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A. WSTEP

0d korica lat szesédziesiatych datuje sie szybki rozwdj
nowe] techniki kolumnowej chromatografii ciedzowej zwanej
wysokosprawng chromatografig cieczowag (HPLC z ang. High
Performance Liquid Chromatography?. Rozkwit tej.metody
analitycénej nastapil dzieki urzeczywistnieniu za je]
pomocg szybkich rozdzieleri, ktdére poprzednio uwazano za
nieosiggalne. Osiggnigcia te w duzym stopniu mozna przypisac
polepszeniu sprawnosci kolumn i zastosowaniu duzych szybkosci
przeptywu fazy ruchomej. Jednakze jednym z gidwnych czynni-
kéw, ktdre przyczynity sig do tak szybkiego rozwoju HPLC
byt postep w rozwoju technik detekcyjnych. Wydaje sieg, ze
sg one rowniez gidwnym ogranicznikiem dalszego jJej rozwoju
idgcego w kierunku poprawy jej sprawnosci i miniaturyzacji.
Przy czym detekc]Ja w chromatografii cieczowe] jest wielok-
rotnie trudniejsza niz w, rozwinigtej wczedniej, chromato-
grafii gazowe]. Prdbka nie modyfikuje tak znacznie cieczy
jak gazu, ktdrego wtasnosci zazwycza] w istotny sposdb roz-
nig sig od witasnosci sﬁbstancji rozpuszczonych przechodza-
cych przez uklad. W zwigzku z tym w chromatografii cieczowe]
nie istnieje tak uniwersalny detektor, jak w chromatografii
gazowe], np. deétektor pitomieniowo-jonizacy]jny czy tez pomia-
ru przewodnictwa cieplnego. Dlatego tez badania nad nowymi
uxitadami detekcyjnymi w chromatografii cieczowej wzbudzaja
obecnie tak duze zainteresowanie badaczy.

Czgsto okazuje sig, ze niestety najlepsze warunki do
chromatograficznego podziatu nie s3 optymalne z punktu wi-

dzenia detekcji. Powoduje to konflikt i koniecznos¢



wyboru rozwigzania kompromisowego. Zmnie]jszenie Srednicy
ziarna nosnika, srednicy kolumny (chromatografia mikroko-
lumnowa) oraz wprowadzenie wielokolumnowych operacji
1 otwartych kapilarnych kolumn do chromatografii cieczowe]
stwarzajg coraz to ostrzejsze wymagania stawiane detektorom.
W zaleznos$ci od stopnia ztozono$ci aparatury, kosztu 1 spraw-
nosci dopasowu]Je sig wdéwczas detektor do chromatografu 1lub
na odwrot. |

Rozwd] detektordw dokonuje sig obecnie w pieciu gidwnych
kierunkach:
1. Budowy detektordw "uniwersalnych", zdolnych do monitoro-
wania chromatograméw réznych klas zwigzkdéw. Obecnie sadzi
sig, ze zbudowanie takiego detektora jest niemozliwe.Zatem
w tym przypadku chodzi raczej o zblizenie sig do ideatu de-
tektora uniwersalnego, czyli stworzenie detektora o szerokim
"spektrum" dziatania.
2. Budowy nowych detektordw specyficznych, reagujacych na
pewne zwigzki Jub klasy zwigzkdéw, nieczute natomiast na
inne. Umozliwiaja one selektywng analize substancji nie
rozdzielonych na kolumnie. Kazdy nowy detektor specyficzny
powinien sig charakteryzowa¢ mozliwosclig zastosowania do
wykrywania klasy zwiazkdéw trudnych do detekcji innymi meto-
dami. W praktyce zainteresowanie wzbudzajg detektory umoz-
liwiajgce analize zwigzkdéw nie wykrywanych przez detektor
pomiaru zmian absorpecji $wiatia w ultrafiolecie.
3. Budowy detektordw przestrajalnych. tgczg one w sobie
wtasnosci obu pierwszych klas detektordw. Ponadto pewne ich
rozwigzania wumozliwiajg uzyskanie tréjwymiarowych chromato-
graméw. Tym samym zastepuja one prace wielu detektoréw

jednoczesnie.



4. Budowy detektoréw wielofunkcyjnych, Kilka réznych de-
tektordw przytgczonych jest do wspdélnej celki pomiarowe].
Detektory tego typu sg rozwinigciem poprzednio opisanych.
5. Rozwoju przed- i pokolumnowej derywatyzacji prébki.
Technika ta stanowi uzupeilnienie réznych typéw detekcji.
W zaleznosci od zastesowanych reagentéw mozna uzyska¢ wyniki
analogiczne do uzyskiwanych za pomocg detektordéw wymienio-
nych w pierwszych dwu punktach.

Pomiary potencjatu i prgdu przeptywu wykorzystywane bytly
od wielu lat w rdéznorodnych badaniach fizykochemicznych.
W celach metrologicznych wielkosci te mierzone s3 w prze-
twornikach elektrokinetycznych. Przetworniki te zamienia]ja
niektdre parametry mechaniczne, szybkos¢ przeptywu cieczy,
przyspieszenie, cisnienie, czestotliwosé¢ i amplitudeg drgan
itp., na wielkosci elektryczne, potencjat i prad elektrycz-
ny. Na podstawie tego wydawac¢ by sig mogio, Zze zastosowanie
tego typu efektdw w detekcji pozwoliloby przyblizy¢ sie do
w peini uniwersalnego detektora do chromatografii cieczowe]
i technik pokrewnych (np. Flow Injection Analyzis). Pierwszy
taki detektor zostal opisany w 1967 r. W trakcie rozwoju
pracy nad tego typu detektorami okazalo sig, ze nie spei-
niaja one wszystkich wymagari detektora uniwersalnego. Cha-
rakteryzuja sie one podobnymi ograniczeniami co inne detek-
tory mierzace sumaryczng wielkos$¢ wspdlnej dla prébki i fa-
zy ruchomej wtasnosci. Wobec tego, zgodnie z tym co zostato
przedstawione w punkcie drugim, konieczne bylo wykazanie
mozliwosci zastosowania detektora do analizy zwigzkdw trudno
wykrywalnych innymi technikami. Zwigzkami speilniajacymi to

zatozenie okazaly sie byé kwasy tiuszczowe. Ich oznaczanie



jest wazne wAwielu dziatach nsuki 1 techniki. Mimo to do-
tychczas nielzostal jeszcze skonstruowany czuty detektor
umozliwiajgcy ich oznaczanie w réznych uktadach chromato-
graficznych. Wydaje sig, ze w pewne)] mierze lukg tg wypel-

ni¢ mcze detektor elektrokinetyczny.



B. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy bylo przeanalizowanie mozliwo$ci
zastosowania zjawisk elektrokinetycznych do detekcjiwwyso-
kosprawne] chromatografii cieczowej. 0znaczalo to okresle-
nie rodzaju klas zwigzkdw wykrywalnych przez ten typ detek-
cji. Jak to zostalo przedstawione we wstepie o wartosci
nowego detektora stanowi m.in. jego czuios¢ na zwigzki trud-
ne do detekcji innymi metodami. Jako modelowe zwigzki do
testowania wtasnosci detektora wybrane zostaty , speiniaja-
ce powyzszy warunek, kwasy tluszczowe. Dla tych zwigzkdw
konieczne bylo dobranie optymalnych warunkdéw chromatogra-
ficznych w rdéznych systemach rozdzielczych, umozliwiajgcych
z Jedne] strony dobry ich rozdziat, z drugie] zas efektywng
detekcJe. Na te] pcdstawie mozliwe byto dokonanie poréwnanié
detektora z innymi detektorami stosowanymi w HPLC. Aby tego
iypu pomiary byiy mozliwe do wykonania konieczne bytio
w pierwsze] kolejnosci opracowanie i skonstruowanie detek-
tora elektrokinetycznego, nastgpnie okreslenie wptywu rdéz-

nych szczegéidw konstrukcyjnych Jjego budcwy craz rdéznych

v

czynnikdéw zewngtrznych na jego prace.



CZESC LITERATUROWA.
Detektory w wysokosprawnej chromatografii cieczowe].
Charakterystyka i kryteria stosowalno3ci detektorcw.

Zadaniem detektora w chromatoyrafii cieczowej jest ciggta

analiza zmiany sktadu eluatu w momencie opuszczania przez

niego kolumny. W tym celu zamienia on pewng wielkos¢ fizycz-

na

pozostajaca w funkc]ji stegzenia prdébki w eluacie na wiel-

kos¢ elektryczng (na ogét napigcie) dogodng do rejestracji.

W pierwszych rozdziatach chromatograficznych Cwiet |1|

w roli detektora zastosowai wizualng obserwacje chromatogra-

mu.

Metoda ta stosowana Jest obecnie jeszcze w chromatografii

bibutowej] 1 cienkowarstwowej. Posiada ona jednak szereg isto~

nych ograniczen. Przede wszystkim nadaje sie ocna tylko do

detekcJi zwigzkdw barwnych. Po wtdére, ze wzgledu na nieli-

niowos¢ odpowiedzi, racze] do analizy jakosciowe] niz

ilosciowe].

W pdzniejszych latach stosowano zbieranie kolejnych

frakcji eluatu, a nastegpnie jego analize rdznymi metodami.

Postgpowanie to byto bardzo pracochionne i maio efektywne.

Idea stosowania detektora w przeptywie pojawita sig na po-

czgtku lat czterdziestych. Pierwszym takim detektorem byt

detektor refraktometryczny opisany przez Tiseliusa |2].

W poczatkowym okresie rozwojJu wysokosprawnej chromato-

grafii cieczowe] stosowano w nie] detektory bezposrednio

przeniesione z bardzie] wéwczas rozwinigte] techniki chro-

matografii gazowej |3|. Szczegdblnie duza role odegraty

wéwczas detektory transportowe. PdZnie] rozwinety sig

nowe techniki detekcyjne dostosowane do specyfiki tej metcdy.



Obecnie, state doskonalenie instrumentalnej detekcji sub-
stancji rozdzielonych w eluacie jest jednym z gidwnych
elementdédw umozliwiajgcych ogdlny postep metod chromatogra-
ficznych [4,5].

Idealny detektor HPLC pnwinien charakteryzowaé¢ sie po-
réwnywalnymi parametrami w stosunku do detektordéw stosowa-
nyéh w chromatografii gazowe]j. Oznacza to wykrywalnosc

=i mola oraz liniowo$é odpowiedzi detektora

rzedu 10
W zaxkresie szesciu rzeddw wielkosci. Detektor taki powinien
by¢ réwniez wszechstronny i by¢ czuly na wszystkie analizo-
wane zwigzki, jednoczesnie bedac nieczuiym na zmiany skiadu
stosowane] fazy ruchomej. Ostatnia witasciwosé oznacza moz-
liwos¢ zmiany sktadu fazy ruchomej] w trakcie rejestracji
chromatogramu (elucja gradientowa). Ponadto detektor taki
powinien byc¢ nieczuly na zmiany temperatury,cisnienia i
szybkosci przepiywu eluatu, niezawodny, prosty i tani,
charakteryzowa¢ sig maig objetoscia wiasng i ciggtag praca.
Mimo, ze wiemy Jakil powinien by¢ idealny detektor do HPLC
to w chwili obecne] nie jest nam znany detektor speiniajacy
wszystkie powyzsze warunki. Z tego powodu prace nad detex-
cJa chromatograficzna sa obecnie szeroko rozwijane. Przy
czym czgsto poszukuje sig detektordw odpowiednich do pew-
nego szczegdélnego zastosowania.

Detektory rozpatruje sig z punktu widzenia szeregu kry-
teriéw. Podstawowymi parametrami charakRteryzujgcymi prace
detektora sg: liniowo$¢ odpowiedzi, wielkos$¢ szumu, wykry-
wélnoéé, rozmycie prébki [6-10].

Z analitycznego punktu widzenia najbardzie] korzystna

jest liniowa odpowiedZ detektora. Oznacza to liniowg



zaleznodcig odpowiedzi detektora (sygnatu wyjsciowego,
tzn. wysokosci lub pola powierzchni piku chromatograficzne-
go), R, od stezenia prdébki, c:

R =k " c (1)
gdzie k-czutos¢ detektora.
Detektor taki w ksztaicie piku chromatograficznego (zalez-
nos$¢ stgzenia od czasu) dokiladnie odwzorowuje krzywa
Gaussa. W rzeczywistosci, zaden detektor nie jest w peini
liniowy. Jegc odpowiedZ mozna uznac¢ za liniowg Jedynie
w pewnym zakresie stezern prdobki. Dlatego.tez ogdlnie odpo-
wiedZ detektora cpisuj)e rdéwnanie:

R=R_+k.a (2)

0

gdzie r-indeks odpowiedzi, Ro-sygnak resztkowy.
Prawdziwie liniowy detektor charakteryzuje sig r=1, Jed-
nakze z praktycznego punktu widzenia za liniowy przyjmuje
sie detektor o wartosci r miedzy 0.98 a 1.02 |6|. Zaznaczy¢
przy tyh nalezy, ze czgsto korzysta sig rdéwniez z detekto-
réw o innym r lub innej charakterystyce odpowiedzi (np.
eksponencjalne]j) stosujJac odpowiednig korekcje elektronicz-
ng (np. logarytmcowanie). Pozocstale detextory nie znajdujsa
szerszego zastosowania.
Z zagadnieniem liniowosci zwigzany Jest linicwy zakres
dynamikli odpowiedzl detektora, LD' Zdefiniowany on Jest
jakeo zakres stezer badanego zwigzku, w ktdrym odpowiledZz
detektora jest liniowa (dla zalozonego zakresu indeksu od-
powiedzi). Odrdézniac¢ go nalezy od dynamiki odpowiedzi detek-

tora, D zdefinicwane] Jako zakres stgzer prdbki, dla kté-

R)
rego odpcwiedZ? detektora jest zalezna cd stegzenia. Dolny

zakres 0Bu parameirdw cdpowiada stezeniu,dla ktédrego odpo-



- 1% =

wiedZ detektora jest n razy wigksza od poziomu szumdw

(na og6t zaktada sig n=2). G6érny zakres DR odpowiada sta-
nowi nasycenia na krzyw=]j kalibracyjnej. Z powyzszych de-
finicji wynika nieréwnos¢ Lj QEDR.

Szumen, NL’ detektqra nazywa sig wszelka zmiane sygnaln
wyjsciowego detektora’ktérej nie mozna przypisa¢ substanc]ji
rozpuszczone] przechodzgcej przez komore detektora, tzn.
sg to przypadkowe sygnaiy przeszkadzajgace w pomiarze. Przy-
czyng szumu moze by¢ ukiad elektroniczny, fluktuacje tempe-
catury, napiecia zasilania, szybkosci przepitywu eluatu itp.
Okresla on w sposdéb podredni wykrywalnos¢é detektora.W za-
leznosci od czgstotliwosci rozréznia sig szum wysokoczgsto-
tliwodciowy (poszerza on szeroko$é¢ linii pisaka rejestratora),
niskoczegstotliwosciowy i dryft. Najbardzie] szkodliwy okazu-
je sie drugi z szuméw, o czestotliwosciach zblizonych do
czgstotliwosci pikdéw chromatograficznych, poniewaz nie
mozna go zlikwidowaé przy pomocy zadnych filtrdw.

Minimalna ilos¢ lub stezenie prdébki powodujgce rozrdéz-
nienie piku chromatograficznego od szumu (zazwycza] przyj-
muje sig, ze wysokos¢ piku powinna by¢ dwukrotnie wigksza
od szumu) Jjest wykrywalnoécia,DL,danego detektora. Wykrywal-
nosé detektora czasami mylnie nazywa siege jego czuloscig.

W rzeczywistosci czulos$é (réwnanie (1)) oznacza tangens
nachylenia krzywe] kalibracyjnej. Obie te wielkosci powig-
zane sg ze soba zalezno$cig:

DL = 2 NL/k (3)

Czutos¢ detektora, k, réwna jest stosunkowi wysokosci piku

chromatograficznego do stezenia prébki w maksimum piku, Cm’
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(badZz tez stegzenia, C lub ilosci, Civi’ wstrzykiwanej

i)
prébki). Stad DL w réwnaniu (3) oznacza stegzenie prdébki

w maksimum piku dwukrotnie wiekszego od NL' Cm przedstawic
mozna w postaci zaleznosdci |11-13]:

1/2

4 C.V. N C.V. N
i°1 11 (4)

m d
gdzie: Vi - objetos¢ wstrzykiwanej prébki, N - ilos¢ pdiek
teoretycznych, dC - srednica kolumny, L - ditugoc¢ kolumny,

ET - porowatos¢ catkowita, k - wspdiczynnik pojemnosciowy,

VR - objetosé retencji.

Wysokos¢ piku chromatograficznego proporcjonalna jest do
Cm, a stad zgodnie z rdéwnaniem 4, rdéwniez i do civi.
Dlatego tez DL powinno sig wyraza¢ w ilosci lub masie
wstrzykiwanej probki |12, 14|. Jest to ponadto uzasadnione
tym, ze mozna wdwczas pordwnywac¢ wykrywalnoséi detektordw
uzyskane przy réznych objetosciach wstrzykiwanej proébki.

. potgczenia rdéwnari (3) i (4) otrzymuje sieg |15]:

D | 5| S , (5)
Wielkos¢ ta bgdzie stosowana w dalsze] czegesci pracy.
Wyrazajac DL za pomoca stezenia prdhki w maksimum piku
otrzymuje sieg:

ity e i ORI (6)

gdzie h - wysokos¢ piku chromatograficznego.



Konsekwentniz do réwnania (5) k nalezy przedstawiad

w postaci:

o S )

Czasami zamiast D.L stosuje sieg pojgcie minimum detekc]ji,
MD' Odnosi sig ono do wykrywalnosci detektora wyznaczone]
bez kolumny chromategraficznej |12|. Obie wielkodci mozna
poréwnywa¢ po uwzglednieniu rozcieficzenia préoki w kolum-
nie.

Na wykrywalnocs¢ cetekicra ma wplyw, oprdcz parametrdw
samego detektcra, szereg parcawetrdw charakteryzujacych'kolum—
ne 1 rozdzial chromatograficzny {15, 16|. Mozna to przedy-
skutowadé¢ np. w oparciu o rdéwnania (4) i (5). Zwiekszanie

wymiardw kolumny pcgarsza DL ze wzgledu na wigksze rozcien-
0

(@]
w

czenie probki. Z teg amego powodu wykrywalnos¢ rdznych
probek pogarsza si=z ze2 wzrostem ich wspdiczynnikdw pojem-
nosciowych i objegtosci nnenqﬁ. Wysokos¢ pdiki teoretyczne]
rosnie ze wzrostem szybkosci przepiywu fazy ruchome]
‘rdwnanie van Deemtera ,8!). Wiekszy przeptyw natomiast
oznacza wieksze rozmycie probki, a wiec pogorszenie wykry-
walnosci. Ze wzrostem 1ilodci pdiek teoretycznych zmniejsza
sie rozmycie prébek i polepsza wykrywalnos$¢ detektora |[15].

Zadaniem koclumny chromatograficzne] jest rozdzielenie
wstrzykiwane] préoki na poszczegdlne skiadniki, przy czym
uzyskiwane pasma (piki) chromatograficzne powinny byc
mczliwie jak najwezsze.

Detektor i jegc potaczenia, nie powinny wpitywac na uzy-

skany w kolumnie stopien rozdzielenia pasm. Dodatkowe



rozmycle nastgpuje w nich z powodu zbyt powolnego tran-
sportu w kierunku radialnym i z powodu parabolicznego roz-
ktadu pregdkosci przeptywu fazy ruchomej. Rozwd] chromato-
grafii powoduje zwigkszenie sprawnosci kolumn (mniejsze
$rednice kolumn i ziaina) co oznacza zwegzenie pasm. Wiagze
sig z tym koniecznos¢ konstrukcji detektoréw charakteryzu-
jacych sie malig objgtoscig. Zabezpiecza to przed miesza-
niem sig w nich juz rozdzielonych zwigzkdéw, tzn. poszerze-
niem obserwowanych pasm. Z tego samego powcdu rdwniez
staie czasowe wzmacniacza 1 rejestratora powinny by¢ mate.
Na og6l przyjmuje sieg, ze w HPLC powinny one byC¢ mniejsze
od 0.5 sek. |9].

Catkowita wielko$¢ poszerzenia strefy chromatograficzne]

w

jest sumg kilku udzisidw 1 wyrazona jest za pomocg wariancji,

r

A<, szerokodci piku [17]:
2 2 2 ) 2 ,. 2 e
6 = 61 + dk + 6; + éd + éfl + 6[\ \8,‘

gdzie kolejne wariancje odnoszg sig do dozownika, kolumny,

przewoddéw taczacych, detektora, wzmacniacza i rejestratora.

(49

Wariancjas Jest tu zdefinicwana poprzez rdwnanie:

2

~
\O
L8

42 = (x - %% = B -
gdzie x oznacza czas tR lub objgtosc

VR retencji.

Wariancije szerokodéci piku wyrazone w jednostkach czasu,

é

ct N

i cbjetosci, 63, powigzane sa ze sobg zaleznoscig:

bl

42 - g2 - i (10)

Jesli toleruje sie 5% strate zdolnosci rozdzielcze]

spowodowang detektorem wdwczas |18, 12] 3



2 2 . )2
@, + 84 = (1,050,) (11)

2 :
g% = 0,1025 6k F85

C7nacza to, ze rozmycie piku w detektorze nie przekracza ok.
10% rozmycia w kolumnie.

Po pierwiastkowaniu z rdéwnania (12) otrzymuje sig:
dy = 0,328, (13)
dl< wyrazi¢ mozna poprzez |11, 17|:

1/2 1/2

Gk = tR/N = N (1+k“) H/u (14)

gdzie tR - czas retencji, H - wysokcs$¢ pdéiki te2oretycznej,
U - liniowa szybkos¢ przepitywu.
/ kombinacji rdéwnan (10, 13 i 14) otrzymuje si:% dd wyra-

zone w jednostkach czasu, ddt’ lub objgtosci, de

Gy = 0,32 to/N7 = 03202 (k) Hp (15)
) /9 / v
ddv = 0,32 vp/Nt/ % = 0,32 NPE (1ekT) H o3/ (16)
gdzie J - objgtosciowa szybkos¢ przepiywu.

Z rdéwnari tych wynika, ze im sprawniejsza Jest #c.. .imma
(duze N) tym mniejsze powinno byé $ q-

Wptyw na rozmycie piku w detektorze maja jeigt: lasnosci
przepiywowe, objetos¢ craz niektdre inne cechy k  siruk-
cyjne. Przyczyng tego rozmycia jest mieszanie i  rtieczy
podczas jej przepiywu przez detektor. Jego wieik: £ trudno
okre$li¢ ze wzgledu na nieznajomo$¢ dokladnego ¢ . filu

przepiywu cieczy. Z danych empirycznych wynik%’,#9521|:
V (6



- 18 -

G2,=a V2 (17)

gdzie a - wspéiczynnik proporcjonalnosci rdéwny: -1-550,3 -
1T .

przy laminarnym przeplywie cieczy, 1 - przy przepiywie

turbulentnym (idealny mieszalnik), Vd - objetog$C detek-

tora.

Po podstawieniu réwnania (17) do (16) otrzymuje sig zalez-

nos¢ na maksymalng objetos¢ detektora, Vys spe¥niajaca
warunek zawarty w réwnaniu (11):
Vo= b vp/nt/2 (b=0,32+1,11) (18)
(19)

Dla uproszczenia rozwazari czegsto przyjmuje :3ig
|20, 23|, ze objetosé detektora powinna by¢ rdéwwna jedne]j
dziesiagte] objetosci piku. Zakitadajac, ze pik r@a razktad

Gaussa otrzymuje sie:

/2 1 /2

" " 2 “y /N2
Yy # 46, = W LE; (L+k")/N = 4 Vp/N (20)
Stad:
B Yl 2 3
Vg = 0,4 Vp/N (21)

Korzystajac z powyzszych réwnar mozna udowo:m -f
|15, 24|, ze objetos¢ detektora powihna byé tyww 1mejsza
im mniejsze sg: dtugosé i Srednica kolumny, Sr2#r ica
ziarna wypeinienia, wspéiczynnik pojemnos$ciowyr p ki,
wysokos$¢ péiki teoretycznej, szybkos$é przeplyww - Zuwatu,
wsp6iczynnik rozdziatu.

Dla cienkich i dtugich . rurek (bedgcych np.. = .=entem
pracujacym detektora lub polgaczenia) o promieniz . ld’
dtugosci, L, wariancj)e rozmycia przedstawic¢ mocuEr. - ¥ po-

staci |24, 25]:



= L8 R4 L J
al g TER S (22)
vd 24D

gdzie D - wspdiczynnik dyfuzji molekularnej.

Z réwnan (22) i (16) otrzymuje sie:

(23)

/ zaleznosci tej wynika, ze dla te] samej objetosci detek-
*ara korzystnie] jest stosowalé kapilary cierisze a diuzsze.
Wariancje wywolana czasem relaksacji, t , wzmacniacza

detektora opisuje zaleznoscé:

dd T A (24)

Stad, po podstawieniu do rdéwnania (16) otrzymuje sie |16]:

A = aciogoshe (25)

Powyzsze rdéwnanie odnosi sig do maksymalnego czasu relak-

sac]i wzmacniacza detektora spelniajgcego warunek (11).

2. Podzial 1 charakterystyka rdznych typdéw detektordw.

/e wzgledu na rodzaj odpowiedzi roczrdznia sie detektory
liniowe, catkowe 1 rdézniczkowe. Detektorem liniowym Jest,
Jak sama nazwa wskazuje, detektor, ktdrego sygnat wyjsciowy
jest liniowc zalezny od stezenia prdébki.

Oetektor mcze by¢ czuly badZz na ilosc¢, badZ na stgze-
nie prébki. Oznacza to, ze odpowiedZ detektora moze byc
pewng funkcj]a 1losci prdbki przeplywajgce] przez niego

na jednostke czasu lub ilosci prébki na jednostke



objgtosci fazy ruchomej. OdpowiedZ detektora czuteiu na
ilosé Jest stera dla dane]j przeptywa]jgcej ilosci picfbki,
niezelezna od szybkcsci przeptywu fazy ruchomej.

Ponadto wyrdznis sig dwie podstawowe grupy detigktordw.
Detektory dzialajgce na zasadzie rdéznicowego pomia:re
wntasnosci wspdlnej préobki i fazy ruchomej (np. przesodni-
ctwo, przenikalnos¢ elektryczna lub wspdiczynnik z.alamania
‘wiatia) oraz detektory dzialajace na zasadzie pcm iaru
wtasnosci charakterystycznej tylko dla prébkd (absorpcja
$wiatra, fluorescencja itp.). Oczywiscie klasyfikacja tego
typu nie Jjest écizia. Niektdére detektory w rdéznvch: uktadach
mogq naleze¢ raz dc jedne] raz do drugie]j grugy.

Ponizej zcostang zestawiocne najwazniejsze rodzaje detek-
tordw chromatograficznych. Dokiadne ich omdwienle mozna
znaleZé w wielu pracach przegladowych (6-10, 26-47].

Detektory pierwsze] grupy w sposdéb ciggiy mecrmitoruja
pewna wielkos¢ fizyczng eluatu. Poprzez uzycie odpowliednis-
nc przetwornika uzyskuje sie z nich odpowiedZ: napiecle-
-czas, proporcjonaing do mierzone)] wielkocsci. Do tego
typu detektordw zalicza sig detektor refraktometryczny
(pierwszy detekfor tego typu, Jak 1 pierwszy detektor co
chromatografili cieczowe] opilsany zostat w 1942 r. przez
Tiseliusa {2}, diélektr"czny, konduktometryczny, denso-
metryczrny, przewodnictwa cieplnego, interferometryczny,

iskozymetryczny itp. Detektery tegoc typu charakteryzuja
sig cgraniczong w.krywalnoscig, bezposrednio zwigzang

iatania, Z tego powodu odznaczaj)g sig one

N

z 1ch zasadg ¢

réwniez ograniczonym zakresem dynamiki liniowej, zwykle
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nizszym niz dwa rzedy wielkosci. Ich potencjalny zakres
dynamiki jest duzy (cztery do pieciu rzeddéw wielkosci)
lecz jest ograniczony z powodu ich siabej wykrywalnosci.
Detektory te sg czule na zmiany temperatury, szybkos$ci
przeptywu i sktadu fazy ruchomej. Wynika z tego, Ze moga
by¢ one wykorzystywane w warunkach izotermicznych (niska
wykrywalnos¢)i izokratycznych. Gidwne zastosowanie znaj-
duja do analizy zwigzkéw nie adsorbujacych Swiatla w zak-
resie ultrafioletowym, w chromatografii preparatywnej,
gdzie duze stezenia przekraczaja zakres normalnych detek-
toréw. Ponadto s3 one uzytecznym dodatkiem do innych de-
tektoréw, gdy wystarczajgaca jest staba wykrywalnosé.
Uzywane s3 one w mniej niz 20% wszystkich rozdzieleri |6].
Druga grupe stanowig detektory mierzgce tylko pewng
wielkos¢ rozpuszczonej w fazie ruchomej prébki. S3 one
czesciej uzywane niz detektory opisywane poprzednio.
Charakteryzuja sige z reguty lepsza wykrywalnoscig i szer-
szym zakresem dynamiki liniowej. Zalicza sig do nich de-
tektor pomiaru absorpcji $wiatla w zakresie ultrafiole-
towym, fluorymetryczny , polarograficzny, amperometryczny,
kulometryczny, potencjometryczny, czy tez rzadziej stoso-
wane detektory absorpcji ciepta, radiochemiczny, wychwytu
elektronéw, spektroskopii atomowej, piezoelektryczny,
fotojonizacyjny, fotoakustyczny, jonizacji plomieniowe]

itp.



.

5. Gidwne kierunki rozwoju metod detekcy]jnych.

Co pewien czas w literaturze fachowe] pojawia sig
opis nowego typu detektora do chromatografii cieczowe]
(np. detektora elektrokinetycznsgo). Jednakze obecnie
wigkszos¢ chromatografistdéw jest przekonana, ze niemoz-
liwe jest skonstruowanie uniwersalnego detektora do HPLC.
W zwigzku z tym badania skupiaja sig na poszukiwaniu no-
wych rozwigzan detektordw wysoce selektywnych, przysto-
scwanych do analizy okreslonej grupy zwigzkdw. Najwieksze
nadzieje wigze sig tu z potaczenia chromatografii cieczo-
wej ze spektroskopia masowag |48]. Szczegélnb w chromato-
grafii mikrokolumnowej istnieje mozliwos¢ bezposredniego
przytaczenia kolumny do Zrdédta jondw, bez posredniego
kroku odparowywania |49|. Wysoka selektywno$¢ oznaczen
uzyska¢ mozna rdéwniez przeprowadzajac przed- lub po-kolum-
nowa derywatyzacje prdbki |50-52|. Technika pokolumnowe]
derywatyzacji, dodatkowo, czgsto pozwala uzyskiwacC lepsze
rozdziaty oznaczanych substancji.

Rozwé] detektordw elektrochemicznych zmierza w kierun-
ku wprowadzania nowych materia*dw elektrodowych (elektro-
dy state), stosowania ich do roztwordéw niewodnych, zwigk-
szania czutosci detektordéw poprzez takg ich konstrukcje,
aby analizowany zwigzek ulegal wielokrotnie reakcjom
utleniania i redukcji |27, 53|. Wiekszo$¢ prac skupia
sie jednak w tym przypadku nad wprowadzeniem do detekc]ji
nowych technik elektrochemicznych np. polarografii zmien-

nopradowej, pulsowej itp. |54-56].



.

W detektorach .optycznych coraz czesciej obserwuje sieg
wproﬁadzanie laseréw jako Zrédet $wiatta |22, 57]. |
Drugi kierunek rozwoju tych detektoféw polega na wprowa-
dzaniu mozliwoSci dowolnego ustawiania diugosdci fali
Swiatta, przy ktérej dokonywany jest pomiar jegoc absor-
pcji, rgcznie lub automatycznie. Rozwdj tego typu konstruk-
cji doprowadzit do powstania optycznych detektordw "prze-
strajalnych". Rejestruje sig w nich jednoczesnie wiele
chromatograméw (wykresy tréjwymiarowe) przy rdZnych diu-
gosciach fal padajgcego Swiatla 150, 51} Uzyskujg sig
to za pomocg mechanicznego przemiatania lub poprzez za-
stosowanie w detektorze tablicowych fotodiod.

Detektory tego typu wydaja sig mieé¢ najwigksze znacze-
nie na przysztosé |4|. taczg one w sobie zalety detekt&-
réw uniwersalnych 1 wysoce specyficznych, a pqnadto
umozliwiaja analize zwiqikdw nierozdzielonych na kolumnie.
Oprécz wymienionych powyze]j detektordéw pomiaru absorpcji
Swiatia w nadfiolecie do detektordw przestrajalnych ia-
licza sie detektory fluoresceéncyjne (zmienna dlugo$é¢
fali $wiatla wzbudzajgcego i absorbujacego) i elektro-
chemiczne (nastawny lub "przemiatany" potencjat elektro-
dy). Dalszym rozwinigciem tego typu detektoréw sg detek-
tory wielofunkcyjne. Jedna celka detekcyjna jest w nich
podigczona do kilku ukladdw'pomiarowych. Obecnie znane
sg uktady pomiarowe bedace jednoCzeénie detektorem kon-
duktaemetrycznym i dielektrycznym |58, 59|, w tym réw-
niez z pomiarem stratnosci |6di 61|, oraz tréjfunkcyjne
detektory pomiaru absorpcji $wiatta, fluorescencyjny

fotoakustyczny i fotojonizacyjny |64, 65|. Kilka
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detektoréw tego samego lub réznego typu polgczy¢é mozna
réwniez szeregowo |64, 66|. W ukladzie pordéwnawczym mie-
rzy sie w takim przypadku stosunek lub réznice ich syg-
natdéw wyjsciowych. Gdy zastrzyknigta prdébka daje inny
sygnat nii standard zapisany w bazie danych to oznacza
to, ze wraz z nia wymywa sie zanieczyszczenie.

Rozw6j chromatografii cieczowej dokonuje sig obecnie
w duzej mierze na drodze miniaturyzacji Je]j aparatury,
chromatografy mikrokolumnowe oraz pakowane lub otwarte
kapilarne wymagaja znacznie mniejszych ilosci prébki
i fazy ruchomej do analizy |67, 68|. Udowodnié mozna
|69|, ze krétka, kilkunastocentrymetrowa, kapilara
o srednicy wewngtrznej ok. luym moze pracowac¢ jako kolum-
na chromatograficzna o bardzo duze] sprawnosci (N>'106).
Problemem jest tu konstrukcja odpowiedniego chromato-
grafu, a przede wszystkim detektora o odpowiednio male]j
objetosci, ponizej 1 nl

Znacznie bardzie] rozwinietg 1 szerzej stosowang
technika jJest obecnie chromatografia mikrokolumnowa
|13, 17, 70-75|. Do jej zalet zaliczy¢ mozna nizszag
ceng wypeilnienia i rozpuszczalnika, tatwos¢ potaczenia
ze spektroskopem masowym, wigkszg sprawnos¢ kolumny,
lepszg wykrywalnos¢ detektora. Lepsza wykrywalnos¢ detek-
tora jest w tej technice spowodowana tym, Zze stezenie
prébki w maksimum piku jest proporcjonalne do odwrot-
noséci $rednicy kolumny |70|. Oznacza to mniejsze rozmy-
cie prébki w mikrokolumnach. Przy czym przy polepszaniu
wykrywalnosci tg technikg pojawiajg sie dwie komplikacje
|71] :



1. Zmniejszenie objgtosci prébki zwigksza szum detektora,
co pogarsza jego wykrywalnosc.
2. Prébka rozciericzona jest w kolumnie proporcjonalnie

do kwadratu sSrednicy kofumny, tzn. je]j objetosci.

Stad, dlc dane] objetosci wstrzykiwane] prébki mikro-

kolumny s3 korzystne ze wzgledu na mniejsze rozmycie

probki. Jednakze, jezeli wstrzykiwane objetosci prdbki
na kolumny o réznych grednicach (lecz o tych samych
diugodciach 1 Srednicach ziaren) sa proporcjonalne do
objetosci kazde] z nich to kolumnowe rozciericzenie
prébki w chromatografii mikrckolumncowe] 1 konwencjonal-
nej sa sobie rdowne. Wobec tegolﬁisz%gykrywalnoéci ofe-
rowane przez chromatografie mikrokolumnowg majg prak-
tyczne znaczenie tylko witedy gdy objetosci dostgpnych
prébek sg mniejsze niz to potrzebne do zastrzyku pro-
porcjonalnego do objetosci danej kolumny 1 zadane]

jej sprawnoscil.

/ tego powodu niektdrzy autorzy {4, 71| polecajg stosowa-
nie kolumn o srednicy wewngtrznei 2 mm . Pozwalaja one
zredukowa¢ 1ilos¢ zuzywane] fazy ruchomej do 25% w sto-
sunku do kolumn 4 mm. Ponadto pracowac¢ na nich mozna

z detektorami stosowanymi w konwencjonalne] HPLC.

Do sterowania pracg chromatografu coraz czgscie]
znajduja zastosowanie mikrokomputery. Migdzy innymi sto-
suje sig Je do przechowywania i analizy chromatogramdw
(pordwnanie z danymi zawartymi w pamieci komputera),
sterowania gradientem elucji i przeptywu itp. Ponadte
stosuje sie je rdwniez do korekcji temperatury detektora,

cc daje lepsze rezultaty niz jego termostatowanie |76].
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Na zakorficzenie wspomnieé¢ nalezy, ze wykrywalnosé
detektora zalezy nie tylko od wtasnodci samego detektora
ale od catego zestawu chromatograficznégo. Zwiekszyé ]ja
mozna np. przez zastosowanie przed lub pokclumnowego
zatezania prébki. W przypadku gdy uzywana kolumna posic-
da wigkszg ilos¢ pdiek teoretycznych niz to jest potrzebne
do osiggniecia danego rozdzialu wykrywalnosé detektora
mozna polepszy¢ poprzez zwiekszenie objetosci wsfrzykiwa4
nejlprdbki |11, 71|. Wykrywalnos$é detektora polepsza sie
réwniez stosujgc mozliwie cienkie i dtugie kolumny, przy
danej ich objetosci. Mozna wdéwczas znaczﬁie zwigkszyd
objetos¢ zastrzyku i zmniejszyc szybkoéc pfzeplywu fazy

ruchomej (wiekéze ND .



II. Mechanizmy powstawania pradu i potencjalu przeptywu.
1. Wprowadzenie.

le wzglgdnym ruchem cieczy o kierunku rdéwnolegiym do
powierzchni ciala stalego bedacego z nia w knntakcie
zwigzany Jjest prad, I, i potencjal, E, przepitywu. Mierzone
sq one wzdtuz kierunku ruchu cieczy, np. migdzy koricami
rury lub kapilary przez ktdére przepiywa ciecz. Efekty te
zaliczajy sig do grupy zjawisk elektrokinetycznych.
0dgrywaja one wazng role w takich dziedzinach nauki
1 techniki jak chemia powierzchni 1 koloiddw, bioelektiro-
chemia, mineralogis lub petrochemia |77-82|. Natrafiamy
na nie rowniez w badaniach podstawowych podwdjnej warstwy
elektrycznej |{79|, mechanizmu adsorbcji {83] 1 filtmcji
{84, 85|, procesdw wzbogacania mineratdw ||77, 81,
powstawania ladunkdw przy przepiywie cieczy wysckcoporo-
wych przez rury, kapilary i przegrody porowate |86,
a takze krzepnigcia krwi im vivo |{87|. Do przyrzaddw
pomiarowych dziatajgcych na zasadzie pomiaru potencjatu
i pradu przeptywu zalicza sie przetworniki 88| i detek-
tory elektrokinetyczne {82]. Byity rdwniez czynione prdby
zastcsowanlia tych efektéw w generatorach wysokiego na-
piscia |89| oraz do wytwarzania energii elektrycznej |[78].

Tworzenie sig potencjaiu przepiywu podczas przeptywu
roztwordw elektrolitdw przez uktady kapilarne wykonane
z dielektryka odkryt Quincke w 1852 r. Mechanizm jego
pcwstawania wyjasnit w 1908 r. Smoluchowski |90|. Pod
koniec XIX w. odkryto réwniez elektrostatyczne ladowanie

sie cleczy niepolarnych przy przepiywie ich przez rurkil



metalowe. Zaobserwowano, ze efekt ten, bedacy przyczynsa
pozarow 1 eksplozji instalac]ji naftowych, zlikwidowacd
mozna zwiekszajgc przewodnictwc cieczy. Mechanizmy two-

rzenia sig tadunkdéw w obu przypadkach sg rdézne. Wynika

to gidwrie z rdéznic przewodnictwa wtadciwego cieczy [82,R

Wielkoscig opisujaca zdolnos$¢ cieczy do gromadzenia

tadunku jest czas potowicznego zaniku *adunku, tl/2:

ty,, = T/1,44 = €€ /1,44% (26

(@]
L
N
-
(4]
e\

- czas relaksacji tadunku, &€ - wzgledna prze-

=)
b=
(48]
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tryczna prézni, ¢ - przewodnictwo wlasciwe cieczy.
Definiuje sig go Jako czas, w ktdérym ciecz zamknigta

w uziemionym lub 1zolowanym metalowym zbiorniku, traci
potowe swego faduinku wskutek uplywnosci.

Jedng z wielkoscil copisujgcych zachowanie sig cieczy

(@)

o

nae granicy faz z ciatem statym jest umcwna grubos¢ peod-
wdjnej warstwy elektryczne], S . Zgodnie z teorig Gouy-
-Chapmana rdwna jest ona odlegiosci okiadek kondensatora

’

ptaskiego stoscwanego jako Je’ model. Korzystajac z row-
¥ b J o J ‘2

elektryczna cieczy, g _ - przenikalnos¢ elek-

nania Poissona-B8oltzmanna przecstawié jg mozna w postaci:

[e]
~I

~~

6

gdzie k, - staia Boltzmanna, T - temperatura bezwzgledna,

n - liczba zdysocjcwanych molekui w jednostce objetosci

roztworu, z - wartosciowosé¢ jonu, e - elementarny ladunek

elektryczny.




Po wprowadzeniu do réwnania (27) wspdiczynnika dyfuzji
molekularnej, D, szybkosci ruchu jondw opisanych rdéwnaniem
Stokesa, skorzystaniu z zaleznos$ci Kohlrauscha oraz zaloze-
niu jednakowych rozmiardw, wartosciowosci i ruchliwosci

jondéw dodatnich 1 ujemnych otrzymuje sig zaleznos$¢ |86

S - AT (28)

Wielkosci wystgpujgce w powyzszych rdéwnaniach zostatly,
przyktadowo dla wocdnego roztworu KC1 i1 mieszaniny wegloc-
wodordéw alifatycznych, zestawione w Tabeli 1. Widac¢ z nieg],
ze miedzy roztworami elektrolitdw, a cieczami niepeclarnymi
wystepuja Jakosciowe rdéznice. Sg one przyczyng rdéznych
mechanizmdw tworzenia sie praddw przeptywu w fych cieczach.
Diuzszy czas relaksacji cieczy niepolarnych powoduje moz-
liwosé gromadzenia przez nie tadunkdw elektirostatycznych.
Roztwory elektrolitdw pozostaja praktycznie zawsze elektro-
obojetne.

Tabela 1

Niektdre state fizykcchemiczne charakteryzujgce wtasnosci
cieczy w gtebi fazy 1 w obszarze pcdwdéjnej warstwy elek-
trycznej wodnego roztworu KCl oraz mieszaniny weglowodordw

alifatycznych wystepujacych w benzynie.

;,,f_ rohm~Lem™l b1,47 x 1078 | 1744
¢ |bezwym.| % g0 2

D im? s71 1,9 x 1077 5.7 % 1677
“ |s| 5 x 1078 18

$ fumi | 1072 184




Czasowa zaleznos$¢ zmian stezenia "i'-tego skladnika

w rcztworze opisuje jego réwnanie bilansu |91, 92]:

’c)ci/ Dt = -div Ji' -1, (29)

-

gdzie J - gestosc przeptywu masy, L, - szybkos¢ zmiany
stgzenia w jednostce objgtosci w wyniku przebiegu homo-

ennej reakcjli chemicznej. Przy czym transport jondw
y

N

opisa¢ tu mczna rdwnaniem [91]:
D.lCi
4 ~ —_—
e e v i, «+C.u=-D\/C, -D,C. -
i - i i i i 171 i
R T
F ZiCiDi -
o S R - (30)
R T
gdzie R'- uniwersalna stata gazowa, Hi - potencjal elek-
trochemiczny, ¥ - wspdiczynnik aktywnosci, C( - poten-
cjat elektryczny.

0la roztwordw rozcierficzonych rdéwnanie to upraszcza sig

1: = —!’._ -+ “"_ -+ J". = - D C S FCZU’ +
“i T Ydi T vmi ki g Wiy ici lV({’
- C.u (31)
i
W réwnaniu tym Jd : Jm i Jk oznaczaja odpowiednic tran-
1
spert dyfuzyjny, migracyjny 1 konwekcy]jny.
Gestos¢ pradu jJ opisac¢ mozna wdéwczas poOprzez:

7 = 1 = J {}
J Ziji FSiZi i (32)



Po uwzglednieniu rdéwnania Kohlrauscha oraz zatozeniu
rownych wartoéci wspdéiczynnikdéw dyfuzji i ruchliwodci

jJondw dedatnich i ujemnych otrzymuje sie rdwnanie:
jje=-D Ve= V¥V +85 "1 (33)

gdzie s = F i:Ci - objetosciowa gegstos¢ radunku,
1

stanowigce podstawe dalszych rozwazan.

Do wyprowadzenia rdéwnari opisujgcych omawiane zjawiska
konieczna jJest rdwniez znajomos¢ rozkladu potencjatu
w obregbie podwdjne] warstwy elektrycznej cieczy. Rozktad
ten opisuje rownanie Poissona-Boltzmanna. Dla energii
cddziatywari elektrostatycznych mniejszych od termiczne]
energii ruchu czgstek, przechodzl ono w rdéwnanie Debye a-
-Hlckla |79, 93-97|. Wprawdzie zastosowanie rdwnania
Poisscna 1 Boltzmanna do opisu budowy warstwy podwdjnej

zenla, to Jednakze

Q4]
N

budzi od dawna pewne uzasadnione zasirz
do opisu z]Jjawisk elektrokinetycznych stosuje sie jednakze
1 tak jego bardzo uproszczone wersje. W doktadniejszych

rozwazaniach powinnc slg dodatkowo uwzgledniad rdwniez

ot
=

zapurzenle struktury warstwy podwdéjne] spowodowane ruchem

<

e
o8]
(@8

cieczy |94,. Doki

Iniejszy formalizm matematyczno-fizyczny
jest rowniez potrzebny do zrozumienia mechanizmu tworzenia
sie pradu przepilywu w cienkich kapilarach |98, 99|. Przy-

padek ten nie dotyczy Jjednak detektordw elektrokinetycz-
nych.

Ciecze niepolarne charakteryzuja sig gruba, makrosko-
powych rozmiardéw, podwdjng warsiwg elektryczng (Tabela 1).

Stad w ukiadach kapilarnych ich wtasnodci w warstwie



przypowierzchnicwe] 1 w gilgbi fazy sg jednakowe. Rdéwno-
mierny rozkiad tadunku elektrycznego wystgpuje wtedy, gdy
grubosc¢ warstwy podwdjnej jest wigksza od grednicy kapi-
lary. Ze wzglgdu na tak znaczng ]Je] wartosc¢, efekty
elektrokinetyczne w cieczach niepolarnych zaleza od tego,
czy przeptyw cieczy ma charakter laminarny czy turbulentny.
Grubos¢ warstiwy pocwdjne] zalezna jest od przewodnictwa
cieczy (27, 23). Stad im mniejsza $rednica kapilary tym
bardziej rdwncmierny rozklad tadunku w cleczy mozna uzy-

ska¢ dla wiaksiego przewodnictwa cieczy. Przyktadowo dla

£ - 9 5 G-B

B s 1E cm’/s i & = 7 x 1 ohn lemt jedno-
rodny rozklad tadunku uzyskuje sig dla srednicy rurki

d = 1 mm. Natomiast dla tych samych € i D oraz

o =7x 1029 0nm! cm~! d1a d= 10mm |100f.

W roztworach elektrolitdw wytwarzanie tadunku zachodzi
zawsze wediug tego samego mechanizmu bez wzglgdu na cha-
rakter przeptywu cieczy. Wynika to z faktu, Zze nawet
przy przeptywie turpbulentnym w poblizu granicy faz cialo
state-ciecz wystegpule laminarna warstwa przypowierzch-
niowa o grubosci przewyzszajace] znacznle grubosc pcdwd]-
nej warstwy elektryczne] roztwordw elektrolitéw. Grubosé
takiej warstwy laminarnej obliczyé mozna z rdwnania |8o]:

O, =5dRe /B o5q (L o (34)
gdzie Re - liczba Reynoldsa,§ - gestos¢ cieczy,

Q - wspdtczynnik lepkosci dynamiczne].



- 3% .

Przyktadowo dla Re = 10 000 i d=1mm, g 1 1,5 um.

Z Tabeli 1 wynika, ze grubo$¢ warstwy laminarnej Jest
okoto stu razy wieksza od grubosci warstwy podwdjne]
roztwordéw elektrolitéw. Jednoczesnie jJest ona okolo stu
razy mniejsza od grubosci warstwy podwéjne] cieczy nie-
polarnych. Wynika z tego, ze w przypadku cieczy niepolar-
nych przy obliczaniu grubosci ich warstw podwdéjnych powi-

nien by¢ uwzgledniony wspdiczynnik dyfuzji wirowe], De:

1/6

De = 0,009 d u Re” (35)

Dla omawianego powyzej przypadku (u = 1 m/s) uzyskuje

sie wéwczas dla cieczy niepolarnych g = 1,y mm. Oznacza
to nakladanie sig dwéch przeciwlegiych warstw podwdjnych
oraz réwnomierny rozklad ladunku elektrycznego wewngtrz
rurki. Nalezy przy tym zaznaczyc¢, ze grubosc¢ warstwy
dyfuzyjne] jest zwykle mniejsza od grubosci warstwy lami-
narnej. Spowodowane to jest zmniejszeniem sig grubosci
warstwy dyfuzyjnej wskutek ruchu cieczy.

Ruch ptyndéw odbywa sige zwykle pod wpiywem dziatania
réznicy cidnienia. Przepiyw cieczy rzeczywistych, tzn.
lepkich 1 $cidliwych, opisuje rdéwnanie Naviera-Stokesa
192, 96, 101-104|. W problemach elektrokinetycznych czegsto
wykorzystuje sig uproszczone wersje tego réwnania. Przy-
ktadowo laminarny ruch lepkie) cieczy niescisliwe] przez
okragte rurki opisuje rdéwnanie Hagena-Poiseuille'a. Réw-
nanie to wykorzystuje sie m.in. przy wyznaczaniu lepkosci
cieczy metodq oznaczania Je] szybkosci przepiywu przez
kapilary. Okazalo sie przy tym, ze tak wyznaczona lepkosc

cieczy nie zalezy od materiatu kapilary |105|. Oznacza
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to, ze cienka warstewka cieczy, tuz przy powierzchni
§cianki jest nieruchoma (ciecz piynie wzdluz cieczy).
Wynika z tego, ze ruch cieczy moze dzielié podwdéjng
warstwe elektryczng na czesé nieruchoma.(adsorpcyjna)
oraz poruszajqcq sig wraz z cieczg (rozmyty). Podzial
taki zaklada sig we wszysfkich teoriach opisujacych
generacje pradu przepitywu.

Opis prgdu i potencjaiu przeptywu dotyczy na ogéil
przypadku w ktérym zaburzenie mechaniczne bieczy przy
wejsciu do kapilary mozna pqminac. W przypadku laminar-
nego przepiywu cieczy, przez rurke o promieniu Rd’ cza-
sowi zaleznos¢ objetosciowe] szybkosci przepiywu opisuje
réwnanie |92, 106]: |

6t

J(t) =3 |1 - exp (- ——-i)l (36)

¢ R4

gdzie J - oznacza objetosciowy przepiyw cieczy opisany

rdwnaﬁiem Poiseuille a:
s IR T | (37)

gdzie l&P.— réznica cisnieri przytozona do rurki.

Stad czas, @ lub diugosé, 1

W’ wejsciowg odcinka

w,
rurki, w ktdérym rozklad predkosci wplywajacej cieczy
zmienia sie z jednorodnego na paraboliczny, charaktery-
styczny dla laminarnego przeptywu cieczy, obliczy¢

mozna z réwnan:



-« 35 =

4
R
A f{—g In(l - 5y (38)
W e
s
1, =u 7 = 0,02 Red (39)
W
2. Prady przepitywu w cieczarch dielektrycznych.
Ciecze dielektryczne, wysokooporowe (¥ £ lO-lBOhm_lcm

przeptywajac przez rurki lub uktady kapilarne (wykonane

z przewodnika lub dielektryka) taduja sie elektrycznie
wskutek tarcia |{107-113]. Mechanizm tego zjawiska zostatl
wyjasniony w latach szesc¢dziesigtych naszego stulecia
|114-131|. Poszczegdlni autorzy wyprowadzili rdéwnania
opisujace zaleznos¢ wielkosci gestosci tadunku badZz pradu
przeptywu od rdznych wltasnosci cieczy 1 parametrdw rurki
lub kapilary oraz dla réznych zalozerd odnoszacych sie

do charakteru przeptywu cieczy 1 budowy warstwy podwdjne]
|89|. Z powocdu duzego oporu tych cieczy (pordéwnywalnego

z cporem kapilar) nie jest w nich mozliwy pomiar potencja-
tu przeptywu |132].

Zetknigciu dwdch rdznych ciat towarzyszy przejscie
elektrondéw z jednej powierzchni na druga. Spowodowane to
jest rdznicg powierzchniowego stgzenia tadunku i réznicag
prac wyjscia elektrondw w obu fazach.

Na granicy styku metalu z dielektrykiem elektrony prze-
chodza do materiatu dielektrycznego, charakteryzujgacego
sie mniejsza praca wyjscia elektrondéw (nizszym poziomem

Fermiego) {130!. Podobna sytuacja wystepuje na granicy

styku dwu rdéznych materiatdéw dielektrycznych. Powoduje

_.l),



to powstanie podwdjnej warstwy elektrycznej w ich war-
stwach powierzchniowych. Rozdzielenie ich prowadzi do
rozdzielenia tadunkdw. Oznacza to, ze oba materiaty
pozostaja elektrycznie natadowane. Empiryczna regula
Coehna |132, méwi, ze dielektryk o wiekszej przenikal-
nosci elektrycznej taduje sig dodatnio, a dielektryk

0 mniejszej przenikalnosci ujemnie. Wielkos¢ powstatych
tadunkdw zalezy od réznicy przenikalnosci elektrycznych
obu materiatdw.

Istotne jest w tym miejscu pytanie, skad biorag sie
tadunkl elektryczne w cieczach dielektrycznych. 0téz
okazuje sie, ze nawet w 1dealnie czystych cieczach nie-
polarnych wystepuje pewna, $ladowa 1los¢ jcocndw. Sag one
przyczyng przewodnictwa tych cieczy. Przyktadowo dia
cieczy o o = 10712 ghn1 cm-l, D=5 x 107% cmn?/s
iz =1, zgodnie z rdéwnaniem Kohlrauscha:

- 2

i inZ g, B . 3 20 By By (40)
stQZenie jondw wynosi 4 x 10—11 M. Jony te powstaja w
wyniku autojonizacji czgsteczek rozpuszczalnika, Jego
jonizacji promieniowaniem kcsmicznym lub izotopami
promienictwdrczymi zawartymi w cieczy badZ sciance kapil-
lary |132|. Gidwna przyczyng ich wystgpowania Jest jed-
nakze dysocjacja zawartych w cieczy zanieczyszczer. Po-
twierdza to fakt 30% spadku przewodnictwa cieczy po
jej przeptynieciu przez kapilare metalowg |144].

Réwnanie opisujgce natezenie pradu przeptywu podczas

przeptywu cieczy niepclarnych przez kapilary metalowe

wyprowadzié¢ mozna z rdwnania (29). W przypadku



niewystgpowania reakcji chemicznej i zmian stezenia

w czasie réwnanie to upraszcza sie do postaci:
div 4 =@ (41)

W przypadku turbulentnego przepiywu cieczy po lewe]
stronie réwnania (41) wystegpuje $rednia czasowa z dywer-
genc]ji.

Jesli przyjaé, ze elekirodowe procesy utleniania -
redukcji moga zachodzi¢ rdwniez w roztworach cieczy
niepolarnych typu wegglowodordw nasyconych, to wdéwczas
procesom tym towarzyszy¢ bedzie transport jondw do
powierzchni clata stalego wywolany gradientem potencjatu
na granicy faz. Gdy 1adunek z powierzchni ciata stalego
zostanie odprowadzony, np. przez uziemienie, wdwczas
ciecz unosi¢ bedzie ladunki przeciwnego znaku [100;.
Spowodowane to Jest jJej duzym czasem relaksacji (Tabela 1).
Procesowl temu towarzyszg dwa typy polaryzacji. Pierwszy
to polaryzacja stezeniowa, ktdrej przyczyng Jest mata
szybkos¢ dyfuzji jondw w stosunku do szybkosci ich roz-
tadowywania. DOrugl pclega na wzroscie stezenia jondw
przeciwnego znaku, wzdiuz diugos$ci kapilary, co powodu]je
zmiany w strukturze warsfwy podwdjne].

Catkowity przeptyw pradu przez powierzchnig $Scianki

kapilary, ] , opisany Jest za pomoca rdéwnania:
s

ds dy | ,
! 42)
= =D ---- - ———— \
% dr’ |, R 5 xR
id i'd
gdzie r’- radialna odleglo$é od osi kapilary, x - osiowa

odlegtos¢ od poczatku kapilary.



- 38 -

Pierwszy sktadnik prawej strony réwnania (42) odpowiada

dyfuzyjnemu -przeplywowi ladunku, ktéry zapisaé mozna

189, 93, 119]:
ds 3 DF
D ---== = -=--- (C-C)=0 (43)
dr’ d n® o

gdzie de - grubos¢ warstwy dyfuzyjne], CO - stezenie
jondw przy powierzchni granicy faz.
Réwnanie to okres$la warunki brzegowe rdéwnania (33).
Drugi skiadmik réwnania (42) odpowiada za efekty pola-
ryzacji. Jego wartos¢ wynosi zero u wlotu do kapilary
1 wzrasta wzdiuz jej osi.Dla diugich kapilar osigga on
te samg wartos¢ co skiadnik pierwszy lecz jest przeciw-
nego znaku. W konsekwenc]i prowadzi to do js=0. Po
podstawieniu do rdéwnania (33) réwnania Poissona, otrzy-
muje sie |100, 114-116| zalezno$¢ opisujaca prad prze-
piywu, I, cieczy dielektrycznych:
(44)
LR S e e (L =~== ) |k - exp (-1 /GT)]

Powyzsze réwnanie wyprowadzone zostalo przy zalozeniu,
ze w cieczy znajdujg sie tylko jony jednowartosciowe
0 wanych‘sobie wspbiczynnikach dyfuzji molekularne],
ciecz jest niescisliwa, natomiast je]j przewodnictwo Jest
state 1 niezmienne w czasie.

Dla diugich kapilar,matych szybkosci przeptywud i duzych
przewodnictw cieczy ( 1> u% ), czynnik eksponencjalny

w réwnanir A44) »nika |86 N2l  Stad-



I =1I% |1 -exp- (1L /uT)| (45)
gdzie 1™ e prad przeptywu dla nieskoriczenie dtugich
kapilar.

Oznacza to niezale?no$c¢ natgzenia pradu przepiywu od
diugosci zastosowanej kapilary. Doswiadczalnie stwier-
dzono, ze stabilizacja pradu nastegpuje po przepiynieciu
przez ciecz odlegiosci rdwne] 20-40 $rednic kapilar.
Dla L& UuT wyraz w nawiasie ostatniego réwnania przyj-
muje wartosé¢ 1 /u<T . Oznacza to wprost proporcjonalng
zaleznosC¢ nategzenia pradu przeptywu od diugosci kapilary.

Omawiane rdéwnania wielokrotnie zostaty zweryfikowane
eksperymentalnie |111-116, 134, 135|. Szczegdélnie dobra
zgodnosc¢ teorii z doswiadczeniem zaobserwowano w przy-
padku kapilar o matych Srednicach, dla duzych szybkodci
przeptywu oraz matych przewodnictw wtasciwych cieczy.
Nalezy przy tym wyraZznie zaznaczy¢, ze z reguty nie sg
znane reakcje elektrodowe przebiegajgce na powierzchni
kapilary. Stad, zgodna z przewidywaniami jest Jedynie
srednia czasowa bezwzgledne] wartosci natezenia praddw
przeptywu uzyskanych z pomiardéw przeprowadzonych w roz-
nych warunkach {108, 128].

Wzrost przewodnictwa cieczy z Jedne] strony zwigksza
stgzenie jondw mogacych ulegac¢ reakcjom elektrodowym,
z drugie] zas zwigksza prad przewodnictwa oraz zmniejsza
wartos¢ potencjatu na granicy faz. Z tego powodu ze
wzrostem przewodnictwa cieczy poczatkowo obserwuje sig
“wzrost, nastepnie zmniejszanie natgzenia pradu przeptywu.

Maksimum tej zaleznos$ci przesuwa sig w kierunku



wigkszych przewodnictw ze wzrostem szybkosci przeptywu

cieczy.
3. Prgdy przeptywu w roztworach elektrolitdw.

Rozwazmy roztwdr elektrolitu w cieczy polarne]
(o > 10 %hmn ! el przeptywajacy przez kapilarg lub
przegrode porowatg wykonang z dielektryka. Jego ruch
dzieli pcdwdjna warstwe elektryczna na czes¢ ruchoma
i nieruchomg |77-82, 86, 90|. ROznica potencjatdéw miedzy
ptaszczyzna poslizgu rozgraniczajgce obie te czesci,
a punktem w glebi rocztworu nosi nazwe potencjaiu elek-
trokinetycznego, 7 . Jezell ptaszczyzne poslizgu 1 pia-
szczyzne w giebi cieczy, o statym potencjale, potrakto-
wac¢ Jako okiadki kondensatora plaskiego, wdéwczas poten-
cjat elektrokinetyczny przedstawié¢ mozna, zgocdnie

z réwnaniem Helmhotza, za pomoca wyrazenia:

gdzie g - powierzchniowa gestos¢ tadunku, dm - grubosec
ruchomej czesci podwdjnej warstwy elektryczne].
Potencjat elektrokinetyczny w pewnym przyblizeniu uwa-
zaé¢ mozna za réwnoznaczny z potencjatem Sterna (maksy-
malnego przyblizenia jondw) |79, 94].
Wyrazenie opisujace prad przepiywu otrzymuje sie

z warunku elektroobojetnosci catego przekroju kapilary
(tadunki elektryczne ruchomej i nieruchomej czegsci war-

stwy podwéjnej sg rdéwne co do wartosci lecz przeciwnego

znaku):
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(47)

cl

I =2WR,gu= ®s R

anN

Z kolei zaleznos¢ liniowej szybko$ci przepiywu cieczy
od ciz$nienia, AP, i odlegtosci od osi kapilary

opisuje réwnanie Hagena-Poiseuille a |92, 96, 103, 136]:

8 = e ar (48)

Dla qﬂ({ Rd réwnanie (48) upraszcza sie do postaci:
= /
u=d R, AP/2p1 (49)
Potgczenie rdéwnai (46) - (49), po przeksztalceniach,

prowadzi do rdéwnania Smoluchowskiego, przedstawiajacego
zaleznos¢ pradu przepiywu od cisnienia przytozonego do

kapilary |90 :
I = - e (50)

Przy jego wyprcwadzanliu przyjeto, w stosunku do rdwnania
(33), nastepujace uproszczenia: WC = Yy = V¢ - 0.
Oznacza to, ze prad przeptywu jest pradem zwigzanym
jedynie z konwekcyjnym przepiywem cieczy. Wytworzonemu

w kapilarze prgdowi przeptywu towarzyszy potencjatl
przeptywu, E, mierzony na Je] koricach. Ze wzgledu na

to, ze w roztworze elektrolitu musi byc¢ speiniony waru-
nek elektroobojetnosci cieczy (maly czas r;laksacji)
wpiywajgce] 1 wyptywajacej z kapilary, potencjal prze-

. 0 . . -
ptywu powodu;e*@stanle w kapllarze prgdu opornosclo-

wego, Im



N 2
Im = WR, & E/] (51)

Prad ten ma przeciwny zwrot do pradu przeptywu i rozia-
dowuJe tadunki gromadzgce sie na koricach kapilary.

W stanie stacjonarnym wartosci bezwzgledne natezeri obu

pragdéw sg sobie réwne. Z przyrdéwnania lewych stron réw-

nari (50) i (51) otrzymuje sie po przeksztaktceniach:

s ?gio AP/?J (52

Z powyzszego rdwnania wynika, ze stosunek E/ AP jest
dla danej cieczy staty, niezalezny od wymiardw kapuilary.
Efekt ten wielokrotnie zostal potwierdzony eksperymen-
talnie |78, 137-147!. Nalezy przy tym zaznaczyc¢, ze
réwnanie (52) stosuje sie Jedynie do kapilar o stosun-
kowo duzych srzednicach 1 ditugo$ciach. Dla kapilar bar-
dzo krdétkich nalezy dodatkowo uwzglednic¢ efekty zwigzane
z zaburzeniem przeptywu cieczy u wlotu do kapilary.

W kapilarach cienkich (tzn. gdy stosunek przekroju war-
stwy podwdjne] do powierzchni przekroju kapilary Jest
duzy) nalezy dodatkowo uwzglednié przewodnictwo powierZzZ-

chniowe cieczy, A , |84, 139, 140]:

----------- - (53)
'Z(J{ + ZX/Rd)
Przewodnictwo to zwigzane jJest z przewodnictwem nieru-
chomej czesci warstwy podwdjne] oraz z dysocjacja grup

— Si0H i = BOH z powierzchni szkta |142].



W przypadku jeszcze cieriszych kapilar nalezaloby
uwzglednic¢ wpityw natgzenia pola elektrycznego na prze-
nikalnos¢ elektryczng i lepkos$é (efekt przeciwelektro-
osmotyczny) cieczy, a takze zastosowaé do opisu spadku
potencjatu w warstwie podwdéjnej i1 przepiywu cieczy bar-
dzie) rozwinigte postacie rdéwnania Poissona-Boltzmanna
i Navier-Stokesa |78,98|. Sformuiowanie "cienkie" kapi-
lary jest wzglgdne. Zalezy ono od stegzenia roztworu.

Im bardzie] rozcierficzony elektrolit tym wieksza jest
grubosé¢ podwéjnej warstwy elektrycznej (réwnanie (27)).
Tym niemnie] nawet dla najbardzie] rozcierficzonych roz-
twordw wszystkie poustzé efekty zaczynaja odgrywac
znaczaca role QDpiero przy srednicach kapilar mnie]jszych
niz 10 pm. Nie majg wigc one wigkszego znaczenia w od-
nieslieniu co detektordw elektrokinetycznych.

Wzrost stezenia elektrolitu obniza wartos$¢ potencjalu
przeptywu wskutek zmniejszenia grubosci warstwy podwdj-
nej oraz wzrostu przewodnictwa 1 specyficzne] adsorpcji
na granicy faz. Podobny efekt powoduje wzrost wartoscio-
wosSCcl i objetosci (mniejsza solwatacja) Jjonu.Zwigzki
powierzchniowc-aktywne dodane w niewielkich ilosciach
do roztworéw wodnych obnizaja wartos¢ potencjatu prze-
piywu. W miare zwigkszania ich stgzenia, czasaml obser-
wuje sie na przemian kilkukrotny wzrost i spadek warto-
éci potencjaiu elektrokinetycznego |78|. Spowodowane
jest to najprawdopodobnie] tworzeniem sig kilku warstw
przeciwnie zorientowanych dipoli czgsteczek powierzch-

niowo-aktywnych.
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Kapilareg szklang w pomiarach potencjatu przeptywu
mozna traktowac Jako elektrode czuta na stegzenie jondw
wodorowych [139,140|. Wyznaczone doswiadczalnie nachyle-
nie krzywej f£(1gC) jest z reguty znacznie mniejsze niz
58mV, ktdére] to wartosci mozna by sig spodziewal przez
analogieg do rdwnania Nernsta. Wywotane Jest to najpraw-
dopodobniej ztozong zaleznoscig stgzenia powierzchnio-
wego jonow od ich stezenia w gtebi roztworu. Przy wigk-
szych stgzeniach kationdw kapilare szklang mozna trakto-
wat¢ jako elektrode czulg na ich stezenie |80,141].
Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze catkowity spadek potencja-
tu na granicy faz kapilara-roztwdr jest duzo wigkszy od
potencjalu elektrokinetycznego. Spowodowane jest to
tym, ze najwiekszy spadek potencjailu wystepuje na nie-
ruchomej (adsorbcyjnej) czesci warstwy podwdjnej. Po-
twierdza to m.in. fakt, Zze potencjal elektrody szklane]
zanurzonej w 5x10_4M roztworze NaOH, a nastegpnie w

5x10~4

M HCL zmienia sig o 430mV, podczas gdy potencjail
przeptywu zmienia sie wdéwczas tylko o 15mV |105].
Wprowadzenie cieczy w drgania o kierunku rdéwnolegtym
wzgledem Scianek kapilary powoduje powstanie prgadu zmien-
nego o tej samej charakterystyce jagk wymuszajace drganisa

mechaniczne |148,149|. Efekt ten wystgpuje tylko w cie-

czach pclarnych i nosi nazweg efektu I1-17.



4. Detektory elektrokinetyczne.

Przyktadem praktycznego wykorzystania tworzenia sie
potencjatu 1 prgdu przeptywu sa detektory elektrokine-
tyczne. Siuzg one C2 wyznaczania stezeri sktadnikdw
w przeptywajgcych przez nie roztworach. Znajduja one
zastosowanie przede wszystkim w wysokosprawnej chroma-
tografii cieczowej. Pierwszy taki detektor, z pomiarem
potencjatu przeptywu, skonstruowany zostal w 1967 r.
przez Ando i wsp. {150|. Sktadat sie on z kapilary, lub
rurkl wykonanej z dielektryka z wypeinieniem drobno-
ziarnistym bedgcym rdéwniez dielektrykiem. Na obu kori-
cach takiego elementu pracujacego detektora zamocowane
byly elektrody wykonane z metalu chemicznie odpornego.

Wykrywalnos¢ wodnego roztworu KCl przez detektor wyno-

8 3

sita 10 "M, przy objetosci wstrzykiwane) prébki 0,33cm”.
W 1970 r. Lauer i Anta [113| zaobserwowali, ze pole
pod powierzchnig wykresu I= f(t,, uzyskiwanego na prze-

. . . . OW, . . :
rodzie porowate] wykonanej z Al gdyv tieg strumienia
J J

2%3
weglowodoru nasyconego (izocktanu,) wstrzykiwana byia
fina (heksen-1), proporcjonalne jest do objetosci
wstrzykiwane] olefiny. Zaobserwocwanego efektu nie wyko-
rzystali oni Jednak praktycznie.
Zagadnienie elektrokinetycznej detekcJi rozwijane
bylo nastepnie w osrodku w Brnie |[151-160|. Skonstruowano
tam kilka modeli detektordéw elektrokinetycznych z pomia-
rem pradu przepiywu i zastosowanc je do chromatografii

faz normalnych. Terabe i wsp. |l161-164| zastosowali de-

tektor z pomiarem prgdu przepiywu w chromatografii faz



odwréconych 1 chromatografii jonowymienne].

Krej#i i S§lais |152| zastosowali do konstrukcji detek--
tora wigzke kilkuset kapilar szklanych. Wytworzony w ka-
pilarach tadunek odprowadzony byl za pomocg drutu mie-
dzianego nawinigtego na catej dtugosci wiazki. Zaobscer-
wowali oni, ze im diuzsze byty kapilary tym szerszy byl
przedziat szybkosci przepitywu cieczy, w ktdrym odpowiedZ
detektora nie byta zalezna od tej szybkosci. VWniosek ten
jest zgodny z przewidywaniami rdéwnania (44).

Role detektora elektrokinetycznego moze réwniez spet-
nia¢ metalowa kolumna chromatograficzna, elektrycznie
odizolowana od ukladu pompujacego |153). Wstrzykniecie
prébki do kolumny zaburza je] réwnowage elektryczng, co
oznacza powstanie sygnalu elektrycznego. Zaleznos¢ ge-
stosci tadunku generujgcego sig na kolumnie chromatogra-
ficzne) od przebytej przez prébke drogi, y, opisuje

réwnanie:

S = S,y |1 - exp - (Ay/H)| (54)
gdzie A - stata charakteryzujgca kolumng.

Ze wzoru tego wynika, ze dla y 2 2H, s=s Oznacza to,

ay’
ze prébka po przejsciu w kolumnie odleglosci rdwne]

dwdm wysokodsciom pdiek teoretycznych szestaje generowac
tadunek elektrokinetyczny rézny od poziomu tta. Nastepny
sygnal na chromatogramie jest obserwowany podczas opu&ngﬁigz
prébke kolumny. Gdy na korficu kolumny umie$ci¢ dodatkowo

metalowa rurke o $rednicy na tyle duzej, by nie
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generowala wtasnego pradu przeptywu, wéwczas mierzony

na niej prad ma tg samg wartos¢ bezwzgledna, lecz prze-
ciwny znak w stosunku do prgadu generowanego w kolumnie.
Spowodowane to jest opisanym poprzednio elektrostatycz-
nym tadowaniem sig cieczy dielektrycznych. Na tej same]
zasadzie dziata detektor zbudowany z kapilary szklane]
-z wtopionym w nig adsorbentem |156,157,159,160]|. Kapi-
lara taka speinia jednoczes$nie role kolumny chromatogra-
ficzne] 1 detektora. Z ciekawszych zastosowari nalezy
wymienié mozliwo$¢ oznaczania objetoé?@wféﬁumny chroma-
tograficznej za pomocy detektora elektrokinetycznego
|155|, czy tez zastosowanie go do oznaczania stopnia
czystosci wody w préeplywie |165,166].

Na podobnej, do detektordéw elektrokinetycznych, zasa-
dzie dziata detektor rozpryskowy |167,168|. Wykorzystuje
sie w nim, odkryte w 1892 r. przez Lenarda, zJjawisko
polegajace na nierdwnomiernym podziale tadunkdw elek-
trycznych podczas rozprysku kropelek cieczy na ciele
statym.

Efekt tworzenia sie pradu przeptywu byl rdéwniez wy-
korzystany do oznaczania szybkosci przeptywu fazy rucho-
mej w uktadzie chromatograficznym |169].

W momencie gdy rozpoczynalem prace nad zagadnieniem
elektrokinetycznej detekcji w HPLC tylko niekfére Z wy-
mienionych powyzej prac byty wéwczas juz opublikowane.
Poniewaz wydawalo sig wéwczas, ze ten typ detekcji
moze znaleZé szersze zastosowanie w HPLC, dlatego celo-
we wydawalo sie dokiadniejsze zbadanie mozliwosci tego

typu detekcji. Przede wszystkim nie znane byly wéwczas
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nawet podstawowe parametry (wykrywalnos$é, zakres dyna-
miki liniowej, czulos¢ itp.) charakteryzujgce ten typ
detekcji. Ponadto nigdzie nie byty oméwione zagadnie-

nia przedstawione w Celu Pracy niniejsze] rozprawy.
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D. CZESC EKSPERYMENTALNA.
1. Opis zastosowanej aparatury.

Pomiary wykonane zostaty z zactosowaniem chromatografu
cieczowego T-302 (IChF PAN, Warszawa). Jego pompa strzy-
kawkowa, napgdzana silnikiem krokowym, zapewnia bezpul-
sacyjny 1 staity w czasie przepityw fazy ruchomej. Cignie-
nie przed kolumng mierzone w nim Jest za pomoca tensame-
trycznege czujnika cisnienia umiejscowionego w gtowicy
chromatografu. Pojemnod$¢ cylindra tioka (zbiornika fazy
ruchomej) wynosi 250 cm3. Maksymalne cisnienie pracy chro-
matografu wynosi 30 MPa. Piynna regulacja umozliwia usta-
wienie szybkosci przepitywu fazy ruchomej w zakresie
5 - 100 mm3/s z dokladnogcia do 0,1 mmj/s. Chromato-
graf wyposazony Jest w wysokocisnieniowy dozownik o ob-
jetosci 5 pl. Pomiary w uktadzie chromatografii faz nor-
malnych wykonywane byl przy zastosowaniu dozownika petli-
cowego Rheodyne 7120 z petla o objgtosci 1000 pl. Powta-
rzalnosc¢ objetosci zastrzyknie¢ w obu przypadkach byia
lepsza niz 1%. Kolumna chromatograficzna, wykonana ze
stali kwasoodpornej (1H18N 97) podwieszona jest bezpo-
drednio do zaworu dozujgcego. Stosowane byily kolumny
0 diugosciach 150 i 250 mm i $rednicy wewnegtrzne] 4mm.
Kolumna chromatograficzna wraz z dozownikiem znajdowaia
sig w termostacie powietrznym (IChF PAN, Warszawa)

w temperaturze 20°C.
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Prad i potencjai przeptywu mierzone byty za pomoca
ukladu zbudowanego w oparciu o wysokoomowy wzmacniacz
operacyjny (opisany on bedzie w nastepnej czesci pracy)
lub za pomocg elektrometru Z.R. M.Kasprzaka T-219(Warszawa).
Potencjat na wyjsciu elektrometru odczytywany byl za pomoca
multimetru V-543 (Mera-Troniky Warszawa) i rejestratora po-
tencjometrycznego, Sefram PE (Paryz, Francja).

pH roztworu oznaczano za pomocg pehametru Mera-

-Tronik N-517 (Warszawa).
2. Stosowane odczynniki.

Jako wypeilnienia kolumn zastosowano z}oza chromatogra-
ficzne Lichrosorb Si 100, 10 pm, LiChrosorb RP-18,

10 pm oraz LiChrosorb KAT firmy E. Merck (Darmstadt,RFN).
Do badari wstgpnych uzyto kolumny wypeinionej kulkami
szklanymi 80 mesh (BDH, Poole, Wielka Brytania).

Eluenty przygotowywane byly z nastepujgcych rozpusz-
czalnikdw: wody czterokrotnie.destylowanej Z naczynia
kwarcowego, spektralnie czystego metanolu, izopropanolu
i heksanu (E.Merck).

Nadchloran czteroetyloamoniowy przygotowany zostail
w czystych do analizy - bromku czteroetyloamoniowego
(Reachim, ZSRR) i kwasu nadchlorowego (VEB Laborchemie-
Apolda, NRD).

Pozostate zwigzki (analizowane kwasy, odczynniki do
przygotowania bufordéw i eluentéw stosowanych w pracach
wstepnych), czyste do analizy, spektralnie czyste lub

czyste do chromatografii, pochodzity z firm POCh (Polska),
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E.Merck (RFN) i Fluka (Austria).
3. Procedura.

W badaniach wstgpnych stosowano kolumne wykonang
(IChF PAN) ze stali kwasoodpornej, dtugodci 150 mm
i srednicy wewngtrznej 4 mm, wypeilniona kulkami szkla-
nymi 80 mesh (BOH) metoda usypowa.

Kolumny chromatograficzne tadowane byty, ziozem
LiChrosorb RP-18, 10pm, LiChrosorb Si 100, 10 pm oraz
LiChrosorb KAT (E. Merck), metoda lepko$ciowa (réwnowa-

ga gestosci ztoza i cieczy dyspergujacej) |170|. Do
nabijania kolumn stosowana byla pompa gazowo-cieczowa
zaprojektowana i wykonana w IChF PAN |170|. Stosowano
nastepujaca procedure postepowania. 0Odwazong ilos¢ zloza
(zalezng od wymiardéw kolumny) przenoszono do kolbki.
Dodawano do nie] nastgpnie odpowiednig ilos$é cieczy
dyspergujgcej. Kolumne, zabezpieczong na korficu siatka
nylonowag, stalowg i krazkiem bibuty, mocowano w statywie
pompy. Nad nig mocowano zbiornik, do ktdérego wlewano
zdyspergowang w ciggu dziesiegeciu minut na ptuczce ultra-
dZwiekowe] zawartos¢ kolbki. Do pompy zasysano ciecz
ttoczng. Nastepnie otwierano zawdr gazu w pompie. Spreg-
zony gaz, azot, z butli pchat wéwczas pod cisnieniem

420 atm. hydrauliczny tiok i ciecz tloczng. Ciecz ta
wtlaczata i ubijata zawiesine w kolumnie.

Kolumne chromatograficzng przed uzyciem kondycjono-

wano przepuszczajac przez nia 250 cm3 fazy ruchome]

stosowanej’nastepnie do rozdziatdéw. Kolumne napeiniong
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silikazelem wstgpnie kondycjonowano bezwodnym benzenem
w celu wymycia z niej rozpuszczalnikéw polarnych.

W pracy stosowano kolumny wykonane ze stali kwaso-
odpornej o srednicy wewngtrzne] 4 mm oraz diugosci 150 mm
( LiChrosorb RP-18, LiChrosorb KAT) i 250 mm (Li-
Chrosorb Si 100). Zloze RP (1,5g) dyspergowano w 15 cm?
mieszaniny dioksan + <czterochlorek wegla (50 + 50)
obj./obj., silikazel (1,9g) w 20 cm3 mieszaniny izopro-
panol + czterochlorek wegla (65 + 35) obj./obj., nato-
miast ztoze jonowymienne (1,5g) w 15 cm3 wody. Jako ciecze
ttoczne w dwéch pierwszych przypadkach stosowano metanol,
w trzecim wode.

Do przygotowania eluentdédw stosowano wodg czterokrot-
nie destylowang z destylarki kwarcowe] firmy Heraeus
(RFN). Pozostale rozpuszczalniki uzywano bez wstepnego
oczyszczania. Przed uzyciem, faza ruchoma byta przez
pietnascie minut odgazowywana na piuczce ultradZwigkowe],
pod préznig wytworzong przez pompke wodng.

Nadchloran czteroetyloamoniowy, TEAP, przygotowany
zostat przez jego wytracenie z wodnego roztworu bromku

czteroetyloamoniowego i1 kwasu nadchlorowego w tempera-

turze 60°C |171].
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E. KONSTRUKCJA DETEKTORA.

1. Budowa celki pomiarowe) detektora elektrokinetycznego.

Schemat zestawu chromatograficznego z detektorem
elektrokinetycznym przedstawiony zostal na Rys.l. Sklada
sig on z chromatografu opisanego w poprzedniej czesci
pracy oraz detektora elektrokinetycznego polaczonego
z elektrometrem, woltomierzem i rejestratorem.

Schemat celki pomiarowej detektora elektrokinetycz-
nego z kapilarg metalowg przedstawiono na Rys.2 |172],
natomiast detektora z kapilarg wykonang z dielektryka
na Rys.3 |173|. Eluat z kolumny chromatograficznej /1/
odprowadzany by, przez siatke zabezpieczajaca /2/ i zla-
cze /4/, do kapilary pracujacej detektora /3/. W pracy
stosowane byty kapilary wykonane z PTFE (politetra-
fluoroetylen), szkla borokrzemowego i stali kwasoodpor-
nej. Kapilara stalowa odizolowana byla od reszty uktladu
stozkami uszczelniajacymi /5/ wykonanymi z PTFE. Eluat
odprowadzany byt na zewnatrz poprzez kapilare /6/.
Kolumna chromatograficzna wraz z ukladem pompujgcym,
ztgczem /4/ i ekranem /7/ byla uziemiona. Potencjat 1lub
prad przeptywu mierzone byly na zz=tgczu /12/ wzgledem
ziemi.

W chromatografii faz normalnych w charakterze_ detek-
tora elektrokinetycznego stosowana byta zwykia kolumna
chromatograficzna |174|. Kolumna ta, podobnie do kapi-
lary na Rys. 2, odizolowana byla od reszty ukladu

i doktadnie ekranowana. Pomiar pradu przepiywu dokonywany

byl na niej poprzez jej poilgczenie z elektrometrem.
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Rys. 1. Schemat ukladu chromatograficznego z detektorem elektrokinetycznym.
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Rys. 2. Schemat celki detektora elekrokinetycznego z kapilara metalowa.

1 - kolumna chromatograficzna, 2 - siatka zabezpieczajgca, 3 - kapilara
pracujaca detektora, 4 - zigcze M12/M12, 5 - stozki uszczelniajace,

6 - rurka odprowadzajgca, 7 - ekran, 8 - uszczelka izolujaca,

9 - wzmacniacz operacyjny RCA-715, 10 - nakretka M12, 11 - nakrgtka M6,
12 - z}gcze M12/Mé, 13 - stalowy stozek uszczelniajacy 5/}9,

14 - stalowy stozek uszczelniajacy 4/3,5, 15 - opornik 107~ Ohm,
16 - woltomierz cyfrowy, 17 - rejestrator X-t.
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KOLUMNA CHROMATOGRAFICZNA
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3. Celka pomiarowa detektora elektrokinetycznego z kapilara

Rys.

pomiarowg wykonang z dielektryka.
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2. Pomiar potencjatu i prgdu przepiywu w detektorze.

W uktadzie przedstawionym na Rys.2 potencjat prze-
piywu mierzony byl za pomoca uktadu elektrometrycznego
ze wzmacniaczem operacyjnym /9/ RCA-715. 0Obwdéd ten cha-

11 Ohm

rakteryzowat sie opornoscia wejsciowa /15/ 10
|173]. Wzmacniacz zasilany byl ze stabilizowanego zasi-
lacza ZT7-980-Z (Unitra-Unima, Warszawa). Wartos¢ mierzo-
nego potencjalu odczytywano multimetrem Mera-Tronik
V-543 1 zapisywano na rejestratorze Sefram PE.

W trakcie pracy okazalo sig, ze konieczne jest zbudo-
wanie uktadu umozliwiajgcego pomiar zaréwno potencjatu,
jak 1 pradu przeptywu. Zestaw taki widoczny jest na
Rys.3. Oparty on jest na elektrometrze M.Kasprzak T-219.
Natomiast na Rys.4 przedstawiono uktad zbudowany, wspdl-
nie z Dziatem Elektroniki i Informatyki Techniczne]

IChF PAN, w oparciu o wzmacniacz AD 515 LH. Pomiary wy-
konywane byty z zastosowaniem obu ukladdw.

Pierwszy byl wygodniejszy w uzyciu poniewaz wszystkie
jego przetgczniki znajdowaly sig na ptycie czoilowe]
elektrometru. Drugi lepie] nadawal sig¢ do pomiardw ma-
lych pradéw (chromatografia faz normainychL poniewaz
charakteryzowal sig nizszym poziomem szuméw. Wykonany
on zostal, tacznie z zasilajgcymi go bateriami, na jed-
nej ptytce. Wada jego bylo to, ze nie posiadat zadnych
wyprowadzonych na zewngtrz przelgcznikéw. Z tego powo-
du zmiana charakteru (pomiar pradu badZ potencjatu)

lub zakresu jego'pracy wymagata odkrecenia jego obudowy

i reczna zmiane potozenia gdpowiedniego opornika.
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lalety tego ukiadu byta mozliwo$¢ bezposredniego, wraz

z celkyg pomiarowg, przytgczenia go do kolumny chromato-
graficznej. Eliminowalo to znacznie pozakolumnowe roz-
myclie piku. Umieszczenie uktadu pomiarowego tuz przy
celce pomiarowej (krétki kabel polaczeniowy) oraz zasto-
sowanie zasilania bateryjnego umozliwilo znaczne zmniej-
szenie poziomu szumdw.

Gdy wejscie nieodwracalne pierwszego ze wzmacniaczy
potgczone jest z ziemig, a w obwdd jego sprezenia zwrot-
nego wigczony jest opornik, wéwczas wzmacniacz taki pra-
cuje w uktadzie tzw. wtérnika pradowego |175,176|. Na-
pigcie wyjsciowe, Eo’ takiego uktadu Jest wdwczas
wprost proporcjonalne do jego prgdu wejsciowego, 1i.:

1

(55)

gdzie A0 - wspdiczynnik wzmocnienia wzmacniacza opera-
cyjnego bez sprzezenia zwrotnego, Rf - 0opoOr sprzezenia
zwrotnego.

Réwnanie (55) mozna bylo napisa¢ w uproszczonej formie
ze wzgledu na bardzo duzg wartosc AO ( w tym przypadku
wynosi ona 16293,

Jak wiadomo w przypadku pomiaru pradu, miernik powi-
nien mie¢ zaniedbywalnie maty opdér w stosunku do oporu
mierzonego Zrdédta. Gdy impedancja wejsciowa miernika
réwna jest 1/100 impedancji mierzonego Zrddia wdwczas
blad pomiaru wynosi 1%. Wejsciowa impedanc]ge wzmacnia-

cza, Z, obliczy¢ mozna, korzystajac z praw Ohma 1

Kirchhoffa, z zaleznosci |175]:



(56)

gdzie Rw - op6r miegdzy dwoma wejsSciami wzmacniacza
(10%0hm).

Ze wzglegdu na duzg wartos¢ wspdiczynnika AO impedancja
uktadu jest niezwykle mata. Oczywidcie trzeba wzig¢ pod
uwage rdéwniez to, aby mierzony prad wigkszy by}l od wej-
§ciowego pradu polaryzacji (w przypadku wzmacniacza

AD 515 LH wynosi on 70 fA). Jesli chce sie osiagnad

1% doktadnosci wdwczas mierzony prad powinien by¢ sto
razy wigkszy od tej wartosci. Ze wzoru (55) wynika, ze
wiekszga czutos¢ osigga sie dla wigkszych wartosci oporu
Rf. Z drugie] jednak strony wzrost wartosci oporu zwigk-
sza szum temperaturowy ukladu |175,177].

Po zwarciu sprzezenia zwrotnego pierwszy ze wzmacnia-
czy, w ukladzie przedstawionym na Rys.4, pracuje w ukla-
dzie wtdrnika napieciowego. Mierzony potencjat jest
wéwczas podigczony do wejscia nieodwracajacego wzmac-
niacza (wejscie to charakteryzuje sie wieksza impedan-
cja niz wejscie odwracajace). Wspdiczynnik wzmocnienia
takiego ukitadu réwny jest jednosci. Przy pomiarze na-
piecia uklad pomiarowy powinien sig charakteryzowac¢ duzo
wieksza opornoscig wejsciowa niz opornos¢ mierzonego
Zrédta. Jezeli ich stosunek wynosi sto wéwczas doktad-
nos¢ pomiaru wynosi 1%.

Wzmacniacz LF 356 pracuje w ukladzie sumatora, wzmac-
niacza i integratora (ttumienie szuméw). Stuzy on
réwniez do korekcji zera sygnatu wy]jsciowego poprzed-

niego wzmacniacza.
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W pomiarach pradu opdr elektrometru, Rz, ustawiano
tak, aby byi on sto razy mniejszy od oporu "ogniwa elek-
trokinetycznego",Arw, a w pomiarach potencjaitu przepitywu

aby Rz byt sto razy wiekszy od Ty - "Dynamiczng" wartosé

r, ©znaczano mierzac potencjat przeptywu, E1 29 dla
dwu réznych wartosci R |178]:
(E5 - E5x) R R
r = -—..2..__...1..__2;_-;2__ (57)
W E. Hed % E
L "z 2 'zl

Ten sam rezultat otrzyma¢ mozna wyznaczajac Ty metoda
graficzng, tak Jak to przedstawiono na Rys.5.

Wielko$¢ szumu, zgodnie z rdéwnaniami (5) i (6), méwi
o wykrywalnosci danego detektora. Dlatego tez poznanie
mechanizméw tworzenia sig, a przez to metod eliminacji
szuméw Jest bardzo wazne przy konstrukcji détektordw.

Szum termiczny (szum Johnsona) wzmacniacza operacyjne-
go proporcjonalny jest do jego opornosci wejsciowe]
(dla wzmacniacza AD 515 LH wynosi on 30 pV/°C) |175,177].
Czulos¢ pomiaru pradu jest natomiast wprost proporcjo-
nalna do tego oporu. Dlatego korzystne jest stosowanie
" maksymalnie duzego oporu wejsciowego elektrometru (musi
on by¢ oczywiscie duzo mniejszy od oporu mierzonego
Zrédta). W pracy tej opdér elektrometru wybierano tak
aby byt on o dwa rzedy wielkosci mniejszy od wartosci
oporu, T,.

Szum ukladu elektronicznego wywolany jest ponadto
uptywnoscia maferialéw izolacyjnych, obecnosciq obcych
tadunkdéw w poblizu ukladu, polem elektrostatycznym

i elektromagnetycznym, przypadkowa emisja elektrondw
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Rys. 5. Zaleznos¢ potencjatu przeptywu wody, E, od opornosci
wejsciowe] elektrometru, Rz‘ Detektor elektrokinety-
czny z kapilara (20 x 0,4 mm) wykonang z PTFE.
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w péiprzewodnikach itp. tadunki elektryczne moga by¢
wywolane dziataniem czynnikdédw mechanicznych na cialo
state. Ich wytwarzanie moze przebiega¢ w jednym (piezo-
elektrycznos¢) lub na styku dwu cial stalych (elektry-
zacja). Moga sie one tworzyé¢ zardéwno w przewodnikach,
Jak 1 izolatorach wskutek wystepowania cisnienia wewng-
trznego, tarcia, przypadkowych zmian pojemno$ci. Aby
zmniejszy¢ do minimum tego typu szumy w opisywanym ukla-
dzie stosowano poilaczenie gwintowane miedzy kablem, a
ptyta montazowa. Ponadto stosowano przewody podwéjnie
ekranowane. Warstwa kolidalnego grafitu zmnie]jszata

w nich tarcie izolator-ekran, ponadto chronita ona przed
polem elektromagnetycznym (sie¢, radiofenia, inna apara-
tura). Obudowa detektora wykonana by}a ze stali weglowej,
charakteryzujacej sig duzg przenikalnoscia magnetyczna
(ochrona przed polem elektromagnetycznym). Ponadto de-
tektor chroniony by} przed wstrzgsami. Zamocowany by1l

on na innym stole niz pompa chromatograficzna, a sama
pompa znajdowala sig na grubej ptycie gumowej. Przewo-
dy w miare moznos$ci proste i krétkie, starano sig umie-
szcza¢ z dala od Zrédet sieci elektrycznej. Ukiad zasi-
lano z baterii charakteryzujacych sig znacznie stabil-
niejsza pracg niz zasilacz sieciowy. Wzmacniacze i opor-
niki zamontowane zostaty na wspornikach wykonanych z
PTFE, charakteryzujacego sige duzg opornoscig wiasciwa

i matg przyczepnoscig do niego wszelkich zanieczyszczen.
Szumy czegdciowo likwidowane byty przez umieszczenie kon-

densatora wsprzezeniu zwrotnym wzmacniacza.
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5. Detektor konduktometryczny.

Celka pomiarowa detektora konduktometrycznego byia
doktadnie ta samg, jaka stosowano w pomiarach elektro-
kinetycznych. Umozliwiato to pordwnanie wynikow otrzy-
manych przy uzyciu obu detektordw. Obwdd elektryczny
detektora przedstawiono na Rys.6 |179|. Zasada pomiaru
konduktometrycznego polegata na pomiarze spadku poten-
cjatu na oporniku R. Uktad zasilany byl staitym napigciem,
U, ze stabilizowanego zasilacza Unitra-Unima ZT-980-2.

Dla okreslenia stopnia polaryzac])i elektrod, wyz-
naczono zalezncs¢ pradu piyngcego przez detektor od
przytozonego napiecia (Rys.7). Zaleznos$¢ ta byla liniowa
w catym zakresie stosowanych potencjaidéw (0 - 50V).
Oznacza to, ze polaryzacja elektrod nie zakidcata w tym
przypadku mierzonych wielkosci. Wobec tego do dalszych
pomiaréw (zmiany pradu ptynacego przez detektor) zasto-

sowano naplecie zasilania U = 50V.
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Rys. 6. Schemat uktadu pomiarowego detektora konduktometrycznego.
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Rys. 7. Zaleznos¢ pradu, I, , ptyngcego przez detektor konduk tometryczny

od napiecia zasilanisa, U.



4. Mechanizm dziatania detektora elektrokinetycznego.

Mechanizmy tworzenia sig pradu 1 potencjatu przeptywu
oméwione zostaly w Czgsci Literaturowe] pracy, w roz-
dziale C.II. Mechanizmy te s3 rézne w przypadku przepty-
wu przez kapilary cieczy dielektrycznych (nasycone weglo-
wodory) i polarnych (roztwory wodne elektrolitdw).

Natezenie pradu przepitywu powstajacego podczas prze-
ptywu cieczy dielektrycznych przez kapilary opisane jest
réwnaniem (44). W cieczach tych obecnos¢ jondéw zwigzana
jest z wystepu]jacymli w nich zanieczyszczeniami. Dlatego
tez stezenia jondw 1 1ich rodza] s3 na cg6i nieznane 1
trudne do okreslenla. Ponadto trudnc jest przewidziec,
ktdre z nich ulegajga reakcjom elektrodowym na sciance
kapilary. Z tego powodu powyzsze .rédwnanie dobrze zgadza
sig, z dokiladnoscig do znaku, jedynie z danymi ekspery-
mentalnymi usrednionymi dla wielu pomiardw |[115]. Wynika

z tego, ze wynlik pojedynczego pomiaru w tym ukladzie

w

jest trudny do przewidzenia. Poniewaz prad przeptywu

zwigzany jest z obecnoscig jondw w cieczy, dlatego nalezy
oczekiwac, ze czulos¢ detektora powinna by¢ duza w sto-
sunku do zwigzkow dobrze zjonizowanych w fazie ruchomej.
Zmiana stezenia jondéw oddziatuje na zmiang prgdu przepty-
wu poprzez wpiyw na przewodnictwo cieczy, jej przenikal-
ncéé elektrycznag i grubos$¢ warstwy dyfuzyjnej. Jednakze

Z powodu matego stopnia dysocjacji elektrolitdw w cie-
czach o matej przenikalnosci elektrycznej wydaje sig,

iz detektor powinien sie charakteryzowac¢ wyzszg czulosciag

w cleczach polarnych.
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Mechanizmy tworzenia sie prgdu i potencjatu przeptywu
zostaly ‘dokladnie poznane -dla przypadku przeplywu cieczy
polarnych przez kapilary. Dla warunkéw chromatograficz-
nych wystepujacych w tej pracy (przeplyw laminarny, duza
srednica 1 ditugos¢ kapilary) ich wartosci sa opisane
przez rdwnania Smoluchowskiego (50) i (52). Liczba
Reynoldsa nawet dla najszerszych kapilar (d=0,45 mm)

i najwiegkszych szybkosci przeptywu (J=100 mm3/s) nie
przekracza 500, co oznacza, ze przeptyw cieczy Jest la-
minarny. Dla matych Ssrednic kapilar w rdéwnaniach Smolu-
chowskiego powinno sig uwzglgdni¢ zmiany przewodnictwa,
przenikalnosci elektrycznej i lepkod$ci roztworu w poblizu
granicy faz ($cianki kapilary). Zmiany te spowodowane sa
oddziatywaniem silnego pola elektrycznego podwdjnej war-
stwy elektrycznej z roztworem. Jednakze efekty tego typu
zaczynaja sig objawiac¢ dopiere przy s$rednicach kapilar
mniejszych od 0,1 mm, podczas gdy najcierisza stosowana

w te)] pracy kapilara miata Srednice d=0,13 mm. Omawlane
réwnania zostaly wyprowadzone dla diugich kapilar tak,
aby mozna w nich bylo pominag¢ efekty zwigzane z zaburze-
niem przeptywu cieczy (ustalanie sie charakterystycznego
dla laminarnego przepiywu cieczy parabolicznego rozkiadu
predkosci) przy jej we]jsciu do kapilary. Czas, a stad
dtugoscé,relaksacji tego zaburzenia oblitzy¢ mozna z rdw-
nai (38) 1 (39). Réwnania te mozna przeksztaicic¢ do
postaci dogodniejszej do stosowania w przypadku detek-

tordw.

Ty =0,02¢ 4% /g | (58)



-

1y = 0,024 @3/

Dla wody ( § = lg/cm3, B, = 1cP) pitynagcej z J =1 cm3/min.,
uzyskuje sie: ’fw = 3 X 10_35, 1, = 0,4 mm. Dtugosc
najkrétsze) stosowanej w pracy kapilary wynosita 15 mm,
tzn. byta ona duzo wieksza od 1 W
Pomiary chromatograficzne przedstawione w tej pracy
wykonywane byty przy zastosowaniu statej objetoSciowe]
szybkosci przepiywu fazy ruchome). Dlatego, aby mdc prze-
dyskutowaé¢ wptyw rdéznych czynnikdéw na prace detektora do-
godnie jest réwnania (50) i (52) przeksztalci¢ do postaci,

w ktdrej zamiast AP wystepuje J:

T 2 e o Bt BRI Sy S S =
71 Rd dm
W E€E£ _FR, u
- ___i-_-_Qgi_g___ (60)
d
m
cee_4r 2 €€ 313 2 £€ T1
o= __?____9____ & -__-3_9}.___ b ___-___}__-_- (61
R TR, d ¥ Ry g 2
m

Jednakze w takim przypadku pojawia sig w omawianych réw-
naniach dodatkowa wielkos¢ zalezna od stgzenia analizo-
wanych zwigzkdéw. Jest nig grubos¢ warstwy podwdjne].
Dlatego w pewnych przypadkach korzystne moze sig okazac
pozostanie przy wzorach operujacych AP. Szczegélnie

w roztworach rozciericzonych, gdzie lepko$¢ roztworu réwna

jest praktycznie lepkos$ci rozpuszczalnika, zmiany ap
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doktadnie odwzorowu]g zmiany J.Réwnanie (61) mozna
'nastepnie przeksztatci¢ poprzez wstawienie przewodnictwa
wltasciwego cieczy opisanego prawem niezalezne] wedfdwki

jonéw Kohlrausha (40) |[180]:

= e
LY = C.z, A, (62)
gdzie A i - przewodnictwo réwnowaznikowe i-tego jonu.
Przewodnictwo réwnowaznikowe moze tu by¢ odniesione do
lepkosci poprzez kombinacje relacji Stokesa-Einsteina

i réwnania Nernsta-Einsteina |1811:
z;eF
s ©(63)

gdzie 0; - promien i-tego jonu w roztworze.

Kombinacja rdéwnan (61) - (63) daje:

---1s. (64)

Zauwazy¢ w tym miejscu nalezy, ze w ostatnim rdwnaniu
nie wystepuje juz, w postaci jawne]j, lepkos¢ roztworu.

Z analizy rdéwnan (60) i (61) wynika, ze badana
probka wplywa na zmiane przewodnictwa, potencjaiu elek-
trokinetycznego, grubo$ci warstwy podwdjne], przenikal-
nosci elektrycznej|i lepkosci eluatu. Obecno$¢ jondw
w probce w najwiegkszym étopniu wpilywa na zmiany przewod-
nictwa roztworu. 0Oznacza to, ze detektor elektrokinetyczny

powinien by¢ szczegdlnie czuly na zwigzki jonowe.
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Jego wykrywalnos¢ powinna by¢ duzo lepsza w uktadzie
chromatografii faz odwrdconych (polarna faza ruchoma
zapewnia dobra jonizacje prébki) niz faz normalnych.
Poniewaz analizowana prébka dazy do likwidacji potencja-
tu przeptywu fazy ruchomej, to wyzsze pii chromatogra-
ficzne (tzn. dla st:lego poziomu szumu lepsza wykrywal-
nos¢) otrzymuje sie dla faz ruchomych charakteryzujacych
sig wiekszym E. Wobec powyzszego dodatek buforu do fazy
ruchome] powinien uniemozliwiac¢ pracg detektora poprzez
likwidacjge potencjatu przepiywu tta. Z powyzszego wyni-
ka, ze detektor z pomiarem potencjatu przepitywu powi-
nien sig charakteryzowac¢ najlepsza wykrywalnoscig w uk-
tadzie chromatografii faz odwdrconych z fazg ruchomg
bedgca czystym rozpuszczalnikiem.

Z réwnania (64) wynika, Zze obnizenie wartosci potencjatu
przeptywu jest odwrotnie proporcjonalne do sumy stegzen
jonéw w prdbce. Ponadto z rdéwnania tegoc wynika, ze oma-
wiany detektor powinien by¢ szczegdélnie czuly na jJony
wielowartosciowe o matym promieniu.

Dobry detektor powinien sig nadawac¢ do analizy moz-
liwie jak najwieksze] liczby zwiazkdw w réznych fazach
ruchomych. Dlatego do pomiaru potencjatu i pradu prze-
piywu powinny by¢ stosowane uniwersalne, odwracalne
elektrody. W pomiarach elektrokinetycznych stosuje sieg
najczescie] elektrode chlorosrebrna. W roztworach nie
zawierajacych jondw srebrnych i chlorkowych dajg one
ljednakZe wyniki nieodtwarzalne charakteryzujgce sig
duzym dryftem |[138]. W prezentowanym detektorze elektrody

wykonane byiy ze stali kwasoodpornej. Peiniiy one



jednoczesnie roleg uchwytdw kapilary. Elektrody te rea-
gowaty na zmiany stezenia wszystkich analizowanych
zwigzkdéw. Jednakze trudno jest tu jednoznacznie okreslic
proces potencjatotwérczy. Z mozliwych do wystapienia

w czystej wodzie uktaddw redoks rozwazaé mozna w zasa-

; + = n+
dzie trzy: H2/H " 02/0H lub Me/Me

Ostatni z nich
pochodzi z rozpuszczania metalu elektrody. Jedna z takich
par okresla wartos¢ potencjatu elektrody ustalajac tym
samym aktywnosci 1 stezenia sktadnikdw par poczatkowo

nie znajdujacych sie w uktadzie |182|. Czynna bedzie

para o najwigksze] wartosci wspdiczynnika stabilizac]ji,

SC , okreslanego jako:
S, = _d_10x]_ _ _d_|Red]_ (65)
d dw
gdzie |Ox|, |Red| oznaczajg stezenia skiadnikdéw par

bedacych na wyzszym i nizszym stopniu utlenienia,
T - potencjat odwracalnej elektrody, dla-ktérej para

ta jJjest potencjalotwdrcza.

Nalezy przy tym zaznaczyc¢, ze potencjai elektrody
pierwszego rodzaju przestaje by¢ okreslony i wykazuje
duza chwiejnos¢ swoje] wartosci, gdy stegzenie kationu
materiatu elektrody spadnie do niewielkiej wartosci.
Te graniczne wartosci stezeri sg rozmaite dla rdéznych

4 4o 1078

elektrod i mieszcza sie w granicach 10 M.
W badanym uktadzie (stal kwasoodporna w wodzie) najpraw-

dopodobhiej zachodzi proces redukc]ji wodoru. Ta sama

reakcja przebiega réwniez w roztworach kwasow.
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Z tego wynika, ze nalezy oczekiwaé¢ zaleznosci czuilosci
detektora od statej dysocjacji kwaséw (dla danego ste-
zenia kwasu wptywa ona na stgzenie jondw hydroniowych

w roztworze). Trudno jest jednakze przewidzieé¢ doktadng
zaleznos¢ wartosci potencjatu przepiywu od stezenia
analizowanego kwasu w prébce. Spowodowane jest to tym,
ze jego stegzenie w rézny sposdéb wpiywa na parametry

wystepujace w réwnaniach (60) i (61).



F. WYNIKI I ICH DYSKUSJA.

I. Praca 1 wiasnosci detektora elektrokinetycznego.

1. Wplyw konstrukcji detektora na jego prace i wlasnosci.

W czegscl eksperymentalne] pracy omdéwione zostaty za-
sady wyboru opornosci wewngtrznej elektrometru do pracy
w okreslonych warunkach. W tym rozdziale scharakteryzo-
wany zostanie wptyw materiatu oraz wymiardw kapilary
detektora na jego prace 1 wiasnosci. Charakterystyke te
przeprowadzono dla detektora z pomiarem potencjatu prze-
ptywu w uktadzie chromatografii faz odwrdconych. Detek-
tor ten charakteryzuje sie lepsza wykrywalnoscia od
detektora z pomiarem prqdu przepitywu i byl wykorzysty-
wany do dalszych pomiardw chromatograficznych. Detektor
elektrokinetyczny w ukltadzie chromatografii faz normal-
nych charakteryzuje sig znacznie gorszymi parametrami
pracy {(wykrywalno$¢, odtwarzalnosc¢), ponadto wplyw wy-
miardw kapilary na Jego praceg Jjest znacznie mnie]jszy.

W pracy stosowano detektecr elektrokinetyczny z kapil-

1

o8}

ra pracujacq wykonang z PTFE, szkia borokrzemowego
lub stali kwascodpornej. W obu pierwszych przypadkach
wysokoscl pikdw chromatograficznych 1 poziom szumu, a
stad wykrywalnosci detektora, byiy sobie rdwne. Wysoko-
$ci pikdw chromatograficznych uzyskane za pomocg detek-
tora z kapilara stalowa byty nizsze ninvpoprzaruch
przypadkach. Przy pordwnywalnym poziomie szumdw ,

réwnanie (3), powodowalo to, ze charakteryzowal sie on



N 1.

gorszy wykrywalnoscig. Wykrywalnos¢ detektora z kapila-
ra stalowg 20 x 0,2 mm wynosita, dla kwasu octowego

w MeOH + H,0 (10 + 90) obj./obj., 5 x 10-5M, podczas

2
gdy dla detektora z kapilara wykonang z PTFE -

s x 10”7

M. Powtarzalnos$é wyrazona jako wzgledne odchy-
lenie standardowe, RSD, wysokosci pikéw chromatograficz-
nych dla dziesigciu kolejnych zastrzykdw prdébki dla
obydwu detektordéw wynosita odpowiedﬁio 10% 1 1%. Gorsza
wykrywalnos¢ i odtwarzalnos¢ detektora z kapilarg sta-
lowg spowodowane byly nieodtwarzalnoscig powierzchni
metalu, pokrytej najprawdopodobnie] Qarstwa tlenkdw.
Zaletg jego byla natomiast mala zalezno$¢ potencjaiu
przeptywu od szybkosci przepiywu przez niego eluatu.

Z analizy rdéwnania (61) wynika, ze wzrost wartosci
potencjatu przeptywu powinno sig obserwowac¢ ze wzrostem
dtugosci i zmnie]jszeniem Srednicy kapilary. Poniewaz
zgodnie z tym co zostalo powiedziane w poprzednim roz-
dziale analizowana prdébka dgzy do likwidacji petencjaiu
przeptywu fazy ruchomej, wigc wyzszy poziom potencjatu
przeptywu tia (linii podstawowej) oznacza wyzsze piki
chromatograficzne. Zaleznosci tego typu zostaty istotnie
zaobserwowane |[183,184|. Na Rys.8 przedstawiona zostata

u

zalezno$é wysokosci pikéw chromatograficznych 10
kWaséw prdpionowego mastowego i walerianowego od odwrot-
nosci szescianu $rednicy kapilary. Z rdéwnania (61)
wynika, ze potencjail przepiywu jest wielkoscig zalezng

od szybkosci przepitywu cieczy. Oznacza to, ze fluktuacje

przeptywu eluatu wpiywaja na poziom szumu detektora.
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8. Zaleznosc wysokosci pikéw chromatograficznych, mierzonych

Jako zmiana potencjaiu przeptywu, AE, od odwrotnosci
trzecie) potegi s$rednicy kapilary wykohanej z PTFE, d’.
Dtugosc kapilary: 15 mm. Kolumna: 150x4 mm, LiChrosorb
RP-18, 10 pm. Objetos¢ probki: 5 ul. Faza ruchoma: 10™*M
TEAP w MeOH + H,0 (10+90) obj./obj. Szybko$é przeplywu:
10 mm’/s. Prébka: 107°M kwasy: (o) - propionowy, (A) -

mastowy, (@) - walerianowy.



/ tego powodu zmniejszenie $rednicy kapilary detektora
nie prowadzito do polepszenia jego wykrywalnosci, gdyz
powodowato to jednoczesny wzrost wysokosci pikdw chro-
matograficznych 1 poziomu szumu tia. Kapilary o mniej-
sze] srednicy charakteryzowaty sig ponadto wigkszym
dryftem, a przez to wymagaty diuzszego czasu stabiliza-
cji przed pomiarami. Wptyw diugosci kapilary na wysokosc
pikdw chromatograficznych przedstawiono na Rys.9. Podob-
nie jak poprzednio zmiana dtugosci kapilary nie wptywatla
na wykrywalnos¢ detektora. Z rysunku tego widad, ze
wyzsze piki otrzymuje sig dla wigkszych wartosci bezwz-
glednych potencjaiu przeptywu fazy ruchome].

W ukladzie chromatografii faz normalnych mozliwe
réwniez bylo zastosowanie kolumny chromatograficzne]
jako detektora |153,174|. Rozwigzanie to jest szczegdl-
nie interesujace w przypadkach,gdy bardzo wazna Jest
minimalizacja poza-kolumnowego rozmycia prébki (chroma-
tografia kapilarna). Niestety wykrywalnos¢é¢ takiego
detektora okazala sie staba. Problem ten zostanie sze-

rzej oméwiony w dalsze]j czegsci pracy.
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Rys. 9. Zaleznos$¢ wysokosci pikdw chromatograficznych, AE, i potencjatu prze-

ptywu tla (fazy ruchomej), E, od diugosci kapilary (wykonanej z PTFE,

3

o $rednicy wewnetrznej 0,2 mm). Probka: 10 "M kwas (A ) - propionowy,

(@ - mastowy, (V) - walerianowy. Pozostale warunki jak na Rys. 8.



2. Wptyw szybkosci przepitywu fazy ruchomej na wartosci

potencjatu i pradu przepilywu.

Z analizy rdéwnarn (60) i (61) wynika, ze wzrost obje-
tosciowej szybkosci przepiywu cizczy polarnej przez ka-
pilarg pomiarowg powoduje wzrost wartosci potencjalu
1 prqdu przeptywu. Zaleznos¢ ta Jest liniowag i przecho-
dzi poczatek uktadu wspdirzednych tzn. prad i potencjatl
przeptywu nie powstaja’gdy nie ma przeptywu cieczy. Tego
typu zaleznosc¢ przedstawiona zostata,dla metanolu, na
Rys.10. Rdéwniez wysokosci pikdéw chromatograficznych,
tzn. réznice potencjatdw lub prgddéw przeplywu probki
i1 fazy ruchome], powinny by¢ wprost proporcjonalne do
szybkosci przeptywu fazy ruchome]. Wykresy tego typu za-
leznoscl przedstawione zostaty na Rys. 11 1 12. Widac
z nich, ze powyzsze stwierdzenia s3g speitnione tylko cze-
sciowo. W przypadku detektora SPD omawiane wykresy
przechodzg przez poczgtek uktadu wspdirzednych ale dla
wigekszych szybkosci sg nieliniowe. Natomiast w przypadku
detektora SCD sa one liniowe ale nie przechodza przez
poczatek uktadu wspdirzednych.

Ten ostatni efekt, tzn. wystgpowanie w ukiadzie pew-
nego prgdu lub potencjailu nawet wtedy gdy ciecz nie
ptynie przez kapilarg, Jest Jeszcze bardzie] widoczny
w roztworach wodnych. Zaleznos¢ wysokosci pikdw chroma-
tograficznych, a takze potencjaiu przeptywu fazy rucho-

mej (tla) o sktadzie MeOH+H,0(10+90) obj./obj. od

2

szybkodci przeptywu przedstawiona zostala na Rys. 13.
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Rys. 10. Zaleznosé pradu, I, i potencjatu, E, przeptywu metanolu
od objetosciowe), J, i liniowe), u, szybkosci przeplywu,

Detektor elektrokinetyczny z kapilara z PTFE (15x0,35 mm).
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Rys. 11. Zaleznos¢ wysokosci pikow chromatograficznych mierzonych
jako zmiany potencjatu przepitywu, A E, od szybkosci
przeptywu J lub u. Analizowane kwasy: 0 - laurowy, Q -
myristynowy, A - stearynowy, YV - arachidowy. Faza
ruchoma: metanol. Detektor elektrokinetyczny z kapilarg
wykonana z PTFE (15x0,35 mm). Objetosc probki: 5 pl.
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Rys. 12. Zaleznosc¢ wysokosci pikdw chromatograficznych mierzonych
jako zmiany pradu przepiywu, A I, od szybkosci przeptywu
J lub u. Pozostalte warunki jak na Rys. 1l.



- 83 -

0 200 400 600 u[mms]
I

| | l | T

/
/

1.5 S (RS S
0 60 80 100
) [mms]

Rys. 13. Zaleznosc¢ wysokoscl pikdw chromatograficznych mierzonych

(-
~I
O

jako réznica potencjatu przeptywu, A E, od szybkosci
przeptywu, J lub u, fazy ruchomej. Detektor elektrokine-
tyczny z kapilara wykonang z PTFE (20x0,4 mm). Faza
ruchoma (e): MeOH - H,0 (10+90) obj./obj.. Prébka: 5 pl,
10_3M kwasy: (o) - octowy, (A ) - propionowy, (B) -

mastowy, (V) - walerianowy.
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Widac¢ z nie], ze dla najmniejsze] mozliwe] do uzyskania
na zastosowanym chromatografie szybkosci przeptywu
(J=1mm>/s) znak piku chromatograficznego wyrazonego
jako réznica potencjaitdéw przeptywu, AE, jest dodatni,
natomiast potencjat przeptywu fazy ruchomej (tta) jest
ujemny. Ze wzrostem szybkosci przeptywu potencjal prze-
ptywu fazy ruchome] zwieksza sieg, a wysoko$ci pikdw zmniej-
szaja sie. Dla J rdéwnego ok. 45 mm3/s potencjat
przeptywu fazy ruchome] wynosi zero. Jednoczesnie obser-
wuje sie zanik pikdw chromatograficznych. Dalszy wzrost
J powoduje zmiane znakdéw E i OFE oraz wzrost ich bez-
wzglednych wartosci. Z powyzszego wida¢, ze E i AE sa
przeciwnego znaku 1 znikaja dla podobnych wartosci J.

Na Rys. 14 1 15 przedstawiony zostat wpityw siybkoéci
przeptywu fazy ruchome] na wysokosci pikéw chromatogra-
ficznych w uktadzie chromatografii par Jonowych. Na
pierwszym z nich wykreslono zaleznos¢ wysokosci pikdw

chromatograficznych kwasu proplonowego o stezeniu

1 x 107, 5 x 107*M i 10 x 10”%M od szybko$ci przeptywu
fazy ruchomej. Analogiczne krzywe otrzymane zostaly dla
innych analizowanych kwasdéw (octowy, mastowy i waleria-
nowy). W tym przypadku piki znikaja na chromatogramie
przy J = 28 mm3/s. Z rysunku widac¢, ze szybkos¢ przep-
tywu, przy ktdérej znikajg piki na chromatogramie, J°,
nie zalezy od stezenia analizowanego kwasu. Analogiczng
zaleznos¢ dla kapilary wykonanej ze szkla borokrzemowego
(20 x 0,13 mm) przedstawiono na Rys. 15. J° w tym przy-
padku wynosi 3,5 mm3/s. Z powyzszego wynika, ze J°

rosnie ze wzrostiem s$rednicy kapilary. Dla d = 0,13;
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Rys. 14. Zaleznos¢ wysokosci pikéw chromatograficznych, AE, od
szybkosci przeptywu fazy ruchomej, J. Prdbka: kwas propionowy
o stgzeniu: (V) - 1x107*M, (@) - 5x107*M, (A) - 10x107*M.
Detektor elektrokinetyczny z kapilarg PTFE (20x0,35 mm).

Pozostate warunki jak na Rys. 8.
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Rys. 15. Zalezno$¢ wysokosci pikdw chromatograficznych, AE, lO—BM kwasdw:

(o) - octowego, (A) - propionowego, (g) - mastowego i (V) -
walerianowego od szybkosci przepiywu eluatu, J. Detektor elektro-
kinetyczny z kapilarg szklang (20x0,13 mm). Pozostale warunki

jak na Rys. 8.
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0,35; 0,40 i 0,45 mm wartosci J° wynosza odpowiednio:
2,%; 28; 57 1 253 mm3/s. Zaleznos¢ ta przedstawiona
zostata na Rys. 16.

W przypadku kapilary metalowe] nie zaobserwowano
zmian znaku przy wyznaczaniu zaleznosci wysokosci pikdw
chromatograficznych od szybko$ci przeptywu fazy rucho-
mej w catym zakresie badanego J, tzn. 1 - 100 mm3/s.
Ponadto zmiana J nieznacznie tylko wptywala na mierzony
potencjatl.

Mierzony w detektorze potencjatl EM’ sktada sie z kil-

kku addytywnych sktadnikdw |184-187:
(66)

gdzie: E - potencjal przepitywu, rdznica potencjaitdw
miedzy dwoma identycznymi roztworami znajdu]jacymi sig
pod rdznym cisnieniem, UE - potenc]jat asymetrii pracy
elektrod, UC - réznica potencjatdw spowodowana réznica
stezenn przy braku rdznicy cisnienia, Ud—h i Ud—l - po-
tencjat dyfuzyjny po stronie wysokiego 1 niskiego cis-
nienia kapilary.

Najwiekszy wklad w mierzony potencjat daja potencjatl

przeptywu i potencjat asymetrii elektrod. Wartos¢ pierw-
szego z nich, jak to oméwiono poprzednio, Jjest wprost
proporcjonalna do J. Wartos¢ drugiego natomiast, nie
zalezy od J. Dlatego przy braku przeptywu cieczy mie-
rzony potencjat rdéwny Jjest UE' Przy malych szybkosciach
peplywu znak mierzonego potencjatu jest taki sam jak

UE' Ze wzrostem J zwigksza sie jego wartosc, az przy
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Rys. 16. Zaleznos¢ szybkosci przeptywu eluatu przy ktérej nie obserwuje sie pikéw na chromato-
gramie, J°, od srednicy kapilary (PTFE,1 = 20 mm). Pozostate warunki jak na Rys. 8.

_88_
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pewnym J, rdéwnym J° (przy ktérym E = UE), obserwuje sieg
zmianeg jego znaku. W ten sam spos6b mozna rdéwniez wytitu-
maczy¢ zmiang AE, I i A1 ze wzrostem J.

Mechanizm tworzenia sie praddw przepitywu przy prze-
ptywie cieczy dielektrycznych przez kapilary opisany
zostat w rozdziale C.II.2. Wynika z niego, ze w tym
przypadku mechanizm ten jest mniej poznany. W rdéwnaniu
(44) szybko$¢ przepiywu wystepuje explicite w czynniku
eksponencjalnym. Wpiywa ona jednakze rdéwniez na grubosc
warstwy dyfuzyjne] 1 powierzchniowe stegzenie jondw.
Dlatego trudno jest teoretycznie przewidziec¢ zaleznos¢
wysokosci pik6w od szybkosci przeptywu eluatu. Tego typu
eksperymentalng zaleznos¢ przedstawiono na Rys.17. Widad
z niej, ze w badanym zakresie J zaleznos¢é¢ ta jJest

liniowa.
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Rys. 17. Zalezno$¢ wysokosci pikéw chromatograficznych, AT, 10°
szybkosci przeptywu eluatu, J. Detektor elektrokinetyczny z kapilara stalowg (20x0,2 mm).
Kolumna ze stali kwasoodpornej (250x4 mm) ze z}ozem LiChrosorb Si 60, 10 um. Faza

ruchoma: heksan + izopropanol (90+10) obj./obj. Objetosé: 1000 pl.
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3. Wpiyw witasnosci i skitadu fazy ruchomej na prace

detektora.

Bardzo istotnym parametrem wptywajacym na prace
detektora sa wtasnos$ci i sktad fazy ruchomej. Przy czym
czynnikiem decydujgcym Jest tu jej przewodnictwo. Przede
wszystkim w zaleznosci od tego czy fazg ruchomg jest
ciecz polarna czy dielektryczna mamy do czynienia z rdéz-
nymi mechanizmami tworzenia sig prgdu i potencjatu prze-
ptywu. Szerze] problem ten oméwiony zostat w czedci 1li-
teraturowej pracy. Przewodnictwo cieczy decyduje rdéwniez
0o doborze oporu wewnetrznego elektrometru tak, jak to
opisano w czegsci eksperymentalne] pracy. Rdéwniez wartosé
potencjatu przeptywu przeptywajacego przez detektor elu-
atu jest w duzym stopniu zalezZzna od Jego przewodnictwa
(rdwﬁanie (61)). Ten ostatni efekt zobrazowany zostatl
na Rys. 18 1 19 oraz w Tabeli 2. Na Rys. 18 przedstawio-
ny zostat wptyw zmian skitadu fazy ruchomej, tzn. stosun-
ku zawartoéci.metanolu i wody, na wartosc¢ oporu elek-
trycznego, potencjatu przeptywu tta oraz na wysokosci

3M kwasu octowego. Widac

pikéw chromatograficznych 10~
z niego, ze poczatkowo ze wzrostem zawartosci metanolu
w fazie ruchome] zwigksza sig jej opornos¢, potencjat
przeptywu, a w konsekwencji zmniejsza sig wysokoS¢ pikow.
Potencjaty przepiywu obu cieczy charakteryzuja sig prze-

ciwnymi znakami. Dlatego tez dalszy wzrost stezenia

metanolu zmienia znak pikdéw chromatograficznych.
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Rys. 18. Wplyw zmiany sktadu fazy ruchomej (stosunku MeOH do H.0) na wartosci
jej (o) - oporu elektrycznego, Ty (g) - potencjatu przeptywu, E, oraz
(A) - wysokosci pikéw chromatograficznych 10-3M kwasu octowego.
Kolumna stalowa wypelniona kulkami szklanymi (80 mesh B.D.H., Poole,
W. Brytania) metoda usypowa. Szybko$¢ przeptywu: 5 pl/s. Detektor z
kapilara wykonang z PTFE (20x0,4 mm).
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Na przewodnictwo fazy ruchome] duzy wplyw ma rdéwniez
stgzenie zawartego w niej elektrolitu. Wzrost jego ste-
zenia (Rys. 19) zmniejsza opdr cieczy, a w konsekwencji
wysokosci pikdéw. Oznacza to pogorszenie wykrywalnosci
detektora. Pogorszenie wykrywalnodci detektora obserwuje
sig réwniez ze wzrostem stezenia jondéw czterocalkiloamo-
niowych w fazie ruchomej. Spowodowane to jJest ich wplywem
na przewodnictwo cieczy oraz, przede wszystkim, na gru-
bos¢ warstwy podwéjne] i wartosé¢ potencjaiu elektrokine-
tycznego (nieodwracalna adsorpcja na wewnetrznej powierz-
chni kapilary). Nie zaobserowowano natomiast wptywu pH
(przy stalej mocy Jjonowe] roztworu) w zakresie 4 do 10
na potencjat przeptywu fazy ruchomej i wykrywalnosé
detektora.

Podobnga wspdtzaleznosc¢ migdzy opornoscig fazy ruchome]j
i wysokoscia pikdéw zaobserwowac¢ rdéwniez mozna w Tabeli 2.
Wida¢ z nie], ze powyzsze rozwazanlia sa stuszne Jedynie
w przypadku cieczy polarnych. W przypadku cieczy niepolar-
nych (benzen) znaki potencjaitu przeptywu fazy ruchome]

i pikdéw chromatograficznych s3 ze sobg zgodne.

Tabela 2

Wartosci opordw elektrycznych réznych cieczy w celce
detektora, Ty wartosci ich potencjaitdéw przepitywu, E,
oraz wysokosci pikdw chromatograficznych 10-3M kwasu
octowego, AE.

Faza ruchoma r,l0hm] E|V| AE|V |
woda 1,9 x 109 -0,6 0,14
metanol 1,2 x 1010 1,5 0,75
acetonitryl 4,6 x 1010 951 -5,0
benzen 1,5 x 1012 10,2 2.9
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Rys. 19. Wplyw stezenia NaND3 w wodzie na wartosci (o) - oporu elektrycznego, (@) -
potencjatu przeptywu oraz (A ) - wysokosci pikdéw chromatograficznych 10—2M

kwasu octowego. Pozostate warunki jak na Rys. 18.
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4. Wpityw wtasnosci analizowanego zwigzku na wykrywalnosd

detektora.

W poprzednich rozdziatach pracy oméwiono wpiyw mate-
riatu i wymiardw kapilary, szybkosci przepitywu craz skia-
du fazy ruchome] na pracg detektora. Wynika z nich, ze
wyzsze piki chromatograficzne i lepszg wykrywalnosé
detektora uzyskujJe sig dla wigkszych wartosci potencjatlu
przeptywu czyste] fazy ruchome]. Analizowana prdbka powo-
duje obnizenie wartosci potencjatu 1 pradu przepiywu fazy
ruchome]j. Dzieje sie tak z powodu wplywu stegzenia joncw
na przewodnictwo cieczy, potencjat elektrokinetyczny,
grubos¢ podwdjnej warstwy elektrycznej 1 przenikalnosc
elektryczng. Najwiekszy udzial dajg dwa pierwsze sktadniki.

Ze wzrostem stegzenia jondw, zgodnie z rdéwnaniem Kohl-
rauscha, obserwuje sie liniowy wzgost przewodnictwa cie-
czy. Towarzyszyc¢ temu powinien liniowy spadek wartosci
potencjatu przeptywu. Potencjal elektrokinetyczny z ko-
lei mozna w przyblizeniu uznaé¢ za rdwny potencjatowl
maksymalnego zblizenia jondw |99, 141, 188|. Z tego po-
wodu obserwuje sieg Jego logarytmiczng zaleznosc¢ od stg-
zenia jondw. Nalezy przy tym zauwazy¢, ze wzrost stegze-
nia jondéw wodorowych zwigksza przewodnictwo cieczy 1
zmniejsza potencjal elektrokinetyczny. Wobec tego, zgod-
nie z réwnaniem (61), dziatanie ich jest zgodne - zmniej-
szanie wartosci potencjaiu przeptywu. yzrost stezenia
jonéw wodorotlenowych zwigksza potencjat elektrokinetycz-
ny |80]. Tym wigc nalezy tlumaczyé nizszg wykrywalnosc

zasad niz kwasdéw o tej samej mocy |161].
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Z powyzszych rozwazarn wynika, ze w przypadku detek-
tora SPD analizowana prébka dazy do likwidacji potencja-
1u przeplywu. Efekt ten jest szczégdlnie widoczny przy
duzych stgzeniach analizowanych kwaséw (Rys. 20).

Z Rys. 20 wida¢ ponadto, ze ze wzrostem szybkosci prze-
ptywu eluatu obserwuje sie wzrost wartosci jego poten-
cjatu przeptywu. Tak, Jak poprzednio, przy pewnym J
obserwujé sie zmiang znaku potencjatu przepiywu. Jednakze
bez wzgledu na ten znak obserwuje sig zawszg dziatanie
zjonizowanej prdébki w kierunku likwidacji potencjatu
przepitywu tta.

Wpiyw na stezenie jonéw w prébce ma wartosé state]
dysocjacji analizowanych kwasdéw. Stad nalezy oczekiwad
zaleznosci wykrywalnosci detektora od pKa kwasdéw. Zalez-
nosc¢ te zobrazdwano na Rys. 21 i w Tabeli 3. Wynika
z nich niezaleznos$¢ wykrywalnosci mocnych kwasdéw od ich
wartosci pKa.

Wykrywalnos¢ obu typdw detektordw (SCD i SPD), siabych
kwaséw sg wprost proporcjonalne do ich wartosci pKa

|178,188|. Z Tabeli 3 wynika ponadto, ze lepszg wykry-
walnoscia chafakteryzuje sie detektor z pomiarem poten-

cjatu przepitywu.
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Rys. 20. Wysokosci pikéw chromatograficznych 10_1M kwasu propionowego zarejestrowane przy réznych szybkosciach przeptywu fazy rucho-
me] (wody). Detektor elektrokinetyczny z

kapilarg wykonang z PTFE (20x0,4 mm). Stalowa kolumna chromatograficzna wypetniona
kulkami szklanymi (80 mesh, B.D.H.) metoda usypowa.
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Rys. 21. Wptyw wartosci pKa analizowanych kwaséw na ic" wykrywalnosci, DL' Detektor

elektrokinetyczny z pomiarem potencjatu przeptywu z kapilarg wykonang z PTFE
(20x0,4 mm). Faza ruchoma: woda. Szybko$é przeptywu: 10 mm3/s.
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Tabela 3

Wykrywalnosci réznych kwasdéw uzyskane przy zastosowaniu

detektora z pomiarem potencjatu. SPD, i pradu, S5CD,
przeptywu.
Wykrywalnosc
No Kwas pKa SPD scD
C|M| n|imole| C|M| nimole|
1. siarkowy 23,0 3x107’ 1,5x10712  7x1077  3,5x10712
2. azotowy 1,4 3x1077 1,5x10712  7x1077  3,5x10°12
3. mreowkowy 3,75 2x107° 1,ux10719  7x107° 3,5x10°10
4. octowy 4,76 5x107° 2,5x10710  1x107% 5,0x10°10
5. propionowy 4,87 8x107° 4,0x10710  sx107% 2, 5x10°10
. -9 -3 -8
6. weglowy 6,45 11x10 5,0x10 4x10 2,0x10
7. nitrofenole 7,17 1x107° s5,0x1077  4x10™° 2,0x10°8
: -2 -7 -2 -7
3. glukoza 12,4 2x10 1,0x10 4x10 2,9%10
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5. Rozmycie prébki w detektorze.

Bardzo waznym czynnikiem mdéwigcym o tym czy dany
detektor moze by¢ zastocsowany do konkretnych warunkdw
chromatograficznych jJest rozmycie prébki w detektorze.
/byt duze rozmycie pidébki objawia sie na chromatogramie
nizszymi, szerszymi 1 przesunigtymi w czasie pikami
chromatograficznymi. Problem ten omdwiony zostal sze-
rzej w czesci literaturowe] pracy.

Wptyw na rozmycie prébki ma objetos¢ witasna detektora
oraz czas Jego odpowledzi. Aby zmniejszy¢ do minimum
objetos¢ potgczen detektor prezentowany w te] pracy
zamocowany zostal bezposrednio na kolumnie chromatogra-
ficzne].

Jesli tolerujemy 5% stratg zdolnodci rozdzielcze)
kolumny przez detektor wdwczas maksymalng objgtosc ace-
tektora obliczyé mozna z réwnania (18), maksymalna jego
srednice z rdéwnania (23) natomiast maksymalny czas od-
powiedzi z rdwnania (25). Dla chromatografii jonowo-wy-
miennej z kolumng stalowag 150x4mm LiChrosorb KAT 1 wod3
jako fazg ruchomg speinione sa nastgpujace warunki eks-

perymentalne |[189-191]: Vo = 0,8 cm3, N = 1500,

5 3

D-=2x 10°° cm?/s, J = 0,01 cm>/s, 1 = 1,5 cm. Z po-

wyzszych rdéwnan, dla tych warunkdw otrzymuje sieg

Vd = 6,6 mm3, Rd = 0,52 mm oraz T - 0,66s. Natomiast

zastosowany w tym ukladzie detektor charakteryzowail sig:

Vy = 1,6 mm°, d = 0,35 mm oraz V= 0,2s. Wynika z tego,

ze uzyty detektor moze pracowac¢ w danych warunkach chro-

matograficznych nie wpiywajac na pogorszenie rozdziaidw.
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Maksymalne objetosci detektora dla réznych kolumn
chromatograficznych przedstawione zostaty w Tabeli 4.
Objetodél prébki w kolumnie i detektora byty obliczane
odpowiednio z réwnarn (20) i (21). Z danych przedstawio-
nych w tej tabeli wynika, ze problem miniaturyzacji
detektora znacznie zwieksza sig ze zmniejszaniem $red-
nicy kolumny chromatograficznej (chromatografia mikro-
kolumnowa). W trakcie pracy nad detektorem stosowane
byty kapilary o diugog$ci 15 mm i Srednicach wewnetrz-
nych: 0,003; 0,13; 0,35; 0,40 i 0,45 mm. Objetosci de-
tektoréw z tymi kapilarami wynosity odpowiednio: 0,01;
0,20; 1,44; 1,89 i 2,39 mm>. Z tego wynika , ze pierw-
sze trzy kapilary mogg by¢ wykorzystane jJako elementy

pracujace detektora w chromatografii mikrokolumnowe].

Tabela 4

Objetosci niezatrzymywane] na kolumnie prdébki (K=0)
oraz odpowiadajgce im maksymalne objetosci detektora,
obliczone z rdéwnad (20) i (21) dla rdéznych warunkow

chromatograficznych.

L mm] 150 150 250 250 250
dC | mm | 4,6 4,6 4,6 1 1
N 1500 6000 10000 10.000 25.000
v |mm° | 83 41 53 5,2 3.4

Vy Imm3| 8,3 6,1 55 W5 0,3
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6. Kalibracja detektora elektrckinetycznego.

Konstruujgc nowy typ detektora dazy sig do tego, aby
charakteryzowat sig on mozliwie jak najnizszg wykrywal-
nosciq oraz liniowg charakterystyky odpowiedzi w duzym
zakresie stezeri. Problem ten w odniesieniu do detektora
*elektrokinetycznego omdﬁiony bedzie w tym rozdziale.

0 ile nie begdzie to zaznaczone inaczej dotyczy¢é¢ to be-
dzie detektora z kapilara wykonang z PTFE (20x0,4 mm).
Krzywe kalibracyjne detektora elektrokinetycznega

w réznych chromatograficznych systemach rozdzielczwch
przedstawione zostaty na Rys. 22-30. W przypadku detek-
tora elektrokinetycznego trudno jest przewidzie¢ ksztat
krzywej kalibracyjne]. Analizowana prébka w rdéznym stop-
niu wptywa na zmiang kilku wielkosci wystepujgcych =
réwnaniach (60) i (61) (np. dla matego stezenia jondw
jego wzrost powoduje liniowy wzrost przewodnictwa roz-
tworu i logarytmiczny potencjalu elektrokinetycznego).
Wynika z tegoc, ze w szerszym zakresie stgzern odpowiedZ
detektora nie jest liniowa. W takim przypadku mozna je-
dynie dla danych warunkdw (wymiary kapilar, rodzaj fazy
ruchomej 1 analizowanegb zwigzku) eksperymentalnie ustaz-
1i¢ zakres liniowe]j odpowiedzi detektora. W tym celu
mozna tu wykorzystaé¢ réwnanie (1), ktdre przeksztaicic

mozna do postaci logarytmiczne]:
lg R =1gk + rlgcC (67)

Z rdwnania tego wynika, ze logarytmiczna krzywa kalibra-
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cyjna detektora charakteryzuje sig liniowg zaleznoscia
(1gR od 1gC) nawet w przypadku, gdy indeks odpowiedzi
detektora nie jest rdéwny jednos$ci. Z tego typu krzywej
kalibracyjnej wyznaczy¢ mozna czutosé i indeks odpowie-
dzi detektora.

Wstgpne prace prowadzone byly na samym detektorze,
bez uzycia kolumny chromatograficznej. Uzyskane krzywe
kalibracyjne kwasu propionowego dla réznych szybkosci
przeptywu fazy ruchomej przedstawione zostaty na Rys.22.
Fazg ruchomg byt w tym przypadku roztwdr MeOH+H20
(10+90) obj./obj. stosowany nastepnie do oznaczer chro-
matograficznych w ukladzie faz odwrdéconych. Z rysunku
tego widaé¢, ze w podanych warunkach detektor charakte-
ryzuje sie liniowg odpowiedzig w zakresie powyze] Jjed-
nego rzedu wielkosci. Dolny zakres dynamiki liniowe}

detektora wynosi 107°M (5 x 10711

mola), natomiast jego
wykrywalnos$¢ dla stosunku sygnat/szum rdéwnego dwa,
jest o rzad wielkosci nizsza. Wykrywalnosc¢ detektora

‘M. Podob-

z kapilarg stalowg (20 x 0,2 mm) wynosita 10"
ne zaleznosci otrzymano dla innych analizowanych zwigz-
kéw (KCl, kwas octowy, masitowy i walerianowy) w fazach
ruchomych sktadajgcych sig z rdznych stosunkdw wody
1 metanolu. Z analizy omawianego rysunku wynika réwniez,
ze wysokosci pikdéw chromatograficznych, tak Jak omdéwiono
to poprzednio, zmniejszaja sig ze wzrostem szybkosci
przeptywu.

Zaleznosci wysokosci pikdw chromatqgraficznych

i pola ich powierzchni, uzyskane dla rdéznych kwasdw

(octowy, propionowy, mastowy, walerianowy) rozdzielonych
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Rys. 22. Zaleznod¢ wysokosci pikdéw chromatograficznych od
stezenia wstrzykiwanej prdbki (kwas propionowy).
Faza ruchoma: MeOH + H,0 (10+90) obj./obj.
Objetosc¢ probki: 5 pl. Szybkos¢é przeplywu:
(o) - 10, (@ - 30, (A) - 50 mm’/s.
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na kolumnie 150 x 4 mm LiChrosorb RP-18, od stgzenia
analizowanych kwasdw przedstawiono na Rys. 23 i 24.
Wyniki te odnoszg sie do konkretnych rozdziaidw chroma-
tograficznych, tzn. uwzgledniaja one rozciericzenie préb-
ki na kolumnie. Dlatego tez, mimo ze analizowane kwasy
charakteryzuja sig podobnymi statymi dysocjacji, wyso-
kosci ich pikdéw chromatograficznych zmniejszaja sie

ze wzrostem ich czasu retencji (tzn. diugos$ci ltaricucha
alifatycznego). Z tych samych powoddéw pola powierzchni
pikéw zwiekszaja sie ze wzrostem czaséw retencji (wiek-
sze rozmycie prdébki). Z rysunkdéw tych widaé¢, ze dogod-
niejsze do badann sg wysokosci pikéw niz ich pola powie-
rzchni. Rdéwniez odtwarzalnos¢ pola powierzchni piku,
mierzonego planimetrem Jjest gorsza, wzgledne odchyle-
nie standardowe dla dziesigciu kolejnych zastrzykdw
wynosi 10%, niz jego wysokosc¢ (2%).

Na Rys. 25 i1 26 przedstawione zostaty krzywe kalibra-
cyjne tych samych kwasdéw rozdzielonych w ukiadzie chro-
matografii par jonowych. Faza ruchomg byt w tym przy-
padku lO_AM roztwdér nadchloranu tetraetyloamoniowego,

TEAP, w MeOH + H,0 (10+90) obj./obj. Z Rys. 25 wynika,

2
ze w tych warunkach detektor charakteryzuje sig liniowg
odpowiedzia w zakresie jednego rzedu wielkosci stegzen.
Zakres ten zwieksza sig w przyblizeniu dwukrotnie w

uktadzie logarytmicznym (Rys. 26). Czuilos¢ detektora

miedécila sie w granicach 18-70V/M.
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. Zaleznos$c¢ wysokosci pikdw chromatograficznych, AE, od ste-

zenia probki: (o) - kwas octowy, (A) - propionowy, (&0 -
mastowy, () - walerianowy. Szybkos$¢ przeplywu: 20 mm’/s.
Kolumna (150x4 mm) ze zlozem LiChrosorb RP-18, 10 um. Pozosta-
te warunki jak na Rys. 22.
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Rys. 24. Zaleznos¢ pola powierzchni piku chromatograficznego, S, od stezenia

b

probki. Pozostate warunki jak na Rys. 23.
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Rys. 25. Krzywe kalibracyjne detektora elektrokinetycznego w uktadzie

chromatografii par jonowych. Faza ruchoma: 10_4M TEAP. Szybkosc
przeptywu: 10 mm’/s. Pozostate warunki Jak na Rys. 23.
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Rys. 26. Zaleznos¢ logarytmu wysodci pikéw chromatograficznych od logarytmu stezenia prébki. Warunki jak na Rys. 25.
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Na Rys. 27 1 28 przedstawicno krzywe kalibracyjne
wyzszych kwasdw tluszczowych rozdzielonych w ukladzie
chromatografii faz odwrgconych z metanolem jako faza
ruchomg. Pierwszy z nich odnosi sig do detektora z po-
miarem pradu przeplywu, drugi do detektora 7 pomiarem
potencjaltu przepitywu. Z rysunkdéw tych wynika, ze

lepszg wykrywalnoscig charakteryzuje siege detektor

z pomiarem potencjatu przeplywu (2 x lO—SM, tzn. 1 x
X ID—lOmola) niz detektor z pomiarem pradu przeptyvu
15 x lO_aM, tzn. 2,5 x 10”7 mola). Podobnie jest z od-

twarzalnoscig. Dla cbydwu typdéw detektordw wynosi ona
odpowiednio, RSD = 1% 1 2%.

Pordwnania obu typdw detektordw dokonano rdéwniez na
Rys. 29. Przedstawiono na nim logarytmiczne krzywe ka-
libracji kwasu siarkowego w wodzie. Wynika z nich, ze
SPD charakteryzuje sie lepszg wykrywalnoscia 1 mniej-
szym zakresem liniowe] dynamikil odpowledzi (3x10_7M,
trzy rzedy wielkosci) niz SCD (7x10_7M, pieé¢ rzeddw
wielkoéci). Indeks odpowiedzi, obliczony z rdéwnania
(67), pierwszego z nich wynosi 0,5, drugiego 1l.Lepsza
wykrywalnos¢ SPD wyttumaczy¢ mozna wptywem na wartosc
potencjatu przeptywu przewodnictwa roztworu, ktére
jest z kolei silnie zalezne od stgzenia jondw w roztwo-
rze. Réwniez szybsze nasycenie Jego krzywe]J kalibracyj-
ne] spowodowane Jjest nasyceniem przewodnictwa.

Podobny zakres dynamiki liniowej, Jak prezentowany
w tej pracy, dla kwasdw tiuszczowych rozdzielonych w

uktadzie chromatografii faz odwrdconych uzyskal Terabe

i wsp. |161} na detektorze SCD oraz Bush i wsp. 192 |
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27. Krzywe kalibracyjne detektora elektrokinetycznego z pomiarem pradu

przeptywu. Faza ruchoma: metanol. Szybkos$é przepiywu: 20 mm’/s.
Kolumna: 150x4 mm, LiChrosorb RP-18, 10 pm. Prébka: 5pl.
Analizowane kwasy: (o) - laurowy, (@) - myristynowy, (A) -

stearynowy. (V) - arachidowy.
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Rys. 28. Krzywe kalibracyjne detektora elektrokinetycznego z pomiarem potencjatu przeptywu. Warunki jak na Rys. 27.
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Rys. 29. Krzywe kalibracyjne detektora elektrokinetycznego z pomiarem potencjatu i

pradu przeptywu dla kwasu siarkowego. Faza ruchoma: woda. Szybkos¢ prze-
pltywu: 10 mm’/s.
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na detektorze UV - 210 mm. Wykrywalnos¢ pierwszego

=14 mola, drugiego 2,5x10—7mola.

detektora wynosita 2,5x10
Krzywa kalibracyjna detektora SCD, w ukladzie chroma-
tografii faz normalnych, dla kwasu walerianowego przed-
stawinna zostata na Rys.30. Elementem pracujgcym detek-
tora byta kapilara stalowa (20x0,1 mm), faza ruchoma
heksan + izopropanol (90+10) obj./obj. Jak wida¢ wykry-
walnos¢ detektora (lD_9mola) byta w tym przypadku duzo
gorsza niz w przypadku wykrywalnosci kwaséw w ukladzie
chromatografii faz odwrdconych. Ponadto, jak to zosta-
nie pokazane w dalsze] czgscil pracy, wykrywalnosc¢ bar-
dziej zatrzymywanych na kolumnie kwasdw Jest Jeszcze
0 dwa rzedy wielkosci wyzsza. Z tej to gidwnie przyczyn
znacznie mniej uwagli poswigcono w niniejszej pracy za-
stcsowaniu detektora elektrokinetycznego w uktadzie
chromatografii faz normalnych. Zakres liniowe] dynamiki
odpcwledzi detektora wynosit w tym ukitadzie cztery rze-
dy wielkosci. Z zaleznosci (67) wyznaczono czulosé
i indeks odpowiedzi detektora. Wyniki zestawiono w
Tabeli 5. Przedstawiono w nie] rdéwniez szum 1 wykrywal-
nos¢ omawianego detektora oraz detektordw, ktdrych
elementami pracujacymi byla kapilara wykonana z PTFE
i kolumna chromatograficzna |174|. Ten ostatni typ
detektora charakteryzuje sig wprawdzie catkowitym
brakiem rozmycia prébki na nim, Jjednakze Jego wykrywal-

nos¢ jest wyJatkowo wysoka.
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Rys. 30. Krzywa kalibracyjna detektora elektrokinetycznego z pomiarem pradu przeplywu z
kapilarg ze stali kwasoodpornej (20x0,2 mm). Faza ruchoma: heksan + izopropanol

(90+10) obj./obj. Kolumna stalowa (250x4 mm) napelniona ztozem LiChrosorb Si 60,
10 pm. Szybkos¢ przeptywu: 20 mm’/s. Prdébka: kwas walerianowy. Objetosé prdoki 5 pl.
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Tabela 5

Charakterystyka detektora z pomiarem pradu przepiywu
z téznymi elementami pracujacymi w ukladzie chroma-

tografii faz normalnych.

Element pracujacy r k|A/mol| NL|A] DLImoll
kapilara z PTFE
(100x0,1 mm) 1 gxio~B 1x10"1%  3x10°10
kapilara stalowa

-8 -14 -9
(20x0,2 mm) 1 3x10 2x10 1x10
kolumna chromato-
graficzna
(250x4 mm) 1 2x1078 4x1071%  4x107?
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7. Zakilécenia pracy detektora.

Pierwszym krokiem w kierunku likwidacji szumdw
1 zakiodcen pracy detektora jest poznanie przyczyn
pochodzenia poszczegdlnych ich typdéw. Typowe szunmy
pojawiajgce sig w trakcie pracy detektora elektrokine-
tycznego, ich przyczyny tworzenia sig oraz sposoby lik-
widac])i przedstawione zostaty w Tabeli 6 i zobrazowane
na Rys. 31. Na uwage zastugu]je to, ze zaburzenia pracy
detektora pojawiajace sig w momencie zastrzyku prdébki
odgrywajg role markerdéw, oznacza]jgcych poczatek chroma-
togramu.

Niektdre typy, Zrddia powstawania i sposoby likwida-
cJi zakidéceri pikdéw chromatograficznych zarejestrowanych
na detektorze elektrokinetycznym omdéwione zostaty w Ta-
beli 7, a ich ksztatty przedstawione zostaty na Rys.32.
Wielokrotne piki przedstawione na Rys. 32A sa obserwo-
wane w uktadzie chromatografii faz normalnych w przypad-
ku zbyt duzych objetosci lub stgzeri analizowanej prdbki,
szczegdlnie w przypadku matych Srednic kapilar. Wyste-
puja one wtedy, gdy prébka znacznie sig rézni lepkoscig
od fazy ruchome] 1 zwigzane sg najprawdopodobniej z za-
burzeniem przeptywu cieczy w poblizu $cianki kapilary
(Srodek prébki ptynie szybciej niz jej brzegi). W mo-
mencie gdy dokonuje sig szybkie] zmiany cieczy przepty-
wajacych przez detektor wdéwczas poczgtkowo obserwuje
sie bardzo duzg zmiange mierzonego potencjatu, ktéry na-
stepnie powoli osigga nowg wartosé¢ réwnowagowg. Spowodo-

wane to jest polaryzacjg stezeniowg elektrod |17,115,
193, 1941.
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Rys. 31. Problemy stabilnosci linii odniesienia na wyjsciu detektora ele-
ktrokinetycznego. Litery odnosza sie do symptoméw opisanych w

Tabel VI.
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Tabela 6

Tabela zakldéceri. Problemy stabilnodci linii odniesie-

nia na wyjsciu detektora elektrokinetycznego.

Symptom* Przyczyna

Sposdb likwidacji

Nieregularna lub Przeptyw pradu ele-
niestabilna linia | ktrycznego z kolum
odniesienia. ny do detektora.

A. Elektroniczne za-
burzenia z zewne-

trznego Zrddta.

-Izolacja detektor=

od reszty chromatc-
grafu.

Dokladne uziemienie
1 ekranowanie detek-

tora.

Szum 1linii Pecherzyki gazu
podstawaowe]. przechodzace
B. przez celke de-
tektora.

Odgazowanie fazy
ruchome].
Uszczelnienile ukziadu
przed przedostawa-
niem sie pouwietirza

do fazy ruchome].

Piki pojawiajace Zaburzenie prze-

sie w momencie ptywu cieczy w

zastrzyku probki. |mcmencie zastrzy-
C. ku.

Petniag one pozytywna
role markerdw momen-

tu zastrzyku.

Dryft. Adsorpcja zwiazkdw
powierzchniowo-
-czynnych na wew-
negtrznej powierz-
chni kapilary.
Niekompletnie wy-
myta poprzednia

faza ruchoma.

Wymycie kapilary
odpowiednim rozpu-
szczalnikiem.
Frzepuszczenie przez
uktad nowej fazy

ruchome]j.

* Litery odnosza sig do Rys. 31.
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32. Zakidécenia pikdw chromatograficznych na wyjsciu detektora
elektrokinetycznego.
Litery odpowiadaja symptomom opisanym w Tabeli VII.
A - naprzemienny przeptyw kwasu walerianowego i heksanu przez
detektor. B - zastrzyki 10'1M prébki kwasu octowego przy obec-
nosci, z poprzedniego zastrzyku, 1M TEAP zaadsorbowanego na
wewnetrzne] powierzchni kapilary. C - piki chromatograficzne
odpowiadajgce kolejnym zastrzykom prébki 1M KC1 w wodzie.
D - piki chromatograficzne odpowiadajace kolejnym zastrzykom

prébki 1M butanonu w heksanie. E - odpowiedZ detektora na
zastrzyk prébki 1M kwasu octowego w wodzie.
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Tabela 7

Zaktdécenia pikdéw chromatograficznych

na wyjsciu detektora elektrokinetycznego.

*
Symptom

Piki pojawiajgce
sie w momencie
wejscia 1 cpusz-
czania celki de-
tektora przez

prébke. A

Przyczyna

— = = = = - = = - - — = == = = = - 4

/byt duza prdbka.

Sposdéb likwidacji

Zmniejszenie prébki.

/miana odpowiedzi
detektora (ksztatt
piku) dla kolej-
nych zastrzykdw
probki. B.

Zabrudzona wewng-
trzna powierzch-

n.a kapilary.

Przemycie kapilary
swiezg faza ruchomg
lub odpowiednim roz-

puszczalnikiem.

Spadek 1linii

podstawoe]j po

Adsorpcja niektd-
rych sktadnikdw 1

/mniejszy¢ prdébke.
Zdeaktywowal uktad.

podstawowe] po
piku. 0.

sorpcji prébki na
wewnetrznej scian-
ce kapilary detek-

tora.

piku. Gi. zatrucie mie]jsc
aktywnych kapila-
ry detektora.
Wzrost linii Przetadowania ad- /mniejszy¢ probke.

Detektor nie nada]je
sig do analizy sil-
nie adsorbujagcych

sie proébek.

Frontalne roz-
mycie probki.
E.

iFrontalne rozmycie
probki kwasu w nie
buforowanej fazie
ruchomej spowodowa-
ne rézng retenc]ja
dwéch jJego form
wystepujacych w
roztworze.

Zastosowaé¢ buforowa-

na fazeg ruchoma.

* Litery odnoszg si

g do Rys. 32.
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. kolei na Rys. 32B przedstawiony zostat proces "oczy-
szczania" przez prébke zabrudzonej (roztworem TEAP)
wewngtrznej czesci $cianki kapilary. W przypadku, gdy
analizowany zwigzek charakteryzuje sig duzg zdolnoscig
do adsorpr]ji na $sciance kapilary, szczegélnie wtedy gdy
jest on zastrzykiwany w duzym stezeniu, wdéwczas (Rys.32C
i 32D) na chromatogramie nie obserwuje sie odtwarzalno-
§ci poziomu linii podstawowe] po zarejestrowanym piku.
Prowadzi to do niecdtwarzalnosci wysokosci pikdw chro-
matograficznych.

Na Rys. 32E zobrazowane zostato frontalne rozmycie
prébki. Zaklécenie to z detekcja elektrokinetyczna zwia-
zane Jest posrednio. Obserwu]Je sie jJe, gdy oznaczane s3
kwasy w fazach ruchomych nie zawierajgcych bufordw.
Obecnos¢ buforu pogarsza wykrywalnos¢ detektora z powodu
wystepowania efektu zwarcia. Natomiast w przypadku Jego
nieobecnosci stopiern dysocjacji, a wigc stosunek ilosci
czasteczek zdysocjowanych do niezdysocjowanych, kwasu
jest zalezny od jego stgzenia. W ukitadzie chromatografii
faz odwrdéconych czgsteczki niezdysocjowane s3 silniej
zatrzymywane przez ztoze niz zdysocjowane. W wyniku tego
w poczatkowej fazie piku chromatograficznego (tzn. ze
wzrostem stezenia analizowanego kwasu i stosunku ilosci
jego czasteczek niezdysocjowanych do zdysocjowanych)
obserwowany Jjest wzrast czasu retencji kolejnyech jego
porcji dochodzacych oo detektora. Po przejsciu przez
maksimum piku sytuacja ulega odwdérceniu }|173,191,195|

W konsekwencji ksztalt piku przyjmuje formg przedstawio-

na na omawianym rysunku.
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Zgodnie z rdéwnaniami (60) i (61) ze wzrostem dlugo-
§ci 1 zmniejszeniem Srednicy kapilary obserwuje sie
wzrost wartosci potencjatu i pradu przeptywu. Przy czym.
jednocczesnie obserwuje sig wzrost wartosci poziomu tta,
wysokosci pikdéw chromatograficznych i szumu detektora.
Oznacza to, ze zmiany te nie wpiywaja na wykrywalnosc
detektora. Zaleznos¢ wielkosci szumu detektora od wymia-

réw kapilary przedstawiona zostata w Tabeli 8.

Tabela 8

Zaleznos¢ wielkosci szumu detektora, NL’ od diugosci, 1,

i $rednicy, d, wykonane] z PTFE, kapilar: pracurjace]

detektora.

1limm; d|mm| NL]mV} 1imm| d|mm| NL&mVi
40 0,2 8 20 0,35 3,2
60 0,2 10 20 0,40 1,6
80 0,2 12 20 0,45 1,0
100 0,2 20 20 0,50 0,8

Aby zmnie]jszy¢ do minimum szum detektora nalezy chro-
ni¢ go przed wpilywami zewngtrznych pdél elektrostatycz-
nych 1 elektromagnetycznych. Uzyskano to, zgodnie z tym,
co napisano w Czedgci Eksperymentalne]j, pcprzez dokiadne
uziemienie i ekranowanie detektora (ekrany ze stali
weglowe]j, dwukrotnie ekranowany kabel z polietylenu
i z warstwa koloidalnego grafitu), a takze chronienie go

przed wstrzagsami. Nie zaobserwowanoc natomiast wpiywu
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temperatury, w zakresie 10-30°C, na prace detektora.
Duze zakldcenia pracy detektora powodowato "zatrucie"
wewnetrzne] powierzchni $cianki kapilary zwigzkami po-
wierzchniowoaktywnymi, np. jonami czteroalkiloamonio-
wymi. Oczysci¢ je mozna bylo przepuszczajac przez detek-
tor 20 do 200 cm3 fazy ruchomej. Czasami dobre rezultaty
dawato kilkakrotne zastrzykiwanie analizowane] prdébki.
Na poczatku pracy z detektorem przepuszczano przez

niego faze ruchomg przez ok. 30 min. w celu ustalenia
statego poziomu tia. Rdéwniez tego samego czasu wymagato
oczyszczenie z zaadsorbowanych na jej powierzchni sub-
stancji (Rys. 33), czy tez stabilizacja poziomu tta po
zmianie szybkosci przeptywu fazy ruchomej. Faza ruchoma
stosowana we wszystkich pomiarach opisanych w teJ pracy
byta odgazowywana. Duza rdéznica cisnien wystepujaca
wzdtuz kolumny powodowala tworzenie sig pecherzykow

gazu u jej wylotu, co znacznie zakidcalo pomiary (przer-

wanie obwodu elektrycznego).
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Rys. 33. Chromatogram prébki 1M roztworu kwasu propionowego. Kolumna: 150x4 mm upakowana kulkami szklanymi 80 mesh.
Szybkosé przeptywu: 20 mm’/s. Faza ruchoma: MeOH + H,0 (10+90) obj./obj.

- 6ZT1 -
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8. Pordwnanie wtasnosci detektora elektrokinetycznego

i konduktometrycznego.

. dotychczas przeprowadzonych rozwazarn wynika, ze
detektor elektrokinetyczny jest pod wzgledem wlasnos$ci
najbardziej podobny do detektora konduktometrycznego.

Oba detektory rejestruja zmiany stgzenia jondéw w prze-
ptywajacym przez nie eluacie. Oba charakteryzuja sie

tymi samymi ograniczeniami - nie moga pracowa¢ w fazach
ruchomych zawierajacych duze stgzenie zwigzkdw zjonizo-
wanych. Ponadto przewodnictwo cieczy wchodzi explicite

w réwnanie opisujgce potencjat przeptywu (rdéwnanie (61)).
Z tego wynika, Zze omawiane detektory powinny by¢é czule na
te same klasy zwigzkdw oraz charakteryzowaé¢ sie podobnymi
wykrywalnosciami. Jednakze kierunki zmian mierzonych
wielkosci w obu detektorach sa przeciwne. Z poréwnania
wzordw (62) i (64) wynika, ze ze wzrostem stezenia jondw
obserwuje sie wzrost przewodnictwa i spadek potencjatu
przeptywu. Ponadto detektor elektrokinetyczny, jak to
zostanie omdwione w dalszej czesci pracy, 1gczy w sobie
wtasnosci detektora konduktometrycznego i dielektrycznego.

Na Rys. 34 przedstawione zostaty krzywe kalibracji
kwasu siarkowego zarejestrowane z zastosowaniem detektora
konduktometrycznego, CD, oraz elektrokinetycznego z po-
miarem prgdu, SCD, i potencjatu, SPD, przepiywu. Elemen-
tem pracujgcym wszystkich detektoréw byia ta sama kapi-
lara. W pomiarach zastosowano statoprgdowy detektor kon-
duktometryczny, przy czym w czesci eksperymentalne]

wykazano, ze w badanych warunkach nie obserwuje sieg
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Rys. 34. Krzywe kalibracyjne detektordéw: SPD - (o), SCD - @) i CD - (A)

dla kwasu siarkowego w wodzie. Kapilara pracujaca wykonana z PTFE

(20x0,4 mm). Objetos¢ prébki: 5ul. Szybko$¢ przepiywu: 10 mm’/s.
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polaryzacji jego elektrod. W przypadku detektora kondukto-
metrycznego mierzony byl prad w ukladzie przedstawionym

na Rys.6. Z Rys. 34 wynika, ze CD i SPD charakteryzuja

sig tq samg wykrywalnoscig. Inne parametry charaktery-
zujace omawiane detektory przedstawione zostaty w Tabeli 9.
Czutosci i indeksy odpowiedzi detektordw obliczone zosta-
'y z réwnania (67).

Przyktadowe chromatogramy zarejestrowane za pomocag
trzech omawianych detektordw przedstawione zostaty na
Rys.35. Przedstawiaja one rozdziat nizszych kwasdéw titu-
szczowych (mréwkowy, octowy i walerianowy) w ukladzie

chromatografii jonowo-wykluczajace].

Tabela 9
Pordwnanie wiasnocsci detektora elektrokinetycznego
z pomiarem pradu, SCO, 1 potencjatu, SPD, przepitywu
oraz detektora konduktometrycznego, CO.
Kapilara pracujaca detektora wykonana z PTFE (20x0,4mm).

Prébka: kwas siarkowy. Objetos¢ prdébki: 5 pl. Faza ru-

choma: woda. k - czutos¢, r - indeks odpowiedzi, D, -
wykrywalnosc, LD - zakres dynamiki liniowej, RSD - od-
twarzalnosc.
k r Dleoll DLIM{ Lo RSD|%]|
-12 -7

sGD 21A/mol 1,0 3,5x10 7x10 5 2

8 -12 -7
SPD 3,3x10°V/mol 0,5 1,5x10 3x10 3 1
CO  63A/mol 1,0 1,5%x10°1%2 3x1877 s 1
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SCD
1
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L [ L 1 1 1

0 2 b 6 min.

35. HPLC chromatogramy mieszaniny 10_3M kwasoéw: 1 - mrdowkowego, 2 - octowego,

3 - walerianowego zarejestrowane za pomocg detektorow: SPD, SCD i CD.

Kolumna: 150x4 mm LiChrosorb KAT, 10 pm. Pozostaie warunki jak na Rys. 34.
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II. Zastosowanie detekcji elektrokinetyczne]
w réznych systemach rozdzielczych wysoko-

sprawnej chromatografii cieczowe].

1. HPLC faz normalnych.

W chromatografii faz normalnych fazg ruchomg jJest
ciecz o matym przewodnictwie elektrycznym i mate] prze-
nikalnosci elektrycznej. Ciecz taka charakteryzuje sig,
jak to zostato oméwione w Czgsci Literaturowe], duzym
czasem relaksac]ji elektryczne] 1 grubg podwdjng warstwa
elektryczng. W wyniku tego opuszczajaca kapilare ciecz
jest elektrycznie natadowana. W cieczach tych tworzenie
sie pradu przeptywu zwigzane jest z obecnoscig w nich
zanieczyszczern. Dlatego trudno jest tu przewidzied wptyw
réznych czynnikdw na praceg detektora.

SilikaZel charakteryzuje sie wiasnos$cia wyjatkowo
silnej adsorpcji na swojej powierzchni wszystkich zwia-
zkéw polarnych. Z tego powodu w fazach normalnych adsorp-
cyjny mechanizm retencji wystegpuje tylko wtedy gdy fazsa
ruchoma 1 silikazelnie zawieraja nawet $ladowych ilosci
zwiazkdw polarnych. Jest to bardzo trudne do osiggnie-
cia, ponadto na czystym silikazelu obserwuje sig silne
rozmycie prdébki. Z tego powodu do fazy ruchome] dodaje
sie, w celu stabilizacji warunkdéw chromatograficznych,

kilka procent rozpuszczalnika polarnego. Wtedy jednakze

mechanizm retencji jest mieszany, adsorpcyjno - podzia-

towy.
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Chromatogramy mieszaniny nizszych kwas6w tluszczowych
przedstawione zostaty na Rys. 36 - 38. Fazg ruchomg byta
w tym przypadku mieszanina: heksan + izopropanol (90+10)
obj./obj. Kwasy wymywane byly w kierunku zmniejszania
sig diugosci tarficucha alifatycznego, tzn. w kierunku
wzrostu ich statych dysocjac]ji. Kwasy o %tarficuchu diuz-
szym od kwasu walerianowego wymywane byly przy te] same]
objetosci retencji rdéwne] objetosci martwej kolumny.
Wptyw wartosci statych dysocjacji analizowanych kwasdw

na ich objetosci opisuje rdéwnanie |[174]:

) B
Vo =V 4+ mmmmmmmmmm e - (68)
R R 72
4 Ka
gdzie B - stata zalezna od wymiardéw kelumny 1 pola

powlerzchni zioza.
Rownanie powyzsze wyprowadzone zostato przy zslozeniu,
ze na powierzchni silikazelu adscrbu]ja sie tylko zdyso-
cjowane czagsteczkl kwasdw. Kwasy karboksylowe majg nie-
wielkl mcoment dipolowy. W rozpuszczalnikach niepolarnych
wystepuja na o0gét w postaci dimerdw. Dlatego w uktadach
polarna faza stacjonarna - niepolarny rozpuszczalnik
znajduja sie niemal wylacznie w rozpuszczalniku.
Wykrywalnos¢ detektora elektrokinetycznego w chroma-
tografii faz normalnych byta stosunkowo wysoka 1 dla

? mola. Ponadto, Jak

kwasu walerianowego wynosita 10~
wida¢ to na przedstawionych rysunkach, ze wzrocstem reten-

cji kwasu jego wvkrywalnos¢ jeszcze bardzie) pogarsza sig.
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Dla kwasu propicnowego wynosita ona 10_7mola. Z tego
powodu w pracy poswigcono znacznie mnie]j uwagi chroma-
tografii faz normalnych niz faz odwrdéconych.

Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze w powyzszych warunkach
nie mozna by wogdle zastosowa¢ detektora konduktome-

trycznego.
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Rys. 36.-HPLC chromatogram mieszaniny 10_4M
kwasdw: 1 - walerianowego, 2 - masio-
wego, 3 - propionowego. Kapilara dete-
ktora wykonana ze stali kwasoodporne]
(20x0,2 mm). Kolumna: 250x4 mm ze
zYozem LiChrosorb Si 60, 10 pm.

Faza ruchoma: heksan + izopropanol
(90+10) obj./obj. Szybkos¢ przeptywu:

20 mm>/s. Objetos¢ prébki: 5 pl.
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2

Rys. 37. HPLC chromatogram mieszaniny kwasdw tiuszczo-
wych w uktadzie faz normalnych. Kapilara wy-
konana z PTFE (100x0,1 mm). Pozostale warunki

jak na Rys. 36.

[ 2107134
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Rys. 38. HPLC chromatogram mieszaniny kwasdw tiuszczowych

w ukladzie chromatografii faz normalnych. Element
pracujacy detektora: kolumna chromatograficzna

(250x4 mm). Pozostate warunki jak na Rys. 36.
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2. HPLC faz odwrdéconych.

Z dotychczasowych rozwazarh wynika, ze detektor elek-
trokinetyczny jest bardzie] czuty w fazach begdacych roz-
puszczalnikami polarnymi. W chromatografii rozpuszczal-
nik bardziej polarny niz zioze oznacza, ze mamy do czy-
nienia z uktadem faz odwrdconych. Chromatogramy miesza-

niny 107*M i 107°

M roztwordw kwasdéw: octowego, propio-
nowego, masiowego 1 walerianowego w fazie Me0H+H20
(10+90) obj./obj. przedstawione zostaity na Rys. 39.
Pomiary wykonywane byl przy dwéch szybkosciach przepty-
wu, 20 i 70 mm3/s. Z Rys. 39a i 39b wynika, ze ze wzro-
stem szybkosci przeptywu obserwuje sig zmiang znaku po-
tencjatu przeptywu fazy ruchome] oraz wychylenia pikdw
chromatograficznych. Zagadnienie to omdéwione zostatlo
w rozdziale F.I.3. Zastrzykowi prébki towarzyszy poja-
wienie sie na chromatogramie dwdch bardzo waskich pikdw
(na Rys. 39 nie sa one rozdzielone i widoczne s3 w po-
staci jednej 1linii). Piki te tworza sie w wyniku zabu-
rzen przeptywu cieczy 1 odgrywa]j]a role markercw poczat-
ku chromatogramdéw. Pierwszy z nich, ujemny, zwigzany
jest z chwilowym zachamowaniem przeptywu cieczy, drugi,
dodatni, ze wzrostem szybkosci przepiywu cieczy tuz
po zastrzyku probki.

Chromatogramy wyzszych kwasdéw tiluszczowych przedsta-
wione zostaty na Rys. 40. Zostaty one zarejestrowane

z zastosowaniem detektora z pomiarem prgdu i potencjatu

przeptywu.
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HPLC chromatogramy nizszych kwasow ttuszczowych: 1 - octowego,
2 - propionowego, 3 - masiowego i 4 - walerianowego. Detektor
elektrokinetyczny z kapilarg wykonang z PTFE (20x0,4 mm).
Kolumna stalowa (150x4 mm) wypeiniona ziozem LiChrosorb RP-18,
10 um. Faza ruchoma: MeOH + H.0 (10+90) obj./obj. Objetosc
probki: 5 pl. Szybkosc przeptywu: a - 70 mm>/s, b ic -

20 /5. Stezenia kuaséw: a - 107M, b - 107°M, © - 1074M.
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1

b) ol

100 mV

Tmin

Rys. 40. HPLC chromatogramy wyzszych kwasow ttuszczowych: 1 - laurowy,
2 - myristynowy, 3 - stearynowy, 4 - arachidowy, o stgzeniu
10”"M zarejestrowane z uzyciem SCD (a) i SPD (b) detektordw.

Z
Szybkosc przepiywu - 20 mm’/s. Pozostate warunki jak na Rys. 39.
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Oméwione do tej pory rozdziaty uzyskane zostaty
z zastosowaniem czystych :ozpuszczalnikéw Jako faz ru-
chomych. Dodatek elektrolitu do fazy ruchomej powoduje
bowiem wzrost jej przewodnictwa, a w konsekwencji zmniej-
szenie wysokoscli pikdw 1 pogorszenie wykrywalnosci.

Na Rys. 39 zaobserwowa¢ mozna rdwniez, ze czasy re-
tencji analizowanych kwasdw zalezne byly od ich stegze-
nia. Przy czym kolejnos¢ wymywania kwasdw byla odwrotna
niz w uktadzie faz normalnych. Mocniej zatrzymywane bytly
na kolumnie kwasy o diuzszym taricuchu. Zaleznos$¢ czasdw
retencji o7 stegzenia kwasdw wyjasnic¢ mozna gdy przyjmie
sie zatozenie, ze w procesie chromatograficznym tylko
niezdysoc jowane czgsteczki sa zatrzymywane na fazie RP.
Zdysocjowane czasteczki kwasdw (aniony) wystepuja nato-
miast tylko w fazie ruchomej. Zaleznos¢ czasu retencji
' od wspdiczynnika pojemnosciowego opisuje dobrze znana

zaleznosc¢ | 194 :

te = £ (k + 1) (69)

gdzie to - czas martwy kolumny, k - wspdiczynnik pojem-
nosciowy.
Z xolei wspdiczynnik pojemnosciowy opisaé¢ mozna rdéwna-

niem:

k= K, --2- (70)

gdzie: Kd - wspdiczynnik podziatu, AS - pole powierzchni

fazy stacjonarnej w kolumnie.
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Prawo rozciericzern Ostwalda |93| wyrazi¢ mozna w postaci

zaleznosci:

% e K (71)

gdzie < - stopieri dysocjacji.

Z réwnari (69) - (71) otrzymaé mozna zaleznos$é:
1 -« Ag
ke s e ..
v) v ) (72)
0

a nastepnie:

L A 1/2

b, = === [1 + -5 (-0 - 1% (73)
R " v Ka172 ]

0
Réwnanie to zapisac¢ mozna w przyblizonej postaci opisu-
jacej zaleznosc tR od Cm:

1/2 (74)

tR = const.(l) + const.(2) . C
m

Ostatnie réwnanie potwierdzone zostato z wyznaczong eks-
perymentalnie zaleznoscig czasdw retencji kwasdw tiu-
szczowych od pierwiastka kwadratowego ze stezenia Cm
(Rys. 41).

Zaleznos¢ czas6w retenc]i od stezenia analizowanych
zwigzkdéw Jest oczywiscie niekorzystna z analitycznego
punktu widzenia. Zlikwidowac¢ Ja mozna. stosujac buforo-
wane fazy ruchome. Powoduje to jednakze pogorszenie
wykrywalnosci detektora. Nie powiodiy sieg préby zasto-

sowania rozciericzonych roztwordw buforéw fasforanowych
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i cytrynowych, charakteryzujacych sig duzg pojemnoscia
buforowa w obszarze pKa analizowanych kwasdw. Przy

zbyt matym stgzeniu nie likwidowaty one omawianej zalez-
nosci, przy zbyt duzym zbytnio pogarszalty wykrywalnosc
detektora. Dodatek rozpuszczalnika organicznego (MeOH+
+AcCN) do fazy ruchomej powodowal szybsze wymywanie kwa-
séw nieznacznie tylko zmniejszajac omawiang zaleznos$c.
Zaleznosc¢ te zlikwidowano rozdzielajac kwasy w ukladzie
chromatografii par Jonowych 2z zastoscwaniem fazy ruchome]
nie zawiera]jgce]j buforu. Problem ten doktadniej zostanie

oméwiony w nastgpnym rczdziale.



600 |- 4
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Rys. 41. Zaleznosc czaséw retencji, tp  wysszych kwaséw tluszczowych: (o) - laurowego, (@) - myristynowego, (A) - stearynowego i

(V) - arachidowego, od pierwiastka kwadratowego z ich stezenia, C#/Z. Warunki jak na Rys. 40.
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3. HPLC par jonowych.

W ukladzie chromatografii faz odwréconych zaobserwo-
wany zostal wpiyw stgezenia analizowanych kwaséw na ich
czasy retencji. ZJagadnienie to zostalo obszernie oméwio-
ne w poprzednim rozdziale. Wplyw ten mozna wyeliminowad
poprzez rozdzielanie kwasdw w ukladzie chromatografii
par jonowych z zastosowaniem fazy ruchomej nie zawiera-
jace] bufordw.

Wstegpnie prdébowano rozdzieli¢ kwasy w ukladzie chro-
matografii par jonowych faz normalnych. Obecnos$¢ buforu
w tym przypadku nie powinna pogarsza¢ wykrywalnosci de-
tektora gdyz bufor wraz z jonami czterobutyloamoniowymi
znajdowat sig w fazie stacjonarne] zatrzymane] na nosniku
LiChrosorb Si 100, 10 pm | 197, 198|. Jako faze stacjonarna
stosowano 0,6M roztwér wodorotlenku czterobutyloamoniowe-
go w wodzie natomiast jJako faze ruchomg - izopropanol +
+ chlorek metylenu + heksan (20+60+20) obj./obj./obj.
Mechanizm podzialu polegat tu na zatrzymywaniu przez
wodng fazeg stacjonarng kwaséw wstrzykiwanych do organi-
czne] fazy ruchome], a nastgpnie na ich przechodzeniu
w postaci par jonowych z jonami czterobutyloamoniowymi
pochodzgcymi z fazy stacjonarnej z powrotem do fazy ru-
chomej. Powyzsze zachowanie sie kwaséw powodowane bylo
tym, Zze czyste kwasy charakteryzuja sie wigksza rozpu-
szczalnoscia w wodzie, podczas gdy pary jonowe moga wy-
stepowa¢ w zasadzie tylko w rozpuszczalnikach organicz-

nych. Okazato sie Jednakze, ze pary jonowe utworzone

w tym procesie adsorbuja sig nieodwracalnie na wewngtrzne]
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powierzchni $cianki kapilary. Zachowanie takie zobrazo-

wane zostato na Rys. 42. Wida¢ z niego, ze po zastrzyku

prébki potencjal przepitywu poziomu tta odtwarza sie bar-
dzo powolnie. Wstrzyknigcie kolejnych prébek przed usta-
leniem sig poziomu tla prowadzi oo niepowtarzalnych wy-

nikdw.

Chromatogramy nizszych kwaséw tluszczowych rozdzie-
lonych w uktadzie par Jonowych faz odwrdéconych przedsta-
wione zostaty na Rys. 43. Wida¢ z niego (pordéwnaj Rys.39),
ze dodatek do fazy ruchomej jondw czterocetyloamoniowych
o stezeniu lO_aM spowodowat niezaleznos¢ czasdw retenc]i
analizowanych kwasdéw od ich stegzenia (Rys. 43b i c).

Z pordwnania Rys. 39 i 43 wida¢ ponadto, ze w obu przy-
padkach obserwuje sig zmiane znaku potencjaitu przepilywu
fazy ruchomej i wysokosci pikdw chromatograficznych ze
wzrostem szybkosci przeptywu. Dodatek jondw czterocalkilo-
amoniowych do fazy ruchomej spowodowat kilkunastokrotne
zmniejszenie wysokosci pikdéw chromatograficznych, co
oczywiscie wplywato na pogorszenie wykrywalnosci detek-
tora. Efekt ten spowodowany byl wzrostem przewodnictwa
fazy ruchomej po dodaniu do niej TEAP, a ponadto adsor-
pcjgs Jondéw TEA+ na Sciance kapilary. Dlatego, aby uniknad
pogorszenia wykrywalnosci detektora pomiary byly wykony-
wane z faza ruchomg zawierajaca rozciericzony roztwdr

TEAP bez dodatku buforu. Chromatogramy przedstawione na
Rys. 43 uzyskane byty z zastosowaniem fazy ruchomej za-

wierajacej TEAP o stezeniu 1074

M. Z przedstawione] na
Rys. 44 zaleznosci objetosci retenc)i od stegzenia anali-

zowanych kwasdw widac¢, ze objgtosci te byty niezalezne
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od stegzenia w jego zakresie 107+ 2x107°M. Z tym, ze

az do stezenia 5 x 107°

M zmiany te byty na tyle mate,

ze nie powodowaly zmiany sekwencji wymywania kwasdw.

Z rysunku tego wynika ponadto, ze w tym samym zakresie
stezen objetosci retencji kwasdw rozdzielanych w ukta-
dzie chromatografii faz odwdrconych zwigkszyly sie okoio
dziesieciokrotnie. Dodatek TEAP do fazy ruchomej powodo-
wal ponadto znaczne zmniejszenie objgtosci retencji
kwasdw. Z powyzszych rozwazan wynika, ze nawet przy tak
matym stezeniu TEAP w fazie ruchomej, jak 10_4M i przy
braku buforu objetosci retencji analizowanych kwasodw
byty niezalezne od ich stgzenia (Rys. 39b i c oraz

43b i c). Wpilyw stezenia TEAP na wykrywalno$¢ detektora
i maksymalne stezenia analizowanych kwasdéw,przy ktérych
nie nastepuje zmiana sekwencji ich wymywania przedsta-
wiony zostal w Tabeli 10. Wida¢ z niej, ze wzrost tego

stezenia zwieksza obie te wielkosci.
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Rys. 42. Zmiany potencjatu przeptywu po wstrzyknieciu do fazy ruchomej 5 pl

IM roztworu benzoesanu czteroalkiloamoniowego. Faza ruchoma: izopro-
panol + chlorek metylenu + heksan (20+60+20) obj./obj./obj.
Szybkosé przeptywu: 10 mm’/s.
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Rys. 43. HPLC chromatogramy nizszych kwasdw tiuszczowych.
Faza ruchoma: 10—4M TEAP w MeOH + H,0 (10+90) obj./ob].
Szybkos¢ przeptywu: a - 70 mm’/s, b i ¢ - 10 mm’/s.

Pozostate warunki jak na Rys. 39.
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Rys. 44. Zalezno$é objetosci retencji nizszych kwasdw ttuszczowych, (o) - octowy, (A ) - propionowy,

(@) - mastowy i (§) - walerianowy, rozdzielonych w ukladzie faz odwréconych (1linia przery-

wana) i par jonowych (linia ciggia), od ich stezenia. Pozostale warunki Jak na Rys. 39 i 43

8Y1
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Tabela 10
Zaleznos¢ wykrywalnosci detektora, DL’ i maksymalnego
stezenia kwaséw, przy ktdérym zmiany ich objetosci re-
tencji s3 na tyle mate, ze nie powoduja zmiany sekwen-
cji ich wymywania, LS, od stezenia jendw TEAT w fazie

ruchomej, C
u mej, D

clel DLIMI LSIMI
0 5x107 7 5x107°
107° 5x107" 5x107°
1077 5x107° sx10” %
1074 5x10”° 5x107°
10”7 5x10" .

1072 5x107° :

Ponadto z tabeli tej wynika, ze objetodci retencji bar-
dzo rozcieficzonych kwasdéw (catkowicie zdysocjowanych)
réwniez sa niezalezne od ich stezenia.

Tak jak w poprzednim rozdziale, pomiary byly wyko-
nywane z zastosowaniem kapilar wykonanych z PTFE, szkts
i stali kwasoodpornej. Réwniez i w tym przypadku wykry-
walnos¢é detektora z kapilarg stalowg byla kilkanascie

razy wyzsza niz dla pozostatych kapilar.
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4. HPLC jonowo - wykluczajaca.

/ dotychczasowych rozwazan i wynikdéw okazuje sig, ze
detektor elektrokinetyczny jest szczegdlnie czuty na
mocne kwasy oznaczone w czystym, niebuforowanym, rozpu-
szczalniku polarnym charakteryzujgcym sige wysoka prze-
nikalnoscia elektryczng. Warunki takie wystgpu]a czegsto
w ukladzie chromatografii jonowo-wykluczajgce].

Technika ta stosowana byita do rozdzielania zwigzkdw
jonowych od niejonowych, a takze do analizy kwasdw zna-
cznie réznigcych sie s*-ukturg | 199-204 |, Rozdzial kwa-
séw zachodzi w niej na wymieniaczu kationowym (nie jak
zwykle na anionowym) o formie wodorowej. Mechanizm ich
podziatu polega na tworzeniu sig réwnowagi membranowe]
Donnana. Aniony (ujemnie natadowane) sa odpychane (wy-
kluczane) od ujemnie natadowanego zloza. tadunek zitoza
pochodzi z dysocjacji jego grup funkcy]jnych, w tym przy-
padku - SOBH. Czasteczki elektrycznie obojetne (np.
czasteczki niezdysocjowanych kwasdw) moga wchodzié do
wewnetrznych czegescl ztoza. Dlatego nalezy sig spodzie-
waé¢ zaleznosci objetosci retencji kwasdéw od ich wartd-
sci pK, (pKa = 1lg Ka, gdzie Ka - stala dysocjacji).
Tego typu zaleznosc¢ zostata istotnie znaleziona w pracy
Tanaki i wsp. | 202;. W rozdziale tym dokladnie] przedy-
skutowany zostanie problem mechanizmu rozdziatu kwasdw
w uktadzie chromatografii Jonowo-wykluczajgce]j. Prezen-
towane wynikil uzyskane zostaty na ztozu LiChrosorb KAT.

Elementem pracujgcym detektora byta kapilara wykonana

z PTFE (100x0,2 mm). Pomiary wykonywane byty w tempera-
turze 22°C.
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M

Objetosci retencji 39 kwaséw o stezeniu 10~
przedstawione zostaly w Tabeli 11. Aminokwasy (No 34-39)
umieszczone zostaty razem na koricu tabeli gdyz charak-
teryzuja sig one podobnymi wartosciami statych dysocja-
cji, a stagd 1 objetosci retencji. Mocne kwasy, cailkowi-
cie zdysocjowane, (pKa = -10 + 2,5) wymywane byly wszy-
stkie razem przy objetos$ci retencji réwnej 0,80 cm3.
Zakladajac, ze sa one kompletnie wymywane wartosé¢ ta
réwna jest objetosci martwej (objetosci fazy ruchome])
kolumny (Rys. 45). Objetosci retencji kwasdéw siabszych
(pKa = 2,5 + 6,5) byty proporcjonalne do wartosci ich
pK,. Najsiabsze kwasy (pKa = 6,5 + 8,5) byly podobnie
jak kwasy mocne, wymywane nierozdzielone, ale na koricu
chromatogramu |190 - 206 .Zaktadajac catkowitg prze-
puszczalnos¢ ztoza dla tych kwaséw wewngtrzng objegtosc
kolumny (objetosé fazy stacjonarnej) obliczy¢ mozna
z réznicy objetosci retencji stabych i mocnych kwasdw
tak, jak to zostalo przedstawione na Rys. 45. Innymi
stowy objetos¢ wewngtrzna kolumny oznaczana jest z
granic ekskluzji 1 przepuszczalnosci kolumny. Nalezy
przy tym zauwazy¢ analogiege tego wykresu do zaleznosci
objetosci retencji od logarytmu masy czgsteczkowe] ozna-
czane] substancji. Zaleznos¢ ta obserwowana jest w chro-
matografii zelowo-permeacyjnej. W Tabeli 11 przedstawio-
ne zostaly rdéwniez wartosci wspéiczynnikéw podziaiu i

pojemnosciowych analizowanych kwasdw. Obliczone one

zostaty z rdwnan:



S S & (75)

k™ = --c----=- (76)

Pierwsze z tych rdéwnar pochodzi réwniez z chromatogra-
fii zelowej. Z Tabeli 11 widaé¢, ze wartosci wspdiczyn-
nikéw podziatu mieszcza sig w granicach od 0 do 1 dla
mocnych i stabych kwasdw odpowiednio. Te wartosci oraz
wykres z Rys. 45 potwierdzaja przewage mechanizmu eks-
kluzji jonéw w -2zdziale kwasdw.

Jednakze, w ich rozdziale odgrywaja réwniez role inne
czynniki, Jak na przyktad podzial w uktadzie chromato-
grafii faz odwréconych. Jako przykitad tego mozna po-
da¢ kwasy karboksylowe (octowy-kapronowy). Chociaz
charakteryzuja sig one bardzo podobnymi wartosciami
pKa to wymywaja sie one przy rodznych objetosciach reten-
cji zgodnie ze wzrostem dtugosdci ich tarfcucha (Rys. 45,
Tabela 11). Innym przyktadem jest podobieristwo objgto-
sci retencji kwasdw salicylowegb i aceté%%licylowego
(a réwniez ftalowego i tereftalowego) mimo, ze ich
wartosci pKa znacznie sie rdéznig miedzy sobg. To podo-
biedstwo objeto$ci retencji spowodowane jest podobieri-
stwem ich struktury. Objetosci retencji kwaséw, podob-
nie jak w przypadku chromatografii faz odwrdconych,

wzrastaty ze wzrostem ich stgzenia (Rys. 46).
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Tabelia 11
Wpiyw wartosci pKa na parametry chromatograficzne
(objetos¢ retencji, wspdiczynniki podzialu i pojemno-
$ci) analizowanych kwasdw.
M. Kolumna: 150x4mm. Zioze: LiChro
sorb KAT. Faza ruchoma: woda. Szybkos¢ przepitywu:

Stezenie kwasdéw: 10~

10 mm>/s. Temperatura: 20°C.

=

No  Kwas Pk VRlcm)l Kq k”

1 nadchlorowy -10 0,80 0 0

2 chlorowodorowy -6l 0,84 0,02 0,05

3 siarkowy -3,0 0,78 0 0

4 azotowy -1,4 0,84 0.02 0,05

5 jodowy 0,80 0,87 0,03 0,09

6 szccawiowy 1,27 0,88 0,04 0,10

7 maleinowy 1,95 0,89 0.05 0,11

8 o-nitrobenzoesowy 2,117 0,76 0 0

9 chlorooctowy 2,87 0,96 0,08 0,20

10 ftalowy 2,94 0,94 0,07 0,16
11 salicylowy 3,00 1,05 0,13 0,31
12 fumarowy 3,02 0,94 0,07 0,18
13 winowy 3,03 0,92 0,06 0,15
14 cytrynowy ;13 0,93 0,07 0,16
15 p-nitrobenzoesowy 3,44 1,10 0,15 0,38
16 m-nitrobenzoesowy 35,49 1,02 0,11 0,28
17 tereftalowy 3,54 0,96 0,07 0,18
18 mréwkowy 3,75 1,10 0,15 0,38
19 mlekowy 3,86 1.03 0,12 0,29
.20 benzoesowy 4520 1,45 0,33 0,82
21 askorbinowy 4,21 1,20 0,20 0,50
22 bursztynowy 4.21 1,17 0,19 0,46
23 metoksyfenylooctowy 4,32 1,44 8,32 0,80
24 p-acetoZsalicylowy 4,57 1,14 0,17 0,43
25 octowy 4,76 1,51 0,35 0,89
26 izomasiowy 4,81 1,66 0,45 : .
27 walerianowy 4,84 1,84 8,52 1,30
28 propionowy 4,87 1,66 0,43 1,08
29 kapronowy 4,88 Z2,0% 0,65 1,61
30 wegglowy 6,45 2,86 1,03 2,58
31 p-nitrofenol 7510 2,80 1,00 2,50
32 o-nitrofenol 7,23 2,76 0,98 2,45
33 m-nitrofenol 8,40 2,80 1,00 2,50
34 histydyna 1,77 0,88 0,04 0,10
35 arginina 2,10 0,88 0,04 0,10
36 tyrozyna 2,20 0,81 0,01 0,01
37 walina 2,29 0,76 0 0

38 alanina 2,35 0,78 . 0O 0

39 tryptofan 2,38 0,78 0 0
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Rys.45. Wptyw wartosci pKa analizowanych kwaséw na
1 ich objetosci retencji, VR’ wspoiczynnikil
podziatu, K, i wspétczynniki pojemnosci, k.
Liczby odnosza sie do kwasdow wymienionych w
o2 Tabeli XI. Kolumna ze stali kwasoodporne]
(150x4 mm) upakowana z}ozem LiChrosorb KAT,

10 pm. Faza ruchoma: woda. Szybkosé przeptywu:
10 pl/s. Objetosc¢ probki: 5Sul. Detektor

elektrokinetyczny z kapilara wykonang z

1% PTFE (100x0.2 mm).
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Rys. 46. Zaleznosc¢ objetosci retencji kwasu octowego (o) i siarkowego ( ) od ich stezenia.
Pozostate warunki jak na Rys. 43.
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Aby opisa¢ wykres przedstawiony na Rys. 45 rozwazmy

dowolny kwas, HR, ktéry dysocjuje zgodnie z rdéwnaniem:

HR = H + R (77)

Zaréwno zdysocjowane jak 1 niezdysocjowane formy kwasdw
istnieé¢ moga w obydwu fazach ruchomej i stacjonarne]

(w dalszej czesci pracy beda one oznaczane odpowiednio
przez M i S). Jak wspomniano poprzednio rozdzial kwasdw
metodq chromatografii jonowo-wykluczajace] rzadzony Jest
mechanizmeh réwnowagi membranowej Donnana. Zatdzmy, ze
woda we wnetrzu ztoza znajduje sie jakby po drugie]
stronie hipotetycznej membrany Przy czym pod wzgledem
fizykochemicznym nie rézni sig ona od wody znajdujace]
sie na zewnatrz ziarna ztoza.

W stanie rdwnowagi termodynamiczne] potencjaty che-
miczne kwasu po obu stronach membrany musza by¢ sobie
réwne. W przypadku rozcierficzonych kwasdw, gdy aktywno-
scl moga byc¢ zastapione stezeniami, powyzszy warunek

przyjmuje postac:

[H 1y IRTIy IHRIy = [H” |HR| ¢ (78)

N e 187

W obu fazach réwnowage reakcji (77) opisuje stata dyso-

cjacji kwasu:

K T e S i e i S e, - — - - (79)
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Warunki elektroneutralnosci obu faz wyrazié¢ mozna

nastepujaco:
+ -
IH 1y = IR Iy (86)
+ -
Cf = |H IS - |R IS (81)

gdzie Cf - stezenie zdysocjowanych grup funkcyjnych

fazy stacjonarnej.

Cetkowita ilos¢ kwasu we wstrzykniete] prdébce Jest dana
przez iloczyn stgzenia i objetosci wstrzykiwanej prdbki,
Ci Vi’ 1 jest rdwna sumie stezern zdysocjowanych i nie-

zdysoc jowanych form kwasu w obu fazach (stacjonarne]

i ruchomej) pomnozonych przez objetos$¢ piku , V

p .
Civi = Vp ( |R_|M + IHRIM + IR_IS + |HR|S ) (82)
Vp opisane jest rdwnaniem:
(2 )1/2 Vo
Vp B i et i s e (83)
N1/2

Podstawiajac rdéwnanie (83) do (82) otrzymuje sie, zgod-
nie z (4)

Ch = IR7|

m + |HR|M + |R'|

M g + IHRlg (84)

W tym przypadku obie formy kwasu' moga byc¢ zatrzymywane

przez zloze. Stad wspdiczynnik podziatu przyjmuje

postac:



e At T (85)

Po podstawieniu réwnan (79) i (84) do réwnania (85)

otrzynuje sie:

P
Co=IR Iy - IR [y/K
Ky = S s s M__a_ (86)
= -
|R |M + IR |M/Ka

W powyzszym rdwnaniu |R'iM jest nieznang. Wyznaczy¢ ]Ja
mozna z rozwigzania rodwnania czwartego stopnia wyprowa-

dzonego z rdéwnan (79) - (84). Gdy:
C, &K Cp, i Ka<<Cf (87)

wowczas omawiane rdwnanie stopnia czwartego reduku]je
sie do réwnania kwadratowego. Stad !R_lM tatwc otrzymac
z rozwigzania tego réwnania kwadratowego. Po podstawie-

niu iR'iM do rdwnania (86) otrzymuje sieg:

(88)
4C+K-A\/;<2+8KC 2C+K—‘\;K2+8KC
K = m a a m E m a a a~m
P Bl S o liell &' B8 _ _foom T ha T N¥TaT T arm
7 — ,
4 C, - K, wafkE - B K C 2 €« Bk,

Ostatnie réwnanie opisuje zaleznos¢ wspdiczynnika podzia-
Yu od stgzenia 1 state] dysocjacji analizowanych kwasodw.
Wéwczas objetosé retencji obliczyé mozna z réwnania (75).
Warto w tym miejscu zauwazy¢, ze zgodnie z rdwnaniem
(88), wspétczynnik podziatu nie zalezy od stgzenia grup
funkcyjnych ztoza. Oczywiscie speiniony musi by¢ warunek
(87). Réwnanie (88) przeksztatcone moze byc¢ nastegpnie

do postaci:



SR SO, N (89)

z ktdérej wynika, ze Kd (stad i VR) zalezne jest tylko
od jedne) wielkosci eksperymentalne]j, ilorazu C /Ka'
Obliczone z rdéwnari (75 i (89), dla zatozonego ilorazu
Cm/Ka , wartosci ﬁj i VR zestawione zostaly w Tabeli 12.
Zaleznos¢ ta w postaci wykresu przedstawiona zostata
na Rys. 47 (linia ciggta). Stezenia Cm i stosunek
Cm/Ka analizowanych kwasdéw zestawione zostaly w Tabeli 13.
Zostaty one rdwniez przedstawione na Rys. 47 (punkty).
Z tabel 12 i 13 oraz Rys. 47 widac¢ dobra zgodnos¢ eks-
perymentalnie uzyskanych i obliczonych z rdéwnania (89)
wartosci wspdéiczynnika podziatu i1 objetosci retenc)ji.

Z Rys. 45 odczytac mozna, ze w danych warunkach na
kolumnie moga by¢ podzielone kwasy, ktdrych wartosci
pKa mieszczg sie w zakresie 2,5 do 6,5. Na Rys. 48-50
przedstawione zostaity trzy przykiadowe grupy takich kwa-
séw: (1) - nitrobenzoesowe, (2) - dwukarboksylowe
i (3) - podstawione benzoesowe. Jako przyktad praktycz-
nego zastosowania na Rys. 51 pokazana zostata mozliwosé
oznaczania kwasu benzoesowego w musztardzie.:Kwas ten

dodawany Jest jako srodek konserwujacy do wielu produk-

téw przemysitu spozywczego. Na dmawianym rysunku
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przedstawiony Jest jego rozdziat od innych zwigzkdw
jonowych (niejonowe nie sa moni.orowane przez detektor
elektrokinetyczny) zawartych w musztardzie (2,56g w
25 cm3 HZO)' Metoda ta jest szczegdlnie atrakcyjna,
gdyz mozna jg zastosowa¢ do bezposredniej analizy wod-

nego ekstraktu musztardy, bez potrzebvy Jego dalszego

przygotowania.



Tabela 12

Wspdiczynniki podziatu, K,, i objgtosci retencji, Vg, obliczone z réwnania (88) dla zatozo-

d’
nego ilorazu le/Ka (stezenie prébki w maksimum piku do stalej dysocjacji kwasu).

cm/Ky 1074 1077 1072 107} 100 10! 102 10° 10  10°
K, 107%  9,97x107%  9,71x107°  7.87x107% 0,333 0,667 0,870 0,960 0,986 0,996
v, 0,800 0,802 0,819 0,957 1,467 2,133 2,544 2,714 2,772 2,791

19T
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Rys. 47. Wartosci wspdlczynnika podziatu, Kd’ i objgtosci retencji,
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funkcji ilorazu stezenia prdébki w maksimum piku do statej dysocjacji
kwasu, nm/K“. Pordwnanie eksperymentalnie otrzymanych wartosci K, i

d
Vi (punkty) z obliczonymi z réwnania (83) (linia).
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Tabela 13
Stezenia analizowanych kwasdw w maksimum piku,Cm,
i wartosci ilorazu [%/Ka. Liczby odpowiadaj]qa kwasom

wymienionym w Tabeli 11.

5

No Cm|M} x 10 Cm/}\a
1 7,48 7,48 x 10°1°
2 7,12 5 66 x 10”10
3 9. 61 7,67 x 1078
4 7,17, 2,84 x 1078
5 6,88 4,34 x 107%
6 6,80 1,27 x 107°
7 5,72 5,99 x 107>
8 7,87 1,17 x 1072
9 6,23 4,62 x 1077
10 6,37 5,55 x 1072
11 5,70 570 x 102
12 6,37 6,67 x 1072
13 6,51 6,97 x 10°2
14 6,44 8,68 x 102
15 5 44 1,50 x 1071
16 5,87 1,81 x 107+
17 £,23 2,16 x 1071
18 5 44 3,06 x 1071
19 5,81 4,21 x 1071
20 4,13 é,54 x-10"1
21 4,97 8,09 x 107}
2 5,12 8,30 x 101
23 6,16 8,49 x 1071
24 5,25 1,95
25 3,96 2,28
26 3,61 2,33
27 3,25 2,25
28 3,61 2,67
29 2,86 2,17
30 2,86 2,07 x 10
31 2,14 2,69 x 102
32 2,17 3,68 x 10%

33 2,14 5.37 x 103
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SCD :
12

20 pA |

SPD :
1

2mV I i

L] T 1

01 2 3 & t[min]

Rys. 48. Rozdzial lO_}M o- (1), m-(2)1p - (3) nitrobenzoesowych
kwaséw. Detektory: SPD - z pomiarem potencjaiu przeptywu,
SCD - z pomiarem pradu przepiywu. Pozostate warunki jak

na Rys. 43.



- 165 -

1
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100 pAI
SPD ;
L mVI 23

0 1 2 3 4 t[min]

Rys. 49. Rozdziat 10_3M kwasdw dwukarboksylowych:

1 - szczawiowy, 2 - bursztynowy i 3 -

winowy. Pozostate warunki jak na Rys. 43.
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SCD

100pAI

so | [\

10mVI

r v r 1
01 2 3 4 5 6 t[min]
Rys. 50. Rozdziast lO-BM kwasow: 1 - p-amincbenzoesowego,
L]

2 - benzcesowego 1 3 - p-metylobenzoesowego.

Pozostale warunkl jak na Rys. 43.
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musztardy (1). Warunki F0zdziatu jak ng Rvs. 43.
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G. PODSUMOWANIE.

W trakcie badar wstgpnych nad detektorem elektroki-
netycznym okazato sig, ze nadaje sie on szczegdlnie do
analizy roztwordéw elektrolitéw w cieczach polarnych.
Jako modelowe zwigzki do testowania detektora wybrane
zostaty kwasy karboksylowe. Ich oznaczanie Jest wazne
w wielu dziedzinach nauki 1 praktyki. Chociaz opraco-
wano juz wiele metod ich chromatograficznego rozdziatu,
to jednak ich detekcja, szczegdlnie nizszych kwasdw tiu-
szczowych, przedstawia nada'! powazny problem. W pracy
wykazano mozliwos¢ zastosowania detektora elektrokine-
tycznego do analizy tych kwasdw w réznych systemach
rozdfélczych HPLC. Chodzito w tym przypadku o pokazanie
mozliwo$ci zastosowania te] detekcji w ukiadach roz-
dzielczych rézniacych sie znacznie sktadem i wlasnoscia-
mi fazy ruchome]j. Ponadto w pracy pokazano, ze mozliwe
jest dobranie takiego sktadu fazy ruchomej, aby umozli-
wic¢ z jedne] strony dobre rozdziaty chromatograficzne,
Z drugiej zas dobra wykrywalnos¢ detektora. Problem ten
jest bardzo wazny w przypadku detekcji elektrokinetycz-
nej, gdyz z reguty fazy ruchome dajgce dobre rozdziaty
uniemozliwiaja tego typu detekcje (np. buforowane fazy
ruchome). Dlatego tez w takim przypadku nalezy dokony-
wac¢ pewnych optymalnych wybordw.

Oznaczanie kwasdw karboksylowych ma bardzo duze zna-
czenie w przemysle spozywczym i w technologii zywnosci.
Jako srodki smakowe 1 zapachowe wystegpuj]3a one w winie,

a takze w mleku, owocach i warzywach oraz ich przetworach.
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Ponadto s3 one Swiadectwem wystgpowania pled$ni lub
bakterii gnilnych w tych produktach. Sa wigc one
doskonatym wskazZznikiem jJako$ci produktu. Analiza ich
znajduje rdéwniez zastosowanie w przemysle fermentacy]-
nym do oznaczania stopnia zabrudzenia bakteriami péi-
produktdow 1 powierzchni aparatury produkcyjnej. W mi-
krobiologii pomiary stgzenia nizszych kwaséw tituszczo-
wych stanowig przypuszczalny test na infekcje bakte-
riami beztlenowymi. Oznaczanie ich w moczu, krwi i na-
czyniach limfatycznych pozwala na $ledzenie drég meta-
bolizmu weglowodandw, aminokwasdéw i ttuszczowu ssakdw.
Ich stegzenie méwi rdéwniez o wystgpowaniu niektérych
choréb, np. kamienli nerkowych. Kwas sorbinowy i benzo-
esowy uzywane sg3 Jako srodki konserwujgce w wielu pro-
duktach spozywczych. 0Oznaczanie ich stgzenia przepro-
wadza sie w celu sprawdzenia, czy wystgpuja one w mi-
nimalnej ilosci i1 w dopuszczalnym limicie stgzenia.
Kwasy tiluszczowe o matej masie odgrywajq rdéwniez znacz-
na role w wielu metodach oznaczania stopnia czystosci
wody. Ich obecnos¢ w wodzie jest bardzo istotna. Oczy-
szczanie z nich wody Jest bardzo kosztow NE Ich obec-
ncs¢ zwieksza natomiast rozpuszczalnos¢ niepolarnych
zanieczyszczern. Maja one znaczenie biologiczne bgdZ
jako pozywka z weglem, bgdZ jako zwigzkl trujace. wWyste-
puja w znacznych ilosciach w wodzie po przerdbce wggla.

Kwasy karboksylowe oznacza¢ mozna metoda chromato-
grafii cienkowarstwowej |217| i gazowej |218|. Techniki
te nie daja jednak zadawalajacych wynikdw. Pierwsza

z nich nie daje wynikdw ilosciowych. Druga wigze sie
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z klopotliwg derywatyzacja prébek, a stosowana w niej
wysoka temperatura czegsto prowédzi do dekompozycji i
izomeryzacji oznaczanych zwigzkdw.

Kwasy karboksylowe oznaczane byty réwniez w rdéznych
systemach rozdzielczych chromatografii cieczowej. Do
najwazniejszych z nich, a jednoczesnie stosowanych
w tej pracy, zalicza sie:

- Chromatografie w ukladzie faz normalnych. W tym przy-
padku mozemy mie¢ do czynienia z adsorpcyjnym lub po-
dziatowym mechanizmem rozdziatu. Faza stacjonarng jest
w tej technice na ogéi silikazel W przypadku adsor-
pcji faza ruchoma nie powinna zawierac¢ nawet Sladowych
ilosci rozpuszczalnikdw polarnych poniewaz one same
bardzo dobrze adsorbuja sie na silikazelu. Aby otrzy-
mac¢ powtarzalne rozdziaty, do fazy ruchome] dodaje
sig kilka procent rozpuszczalnika polarnego. Mechanizm
rozdziatlu jest jednak wdéwczas mieszany, podziatowo-
-adsorpcyjny | 209 ,210|  Ze wzgledu na trudnosci ope-
racyjne technika podziatowa jJest obecnie rzadko sto-
sowana | 199, 211|, W pracy przedstawiono mozliwo$¢
oznaczeri kwasdw w ukladzie chromatografii faz normal-
nych. Wykrywalnos¢ detektora elektrokinetycznego w

10 mola

tym przypadku byta jednak .bardzo staba (3x10°
dla kwasu walerianowego).

- Podziat w ukladzie faz odwrdéconych. W tym przypadku ,
faza ruchoma Jest bardziej polarna niz faza stacjonar-

na. Niezdysocjowane kwasy sa na niej silniej zatrzymy-

wane niz zdysocjowane. Z tego wzgledu, w celu
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zmniejszenia stopnia dysocjacji kwasdw, do fazy ru-
chomej dodaje sie buforu |61, 161, 192, 212-21¢4].
Retencj3 mozna réwniez sterowa¢ zmieniajac stezenie
soli (wptyw na napiecie powierzchniowe) lub rozpusz-
czalnika organicznego (wplyw na rozpuszczalno$é kwa-
séw) w fazie ruchomej. Obecnos$é¢ jondéw (buforu) w fa-
zie ruchome]j likwidowata efekt elektrokinetyczny.
Dlatego w pracy stosowano czyste rozpuszczalniki po-
larne. Powodowalo to zalezno$¢ czasdéw retencji anali-
zowanych kwasdéw od ich stezenia (réwnania (74)) oraz
frontalne rozmycie pikéw chromatograficznych. Efekty
te zlikwidowano analizujac kwasy w ukladzie chromato-
grafii par Jonowych.

Chromatografig par jonowych. Metoda ta wprowadzona
zostala przez Schilla i wsp. |217, 218|. Rozdziatu
prébki dokonuje sie w niej w pigciu systemach: chro-
matografii podziatowe] lub adsorpcyjne] par jonowych

w ukitadzie faz normalnych lub odwréconych .oraz chro-
matografii jono-wymiennej. Ponadto "Jony parujgce"
mogq sie znajdowac¢ w fazie ruchomej badZz stacjonarne]j.
Wykorzystuje sie w niej fakt, ze pary Jonowe charak-
teryzuja sie matym tadunkiem i polarnosciag 1 moga
wystepowaé¢ w postaci trwalej tylko w rozpuszczalnikach
organicznych. Na czasy retencji analizowanych kwasdw
ma wpiyw rodzaj i stezenie "jondw parujacych", pH
eluentu, stezenie i rodzaj buforu oraz stegzenie roz-
puszczalnika organicznego w fazie ruchomej |197,198,
217-220|. W pracy stosowano rozcierficzone roztwory TEAP

bez buforu. Powodowalo to nieznaczne tylko pogorszenie
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wykrywalnosci detektora elektrokinetycznego likwidu-
jac jednoczesnie zaleznos¢ czasdéw retencji kwaséw od
ich stgzenia i frontalne rozmycie piku chromatogra-
ficznego.

Chromatografig jonowg. Termin ten zostal wprowadzony
przez Smalla |221|. Oznaczat on poczatkowo rozdziatl
aniondéw nieorganicznych na anionicie, usunieciu z fa-
zy ruchomej buforu za pomoca kolumny z kationitem
(ang. stripper lub suppresor column), a nastepnie ich
konduktometryczng detekcjeg. Obecnie technika chromato-
grafii jonowe] nie rdézni sig specjalnie od innych te-
chnik HPLC |221-230|. Rozdzielanie zwiagzkdéw dokonuje
sie w niej w uktadzie chromatografii jono-wymienne],
jono-wykluczajace] 1 par Jjonowych. W przypadku wy-
miany jonowe]j rozdziat aniondw przeprowadza sig na
zywicach jono-wymiennych - anionitach |199,200, 231-238].
W tym przypadku konieczne ]Jest stosowanie buforowanych
faz ruchomych. W pracy rozdziatu kwasow dokonano tech-
nika wykluczania jondéw. W technice tej , jJako zioza
chromatograficzne stosuje sie kationity |201-204, 239-
-244|. Mozna w niej stosowaé czyste polarne rozpusz-
czalniki jako fazy ruchome, co jest bardzo korzystne

Zz punktu widzenia detekc]Ji elektrokinetycznej. Mecha-
nizm podziatu kwasdw migdzy fazg ruchomg i stacjonarng
oparty jest w tym przypadku na rdéwnowadze membranowe]j
Donnana |[202,203|. Niezdysocjowane kwasy adsorbujsg sie
na ztozu. Natomiast aniony zdysocjowanych reszt kwaso-
wych sa odpychane od ujemnie natadowanego zioza. W wy-

ich
niku tego kwasy eluuja zgodnie ze wzrostem wartosci
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pKa. W pracy wyprowadzono réwnanie opisujgce tego typu

efekty.

Detekcja aromatycznych kwasdéw karboksylowych nie
przedstawia obecnie zadnego problemu. Najczesdcie] do
ich oznaczern stosuje detektor pomiaru absorpcji $wia-
tta w zakresie ultrafioletowym, 250-280 mm |119,200].
Znacznie trudniejsza jest detekcja kwasdw alifatycznych.

Do oznaczeri kwasdw alifatycznych réwniez mozna sto-
sowaC detektor pomiaru absorpcji $wiatta w ultrafiole-
cie. Wykorzystuje sie tu zakres 205-220 nm |209,21¢,
233,245,246 . Praca z takim detektorem nastrecza jednak
znaczne trudnosci techniczne. Wprawdzie niektdre kwasy
mozna analizowalé przy tych diugosciach fal Swiatta,
jednakze pojswia slg wowczas problem wystepowania zna-
cznych zakidcen poziomu odniesienia. Zakidcenia te spo-
wodowane sa absorpcja zanlieczyszczenn lub tez niektdrych
rozpuszczalnikdw lub bufordéw. Ponizej 210 nm nie mozna
stosowa¢ wielu bufordéw. Przykiadowo, przy diugosci fali
206 nm bufor fosforanowy charakteryzuje sie dwudziesto-
krotnie, natomiast metanol trzykrotnie, wigksza absorp-
cja niz przy dtugosci fali 214 nm. Zastosowanie ich w
fazie ruchome]j prowadzi do powstania duzych szumdw
i niemoznosci wyregulowania linii odniesienia. Juz jed-
noprocentowa zmiana absorpcji sSwiatta przez bufor zawar-
ty w fazie ruchome]j, spowodowana fluktuacja temperatury
lub oddziatywaniem eluentu z kolumng oznacza dryft lub
pik pozorny o wysokoscl czgsto wieksze] od wysokosci

normalnego piku chromatograficznego.
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W chromatografii jonowej wykorzystuje sie czegsto
posrednia detekcje absorpcji 4wiatla w ultrafiolecie.
Polega ona na pomiarze obnizenia absorpcji (ujemne pi-
ki) eluatu przez nieabsortujacg prébke |237,238].

Do analizy kwasdw karboksylowych stosuje sie réwniez
czasami detektor refraktometryczny |238|. Jest on jed-
nakze mato czuly, ponadto jest bardzo wrazliwy na nie-
wielkie nawet zmiany temperatury.

Detektory elektrochemiczne (amperometryczne, kulo-
metryczne) nadaja sie tylko do specjalnych przypadkdw
|202,213,221,247|. Najczescie] znajduja one zastosowa-
nie do oznaczania kwasdw majacych znaczenie biologicz-
ne |235,248].

Detektor konduktometryczny wykorzystuje sie na o0gdéi
w chromatografii jonowej |212,221,249|. Obecno$¢ elek-
trolitu w eluacie pogarsza znacznie wykrywalnos¢ dete-
ktora. Z tego powodu tuz przed detektorem instaluje sig
specjalng kolumne likwidujgca przewodnictwo fazy rucho-
mej |201;. Stosowac¢ mozna rdéwniez specjalne zloza chro-
matograficzne zbudowane na bazie polistyrenu-dwuwinylo-
benzenu. Ztoza te charakteryzujg sige matg pojemnoscia
dlatego tez mozna wdéwczas stosowac bufory o maitym ste-
zeniu. Przy czym wystarczajace Jest zastosowac tu,
charakteryzujace sig szczegdlnie matym przewodnictwem,
rozciericzone roztwory kwaséw aromatycznych |243|. 0d-
powiedZ detektora konduktometrycznego maleje ze wzro-
stem liczby atomdéw wegla w taricuchu analizowanego kwa-
su (zmniejsza sie ruchliwos$é¢ jego anionu). Kwasy

wielokarboksylowe s3a mocnie] solwatowane przez rozpu-
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szczalnik przez co ich wykrywalnos$¢ jest gorsza. Dla
duzych stegzeri odpowiedZ detektora jest nieliniowa ze
wzgledu na zmiany aktywnos$ci jondéw |61,212,214 24¢6].
Detektor wymaga termostatowania (przewodnictwo roztwo-
ru zmienia sie o 2% przy zmianie temperatury o jeden
stopieri Celsjusza) |[246].

Kwasy karboksylowe oznaczano rdéwniez potencjometry-
cznie przy zastosowaniu elektrody srebrnej lub miedzia-
nej 221,225,250 |. Detektory tego typu nie znalazly
jednak do chwili obecne] szerszego zastosowania anali-
tycznego.

Terabe 1 wsp. zastosowali detektor elektrokinetyczny
z pomiarem pradu przepiywu do analizy kwasdéw tluszczo-
wych |161] i zd6tciowych |162|. Zaobserwowali oni bar-
dzo silnag zaleznos¢ poziomu linii podstawowe] od szyb-
kosci przepiywu fazy ruchomej. Zmiana szybkosci. prze-
ptywu o 0,1 cmz/min powoduje powstanie piku pozornego
0 wysokoscl czesto wigksze] od wysokosci pikdéw chroma-
tograficznych.

Alifatyczne kwasy karboksylowe analizowac¢ mozna roéw-
niez przeprowadzajgc najpierw ich derywatyzacjeg, a na-
stepnie ich oznaczanie za pomoca detektora fotometrycz-
nego lub fluorometrycznego |251-253|. Wigze sie to
oczywiscie z pewnym dodatkowym nakladem pracy zwigzanym
z przeprowadzeniem odpowiedniej reakcji. Reakcje takg
mozna jednak czesto przeprowadzié¢ przy zastosowaniu
automatycznego dozownika prébki. Z tego powodu technika
ta, szczegdlnie w potaczeniu ze spektroskopia masowg

bedzie sie z pewno$cia w przyszlosci rozwijata [220,253,
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254|. Podobng technika jest wprowadzenie do fazy rucho-
mej zwigzku reagujgcego z analizowanymi kwasami. Foto-
metrycznie oznacza sig wdwczas zmniejszenie stegzenla
substratu, lub zwigekszenie stezenia produktu reakcji

|200].

W pracy starano sig mozliwie najdokitadniej scharak-
teryzowa¢ detektor elektrokinetyczny. Okazato sig, ze
faczy on w sobie wtasnosci detektora dielektrycznego
z konduktometrycznym , tzn. reaguje na zmiany przewod-
nictwa 1 przenikalnosci elektrycznej przeptywajgcego
przezen roztworu.

Najogdélnie] detektor elektrokinetyczny mozna scha-
rakteryzowacC nastegpujaco:

1. reagujacy na sumaryczne zmiany wielkosci fizyczne]
przeplywajacego przez niego eluatu, tzn. mierzy on
réznice potencjatu lub pradu przeptywu prébki i fazy
ruchomej,

2. czuly na stezenia - reaguje na zmiane stezenia (nie
mase) oznaczanej prébki,

jest

3. liniowy - odpowiedZ jeEEVTﬁniowo zalezna od stegzenia
prébki,

4. uniwersalny - nadaje sie do detekcji wszystkich zwig-
zkdéw jonowych,

5. niedestrukcyjny - nie niszczgcy probki,

Ponadto jest on prosty w konstrukcji, tani, latwy w wy-

konaniu, obstudze i utrzymaniu. Charakterystyka detek-

tora dla kwasu siarkowego, modelowego

zZwigzku do przetestowania jego wtasnosci, przed-

stawiona zostata w Tabeli 14.
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Tabela 14

Charakterystyka detektora elektrokinetycznego.

1. drednica wewngtrzna kapilary d=0,3 mm
2. dicgosc¢ kapilary 1=20 mm
3. objeto$¢ detektora Vy=1,4 om’
4. wykrywalnoscé DL=1,Sx10_12 mola
5. zakres dynamiki odpowiedzi DR=8 rzeddéw wielk.
6. liniowy zakres dynamiki (SCD) LD=5 rzeddéw wielk.
7. indeks odpowiedzi r=0,5-1
8. czulosé k=3x10%v/mo1;
21A/mol

9. poziom szumu NL=10—4V; 107144
10. czas relaksacji T =0,25
11. temperaturowa zaleznos¢ odpowie-

dzi (10-30°C) : T,=0,5%/°C

D

Pordwnanie charakterystyki detektora elektrokinetycz-
nego z innyml detektorami powszechnie stosowanymi w
HPLC |4,6-8,14-19,24,37,38,42,44,47| przedstawione zo-
stato w Tabeli 15. Wynika z niej, ze ED pordwnywalny
jest z innymi detektorami chromatograficznymi. Jego og-
raniczenia s podobne do ograniczer innych detektordw
reagujgcych na sumaryczne zmiany wielkosci fizycznych
przeptywajacego przez nie eluatu. Detektor ten Jest
szczegdlnie czutly w stosunku do zwigzkdw jonowych ozna-
czanych z zastosowaniem fazy ruchomej bgdace] czystym
rozpuszczalnikiem polarnym. ZnaleZ¢ on moze zastosowanie

do detekcji organicznych i nieorganicznych kwasodw,
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jonéw metali alkalicznych i ziem alkalicznych amin, analizy
wody itp. W Tabeli 16 przedstawione zostaty wykrywal-
nosci réznych zwigzkdw w rdéznych fazach ruchomych uzy-
skane z zastosowaniem detektora elektrokinetycznego.
Wyniki w niej prezentowane pochodza z pomiardw witasnych
przedstawionych w te]j pracy, Jak rdéwniez z innych prac
dostegpnych w literaturze. Wida¢ z nich, ze wykrywalnosd
detektora zalezna Jest od wlasnosci analizowane] préb-

ki, sktadu fazy ruchomej i materiatu kapilary.
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Tabela 15

Porédwnanie charakterystyki detektordéw stosowanych w HPLC.
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bl DL)

Tabela 16

w réznych systemach rozdzielczych.

detektora elektrokinetycznego

\-/- +4,0 M (NH
|

i Detektor
Prébka Faza ruchoma DL |mol | Elektro- Litera-
(kwas) kinetycz | tura
ny **

KC1 H,0 3,3x107H | spo/6 | 150
pikryrowy | MEOH+H,0 (40+60) 2,5x10°1 | sco/6 | 161
kapronowy | MeQHH,0 (50+50) s.ox10711 | sco/6 | 161
p-nitrofenol | MeOH+H,0 (60+40) 3,6x10_z SC0/G | 161
pirydyna MeOH=H,0 (80+20) 6,3x10 sc0/6 | 161
m-nitrofenol | MeOH+H,0 (60+40) 5,6x107° | scO/G | 161
fenol MeOH-H,0 (80+20) 2,7x107 | sco/6 | 161
etancl heptan+izopropanol(95+5) 4,4x10_8 SCD/G 152
propicnowy EMeUH—HZD (10+90) 5,0><10_12 SPO/PTFE | 173
propionowy | MeQH+H0 (10+90) s,0x10710| spo/ss | 173
laurowy | MeOH | 1,0x10710 | spo/PTFE | 177
laurowy MeOH 2,5x107° | SCD/PTFE | 177
octowy MeOH+H,0 (10+90) ' 2,5x10712 | sPp/PTFE | 178
octouy /- +107% M TEAP 2,5x10712 | SPD/PTFE | 178
oc towy /- +107° M TEAP 2,5x10711 | spo/PTFE | 178
octowy | /- +107% M TEAP 2,5x10710 | spp/PTFE | 178
oc towy | /- +1077 M TEAP ' 2,5x1077 | SPD/PTFE | 178
octowy |-/~ +1072 M TEAP 2,5x107° | SPO/PTFE | 178
walerianowy Eheksan+izopropanol B,OXIO-lO SCD/PTFE | 174
walerianowy !heksan+izopropanol l,OxlO_9 SCD/SS 174
walerianowy ;heksan+izopropanol l&,OxlO_9 Sco/cc 174
siarkowy  |H.0 1,5x107*2| SPO/PTFE | 179 |
MCSWKoWy %H;O 1,0x10710 | spo/PTFE | 179

| octowy H,0 2,5x10710| spo/PTFE | 179
propionowy  |H.0 4,0x10710 | sPo/PTFE | 179 |
weglowy H;U 5 0x107° | SPD/PTFE| 179 |
p-nitrofenol |H.g 5,0x1077 | SPD/PTFE | 179

| glukoza H.O 1,0x1077 | SPD/PTFE | 179

| z6iciowy H.0-MeOH+ACN (62+18+20) | 5,2x107*| sco/6 | 162
26kciowy ~/= +0,1 M (NH,),CO5 2,8x10°10| sco/c | 162
26 ciowy /= +1,0 M (NH,),CO; 1,3x10° | sco/6 | 162
26¥ciowy 45005 1,3x10°8 | sco/6 | 162
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Tabela 16, ciag dalszy

*MeDH - metanol
ACN - acetonitryl
TEAP - nadchloran czteroetyloamoniowy

**Detektory elektrokinetyczne:
SPD - z pomiarem potencjalu przeptywu
SCD - z pomiarem prgdu przepitywu.

Element pracujacy detektora (material kapilary ):

PTFE - policzterofluoroZetylen

G - szkio borokrzemowe

8s - stal kwasoodporna

CC - kolumna chromatograficzna.
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H. WNIOSKI KONCOWE.

W pracy przedstawiono konstrukcje detektora elektro-
kinetycznego z pomiarem potencjatu lub prgdu przepiywu
i elemerntem pracujacym begdacym pojedyhcza kapilara wy-
konang z PTFE, szkta lub stali kwasoodporne]. Jako mo-
delowe zwigzki do testowania detektora wybrano kwasy
ttuszczowe, ktdére trudne sa do oznaczern za pomocg in-
nych detektoréw. Przedstawiono mozliwo$¢ zastosowania
detektora do ich analizy w réznych systemach rozdziel-
czych wysokosprawnej chromatografii cieczowe]. Okazato
sie, ze jego zakres zastosowar pokrywa zakresy detektora
konduktometrycznego i dielektrycznego, a Jego wtasnosci
sg pordwnywalne z wlasnosciami innych detektordw sto-
sowanych w HPLC.

Mechanizm dziatania detektora polega na rejestra-
cji zmian potencjatu lub pradu przeptywu przy przepiy-
wie przez niego analizowane] préobki. W przypadku pomia-
ru potencjatu przepltywu najwiekszy wpiyw na Jego zmianeg
ma zmiana przewodnictwa eluatu. Prdbka dazy wigc do
likwidacji potencjatu przepiywu tta (fazy ruchomej).

Z powyzszego wynika, ze detektor powinien sig charak-
teryzowa¢ dobra wykrywalnoscia szczegdélnie w stosunku
do zwigzkdw dobrze zjonizowanych. Wykrywalnos¢ pozosta-
tych zwiazkdw powinna zwigkszaé¢ sieg ze wzrostem ich
wartosci pKa. Tego typu zaleznos¢ istotnie zostata za-
obserwowana. Z drugiej strony wyzsze piki chromatogra-
ficzne, a wiec nizsza wykrywalnos¢ uzyskuje sie w przy-

padku zastosowania faz ruchomych charakteryzujacych
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sie duza wartoscia potencjatu przeptywu. Uzyskuje sieg
to stosujac jako eluaty, czyste rozpuszczalniki (nie
zawierajace zwiazkdw jonowych np. bufordéw) charakte-
ryzujace sig matym przewodnictwem wiasciwym. Inna me-
toda polega na zastosowaniu duzych szybkosci przepiy-
wu. Stanowl to oczywiscie pewne ograniczenie stosowal-
nosci detektora. Inne ograniczenie polega na pogarsza-
niu wykrywalnosci detektora przez zwigzki powier-chnio-
wo-aktywne, adsorbujqace sig na wewnetrzne] powierzchni
Scianki kapilary. Do zwigzkdéw takich zaliczy¢ mozna
np. sole czteroalkiloamoniowe. W pracy wykazano jed-
nakze, ze w matym stgzeniu sole czteroalkiloamoniowe
pogarszaja wprawdzie nieco wykrywalnosc¢ detektora ale
nie uniemczliwiaja z nim pracy. Ze wzgledu na wtasno-
$ci fazy ruchomej NaJbardzielygr,ystne warunki dla tego
typu detekcji wystepuja w HPLC jnowo-wykluczajgce]
1 faz odwdrconych z fazg ruchomg bedacym czystym roz-
puszczalnikiem. W uktadzie chromatografii faz normal-
nych detektor charakteryzuje sie gorszg wykrywalnoscia
gdyz stopieri dysocjacji kwasdw w cieczach dielektrycz-
nych jest duzo mniejszy niz w polarnych. Lepszg wykry-
walnos¢ uzyskujJe sie dla kapilar wykonanych z dielek-
tryka niz metalu.

W pracy opracowano rdowniez warunki chromatograficz-
nego rozdziatu kwasdéw karboksylowych w réznych syste-
mach rozdzielczych HPLC. Skiady faz ruchomych dobrano

tak, aby uzyskac¢ optymalne warunki detekcji i rozdziatu.
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W uktadzie chromatografii faz normalnych przedsta-
wiono mozliwo$¢ analizy nizszych kwasdéw ttuszczowych.
Okazalto sig, ze w tym przypadku wykrywalnos¢ Jest sto-
sunkowo duza (dla kwasu walerianowego wynosi ona 3x10—10
mola). Korzystna byta natomiast w tym uktadzie mozliwos¢
zastosowania kolumny chromatograficzne] Jako detektora.
Eliminuje to rozmycie prébki w detektorze i potaczeniach

W ukladzie chromatografii faz odwrdconych opracowano
warunki rozdziatu nizszych 1 wyzszych kwaséw tiuszczo-
wych. Wykrywalnos¢ kwasu octowego wynosita w tym przy-
padk 2,5x10—12m01a, a kwasu laurowego 1x10°19 mo1a.
Zaobserwowano, ze objgtosci retencji kwasdw byty zalez-
ne od ich stezenia. Spowodowane to byto rézna retencja
niezdysocjowanych kwasdw 1 ich aniondw.Wykazano, ze
detektor z pomiarem potencjatu przeptywu charakteryzuje
sie lepszg wykrywalnoscig i odtwarzalnoscia lecz mnie]-
szym zakresem dynamiki liniowej niz detektor z pomiarem
pradu przeptywu.

/mianom objgtosci retencji kwasdéw ze zmiang ich ste-
zenia udato sig zapobiec dokonujac ich rozdzialu w uk-
tadzie chromatografii par jonowych. Okazalo sig, ze
mozliwy byl rozdzial kwasdw przy zastosowaniu fazy ru-
chomej zawierajgcej nadchloran czteroetyloamoniowy o
stegzeniu tylko lO'AM, bez buforu. W tym przypadku wykry-

-lomola.

walnos¢ kwasu octowego wynosita 2,5x10

Wykazano rdéwniez mozliwos¢ analizy kwasdw , réznig-
cych sie znacznie mocg 1 budowg w uktadzie chromatogra-
fii jonowo-wyklucza]jgce]. Ze wzglegdu na mozliwosc

zastosowania w tym uktadzie czyste] wody Jako fazy
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ruchome) okazat sig on szczegdlnie korzystny do zasto-
sowania detekc]ji elektrokinetyczne]. Okazaio sieg, ze
mocne (pKa<2,5) jak réwniez stabe (pKa> 6,5) kwasy
wymywane s3 razem nierozdzielone, pierwsze na poczgtku,
drugie na koricu elucji. Kwasy o posredniej mocy wymywane
byty zgodnie ze wzrostem ich wartosci pKa. Z zaleznosci
tej wyznaczono objgetosé martwa i wewnetrzng kolumny.
Opisano ja matematycznie zaktadajac, ze mechanizm po-
dziatu kwasdéw na ziozu oparty jest na mechanizmie réw-
nowagi membranowe] Donanna. Uzyskano dobrg zgodnosc
migdzy wartosciami objegtosci retencji kwaséw obliczo-
nych z wyprowadzonego réwnania i uzyskanych eksperymen-
talnie.

W podsumowaniu mozna stwierdzié¢, ze w pracy wykazano
mozliwos¢ zastosowania elektrokinetycznej detekcji w
ré6znych systemach rozdzielczych HPLC. Detektor okazatl
sie tani, tatwy do wykonania i PTOSty
w obstudze. Ponadto nadaje sig on szczegdlnie dobrze
do miniaturyzacji. Jest to szczegdlnie wazne tam gdzie
duzg role odgrywa pozakolumnowe rozmycie prébki np.

w cieczowe] chromatografii kapilarnej. Detektor prak-
tycznie nie jJest czuty na zmiany temperatury. Nie mozna
go stosowa¢ w ukiadach gdy faza ruchoma zawiera znaczne
stezenia zwigzkdéw  jonowych, a takze w chromatografii

z gradientem elucji i przeptywu.
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I. STRESZCZENIE.

W pracy przedstawiono zagadnienie elektrokinetycz-
nej detekcjli w wysokosprawnej chromatografii cieczowe].
W czgsci literaturowe] oméwiono problem detekcji
w HPLC, podziat, charakterystyke, kryteria stosowalno-

§ci 1 gtdwne kierunki rozwoju detektordw. Nastepnie
opisano mechanizmy tworzenia sig pradu i potencjatu
przepiywu podczas przeptywu zardwno cieczy polarnych,
jak 1 dielektrycznych przez uktady kapilarne. Podano
réwniez przyktady ich praktycznego zastosowania, szcze-
gélny nacisk kiladac na detektory elektrokinetyczne.

Konstrukc je detektora przedstawiono w czgsci ekspe-
rymentalnej. Omdwiono w niej rdwniez problemy zwigzane
z pomiarem prgdu 1 potencjatu przepiywu.

Nastepnie przedstawiono charakterystyke detektora
(krzywa kalibracji, wykrywalnos$c¢, zakres dynamiki li-
niowej, odtwarzalnosc¢) oraz jego wpiyw na rozmycie
prébki. Scharakteryzowano rdwniez wpiyw rdéznych para-
metréw (mateesrial, dtugosé i Srednica kapilary, opor-
nos¢ wewnetrzna) charakteryzujacych detektor na jego
prace. Przedyskutowano takze wpiyw rdéznych czynnikdw
zewnetrznych (wlasnosci oznaczanego zwigzku, skilad 1
szybko$¢ przepiywu fazy ruchomej, temperatura) na
wykrywalnos¢ detektora. WyJjasniono przy tym przyczyny
zaobserwowanych zmian wysokosci 1 znakdw pikéw chroma-
tograficznych ze zmiang szybkosci przeptywu eluatu.
Wreszcie scharakteryzowano przyczyny tworzenia sie

i sposoby likwidacji szumdw detektora.
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Jako modelowe zwigzki do przetestowania wtasnosci
detektora wybrano, trudne do detekcji innymi metodami,
kwasy ttuszczowe. W pracy przedstawiono warunki ich
analizy, z zastosowaniem detekcji elektrokinetyczne],

w réznych systemach rozdzielczych HPLC (faz normalnych,
faz odwrdconych, par-jonowych, jonowo-wykluczajgcych).
Wy jasniono przy tym przyczyny zaobserwowanej zaleznosci
objetosci retencji kwaséw od ich stezenia.

Na zakoriczenie pordwnano wtasnosci detektora elek-
trokinetycznego z wtasnosciami innych, opisanych w li-

teraturze, detektordw stosowanych w HPLC.
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SPIS UZYTYCH SYMBOLI.

wspbéiczynnik proporcjonalnosci okreslajacy wiel-
kos¢ wariancji rozmycia prébki w detektorze.

promier i-tego jonu w roztworze.

wspdtczynnik proporcjonalnosci, charakteryzuiacy
kolumne chromatograficzna.

wspb6iczynnik wzmocnienia wzmacniacza operacyjnego

bez obwodu sprzezenia zwrotnego.
pole powierzchni fazy stacjonarne] w kolumnie.
stezenie.

stezenie zdysocjowanych grup funkcyjnych fazy

stacjonarne].

stezenie wstrzykiwanej prdébki.
stezenie probki w maksimum piku.
stezenie powierzchniowe.

stezenie jondwczteroalkiloamoniowych w fazie

ruchome].
srednica wewnetrzna rurki, kapilary lub detektora.
srednica wewngtrzna kolumny chromatograficznej.
grubosc¢ warstwy dyfuzyjnej.

grubosé ruchomej czesci podwdjnej warstwy elek-

trycznej.

wspdiczynnik dyfuzji molekularnej.

wspdiczynnik dyfuzji wirowe].
wykrywalnosc¢ detektora.

dynamika odpowiedzi detektora.
elementarny tadunek elektryczny.

potencjat przepltywu, poziom linii odniesienia.
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potencjat mierzony w trakcie pracy detektora
elektrokinetycznego.

napigcie wyjsciowe wzmacniacza operacyjnego.

sita elektromotoryczna.

stata Faratay'a.

wysokos¢ piku chromatograficznego.

wysokos¢ teoretyczne] péiki chromatograficznej.
pragd we]jsciowy wzmacniacza operacyjnego.

prad przeptywu.

prad pityngcy w detektorze konduktometrycznym.
prad przeptywu dla nieskoriczenie diugich }ipilar.
gestos¢ pragdu elektrycznego.

gestos¢ pradu sciankowego.

objetosciowa szybkos¢ przeptywu cieczy.
gestos¢ przepiywu cieczy.

dyfuzyjna gestosc¢ przeptywu cieczy.
konwekcyjna gestosc¢ przeptywu cieczy.
migracyjna gestos¢ przeptywu cieczy.

szybkosc¢ przeptywu fazy ruchome] przy ktdre]
na chromatogramie nie obserwuje sig pikow

chromatograficznych.

czutosc¢ detektora.

wspbiczynnik pojemnosciowy.

stata Boltzmanna.

przewodnictwo roztworu.

kwasowa stala dysocjac]ji.

wsp6iczynnik podziatu.

dtugosc¢ rurki, kapilary lub detektora.

wejsciowa diugos¢ zaburzenia hydrodynamicznegu
cieczy ptynacej w kapilarze.
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dtugos¢ kolumny chromatograficzne].
liniowy zakres dynamiki odpowiedzi detektora.

maksymalne stgzenie analizowanych kwasdéw przy
ktérym nie nastgpuje zmiana sekwenc]i ich
wymywania.

moc jonowa roztworu.

minimum detekcji.

ilos¢ moli wstrzykiwane] prébki.

liczba zdysocjowanych molekul w jednostce objegtosci.

ilos¢ teoretycznych péiek chromatograficznych

w kolumnie.

poziom szumu detektora.
powierzchniowa gestosc¢ tadunku.
indeks odpowiedzi detektora.
radialna odlegtos¢ od osi kapilary.

szybkos¢ zmiany stgzenia skitadnika "i" w jednostce
objetosci w wyniku przebiegu homogenne] reakcji

chemiczne].

opér elektryczny celki detektora elektrokinetycznego.
odpowiedZ detektora.

uniwersalna stata gazowa.

promier kapilary detektora.

liczba Reynoldsa.

op6r sprzezenia zwrotnego wzmacniacza operacyjnego.
sygnat resztkowy.

op6r migdzy dwoma wejsciami wzmacniacza operacyjnego.
opdr elektrometru.

objetosciowa gestos¢ tadunku.

srednia objetosciowa ggstos¢ tadunku w kolumnie
chromatograficzne].
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pole powierzchni.

wspltczynnhik stabilizacji.

czas.

czas potowicznego zaniku %adunku.

czas martwy kolumny.

czas retenc]ji.

temperatura bezwzgledna.

temperaturowa zalezno$¢ odpowiedzi detektora.
liniowa szybko$¢ przeplywu.

ruchliwos¢ jonu.

napiecie zasilania detektora konduktometrycznego.

potencjat wystgpujacy na koficach kapilary zwigzany
z réznica stezerh jondéw przy braku rdznicy cisnienia.

potencjat dyfuzyjny po stronie wysokiego cignienia
kapilary.

potencjat dyfuzyjny po stronie niskiego cisnienia
kapilary.

potencjat asymetrii elektrod.

objetos¢ wstrzykiwanej prdébki.
objetos¢ detektora.

objetosé wewnetrzna kolumny.

objgtos¢ martwa kolumny.

objgtos¢ prébki w kolumnie.

objetos¢ retencji.

osiowa odlegtos¢ od poczatku kapilary.

droga przebyta przez prébke w kolumnie chromato-
graficzne].

wartosciowosé¢ jonu.

impedancja wejsciowa wzmacniacza operacyjnego.
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< - stopieri dysocjacji.

J - wspéiczynnik aktywnosci.

g - grubos¢ podwdjne] warstwy elektryczne]j.
gl - grubo$¢ warstwy laminarnej.

AE - réznica potencjatdw przeptywu, wysokos¢ piku

chromatograficznego.

Al - réznica praddéw przeptywu, wysokos¢ piku chroma-
tograficznego.

AP - réznica ciénien

€ - wzgledna przenikalno$é elektryczna osrodka.
60 - przenikalnosé el:ktryczna prdézni.

iT - porowatos¢ catkowita.

? - potencjatl elektrokinetyczny.

? - wspéiczynnik lepkosci dynamicznej.

T - wartos¢ potencjatu odwracalnej elektrody.
H - przewodnictwo wiasciwe.

by - przewodnictwo powierzchniowe.
) - przewodnictwo rdwnowaznikowe i-tego jonu.

- potencjat elektrochemiczny.

- gestosé cieczy.

wariancja szerokosci piku.

G\L Q. w TR
N
1

2
] | S . . nik
i(k,p,d,w,T) wariancja spowodowana przez dozowni

(kolumne, potgczenia, wzmacniacze,

rejestrator).

r\

- czas relaksacji.

4fw - czas zaburzenia hydrodynamicznego cieczy.

Y - potencjai elektrody.
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K. SPIS ZASTOSOWANYCH SKRGGw.

ACEN
AU
CC
CD

ED

HPLC

HR
IE-HPLC
MeOH
NP-HPLC
PTFE

RI

RIU
RP-HPLC
RSD

SCD

SPD

855

TEAP

uv

acetonitryl.

jednostka absorpcji sSwiatta.

kolumna chromatograficzna (Tabela 16).
detektor konduktometryczny.

detektor elektrokinetyczny.

kapilara szklana (Tabela 16).
wysokosprawna chromatografia cieczowa.
0gdélny symbol kwasu.

HPLC Jjonowo-wykluczajaca

metanol.

HPLC faz normalnych.
policzterofluoroetylen.

detektor pomiaru wspdéiczynnika zatamania Swiattia.
jednostka wspdiczynnika zatamania $wiatla.
HPLC faz odwrdconych.

wzgledne odchylenie standardowe.

detektor elektrokinetyczny z pomiarem pradu
przeptywu. '

detektor elektrokinetyczny z pomiarem potencjatu

przeptywu.

kapilara wykonana ze stali kwasoodporne]
(Tabela 16).

nadchloran czteroetyloamoniowy.

detektor pomiaru absorpcji $wiatia.
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