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METODYKA KOREKTY PROGRAMU ELUCJI
W KOLUMNOWEJ CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ
— HPLC/UPC

Uzytkownik aparatu HPLC / UPC oczekuje zgodno$ci przebiegu programu
elucji na wlocie do kolumny z zaprogramowang jego postacig. W praktyce - szcze-
golnie z zastosowaniem moduféw zasilania kolumny eluentem o programowanym
skfadzie, wyposazonych w tzw. zawory proporcjonujgce - majg miejsce odchylenia
przebiegu programu elucji od wymaganej postaci. Ich amplituda mierzona w funkcji
czasu, zalezy od warto$ci opdZnienia transportowego (delay volume), od zastepczej
objetoséci mieszania cieczy na drodze zawory proporcjonujgce — wiot do kolumny
(mixing volume) oraz od nateZenia przepfywu eluentu (flow rate) i jest wzglednie tym
wieksza, im mniejsza jest skala rozdzielania oraz im wigksze warto$ci ww. objeto$ci.
W aparatach réznych producentéw warto$ci te sg§ zréZnicowane, co powoduje pro-
blemy z uzyskaniem odtwarzalno$ci parametréw retencji uzyskiwanych z zastosowa-
niem tej samej kolumny i tych samych warunkéw rozdzielnia, lecz réznych aparatow
HPLC/UPC.

W pracy przedstawiono zastepczy model fizyczny gradientowego modutu za-
silania eluentem kolumny HPLC/UPC, matematyczny opis modelu, zasady
i sposoby dos$wiadczalnego wyznaczania parametrow modelu oraz wykazano teore-
tycznie i potwierdzono doswiadczalnie, ze zastosowanie skorygowanej postaci pro-
gramu elucji umozliwia catkowitg eliminacje opisanych probleméw z odtwarzalno$cig
parametrow retencji otrzymywanych w warunkach elucji gradientowej. Korekta pole-
ga przede wszystkim na uwzglednieniu opdZnienia transportowego, co ostatnio zo-
stafo zaimplementowane do oprogramowania nowoczesnych aparatéow UPC. Dodat-
kowo nalezy uwzgledni¢ tzw. zastepczg objeto$¢ mieszania cieczy na drodze zawory
proporcjonujgce — kolumna i dokona¢ odpowiedniej modyfikacji postaci programu
elucji, wprowadzonego do sterownika zaworami proporcjonujgcymi programatora
zmian skfadu eluentu. Wykazano do$wiadczalnie, Ze w taki sposéb zaprogramowana
korekta programu elucji zapewnia uzyskiwanie powtarzalnych i odtwarzalnych wyni-
kow rozdzielania w warunkach elucji gradientowej, z zastosowaniem aparatow chro-
matograficznych o roznych parametrach w zakresie opdZnienia transportowego i ob-
jetosci mieszania. Zwrécono tez uwage, Ze obowigzkiem producenta aparatu
HPLC/UPC powinno by¢ podawanie tych parametrow w specyfikacji technicznej apa-
ratu chromatograficznego.

WSTEP

Kazdy uzytkownik aparatu HPLC/UPC oczekuje, by program elucji na
wlocie do kolumny chromatograficznej byt zgodny z przebiegiem zaprogra-
mowanym. Przy czym wydaje si¢, ze program elucji wprowadzony do ste-



rownika powinien zosta¢ dokfadnie zrealizowany na wlocie do kolumny. To
oczekiwanie jest z gruntu btedne w przypadku stosowania aparatury wypo-
sazonej w tzw. niskoci$nieniowy system programowania sktadu eluentu (sys-
tem z zaworami proporcjonujgcymi umieszczonymi po stronie ssgcej pompy
aparatu). Program wprowadzony do sterownika jest wéwczas realizowany
wiadnie na wylocie z zaworéw proporcjonujacych i w sposob istotny jest on
inny od otrzymywanego na wlocie do kolumny [1-15]. Dodatkowo, aparaty
réoznych producentéw charakteryzujg sie réznymi warto$ciami objeto$ci mie-
szania cieczy w przestrzeni migdzy wylotem z uktadu programowania sktadu
cieczy i wlotem do kolumny chromatograficznej, co powoduje, ze ten sam
program elucji wprowadzony do sterownika programatora sktadu eluentu
aparatéw chromatograficznych réznych producentéw prowadzi do otrzymy-
wania na wlocie do kolumny HPLC réznych funkcji przebiegu programu elu-
cji i réznych w konsekwencji warto$ci czasu retencji tych samych substancji
rozdzielanych z zastosowaniem tej samej kolumny.

Mozna ogolnie stwierdzi¢, ze w gradientowej aparaturze HPLC z za-
worami proporcjonujacymi przebieg programu elucji na wlocie do kolumny
chromatograficznej czesto odbiega od programu oczekiwanego [1-16]. Jesli
synchronizacja cyklicznej pracy pompy i zaworéw proporcjonujgcych jest za-
pewniona [1, 4], to rozbiezno$¢ miedzy zaprogramowanym i zrealizowanym
programem elucji jest spowodowana przez opdznienie transportowe oraz —
dodatkowo - mieszanie cieczy w elementach aparatu [1-6]. W konsekwenciji,
otrzymuje sig istotne odchylenia wartoSci czasu retencji pikdw rozdzielanych
substancji od wartosci przewidywanych, np. obliczonych z zaleznosci teore-
tycznych [1, 6], lub wyznaczonych przez oprogramowanie optymalizujgce
program elucji [4, 5]. Szczegdlnie wazne znaczenie ma w zwigzku z tym pro-
blem uzyskiwania dobrej odtwarzalno$ci wynikéw rozdzielania, z zastoso-
waniem aparatéw réznych producentdéw i konkretnej procedury analitycznej
[1-8]. Wynika to stad, ze aparaty HPLC/UPC réznych producentéw charakte-
ryzuja sie z reguty réznymi warto$ciami opdznienia transportowego oraz ob-
jetosci mieszania na drodze zawory proporcjujgce — wlot do kolumny. Im
mniejsze sg wymiary stosowanej kolumny i wzglednie wigksze wartosci ww.
parametréw aparatu, tym omawiane odchylenia sg wzglednie wigksze.
W praktyce mogg dochodzi¢ do kilku minut w zakresie warto$ci czasu reten-
cji rozdzielanych substancji [4-6].

Wczesniejsze studia i badania teoretyczne, wykazaty, ze mozna za-
stosowacé takie procedury sterowania modutem wykonawczym systemu pro-
gramowania skiadu eluentu, ze nastgpuje eliminacja odchylenia programu
elucji otrzymanego na wlocie do kolumny od zgdanej postaci programu
[15-17]. Korekta powinna zapewni¢ nie tylko powtarzalno$¢ programu elucji,
ktéra zalezy gtéwnie od powtarzalno$ci dziatania modutu programowania
skfadu cieczy, ale takze odtwarzalno$¢ warto$ci czasu retenciji i innych pa-
rametrow rozdzielania. Wytwarzanie na wlocie do kolumny programu eluciji,
doktadnie o zgdanej postaci, powinno zapewni¢ efektywne stosowanie ist-
niejacych narzedzi doboru optymalnego programu elucji oraz mozliwos¢ we-
ryfikacji skutecznosci tych narzedzi.
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CZESC TEORETYCZNA

Przeprowadzono analize teoretyczng kilku wariantéw, przedstawione-
go na rys. 1 w formie uogdlnionej - aktualnego dla gradientowego aparatu
chromatograficznego z zaworami proporcjonujgcymi, umieszczonymi po
stronie niskiego ci$nienia pompy - zastepczego modelu mieszania cieczy
w elementach gradientowego aparatu chromatograficznego.
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Rysunek 1. Zastepczy model przyjety dla matematycznego opisu zmian skfadu eluentu w ukta-
dzie zasilania eluentem kolumny chromatograficznej. Oznaczenia: A, B — sktadniki eluentu,
Z — zawory proporcjonujace, P — pompa, M — mieszalnik o objetosci V, Ma — mieszalnik o obje-
tosci V, zastepujacy mieszanie cieczy w aparacie poza mieszalnikiem M, Vo — pojemnos¢ o tto-
kowym profilu przeptywu zastepujgca opdznienie transportowe, R — opdr powodujacy podwyz-
szone ci$nienie pracy pompy, 1-6 — przekroje rozpatrywane w petnym opisie modelu.

Model na rys. 1 moze zostac¢ tez zastosowany opisu mieszania cieczy
w gradientowym aparacie chromatograficznym z zaworami proporcjonuja-
cymi, zarbwno, umieszczonymi po stronie wysokiego, jak i niskiego ciSnie-
nia, a takze dla aparatu, w ktérym programowanie sktadu cieczy odbywa sie
na drodze sterowania kilkoma réwnocze$nie pracujgcymi pompami (tzw. wy-
sokoci$nieniowy system programowania skiadu cieczy). Jednak, Scisty opis
matematyczny uwzgledniajgcy wszystkie elementy modelu na rys. 1 jest sto-
sunkowo skomplikowany.

Do analizy teoretycznej problemu, zastosowano uproszczony model,
ktéry pozwala fatwo otrzymaé Scisty opis teoretyczny [15-17]. Otrzymane
wyniki okazaly sie, jednoczesnie, w zadowalajacym stopniu przydatne prak-
tycznie. Model ten skfada sie z potaczonych wzajemnie szeregowo elemen-
téw: ”Z” (programator programu elucji, generujacy w przekroju ,1” okresSlong
funkcje programu elucji), mieszalnikow ,M i Ma”, ktére zastgpiono jednym
mieszalnikiem ,M” o objetosci Vz oraz elementu Vo, zastepujgcego opdz-
nienie transportowe (ktére zawsze ma miejsce na drodze: programator pro-
gramu elucji — kolumna chromatograficzna). Model sktada sie, wiec, tylko
z jednego mieszalnika o objetosci Vz = V+Va, zastepujgcego mieszanie cie-
czy w przestrzeni miedzy elementami wykonawczymi programatora sktadu
eluentu oraz z elementu (Vo), zastepujgcego opdznienie transportowe mie-
dzy wylotem z programatora sktadu eluentu i wlotem do kolumny chromato-
graficznej.
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Analiza teoretyczna takiego modelu, w przypadku liniowego programu
elucji, zadanego na wlocie do kolumny chromatograficznej (w przekroju ,5”),
prowadzi do nastgpujgacych wnioskéw (czytelnik moze samodzielnie wypro-
wadzi¢ odpowiednie zalezno$ci, jezeli ma che¢ ,poéwiczy¢” uktadanie i roz-
wigzywanie do$¢ prostych rownan rézniczkowych, majgcych praktyczne za-
stosowanie):

- Gdy programator skiadu eluentu realizuje w przekroju ,1” liniowg funkcje
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”) nastepujacy przebieg (2) funkcji programu eluciji :

X(t)=a t+b+aTA )

Analiza réwnan, prowadzacych do otrzymania zalezno$ci (2) w okre-
sie, zaréwno stanu ustalonego, jak i w stanie nieustalonym, sugeruje mozli-
wos¢ takiego przeksztatcenia programu sterowania elementami wykonaw-
czymi urzadzenia gradientowego (zaworami proporcjonujacymi, lub
réwnolegle pracujgcymi pompami), aby na wlocie do kolumny otrzymywac
pozadany program elucji, zgodny z réwnaniem (1).

W przypadku liniowego programu elucji, przebieg skorygowany pro-
gramu przedstawia si¢ nastepujaco:

X(t) = (at + b) + TA- a + 5(t) - TA - [b=X4(0)] (3)

gdzie:

w — objetoSciowe natezenie przeptywu eluentu w kolumnie;

d(t) — delta Diraca;

X4(0) — poczatkowa zawarto$¢ sktadnika B w mieszalniku Vz w czasie t=0
(w praktyce wartos¢ b), a wiec ostatni sktadnik zaleznosci (3) wynosi zero.

W konsekwencji, gdy do programatora sktadu eluentu, w przypadku
zadania otrzymywania liniowego programu elucji w kolumnie, zostanie
wprowadzona skorygowana funkcja programu o postaci zaleznosci (3),
i, gdy jednoczeSnie zostanie skorygowany moment wprowadzenia probki do
kolumny o warto$¢ opdznienia transportowego (to = Vo/w) - to na wlocie do
kolumny chromatograficznej (w przekroju ,5”) powinna zostaé otrzymana do-
ktadnie funkcja programu elucji w postaci réwnania (1).

Rysunek 2 ilustruje wyniki studiow teoretycznych dla oczekiwania li-
niowego przebiegu funkcji programu elucji w kolumnie (przy czym, warto$¢
AXp na rys. 2 jest tozsama z aTA w rownaniach (1) do (3)). Podobne wnioski
otrzymano takze dla wybranych, nieliniowych postaci programu elucji.
W konsekwencji, w mysl streszczonych tu wynikéw rozwazan teoretycznych,
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program elucji, otrzymywany na wlocie do kolumny chromatograficznej, mo-
ze by¢ doktadnym odwzorowaniem postaci funkciji, ktéra jest oczekiwana.

X

t,v t,v

Rysunek 2. Schematyczne wykresy, zwigzane ze znieksztatceniem i korekta liniowego progra-
mu elucji, gdy aparat chromatograficzny mozna modelowa¢ obiektem inercyjnym | rzedu (ideal-
nym mieszalnikiem) o objetosci Vz = V+Va. Opdznienie transportowe pominieto. Program po-
Zzadany: X = at+b; Program skorygowany: X = at+b + (a-TA) ; TA = Vz/w.

a — pozadany przebieg programu elucji na wlocie do kolumny chromatograficzne;j,

a’ — rzeczywisty przebieg programu elugdji (linia ciggta), otrzymany na wlocie do kolumny chro-
matograficznej, gdy programator wykonuje program naszkicowany linig kreskowa;

b — programator wykonuje program skorygowany, zgodny z linig ciggta;

b’ — przebieg programu elucji, zrealizowany na wlocie do kolumny w wyniku wprowadzenia do
programatora programu skorygowanego ,b”.

CZESC DOSWIADCZALNA

Zastosowano dwa rézne komercyjne analityczne gradientowe chro-
matografy cieczowe z zaworami proporcjonujgcymi po stronie ssgcej pompy,
charakteryzujace sie zréznicowanymi wartoSciami parametréw dynamiki
mieszania cieczy w przestrzeni przed wlotem do kolumny chromatograficz-
nej. W tabeli 1 podano dla obu aparatéw wartosci parametréw dynamiki
mieszania cieczy oraz przebiegi funkcji programu elucji, wprowadzone do
programatora. Zastepczg objetos¢ mieszania Vz w elementach aparatu na
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drodze od zaworéw proporcjonujgcych do wlotu do kolumny chromatogra-
ficznej oraz wynikajacg z niej zastepczg statg czasowg TA (TA = Vz/w) wy-
znaczono metodg ,0.632”.

Whplyw korekty programu elucji na warto$¢ parametréow retencji sub-
stancji rozdzielanych w warunkach elucji gradientowej badano dla wartoSci
natezenia przeptywu w = 1,5 cm®/min, z zastosowaniem typowej kolumny
Lichrospher RP 18 5 um o wymiarach 125x4 mm i 250x4 mm, rozdzielajac
acetanilid i weglowodory aromatyczne. Zastosowano, czesto wykorzystywa-
ng w praktyce, warto$¢ gradientu stezenia ok. 4,5%/min w zakresie od 4%
do 90% metanolu w wodzie. Analizowano tez wptyw opdznienia transporto-
wego.

Dzieki obecnosci acetonu w cieczy A (0,025% v/v) i cieczy B (0,1%
v/v) otrzymywano jednoczesnie chromatogramy oraz orientacyjne przebiegi
zmian udziatu sktadnika B w eluencie na wylocie z kolumny.

WYNIKI | WNIOSKI

W badaniach zastosowane dwa rézne gradientowe aparaty chroma-
tograficzne, scharakteryzowane w tab. 1 pod wzgledem warto$ci parame-
trow dynamiki mieszania cieczy i odpowiednich skorygowanych postaci pro-
gramu elucji. Rozpatrywano trzy warianty korekty programu elucji i momentu
wprowadzenia prébki do kolumny, zilustrowane na rysunku 3:

a) Probke dozowano ignorujgc istnienie zarbwno opéznienia transportowe-
go, jak i mieszania cieczy przed wlotem do dozownika (tak jak, ma to
miejsce dotychczas — rysunek 3a),

b) Prébke dozowano z opdznieniem w stosunku momentu uruchomienia
programatora gradientu elucji; wielkos¢ opdznienia, tak dobrana, by
prébka ,trafita” w kolumnie na poczatek realizacji programu elucji, jednak
nie korygowano programu elucji ze wzgledu na mieszanie cieczy przed
wlotem do kolumny (rysunek 3b),

c) Uwzgledniono obydwa efekty powodujgce odchylenie programu elucji od
zgdanego przebiegu, tj. dozowano z uwzglednieniem opodznienia trans-
portowego oraz skorygowano program elucji (rysunek 3c).

Tabela 1. Parametry dynamiki mieszania cieczy w aparatach wykorzysta-
nych w doswiadczeniach, ktérych wyniki przedstawiono na rysunku 4-6
i wtabeli 2 oraz 3

F Zastepcza p
Opobznienie LS Posta¢ skorygowanego
Lp- Nazwa aparatu transportowe miesozl;jr?::i(i:eczy programu elucji
[cm’] / [min] [cm’] / [min] (a*t+aTA)
1 | LaChrom (Ap.1) 0.6/04 0.35/0.23 4.3 %/min *t+ 1%
2 | Lichrograph (Ap.2) 24716 1.05/0.7 4.3 %/min *t+ 3%

VVz wyznaczano metodg ,0,632” [15-17].
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Rysunek 3. Szkicowe przedstawienie przebiegéw programu elugji (X;) na wlocie do kolumny
chromatograficznej w relacji do momentu dozowania prébki:

a) przy braku korekty programu elucji i nieuwzglednieniu opéznienia transportowego

b) po uwzglednieniu opdéznienia transportowego, ale bez korekty programu elugji,

c) po uwzglednieniu opdznienia transportowego oraz zastosowaniu korekty programu elucji.
Linia kreskowa - pozadany przebieg programu eluciji, linia ciagta - zrealizowany przebieg pro-
gramu elucji, strzatkg zaznaczono moment dozowania prébki. to — opdznienie transportowe.

Na rysunku 3 linig kreskowg zaznaczono pozadany przebieg progra-
mu elucji, linig ciggtg zrealizowany przebieg programu elucji, zas strzatkg
moment dozowania probki. Jak wida€, przy uwzglednieniu tylko korekty
opOzZnienia transportowego (rysunek 3b), nastepuje przesuniecie programu
elucji w kolumnie wzdtuz osi czasu wzgledem momentu dozowania probki.
W przypadku catkowitej korekty (rysunek 3c) nastepuje takze zmiana cha-
rakteru funkcji opisujacej przebieg funkcji programu elucji zrealizowany na
wlocie do kolumny i dostosowanie jej do pozadanego (w tym przypadku
— liniowego) przebiegu. Ma miejsce usuniecie poczatkowego zagiecia krzy-
wej programu elucji oraz eliminacja dodatkowego przesunigcia tej linii spo-
wodowanego mieszaniem cieczy przed wlotem do kolumny.

Roéznice przebiegu programu elucji w kolumnie przekfadajg si¢ na
réznice czasu i objetosci retencji rozdzielanych substancji. R6znice objgtosci
retencji sa wzglednie tym wieksze, im wieksze jest opdznienie transportowe,
im wieksza jest wartoS¢ zastepczej statej czasowej TA oraz im mniejsza jest
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objeto$¢ wypetnienia kolumny. Dodatkowo, przesuniecie czasu retencji jest
tym wigksze, im mniejsze jest natezenie przeptywu eluentu (w).

Potwierdzajg to przedstawione na rysunku 4 przyktady chromatogra-
mow uzyskanych dla dwoch aparatéw w warunkach elucji gradientowej oraz
zawarte w tabeli 1 warto$ci czasu retencji i zawarte w tabeli 3 warto$ci po-
wierzchni pikow, otrzymane:

A. przy braku korekty programu elucji i nieuwzglednieniu opdznienia trans-
portowegdo, rysunek 3a, tabele 2 i 3 kolumna A;

B. po uwzglednieniu opdZnienia transportowego, ale bez korekty programu
eluciji, rysunek 3b, tabele 2 i 3 kolumna B;

C. po uwzglednieniu opdznienia transportowego oraz zastosowaniu korekty
programu elucji, rysunek 3c, tabele 2 i 3 kolumna C.
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Rysunek 4. Zestawienie 3-6 natozonych chromatograméw otrzymanych w warunkach eluciji
gradientowej z zastosowaniem obu aparatéw chromatograficznych (Ap. 1i Ap. 2):

A. przy braku korekty programu elucji i nieuwzglednieniu opdznienia transportowego,

B. po uwzglednieniu opdéznienia transportowego, ale bez korekty programu elugji,

C. po uwzglednieniu opdznienia transportowego oraz zastosowaniu korekty programu eluciji.
Pozadany 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 um,
125x4 mm, t = 30°C. 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 Srednich wartoSci czasu retencji bez i po zastosowa-

niu korekty programu eluciji

A) przy braku korekty programu elucji i nie uwzglednieniu opdznienia trans-
portowego,

B) po uwzglednieniu opdznienia transportowego, ale bez korekty programu
elucji,

C) po uwzglednieniu op6znienia transportowego oraz zastosowaniu korekty
programu elucji.

A B C
Aparat: Ap. 1 Ap.2 Ap. 1 Ap.2 Ap.1 Ap.2
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 poréwnano chromatogramy otrzymane bez zastosowania
korekty programu elucji i gdy w korekcie uwzgledniono tylko jeden z efektow,
powodujgcych odchylenie programu na wlocie do kolumny od zaprogramo-
wanej postaci.

Na podstawie chromatogramoéw na rys. 4 i 5 oraz wartoSci czasu re-
tencji, zamieszczonych w tabeli 2, wida¢, ze czas retencji substancji rozdzie-
lanych w warunkach elucji gradientowej rézni si¢ znacznie bez i z zastoso-
waniem korekty programu elucji. Wida¢ tez, ze najwigksze znaczenie przy
przenoszeniu parametréw retencji miedzy aparatami o réznych wartosciach
dynamiki mieszania, ma uwzglednienie opdznienia transportowego, a w na-
stepnej kolejnosci korekta programu elucji uwzgledniajgca mieszanie cieczy.
W przypadku gradientowego aparatu chromatograficznego z kolumnami mi-
kropakowanymi sytuacja moze by¢ odwrotna.

Powyzsze wyniki dobitnie tez dokumentuja, ze bez zastosowania od-
powiedniej korekty programu elucji nie mozna oczekiwa¢ zadowalajacej od-
twarzalno$ci parametrow retencji miedzy aparatami o réznych warto$ciach
parametréw dynamiki mieszania cieczy przed wlotem do kolumny chromato-
graficznej, szczegolnie gdy znaczne sg réznice opdznienia transportowego.

Widac tez, ze stosowanie w praktyce narzedzi programowych przewi-
dujacych parametry retencji na podstawie przebiegu funkcji programu eluciji,
wymiaréw kolumny i natezenia przeptywu eluentu musi by¢ obarczone okre-
Slonym btedem, gdy nie uwzglednia sie¢ wptywu mieszania cieczy w prze-
strzeni przed wlotem do kolumny chromatograficznej, a zwtaszcza wptywu
opodznienia transportowego.

Mozna doda¢, ze wtedy gdy eluent A (tzn. eluent, od ktdrego rozpo-
czyna si¢ program elucji) posiada znikomg site¢ elucyjng, wéwczas korygo-
wanie momentu dozowania prébki o warto$¢ op6znienia transportowego nie
jest konieczne. Dopdki eluent ma zerowg site elucyjna, to znaczy do czasu,
gdy nie zacznie wptywaé do kolumny réwniez sktadnik B eluentu, rozdziela-
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ne substancje nie podlegajg elucji. Wtedy wystarczy zastosowac tylko korek-
te uwzgledniajacg mieszanie cieczy.

Na podstawie danych w tabeli 3 wida¢, natomiast, ze stosowanie ko-
rekty programu elucji ma przede wszystkim znaczenie dla otrzymywania
oczekiwanych warto$ci czasu (objetosci) retencji i nie ma duzego wptywu na
odtwarzalno$¢ oraz powtarzalno$¢ powierzchni pikéw i, w konsekwencji, na
mozliwo$¢ przenoszenia parametréw kalibracyjnych miedzy réznymi apara-
tami, gdy czuto$ci detektora i warunki dozowania i chromatografowania sg
takie same. Jedynie, gdy zastosowanie korekty programu elucji znacznie
zmieni czas retencji, to mozna spodziewac sie réznic wartosci powierzchni
pikow i w konsekwencji wartosci wspdtczynnikdw kalibracyjnych, szczegdlnie
dla substancji o niskich i wysokich wartoSciach czasu retencji.

Tabela 3. Zestawienie $rednich warto$ci powierzchni pikdw bez i po zasto-

sowaniu korekty programu elucji uwzgledniajgcej wptyw zastepczej objetosci

mieszania cieczy przed wlotem do kolumny oraz bez i po uwzglednieniu
wplywu opdznienia transportowego na przebieg programu elucji (prowadzg-
cych do otrzymywania odpowiednich chromatogramoéw przedstawionych na

rysunku 4)

A) brak korekty programu elucji i nieuwzglgdnienie opdznienia transporto-
wego;

B) po uwzglednieniu opdZnienia transportowego, ale bez korekty programu
elucji ze wzgledu na dynamike mieszania cieczy przed wlotem do ko-
lumny;

C) po uwzglednieniu opdznienia transportowego oraz zastosowaniu korekty
programu elucji eliminujgcej 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]

o 10836 10710 10700
Acetanilid 10679 (157)" 10634 (76) 10640 (60)
Benzen 266 271 (5) 264 267 (3) 263 265 (2)
Toluen 631 639 (8) 651 658 (7) 662 668 (6)
o-ksylen 911 (91234) 916 | 925 (9) | 922 926 (4)
n-butylobenzen 776 796 (20) 779 791 (12) 783 788 (5)

"— w nawiasach podano réznice otrzymanych wartosci $rednich powierzchni pikow.

Zbadano tez wptyw niedoktadnego wyznaczenia zastepczej objetosci
mieszania Vz zastosowanej do okreSlenia skorygowanego programu elucji
na uzyskiwane wartosci czasu retencji. Na rysunku 5 przedstawiono chroma-
togramy otrzymane dla trzech programéw elucji, réoznigcych sie warto$cig
zastepczej objetosci mieszania przyjeta do obliczenia korekty programu elu-
cji, a co za tym idzie, réznigcych si¢ parametrem ,b” (b+aTA) w réwnaniu
prostej opisujacej program elucji wprowadzany do programatora.
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Tabela 4. Zestawienie wartoSci czasu retencji, zastgpczych objetosci
mieszania, statych czasowych oraz odpowiadajgce im réwnania skorygowa-
nego programu elucji, wykorzystane do otrzymania chromatogramoéw na ry-
sunku 5 (Vo =3 ml, Vz=1.4ml)

Chromatogram A B c
na rysunku 5
Vo [em3] / to [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
Roéwnanie skorygowanej
funkcji programu elugji 4,3[%/min]*t+6[%] 4,3[%/min]*t+7[%] 4,3[%/min]*t+8[%]
4,3[%/min]*t + 4% [v/V]
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 wartoSci zastepczej objetosci mieszania przyje-
te do korekty, odpowiadajgce im wartoSci zastepczej statej czasowej, postaci
skorygowanych réwnan programu elucji dla odpowiednich chromatograméw
oznaczonych na rysunku 6 jako a, b, ¢ oraz podano uzyskane czasy retencji
poszczegdlnych rozdzielanych substanc;i.

Jak mozna zauwazy¢, nawet przy do$¢ duzej zmianie zastepczej ob-
jeto$ci mieszania, o 0,4 cm’, wykorzystywanej dla korygowania programu
elucji, zmiany uzyskiwanych wartoSci czasu retencji sq wzglednie nieduze
(na poziomie ok. 0,2 min). Oznacza to, ze niewielkie btedy w wyznaczaniu
zastepczej objetosci mieszania nie powinny powaznie pogorszy¢ odtwarzal-
nosci czasu retenciji.

Badania wykazaty niewielki, praktycznie pomijalny, wptyw sposobu
i stopnia korekty programu elucji na powtarzalno$¢: czasu retencji oraz po-
wierzchni pikéw, - dla tego samego aparatu, kolumny i tych samych warun-
kéw rozdzielania. Wydaje sie to oczywiste, takze intuicyjnie, poniewaz cha-
rakter funkcji programu elucji powinien mie¢ drugorzedny wpltyw na
powtarzalnos¢ otrzymywanych warto$ci czasu retencji oraz powierzchni pi-
kow chromatograficznych. O powtarzalno$ci uzyskiwania ww. parametrow
w warunkach kolumnowej chromatografii cieczowej z wykorzystaniem pro-
gramowania sktadu cieczy decyduje przede wszystkim powtarzalno$¢ wy-
twarzania przez aparat okresSlonej wartosci sktadu eluentu czy powtarzal-
nos¢ realizacji okreSlonej postaci programu elucji, w tym doktadnos¢
i stabilno$¢ pracy pompy.
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Rysunek 5. llustracja wptywu 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 wptyw mieszania cieczy przed wlotem do kolumny,

b) gdy skorygowano tylko wptyw opdznienia transportowego,

c) gdy skorygowano oba efekty jednoczesnie.

Pozadany program elucji X = 5[%/min.] * t, ciecz A - woda, ciecz B — metanol + 0,1% acetonu,
w=15 cm3/min, kolumna — Lichrospher RP 18 5 um, 125x4 mm, t = 30°C.

Substancje: 1 — acetanilid, 2 — benzen, 3 — toluen, 4 — o-ksylen, 5 — n-butylobenzen
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Rysunek 6. llustracja wartosci wplywu zastepczej objetosci mieszania przyjetej do obliczenia
korekty programu elucji na czas retencji dla aparatu Lichrograph.

Pozadany program elucji X = 4,3[%/min.] *t +4% (w zakresie 4% do 90%), opdznienie transportowe
Vo=3 cm3, to=2 min, ciecz A - woda, ciecz B — metanol + 0,1% acetonu, w = 1,5 cm3/min, kolumna
— Lichrospher RP 18 5 um, 125x4 mm, t = 30°C.

Przyjete wartosci zastepczych objeto$ci mieszania, stalych czasowych oraz odpowiadajgce im
réwnania skorygowanego programu elucji:

a-Vz=1,05cm’ TA,=0,7 min, X= 4,3[%/min]*t+6[%)],

b —Vz = 1,40 cm®, TA; = 0,93 min, X = 4,3[%/min]*t+7[%],

c—-Vz=1,74 cm®, TA, = 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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Zupeftie inaczej ma sie sprawa z odtwarzalnoscig czasu retencji
z wykorzystaniem réznych aparatow HPLC. Wykazano, ze z zastosowaniem
tej samej kolumny i programu elucji, parametry retencji mogg znacznie réz-
ni¢ sie wartosci czasu (objeto$ci) retenciji, gdy nie zostanie zastosowana ko-
rekta programu elucji, a warto$ci op6znienia transportowego i zastepcze ob-
jeto$ci mieszania dwéch aparatow sg rézne.

WNIOSKI KONCOWE

Studia i badania wykonane w ramach tej pracy wykazaty, ze istnieje
prosty sposob postepowania, zapewniajacy otrzymanie na wlocie do kolum-
ny chromatograficznej, z dobrg doktadnoscia, takiej postaci programu elucji,
jakiego zadamy. W tej pracy wykazano to dla liniowych programéw eluciji.
Teoretyczne zasady postepowania zostaly przedstawione dla liniowych
i nieliniowych programoéw elucji w pracy [15]. Dla liniowego programu elucji
zasady teoretyczne i sposob postepowania opisujg i ilustrujg zaleznosci (1)
do (3) orazrys. 1 do 3.

- Nalezy wprowadzi¢ skorygowany program elucji do sterownika programa-
tora eluentu oraz uruchomi¢ dozownik po uptywie czasu okre$lonego na
podstawie do$wiadczalnie wyznaczonej wartosci opdznienia transporto-
wego oraz aktualnie stosowanego natgzenia przeptywu eluentu.

- Postgpowanie takie zapewnia otrzymywanie, zaréwno powtarzalnych re-
zultatéw rozdzielania, jak i odtwarzalno$¢ wynikéw, w przypadku stoso-
wania gradientowych aparatow chromatograficznych o réznych warto-
Sciach parametrow dynamiki mieszania cieczy [15-17] (r6zne wartoSci
opoznienia transportowego (Vo) i réozne warto$ci zastepczej objetosci
mieszania cieczy w przestrzeni mi¢dzy wylotem z programatora i wlotem
do kolumny chromatograficznej (Vz) dla réznych gradientowych aparatéw
chromatograficznych).

- Stosowanie w praktyce opisanej tu metody korekty programu elucji ma
znaczenie dla uzyskiwania zgodnosci parametréw retencji z warto$ciami
przewidywanymi teoretycznie oraz dla weryfikacji poprawnosci narzedzi
predykcji optymalnego przebiegu programu eluciji.

- Korekta programu elucji powinna by¢ przede wszystkim stosowana
w przypadku gradientowych chromatograféw cieczowych wyposazonych
w tzw. niskociSnieniowe systemy programowania sktadu eluentu (uktady
Z zaworami proporcjonujacymi po stronie ssgcej pompy) oraz przy wyko-
rzystywaniu z zastosowaniem elucji gradientowej mikrokolumn pakowa-
nych i kapilarnych (gdy zastepcze objeto$ci mieszania i warto$ci opoz-
nienia transportowego sg wzglednie wysokie).

- Uzytkownik aparatu chromatograficznego moze do$¢ tatwo wyznaczy¢
doswiadczalnie warto$ci parametréw opisujacych dynamike mieszania
cieczy w gradientowym aparacie chromatograficznym miedzy wylotem
z programatora a wlotem do kolumny chromatograficznej [16, 17], jednak,
warto$ci tych parametrow powinny zosta¢ wyznaczone i podawane przez
producenta aparatu chromatograficznego.

151



ZNACZENIE SYMBOLI

a,b - wspdtczynniki w liniowym programie elucji gradientowej (X = AT + b),

t - czas, wyrazony w [s] albo [min],

to, To - opOznienie transportowe, wyrazone w [s], albo [min],

TA - zastepcza stata czasowa mieszalnika i aparatu, modelowana po-
jedynczym elementem inercyjnym | rzedu, [s] albo [min],

Vo - opoznienie transportowe wyrazone w [cm™],

Vz - zastepcza objeto$¢ mieszania w mieszalniku i aparacie chroma-
tograficznym modelowanym elementem inercyjnym | rzedu, wy-
razona w [cm?],

w - objetosciowe natezenie przeptywu fazy ruchomej przez kolumne
chromatograficzng, wyrazone w [cm™ /min],

X, Xy - stezenie objetoSciowe skfadnia B, C, ... w eluencie, wyrazone ja-
ko udziat objeto$ciowy [v/v] (utamek objeto$ciowy), albo [% v/v]
(procent objetosciowy).
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