dZA(Ctidr - Ct) = Jdt(Crq; - C;). (3.10)

Stezenie substancji w punkcie z-dz otrzymuje sie rozwijajgc funkcje c(z) w szereg
Taylora. Z dwdch pierwszych wyrazéw szeregu otrzymuje sie:

Crdz = C;- (&)%), dz. (3.11)
Analogicznie otrzyma¢ mozna:

Ctrat = Ct + (/). (3.12)
Po wprowadzeniu rownan 3.11i3.12 do 3.10 i przeksztatceniu otrzymujemy:

(C/ R )konw. = -JfA(/ ) = -u(t/ k). (3.13)

Udziat dyfuzyjny przeptywu prébki przez kolumne opisuje pierwsze
prawo Ficka:
dm = - DA(c&&/&)dt, (3.14)

gdzie: D — wspotczynnik dyfuzji molekularne;.
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Przeprowadzajgc rozumowanie analogiczne jak w przypadku konwekgji (rys. 3.2),
otrzymuje sie:

O’bz— Z &Z
Adz(c,., —C,)= —DA(7d - E) dt. (3.15)

Ponownie korzystajac z rozktadu Taylora (réwnania 3.11 i 3.12), uzyskuje sie
drugie prawo dyfuzji Ficka:

(&/R) gy = D(Pc) ). (3.16)

Doktadny opis przenoszenia masy jest o wiele bardziej skomplikowany. W ogél-
nosci stwierdzi¢ mozna, ze ilos¢ substancji opuszczajgcej jedng faze musi byé
rowna jej ilosci pojawiajgcej sie w drugiej z faz:

(/R )przen. masy = -1/ D( 3/ R), (3.17)

gdzie: s — stezenie analizowanej substancji w fazie stacjonarnej, a @ — stosunek
objetosci faz.

Podstawiajgc réwnania 3.13, 3.16 i 3.17 do réwnania 3.7 otrzymuje sie:

& 70 oc 14

—=-UuU—+D—5+——. (3.18)

a a a* oa
Powyzsze rownanie mozna rozwigza¢ numerycznie metodg ciggtych zmiennych
[3]. Zaktada sie w niej (podobnie jak w przypadku rys. 1.5) natychmiastowg réow-
nowage na nieskonczenie waskim przekroju kolumny. W pewnym sensie przy-
pomina ona nieco teorie potki. Podziat kolumny ma w tym przypadku charakter
czysto matematyczny i celkg nie przypisuje sie zadnych specjalnych wtasnosci
fizykochemicznych. W samym procesie modelowania zamiast metody Craiga
(rys. 1.5) stosuje sie schemat Laxa spetniajgcy warunek von Neumana:

<1 (3.19)

Modelowanie to pozwala przewidzieé retencje prébki oraz jej izoterme podziatu
lub adsorpcji.
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Rozktad analizowanej substancji nastepuje wzgledem wspodtrzednej prze-
strzennej (wzdtuz dtugosci kolumny) i czasowej (réwnowaznej objetosci prze-

CRER

\ z

ptywajacej cieczy):

Do réwnania tego De Vault [2] wprowadzit poprawke na objetos¢ (na jednostke
kolumny) cieczy miedzy ziarnami, a:

)5 8
—| —al —| +|=| =0. (3.21)
a), ov) &)

W powyzszym réwnaniu pominieta zostata dyfuzja i kinetyka. Mozna je rozsze-
rzy¢ o izoterme adsorpcji lub podziatu:

s =M(&/&), (3.22)
gdzie: M —ilo$¢ adsorbentu na jednostke dtugosci kolumny.

Wdweczas réwnanie 3.21 przyjmuje postac:

(éj J{OHMé}(@j =0. (3.23)
a), ov \ov ),

Rozwigzaniem tego réwnania jest funkcja w postaci:

c(z,v) = H{v - z[a + M(&/ )]}, (3.24)

gdzie: ¢— funkcja zalezna od warunkéw poczatkowych i koncowych.

W celu opisu rozktadu i propagacji kilku substancji przez kolumne nalezy
rozwigzac uktad réwnan rézniczkowych [3]. Jest bardzo trudne z matematycz-
nego punktu widzenia, tym bardziej, ze nalezatoby woéwczas uwzgledni¢ wza-
jemne oddziatywania sktadnikow prébki i ich konkurencyjng adsorpcje (w przy-
padku zajmowania tych samych centréw aktywnych).
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3.3. Opis empiryczny

W 1940 roku Wilson zaobserwowat poszerzanie sie pasm chromatogra-
ficznych zaréwno dla matych, jak i duzych szybkosci przeptywu fazy ruchome;j.
Przy duzym przeptywie spowodowane to jest nienadgzaniem sorpcji/desorpcji za
przeptywem. Przy matym mamy do czynienia z poszerzeniem (rozmyciem)
dyfuzyjnym. W tym ostatnim przypadku im prébka dtuzej przebywa na kolumnie
tym wieksza jest jej dyfuzja. W 1956 roku van Deemter zaproponowat
rownanie:

H=A +B/u +Cu, (3.25)

wyrazajgce zaleznos$¢ wysokosci rownowaznej potce teoretycznej (HETP): H, od
liniowe]j szybkosci przeptywu fazy ruchomej: u.

H jest w tym réwnaniu miarg rozmycia piku, im jest ono wieksze tym ob-
serwowany pik jest szerszy. W tym miejscu nalezy ponownie podkresli¢ catg
umownos¢ pojecia pétki chromatograficznej. Wykorzystywane ono jest w tym
przypadku niezgodnie z zatozeniami przyjetymi przy jego wyprowadzaniu. Przy-
ktadowo wymieni¢ tu mozna w szczegdlnosci zatozenie o braku dyfuzji na po-
szczegllnych poétkach i miedzy nimi. Oryginalnie réwnanie van Deemtera zo-
stato zaproponowane do chromatografii gazowej. Bardzo czesto jest ono réw-
niez wykorzystywane w chromatografii cieczowej. Mimo to zaproponowane
rowniez zostaty analogiczne réwnania dedykowane specjalnie dla chromatogra-
fii cieczowej [4]:

H=Csu+ Cpu + (1/A + 1/Cru)?, (3.26)

gdzie: Cs i Cm 0znaczajq state eksperymentalne odnoszace sie do przenoszenia
masy odpowiednio w fazie stacjonarnej i ruchome;j.

Dla duzych czasteczek wypetnienia Snyder zaproponowat réwnanie
uproszczone:

H = Bu=02-1), (3.27)
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Dosy¢ czesto stosowane jest rGwnanie zaproponowane przez Knoxa i Gouichona:

h=av?+b/v+cv, (3.28)
gdzie: hi vsa tzw. parametrami zredukowanymi, zdefiniowanymi nastepujgco:
h = H/d,, (3.29)
v=ud,/D, (3.30)

gdzie: dp — $rednica czgsteczek ztoza, D — wspoétczynnik dyfuzji molekularnej.

Zaletg tego réwnania jest mozliwo$é porownywania kolumn o réznych sredni-

cach czasteczek ztoza.

W réwnaniu van Deemtera na rozmycie probki majg wptyw trzy gtdéwne

efekty:

A-

hydrodynamiczny — dyfuzja wirowa (niezalezna od szybkosci przeptywu).
Mechanizm dyfuzji wirowe] zostat schematycznie przedstawiony na rys. 3.3.
Widac na nim, ze ten sam sktadnik prébki przebywa rézng droge na kolum-
nie. Spowodowane jest to tym, ze czasami czasteczki probki moga przejsc
na wylot przez ziarenka ztoza, w innym przypadku muszg je omija¢. Roznice
te zwiekszajg sie, gdy ziarna ztoza réznig sie znacznie wymiarami, sg zaglo-
merowane lub gdy w kolumnie wystepujg puste przestrzenie.

dyfuzyjny — dyfuzja molekularna zmniejszajgca sie ze wzrostem szybkosci
przeptywu (wieksza szybko$¢ oznacza krétszy czas przebywania prébki na
potce). Dyfuzja nie wptywa na retencje analizowanego zwigzku. Wptywa
jednak na jego szerokos¢, tak jak to przedstawiono na rys. 3.4 (wiekszej
dyfuzji odpowiada szerszy pik).

przenoszenia masy — rosnie on ze wzrostem szybkosci przeptywu, gdyz
ustalanie sie réwnowagi nie nadaza za przeptywem. Jego miarg jest rozsu-
niecie maksimow pikéw w obu fazach (rys. 1.13). Schemat rozmycia probki
wywotanego przenoszeniem masy przedstawiono na rys. 3.5.
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Rysunek 3.3. Schemat rozmycia prébki wywotanego dyfuzjg wirowa [1]
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Rysunek 3.4. Rozmycie prébki wywotane dyfuzjg molekularng

Opracowanie wtasne.
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Rysunek 3.5. Schemat rozmycia préobki wywotanego przenoszeniem masy:
a —fazy ruchomej, b — w unieruchomionej fazie ruchomej i c — w fazie stacjonarnej [1]
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Sumaryczny wykres zaleznosci HETP od szybkosci przeptywu przedsta-
wiono na rys. 3.6. Wida¢ z niego, ze istnieje pewna optymalna szybkos¢ prze-
ptywu, przy ktérej HETP uzyskuje warto$¢ minimalna. Ze wzgledu na to, ze dyfuzja
w cieczy jest znacznie mniejsza niz w gazie, szybkos¢ optymalna w chromatografii
cieczowej jest uzyskiwana przy znacznie mniejszych szybkosciach przeptywu
w porédwnaniu z chromatografig gazowa. Btedny jest jednak dosy¢ czesto poja-
wiajgcy sie w literaturze poglad, jakoby w chromatografii cieczowej wystepo-
wata tylko czes¢ wznoszgca wykresu.

HETP

Rysunek 3.6. Zaleznos$¢ wysokosci rownowaznej pdtce teoretycznej od szybkosci prze-
ptywu fazy ruchomej dla chromatografii gazowej (a) i cieczowej (b) [1]

Na rys. 3.7 pokazano eksperymentalne krzywe uzyskane dla réznych we-
glowodoréw aromatycznych rozdzielonych na kolumnie typu RP-18 [5]. Analo-
giczng zalezno$¢ dla wielkosci zredukowanych przedstawiono na rys. 3.8.
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200 1. Benzen

2. Naftalen
3. Difenyl

4. Antracen
5. Fluoranten
6. Pyren
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Rysunek 3.7. Eksperymentalnie uzyskana zaleznos¢ wysokosci rGwnowaznej potce
teoretycznej (H), od objetosciowej szybkosci przeptywu fazy ruchomej (J), [1, 5].
Kolumna: LiChrosorb RP-18, 5 um, 1 x 250 mm

log h

N
|

[
»

-1 0 1 2 3 log v

Rysunek 3.8. Logarytmiczna zaleznos¢ zredukowanej wysokosci potki (h),
od zredukowanej liniowe] szybkosci przeptywu (v) [1, 7]

Doktadny opis wszystkich zjawisk wystepujgcych na kolumnie jest nie-
zwykle trudny. Problematyczna jest réwniez jego weryfikowalnosé¢, gdyz szereg
parametréw jest trudnych do wyznaczenia lub chociazby oszacowania. Dlatego
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ponizej skrétowo podane zostang roéwnania opisujgce najwazniejsze czynniki
wptywajgce na rozmycie prébki na kolumnie [6]:

A:
Dyfuzja wirowa:

How = 22d,, (3.31)

gdzie: A stata zalezna od charakteru wypetnienia, zwykle przyjmuje sie 1 =0,5.

Z powyzszego wzoru wynika, ze minimalna wysokos$¢ potki nie moze byé mniej-
sza od $rednicy ziarna ztoza. Ostatnio w literaturze pojawity sie doniesienia kwe-
stionujgce powyzsze stwierdzenie. Potwierdza to jedynie teze, ze na obecnym
etapie rozwoju teorii procesu chromatograficznego nie nalezy z prezentowa-
nych tu wzordw wyciggaé zbyt daleko idgcych wnioskéw.

Konwekcja poprzeczna (rownanie Giddingsa):

-1
1 D
Hep = +—= . (3.32)
22d, d;u
B:
Dyfuzja molekularna w fazie ruchomej (réwnanie Einsteina):
HDM=2Dtm/L=2}/D, (333)
gdzie: y — wspdtczynnik kretowatosci, zwykle zaktada sie, ze wynosi on 0,7,
L — dtugosé kolumny, tm — czas przebywania analizowanego zwigzku na potce.
C:

Przenoszenie masy w fazie stacjonarnej:

Hpm = 2Utdk/(1 + k), (334)

gdzie: tq, zgodnie z modelem bfadzenia przypadkowego, oznacza czas desorpcji,
przebywania czgsteczki w fazie stacjonarnej, a k oznacza wspétczynnik retencji
(pojemnosciowy).
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Zgodnie z réwnaniem Einsteina:
ts = d’/2D,, (3.35)

gdzie: d oznacza dtugos¢ drogi dyfuzji (grubosé nieruchomej warstwy cieczy),
a Ds wspotczynnik dyfuzji molekularnej w fazie stacjonarnej.

Po podstawieniu réwnania 3.35 do 3.34 dostajemy:

Hew = d2uk/Ds(1 + k)2, (3.36)

Dyfuzja radialna przez warstwy laminarne (réwnanie Giddingsa):

d2
Hor :Zwi Ep' (3.37)

gdzie: @ — bezwymiarowe state dyfuzji w kolumnie, porach ztoza, miedzy ziar-
nami itp.

Dyfuzja w stojgcej fazie ruchomej (réwnanie Giddingsa):

_ (1-g+k)diu
- 30(1—g)1+k)D’

gdzie: ¢ oznacza utamek fazy ruchomej w przestrzeni miedzyziarnowej.

SR (3.38)

Z powyzszych wzoréw wynika, ze rozmycie prébki na kolumnie sktada sie
z szeregu addytywnych sktadnikdéw:

Hpow + Hee " Hpwm n How +Hpr + Hee .
A B C

H=

(3.39)

Omawiane zaleznosci znajdujg praktyczne zastosowanie poprzez opty-
malizacje szybkosci przeptywu fazy ruchomej tak, aby otrzymac¢ maksymalng
sprawnos¢ kolumny. Warto w tym miejscu zaznaczyé, ze szybkos¢ przeptywu
ma wptyw na dwa inne bardzo wazne parametry chromatograficzne. Pierwszym
jest czas analizy. Oczywiscie, jak w kazdej technice analitycznej, dazy sie do jego
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maksymalnego skrécenia. Maleje on hiperbolicznie ze wzrostem szybkosci prze-
ptywu. Optymalna szybkos¢ z tego punktu widzenia jest na poczatku plateau.
Drugim jest cisnienie. Wzrost szybkosci przeptywu realizowany jest poprzez
przytozenie wiekszego cisnienia na kolumne. Jest to niekorzystne, gdyz wymaga
stosowania drozszej aparatury ze znacznie skuteczniejszym systemem uszczel-
nien. Ponadto wyzsze cisnienie skraca zywotnos¢ kolumny. Optymalizujgc wiec
szybkos¢ przeptywu nalezy braé pod uwage te trzy efekty (rys. 3.9).

AP

u
Rysunek 3.9. Wptyw szybkosci przeptywu fazy ruchomej (u) na wysokos¢ potki
teoretycznej (H), czas analizy (tr) i spadek cisnienia na kolumnie (AP)
Opracowanie wtasne.

Z powyzszej dyskusji wynika, ze wzrost dyfuzji z jednej strony wptywa na
dyfuzje aksjalng, niekorzystng z chromatograficznego punktu widzenia, z dru-
giej zas na korzystng dla rozdzielania dyfuzje radialna. Ze wzgledu na czas ana-
lizy zwykle pracuje sie z szybkosciami przeptywu wiekszymi od optymalnych
z punktu widzenia rozmycia na kolumnie. Przy tych szybkosciach dyfuzje ak-
sjalng, znacznie mniejszg od konwekcji, mozna pomingé. Ze wzgledu na zmniej-
szenie radialnego rozmycia prébki wzrost dyfuzji zmniejsza rozmycie prébki.
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Dyfuzje mozna zmienié, wptywajac na:

- prébke, derywatyzacja prébki zwieksza jej wymiary, a przez to zmniejsza jej
dyfuzje (prawo Stokesa),

- faze ruchoma, dodatek rozpuszczalnika organicznego i wzrost temperatury
zmniejszajg lepkosé roztworu, zwiekszajgc tym samym dyfuzje,

- faze stacjonarng, dyfuzje mozna zwiekszy¢, zmniejszajac jej droge. Osiggngc

to mozna, stosujgc ziarna ztoza o matej $rednicy. Powoduje to jednak wzrost
ci$nienia na kolumnie i ktopoty z jej nabiciem. Aby pogodzi¢ krétka droge dyfuzji
z matym spadkiem ci$nienia na kolumnie, wprowadzono tzw. ztoza powierzch-
niowo-porowate. Zbudowane one sg z duzych czgsteczek na powierzchni, kté-
rych unieruchomiona jest faza stacjonarna. Wadg ich jest mata pojemnosc
wzgledem pikdw, wywotana matg objetoscia fazy stacjonarnej. Charakteryzujg
sie one bardzo tatwym pakowaniem kolumny metoda na sucho.

3.4. Asymetria rozmycia prébki

Niektére efekty powodujg nierdwnomierne rozmycie piku. Na chromato-
gramie otrzymuje sie wowczas niesymetryczne piki. Spowodowane one mogg
by¢ przez:

- laminarny przeptyw cieczy, powodujacy nieréwnomierny przeptyw réz-
nych czesci probki (patrz rys. 1.10),

- efekty kinetyczne,

- nieréwnomierne nabicie prébki,

- nieliniowg izoterme adsorpcji lub podziatu.

Nieco doktadniej oméwiony zostanie ostatni przypadek, tzn. nieliniowa
izoterma adsorpcji lub podziatu. Zwigzki charakteryzujace sie liniowg izoterma
adsorpcji lub podziatu tworzg symetryczne piki chromatograficzne (rys. 3.10 A).
W chromatografii analitycznej dazy sie do takiego wtasnie ich ksztattu. Wycho-
dzi sie tu z zatozenia, ze dla matych stezen prdébki, kazda izoterma jest w przy-
blizeniu liniowa.

Najczesciej wystepujgca w przyrodzie izoterma Langmuira jest izotermg
wypukta. Przy jej wyprowadzaniu zaktada sie, ze na powierzchni sorbenta wy-
stepuje pewna, skoriczona ilo$é tzw. centréw aktywnych. Przy pewnym stezeniu
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probki nastepuje ich wysycenie (rys. 3.10 B). Dalszy wzrost jej stezenia powo-
duje, ze znajduje sie ona gtéwnie w fazie ruchomej. Z tego powodu ze wzrostem
stezenia wzrasta szybkosc¢ jej propagacji wzdtuz kolumny chromatograficznej.
Pik chromatograficzny odwzorowuje stezenie prébki, tzn. najwieksze jej steze-
nie wystepuje w maksimum piku. Stad porusza sie ono szybciej niz korice piku.
W rezultacie otrzymuje sie pik z tzw. ogonem (rys. 3.10 B). Z ksztattu piku mozna
wyznaczy¢ izoterme adsorpcji. Jest to metoda wprawdzie stosunkowo mato do-

ktadna, ale za to wyjatkowo szybka.

C

J\.

/-
J

Rysunek 3.10. Rozne ksztatty izoterm adsorpcji/podziatu i odpowiadajgce im ksztatty

Cs

-

pikéw chromatograficznych

Opracowanie wtasne.

Trzecim przypadkiem jest izoterma wklesta (rys. 3.10 C). Nalezy tu zaznaczyg,
Ze ten typ izotermy jest raczej nierzeczywisty. Tak jak wida¢ to na rys. 3.10 C
przy bardzo duzych stezeniach izoterma ta przechodzi w wypukta. Z tym typem
izotermy mamy na ogot do czynienia wtedy, gdy jeden zwigzek wystepuje
w dwdch postaciach (np. zdysocjowanej lub zasocjowanej). Z reguty obie te po-
staci majg rézne powinowactwo do fazy stacjonarnej. Rozpatrzmy dla przyktadu
kwasy rozdzielane w uktadzie faz odwréconych. Z fazg stacjonarng znacznie sil-
niej oddziatujg niezdysocjowane, elektrycznie obojetne czasteczki. Czgsteczki
zdysocjowane sg w zasadzie niezatrzymywane na kolumnie. W maksimum piku
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stezenie czasteczek zdysocjowanych jest mniejsze, gdyz ze wzrostem stezenia
zmniejsza sie stopien dysocjacji. W zwigzku z tym maksimum piku porusza sie
wolniej niz jego korice. W rezultacie na chromatogramie otrzymuje sie frontal-
nie rozmyty pik (rys. 3.10.C). Oczywiscie w obecnosci buforu stopien dysocjacji
wzdtuz piku jest staty i rejestrowane piki sg symetryczne.
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Proces chromatograficzny polega na dynamicznym rdznicowaniu po-
dziatu sktadnikéw analizowanej prébki miedzy faze ruchoma m i stacjonarng s
(rys. 4.1). Przebieg procesu zostanie rozpatrzony na przyktadzie dwéch sub-
stancjixiy.

m

v
=

xm _— UX Ym > uy
faza ruchoma (m) T

1
faza stacjonarna (s)
Xs Ys
Rysunek 4.1. Schemat wyjasniajacy réznga szybkosé propagacji sktadnikow probki

Opracowanie wtasne.

Z rys. 4.1 wynika, ze wieksze powinowactwo do fazy stacjonarnej wyka-
zuje substancja x. Sktadniki prébki poruszajg sie tylko woéwczas, gdy znajdujg sie
one w fazie ruchomej (ich propagacja w fazie stacjonarnej wptywa tylko na roz-
mycie piku). Szybkos$¢ ich przeptywu przez kolumne zalezy wiec od stopnia ich
udziatu w fazie ruchomej:

m

ni
U, = Uﬁ, (4.1)
n,” +n,

gdzie: u — szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej a n; — liczba moli sktadnika i.

Wystepujgcy w tym réwnaniu czynnik nosi nazwe wspdtczynnika retardacji:

R=——=—. (4.2)
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Czas, po ktérym maksimum piku pojawia sie w detektorze, nazywa sie czasem
retencji. Rébwny on jest drodze pokonywanej przez prébke, czyli dtugosci ko-
lumny (L), podzielonej przez szybkos$¢ jej poruszania sie:

tp = L/Ui. (43)

Po podstawieniu rdwnania 4.1 do 4.3 otrzymuje sie:

(4.4)

Ln"+n’
tp=————
u

nm

Z drugiej strony czas retencji rowny jest czasowi przebywania prébki w fazie ru-
chomej i stacjonarnej:

tr=tm+ts. (4.5)

Gdy analizowana substancja przebywa tylko w fazie ruchomej wéwczas mo-
wimy, ze jest ona wymywana (eluowana) w czasie retencji substancji nie zatrzy-
mywanej przez faze stacjonarng (dawniej — czas martwy kolumny) to:

n'=0=>tg=ty =to. (46)
Z poréwnania réwnan 4.4 i 4.6 wynika wdéwczas:
tm = L/u. (4.7)

Po podstawieniu rdwnania 4.4 i 4.7 do réwnania 4.5 otrzymuje sie:

i L
4 1 _=, (4.8)
u

Po wyciaggnieciu L/u przed nawias i doprowadzeniu do wspdlnego mianownika:

L(n"+n’ n") Ln
L 9

n’" n) un"
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Wystepujacy w tym rdwnaniu stosunek:
k= n,-‘/n,-’" (410)

nosi nazwe wspotczynnika retencji (dawniej — pojemnosciowego). Jest on zwig-
zany ze wspotfczynnikiem podziatu analizowanej substancji:

k = csVs/CmVm = KVs/Vim, (4.11)

gdzie: Vs i Vm 0znaczajg odpowiednio objetosci fazy stacjonarnej i ruchomej
kolumny. Ich stosunek nazywa sie stosunkiem objetosci faz:

D=V/Vp. (4.12)
W przypadku gdy analizowana substancja wystepuje w kilku postaciach, wéwczas:
2.C
_ i
2.c

K

(4.13)

Z powyzszego rownania wynika, ze wspotczynnika podziatu w ogdlnosci nie na-
lezy utozsamiac ze statg rdwnowagi.

Po podstawieniu rownan 4.7 i 4.9 do 4.5 otrzymamy:

tr = L/u + Lng/uni™ = L/u(1+k). (4.14)
Stad:
tg = tm(1+k). (4.15)

Powyzsze réwnanie jest jednym z podstawowych réwnan chromatograficznych.
Wynika z niego, ze wieksze powinowactwo do fazy stacjonarnej (wieksze k)
oznacz wiekszy czas retencji. Po przeksztatceniu mozna z niego wyznaczyé
wspotczynnik pojemnosciowy z czasu retencji:

k = (tR = tm)/tm. (4.16)
Zwykle w chromatografii operujemy wspoétczynnikiem pojemnosciowym za-

miast czasem retencji, gdyz jest on mniej zalezny od aktualnych warunkow
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pracy (szybkosci przeptywu fazy ruchomej, stopnia ubicia kolumny itp.). Zamiast
czasem retencji mozemy sie rdwniez postugiwac, niezalezng od szybkosci prze-
ptywu, objetoscig retenciji:

Ve =tg), (4.17)

gdzie: J — objetosciowa szybkos¢ przeptywu.
Wdwczas:
Vg = V(1 + k). (4.18)
Czasami stosuje sie rowniez tzw. znormalizowane czas i objetos¢ retencji, np.:
V= Vi - Vi = KV.. (4.19)

Czas retencji oraz czas retencji substancji niezatrzymywanej przez faze
stacjonarng kolumny (czas martwy) mozna odczytac bezposrednio z chromato-
gramu, tak jak to przedstawiono na rys. 4.2. W przypadku najczesciej obecnie
stosowanej chromatografii w uktadzie faz odwréconych takimi zwigzkami stu-
z3cymi do wyznaczania czasu martwego mogg by¢: ciezka woda, metanol, azo-
tan lub chromian [1, 2, 4].

tr

[

Czas [min]

to trR1 trR2

Rysunek 4.2. Schematycznie przedstawiony chromatogram ilustrujgcy mozliwosé
wyznaczenia z niego podstawowych parametrow retencji.
Opracowanie wtasne.
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Stosunek wspdtczynnikéw pojemnosci dwdch sagsiednich pikéw chromatogra-
ficznych nazywa sie selektywnoscia ukfadu:

(Z:kz/klsz/Kl. (420)

Rozdzielanie chromatograficzne nastepuje wtedy, gdy o > 1. Wspdtczynnik
selektywnosci jest wielkoscig termodynamiczna:

-RTIna = A(AG), (4.21)

gdzie: A(AG) jest rdznicg potencjatéw termodynamicznych (swobodnych entalpii)
dwadch substancji.

Z temperaturowej zaleznosci retencji i réwnania 4.21 wyznaczy¢ mozna zmiany
entropii i entalpii adsorpcji lub podziatu.

Asymetrie piku iloSciowo opisuje wspdtczynnik asymetrii: stosunek dtu-
gosci dwu czesci piku (wyznaczonych linig przechodzaca przez jego maksimum)
na 1/10 jego wysokosci.

Aty

CZas

W

Wz

Rysunek 4.3. Schematyczna ilustracja podstawowych parametréw
chromatograficznych [1]

Celem chromatografii jest uzyskanie maksymalnie rozdzielonych sub-
stancji analizowanej prébki [1, 2, 4]. Oznacza to, ze d3gzy sie w niej do uzyskania
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maksymalnej réznicy retencji przy minimalnym rozmyciu. lloSciowo opisuje to
wspotczynnik rozdziatu (Rs), ktéry mozna graficznie wyprowadzic z rys. 4.3:

tr, ~ty b, e

1 1
EW1+§W2 W, +W,

R, = (4.22)

Miarg zdolnosci rozmycia prébki na kolumnie jest jej sprawnos¢ wyrazona ilo-
$cig potek teoretycznych uktadu:

N = L/H. (4.23)
Wieksza sprawnos¢ oznacza wezszy pik przy wiekszym czasie retenc;ji:

N = 16(ts/w)>. (4.24)

Wspdtczynnik proporcjonalnosci w powyzszym réwnaniu wyznaczony zostat
z rozktadu normalnego Gaussa (réwnanie 3.2). N wyznaczy¢ rowniez mozna
z szerokosci piku mierzonych przy réznych jego wysokosciach:

N = 5,54(tr/w12)? = 16(tr/Wo,135)? = 11,2(tr/Wo,25)? = 4(tr/Wo,e07)? = 1(tr/Wo,s03)?,  (4.25)
lub z jego wysokosci (h), i pola powierzchni (A):

N = 27{hVr/A). (4.26)
Szerokosé piku mierzona na wysokosci 0,607h wynosi 2o, stad:

N = (tg/c)>. (4.27)
W przypadku pikdw asymetrycznych:

N = 41,7(ts/wo,1)*(1,25 + A/B), (4.28)
gdzie: A/B jest wspdtczynnikiem asymetrii piku.

Sprawnos¢ kolumny wyznaczana przy podstawie piku obarczona jest btedem
wywotanym jego asymetrig. Wyznaczana za$ przy jego wierzchotku jest mato
doktadna. Stad przyjeto sie jg wyznaczac z potéwkowej szerokosci piku.
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Rownanie 4.24 mozna przeksztatci¢ do postaci:
w = 4tg/NV2

Po wstawieniu réwnania 4.29 do 4.22 uzyskuje sie:

n 2k,

S

4 tRZ + tRl

1

Do réwnania 4.30 wstawmy rownanie 4.15:

R otk TLo) iy g5 kemk g

Tt (L+k, +1+Kk,) 24k, +k,

(4.29)

(4.30)

(4.31)

Licznik i mianownik podzielmy teraz przez k; i skorzystajmy z réwnania 4.20:

a-1

Ry =05——
21k, +a+1

Teraz mozemy w mianowniku wyciggna¢ « przed nawias:

a-1
a 1+i+l
ko o

a nastepnie wstawi¢ rownanie 4.20:

R, =05 IN,

R, =05 a1 JN.

a 1+£k—l+k—l
k, ki Kk

Po pomnozeniu licznika i mianownika przez k; otrzymujemy:

(a 1)k,

Ry =05 :
° 0{‘k2+2+k1 )
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W przypadku dwéch blisko siebie potozonych pikéw mozemy zafozyc:

Wodweczas:

o)
Rg~025 o (1+k)m' (437

Powyzisze réwnanie jest podstawowym réwnaniem chromatograficznym.
Zostato ono wyprowadzane w 1960 roku przez Purnella. Uzaleznia ono zdolnos¢
rozdzielczg uktadu (Rs), od jego retencji (k), selektywnosci (&), i sprawnosci (N).

Czesto wprowadza sie pojecie tzw. efektywnej ilosci potek teoretycznych
(umozliwiajgce normalizacje sprawnosci réznych zwigzkdw rozdzielanych na
tym samym uktadzie):

k 2
Nef = N(mj . (438)

Po podstawieniu do réwnania 4.38 rownan 4.16 i 4.24 uzyskujemy:

2
N, =16(ﬁj . (4.39)
w

Wdwczas:
(@-1) 5
RS ~ 0,257 Nef . (4.40)

Z rownania 4.37 wynika, ze rozdzielanie chromatograficzne mozna polep-
szy¢, zmieniajgc pojemnosc, selektywnos¢ lub sprawnosc uktadu. Schematycznie
zobrazowano to na rys. 4.4. Zwiekszajac retencje ukfadu, polepszamy wprawdzie
rozdzielanie, ale jednocze$nie zwieksza sie czas analizy i pogarsza detekcja. Wzrost
sprawnosci zmniejsza rozmycie. Zwykle jednak chromatografista w niewielkim
tylko stopniu moze na nig wptywaé. Bardzo efektywnie mozemy natomiast
wptywac na selektywno$é uktadu poprzez dodatek do fazy ruchomej réznych zwigz-
kow oddziatywujgcych z prébka lub modyfikujgcych faze stacjonarna.
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to

rozdzielanie \/

poczagtkowe

v

zmiana k

v

wzrost N

v

wzrost o

v

czas

Rysunek 4.4. Schematyczny wptyw pojemnosci, sprawnosci i selektywnosci uktadu
na rozdzielanie chromatograficzne
Opracowanie wfasne na podstawie [1].

Zaleznosci obrazujgce wptyw tych trzech parametréw na rozdzielanie
przedstawiono na rys. 4.5 [1, 3]. Widad z niego, ze ze wzrostem retencji i spraw-
nosci uktadu dochodezi sie szybko do stanu nasycenia. Optymalna wielkos$¢ wspét-
czynnika pojemnosci wynosi okoto 2. Jego wzrost powyzej 10 zwieksza czas
analizy, niewiele wptywajgc na rozdzielanie. Dodatkowo pogarsza to detekcje.
Dlatego wygodnie jest operowac efektywng iloscig potek na jednostke czasu:

N _u k?
t  H@+k)?*

(4.41)
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120

|§80

40

0 5000 10000 15000

k/(k+1)

(a—1)/a.

1,00 1,25 1,50 1,75 2,00
o

Rysunek 4.5. Wptyw trzech czynnikéw réwnania 4.37 na wspétczynnik rozdziatu
Opracowanie wtasne na podstawie [1]
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kZ
(1+k)®

14

k

Rysunek 4.6. Wptyw pojemnosci uktadu na jego efektywng sprawnos¢
na jednostke czasu [3]

180000 r
160000 r
140000 r
120000 r
100000 r

80000 r

60000 F

40000 r

20000 F

0 ®
1 1,02 104 106 108 11 112 1,14 116 1,18 12

a

Rysunek 4.7. Wptyw wspdtczynnika selektywnosci (o), na efektywng ilos¢ potek
teoretycznych (Nef), potrzebnych do uzyskania RS =1
Opracowanie wtasne.
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Wykres tej zaleznosci przedstawiono na rys. 4.6. Widac z niego, ze jego
maksimum wystepuje przy k = 2. Z rys. 4.5 wynika natomiast, ze bardzo mate
zmiany selektywnosci efektywnie wptywajg na rozdzielanie. Korzystajac ze
wzoru 4.40, mozna przedstawic zaleznos¢ efektywnej sprawnosci (efektywno-
$ci) uktadu od jego selektywnosci dla zadanej wartosci wspétczynnika rozdziatu,
tak jak to przedstawiono na rys. 4.7. Widaé z niego, ze taki sam wptyw na roz-
dzielanie ma niewielka zmiana selektywnosci, jak i zmiana sprawnosci uktadu
o kilka rzedéw wielkosci. Tak duze zmiany sprawnosci sg na ogdt niemozliwe do
uzyskania. Przyktadowo, z rdwnania 4.40 mozna wyliczy¢, ze aby uzyska¢ Rs =1,
przy a = 1,01 powinnismy dysponowaé kolumng o Ne = 160 000. Kolumny
o takich sprawnosciach sg po prostu niedostepne. Dla a= 1,05 Nes powinno wy-
nosi¢ 6 800. Takg sprawnos$é zapewnia wiekszo$¢ kolumn analitycznych. Gdyby-
Smy potrafili zwiekszy¢ a do 1,2 wéwczas to samo rozdzielanie uzyskalibysSmy
dla Nes=575. Kolumne o takiej sprawnosci jest w stanie upakowac nawet zupet-
nie niedoswiadczona osoba. Warto w tym miejscu zaznaczy¢, ze dzieki cyklicz-
nosci procesu chromatograficznego mozna efektywnie rozdzielaé zwigzki cha-
rakteryzujace sie bardzo matym wspoétczynnikiem selektywnosci (ponizej progu
selektywnosci, np. elektrod jonoselektywnych).

Rozdzielanie chromatograficzne mozna uzyskac poprzez wptyw na:

— pojemnosc:
- prébka poprzez jej derywatyzacje (upochodnienie),
- faza ruchoma przez dodanie réznych sktadnikéw modyfikujacych,

oddziatywanie prébki z fazg stacjonarng (np. dodatek
rozpuszczalnika organicznego) lub zmieniajacych po-
sta¢ prébki (np. dodatek zwigzkéw kompleksujgcych
lub inkluzyjnych albo buforu zmieniajgcego stopien jej
dysocjacji),

- fazastacjonarna mozemy jg modyfikowaé podobnie jak faze ruchoma
albo podczas jej wytwarzania albo poprzez dodatek
do fazy ruchomej odczynnikéow oddziatywujgcych ze
ztozem i zmieniajacych jego wtasnosci;
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- selektywnos¢:

probka
faza ruchoma

faza stacjonarna

temperatura

— sprawnos¢:

prébka
faza ruchoma

ztoze

przeptyw

kolumna

temperatura

upakowanie

tak jak na pojemnosc,

tak jak na pojemnos¢,

tak jak na pojemnos¢,

zmniejszenie temperatury zwieksza selektywnos$é
uktadu (patrz rownanie 4.21);

derywatyzacja prébki z reguty pogarsza sprawnosé,
stosowanie faz charakteryzujgcych sie mniejsza lep-
koscig,

stosowanie zt6z o matych Srednicach ziarna lub po-
wierzchniowo-porowatych,

stosowanie optymalnych szybkosci przeptywu (réw-
nanie van Deemtera),

wzrost dtugosci kolumny zwieksza wprost proporcjo-
nalnie czas retencji i sprawnos¢ uktadu. Stad wspét-
czynnik rozdzielania jest proporcjonalny do pier-
wiastka z dtugosci kolumny. Oznacza to, ze jest to me-
toda mato efektywna. Zamiast wydtuzania kolumny
mozna tez stosowac tgczenie kilku kolumn,

wzrost temperatury zmniejsza lepkosc¢ fazy ruchomej
zwiekszajg tym samym sprawnosé uktadu w zakresie
duzych szybkosci przeptywu,

wieksza jednorodnos¢ upakowania i wymiaréw cza-
steczek ztoza zwieksza sprawnos¢ kolumny.

Na rys. 4.8 zobrazowano, jak wyglgdajg na chromatogramie dwa sasied-

nie piki przy réznych wartosciach wspoétczynnika rozdziatu i réznych ich wzgled-

nych wysokosciach [5]. Wida¢ z niego, ze w przypadku, gdy oba piki sg tej samej

wysokosci wéwczas bardzo dobre rozdzielanie (obejmujgce 95% objetosci piku)

otrzymac mozna przy Rs = 0,8. Rozdzielanie praktycznie do linii bazowej uzyskuje

sie dla Rs = 1,25. Pogarsza sie ono znacznie ze wzrostem rdznicy wysokosci pikow.

Gdy stosunek ich wysokosci wynosi 1:16 i Rs = 0,8 wéwczas na chromatogramie
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wida¢ jedynie ogonowanie piku [5]. Dopiero przy Rs = 1,25 uzyska¢ wowczas
mozna satysfakcjonujgce rozdzielanie chromatograficzne. Stad w literaturze spo-
tka¢ mozna opinie, ze dobre rozdzielanie mozna uzyskac¢ dla wspdtczynnika
rozdziatu w granicach od 0,8 do 1,25.
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Rysunek 4.8. Schematyczny obraz dwadch sgsiednich pikdw uzyskanych
przy roznych wartosciach wspétczynnika rozdzielania i réznych stosunkach
ich wysokosci: 1:1, 1:4 i 1:16 [5]
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CHROMATOGRAFIA CIECZOWA

Z teorii potki chromatograficznej wynika, ze dyfuzja w dwojaki sposdb
wptywa na sprawnos¢ uktadu chromatograficznego. Dla matych szybkosci prze-
ptywu fazy ruchomej dyfuzja aksjalna wzdtuz kolumny chromatograficznej
zmniejsza sprawnos$é. Dla duzych szybkosci przeptywu dyfuzja radialna do zia-
ren ztoza polepsza sprawnos¢ uktadu. Ten drugi przypadek jest bardziej intere-
sujacy, gdyz ze wzgledu na krétszy czas analizy z reguty wystepuje w praktyce ana-
litycznej. Zwiekszong dyfuzje mozna uzyskaé zwiekszajgc wspotczynnik dyfuzji
probki (np. poprzez wzrost temperatury i/lub obnizenie lepkosci fazy ruchomej)
lub zmniejszajgc droge dyfuzji. Stad zmniejszenie srednicy ziaren ztoza chromato-
graficznego powoduje zwiekszenie sprawnosci uktadu. Zaleznosci wysokosci réw-
nowaznych pétkom teoretycznym od szybkosci przeptywu fazy ruchomej przed-
stawiono na rys. 5.1. Wynika z niego jeszcze jedna zalezno$é, nieopisywana przez
teorie Giddingsa. Dla ziaren o mniejszych srednicach minimum zaleznosci (row-
nania van Deemtera) pojawia sie przy wiekszych szybkosciach przeptywu.
Dla zt6z o bardzo matych srednicach (1,5 + 2 um) ziarna ztoza pojawia sie jeszcze
jeden efekt. W duzym zakresie szybkosci przeptywu fazy ruchomej wysokosé
potki jest od niej niezalezna. Okazuje sie, ze optymalna $rednica zawiera sie
w granicach 1,3 + 1,7 um. Dalsze zmniejszanie $rednicy znacznie zwieksza sto-
sowane ci$nienie (uniemozliwia to stosowanie aparatury przystosowanej do
UPLC) niewiele polepszajgc sprawnos¢ uktadu [1, 2].

Ztoza chromatograficzne o bardzo matych srednicach ziarna opisano po raz
pierwszy w potowie lat osiemdziesigtych ubiegtego wieku. Jednak dopiero 20 lat
pdzniej wprowadzono pojecie ultrawysokosprawnej chromatografii cieczowej
(UPLC lub UHPLC od ang. ultra perforformance liquid chromatography lub ultra
high performance liquid chromatography). Zaletg tej techniki jest przede wszyst-
kim wspomniana niezaleznos$¢ wysokosci potki od szybkosci przeptywu, a takze
bardzo niska wysokos¢ pétki oraz przesuniecie minimum réwnania van Deemtera
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w kierunku wiekszych szybkosci przeptywu fazy ruchomej. Powoduje to mozli-
wos¢ (w przeciwienstwie do HPLC) pracy przy duzych szybkosciach przeptywu
fazy ruchomej bez straty sprawnosci uktadu chromatograficznego. Skraca to
znacznie czas analizy, jej koszt oraz zwieksza sprawnos¢ uktadu. Pozwala to tez
na stosowanie kolumn o mniejszych rozmiarach. Niestety matg $rednica ziaren
ztoza i duze szybkosci przeptywu wymuszajg stosowanie wysokich cisnien (po-
wyzej 800 atm.). Oznacza to, ze nie mozna w tej technice stosowa¢ chromato-
grafow przystosowanych do HPLC.

Na rys. 5.2 [3] przedstawiono typowe chromatogramy tych samych
zwigzkéw rozdzielanych (analizowanych) za pomocg HPLC i UPLC. Okazuje sie,
ze w tym przypadku zastgpienie HPLC przez UPLC pozwala o 83% zaoszczedzi¢
czas analizy, faze ruchoma oraz prébke.
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Rysunek 5.1. Zalezno$¢ wysokosci rownowaznej pétce teoretycznej (H) od liniowej

szybkosci przeptywu fazy ruchomej (u), uzyskane dla réznych srednic ziaren ztoza

chromatograficznego (d)
Opracowanie wtasne na podstawie [3]
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Rysunek 5.2. Przyktadowe chromatogramy tych samych zwigzkow rozdzielanych
(analizowanych) za pomocg HPLC i UPLC [3]
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Cechg charakterystyczng aparatury stosowanej w HPLC jest jej modutowa
budowa. Typowy uktad sktada sie ze zbiornikéw eluentu, odgazowywacza
pompy (lub pomp) z elektrozaworami umozliwiajgcymi gradient elucji, mieszal-
nika sktadnikow fazy ruchomej, dozownika lub autosamplera, prekolumn i ko-
lumn chromatograficznych (mogacych sie znajdowac w termostacie), detekto-
row chromatograficznych, zbiornika eluatu oraz rejestratora, integratora lub
zestawu komputerowego (rys. 6.1). Oprécz tego uktad taki moze zamiera¢ do-
datkowe elementy sktadowe, takie jak kolumny ttumigce (w chromatografii
jonowej), kolumny nasycajgce czy pre- i postkolumnowe derywatyzatory.
Wszystkie elementy powinny byé bardzo odporne chemicznie (jako fazy ru-
chome stosowane s3 rézne rozpuszczalniki oraz roztwory mocnych kwaséw
i zasad), a dodatkowo te znajdujace sie miedzy pompg a kolumng powinny wy-
trzymywac cisnienie do 400 atm. Dlatego chromatograf zbudowany jest gtow-
nie ze stali kwasoodpornej oraz odpornych mechanicznie pochodnych PTFE
(politetrafluoroetylenu), PEEK (polieteroeteroketonu), kwarcu (okienka detek-
tora fotometrycznego), rubinu (kulki zaworéw nurnikdw pompy) i szafiru (ttoki
i ztoza zawordéw). Najmniej odpornym chemicznie elementem uktadu chroma-
tograficznego jest ztoze chromatograficzne [1].

Wszystkie elementy uktadu chromatograficznego potaczone sg zazwyczaj
za pomoca kapilar o srednicy zewnetrznej 1,6 mm. Potgczenia te (nalezy zadbad,
aby nie byto w nich tzw. objetosci martwych), detektory i inne elementy uktadu
wplywajg na tzw. pozakolumnowe rozmycie prébki. Oznacza to, ze sktadniki
probki rozdzielone na kolumnie chromatograficznej moga z powrotem sie zmie-
sza¢ na zbyt duzych objetosciach pozakolumnowych. Pod wzgledem formalnym
podobny efekt uzyskuje sie przy zbyt duzych czasach odpowiedzi uktadow elek-
tronicznych.

Przyjmuje sie, ze objetosci pozakolumnowe nie powinny by¢ wieksze niz
10% objetosci piku chromatograficznego. Oczywiscie jest to najtrudniejsze do
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spetnienie dla poczgtkowych (najwezszych) pikéw. Przyktadowo dla kolumny
o dtugosci L = 15 cm, srednicy wewnetrznej d = 4,6 mm i sprawnosci N = 1500
pozakolumnowa objetos¢ nie powinna przekraczac¢ 8,3 pL. Jest to mozliwe do
uzyskania. Dla kolumny o dtugosci L = 25 cm, srednicy wewnetrznejd = 1,0 mm
i sprawnosci N = 25 000 pozakolumnowa objetos¢ nie powinna przekraczaé 9,3 L.
Niestety wiekszo$¢ chromatograféw nie spetnia tego warunku. Stad, w przy-
padku stosowania kolumn o duzych sprawnosciach, nalezy oczekiwac, ze pierwsze
piki chromatograficzne beda sie charakteryzowaty mniejszymi sprawnosciami
niz by to wynikato z zastosowanej kolumny. Przyktadowo, dla k = 1, N = 15 000
i Vo= 15 plL oraz kolumny o d =4,6 mm i Vi = 1,5 mL ta strata wynosi 1%. Natomiast
dla kolumny o d = 1,0 mm i Vi = 0,071 mL ta strata wynosi juz 71% i jest juz zau-
wazalna [1].

Objeto$é pozakolumnowg mozna wyznaczac z zaleznosci wariancji piku
od kwadratu objetosci retencji. Przyktadowo przedstawiono to na rys. 6.2 [3-4].

Rysunek 6.1. Schemat blokowy typowego chromatografu HPLC, 1 — butle ze sktadnikami
fazy ruchomej, 2 —interfejs, 3 — pompa, 4 — mieszadto, 5 — dozownik, 6 — termostat

z kolumng, 7 — detektor spektrofotometryczny, 8 — detektor fluorescencyjny,

9 — butla na scieki i 10 — komputer [2]
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Rysunek 6.2. Zalezno$¢ wariancji szeroko$ci piku (62), od kwadratu objetosci retencji
(VRr), dla kliku szybkosci przeptywu fazy ruchomej. Kolumna: 250 x 1 mm ID,
LiChrosorb RP-18, 5 um, faza ruchoma: metanol/woda (80:20 v/v) [3-5]

-84 -



6. APARATURA STOSOWANA W HPLC

Literatura

(1]

(2]
(3]

(4]

(5]

Chromatogradfia cieczowa, M.A. Kaminski, R. Kartanowicz, red., Centrum
Doskonatosci Analityki i Monitoringu Srodowiskowego, Gdarisk 2004.
Materiaty edukacyjne firmy Knauer, 2008.

B.K. Gtéd, A. Bylina, K. Lesniak, K. Pohorecki, A Microcolumn Liquid Chroma-
tograph, Pol. Techn. Rev., 3 (1990) 2-4.

B.K. Gtdd, J. Klimkowski, A. Krupka, K. Lesniak, M. Klekowski, K. Pohorecki,
Mikrokolumnowy chromatograf cieczowy T-333, Pomiary, Automatyka,
Kontrola, 3 (1991) 58-60.

K. Lesniak, A. Bylina, B.K. Gtéd, Mikrokolumnowy chromatograf cieczowy
T-310. Badanie efektu pozakolumnowego rozmycia probki, B.K. Gtdd, red.,
Wyd. IchF-PAN, Warszawa 1992, pp. 61-70.

-85 —



7. DETEKCIA

Datujacy sie od konca lat szesédziesigtych szybki rozwdj wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej nastgpit dzieki urzeczywistnieniu za jej pomoca szyb-
kich rozdzielen, ktére poprzednio uwazano za nieosiggalne. Osiggniecia te
w duzym stopniu mozna przypisac polepszeniu sprawnosci kolumn i zastosowa-
niu duzych szybkosci przeptywu fazy ruchomej. Jednakze jednym z gtéwnych
czynnikéw, ktore przyczynity sie do tak szybkiego rozwoju HPLC byt postep
w rozwoju technik detekcyjnych. Wydaje sie, ze sg one réwniez gtéwnym czyn-
nikiem umozliwiajgcym dalszy jej rozwéj idgcy w kierunku poprawy sprawnosci
i miniaturyzacji. Przy czym detekcja w chromatografii cieczowej jest znacznie
trudniejsza niz w rozwinietej wczesniej chromatografii gazowej. Prébka nie mo-
dyfikuje tak znacznie cieczy jak gazu, ktérego wtasnosci zazwyczaj w istotny spo-
s6b réznig sie od witasnosci substancji rozpuszczonych przechodzacych przez
uktad. W zwigzku z tym w chromatografii cieczowej nie istnieje tak uniwersalny
detektor jak w chromatografii gazowej np. detektor ptomieniowo-jonizacyjny
czy pomiaru przewodnictwa cieplnego. Czesto okazuje sie, ze, niestety, najlep-
sze warunki chromatograficznego rozdzielania nie sg optymalne z punktu
widzenia detekcji. Powoduje to konflikt i konieczno$¢ wyboru rozwigzania kom-
promisowego. Zmniejszenie $rednicy ziarna nosnika i Srednicy kolumny stwa-
rzajg coraz to ostrzejsze wymagania stawiane detektorom. W zaleznosci od
stopnia ztozonosci aparatury i sprawnosci dopasowuje sie wowczas detektor do
chromatografu lub na odwrét.

Rozwdj detektoréw dokonuje sie obecnie w pieciu gtéwnych kierunkach:
1. Budowy detektoréw ,uniwersalnych”, zdolnych do monitorowania chroma-
tograméw réznych klas zwigzkdw. Obecnie sadzi sie, ze zbudowanie takiego
detektora nie jest mozliwe. Dlatego w tym przypadku chodzi raczej o zblize-
nie sie do ideatu detektora o szerokim spektrum dziatania.
2. Budowy nowych detektorow specyficznych, reagujgcych na pewne zwigzki
lub klasy zwigzkdw, nieczute natomiast na inne. Umozliwiajg one selektywng
analize substancji nierozdzielonych na kolumnie.
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3. Budowy detektoréw przestrajalnych. t3aczg one w sobie wtasnosci obu
pierwszych klas detektoréw. Ponadto pewne ich rozwigzania umozliwiajg
uzyskanie tréjwymiarowych chromatograféw (techniki tgczone). Tym samym
zastepujg one prace wielu detektoréw jednoczesnie.

4. Budowy detektoréw wielofunkcyjnych. Kilka réznych detektoréw przytgczo-
nych jest do wspdlnej celki pomiarowe;.

5. Rozwoju przed- i pokolumnowej derywatyzacji prébki. Dodatkowo derywaty-
zacja probki czesto usprawnia rozdzielanie.

6. Detekcji posrednie;j.

Zadaniem detektora w chromatografii jest ciggta analiza zmiany skfadu
eluentu w momencie opuszczania przez niego kolumny. W tym celu zmienia on
pewng wielkos¢ fizyczng pozostajacg w funkcji stezenia prébki w eluacie na
wielkos¢ elektryczng dogodng do rejestracji.

W pierwszych analizach chromatograficznych Cwiet w roli detektora za-
stosowat wizualng obserwacje chromatogramu. Metoda ta stosowana jest
obecnie jeszcze w chromatografii bibutowej i cienkowarstwowej. Posiada ona
jednak szereg istotnych ograniczen. Przede wszystkim nadaje sie ona tylko do
detekcji zwigzkow barwnych. Ponadto, ze wzgledu na nieliniowo$¢ odpowiedzi,
raczej do analizy jako$ciowe].

W pdiniejszych latach stosowano zbieranie frakcji eluatu, a nastepnie
jego analize réznymi metodami. Postepowanie to byto bardzo pracochtonne
i mato efektywne. ldea stosowania detektora w przeptywie pojawita sie na
poczatku lat czterdziestych. Pierwszym takim detektorem byt detektor refrak-
tometryczny opisany przez Tiseliusa [1].

W poczatkowym okresie rozwoju wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej stosowano w niej detektory bezposrednio przeniesione z bardziej rozwinie-
tej wéwczas chromatografii gazowej. Szczegdlnie duzg role odegraty wéweczas
detektory transportowe. PdzZniej rozwinety sie techniki detekcyjne dostoso-
wane do specyfiki HPLC [2-4].

Idealny detektor HPLC powinien charakteryzowacd sie poréwnywalnymi
parametrami w stosunku do detektoréw stosowanych w chromatografii gazo-
wej. Oznacza to wykrywalnosc¢ rzedu pikomoli oraz liniowos$¢ odpowiedzi w za-
kresie szeSciu rzedow wielkosci. Detektor taki powinien by¢ rowniez czuty na
wszystkie analizowane zwigzki, jednoczesnie bedg nieczuty na zmiany sktadu
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i wiasnosci fazy ruchomej. Ostatnia wtasnos¢ umozliwia stosowanie technik gra-
dientowych.

Detektory rozpatruje sie z punktu widzenia szeregu kryteriow. Podstawo-
wymi parametrami charakteryzujagcymi detektor s3: liniowos¢ odpowiedzi,
poziom szumu, prég wykrywalnosci oraz rozmycie prébki.

Z analitycznego punktu widzenia najbardziej korzystna jest liniowa odpo-
wied? detektora. Oznacza to liniowg zalezno$¢ odpowiedzi detektora (wysoko-
$ci lub pola powierzchni piku), R od stezenia prébki c:

R =k, (7.1)

gdzie: k — czutos¢ detektora.

Detektor taki doktadnie odwzorowuje ksztatt piku. W rzeczywistosci zaden de-
tektor nie jest w petni liniowy. Dlatego tez ogdlnie odpowiedz detektora opisuje
rownanie:

R = Ro + kc', (7.2)

gdzie: r —indeks odpowiedzi, a Ro — sygnat resztkowy.

Prawdziwie liniowy detektor charakteryzuje sie r = 1. W praktyce za liniowe
uwaza sie detektory o indeksie odpowiedzi w granicach od 0,98 do 1,02. Czesto
korzysta sie rowniez z detektoréw o innym indeksie odpowiedzi, o ile jest ona
znana i mozliwa do elektronicznego lub komputerowego skorygowania. Detek-
tory nieliniowe nie znajdujg szerszego zastosowania.

Z zagadnieniem liniowosci zwigzany jest liniowy zakres dynamiki odpo-
wiedzi, Lp. Zdefiniowany on jest jako zakres stezen badanego zwigzku, w ktérym
odpowiedz detektora jest liniowa (dla zatozonego zakresu indeksu odpowiedzi).
Odrodznic¢ go nalezy od dynamiki odpowiedzi detektora, Dg, zdefiniowanej jako
zakres stezen proébki, dla ktérego odpowiedz detektora jest zalezna od stezenia.
Dolny zakres obu parametréw odpowiada stezeniu, dla ktérego odpowiedz de-
tektora jest n razy wieksza od poziomu szumoéw (na ogdt zaktada sie n = 3).
Gérny zakres dynamiki odpowiedzi odpowiada stanowi nasycenia na krzywej
kalibracyjnej. Z powyzszych definicji wynika:

Lp <Dr (7.3)
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Szumem detektora, N;, nazywa sie wszelkg zmiane sygnatu wyjsciowego
detektora, ktdrej nie mozna przypisac analizowanej prébce, tzn. przypadkowe
sygnaty przeszkadzajgce w pomiarze. Przyczyng szumu moze by¢ uktad elektro-
niczny, fluktuacje temperatury, napiecia zasilania, szybkosci przeptywu eluentu
itp. Okresla on w sposdb posredni wykrywalnos¢ detektora. W zaleznosci od
czestotliwosci rozrdznia sie szum wysokoczestotliwosciowy (poszerza on szero-
kos¢ linii bazowej), niskoczestotliwosciowy i dryft. Najbardziej szkodliwy oka-
zuje sie drugi z szumodw, o czestotliwosciach zblizonych do czestotliwosciach
zblizonych do pikéw chromatograficznych, gdyz nie mozna go zlikwidowaé przy
pomocy filtréw.

Minimalna ilo$¢ lub stezenie prébki powodujace rozrdznienie piku chro-
matograficznego od szumu (zazwyczaj przyjmuje sie, ze wysokos¢ piku powinna
by¢ trzykrotnie wieksza od poziomu szumu) jest wykrywalnoscig (progiem
wykrywalnosci), D;, detektora. Termin ten dos$¢ czesto mylony jest z czutoscia,
tangensem nachylenia krzywej kalibracyjnej:

k= h/C,', (74)
gdzie: ¢ci oznacza stezenie analizowanego zwigzku, a h wysokos¢ piku.

Obie te wielkosci sg ze sobg powigzane:
D, = 3N/k. (7.5)

Prébka podczas analizy ulega rozciericzeniu na kolumnie:

c = cv, [N (7.6)
max VR 272_’ *
gdzie: cmax— stezenie w maksimum piku, vi — objetos¢ wstrzykiwanej probki.

Wysokos¢ piku jest proporcjonalna do stezenia prébki w maksimum piku, Cmax,
a stad do ilosci lub masy wstrzykiwanej prébki, c;vi. Dlatego tez w tych wielko-
$ciach powinno sie wyraza¢ wykrywalnos¢. Jesli czutos¢ przedstawimy w postaci:

k = h/Cmax, (7.7)
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wowczas:

3N.cv; |N
DL (Cmax)= hl\_/ Z (7.8)
R

Czasami zamiast wykrywalnosci uzywa sie pojecia minimum detekcji, Mp. Od-

nosi sie ono do wykrywalnosci wyznaczonej bez kolumny. Obie wielko$ci mozna
poréwnac po uwzglednieniu rozcienczenia prébki na kolumnie:

3NV, [2r

M .
b k N

(7.9)

Z powyzszych wzoréw wynika, ze na wykrywalnos¢ detektora ma wptyw,
oproécz parametrow samego detektora, szereg parametrow charakteryzujgcych
kolumne i rozdzielanie. Generalnie wieksze rozmycie prébki i wieksza retencja
pogarszajg wykrywalnos$é. Detektor i jego potaczenia nie powinny wptywac na
uzyskany na kolumnie stopien rozdzielenia pasm. Catkowita wielkos¢ poszerze-
nia strefy chromatograficznej jest suma kilku udziatéw i wyrazona jest za po-

moca wariancji szerokosci piku, o’:

0° = &4+ ok + O + 0P+ Pw + (7.10)

gdzie: kolejne wariancje odnoszg sie do dozownika, kolumny, przewoddw taczacych,
detektora, wzmacniacza i rejestratora.

Jesli toleruje sie 5% strate zdolnosci rozdzielczej spowodowang detektorem

wowczas:
ok + dfa = (1,050)%. (7.11)
Stad:

%4 = 0,10256. (7.12)

Oznacza to, ze rozmycie piku w detektorze nie przekracza 10% rozmycia w kolum-
nie. Po pierwiastkowaniu otrzymuje sie:

o4 = 0,320k, (7.13)
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Wariancje rozmycia na kolumnie opisuje:

ok = Va/N*2. (7.14)
Po podstawieniu rownania 7.14 do 7.13 otrzymamy:

o4 = 0,32Vz/NY2. (7.15)

Wptyw na rozmycie piku w detektorze majg jego objetos¢ oraz wiasnosci przepty-
wowe. Przyczyng tego rozmycia jest mieszanie sie cieczy podczas jej przeptywu
przez detektor. Jego wielkosé trudno jest okresli¢ ze wzgledu na nieznajomos¢
doktadnego profilu przeptywu cieczy. Z danych empirycznych wynika:

0%q = aV, (7.16)

gdzie: V4 — objeto$¢ detektora, a — wspétczynnik proporcjonalnosci réwny 1/12%2
dla przeptywu laminarnego i 1 dla przeptywu turbulentnego (idealny mieszalnik).

Zréwnan 7.15i17.16 otrzymuje sie zalezno$é na maksymalng objetosc detektora
spetniajgcg warunek zawarty w réwnaniu 7.11:

Vi = bVr/NY2, (7.17)
gdzie:b=0,32 = 1,11.

Dla uproszczenia rozwazan czesto przyjmuje sie, ze objetos¢ detektora powinna
by¢ réwna jednej dziesigtej objetosci piku. Zaktadajac, ze pik ma rozktad Gaussa:

Ve = 4ok = 4Vr/NY?, (7.18)
gdzie: Vp — objetos¢ piku.

Stad:
Vi = 0,4Vr/NY2. (7.19)

Z rownania 7.19 wynika, ze objetos¢ detektora powinna by¢ tym mniejsza, im
bardziej sprawna jest kolumna i krétsza retencja. Zalezy wiec ona od wymiarow
kolumny i ztoza oraz szybkosci przeptywu eluentu. Rozmycie prébki zalezy nie
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tylko od objetosci celki detektora, ale rowniez od jej ksztattu. Dla cienkich, dtu-
gich rurek o promieniu, Ry, i dtugosci L4, wariancje rozmycia opisuje rownanie:

MR

7.20
d 24D (7.20)

Zréwnan 7.19i 7.20 otrzymuje sie rownanie:

2
Rd::ﬂgiig%éia (7.21)
d

Z ktérego wynika, ze dla tej samej objetosci detektora korzystniej jest stosowac
kapilary ciefsze i dtuzsze.

Wariancje wywotang czasem relaksacji (7), wzmacniacza detektora opi-
suje:

oy = . (7.22)

Zréwnan 7.16 i 7.22 otrzymuje sie réwnanie opisujgce maksymalny czas relak-
sacji wzmacniacza detektora spetniajgcego warunek 7.11:

__ 032,
N

Ze wzgledu na rodzaj odpowiedzi rozrdznia sie detektory liniowe, cat-

(7.23)

kowe i rézniczkowe. Detektorem liniowym jest, jak sama nazwa wskazuje, de-
tektor, ktdrego sygnat wyjsciowy jest wprost proporcjonalny do stezenia probki.

Detektor moze by¢ czuty badz na ilo$¢, bagdz na stezenie prébki. Oznacza
to, ze odpowiedz detektora moze byé pewng funkcjg ilosci prébki przeptywaja-
cej przez niego na jednostke czasu lub ilosci probki na jednostke objetosci fazy
ruchome;.

Ponadto wyrdznia sie dwie podstawowe grupy detektoréw. Detektory
dziatajgce na zasadzie réznicowego pomiaru witasnosci wspdlnej probki i fazy
ruchomej oraz detektory dziatajgce na zasadzie pomiaru wtasnosci charaktery-
stycznej tylko dla prébki. Oczywiscie klasyfikacja nie jest scista i niektore typy
detektoréw mogg nalezec raz do jednej raz do drugiej grupy w zaleznosci od
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aktualnych warunkdéw chromatograficznych. Do pierwszej grupy detektoréow za-
licza sie detektor refraktometryczny, dielektryczny, konduktometryczny, denso-
metryczny, wiskozymetryczny czy przewodnictwa cieplnego. Detektory te cha-
rakteryzujg sie ograniczong wykrywalnoscig, bezposrednio zwigzang z zasada
ich dziatania. Z tego powodu odznaczajg sie rowniez ograniczonym zakresem
dynamiki liniowej, zwykle nizszym niz dwa rzedy wielkosci. Ich potencjalny za-
kres dynamiki jest duzy, lecz ograniczony z powodu ich stabej wykrywalnosci.
Detektory te sg czute na zmiany temperatury, szybkosci przeptywu i sktadu fazy
ruchomej. S3 one dodatkiem do innych detektoréw, gdy wystarczajgca jest
staba wykrywalno$¢, a korzystna duza uniwersalnosc. Ponadto znajdujg czeste
zastosowanie w chromatografii preparatywnej, gdzie duze stezenia prébek
przekraczajg zakres normalnych detektoréw. Do drugiej grupy detektoréw zali-
cza sie detektor fotometryczny, fluorometryczny, polarograficzny, radioche-
miczny, fotoakustyczny czy spektroskopii atomowej. Charakteryzujg sie one
z reguty lepsza wykrywalnoscia i szerszym zakresem dynamiki liniowej [5].
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Summary

Basics of the high performance liquid chromatography

The monograph describes the basics of the high performance liquid chromatog-
raphy (HPLC). The book was based mainly on lectures at the Siedlce University of
Natural Sciences and Humanities. It discusses the fundamentals of chromato-
graphy including its history (containing chromatographs produced in Poland), the
mechanism of the process (explaining why different substances move at different
speeds along a chromatographic column or plate) and the division of chromato-
graphic techniques. Then, the mechanism of the process was discussed based on
the theory of chromatographic plate, mass balance equation in flow systems and
empirical description (van Deemter equation). The next chapter discusses the
basic chromatographic parameters and relationships between them, and deriva-
tion of the Purnell equation. Finally, the construction of the chromatographic

apparatus is briefly discussed.

Keywords:
chromatography, high performance liquid chromatography,
retention, elution, stationary/mobile phase, van Deemter equation
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