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2.2. FIZYCZNE I FIZYKOCHEMICZNE METODY BADANIA

faza gazowa przenoszona na kolumne, zachowujac przy tym
niezbedne $rodki ostroznosci w celu unikniecia jakichkolwiek
zmian rownowagi.

POSTEPOWANIE

Stosujac preparaty pordwnawcze, sprawdzi¢ odpowiednio$é
ustawien aparatu w celu uzyskania zadowalajacego sygnatu.

BEZPOSREDNIA KALIBRACJA

Oddzielnie umiesci¢ w identycznych pojemnikach preparat
badany i kazdy z preparatéw poréwnawczych, jak podano w
monografii, unikajac bezposredniego kontaktu pomiedzy préb-
kamii urzadzeniem dozujacym.

Zamkna¢ hermetycznie pojemniki i umiesci¢ w kontrolowa-
nej termostatowanej komorze w temperaturze i pod ci$nieniem
podanym w monografii; po uzyskaniu stanu réwnowagi wyko-
na¢ oznaczenie chromatograficzne w podanych warunkach.

DODAWANIE WZORCA

Do identycznych odpowiednich pojemnikéw doda¢ jednako-
we objetosci preparatu badanego. Doda¢ do wszystkich pojem-
nikéw, oprécz jednego, odpowiednig ilos¢ preparatu poréwnaw-
czego zawierajacego znane stezenie substancji oznaczanej tak,
aby przygotowa¢ serie preparatow, zawierajacych stale wzrasta-
jace stezenia substancji.

Zamkng¢ hermetycznie pojemniki i umiesci¢ w kontrolowa-
nej termostatowanej komorze w temperaturze i pod ci$nieniem
podanym w monografii; po uzyskaniu stanu réwnowagi wyko-
na¢ oznaczenie chromatograficzne w podanych warunkach.

Obliczy¢ réwnanie regresji, uzywajac metody najmniejszych
kwadratéw i wyznaczy¢ z réwnania stezenie oznaczanej sub-
stancji w preparacie badanym.

Alternatywnie, sporzadzi¢ wykres $rednich odczytéw w za-
leznosci od ilo$ci dodanej substancji oznaczanej. Ekstrapolo-
wac linie polaczenia punktéw na wykresie do przecigcia osi
stezen. Odleglos¢ pomiedzy tym punktem i skrzyzowaniem
sie osi wskazuje stezenie oznaczanej substancji w preparacie
badanym.
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2.2.29. CHROMATOGRAFIA
CIECZOWA

PODSTAWY

Chromatografia cieczowa (liquid chromatography, LC) jest
technika rozdzielania chromatograficznego oparta na réznicy
w dystrybucji zwiagzku pomiedzy dwie niemieszajace si¢ fazy,
w ktérych faza ruchoma jest ciecz przeptywajaca przez faze nie-
ruchomg (stacjonarng) umieszczona w kolumnie.

LCjest oparta przede wszystkim na mechanizmach adsorpcji,
podzialu mas, wymiany jonowej, wykluczania lub oddziatywa-
niach stereochemicznych.

Jezeli nie podano inaczej, ponizsze informacje sa wiarygodne
zaréwno dla standardowej LC, jak i dla LC z uzyciem kolumn
wypelnionych ziarnami o zmniejszonej wielkosci (np. ponizej
2 pum).

W drugiej technice, wymagana jest aparatura scharakteryzo-
wana przez zdolno$¢ utrzymywania wyzszych cisnien (zwykle
do 100 MPa, tj. ok. 15 000 psi), zmniejszong objeto$¢ wolna
kolumny w celu ograniczenia poszerzania pikow, system uspraw-
niajacy mieszanie w ukladzie gradientui mozliwo$¢ odbierania
zwigkszonej czestotliwosci sygnaléw przez uktad detekcji.

SPRZET

Chromatograf cieczowy sktada si¢ zwykle z:
— sytemu pomp;
— dozownika;
— kolumny chromatograficznej (moze by¢ termostatowana);
— jednego lub kilku detektora (detektorow);
— systemu zbierajacego dane.
Faza ruchoma podawana z jednego lub kilku zbiornikéw jest
pompowana do dozownika, nastepnie na kolumne, zazwyczaj
przy staltym przeplywie, a nastepnie do detektora (detektoréw).

SYSTEM POMP

System pomp do chromatografii cieczowej jest niezbedny do
podawania fazy ruchomej z kontrolowang szybkoscia przeptywu.
Pulsacje ci$nienia s3 minimalizowane, np. przez przepuszczanie
fazy ruchomej pod cisnieniem przez urzadzenie thlumigce pulsa-
cje. Przewodyi polaczenia sg dostosowane do pracy z ci$nienia-
mi wytwarzanymi przez system pomp. Pompy moga by¢ wypo-
sazone w urzadzenia odgazowujace, ktore usuwaja pecherzyki
powietrza.

Mikroprocesor kontrolujgcy system pomp jest odpowiedni
do dokladnego podawania fazy ruchomej o stalym (elucja izo-
kratyczna) lub zmiennym sktadzie (elucja gradientowa), zgodnie
z wprowadzonym programem. W przypadku elucji gradientowej
dostepne sg systemy dostarczajgce rozpuszczalnik (rozpuszczal-
niki) z wigcej niz jednego zbiornika, a rozpuszczalniki moga
by¢ mieszane po nisko- lub wysokoci$nieniowej stronie pompy
(pomp).

DOZOWNIKI

Roztwor probki jest wprowadzany do przeptywajacej fazy ru-
chomej na czolo kolumny lub blisko czota uzywajac urzadzenia
dozujacego dostosowanego do pracy z wysokim cisnieniem. Sto-
sowane s3 petle o objetosci stalej lub zmiennej, przy dozowni-
kach recznych lub automatycznych. Czeéciowe napelnianie petli
podczas wprowadzania recznego moze niekorzystnie wptywaé
na precyzje podawanej objetosci.

FAZY NIERUCHOME

Stosuje sie wiele rodzajow faz nieruchomych, takich jak:

— krzemionka lub tlenek glinu powszechnie uzywane do chro-
matografii LC w normalnym ukfadzie faz (polarna faza nie-
ruchoma i niepolarna faza ruchoma), gdzie rozdzielanie jest
oparte na réznicach w adsorpcji w fazie nieruchomej i/lub
podziale mas pomiedzy fazg ruchoma i fazg nieruchomg (chro-
matografia podziatowa);

— rézne chemicznie modyfikowane no$niki przygotowane z po-
limerdw, krzemionki i porowatego grafitu uzywane w normal-
nym ukladzie faz oraz w chromatografii w uktadzie faz odwré-
conych (niepolarna faza nieruchoma i polarna faza ruchoma),
gdzie rozdzielanie jest oparte gléwnie na podziale czasteczek;

— zywice lub polimery z grupami kwasowymi lub zasadowymi
uzywane do chromatografii jonowymiennej, gdzie rozdziela-
nie jest oparte na konkurencji mig¢dzy rozdzielanymi jonami
i jonami fazy ruchome;j;

— porowata krzemionka lub polimery uzywane do chromato-
grafii wykluczania (2.2.30), gdzie rozdzielanie jest oparte na
réznicach pomiedzy objetosciami czasteczek, co odpowiada
sterycznemu wykluczaniu;

— specjalne modyfikowane fazy nieruchome, np. pochodne celulozy
lub amylozy, biatka lub peptydy, cyklodekstryny itd. uzywane do
rozdzielania enancjomerdw (chromatografia chiralna).
Wiekszos¢ rozdzielen jest oparta w chromatografii LC w od-

wroconym ukladzie faz na zastosowaniu chemicznie modyfiko-

wanej krzemionki jako fazy nieruchomej. Powierzchnia no$nika,
tj. grupy silanolowe krzemionki poddawane sg reakcji z rézny-

»Wskazowki ogélne” (1) odnoszg sie do wszystkich monografii i innych tekstow 159



