
 139 

Marian KAMI SKI, Bogdan KANDYBOWICZ 
Politechnika Gda ska, Wydzia  Chemiczny, Katedra In ynierii Chemicznej 
i Procesowej, 80-233 Gda sk, ul. Narutowicza 11/12,  
e-mail: mknkj@chem.pg.gda.pl 
 
 
METODYKA KOREKTY PROGRAMU ELUCJI  
W KOLUMNOWEJ CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ  
� HPLC/UPC 
 
 

U ytkownik aparatu HPLC / UPC oczekuje zgodno ci przebiegu programu 
elucji na wlocie do kolumny z zaprogramowan  jego postaci . W praktyce - szcze-
gólnie z zastosowaniem modu ów zasilania kolumny eluentem o programowanym 
sk adzie, wyposa onych w tzw. zawory proporcjonuj ce - maj  miejsce odchylenia 
przebiegu programu elucji od wymaganej postaci. Ich amplituda mierzona w funkcji 
czasu, zale y od warto ci opó nienia transportowego (delay volume), od zast pczej 
obj to ci mieszania cieczy na drodze zawory proporcjonuj ce � wlot do kolumny 
(mixing volume) oraz od nat enia przep ywu eluentu (flow rate) i jest wzgl dnie tym 
wi ksza, im mniejsza jest skala rozdzielania oraz im wi ksze warto ci ww.  obj to ci. 
W aparatach ró nych producentów warto ci te s  zró nicowane, co powoduje pro-
blemy z uzyskaniem odtwarzalno ci parametrów retencji uzyskiwanych z zastosowa-
niem tej samej kolumny i tych samych warunków rozdzielnia, lecz ró nych aparatów 
HPLC/UPC.  

W pracy przedstawiono zast pczy model fizyczny gradientowego modu u za-
silania eluentem kolumny HPLC/UPC, matematyczny opis modelu, zasady  
i sposoby do wiadczalnego wyznaczania parametrów modelu oraz wykazano teore-
tycznie i potwierdzono do wiadczalnie, e zastosowanie skorygowanej postaci pro-
gramu elucji umo liwia ca kowit  eliminacj  opisanych problemów z odtwarzalno ci  
parametrów retencji otrzymywanych w warunkach elucji gradientowej. Korekta pole-
ga przede wszystkim na uwzgl dnieniu opó nienia transportowego, co ostatnio zo-
sta o zaimplementowane do oprogramowania nowoczesnych aparatów UPC. Dodat-
kowo nale y uwzgl dni  tzw. zast pcz  obj to  mieszania cieczy na drodze zawory 
proporcjonuj ce � kolumna i dokona  odpowiedniej modyfikacji postaci programu 
elucji, wprowadzonego do sterownika zaworami proporcjonuj cymi programatora 
zmian sk adu eluentu. Wykazano do wiadczalnie, e w taki sposób zaprogramowana 
korekta programu elucji zapewnia uzyskiwanie powtarzalnych i odtwarzalnych wyni-
ków rozdzielania w warunkach elucji gradientowej, z zastosowaniem aparatów chro-
matograficznych o ró nych parametrach w zakresie opó nienia transportowego i ob-
j to ci mieszania. Zwrócono te  uwag , e obowi zkiem producenta aparatu 
HPLC/UPC powinno by  podawanie tych parametrów w specyfikacji technicznej apa-
ratu chromatograficznego. 
 
 
WST P 
 

Ka dy u ytkownik aparatu HPLC/UPC oczekuje, by program elucji na 
wlocie do kolumny chromatograficznej by  zgodny z przebiegiem zaprogra-
mowanym. Przy czym wydaje si , e program elucji wprowadzony do ste-
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rownika powinien zosta  dok adnie zrealizowany na wlocie do kolumny. To 
oczekiwanie jest z gruntu b dne w przypadku stosowania aparatury wypo-
sa onej w tzw. niskoci nieniowy system programowania sk adu eluentu (sys-
tem z zaworami proporcjonuj cymi umieszczonymi po stronie ss cej pompy 
aparatu). Program wprowadzony do sterownika jest wówczas realizowany 
w a nie na wylocie z zaworów proporcjonuj cych i w sposób istotny jest on 
inny od otrzymywanego na wlocie do kolumny [1-15]. Dodatkowo, aparaty 
ró nych producentów charakteryzuj  si  ró nymi warto ciami obj to ci mie-
szania cieczy w przestrzeni mi dzy wylotem z uk adu programowania sk adu 
cieczy i wlotem do kolumny chromatograficznej, co powoduje, e ten sam 
program elucji wprowadzony do sterownika programatora sk adu eluentu 
aparatów chromatograficznych ró nych producentów prowadzi do otrzymy-
wania na wlocie do kolumny HPLC ró nych funkcji przebiegu programu elu-
cji i ró nych w konsekwencji warto ci czasu retencji tych samych substancji 
rozdzielanych z zastosowaniem tej samej kolumny. 

Mo na ogólnie stwierdzi , e w gradientowej aparaturze HPLC z za-
worami proporcjonuj cymi przebieg programu elucji na wlocie do kolumny 
chromatograficznej cz sto odbiega od programu oczekiwanego [1-16]. Je li 
synchronizacja cyklicznej pracy pompy i zaworów proporcjonuj cych jest za-
pewniona [1, 4], to rozbie no  mi dzy zaprogramowanym i zrealizowanym 
programem elucji jest spowodowana przez opó nienie transportowe oraz � 
dodatkowo - mieszanie cieczy w elementach aparatu [1-6]. W konsekwencji, 
otrzymuje si  istotne odchylenia warto ci czasu retencji pików rozdzielanych 
substancji od warto ci przewidywanych, np. obliczonych z zale no ci teore-
tycznych [1, 6], lub wyznaczonych przez oprogramowanie optymalizuj ce 
program elucji [4, 5]. Szczególnie wa ne znaczenie ma w zwi zku z tym pro-
blem uzyskiwania dobrej odtwarzalno ci wyników rozdzielania, z zastoso-
waniem aparatów ró nych producentów i konkretnej procedury analitycznej 
[1-8]. Wynika to st d, e aparaty HPLC/UPC ró nych producentów charakte-
ryzuj  si  z regu y ró nymi warto ciami opó nienia transportowego oraz ob-
j to ci mieszania na drodze zawory proporcjuj ce � wlot do kolumny. Im 
mniejsze s  wymiary stosowanej kolumny i wzgl dnie wi ksze warto ci ww. 
parametrów aparatu, tym omawiane odchylenia s  wzgl dnie wi ksze.  
W praktyce mog  dochodzi  do kilku minut w zakresie warto ci czasu reten-
cji rozdzielanych substancji [4-6]. 

Wcze niejsze studia i badania teoretyczne, wykaza y, e mo na za-
stosowa  takie procedury sterowania modu em wykonawczym systemu pro-
gramowania sk adu eluentu, e nast puje eliminacja odchylenia programu 
elucji otrzymanego na wlocie do kolumny od danej postaci programu  
[15-17]. Korekta powinna zapewni  nie tylko powtarzalno  programu elucji, 
która zale y g ównie od powtarzalno ci dzia ania modu u programowania 
sk adu cieczy, ale tak e odtwarzalno  warto ci czasu retencji i innych pa-
rametrów rozdzielania. Wytwarzanie na wlocie do kolumny programu elucji, 
dok adnie o danej postaci, powinno zapewni  efektywne stosowanie ist-
niej cych narz dzi doboru optymalnego programu elucji oraz mo liwo  we-
ryfikacji skuteczno ci tych narz dzi. 
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CZ  TEORETYCZNA 
 

Przeprowadzono analiz  teoretyczn  kilku wariantów, przedstawione-
go na rys. 1 w formie uogólnionej - aktualnego dla gradientowego aparatu 
chromatograficznego z zaworami proporcjonuj cymi, umieszczonymi po 
stronie niskiego ci nienia pompy - zast pczego modelu mieszania cieczy  
w elementach gradientowego aparatu chromatograficznego.  
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Rysunek 1. Zast pczy model przyj ty dla matematycznego opisu zmian sk adu eluentu w uk a-
dzie zasilania eluentem kolumny chromatograficznej. Oznaczenia: A, B � sk adniki eluentu,  
Z � zawory proporcjonuj ce, P � pompa, M � mieszalnik o obj to ci V, Ma � mieszalnik o obj -
to ci Va zast puj cy mieszanie cieczy w aparacie poza mieszalnikiem M, Vo � pojemno  o t o-
kowym profilu przep ywu zast puj ca opó nienie transportowe, R � opór powoduj cy podwy -
szone ci nienie pracy pompy, 1-6 � przekroje rozpatrywane w pe nym opisie modelu. 
 

Model na rys. 1 mo e zosta  te  zastosowany opisu mieszania cieczy 
w gradientowym aparacie chromatograficznym z zaworami proporcjonuj -
cymi, zarówno, umieszczonymi po stronie wysokiego, jak i niskiego ci nie-
nia, a tak e dla aparatu, w którym programowanie sk adu cieczy odbywa si  
na drodze sterowania kilkoma równocze nie pracuj cymi pompami (tzw. wy-
sokoci nieniowy system programowania sk adu cieczy). Jednak, cis y opis 
matematyczny uwzgl dniaj cy wszystkie elementy modelu na rys. 1 jest sto-
sunkowo skomplikowany.  

Do analizy teoretycznej problemu, zastosowano uproszczony model, 
który pozwala atwo otrzyma  cis y opis teoretyczny [15-17]. Otrzymane 
wyniki okaza y si , jednocze nie, w zadowalaj cym stopniu przydatne prak-
tycznie. Model ten sk ada si  z po czonych wzajemnie szeregowo elemen-
tów: �Z� (programator programu elucji, generuj cy w przekroju �1� okre lon  
funkcj  programu elucji), mieszalników �M i Ma�, które zast piono jednym 
mieszalnikiem �M� o obj to ci Vz oraz elementu Vo, zast puj cego opó -
nienie transportowe (które zawsze ma miejsce na drodze: programator pro-
gramu elucji � kolumna chromatograficzna). Model sk ada si , wi c, tylko  
z jednego mieszalnika o obj to ci Vz = V+Va, zast puj cego mieszanie cie-
czy w przestrzeni mi dzy elementami wykonawczymi programatora sk adu 
eluentu oraz z elementu (Vo), zast puj cego opó nienie transportowe mi -
dzy wylotem z programatora sk adu eluentu i wlotem do kolumny chromato-
graficznej. 
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Analiza teoretyczna takiego modelu, w przypadku liniowego programu 
elucji, danego na wlocie do kolumny chromatograficznej (w przekroju �5�), 
prowadzi do nast puj cych wniosków (czytelnik mo e samodzielnie wypro-
wadzi  odpowiednie zale no ci, je eli ma ch  �po wiczy � uk adanie i roz-
wi zywanie do  prostych równa  ró niczkowych, maj cych praktyczne za-
stosowanie): 
 
- Gdy programator sk adu eluentu realizuje w przekroju �1� liniow  funkcj  
programu elucji (1) w postaci: 
 

X = at + b      (1) 
 
- to w stanie ustalonym (t >> TA = Vz/w), otrzymamy na wylocie z mieszalni-
ka Vz (w przekroju �4�) nast puj cy przebieg (2) funkcji programu elucji : 
 

X1(t) = a  t + b + a TA     (2) 
 

Analiza równa , prowadz cych do otrzymania zale no ci (2) w okre-
sie, zarówno stanu ustalonego, jak i w stanie nieustalonym, sugeruje mo li-
wo  takiego przekszta cenia programu sterowania elementami wykonaw-
czymi urz dzenia gradientowego (zaworami proporcjonuj cymi, lub 
równolegle pracuj cymi pompami), aby na wlocie do kolumny otrzymywa  
po dany program elucji, zgodny z równaniem (1). 

W przypadku liniowego programu elucji, przebieg skorygowany pro-
gramu przedstawia si  nast puj co: 
 
 Xk(t) = (at + b) + TA · a + (t) · TA · [b �X1(0)]  (3) 
 
gdzie: 
w � obj to ciowe nat enie przep ywu eluentu w kolumnie; 
(t) � delta Diraca; 

X1(0) � pocz tkowa zawarto  sk adnika B w mieszalniku Vz w czasie t=0  
(w praktyce warto  b), a wi c ostatni sk adnik zale no ci (3) wynosi zero. 

 
W konsekwencji, gdy do programatora sk adu eluentu, w przypadku 

dania otrzymywania liniowego programu elucji w kolumnie, zostanie 
wprowadzona skorygowana funkcja programu o postaci zale no ci (3),  
i, gdy jednocze nie zostanie skorygowany moment wprowadzenia próbki do 
kolumny o warto  opó nienia transportowego (to = Vo/w) - to na wlocie do 
kolumny chromatograficznej (w przekroju �5�) powinna zosta  otrzymana do-
k adnie funkcja programu elucji w postaci równania (1). 

Rysunek 2 ilustruje wyniki studiów teoretycznych dla oczekiwania li-
niowego przebiegu funkcji programu elucji w kolumnie (przy czym, warto  

Xp na rys. 2 jest to sama z aTA w równaniach (1) do (3)). Podobne wnioski 
otrzymano tak e dla wybranych, nieliniowych postaci programu elucji.  
W konsekwencji, w my l streszczonych tu wyników rozwa a  teoretycznych, 
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program elucji, otrzymywany na wlocie do kolumny chromatograficznej, mo-
e by  dok adnym odwzorowaniem postaci funkcji, która jest oczekiwana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rysunek 2. Schematyczne wykresy, zwi zane ze zniekszta ceniem i korekt  liniowego progra-
mu elucji, gdy aparat chromatograficzny mo na modelowa  obiektem inercyjnym I rz du (ideal-
nym mieszalnikiem) o obj to ci Vz = V+Va. Opó nienie transportowe pomini to. Program po-

dany: X = at+b; Program skorygowany: X = at+b + (a TA) ; TA = Vz/w. 
a  � po dany przebieg programu elucji na wlocie do kolumny chromatograficznej, 
a� � rzeczywisty przebieg programu elucji (linia ci g a), otrzymany na wlocie do kolumny chro-
matograficznej, gdy programator wykonuje program naszkicowany lini  kreskow ; 
b  � programator wykonuje program skorygowany, zgodny z lini  ci g ; 
b� � przebieg programu elucji, zrealizowany na wlocie do kolumny w wyniku wprowadzenia do 
programatora programu skorygowanego �b�. 

 
 
CZ  DO WIADCZALNA 
 

Zastosowano dwa ró ne komercyjne analityczne gradientowe chro-
matografy cieczowe z zaworami proporcjonuj cymi po stronie ss cej pompy, 
charakteryzuj ce si  zró nicowanymi warto ciami parametrów dynamiki 
mieszania cieczy w przestrzeni przed wlotem do kolumny chromatograficz-
nej. W tabeli 1 podano dla obu aparatów warto ci parametrów dynamiki 
mieszania cieczy oraz przebiegi funkcji programu elucji, wprowadzone do 
programatora. Zast pcz  obj to  mieszania Vz w elementach aparatu na 
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drodze od zaworów proporcjonuj cych do wlotu do kolumny chromatogra-
ficznej oraz wynikaj c  z niej zast pcz  sta  czasow  TA (TA = Vz/w) wy-
znaczono metod  �0.632�. 

Wp yw korekty programu elucji na warto  parametrów retencji sub-
stancji rozdzielanych w warunkach elucji gradientowej badano dla warto ci 
nat enia przep ywu w = 1,5 cm3/min, z zastosowaniem typowej kolumny  
Lichrospher RP 18 5 m o wymiarach 125x4 mm i 250x4 mm, rozdzielaj c 
acetanilid i w glowodory aromatyczne. Zastosowano, cz sto wykorzystywa-
n  w praktyce, warto  gradientu st enia ok. 4,5%/min w zakresie od 4% 
do 90% metanolu w wodzie. Analizowano te  wp yw opó nienia transporto-
wego. 

Dzi ki obecno ci acetonu w cieczy A (0,025% v/v) i cieczy B (0,1% 
v/v) otrzymywano jednocze nie chromatogramy oraz orientacyjne przebiegi 
zmian udzia u sk adnika B w eluencie na wylocie z kolumny. 
 
WYNIKI I WNIOSKI 
 

W badaniach zastosowane dwa ró ne gradientowe aparaty chroma-
tograficzne, scharakteryzowane w tab. 1 pod wzgl dem warto ci parame-
trów dynamiki mieszania cieczy i odpowiednich skorygowanych postaci pro-
gramu elucji. Rozpatrywano trzy warianty korekty programu elucji i momentu 
wprowadzenia próbki do kolumny, zilustrowane na rysunku 3: 
a) Próbk  dozowano ignoruj c istnienie zarówno opó nienia transportowe-

go, jak i mieszania cieczy przed wlotem do dozownika (tak jak, ma to 
miejsce dotychczas � rysunek 3a),  

b) Próbk  dozowano z opó nieniem w stosunku momentu uruchomienia 
programatora gradientu elucji; wielko  opó nienia, tak dobrana, by 
próbka �trafi a� w kolumnie na pocz tek realizacji programu elucji, jednak 
nie korygowano programu elucji ze wzgl du na mieszanie cieczy przed 
wlotem do kolumny (rysunek 3b),  

c) Uwzgl dniono obydwa efekty powoduj ce odchylenie programu elucji od 
danego przebiegu, tj. dozowano z uwzgl dnieniem opó nienia trans-

portowego oraz skorygowano program elucji (rysunek 3c).  
 
Tabela 1. Parametry dynamiki mieszania cieczy w aparatach wykorzysta-
nych w do wiadczeniach, których wyniki przedstawiono na rysunku 4-6  
i w tabeli 2 oraz 3 
 
 

Lp. Nazwa aparatu Opó nienie 
transportowe 

Zast pcza  
obj to   

mieszania cieczy 
Posta  skorygowanego 

programu elucji 

  [cm3] / [min] [cm3] / [min] (a * t + aTA) 
1 LaChrom  (Ap.1) 0.6 / 0.4 0.35 / 0.23 4.3 %/min * t + 1% 
2 Lichrograph (Ap.2) 2.4 / 1.6 1.05 / 0.7 4.3 %/min * t + 3% 

 
Vz wyznaczano metod  �0,632� [15-17]. 
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Rysunek 3. Szkicowe przedstawienie przebiegów programu elucji (X2) na wlocie do kolumny 
chromatograficznej w relacji do momentu dozowania próbki: 
a) przy braku korekty programu elucji i nieuwzgl dnieniu opó nienia transportowego 
b) po uwzgl dnieniu opó nienia transportowego, ale bez korekty programu elucji, 
c) po uwzgl dnieniu opó nienia transportowego oraz zastosowaniu korekty programu elucji. 
Linia kreskowa - po dany przebieg programu elucji, linia ci g a - zrealizowany przebieg pro-
gramu elucji, strza k  zaznaczono moment dozowania próbki. t0 � opó nienie transportowe. 
 

Na rysunku 3 lini  kreskow  zaznaczono po dany przebieg progra-
mu elucji, lini  ci g  zrealizowany przebieg programu elucji, za  strza k  
moment dozowania próbki. Jak wida , przy uwzgl dnieniu tylko korekty 
opó nienia transportowego (rysunek 3b), nast puje przesuni cie programu 
elucji w kolumnie wzd u  osi czasu wzgl dem momentu dozowania próbki. 
W przypadku ca kowitej korekty (rysunek 3c) nast puje tak e zmiana cha-
rakteru funkcji opisuj cej przebieg funkcji programu elucji zrealizowany na 
wlocie do kolumny i dostosowanie jej do po danego (w tym przypadku  
� liniowego) przebiegu. Ma miejsce usuni cie pocz tkowego zagi cia krzy-
wej programu elucji oraz eliminacja dodatkowego przesuni cia tej linii spo-
wodowanego mieszaniem cieczy przed wlotem do kolumny. 

Ró nice przebiegu programu elucji w kolumnie przek adaj  si  na 
ró nice czasu i obj to ci retencji rozdzielanych substancji. Ró nice obj to ci 
retencji s  wzgl dnie tym wi ksze, im wi ksze jest opó nienie transportowe, 
im wi ksza jest warto  zast pczej sta ej czasowej TA oraz im mniejsza jest 
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obj to  wype nienia kolumny. Dodatkowo, przesuni cie czasu retencji jest 
tym wi ksze, im mniejsze jest nat enie przep ywu eluentu (w). 

Potwierdzaj  to przedstawione na rysunku 4 przyk ady chromatogra-
mów uzyskanych dla dwóch aparatów w warunkach elucji gradientowej oraz 
zawarte w tabeli 1 warto ci czasu retencji i zawarte w tabeli 3 warto ci po-
wierzchni pików, otrzymane: 
A. przy braku korekty programu elucji i nieuwzgl dnieniu opó nienia trans-

portowego, rysunek 3a, tabele 2 i 3 kolumna A; 
B. po uwzgl dnieniu opó nienia transportowego, ale bez korekty programu 

elucji, rysunek 3b, tabele 2 i 3 kolumna B;  
C. po uwzgl dnieniu opó nienia transportowego oraz zastosowaniu korekty 

programu elucji, rysunek 3c, tabele 2 i 3 kolumna C. 
 

 
 
Rysunek 4. Zestawienie 3-6 na o onych chromatogramów otrzymanych w warunkach elucji 
gradientowej z zastosowaniem obu aparatów chromatograficznych (Ap. 1 i Ap. 2): 
A. przy braku korekty programu elucji i nieuwzgl dnieniu opó nienia transportowego, 
B. po uwzgl dnieniu opó nienia transportowego, ale bez korekty programu elucji, 
C. po uwzgl dnieniu opó nienia transportowego oraz zastosowaniu korekty programu elucji. 
Po dany program elucji X = 4,3[%/min.] * t + 4% (w zakresie 4% do 90%), ciecz A � woda, 
ciecz B � metanol + 0,1% acetonu, w=1,5 cm3/min, kolumna � Lichrospher RP 18 5 m, 
125x4 mm, t = 30C. Ap. 1 � LaChrom (Merck-Hitachi), Ap. 2 � Lichrograph (Merck-Hitachi). 
Rozdzielane substancje: 1 - acetanilid, 2 � benzen, 3 � toluen, 4 � o-ksylen, 5 � n-butylobenzen. 
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Tabela 2. Zestawienie rednich warto ci czasu retencji bez i po zastosowa-
niu korekty programu elucji  
A) przy braku korekty programu elucji i nie uwzgl dnieniu opó nienia trans-

portowego, 
B) po uwzgl dnieniu opó nienia transportowego, ale bez korekty programu 

elucji,  
C) po uwzgl dnieniu opó nienia transportowego oraz zastosowaniu korekty 

programu elucji. 
 

 A B C 
Ap. 1 Ap.2 Ap. 1 Ap.2 Ap.1 Ap.2 Aparat: 

Substancja: [min] [min] [min] [min] [min] [min] 
Acetanilid 6,82 8,21 6,88 6,85 6,09 6,08 
Benzen 12,5 14,06 12,46 12,38 11,65 11,66 
Toluen 16,62 16,81 15,20 15,11 14,64 14,65 

o-ksylen 16,91 18,47 16,90 16,84 16,34 16,35 
n-butylo-benzen 19,51 21,37 19,45 19,41 18,99 19,01 

 
Na rys. 5 porównano chromatogramy otrzymane bez zastosowania 

korekty programu elucji i gdy w korekcie uwzgl dniono tylko jeden z efektów, 
powoduj cych odchylenie programu na wlocie do kolumny od zaprogramo-
wanej postaci. 

Na podstawie chromatogramów na rys. 4 i 5 oraz warto ci czasu re-
tencji, zamieszczonych w tabeli 2, wida , e czas retencji substancji rozdzie-
lanych w warunkach elucji gradientowej ró ni si  znacznie bez i z zastoso-
waniem korekty programu elucji. Wida  te , e najwi ksze znaczenie przy 
przenoszeniu parametrów retencji mi dzy aparatami o ró nych warto ciach 
dynamiki mieszania, ma uwzgl dnienie opó nienia transportowego, a w na-
st pnej kolejno ci korekta programu elucji uwzgl dniaj ca mieszanie cieczy. 
W przypadku gradientowego aparatu chromatograficznego z kolumnami mi-
kropakowanymi sytuacja mo e by  odwrotna. 

Powy sze wyniki dobitnie te  dokumentuj , e bez zastosowania od-
powiedniej korekty programu elucji nie mo na oczekiwa  zadowalaj cej od-
twarzalno ci parametrów retencji mi dzy aparatami o ró nych warto ciach 
parametrów dynamiki mieszania cieczy przed wlotem do kolumny chromato-
graficznej, szczególnie gdy znaczne s  ró nice opó nienia transportowego. 

Wida  te , e stosowanie w praktyce narz dzi programowych przewi-
duj cych parametry retencji na podstawie przebiegu funkcji programu elucji, 
wymiarów kolumny i nat enia przep ywu eluentu musi by  obarczone okre-
lonym b dem, gdy nie uwzgl dnia si  wp ywu mieszania cieczy w prze-

strzeni przed wlotem do kolumny chromatograficznej, a zw aszcza wp ywu 
opó nienia transportowego. 

Mo na doda , e wtedy gdy eluent A (tzn. eluent, od którego rozpo-
czyna si  program elucji) posiada znikom  si  elucyjn , wówczas korygo-
wanie momentu dozowania próbki o warto  opó nienia transportowego nie 
jest konieczne. Dopóki eluent ma zerow  si  elucyjn , to znaczy do czasu, 
gdy nie zacznie wp ywa  do kolumny równie  sk adnik B eluentu, rozdziela-
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ne substancje nie podlegaj  elucji. Wtedy wystarczy zastosowa  tylko korek-
t  uwzgl dniaj c  mieszanie cieczy.  

Na podstawie danych w tabeli 3 wida , natomiast, e stosowanie ko-
rekty programu elucji ma przede wszystkim znaczenie dla otrzymywania 
oczekiwanych warto ci czasu (obj to ci) retencji i nie ma du ego wp ywu na 
odtwarzalno  oraz powtarzalno  powierzchni pików i, w konsekwencji, na 
mo liwo  przenoszenia parametrów kalibracyjnych mi dzy ró nymi apara-
tami, gdy czu o ci detektora i warunki dozowania i chromatografowania s  
takie same. Jedynie, gdy zastosowanie korekty programu elucji znacznie 
zmieni czas retencji, to mo na spodziewa  si  ró nic warto ci powierzchni 
pików i w konsekwencji warto ci wspó czynników kalibracyjnych, szczególnie 
dla substancji o niskich i wysokich warto ciach czasu retencji. 

 
Tabela 3. Zestawienie rednich warto ci powierzchni pików bez i po zasto-
sowaniu korekty programu elucji uwzgl dniaj cej wp yw zast pczej obj to ci 
mieszania cieczy przed wlotem do kolumny oraz bez i po uwzgl dnieniu 
wp ywu opó nienia transportowego na przebieg programu elucji (prowadz -
cych do otrzymywania odpowiednich chromatogramów przedstawionych na 
rysunku 4) 
A) brak korekty programu elucji i nieuwzgl dnienie opó nienia transporto-

wego; 
B) po uwzgl dnieniu opó nienia transportowego, ale bez korekty programu 

elucji ze wzgl du na dynamik  mieszania cieczy przed wlotem do ko-
lumny; 

C) po uwzgl dnieniu opó nienia transportowego oraz zastosowaniu korekty 
programu elucji eliminuj cej mieszanie cieczy. 

 
 A B C 

Substancja /  
Aparat Ap. 1 Ap.2 Ap. 1 Ap.2 Ap.1 Ap.2 

 [mVs] [mVs] [mVs] [mVs] [mVs] [mVs] 

Acetanilid 10679 10836 
(157)*) 10634 10710 

(76) 10640 10700  
(60) 

Benzen 266 271  (5) 264 267  (3) 263 265  (2) 
Toluen 631 639  (8) 651 658  (7) 662 668  (6) 

o-ksylen 911 924  
(13) 916 925  (9) 922 926  (4) 

n-butylobenzen 776 796  (20) 779 791  (12) 783 788  (5) 
 

*) � w nawiasach podano ró nice otrzymanych warto ci rednich powierzchni pików. 
 

Zbadano te  wp yw niedok adnego wyznaczenia zast pczej obj to ci 
mieszania Vz zastosowanej do okre lenia skorygowanego programu elucji 
na uzyskiwane warto ci czasu retencji. Na rysunku 5 przedstawiono chroma-
togramy otrzymane dla trzech programów elucji, ró ni cych si  warto ci  
zast pczej obj to ci mieszania przyj t  do obliczenia korekty programu elu-
cji, a co za tym idzie, ró ni cych si  parametrem �b� (b+aTA) w równaniu 
prostej opisuj cej program elucji wprowadzany do programatora.  
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Tabela 4. Zestawienie warto ci czasu retencji, zast pczych obj to ci  
mieszania, sta ych czasowych oraz odpowiadaj ce im równania skorygowa-
nego programu elucji, wykorzystane do otrzymania chromatogramów na ry-
sunku 5 (Vo = 3 ml, Vz = 1.4 ml)  
 

Chromatogram  
na rysunku 5 A B C 

V0 [cm3] / t0 [min] 3,0 / 2,0 3,0 / 2,0 3,0 / 2,0 
Vz [cm3] / TA [min] 1,05 / 0,7 1,40 / 0,93 1,74 / 1,16 

Równanie skorygowanej 
funkcji programu elucji 
4,3[%/min]*t + 4% [v/v] 

4,3[%/min]*t+6[%] 4,3[%/min]*t+7[%] 4,3[%/min]*t+8[%] 

Substancja Czas retencji [min] 
1. Acetanilid 6,14 5,99 5,81 
2. Benzen 11,71 11,56 11,33 
3. Toluen 14,6 14,4 14,2 

4. o-ksylen 16,3 16,1 15,8 
5. n-butylobenzen 18,9 18,7 18,4 

 
W tabeli 4 zestawiono warto ci zast pczej obj to ci mieszania przyj -

te do korekty, odpowiadaj ce im warto ci zast pczej sta ej czasowej, postaci 
skorygowanych równa  programu elucji dla odpowiednich chromatogramów 
oznaczonych na rysunku 6 jako a, b, c oraz podano uzyskane czasy retencji 
poszczególnych rozdzielanych substancji. 

Jak mo na zauwa y , nawet przy do  du ej zmianie zast pczej ob-
j to ci mieszania, o 0,4 cm3, wykorzystywanej dla korygowania programu 
elucji, zmiany uzyskiwanych warto ci czasu retencji s  wzgl dnie niedu e 
(na poziomie ok. 0,2 min). Oznacza to, e niewielkie b dy w wyznaczaniu 
zast pczej obj to ci mieszania nie powinny powa nie pogorszy  odtwarzal-
no ci czasu retencji.  

Badania wykaza y niewielki, praktycznie pomijalny, wp yw sposobu  
i stopnia korekty programu elucji na powtarzalno : czasu retencji oraz po-
wierzchni pików, - dla tego samego aparatu, kolumny i tych samych warun-
ków rozdzielania. Wydaje si  to oczywiste, tak e intuicyjnie, poniewa  cha-
rakter funkcji programu elucji powinien mie  drugorz dny wp yw na 
powtarzalno  otrzymywanych warto ci czasu retencji oraz powierzchni pi-
ków chromatograficznych. O powtarzalno ci uzyskiwania ww. parametrów  
w warunkach kolumnowej chromatografii cieczowej z wykorzystaniem pro-
gramowania sk adu cieczy decyduje przede wszystkim powtarzalno  wy-
twarzania przez aparat okre lonej warto ci sk adu eluentu czy powtarzal-
no  realizacji okre lonej postaci programu elucji, w tym dok adno   
i stabilno  pracy pompy. 
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Rysunek 5. Ilustracja wp ywu rodzaju korekty programu elucji na czas retencji dla aparatu  
Lichrograph. Symbolem �I� oznaczono chromatogramy otrzymane przy braku korekty programu 
elucji, a symbolem �II�, odpowiednio, chromatogramy: 
a) gdy skorygowano tylko wp yw mieszania cieczy przed wlotem do kolumny, 
b) gdy skorygowano tylko wp yw opó nienia transportowego, 
c) gdy skorygowano oba efekty jednocze nie. 
Po dany program elucji X = 5[%/min.] * t, ciecz A - woda, ciecz B � metanol + 0,1% acetonu, 
w = 1,5 cm3/min, kolumna � Lichrospher RP 18 5 m, 125x4 mm, t = 30C. 
Substancje: 1 � acetanilid, 2 � benzen, 3 � toluen, 4 � o-ksylen, 5 � n-butylobenzen 

 

 
 

Rysunek 6. Ilustracja warto ci wp ywu zast pczej obj to ci mieszania przyj tej do obliczenia 
korekty programu elucji na czas retencji dla aparatu Lichrograph. 
Po dany program elucji X = 4,3[%/min.] *t +4% (w zakresie 4% do 90%), opó nienie transportowe 
V0 = 3 cm3, t0 = 2 min, ciecz A - woda, ciecz B � metanol + 0,1% acetonu, w = 1,5 cm3/min, kolumna 
� Lichrospher RP 18 5 m, 125x4 mm, t = 30C. 
Przyj te warto ci zast pczych obj to ci mieszania, sta ych czasowych oraz odpowiadaj ce im 
równania skorygowanego programu elucji: 
a � Vz = 1,05 cm3, TAz = 0,7 min,   X = 4,3[%/min]*t+6[%], 
b � Vz = 1,40 cm3, TAz = 0,93 min, X = 4,3[%/min]*t+7[%], 
c � Vz = 1,74 cm3, TAz = 1,16 min, X = 4,3[%/min]*t+8[%], 
Rozdzielane substancje: 1 � acetanilid, 2 � benzen, 3 � toluen, 4 � o-ksylen, 5 � n-butylobenzen. 
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Zupe nie inaczej ma si  sprawa z odtwarzalno ci  czasu retencji  
z wykorzystaniem ró nych aparatów HPLC. Wykazano, e z zastosowaniem 
tej samej kolumny i programu elucji, parametry retencji mog  znacznie ró -
ni  si  warto ci czasu (obj to ci) retencji, gdy nie zostanie zastosowana ko-
rekta programu elucji, a warto ci opó nienia transportowego i zast pcze ob-
j to ci mieszania dwóch aparatów s  ró ne. 

 
WNIOSKI KO COWE 
 

Studia i badania wykonane w ramach tej pracy wykaza y, e istnieje 
prosty sposób post powania, zapewniaj cy otrzymanie na wlocie do kolum-
ny chromatograficznej, z dobr  dok adno ci , takiej postaci programu elucji, 
jakiego damy. W tej pracy wykazano to dla liniowych programów elucji. 
Teoretyczne zasady post powania zosta y przedstawione dla liniowych  
i  nieliniowych programów elucji w pracy [15]. Dla liniowego programu elucji 
zasady teoretyczne i sposób post powania opisuj  i ilustruj  zale no ci (1) 
do (3) oraz rys. 1 do 3. 
-  Nale y wprowadzi  skorygowany program elucji do sterownika programa-

tora eluentu oraz uruchomi  dozownik po up ywie czasu okre lonego na 
podstawie do wiadczalnie wyznaczonej warto ci opó nienia transporto-
wego oraz aktualnie stosowanego nat enia przep ywu eluentu.  

-  Post powanie takie zapewnia otrzymywanie, zarówno powtarzalnych re-
zultatów rozdzielania, jak i odtwarzalno  wyników, w przypadku stoso-
wania gradientowych aparatów chromatograficznych o ró nych warto-
ciach parametrów dynamiki mieszania cieczy [15-17] (ró ne warto ci 

opó nienia transportowego (Vo) i ró ne warto ci zast pczej obj to ci 
mieszania cieczy w przestrzeni mi dzy wylotem z programatora i wlotem 
do kolumny chromatograficznej (Vz) dla ró nych gradientowych aparatów 
chromatograficznych). 

-  Stosowanie w praktyce opisanej tu metody korekty programu elucji ma 
znaczenie dla uzyskiwania zgodno ci parametrów retencji z warto ciami 
przewidywanymi teoretycznie oraz dla weryfikacji poprawno ci narz dzi 
predykcji optymalnego przebiegu programu elucji.  

-  Korekta programu elucji powinna by  przede wszystkim stosowana  
w przypadku gradientowych chromatografów cieczowych wyposa onych 
w tzw. niskoci nieniowe systemy programowania sk adu eluentu (uk ady 
z zaworami proporcjonuj cymi po stronie ss cej pompy) oraz przy wyko-
rzystywaniu z zastosowaniem elucji gradientowej mikrokolumn pakowa-
nych i kapilarnych (gdy zast pcze obj to ci mieszania i warto ci opó -
nienia transportowego s  wzgl dnie wysokie). 

-  U ytkownik aparatu chromatograficznego mo e do  atwo wyznaczy  
do wiadczalnie warto ci parametrów opisuj cych dynamik  mieszania 
cieczy w gradientowym aparacie chromatograficznym mi dzy wylotem  
z programatora a wlotem do kolumny chromatograficznej [16, 17], jednak, 
warto ci tych parametrów powinny zosta  wyznaczone i podawane przez 
producenta aparatu chromatograficznego. 
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ZNACZENIE SYMBOLI 
 
a, b -  wspó czynniki w liniowym programie elucji gradientowej (X = AT + b), 
t -  czas, wyra ony w [s] albo [min],  
t0 , To -  opó nienie transportowe, wyra one w [s], albo [min], 
TA -  zast pcza sta a czasowa mieszalnika i aparatu, modelowana po-

jedynczym elementem inercyjnym I rz du, [s] albo [min], 
Vo -  opó nienie transportowe wyra one w [cm3], 
Vz -  zast pcza obj to  mieszania w mieszalniku i aparacie chroma-

tograficznym modelowanym elementem inercyjnym I rz du, wy-
ra ona w [cm3], 

w -  obj to ciowe nat enie przep ywu fazy ruchomej przez kolumn  
chromatograficzn , wyra one w [cm3 /min], 

X, X1 -  st enie obj to ciowe sk adnia B, C, � w eluencie, wyra one ja-
ko udzia  obj to ciowy [v/v] (u amek obj to ciowy), albo [% v/v] 
(procent obj to ciowy). 
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