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159„Wskazówki ogólne” (1) odnoszą się do wszystkich monografii i innych tekstów

faza gazowa przenoszona na kolumnę, zachowując przy tym 
niezbędne środki ostrożności w celu uniknięcia jakichkolwiek 
zmian równowagi. 

POSTĘPOWANIE 
Stosując preparaty porównawcze, sprawdzić odpowiedniość 

ustawień aparatu w celu uzyskania zadowalającego sygnału. 

BEZPOŚREDNIA KALIBRACJA 
Oddzielnie umieścić w identycznych pojemnikach preparat 

badany i każdy z preparatów porównawczych, jak podano w   
monografii, unikając bezpośredniego kontaktu pomiędzy prób-
kami i  urządzeniem dozującym. 

Zamknąć hermetycznie pojemniki i umieścić w kontrolowa-
nej termostatowanej komorze w temperaturze i pod ciśnieniem 
podanym w monografii; po uzyskaniu stanu równowagi wyko-
nać oznaczenie chromatograficzne w podanych warunkach. 

DODAWANIE WZORCA 
Do identycznych odpowiednich pojemników dodać jednako-

we objętości preparatu badanego. Dodać do wszystkich pojem-
ników, oprócz jednego, odpowiednią ilość preparatu porównaw-
czego zawierającego znane stężenie substancji oznaczanej tak, 
aby przygotować serię preparatów, zawierających stale wzrasta-
jące stężenia substancji. 

Zamknąć hermetycznie pojemniki i umieścić w kontrolowa-
nej termostatowanej komorze w temperaturze i pod ciśnieniem 
podanym w monografii; po uzyskaniu stanu równowagi wyko-
nać oznaczenie chromatograficzne w podanych warunkach. 

Obliczyć równanie regresji, używając metody najmniejszych 
kwadratów i wyznaczyć z równania stężenie oznaczanej sub-
stancji w preparacie badanym. 

Alternatywnie, sporządzić wykres średnich odczytów w za-
leżności od ilości dodanej substancji oznaczanej. Ekstrapolo-
wać linię połączenia punktów na wykresie do przecięcia osi 
stężeń. Odległość pomiędzy tym punktem i skrzyżowaniem 
się osi wskazuje stężenie oznaczanej substancji w preparacie 
badanym. 
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2.2.29. CHROMATOGRAFIA 
CIECZOWA
PODSTAWY

Chromatografia cieczowa (liquid chromatography, LC) jest 
techniką rozdzielania chromatograficznego opartą na różnicy 
w dystrybucji związku pomiędzy dwie niemieszające się fazy, 
w których fazą ruchomą jest ciecz przepływająca przez fazę nie-
ruchomą (stacjonarną) umieszczoną w  kolumnie. 

LC jest oparta przede wszystkim na mechanizmach adsorpcji, 
podziału mas, wymiany jonowej, wykluczania lub oddziaływa-
niach stereochemicznych.

Jeżeli nie podano inaczej, poniższe informacje są wiarygodne 
zarówno dla standardowej LC, jak i dla LC z użyciem kolumn 
wypełnionych ziarnami o  zmniejszonej wielkości (np. poniżej 
2 μm).

W  drugiej technice, wymagana jest aparatura scharakteryzo-
wana przez zdolność utrzymywania wyższych ciśnień (zwykle 
do 100 MPa, tj. ok. 15   000 psi), zmniejszoną objętość wolną 
kolumny w  celu ograniczenia poszerzania pików, system uspraw-
niający mieszanie w  układzie gradientu i  możliwość odbierania 
zwiększonej częstotliwości sygnałów przez układ detekcji. 

SPRZĘT
Chromatograf cieczowy składa się zwykle z:

−	sytemu pomp;
−	dozownika;
−	kolumny chromatograficznej (może być termostatowana);
−	 jednego lub kilku detektora (detektorów);
−	systemu zbierającego dane. 

Faza ruchoma podawana z jednego lub kilku zbiorników jest 
pompowana do dozownika, następnie na kolumnę, zazwyczaj 
przy stałym przepływie, a  następnie do detektora (detektorów).

SYSTEM POMP
System pomp do chromatografii cieczowej jest niezbędny do 

podawania fazy ruchomej z  kontrolowaną szybkością przepływu. 
Pulsacje ciśnienia są minimalizowane, np. przez przepuszczanie 
fazy ruchomej pod ciśnieniem przez urządzenie tłumiące pulsa-
cje. Przewody i  połączenia są dostosowane do pracy z  ciśnienia-
mi wytwarzanymi przez system pomp. Pompy mogą być wypo-
sażone w  urządzenia odgazowujące, które usuwają pęcherzyki 
powietrza. 

Mikroprocesor kontrolujący system pomp jest odpowiedni 
do dokładnego podawania fazy ruchomej o  stałym (elucja izo-
kratyczna) lub zmiennym składzie (elucja gradientowa), zgodnie 
z wprowadzonym programem. W  przypadku elucji gradientowej 
dostępne są systemy dostarczające rozpuszczalnik (rozpuszczal-
niki) z  więcej niż jednego zbiornika, a  rozpuszczalniki mogą 
być mieszane po nisko- lub wysokociśnieniowej stronie pompy 
(pomp).

DOZOWNIKI
Roztwór próbki jest wprowadzany do przepływającej fazy ru-

chomej na czoło kolumny lub blisko czoła używając urządzenia 
dozującego dostosowanego do pracy z  wysokim ciśnieniem. Sto-
sowane są pętle o  objętości stałej lub zmiennej, przy dozowni-
kach ręcznych lub automatycznych. Częściowe napełnianie pętli 
podczas wprowadzania ręcznego może niekorzystnie wpływać 
na precyzję podawanej objętości.

FAZY NIERUCHOME
Stosuje się wiele rodzajów faz nieruchomych, takich jak:

−	 krzemionka lub tlenek glinu powszechnie używane do chro-
matografii LC w  normalnym układzie faz (polarna faza nie-
ruchoma i niepolarna faza ruchoma), gdzie rozdzielanie jest 
oparte na różnicach w  adsorpcji w fazie nieruchomej i/lub 
podziale mas pomiędzy fazą ruchomą i fazą nieruchomą (chro-
matografia podziałowa);

−	 różne chemicznie modyfikowane nośniki przygotowane z  po-
limerów, krzemionki i porowatego grafitu używane w  normal-
nym układzie faz oraz w chromatografii w układzie faz odwró-
conych (niepolarna faza nieruchoma i polarna faza ruchoma), 
gdzie rozdzielanie jest oparte głównie na podziale cząsteczek;

−	 żywice lub polimery z  grupami kwasowymi lub zasadowymi 
używane do chromatografii jonowymiennej, gdzie rozdziela-
nie jest oparte na konkurencji między rozdzielanymi jonami 
i jonami fazy ruchomej;

−	 porowata krzemionka lub polimery używane do chromato-
grafii wykluczania (2.2.30), gdzie rozdzielanie jest oparte na 
różnicach pomiędzy objętościami cząsteczek, co odpowiada 
sterycznemu wykluczaniu;

−	 specjalne modyfikowane fazy nieruchome, np. pochodne celulozy 
lub amylozy, białka lub peptydy, cyklodekstryny itd. używane do 
rozdzielania enancjomerów (chromatografia chiralna).
Większość rozdzieleń jest oparta w chromatografii LC w od-

wróconym układzie faz na zastosowaniu chemicznie modyfiko-
wanej krzemionki jako fazy nieruchomej. Powierzchnia nośnika, 
tj. grupy silanolowe krzemionki poddawane są reakcji z  różny-


