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A. · WST~P 

Od końca lat S!~śćdziesiętych datuje się szybki rozwój 

nowej techniki kolumnowej chromatografii cieczowej zwanej 

wysokosprawną chromatografię cieczowę (HPLC z ang. High 

Performance Liquid Chromatography/. Rozkwit tej metody 

analitycznej następił dzięki urzeczywistnieniu za jej 

pomocę szybkich rozdzieleń, które poprzednio uważano za 

nieosięgalne . Osiągnięcia te w dużym stopniu można przypisać 

polepszeniu sprawności kolumn i zastosowaniu dużych szybkości 

przepływu fazy ruchomej. Jednakże jednym z głównych czynni­

ków, które przyczyniły siĘ do tak szybkiego rozwoju HPLC 

był postęp w rozwoju technik detekcyjnych. Wydaje się, że 

są one również głównym ogianic~nikiem dalszego jej rozwoju 

idącego w kierunku poprawy jej sprawności i miniaturyzacji. 

Przy czym detekcja w chromatografii cieczowej jest wielok­

rotnie trudniejsza niż w, rozwinięt~j wcześniej, chromato­

grafii gazowej. Próbka nie modyfikuje tak znacznie cieczy 

jak gazu, którego własności zazwyczaj w istotny sposób róZ­

nię się od własności substancji rozpuszczonych przechodzą­

cych przez układ. W związku z tym w chromatografii cieczowej 

nie istnieje tak uniwersalny detektor, jak w chromatografii 

gazowej, np. detektor płomieniowo-jonizacyjny czy też pomia­

ru przewodnictwa cieplnego. Olatego też badania nad nowymi 

układami detekcyjnymi w chromatografii cieczowej wzbudzają 

obecnie tak duże zainteresowanie badaczy. 

Często okazuje się, że niesiety najlepsze warunki do 

chromatograficznego podziału nie sę optymalne z punktu wi­

dzenia detekcji. Powoduje to konflikt i konieczność 
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wyboru rozwiązania kompromisowego. Zmniejszenie średnicy 

ziarna nośnika, średnicy kolumny (chromatografia mikroko­

lumnowa) oraz wprowadzenie ~ielokolumnowych operacji 

i otwartych kapilarnych kolumn do chromatografii cieczowej 

stvJarzają coraz to ostrzejsze wymagania stawiane detektorom. 

W zależności od stopnia złożoności aparatury, kosztu i spraw­

ności dopasowuje się wówczas detektor do chromatografu lub 

na odwrót. 

Rozwój detektorów dokonuje się obecnie w pięciu głównych 

kierunkach: 

l . B u d o \-J y d e t e k t o r ów " u n i IJJ e r s a l n y c h " , z d o l n y c h d o m o n i t o r o -

~enia chromatogramów różnych klas związków. Obecnie sądzi 

się, że zbudowanie takiego detektora jest niemożliwe.Zatem 

w tym przypadku chodzi raczej o zbliżenie się do ideału de­

tektora uniwersalnego, czyli stworzenie detektora o szerokim 

"spektrum" działania. 

2. Budowy nowych detektorów specyficznych, reagujących na 

p e w n e z ~'J i ą z ki l u b klasy z w i ą z k ów , n i e czuł e n a t o m i a s t n a­

inne. Umożliwiają one selektywną analizę substancji nie 

rozdzielonych na kolumnie. Każdy nowy detektor s pecyficzny 

powinien się charakteryzować możliwością zastosowania do 

wykrywania klasy związków trudnych do detekcji innymi meto­

dami. W praktyce zainteresowanie wzbudzają detektory umoż­

liwiające analizę związków nie wykrywanych przez detektor 

pomiaru zmian absorpcji światła w ultrafiolecie. 

3. Budowy detektorów przestrajalnych. Łączą one w sobie 

własności obu pierwszych klas detektorów. Ponadto pewne ich 

rozwiązania umożliwiają uzyskanie trójwymiarowych chromato­

gramów. Tym samym zastępują one pracę wielu detektorów 

jednocześnie. 
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4. Budowy detektorów wielofunkcyjnych. ~ilka różnych de­

tektorów przyłączonych jest do wspólnej celki pomiarowej. 

Detektory tego typu sę rozwinięciem poprzednio opisanych. 

5. Rozwoju przed- i pokolurnnowej derywatyzacji próbki. 

Technika ta stanowi uzupełnienie różnych typó~ detekcji. 

W zależności od zastesowanych reagentów można uzyskać wyniki 

analogiczne do uzyskiwanych za pomocę detektorów wymienio­

nych w pierwszych dwu punktach. 

Pomiary potencjału i prędu przepływu wykorzystywane były 

od wielu lat w różnorodnych badaniach fizykochemicznych. 

W celach metrologicznych wielkości te mierzone sę w prze­

twornikach elektrokinetycznych. Przetworniki te zamieniają 

niektóre parametry mechaniczne, szybkość przepływu cieczy, 

przyspieszenie, ciśnienie, częstotliwość i amplitudę drgań 

itp., na wielkości elektryczne, potencjał i prąd elektrycz­

ny. Na podstawie tego wydawać by się mogło, że zastosowanie 

tego typu efektów w detekcji pozwoliłoby przybliżyć się do 

w pełni uniwersalnego detektora do chromatografii cieczowej 

i technik pokrewnych (np. Flow Injection Analyzis). Pierwszy 

taki detektor został opisany w 1967 r. W trakcie rozwoju 

pracy nad tego typu detektorami okazało się, że nie speł­

niają one wszystkich wymagań detektora uniwersalnego. Cha­

rakteryzuję się one podobnymi ograniczeniami co inne detek­

tory mierzące sumaryczną wielkość wspólnej dla próbki i fa­

zy ruchomej własności. Wobec tego, zgodnie z tym co zostało 

przedstawione w punkcie drugim, konieczne było wykazanie 

możliwości zastosowania detektora do analizy związków trudno 

wykrywalnych innymi technikami. Związkami spełniającymi to 

założenie okazały się być kwasy tłuszczowe. Ich oznaczanie 
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jest watne w wielu działach nauki i techniki. Mimo to do­

tychczas nie został jeszcze skonstruowany czuły detektor 

umotliwiający ich oznaczanie w rótnych układach chromato­

graficznych. Wydaje się, te w pewnej mierze lukę tę wypeł­

nić może detektor elektrokinetyczny. 
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B. CEL PRACY 

Celem niniejszej pracy było przeanalizowanie możliwości 
w 

zastosowania zjawisk elektrokinetycznych do detekcji wyso-

kosprawnej chromatografii cieczowej. 02naczało to określe-

nie rodzaju klas związków wykrywalnych przez ten typ detek-

cji. Jak to zostało przedstawione we wstępie o wartości 

nowego detektora stanowi m.in. jego czułość na związki trud-

ne do detekcji innymi metodami. Jako modelowe związki do 

testowania własności detektora wybrane zostały , spełniają-

ce powyższy warunek, kwasy tłuszczowe. Dla tych związków 

konieczne było dobranie optymalnych warunków chromatogra-

ficznych w różnych systemach rozdzielczych, umożliwiających 

z jednej strony dobry ich rozdział, z drugiej zaś efektywną 

detekcję. Na tej podstawie możliwe było dokonanie porównania 

detektora z innymi detektorami stosowanymi w HPLC. Aby tego 

typu pomiary były możliwe do wykonania konieczne było 

w pierwszej kolejności opracowanie i skonstruowanie detek-

~ora elektrokinetycznego, następnie określenie wpływu róż-

nych szczegółów konstrukcyjnych jego budowy oraz różnych 

czynników zewnętrznych na jego pracę. 
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C. CZĘŚĆ LITERATUROWA. 

I. Detektory w wysokospra~1nej chromatografii cieczowej. 

l. Charakterystyka i kryteria stosowalno3ci detektorćw. 

Zadaniem detektora w chromatoyrafii cieczowej jest ciągła 

analiza zmiany składu eluatu w momencie opuszczania przez 

niego kolumny. W tym celu zamienia on pewną wielkość fizycz­

ną pozostającą w funkcji stężenia próbki w eluacie na wiel­

kość elektryczną (na ogół napięcie) dogodną do rejestracji. 

W pierwszych rozdziałach chromatograficznych Cwiet 111 

w roli detektora zastosował wizualną obserwację chromatogra­

mu. Metoda ta stosowana jest obecnie jeszcze w chromatografii 

bibułowej i cienkowarstwowej. Posiada ona jednak szereg isto~ 

nych ograniczeń. Przede wszystkim nadaje się ona tylko do 

detekcji związków barwnych. Po wtóre, ze względu na nieli­

niowość odpowiedzi, raczej do analizy jakościowej niż 

ilościowej. 

W pótniejszych latach stosowano zbieranie kolejnych 

frakcji eluatu, a następnie jego analizę różnymi metodami. 

Postępowanie to było bardzo pracochłonrte i mało efekt~wne. 

Idea stosowania detektora w przepływie pojawiła się na po­

czątku lat czterdziestych. Pierwszym takim detektorem był 

detektor refraktometryczny opisany przez liseliusa 121. 

W początkowym okresie rozwoju wysokos~rawnej chromato­

grafii cieczowej stosowano w niej detektory bezpośrednio 

przeniesione z bardziej wówczas rQzwiniętej techniki chro­

matografii gazowej 131. Szczególnie dużą rolę odegrały 

wówczas detektory transportowe. Później rozwinęły się 

nowe techniki detekcyjne dostosowane do specyfiki tej metody. 
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Obecnie, stałe doskonalenie instrumentalnej detekcji sub-

stancji rozdzielonych w eluacie jest jednym z głównych 

elementów umożliwiających ogólny postęp metod chromatogra-

ficznych 14,51. 

Idealny detektor HPLC pnwinien charakteryzować się po-

równywalnymi parametrami w stosunku do detektorów stosowa-

nych w chromatografii gazowej. Oznacza to wykrywalność 
-12 . 

rzędu 10 mola oraz liniowość odpowiedzi detektora 

w zakresie sześciu rzędów wielkości. Detektor taki powinien 

być również wszechstronny i być czuły na wszystkie analizo-

wane związki, jednocześnie będąc nieczułym na zmiany składu 

stosowanej fazy ruchomej . Ostatnia właściwość oznacza maż-

liwość zmiany składu fazy ruchomej w trakcie rejestracji 

chromatogramu (elucja gradientowa). Ponadto detektor taki 

powinien być nieczuły na zmiany temperatury,ciśnienia i 

szybkości przepływu eluatu, niezawodny, prosty i tani, 

charakteryzować się marą objętością własną i ciągłą pracą . 

Mimo, że wiemy jaki powinien być idealny detektor do HPLC 

to w chwili obecnej nie jest nam znany detektor spełniający 

wszystkie powyższe warunki. Z tego powodu prace nad dete ~ -

cję chromatograficzną są obecnie szeroko rozwijane. Przy 

czym często poszukuje się detektorów odpowiednich do pew-

nego szczególnego zastosowania. 

Detektory rozpatruje się z punktu widzenia szeregu kry-

teriów. Podstawowymi parametrami charaRteryzującymi pracę 

detektora są: liniowość odpowiedzi, wielkość szumu, wykry-

walność, rozmycie próbki 16-10 l. 

Z analitycznego punktu widzenia najbardziej korzystna 

jest liniowa odpowiedź detektora. Oznacza to liniową 
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zaletnościę odpowiedzi detektora (sygnału wyjściowego, 

tz n . wysokości lub pola powierzchni piku chromatograficzne-

go), R, od stęże n ia próbki, c: 

R = k . c c l ) 

gdzie k-czułość detektora. 

Detektor taki w kształcie piku chromatograficznego (zalet-

ność stężenia od czasu) dokładnie odwzo r owuje krzywą 

Ga ussa. W rzeczywistości, taden detektor nie jest w pełni 

liniowy. Je go odpowiedt można uznać za l iniową jedynie 

w pewnym zakresie stężeń próbki. Olatego.tet ogólnie odpo-

wiedt detek t ora opisuje równanie: 

R = R + k . er 
o 

gdzie r-indeks odpowiedzi, R -sygnał resztkowy. o 

c 2) 

Prawdziwie liniowy detektor charakteryzuje się r=l, jed-

na kle z pra kty czne go punk t u widzenia za liniowy przyjmuje 

się detektor o wartości r między 0.98 a 1.02 i 6 Zaznaczyć 

przy tym należy, że często korzysta się równiet z detekto-

rów o i nnym r l ub innej charakterystyce odpowiedzi (np. 

e ksponer .c jal ne j stosując odpowiednią kore k cj ę elektroriicz-

ną ( np . l ogarytmowanie). Pozostałe dete ~t ory nie znajd u j ~ 

szersze go zastosowania. 

Z zaga dnieniem liniowości związany jest liniowy zakres 

dynamiki odpowiedzi detekt8ra, L0 . Zdefiniowany on jest 

jako zakr es stęż e ń badanego związku, w którym odpowiedi 

detektora jest l iniowa (dla załatanego zakresu indeksu od-

powiedzi j . Odróżniać go nalety od dynamiki odpowiedzi detek-

tara, DR, zdefiniowanej jako zakres stęteń próbki, dla któ­

rego odp owiedi detektora jest zależna od stętenia. Dolny 

za kres obu parame t r ów odpowiada stęteniu, dla którego odpo-
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wiedi detektora jest n razy większa od poziomu szumów 

(na ogół zakłada się n=2). Górny zakres DR odpowiada sta­

nowi nasycenia na krzywej . kalibracyjnej. Z powytszych de­

finicji wynika nierówność L0 ~DR. 

S z u m e i:: , N L , d e t e k t Qr a n a z y w a s i ę w s z e l k ę z m i a n ę s y g n a ł • 1 

wyjściowego detektora, której nie motna przypisać substancji 

rozpuszczonej przechodzącej przez komorę detektora, tzn. 

sę to przypadkowe sygnały przeszkadzajęce w pomiarze. Przy­

czynę szumu mate być układ elektrJniczny, fluktuacje tempe­

r.atury, napięcia zasilania, szybkości przepływu eluatu itp. 

Określa on w sposób pośredni wykrywalność detektora.W za­

letności od częstotliwości rozrótnia się szum wysokoczęsto­

tliwościowy (poszerza on szerokość linii pisaka rejestratora), 

niskoczęstotliwościowy i dryft. Najbardziej szkodliwy okazu­

je się drugi z szumów, o częstotliwościach zblitonych do 

częstotliwości pików chromatograficznych, paniewat nie 

można go zlikwidować przy pomocy żadnych filtrów. 

Minimalna ilość lub stężenie próbki powodujęce rozróż­

nienie piku chromatograficznego od szumu (zazwyczaj przyj­

muje się, że wysokość piku powinna być dwukrotnie większa 

od szumu) jest wykrywalnościę\ OL ,danego detektora. Wykrywal­

ność detektora czasami mylnie nazywa się jego czułościę. 

W rzeczywistości czułość (równanie (l)) oznacza tangens 

nachylenia krzywej kalibracyjnej. Obie te wielkości powię­

zane sę ze sobę zaletnościę: 

( 3) 

Czułość detektora, k, równa jest stosunkowi wysokości piku 

chromatograficznego do stętenia próbki w maksimum piku, Cm' 
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(będź też stężenia, ci, lub ilości, civi, wstrzykiwanej 

próbki). Stęd DL w równaniu (3) oznacza stężenie próbki 

w maksimum piku dwukrotnie większego od NL. Cm przedstawić 

można w postaci zależności lll-131: 

C. V. N112 
l l _______ 7 ____ _ 

C2n) 1 2 V R 

(4) 

gdzie: Vi - objętość wstrzykiwanej próbki, N - ilość półek 

teoretycznych, de - średnica kolumny, L - długo ~ ć kolumny, 

€T - porowatość całkowita, k - współczynnik pojemnościowy, 

VR - objętość retencji. 

Wysokość piku chromatograficznego proporcjonalna jest do 

cm, a stęd zgodnie z równaniem 4, również i do civi. 

Olatego też DL powinno się wyrażać w ilości lub masie 

wstrzykiwanej próbki 112, 141. Jest to ponadto uzasadnione 

tym, że można wówczas porównywać wykrywalnoś~ detektorów 

uzyskane przy różnych objętościach wstrzykiwanej próbki. 

Z połączenia równań (3) i (4) otrzymuje się 1151: 

0 L (C . V.) 
l l 

Wielkość ta będzie stosowana w dalszej części pracy. 

( 5) 

Wyrażajęc DL za pomocę stężenia próbki w maksimum piku 

otrzymuje się: 

(6) 

gdzie h - wysokość piku chromatograficznego. 
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Konsekwentni e do równania (5) k nalety pizedstawiać 

w pastac ·.: 

k = 
c.v. 

l l 

h 
( 7) 

Czasami zamiast OL stosuje się pojęcie minimum detekcji, 

M
0

. Odnosi się ono do wykrywalności detektora wyznaczonej 

bez kolumny chromatograficznej 1121. Obie wielkości można 

porównywać po uw zg lędn i eniu rozcieńczenia próbki w kolum-

nie. 

Na wykrywalno~ć dete ktora ma wpływ, oprócz parametrów 

s a m e g o d e t e k t o r a , s z e r e g p a r s , 11 e t r ó \·J c h a r a k t e r y z u j ą c y c h· k o l u m -

nę i rozdział chromatograficzny ~ 15, 16 1. Można to przedy-

skutować np. w oparciu o równania ( 4 ) i ( 5). Zwiększanie 

wymiarów kolumny pog a rsza DL ze względu na większe rozcień­

c zenie p róbk ~ . Z leg o s ame go powodu wy k rywalność różnych 

próbek pogarsza si ~ ze wzrostem ich współczynników pojem-

n o ś c i o w y c h i o b j ę • o ś c i rtt e n cji . ~IJ y s o k o ś ć p ó ł k i t e o r e t y c z n e j 

rośnie ze wzroste m s : yb k ości przepływu fazy ruchomej 

( r ó lv n a n i e v a n D e e m t e r a ! 8 i ) . W i ę k s z y p r z e p ł y w n a t o m i a s t 

ozn acza większe rozmyc1e próbki, a więc pogorszenie wykry-

~v a l n o ś c i . Z e \'l z r o s t e 1 i l o ś c i p ó ł e k t e o r e t y c z n y c h z m n i e j s z a 

się rozmycie próbe k i polepsia wykrywalność detektora ! 151 

Zadaniem kolumny chromatograficznej jest rozdzielenie 

ws t rzykiwanej próbki na poszczególne składniki, przy czym 

uz yskiwane pasma ( piki ; chromatograficzne powinny być 

możliwie jak najwęższe. 

Detektor i jego połączenia, nie powinny wpływać na uzy-

skan y w kolum n ie s t opień rozdzielenia pasm. Dodatkowe 
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rozmycie następuje w nich z powodu zbyt powolnego tran-

sportu w kierunku radialnym i z powodu parabolicznego roz-

kładu prędkości przepływu fazy ruchomej. Rozwój chromato-

grafii powoduje zwiększenie sprawności kolumn (mniejsze 

średnice kolumn i ziaL~a) co oznacza zwężenie pasm. Wiąże 

się z tym konieczność konstrukcji detektorów charakteryzu-

jących się małą objętością . Zabezpiecza to prze d miesza-

niem się w nich już rozdzielonych zwięzków, tzn. poszerze-

niem obserwowanych pasm. Z tego samego powod u również 

sta ł e czasowe wzmacniacza i rejestratora powinny być małe. 

Na ogół przyjmuje się, że w HPLC powini .f one być mniejsze 

od 0 . 5 sek. !91. 

Całkowita wielkość poszerzenia strefy chromatograficznej 

je st sumą kilku udziałów i wyrażo~a jest za pomocą warianCJl, 

szerokości piku i 17 1 

6~ + d~ + ( 8 ~ 

gdzie ko l ejne wariancje odnoszę się do dozownika , kolumny, 

przew od ów łączęcych dete k tora, wzmacniacza i rejestratora. 

Warianc j a jest tu zdefiniowana poprzez równanie: 

J 2 •' - 2 -2-\ ,-)2 
~ = ~X - X) = (X ; - \X ( 9 ) 

gdzie x oznacza czas tR lub objętość VR t · · re enCJl. 

Warianc j e szerokości piku wyrażone w jednostkach czasu, 

) 2 . 
f::} t' l 

objętości, powięzane są ze sobą zależr.ościę: 

Jeśli toleruje się 5% stratę zdolności rozdzielczej 

s p o ~·J o d o vJ a n ą d e t e k t o r e m w ó \&J c z a s l l 8 , l 9 l : 
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~~ + 6~ = ( 11) 

Stąd: 

d~ = 0,1025 6~ (12) 

Q7nacza to, że rozmycie piku w detektorze nie przekracza ok. 

10% rozmycia w kolumnie. 

Po pierwiastkowaniu z równania (12) otrzymuje ~3ię: 

( 13) 

G k wyrazić można poprzez 111, 171: 

G =t /N 112 = N112 (l+k') H/u k R (14) 

gdzie tR - czas retencji, H - wysokość półki t~3oretycznej, 

u - liniowa szybkość przepływu. 

Z k o m b i n a c j i r ów n a ń ( l O , l 3 i l 4 )_ o t r z y m u j e s i , ę G d wy r a -

żon e w jednostV.ach czasu, <5 d t, lub objętości, ~dv: 

( 15) 

6 d V = o ' 3 2 V R l N l l 2 = o ' 3 2 N l l 2 ( l T k , ) H J . :.! ( l 6 ) 

gdzie J - objętościowa szybkość przepływu. 

Z r ó w n a ń t y c h w y n i k a , ż e i m s p r a vJ n i e j s z a j e s t łc. ~ . ama 

(duże N) tym mniejsze powinno być d d' 

~·J p ł y w n a r o z m y c i e p i k u w d e t e k t o r z e m a j ą j e.~ ~ r..:·.. · las n o ś c i 

p r z e p ł y w o w e , o b j ę t o ś ć o r a z n i e k t ó re i n n e c e c h Y: k str u k -

cyjne. Przyczyną tego rozmycia jest mieszanie ~i cteczy 

podczas jej przepływu przez detektor. Jego wie:.~. k · ! trudno 

określ i ć z e względu n a n i e z n aj o m ość d okład n e g o .. P . !i l u 

przepływu cieczy. Z 
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'

2 . 2 a . V 
Vd - d (17) 

1 gdzie a - współczynnik proporcjonalności równy: ---GCO 3 -,fil . , 
przy laminarnym przepływie cieczy, 1 - przy przepływie 

turbulentnym (idealny mieszalnik), vd - objęto~ć detek­

tora. 

Po podstawieniu równania (17) do (16) otrzymuje się zależ­

ność na maksymalną objętość detektora, Vd, spe~niającą 

warunek zawarty w równaniu (11): 

V = b · V /Nl/ 2 
d R (b=0,32~1,11) 

Dla uproszczenia rozważań często przyjmuje ~się 

(18) 

(19) 

l 2 O , 2 3 l , ż e o b j ę t ość d e t e kto r a p o w i n n a być r ó \w n a je d n ej 

dziesiątej objętości piku. Zakładając, że pik r~a razkład 

Gaussa otriymuje się: 

~ 2 ~ ( , 1/2 = ,. VR/Nl /2 vp = 4 ok = rrdk L ~T l+k )/N ~ (20) 

Stąd: 

vd = o 4 vR/N 112 (21) 

Korzystając z po\vyższych równań można udowo ·.::c-: ~f 

l l 5 , 2 4 l , ż e o b j ę t o ś ć d e t e k t o r a p o w i n n a b y ć t y ··% 1lłie j s z a 

i m m n i e j s z e s ą : d ł u g o ś ć i ś r e d n i c a k o l u m n y , ś r :t.fr · "ti·c; 

z i a r n a wy p e ł n i e n i a , w s półczy n n i k p oj e m n oś c i o wy~· .. _p i.ka, 

wy s o k o ś ć p ó ł k i t e o r e t y c z n ej , s z y b k oś ć p r z e p ł y \'J.t'!!: ·· =1ua t u , 

współczynnik rozdziału. 

D l a c i e n k ic.n i d ł u g i c h . r u r e k ( b ę d ą c y c h n p . . ~:f;, .. :a n t e m 

pracującym de tek tara lub połą c zen i a) o prom i en·~ i;_ . Id, 

dług oś c i , L , wariancję rozmyci a prze d s t a wić m o·J.t7"' . : 1 p o-

staci 124, 251: 
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1T R
4 

L J 
d = ----240 __ _ 

gdzie D - współczynnik dyfuzji molekularnej. 

Z równań (22) i (16) otrzymuje się: 

2 4 D V~ 
1TNJL 

(22) 

(23) 

Z zaletności tej ~ynika, te dla tej samej objętości detek-

~Jra korzystniej jest stosować kapilary cieńsze a dłutsze. 

vJ a r i a n c j ę w y w o ł a n ą c z a s e m r e l a k s a c j i , "[" , \·1 z m a c n i a c z a 

~etektora opisuje zaletność: 

d = 
d 

( 2 4) 

Stąd, po podstawieniu do równania (16) otrzymuje się 1161: 

0,32 VR 
= -----~~--

J Nl / -
(25) 

Powytsze równanie odnosi się do maksymalnego czasu relak-

sócji wzmacn i acza detektora spełniającego warunek (11). 

2 . Podział i charakterystyka różnych typów detektorów. 

Ze względu na rodzaj odpowiedzi rozrótnia się detektory 

liniowe, całkowe i różniczkowe. Detektorem liniowym jest, 

jak sama nazwa wskazuje, detektor, którego sygnał wyjściowy 

jest liniowo zależny od stężenia próbki. 

Detektor może być czuły bądź na ilość, bądź na stęże-

nie próbki. Oznacza to, .że odpowiedź detektora może być 

pewną funkcją ilości próbki przepływającej przez niego 

na jednostkę czasu lub ilości próbki na jednostkę 
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objęto:§ c. i fazy ruchoJllej. Odpowiedź detektora czułe t;rt na 

ilość jest sta ł a dla danej przepływającej ilości pi:~tki, 

niez Eletna od szyDkości przepływu fazy ruchomej. 

Ponadto wyrótnia s1ę dwie podstawowe grupy det iektorów. 

Detektory działające na zasadzie rótnicowego pomiaTt 

~łasności wspólnej próbki i f a zy ruchomej (np. prz:evodni­

ctwo, przenikalność elektryczna lub współczynnik z -alamania 

· ., i a t ! s ) o r a z d e t e k t o r y d z i a ł a j ą c e n a z a s a d z i e p c m i ar u 

~ła s nośc1 cha:aktery~tycznej tylko dla próbk~ ( absnrpcja 

świ~tła , fluorescencja it p . ) . Oczywiście klasyfl kacja tegG 

t y p u n i e j e s t ~ c i ~ l a . t·J i e k t ó r e d e t e k t o r y w r ó ż n '·' c h, u k ł a d a c h 

mogą naleteć raz do jednej raz do drugiej grupy. 

Pon i tej zostaną zestawione najważnieJsze rodzaje detek­

torów cr.:cmato8raficznych. Dokładne ich omówier.:s można 

z n 2 l e : ć w vJ i e l u p : ó c a c h p r z e g l ą d c w y c h ; 6 - l O , 2 6 - 4 7 l . 

Dete~tor y pi erwszej grupy w sposób ciągł ~ monitorują 

pewną wielkość f1zyczną eluatu. Poprzez ~życie odpowiednis­

oc p:zetwo:n i ka uz~s k uje się z nich odpowisdi: napięcie­

- c zas , proporcjona ~ ną do mie:zonej wielkości. Do tego 

t ypu detektorów zalic:a się detektor refraktome~ryczr. ; 

(pierwszy detektor tego typu, jak i pierwszy detektor ·do 

ch:oma t ografii cieczowej opisany został w 1942 r . przez 

liseliusa i 2 i) , dielektryczny, konduktometryczny, denso­

metrycz ny , przewodnictwa cieplnego, interferometryczny, 

wiskozymetryczny itp. De tektory tego typu charakteryzują 

się ograniczoną ~ ~ krywalnością, bezpośrednio związaną 

z i:h zasadą działar : s. Z tego powodu odznaczają się one 

równ i et og~aniczonym za Kresem dynamiki liniowej, zwykle 
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niższym niż dwa rzędy wielkości. Ich potencjalny zakres 

dynamiki jest duży (cztery do pięciu rzędów wielkości) 

lecz jest ograniczony z powodu ich słabej ~ykrywalności. 

Detektory te sę czułe na zmiany temperatury, szybkości 

przepływu i składu fazy ruchomej. Wynika z tego, że mogą 

być one wykorzystywane w warunkach izotermicznych (niska 

wykrywalność)i izokratycznych. Główne zastosowanie znaj­

duję do analizy związków nie adsorbujących światła w zak­

resie ultrafioletowym, w chromatografii preparatywnej, 

gdzie duże stężenia przekraczają zakres normalnych detek­

torów. Ponadto są one użytecznym dodatkiem do innych de­

tektorów, gdy wystarczająca jest słaba wy.krywalność. 

Używane są one w mniej niż 20X wszy~tkich rozdzieleń ~61. 

Drugą grupę stanowią detektory mierzące tylko pewną 

wielkość rozpuszczonej w fazie ruchomej próbki. Są one 

częściej używane niż detektory opisywane poprzednio. 

Charakteryzują się z reguły lepszą wykrywalnością i szer­

szym zakresem dynamiki liniowej. Zalicza się do nich de­

tektor pomiaru absorpcji światła w zakresie ultrafiole­

towym, fluorymetryczny , polarograficzny, amperometryczny, 

kulometryczny, potencjometryczny, czy też rzadziej stoso­

wane detektory absorpcji ciepła, radiochemiczny, wychwytu 

elektronów, spektroskopii atomowej, piezoelektryczny, 

fotojonizacyjny, fotoakuśtyczny, jonizacji płomieniowej 

itp. 
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3. Główne kierunki rozwoju metod detekcyjnych. 

Co pewien czas w literaturze fachowej pojawia się 

opis nowego typu detektora do chromatografii cieczowej 

~np. detektora elektrokinet}czn ;·go). Jednakte obe~nie 

większość chromatografistów jest przekonana, te niemot­

liwe jest skonstruowanie uniwersalnego detektora do HPLC. 

W związku z tym badania skupiają się na poszukiwaniu no­

wych rozwiązań detektorów wysoce selektywnych, przysto­

sowanych do analizy określonej grupy związków. Największe 

nadzieje więte się tu z połączenia chromatografii cieczo­

wej ze spektroskopię masowę 148 i. Szczególne w chromato­

grafii mikrokolumnowej istnieje możliwość bezpośredniego 

przyłączenia kolumny do źródła jonów, bez pośredniego 

k r o k u o d p a r o w y vJ a n i a l 4 9 l . vJ y s o k ę s e l e k t y w n o ś ć o z n a c z e ń 

uzyskać można również przeprowadzając przed- lub po-kolum­

nową derywatyzację próbki !50-521. Technika pokolurnnowej 

derywatyzacji, dodatkowo, często pozwala uzyskiwać lepsze 

rozdziały oznaczanych substancji. 

Rozwój detektorów elektrochemicznych zmierza w kierun­

ku wprowadzania nowych materiałów elektrodowych (elektro­

dy stałe), stosowania ich do roztworów niewodnych, zwięk­

szania czułości detektorów poprzez taką ich konstrukcję, 

aby analizowany związek ulegał wielokrotnie reakcjom 

utleniania i redukcji 127, 531. ~viększość prac skupia 

się jednak w tym przypadku nad wprowadzeniem do detekcji 

nowych technik elektrochemicznych np. polarografii zmien­

noprądowej, pulsowej itp. 154-561. 
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W detektorach .optycznych coraz częściej obserwuje się 

wprowadzanie laserów jako fródeł światła 1~2, 571. 

Drugi kierunek rozwoju .tych detektorów poiega na wprowa­

dzaniu możliwosci dowolnego ustawiania długości fali 

światła, przy której dokonywany jest pomiar jego absor~ 

pcji, ręcznie lub automatycznie. Rozwój tego typu konstruk­

cji doprowadził do powstania optycznych detektorów "prze­

strajalnych". Rejestruje się w nich jednocześnie wiele 

chromatogramów (wykresy trójwymiarowe) przy różnych dłu­

gościach fal padaj~cego światła 150, 511. Uzyskuje się - . 
to za pomocę mechanicznego przemiatania lub poprzez za­

stosowanie w detektorze tablicowych fotodiod. 

Detektory tego typu wydają się mieć największe znacze­

nie na przyszłość 141. Łączą one w sobie zalety detekto-

rów uniwersalnych i wysoce specyficznych, a ponadto 

umożliwiają analizę związków nierozdzielonych na kolumnie. 

Oprócz wymienionych powyżej-- detektorów pomiaru absorpcji 

światła w nadfiolecie do detektorów przestrajalnych za­

licza się detektory fluoresc~ncyjne (zmienna długość 

fali światła wzbudzającego i absorbującego) i elektra-

chemiczne (nastawny lub "przemiatany" potencjał elektra-

dy). Dalszym rozwinięciem tego typu detektorów są detek­

tory wielofunkcyjne. Jedna celka detekcyjna jest w nich 

podłączona do kilku układów pomiarowych. Obecnie znane 

są układy pomiąrowe będące jednocześnie detektorem kon­

duktometrycznym i dielektrycznym l 58, 591, w tym rów-
··-

nie i z pomiarem stratności 160, 611, o~az trójfuhkcyjne 

detektory pomiaru absorpcji światła, fluorescencyjny 

fotoakustyczny i fotojonizacyjn~ !64, 65). Kilka 
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detektorów tego samego lub rótnego typu połęczyć motna 

równiet szeregowo 164, 661. W układzie porównawczym mie­

rzy się w takim przypadku stosunek lub różnicę ich syg­

nałów wyjściowych. Gdy zastrzyknięta próbka daje inny 

sygnał niż standard zapisany w bazie danych to oznacza 

to, te wraz z nię wymywa się zanieczyszczenie. 

Rozwój chromatografii cieczowej dokonuje się obecnie 

w dużej mierze na drodze miniaturyzacji jej aparatury, 

chromatografy mikrokolumnowe oraz pakowane lub otwarte 

kapilarne wymagaję znacznie mniejszych ilości próbki 

i fazy ruchomej do analizy 167, 681. Udowodnić można 

1691, że krótka, kilkunastocentrymetrowa, kapilara 

o średnicy wewnętrznej ok. l~m może pracować jako kolum­

n a c h r o m a t o g r a f i c z n a o b a r d z o d u że j s p r a wnoś c i ( N > l O 6·) • 

Problemem jest tu konstrukcja odpowiedniego chromato­

grafu, a przede wszystkim detektora o odpowiednio małej 

objętości, poniżej l nl . 

Znacznie bardziej rozwiniętą i szerzej stosowaną 

techniką jest obecnie chromatografia mikrokolumnowa 

113, 17, 70-751. Do jej zalet zaliczyć można niższą 

cenę wypełnienia i rozpuszczalnika, łatwość połączenia 

ze spektroskopem masowym, większą sprawność kolumny, 

lepszą wykrywalność detektora. Lepsza wykrywalność detek­

tora jest w tej technice spowodowana tym, że stężenie 

próbki w maksimum piku jest proporcjonalne do odwrot­

ności średnicy kolumny 1701. Oznacza to mniejsze rozmy­

cie próbki w mikrokolumnach. Przy czym przy polepszaniu 

wykrywalności tą techniką pojawiają się dwie komplikacje 

1711 : 
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l. Zmniejszenie objętości próbki zwiększa szum detektora, 

co pogarsza jego wykrywalność. 

2. Próbka rozcieńczona jest w kolumnie proporcjonalnie 

do kwadratu średnicy kolumny, tzn. jej objętości. 

Stąd, dl~ danej objętości wstrzykiwanej próbki mikro-

kolumny są korzystne ze względu na mniejsze rozmycie 

próbki. Jednakże, jeżeli wstrzykiwane objętości próbki 

na kolumny o różnych średnicach (lecz o tych samych 

długościach i średnicach ziaren) są proporcjonalne do 

objętości każdej z nich to kolumnowe rozcieńczenie 

próbki w chromatografii mikrokolumnowej i konwencjonal­

n e j s ą s o b i e r ó ~·J n e . W o b e c t e g o n iż s z~ y k r y VJ a l n o ś c i o f e -

rowane przez chromatografię mikrokolumnową maję prak­

tyczne znaczenie tylko wtedy gdy objętości dostępnych 

próbek są mniejsze niż to potrzebne do zastrzyku pro­

porcjonalnego do objętości danej kolumny i żądanej 

jej sprawności. 

Z tego powodu niektórzy autorzy ; 4, 71 i polecają stoso~Ja-

nie kolumn o średnicy wewnętrznej 2 mm . Pozwalaję one 

zredukować ilość zużywanej fazy ruchomej do 25% w sto-

sunku do kolumn 4 mm. Ponadto pracować na nich można 

z d e t e~' t o r a m i s t o s o vJ a n y m i "' k o n w e n c j o n a l n ej H P L C . 

Do sterowania pracę chromatografu coraz częściej 

znajduję zastosowanie mikrokomputery. Między innymi sto-

suje się je do przechowywania i analizy chromato~ramów 

(porównanie z danymi zawartymi w pamięci komputera), 

sterowania gradientem elucji i przepływu itp. Ponadto 

stosuje się je również do korekcji temperatury detektora, 

co daje lepsze rezultaty niż jego termostatowanie 1761. 
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Na zakończenie wspomnieć należy, że wykrywalno~ć 

-
detektora zależy nie tylko od własności samego detektora 

ale ad całego zestawu chromatograficzn~go. Zwiększyć ją 

można np. przez zastosowanie przed lub pakalumnowego 

zatęża~ia próbki. W przypadku gdy używana kolumna posi~­

da większą ilość półek teoretycznych niż to jest potrzebne 

do osiągnięcia danego rozdziału wykrywalność dete~tora 

można polepszyć poprzez zwiększenie objęto~ci w~trzykiwa- · 

· nej próbki 111, 711 ~ Wykrywalność detektora polepsza się 

również stosując możliwie cie~kie i długie kolumny, przy 

danej ich objętości. Można wówczas znacznie zwiększyć 

objętość zastrzyku i zmniejszyć szybkość przepływu fazy 
. . 

ruchomej (większe N). 

•-::: 
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II. Mechanizmy powstawania prądu i potencjału przepływu. 

l . ~J p r o"'' a d z e n i e . 

Ze względnym ruchem cieczy o kierunku równoległym do 

powierzchni ciała stałego będącego z nią w k~ntakcie 

związany jest prąd, I, i potencjał, E, przepływu. Mierzone 

są one wzdłuż kierunku ruchu cieczy, np. między końcami 

rury lub kapilary przez które przepływa ciecz. Efekty te 

zaliczaj~ s ~ ę do g r upy zjawisk elektrokinetycznych. 

Odgrywają one ważną rolę w takich dziedzinach nauki 

i techn i ki jak chemia powierzchn i i koloidów, bioelektro­

chemia, mineralogia lub petrochemia 177-821. Natrafiamy 

na nie również w badaniach podsta~owych podwójnej warstwy 

elektrycznej 179 1, mechanizmu adsorbcji 183 1 i filtracji 

i B 4 , 8 5 i , p r o c e s ó vJ w z b o g a c a n i a m i n e r a ł ó vJ l l 7 7 , 8 l i , 

powstawania ładunk ó w przy przepływie cieczy wysokooporo­

wych przez rury, kapilary 1 przegrody porowate IB6 1
, 

a t a k ż e k r z e p n i ę c i a k r w i 1 n v i v o i 8 i i . D o p r z y r z ą d ó ~" 

pomiarowych działając y ch na zasadzie pomiaru potencjału 

i pr ą du przepływu zalicza się przet~orniki 188 1 i detek­

tory elektrokinetyczne iB21. &ył y również czynione próby 

zas t osowania tych efektów w generatorach wysokiego na­

pięcia ! 891 oraz do wytwarzania energii elektrycznej j 78 l. 

Tworzenie się po t encjału przepływu podczas przepływu 

roztworów elektrolitów przez układy kapilarne wykonane 

z dielektryka odkrył Ouincke w 1852 r. Mechanizm jego 

p G w s t a w a n i a "'' y j a ś n i ł w l 9 O 8 r . S m o l u c h o ~-J s k i l 9 O l . P o d 

koniec XIX w. odkryto również elektrostatyczne ładowanie 

się c i ecz y ni epolarnych przy przepływie ich przez rurki 
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metalowe. Zaobserwowano, te efekt ten, będący przyczyną 

potarów i eksplozji instalacji naftowych, zlikwidować 

motna zwiększając przewodnictwo cieczy. Mechanizmy two-

rzenia się ładunków w obu przypadkach są rótne. Wynika 

to głów~ie z rótnic przewodnictwa właściwego cieczy ! B2,R6 j 

W ~ elkościę opisującą zdolność cieczy do gromadzenia 

ładunku jest czas połowicznego zaniku ładunku, t 112 : 

tl/2 = rć / 1,44 = ~E /1 , 44~ o 
( 2 6) 

gd zie: r"C' - czas rela ksacji ładunku , Ł - \'JZględna prze-

n i ka 1 n ość elektryczna cieczy, ~ 
0 

- przenikalność ele k -

tryczna prótni, ~ - przewod n ictwo właściwe cieczy. 

Def i iuje się go jako czas , w którym ciecz zamknięta 

w uzi emionym l ub izol owanym me ' alow ym zbio r niku, traci 

p o łowę sweg o ł adu nk u ws kutek u p ływn o ści. 

Jedną z w i elk rś c i opisujących za c howanie się c ieczy 

na g ranicy faz z ciałem stałym jest umowna g:ubość pod ­

vJójnej 'IJars t \'J Y e l ektrycz nej, ~ . Zg . dn i e z teorią Gou _; -

-Chapmana r ó~ na jest ona od le~ ł o ś ~i ok ł adek kon densato r a 

płaskie g o s t s owan e go jako je j m o de ~ . Korzystając z r ów-

na n ia Po i ss ona - Boltzmanna prze d s t awi ć ją mot naw postaci : 

'"' -2 L n ze 

( 2 -;- ) 

gdzie k ~ - sta ł a Boltzmanna, T - temperatura bezwzględna, 

n - licz ba zdysocjowanych moleku ł w jednostce objętości 

-roz t woru, z - wartościowość jonu, e - elementarny ładunek 

e l ektryczny. 
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Po wprowadzeniu do ró~1nania (27) współczynnika dyfuzji 

molekularnej, D, szybkości ruchu jonów opisanych równaniem 

Stokesa, skorzystaniu z zależności Kohlrauscha oraz założe-

niu jednakowych rozmiarów, wartościowości i ruchliwości 

jonów dodatnich i ujemnych otrzymuje się zależność IB61: 

(28) 

Wielkości występujące w powyższych równaniach zostały, 

przykładowo dla wodnego roztworu KCl i ~ieszaniny węgle-

wodorów alifatycznych, zestawione w Tabeli l. Widać z niej, 

że między roztworami elektrolitó~ a cieczami niepolarnymi 

występuję jakościowe różnice. Są one przyczynę różnych 

mechanizmów tworzenia się prądów przepływu w tych cieczach. 

Dłutszy czas relaksacji cieczy niepolarnych powoduje maż-

liwość gromadzenia przez nie ładunków elektrostatycznych. 

Roztwory elektrolitów pozostają praktycznie zawsze elektra-

obojętne. 

Tabela l 

N~ek ~óre s~ałe fizyk ochemiczne charakteryzujące własności 

cieczy w g łębi fazy i w obszarze podwójnej warstwy elek­

trycznej wodnego roztworu KCl oraz ~ieszaniny węglowodorów 

alifatycznych występujących w benzynie. 

10- 3 iv1 K,..,l ~vęglo~·Jodory 
L~ 

Parametr 
alifatyczne ~-----------------+-------------------+---------~------------+ 

. -l -1 . 
~~ i Ohm cm 

.f 
l 
l ;o 
l 

lrr' 
!s 
l 

! b e z ltJ y r11 • i 

l 2 c:;-1 , ,m .... l 

i s ! 

l' 4 7 

l' 9 

5 X 

10- 2 

X 10- 4 10-14 

80 2 

X 10- 9 
5,7 X 10- 9 

10- 8 18 

184 
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C z a sową z a leżnoś ć z m i a n stęż e n i a "i '~t e g o skład n i k a 

w roztworze opisuje jego ró\'Jnanie bilansu 191, 921: 

d C . l d t = -d i v J ~ + r. 
l l l 

(29) 

gdzie J - gęstość przepływu masy, r . - szybkość zmiany 
l 

stężenia w jednostce objętości w wyniku przebiegu homo-

genneJ reakcji chemicznej. Przy czym transport jonów 

opisać tu można ró11naniem 1911: 

J ~ = 
l 

o. c . \l 
-~-~- ~ . + c.t! =- o.Dc . - o.c . 
R'T ~l 1 1V 1 1 1 

+ c .u 
l 

(30) 

gdz ~ e R'- uniwersal na sta ł a gazowa, 1-1 ~ - potencjał Glek-
1. 

trachemiczny , r - \'JSpółczynnik aktyv.JnOŚCi, C( - paten-

cj ał elek t ryczny. 

D ~a r oz t worów ro z cieńc zJ nych równanie to up r aszcza s1ę 

do pos~. a ci: 

l , • 
J . = 0 ' . 

l O l 
+ J . 

m1 

+ c.u 
l 

~·J r ó "' n a n i u tym 
.. 

J i J K, m 

O. \]C . - FC.Z . u~\ltfl 
l l l l l l 

oznaczają odpowiednio 

sport dyfuzy j ny , migracyjny i konwekcyjny. 

Gęs t ość prądu j opisać można wówczas poprzez: 

J = ~j 1. = F~Z; J. 
i i - l 

+ 

c 31 ) 

tran-

( 3 2) 
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Po uwzględnieniu równania Kohlrauscha oraz załoteniu 

równych wartości współczynników dyfuzji i ruchliwości 

jon ów dod a tnic h i ujemnych otrzymuje się równanie: 

j = - D 'Vs - dl t1cf + s u 

gdzie s = F ~C . - objętościowa gęstość ładunku, 
. l 
l 

stano~,oJięce podstav1ę dalszych rozv-Jażań. 

(33) 

Do wypro wadzenia r ów nań opisujących omawiane zjawiska 

kon~eczna jest również znajomość roz kł adu potencjału 

w obrębie podwójnej warstwy elektrycznej cieczy. Rozkład 

ten opisuje równani e Poissona-Boltzmanna. Dla energii 

oddziaływań elektr osta t ycznych mniejszych od termicznej 

energii ruchu cząstek, przechodz ; ono w równanie Debye a-

- Uckla 79, 93- 0 7 . Wprawdzie zastosowanie równania 

Po i ssona i Bol t zm ann a do opisu budowy warstwy podwójnej 

budzi od daw na pewne uzasadn ~on~ zasLrzetenia, to jednakte 

do opisu zjawisk elektrokinetyc-nyc h stosuje się jednakte 

~ tak jeg o bardzo uproszczone wersje. W dokładniejszych 

rozważaniach powinno s · ę d odatk~wo uwzględniać również 

zaburzcn · e strukt ·r ~ vJars4-vJy podvJójnej spowodovJane ruchem 

cieczy 94 Dokładn'ejszy formalizm matematy zna-fizyczny 

jest również pot~zebny do zr zumienia mechanizmu tworzenia 

się prądu przepływu w cienkich kapilarach 98 991. Przy-

pa dek ten nie dotyczy je dnak dete ktor ów elektrokinetycz-

nych. 

Ciecz e niepolarne charakteryzuję się grubą, makrosko-

powych rozmia ró w, podwójną warstwą e ektryczną Tabela l). 

Stąd w u kład ach kapilarnych ich własności w warstwie 
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przypowierzchniowej i w głębi fazy są jednakowe. Równo-

mierny rozkład ładunku elektrycznego występuje wtedy, gdy 

grubość warstwy podwójnej jest większa od średnicy kapi-

lary. Ze wzgl ędu na tak znaczną jej wartość, efekty 

elektrokinetyczne w cieczac~ niepolarnych zależą od tego. 

czy przepływ cieczy ma charakter laminarny czy turbulent ny. 

Grubość wars~wy podwójnej zależna jest od przewodnictwa 

cieczy ( 27, 28) . Stąd im mniejsza średnica kapilary tym 

bardziej równomierny rozkład ładunku w cieczy można uzy-

skać dla większego przewodnictwa cieczy. Przykładowo dla 

~ ~ -5 2 / · .u: - 1n -8 -l -l c_ = 2 , O = l O c. m s 1 V'- = 1 x u O h m c m j e d n o -

rodny rozkład ładunku uzyskuje się dla średnicy rurki 

d = l mm. Natomiast dla tych samych t i D oraz 

~ = 7 x 10- 20 Ohm-l cm-l dla d= lOmm ; 100 l. 

~~ rozt~orach elektrolitów wytwar z anie ładunku zachodzi 

zawsze wed ł ug tego samego mechan i zmu bez względu na cha-

rakter przepływu cieczy. Wynika to z faktu, że nawet 

przy przepływie turoulen t nym w pobl i żu granicy faz ciało 

s t ałe-ciecz wy st ępu · e laminarna wars t wa przypowierzch-

niowa o grubości przewyższającej znacznie grubość podwój-

nej warstwy e l ektrycznej roztworów elektrolitów. Grubość 

ta k iej warstwy laminarnej obliczyć można z równania 186 l : 

d 
1 

= 5 d Re- 718 
= 5d ( 

~ud , -7 / 8 
----- ) 

12 
( 3 4) 

gdzie Re - liczba Reynoldsa, ~ - gęstość cieczy, 

~ współczynnik lepkości dynamicznej. 
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Przykładowo dla Re = 10 000 i d=lmm, ~ 
1 

~ 1,0 ~m. 

Z Tabeli 1. wynika, te grubość warstwy laminarnej jest 

około stu razy większa od grubości warst~y podwójnej 

roztworów elektrolitów. Jednocześnie jest ona około stu 

razy mniejsza od grubości warstwy ~odwójnej cieczy nie-

polarnych . Wynika z tego, te w przypadku cieczy niepolar-

nych przy obliczaniu grubości ich warstw podwójnych pawi-

nien być uwzględniony współczynnik dyfuzji wirowej, De: 

De = 0,009 d u Re- 116 (35) 

Ola omawianego powyżej przypadku (u = l m/s) uzyskuje 

s1ę wówczas dla cieczy niepolarnych ~ = l , '1 mm . O z n a c z a 

to nakładanie się dwóch przeciwległych warstw podwójnych 

oraz równomierny rozkład ładunku elektrycznego wewnętrz 

rurki. Należy przy tym zaznaczyć, że grubość warstwy 

dyfuzyjnej jest zwykle mniejsza od grubości warstwy lami-

narnej. Spowodowane to jest zmniejszeniem się grubości 

warstwy dyfuzyjnej wskutek ruchu cieczy. 

Ruch płynów odbywa się zwykle pod wpływem działania 

różnicy ciśnienia. Przepływ cieczy rzeczywistych, tzn. 

lepkich i ściśliwych, opisuje równanie Naviera-Stokesa 

i 9 2 , 9 6 , l O l - l O 4 l . vJ p r o b l e m a c h e l e k t r o k i n e t y c z n y c h c z ę s t o 

wykorzystuje się uproszczone wersje tego równania. Przy-

kładowo laminarny ruch lepkiej cieczy nieściśliwej przez 
l 

okrągłe rurki opisuje równanie Hagena-Poiseuille a. Rów-

nanie to wykorzystuje się m.in. przy wyznaczaniu lepkości 

cieczy metodę oznaczania jej szybkości przepływu przez 

kapilary. Okazało się przy tym, że tak wyznaczona lepkość 

cieczy nie zależy od materiału kapilary l lOS l. Oznacza 
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to, że cienka warstewka cieczy, tuż przy powierzchni 

ścianki jest nieruchoma (ciecz płynie wzdłuż cieczy). 

Wynika z tego, że ruch cieczy może dzielić podwójną 

warstwę elektryczną na część nieruchomą . (adsorpcyjną) 

oraz poruszającą się wraz z cieczą (rozmytą). Podział 

taki zakłada się we wszystkich teoriach opisujących 

generację prądu przepływu . 

Opis prądu i potencjał~ przepływu dotyczy na ogół 

przypadku w którym zaburzenie mechaniczne cieczy przy 

wejściu do kapilary można pominąć. W przypadku laminar -

nego przepływu cieczy, przez rurkę o promieniu Rd, cza-

"' 
sową zależność obj~tościowej szybkości przepływu opisuje 

równanie 192, 1061 : 

6ł'Jt 
J(t) = J 11- exp (- ----)1 

f R~ 
(36) 

gdzie J - oznacza objętościowy przepływ cieczy opisany 

równaniem Poiseuille a: 

J = 
lT R~ d P 

-- -------- (37) 

8 t'/ l 

gdzie ~ p - różnica ciśnień przyłożona do rurki. 

Stąd czas, 'L.w, lub długość, l w, wejściową odcinka 

rurki, w którym rozkład prędkości wpływającej cieczy 

zmienia się z jednorodnego na paraboliczny, charaktery ­

styczny dla laminarnego przepływu cieczy, obliczyć 

można z równań: 
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t( ~" 
q R~ 

ln(l !) ( 3 8) = - ---- -
6f2 e 

l = w u '( = o, 02 Red ( 3 9) 
w 

2. Prądy przepływu w ciecz a h dielektrycznych. 

przepływając przez rurki lub układy kapilarne (wykonane 

z przewodnika lub dielektryka) ładują się elektrycznie 

w s k u t e k t a r c i a l l O 7 - l l 3 l . tv1 e c h a n i z m t e g o z j a w i s k a z o s t a ł 

wyjaśniony w latach sześćdziesiątych naszego stulecia 

j ll4-13ll. Poszczególni autorzy wyprowadzili równania 

opisujące zależność wielkości gęstości ładunku bądź prądu 

przepływu od różnych własności cieczy i parametrów rurki 

luD kapilary oraz dla różnych założeń odnoszących się 

do charakteru przepływu cieczy i budowy warstwy podwójnej 

l 8 9 l . Z p o w o d u d u ż e g o o p o r u t y c h c i e c z y C p o r ó ~v n y w a l n e g o 

z oporem kapilar) nie jest w nich możliwy pomiar potencja-

łu przepływu 1132 1. 

Zetknięciu dwóch różnych ciał towarzyszy przejście 

elektronów z jednej powierzchni na drugą . Spowodowane to 

jest różnicą powierzchniowego stężenia ładunku i różnicą 

prac wyjścia elektronów w obu fazach. 

Na granicy styku metalu z dielektrykiem elektrony prze-

chodzą do materiału dielektrycznego, charakteryzującego 

się mniejszą pracą wyjścia elektronów (niższym poziomem 

F e r mi e g o ) l l 3 O l . P o d o b n a s y t u a c j a w y s t ę p u j e n a g r a n i c y 

styku dwu różnych materiałów dielektrycznych. Powoduje 
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to powstanie podwójnej warstwy elektrycznej w ich war-

stwach powierzchniowych. Rozdzielenie ich ·prowadzi do 

rozdzielenia ładunków. Oznacza to, te oba materiały 

pozostają elektrycznie naładowane. Empiryczna reguła 

Coehna 113~ i mó vJi, te dielektryk o 'łliększej przenika!-

ności elektrycznej ładuje się dodatnio, a dielektryk 

o mniejszej przenikalności ujemnie . Wielkość powstałych 

ładunków zalety od rótnicy przenikalności elektrycznych 

o b u r11 a t e r i a ł ó vl • 

Istotne jest w tym miejscu pytanie, skąd biorą się 

ładunki elek t ry c z ne w cieczach dielektrycz nych. Otóż 

okazuje się, te nawet w idealnie cz ystych cieczach nie-

po l arnych występuje pewna, śladowa ilość jonów. Są one 

przyczynę przewodnictwa tych cieczy. Przykładowo dla 

. -l ? -l -l . - 4 ? cieczy o M = 1 0 - Ot-1m cm : D = 5 x 10 Clil- / s 

i z = l, zgodnie z równaniem Kohlrauscha: 

') 

.J) F2 ~ 
2 r F"" 

= z i - u . ...... . = -----
i 

l l R"T 
~; 2 z. 

l 
i 

C . D . 
l l 

(40) 

t . . , . 4 10-ll H J t t . s ~ ę ż e n 1 e J o n o ~"' ~·J y n o s 1 x i"l . o n y e p o "'' s a J ą w 

wyniku autojonizacji cząsteczek rozpuszczalnika, jego 

jonizacji promieniowaniem kosmicznym lub izotopami 

promieniotwórczymi zawartymi w cieczy bądi ściance kapi-

lary 1132 1. Główną przyczyną ich występowania jest jed-

nakte dysocjacja zawartych w cieczy zanieczyszczeń. Po-

t wierdza to fakt 30% spadku przewodnictwa cieczy po 

jej przepłynięciu przez kapilarę metalową 1144 1. 

Równanie opisujące natężenie prądu przepływu podczas 

przepływu cieczy n i epolarnych przez kapilary metalowe 

wyprowadzić motna z równania (2 9 ). W przypadku 
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niewystępowania reakcji chemicznej i zmian stężenia 

w czasie równanie to upraszcza się do postaci: 

div J = O ( 4 1) 

W przypadku turbulentnego przepływu cieczy po lewej 

stron i e równania (41) występuje średnia czasowa z dywer-

genCJl. 

Jeśli przyjęć, że elektro~owe procesy utleniania 

redukcji mogę zachodzić również w roztworach cieczy 

niepolarnych typu węglowodorów nasyconych, to wówczas 

procesom tym towarzyszyć będzie transport jonów do 

powierzchni ciała stałego wywołany gradientem potencjału 

na granicy faz. Gdy ładunek z powierzchni ciała stałego 

zostanie odprowadzony, np. przez uziemienie, wówczas 

ciecz unos i ć będzie ładun k i przeciwnego znaku j lOO j . 

Spowodowane to jest jej dużym czasem relaksacji ( Tabela 1). 

Procesowi temu towarzyszę dwa typy polaryzacji. Pierwszy 

to polaryzacja stężeniowa, której przyczyną jest mała 

szybkość dyfuzji jonów w stosun ku do szybkości ich raz-

ładowywania . Drugi polega na wzroście stętenia jonów 

przeciwnego znaku, wzdłuż długości kapilary, co powoduje 

zmiany w strukturze warstwy podwójnej. 

Całkowity przepływ prądu przez powierzchnię ścianki 

kapilary, j , opisany jest za pomocą równania: 
s 

d s 
, 

dr 

( 4 2) 

gdzie r'- radialna odległość od osi kapilary, x -osiowa 

odległość od początku kapilary. 
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Pierwszy składnik prawej strony równania (42) odpowiada 

dyfuzyjnemu-przepływowi ładunku, który zapisać można 

189, 93, 1191: 

d s DF 

dr' 
+ ----- (C - C

0
) = O 

d ~ en 
D -----

gdzie de - grubość warstwy dyfuzyjnej, C
0 

- stężenie 

jonów przy powierzchni granicy faz. 

Równanie to określa warunki brzegowe równania (33). 

(43) 

Drugi skład~ik równania (42) odpowiada za efekty pola-

ryzacji. Jego wartość wynosi zero u wlotu do kapilary 

i wzrasta wzdłuż jej osi.Dla długich kapilar osiąga on 

tę samą wartość co składnik pierwszy lecz jest przeciw-

nego znaku. W konsekwencji prowadzi to do js=O. Po 

podstawieniu do równania (33) równania Poissona, otrzy-

muje się 1100, 114-1161 zależność opisującą prąd prze-

pływu, I, cieczy dielektrycznych: 

+ I = (l -
co 

) 11 - exp (-1 /u't") l 
c 

(44) 

Powyższe równanie wyprowadzone zostało przy założeniu, 

że w cieczy znajdują się tylko jony jednowartościowe 

o ~ównych sobie współczynnikach dyfuzji molekularnej, 

ciecz jest nieściśliwa, natomiast jej przewodnictwo jest 

stałe i niezmienne w czasie. 

Dla długich kapilar,małych szybkości przepływ~ i dużych 

prze w o d n i c t w c i e czy ( l )') u ~C' ) , czy n n i k eks p o n e n c j a lny 

w równan i • r 11 7n · ka 18 6 1 n , l . st ~rl ~ 
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I = I~ 11- exp- (1 /u~)l 

gdzie I~ - prąd przepływu dla nieskończenie długich 

kapilar. 

(45) 

Oznacza to nieza1ejność natętenia prądu przepływu od 

długości zastosowanej kapilary. Doświadczalnie stwie ~ ­

dzono, te stabilizacja prądu następuje po przepłynięciu 

przez ciecz odległości równej 20-40 średnic kapilar. 

D l a L << u~ wyr a z w n a vJ i a s i e o s t a t n i e g o r ó ~"'n a n i a przyj­

muje wartość l /u~. Oznacza to wprost proporcjonalną 

zaletność natętenia prądu przepływu od długości kapilary. 

Omawiane równania wielokrotnie zostały zweryfikowane 

eksperymentalnie 1111-116, 134, 135 1. Szczególnie dobrą 

zgodność teorii z doświadczeniem zaobserwowano w przy­

padku kapilar o małych średnicach, dla dutych szybkości 

przepływu oraz małych przewodnictw właściwych ~ieczy. 

Nalety przy tym wyraźnie zaznaczyć, te z reguły nie są 

znane reakcje elektrodowe przebiegające na powierzchni 

kapilary. Stąd, zgodna z przewidywaniami jest jedynie 

średnia czasowa bezwz ~ lędnej wa r tości natętenia prądów 

przepływu uzyskanych z pomiarów przeprowadzonych w rót­

nych warunkach ! 108, 128 1. 

Wzrost przewodnictwa cieczy z jednej strony zwiększa 

stężenie jonów mogących ulegać reakcjom elektrodowym, 

z drugiej zaś zwiększa prąd przewodnictwa oraz zmniejsza 

wartość potencjału na granicy faz. Z tego powodu ze 

wzrostem przewodnictwa cieczy początko~o obserwuje się 

wzrost, następnie zmniejszanie natętenia prądu przepływu. 

Maksimum tej zaletności prze ~ uwa się w kierunku 
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większych przewodnictw ze wzrostem szybkości przepływu 

cieczy. 

3. Prądy przepływu w roztworach elektrolitów. 

Rozważmy roztwór elektrolitu w cieczy polarnej 

u > -8 -l -l C ~ 10 Ohm cm ) przepływający przez kapilar ~ lub 

przegrodę porowatą wykonaną z dielektryka. Jego ruch 

dz i eli p o dw ó j n ą warstwę elektryczną na część ruchomą 

i ni e ruchomą 177-82, 86, 90 l. Różnica potencjałów między 

płaszezyz ą poślizgu rozgraniczającą obie te częśc i , 

a punkt em w g ł ębi roztworu nosi nazwę potencjału elek­

t rokinetycznego,~ . Jeżeli płaszczyznę poś l izgu i pła­

s zc z y znę w głębi cieczy, o s t ałym pote ncjale, potrakto-

w a ć jako ok ł ad k i kondensatora p ł ask i ego, wówczas paten-

cja ł e lektrokinet yczny przedstaw i ć można, zgodnie 

z równaniem He l mhotza, za pomocą wyrażenia: 

(4 6 ; 

gdzie q - powierzchniowa gęstość ładunku, d - grubość 
m 

ruchomej części podwójnej warstwy elektrycznej. 

Potencja ł elektrokinet yczny w pewnym przybliżeniu uwa-

żać można za równoznacz ny z potencjałem Sterna (maksy-

ma l nego przyb l iżenia jonów) 179' 9 4 . 

Wyrażenie opisujące prąd przepływu otrzymuje się 

z warunku elektraobojętności całego przekroju kapilary 

(ładunki elektryczne ruchomej i nieruchomej części war-

s t wy podwójnej są równe co do wartości lecz przeciwnego 

zna ku j : 
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Z kolei zależność liniowej szybkości przepływu cieczy 

o d c i ::ś n i e n i a , /), P , i o d l e g ł o ś c i o d o s i k a p i l a r y 

( 4 7) 

opis Lje róvJnanie Hagena-Poiseuille ·a 192, 96, 103, 1361: 

2 ,? 
R - r -

d l\ p (48) u = ----------
4 '1 l 

D l a d (( Rd m 
równan i e ( 48) upraszcza się do postaci: 

( 4 9) 

Połączenie równa ń ( 46 ) - (49), po p_zekształceniach, 

prowadzi do równania Smoluchowskiego, przedstawiającego 

zależność prądu przepływu od ciśnienia przyłożonego do 

kapi l ary 190 l : 

(50 ) 

Prz y je go wypr owadzaniu przyjęto, w stosunku do równania 

( 33 ) , rastępujące uproszczenia : V C = \l,.f = V f = O. 

Oznacza to, że prąd przepływu jest prądem związanym 

jedynie z konwekcyjnym przepływem cieczy. Wytworzonemu 

w ka p ilarze prądowi przepływu towarzyszy potencjał 

przepływu, E, mierzony na jej końcach. Ze względu na 

t o , ż e w r o z t vJ o r z e e l e k t r o l i t u m u s i . b y ć s p e ł n i o n y w a r u -

nek elektraobojętności cieczy (mały czas relaksacji) 

wpływającej i wypływającej z kapilary, potencjał prze­

pływu powodujefvJ~tanie w kapilarze prądu opornościo-
\-Jego, Im : 
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(51) 

Prąd ten ma przeciwny zwrot do prądu przepływu i rozła-

dowuje ładunki gromadzące się na końcach kapilary. 

W stanie stacjonar~ym wartości bezwzględne natężeń obu 

prądów są sobie równe. Z przyrównania lewych stron rów-

nań (50) i (51) otrzymuje się po przekształceniach: 

E = (52 ) 

Z powyższego równania wynika, że stosunek E/ ~p jest 

dla danej cieczy stały, niezależny od wymiarów kap~lary. 

Efekt ten wielokrotnie został potwierdzony eksperymen­

talnie 178, 137~14 71. Należy przy tym zaznaczyć, że 

równanie (52) stosuje się jedynie do kapilar o stosun-

kawo dużych śr=ednicach i długościach. Dla kapilar bar-

dzo krótkich należy dodatkowo uwzględnić efekty związane 

z zaburzeniem przepływu cieczy u wlotu do kapilary. 

W kapilarach cienkich (tzn. gdy stosunek przekroju war-

stwy podwójnej do powierzchni przekroju kapilary jest 

duży) należy dodatkowo uwzględnić prze~Jodnictwo powiert­

chniowe cieczy, A , IB4, 139, 140 l: 

--;' ~~ LlP 
E = ___ { _____ ~----- (53) 

?,(,H + 2.X/Rd) 

Przewodnictwo to związane jest z przewodnictwem nieru-

chamej części warstwy podwójnej oraz z dysocjacją grup 

SiOH i = BOH z powierzchni szkła 11421. 
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W przypadku jeszcze cieńszych kapilar należałoby 

uwzględnić wpływ natężenia pola elektrycznego na prze­

nikalność elektryczną i lepkość (efekt przeciwelektro-

osmotyczny) cieczy, a także zastosować do opisu spadku 

potencjału w warstwie podwójnej i przepływu cieczy bar-

dziej rozwinięte postacie równania Poissona-Boltzmanna 

i Navier-Stokesa i 78,98 1. Sformułowanie "cienkie" kap i-

lary jest względne. Zależy ono od stężenia roztworu. 

Im bardziej rozci e ńczony elek t rolit tym większa jest 

g r ubość podwójnej warstwy elektrycznej ·(równanie (27)). 

Tym niemniej nawe dl a najbardziej rozcieńczonych roz-

tworów wszystkie po yższe efekty zaczynają odgrywać 

z n aczącą rolę dopiero przy średnicach kapilar mniejszych 

niż 10 ~m. Nie ma j ę więc one większego znaczenia w od-

n i e s ien i u do dete kt orów elektrokinetycznych. 

wz rost stężen ia el ekt r olitu obniża wartość potencjału 

p r zepływu wsku t e k zm ni ejsz enia grubośc i wars t wy podwój-

nej oraz wzrostu przewodnictwa i specyficznej adsorpcji 

na g ranicy fa z. Pod obny ef ekt powo duje wzrost wartościo-

~·Jo ś c i i obję t ości mniejsza solwatacja) jonu . Związki 

powierz c hniow o -a k ~ y wne dodane w niewielkich ilościach 

do roztw orów wodn yc h obniżają wartość potencjału prze -

p ł ywu. ~ miarę zw i ększania ich stężenia, czasami obser-
-

wuje się na przem i an kilkukrotny wzrost i spadek warto-

ści potencjału elektrokinetycznego j78,. Spowodowane 

jest to najpra~dopodobn i ej tworzeniem się kilku warstw 

przeciwnie zorientowanych dipoli cząsteczek powierzch-

n i o \"ł o - a k t y w n y c h . 
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Kapilarę szklanę w pomiarach potencjału przepływu 

można traktować jako elektrodę czułę na stężenie jonów 

wodorowych 1139,1401. Wyznaczone doświadczalnie nachyle­

nie krzywej f(lgC) jest z reguły znacznie mniejsze niż 

58mV, której to wartości można by się spodziewać przez 

analogię do równania Nernsta. Wywołane jest to najpraw­

dopodobniej złożonę zależnościę stężenia powierzchnio­

wego jonów od ich stężenia w głębi roztworu. Przy więk­

szych stężeniach kationów kapilarę szklaną można trakto­

·w a ć j a k o e l e k t r o d ę c z u ł ę n a i c h s t ę ż e n i e l 8 O , 14 l l . 

Należy przy tym zaznaczyć, że całkowity spadek potencja­

łu na granicy faz kapilara-roztwór jest dużo większy od 

potencjału elektrokinetycznego. Spowodowane jest to 

tym, że największy spadek potencjału występuje na nie­

ruchomej (adsorbcyjnej) części warstwy podwójnej. Po­

twierdza to m.in. fakt, że potencjał elektrody szklanej 

zanurzonej w 5xl0- 4M roztworze NaOH, a następnie w 

5xl0- 4M HCL zmienia się o 430mV, podczas gdy potencjał 

przepły\vu zmienia się vJówczas tylko o 15mV jl05!. 

Wprowadzenie cieczy w drgania o kierunku równoległym 

względer.1 ścianek kapilary powoduje powstanie prądu zmien­

nego o tej samej charakterystyce jak wymuszające drgani a 

mechaniczne 1148,1491. Efekt ten występuje tylko w cie­

czach polarnych i nosi nazwę efek t 11 - 1 . 
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4. Detektory elektrokinetyczne. 

Przykładem praktycznego wykorzystania tworzenia się 

potencjału i prądu przepływu są detektory elektrokine­

tyczne. Słutę one ~ ~ wyznaczania stęteń składników 

w przepływających przez nie roztworach. Znajduję one 

zastosowanie przede wszystkim w wysokosprawnej chroma­

t ografii cieczowej. Pierwszy taki detektor, z pomiarem 

p o tencjału przepł y wu, skonstruowany został w 1967 r. 

przez Ando i wsp. ! 150 i . Składał się on z kapilary, lub 

rurki wykonanej z dielektryka z wypełnieniem drobno­

ziarnistym będęcym równiet dielektrykiem. Na obu koń­

cach takiego elementu pracującego detektora zamocowane 

były elektrody wykonane z metalu chemicznie odpornego. 

Wykrywalność wodne go roztworu KCl p r zez detektor wyno­

si ł a l0- 8M, przy obję t ości wstrzyki~anej próbki O 33cm 3 

W 1970 r. Lauer i Anta 113 1 zaobserwowali, te pole 

pod powierzchnią wykresu I= f ( t 1 , uzyskiwanego na prze­

grodzie porowatej wykonanej z Al
2
o3 gd ywbieg strumienia 

węglowodoru nasyconego ( izook t anu ; wstrzykiwana była 

cie f i n a ( h e k s e n - l ) , p r o p o r c j o n a l n_e j e s t d o o b j ę t o ś c i 

wstrzykiwanej olefiny. Zaobserwowanego efektu nie wyko-

rzystali oni jednak praktycznie. 

Zagadnienie elektrokinetycznej detekcji rozwijane 

było następnie w ośrodku w Brnie 1151-1601. Skonstruowano 

tam kilka modeli detektorów elektrokinetycznych z pomia­

rem prądu przepływu i zastosowano je do chromatografii 

faz normalnych. Te rabe i ~Jsp. 1161-1641 zastosowali de­

tektor z pomiarem prądu przepływu w chromatografii faz 
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odwróconych i chromatografii jonowymienne j . 

K r e j CS. i S l a i s l l 5 2 l z a s t o s o ~~a l i d o k o n s t r u k c j i d e t e k - · 

tara wiązkę kilkuset kapilar szklanych. Wytworzony w ka-

pilarach ładunek odprowadzony był za pomocą drutu mie-

dzianego nawiniętego na całej długości wiązki. Zaob s er-

wowali oni, że im dłuższe były kapilary tym szerszy był 

przedział szybkości przepływu cieczy, w którym odpowiedt 

detektora nie była zależna od tej szybkości. Wniosek ten 

jest zgodny z przevJidywaniami równania ("44). 

Rolę detektora elektrokinetycznego może również speł-

niać metalowa kolumna chromatograficzna, elektrycznie 

odizolowana od układu pompującego 1153 1 . Wstrzyknięcie 

próbki do kolumny zaburza jej równowagę elektryczną, co 

oznacza powstanie sygnału elektrycznego. Zależność gę-

stości ładunku generującego się na kolumnie chromatogra-

ficznej od przebytej przez próbkę drogi, y, opisuje 

równanie: 

s= sał' 11- exp- (Ay/H)I (54) 

gdzie A - stała charakteryzująca kolumnę. 

Ze wzoru tego wynika, że dla y > 2H, s=sar· Oznacza to, 

że próbka po przejściu w kolumnie odległości równej 

dwóm wysokościom półek teoretycznych p~zest~je generować 

ładunek elektrokinetyczny różny od poziomu tła. Następny 
przez 

sygnał na chromatogramie jest obserwowany podczas opuszcza~ 

próbkę kolumny. Gdy na końcu kolumny umieścić dodatkowo 

metalową rurkę o średnicy na tyle dużej, by nie 
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generowała własnego prędu przepływu, wówczas mierzony 

na niej pręd ma tę sarnę wartość bezwzględnę, lecz prze-

ciwny znak w stosunku do prędu generowanego w kolumnie. 

Spowodowane to jest opisanym poprzednio elektrostatycz­

nym ładowaniew. się cieczy dielektrycznych . Na tej samej 

zasadzie działa detektor zbudowany z kapilary szklanej 

z wtopionym w, nię adsorbentem 1156,157,159,1601. Kapi-

lara taka spełnia jednocześnie rolę kolumny chromatogra-

ficznej i detektora . Z ciekawszych zastosowań należy 
wymycia 

wymienić możliwość oznaczania objętości kolumny chroma-

tograficznej za pomocę detektora elektrokinetycznego 

11551, czy też zastosowanie go do oznaczania stopnia 

czystości wody w przepływie 1165,1661. 

Na podobnej, do detektorów elektrokinetycznych, zasa­

dzie działa detektor rozpryskowy 1167,1681. Wykorzystuje 

się w nim, odkryte w 1892 r. przez Lenarda, zjawisko 

polegajęce na nierównomiernym podziale ładunków elek-

trycznych podczas rozprysku kropelek cieczy na ciele 

stałym. 

Efekt tworzenia się prędu przepływu był również wy-

korzystany do oznaczania szybkości przepływu fazy rucha-

mej w układzie chromatograficznym 11691 . 

W momencie gdy rozpoczynałem pracę nad zagadnieniem 

elektrokinetycznej detekcji w HPLC tylko niektóre z wy-

mienionych powyżej prac były wówczas już opublikowane. 

Ponieważ wydawało się wówczas, że ten typ detekcji 

może znaleźć szersze zastosowanie w HPLC, dlatego celo-

we wydawało się dokładniejsze zbadanie możliwości tego 

typu detekcji. Przede wszystkim nie znane były wówc z as 
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nawet podstawowe parametry (wykrywalność, zakres dy~~­

miki liniowej, czułość itp.) charakteryzujące ten typ 

detekcji. Ponadto nigdzie nie były omówione zagadnie-

nia przedstawione w Celu Pracy niniejszej rozprawy. 
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D. CZĘSC EKSPERYMENTALNA. 

l. Opis zastosowanej aparatury. 

Pomiary wykonane zostały z zastosowaniem chromatografu 

cieczowego T-302 (IChF PAN, Warszawa). Jego pompa strzy-

kawkowa, napędzana silnikiem krokowym, zapewnia bezpul­

sacyjny i stały w czasie przepływ fazy ruchomej. Ciśnie-

nie przed kolumnę mierzone w nim jest za pomocę tensame-

trycznego czujnika ciśnienia umiejscowionego w głowicy 

chromatografu. Pojemność cylindra tłoka (zbiornika fazy 

ruchomej) wynosi 250 cm 3
. Maksymalne ciśnienie pracy chro­

matografu wynosi 30 MPa. Płynna regulacja umotliwia usta­

wienie szybkości przepływu fazy ruchomej w zakresie 

5 - 100 mm 3 /s z dokładnościę do 0,1 mm 3 /s. Chromato-

graf wypasatony jest w wysokociśnieniowy dozownik o ob­

jętości 5 ~l. Pomiary w układzie chromatografii faz nor­

malnych wykonywane był przy zastosowaniu dozownika pętli-

cpwego Rheodyne 7120 z pętlę o objętości 1000 ~l. Powta­

rzalność objętości zastrzyknięć w obu przypadkach była 

lepsza nit 1%. Kolumna chrcimatograficzna, wykonana ze 

stali kwasoodpornej (1H18N 9T) podwieszona jest bezpo- . 

średnio do zaworu dozujęcego. Stosowane były kolumny 

o długościach 150 i 250 mm i średnicy wewnętrznej 4mm. 

Kolumna chromatograficzna wraz z dozownikiem znajdowała 

się w termostacie powietrznym (IChF PAN, Warszawa) 

w temperaturze 20°C. 
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Pręd i potencjał przepływu mierzone były za pomocę 

układu zbudowanego w oparciu o wysokoomowy wzmacniacz 

operacyjny (opisany on będzie w następnej części pracy) 

lub za pomocę elektrometru Z.R. M.Kasprzaka T-219(Warszawa). 

Potencjał na wyjściu elektrometru odczytywany był za pomocę 

multimetru V-543 (Mera-Tronik, Warszawa) i rejestratora po­

tencjometrycznego, Sefra• PE (Paryż, Francja). 

pH roztworu oznaczano za pomocę pehametru Mera­

-Tronik N-517 (Warszawa). 

2. Stosowane odczynniki. 

Jako wypełnienia kolumn zastosowano zloża chromatogra­

ficzne LiChFosarb Si 100, 10 ~m, LiChrosarb RP-18, 

10 ~m oraz LiChrosarb KAT firmy E. Merck (Oarmstadt,RFN~. 

Do badań wstępnych użyto kolumny wypełnionej kulkami 

szklanymi 80 mesh (BOH, Poole, Wielka Brytania). 

Eluenty przygotowywane były z następujicych rozpusz­

czalników: wody czterokrotnie destylowanej z naczynia 

kwarcowego, spektralnie czystego metanolu, izopropanolu 

i heksanu (E.Merck). 

Nadchloran czteroetyloamoniowy przygotowany został 

w czystych do analizy - bromku czteroetyloamoniowego 

(Reachim, ZSRR) i kwasu nadchlorowego (VEB Laborchemie­

Apolda, NRD). 

Pozostałe zwięzki (analizowane kwasy, odczynniki do 

przygotowania buforów i eluentów stosowanych w pracach 

wstępnych), czyste do analizy, spektralnie czyste lub 

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

3. Procedura. 

W badania~h wstępnych stosowano kolumnę wykonan~ 

(IChF PAN) ze stali kwasoodpornej, długości 150 mm 

i średnicy wewnętrznej 4 mm, wypełnion~ kulkami szkla­

nymi 80 mesh (BDH) metod~ usypow~. 

Kolumny chromatograficzne ładowane były, złożem 

L iChros o r b R P - 18 , l Ol-1m , L i C h ros o r b S i l O O , l O J..l m oraz 

LiChrosarb KAT (E. Merck), metod~ lepkościow~ (równowa-

ga gęstości złoża i cieczy dysperguj~cej) 11701. Oo 

nabijania kolumn ~tasowana była pompa gazowo-cieczowa 

z a pro j e k t o \'1 a n a i wyk o n a n a w I C h F P A N l l 7 O l . S t o s o w a n o 

następuj~c~ procedurę postępowania. Odważon~ ilość złoża 

(zależn~ od wymiarów kolumny) przenoszono do kolbki. 

Dodawano do niej następnie odpowiedni~ ilość cieczy 

dysperguj~cej. Kolumnę, zabezpieczon~ na końcu siatk~ 

nylonow~, stalow~ i krążkiem bibuły, .mocowano w statywie 

pompy. Nad nią mocowano zbiornik, do którego wlewano 

zdyspergowanę w ci~gu dziesięciu minut na płuczce ultra­

dźwiękowej zawartość kolbki. Do pompy zasysano ciecz 

tłoczn~. Następnie otwierano zawór gazu w pompie. Sprę­

żony gaz, azot, z butli pchał wówczas pod ciśnieniem 

420 atm. hydrauliczny tłok i ciecz tłoczną. Ciecz ta 

wtłaczała i ubijała zawiesinę w kolumnie. 

Kolumnę chromatograficzn~ przed użyciem kondycjono­

wano przepuszczając przez nią 250 cm 3 fazy ruchomej 

stosowanej · następnie do rozdziałów. Kolumnę napełnionę 
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silikażelem wstępnie kondycjonowano bezwodnym benzenem 

w celu -wymycia z niej rozpuszczalników polarnych. 

w pracy stosowano kolumny wykonane ze stali kwaso-

odpornej o średnicy wewnętrznej 4 mm oraz długości 150 mm 

( LiC~~osorb RP-18, LiChrosarb KAT) i 250 mm CLi­

Chrosarb Si 100). Złoże RP (1,5g) dyspergowano w 15 cm 3 

mieszaniny diaksan + czterochlorek węgla (50 + 50) 

obj./obj., silikażel (1,9g) w 20 cm 3 mieszaniny izopro­

panol + czterochlo ~ ek węgla (65 + 35) obj./obj., nato-

3 miast złoże janawymienne (1,5g) w 15 cm wody. Jako ciecze 

tłoczne w dwóch pierwszych przypadkach stosowano metanol, 

w trzecim wodę. 

Do przygotowania eluentów stosowano wodę czterokrot-

nie destylowaną z destylarki kwarcowej firmy Heraeus 

(RFN). Pozostałe rozpuszczalniki używano bez wstępnego 

oczyszczania. Przed użyciem, faza ruchoma była przez 

piętnaście minut odgazowywana na płuczce ultradźwiękowej, 

pod próżnię WY.tworzoną przez pompkę wodną. 

Nadchloran czteroetyloamoniowy, TEAP, przygotowany 

został przez jego wytręcenie z wodnego roztworu bromku 

czteroetyloamoniowego i kwasu nadchlorowego w tempera-

turze 60°C i 1711. 
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E. KONSTRUKCJA DETEKTORA. 

l. Budowa celki pomiarowej detektora elektrokinetycznego. 

Schemat zestawu chrom~tograficznego z detekto~em 

elektrokinetycznym przedstawiony został na Rys . l. Składa 

się on z chromatografu opisanego w poprzedniej części 

pracy oraz detektora elektrokinetycznego połączonego 

z elektrometrem, woltomierzem i rejestratorem. 

Schemat celki pomiarowej detektora elektrokinetycz­

nego z kapilarą metalową przedstawiono na Rys.2 11721, 

natomiast detektora z kapilarą wykonaną z dielektryka 

na Rys . 3 11731. Eluat z kolumny chromatograficznej /1/ 

odprowadzany był, przez siatkę zabezpieczającą /2/ i złą­

cze /4/, do kapilary pracującej detektora /3/. W pracy 

stosowane były kapilary wykonane z PTFE (politetra­

fluoroetylen), szkła borokrzemowego i stali kwasoodpor­

nej. Kapilara stalowa odizolowana była od reszty układu 

statkami uszczelniającymi /5/ wykonanymi z PTFE. Eluat 

odprowadzany był na zewnątrz poprzez kapilarę /6/. 

Kolumna chromatograficzna wraz z układem pompującym, 

złączem /4/ i ekranem /7/ była uziemiona. Potencjał lub 

prąd przepływu mierzone były na z=łączu /12/ względem 

ziemi . 

W chromatografii faz normalnych w charakterze,detek­

tora elektrokinetycznego stosowana była zwykła kolumna 

chromatograficzna 11741. Kolumna ta, podobnie do kapi­

lary na Rys. 2, odizolowana była od reszty układu 

i dokładnie ekranowana. Pomiar prądu przepływu dokonywany 

był na niej poprzez jej połączenie z elektrometrem . 
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~ STAL KWASODOPOR NA 

~ PTFE 

Rys. 2. Schemat celki detektora elekrokinetycznego z kapilarę metalową. 

l - kolumna chromatograficzna, 2 - siatka zabezpieczająca, 3 - kapilara 
pracująca detektora, 4 - złącze Ml2/Ml2, 5 - stożki uszczelniające, 
6 - rurka odprowadzająca, 7 - ekran, 8 - uszczelka izolująca, 
9 - wzmacniacz operacyjny RCA-715, 10 - nakrętka Ml2, 11 - nakrętka M6, 
12 - złącze Ml2/M6, 13 - stalowy stożek uszczelniający 5/12, 
14 - stalowy stożek uszczelniający 4/3,5, 15 - opornik 10 Ohm, 
16 - woltomierz cyfrowy, 17 - rejestrator X-t. 
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Rys. 3. Celka pomiarowa detektora elektrokinetycznego z kapilarą 

pomiarową wykonaną z dielektryka. 
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2. Pomiar potencjału i prędu przepływu w detektorze. 

W układzie ,przedstawionym na Rys.2 potencjał prze­

pływu mierzony był za pomocą układu elektrometrycznego 

ze wzmacniaczem operacyjnym /9/ RCA-715. Obwód t~n cha­

rakteryzował się opornością wejściową /15/ 10 11 Ohm 

11731. Wzmacniacz zasilany był ze stabilizowanego zasi­

lacza ZT-98U-Z (Unitra-Unima, Warszawa) . Wartość mierzo­

nego potencjału odczytywano multimetrem Mera-Tronik 

V-543 i zapisywano na rejestratorze Sefram PE. 

W trakcie pracy okazało się, że konieczne jest zbudo­

wanie układu umożliwiającego pomiar zarówno potencjału, 

jak i prądu przepływu . Zestaw taki widoczny jest na 

Rys.3. Oparty on jeśt na elektrometrze M.Kasprzak T-219. 

Natomiast na Rys.4 przedstawiono układ zbudowany, wspól­

nie z Działem Elektroniki i Informatyki Technicznej 

IChF PAN, w oparciu o wzmacniacz AD 515 LH. Pomiary wy­

konywane były z zastosowaniem obu układów. 

Pierwszy był wygodniejszy w użyciu ponieważ wszystkie 

jego przełączniki znajdowały się na płycie czołowej 

elektrometru. Drugi . lepiej nadawał się do pomiarów ma­

łych prądów (chromatografia faz normalnych~ ponieważ 

charakteryzował się niższym poziomem szumów. Wykonany 

on został, łącznie z zasilającymi go bateriami, na jed­

nej płytce. Wadą jego było to, że nie posiadał żadnych 

wyprowadzonych na zewnątrz przełączników. Z tego powo­

du zmiana charakteru (pom1ar prądu bę~ź potencjału) 

lub zakresu jego pracy wymagała odkręcenia jego obudowy 

i ręczną zmianę położenia qd~owiedniego . opornika. 
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Zaletą tego układu była możliwość bezpośEedniego, wraz 

z celką pomiarową, przyłączenia go do kolumny chromato-

graficznej. Eliminowało to znacznie pozakolumnowe raz-

mycie piku. Umieszczenie układu pomiarowego tuż przy 

celce pomiarowej (krótki kabel połączeniowy) oraz zasto-

sowanie zasilania bateryjnego umożliwiło znaczne zmniej-

szenie poziomu szumów. 

Gdy wejście nieodwracalne pierwszego ze wzmacniaczy 

połączone jest z ziemię, a w obwód jego sprężenia zwrot-

nego włączony jest opornik, wówczas wzmacniacz taki pra-

cuje w układzie tzw. wtórnika prądowego 1175,1761. Na-

pięcie wyjściowe, E , takiego układu jest wówczas o 

wprost proporcjonalne do jego prądu wejściowego, 

l + A o 

i. : 
l 

(55) 

gdzie A
0 

- współczynnik wzmocnienia wz~acniacza opera­

cyjnego bez sprzężenia zwrotnego, Rf - opór sprzężenia 

z ~" r o t n e g o . 

Równanie ( 55 ) można było napisać w uproszczonej formie 

ze względu na bardzo dużą wartość A ( w tym przypadku o 

wynosi ona 10 20 ). 

Jak wiadomo w przypadku pomiaru prądu, miernik pawi-

nien mieć zaniedbywalnie mały opór w stosunku do oporu 

mierzonego źródła. Gdy impedancja wejściowa miernika 

równa jest 1 / 100 impedancji mierzonego źródł~ wówczas 

błąd pomiaru wynosi 1%. Wejściową impedancję wzmacnia-

cza, Z, obliczyć można, korzystając z praw Ohma i 

Kirchhoffa, z zależności 11751: 
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z = 

gdzie Rw - opór między dwoma wejściami wzmacniacza 

(10 60hm) . 

(56) 

Ze względu na duzę wartość współczynnika A impedancja o 

układu jest niezwykle mała. Oczywiście trzeba wzięć pod 

uwagę równiet to, aby mierzony prąd większy był od wej­

ściowego prądu polaryzacji (w przypadku wzmacniacza 

AD 51~ LH wynosi on 70 fA). Jeśli chce się osiągnęć 

l% dokładności wówczas mierzony prąd powinien być sto 

razy większy od tej wartości. Ze wzoru (55) wynika, te 

większą czułość osiąga się dla większych wartości oporu 

~f. Z drugiej jednak strony wzrost wartości oporu zwięk­

sza szum temperaturowy układu 1175,1771. 

Po zwarciu sprzętenia zwrotnego pierwszy ze wzmacnia-

czy, w układzie przedstawionym na Rys.4, pracuje w ukła-

dzie wtórnika napięciowego. Mierzony potencjał jest 

wówczas podłączony do wejścia nieodwracającego wzmac-

niacza (wejście to charakteryzuje się większą impedan-

cją nit wejście odwracające). Współczynnik wzmocnienia 

takiego układu równy jest jedności. Przy pomiarze na-

pięcia układ · pomiarowy powinien się charakteryzować duto 

większą opornością wejściową nit oporność mierzonego 

źródła. Jeteli ich stosunek wynosi sto wówczas dokład-

ność pomiaru wynosi 1%. 

Wzmacniacz LF 356 pracuje w układzie sumatora, wzmac-

niacza i integratora (tłumienie szumów). Słuty on 

równiet do korekcji zera sygnału wyjściowego poprzed-

niego wzmacniacza. 
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W pomiarach prądu opór elektrometru, R , ustawiano z 
tak, aby był on sto razy mniejszy od oporu "ogniwa elek-

trokinetycznego'', . rw, a w pomiarach potencjału przepływu 

aby Rz był s to razy większy od rw . "Oy nam· i cznę" wartość 

oznaczano mierząc potencjał przepływu, E1 2 , dla 
' 

dwu różnych wartości Rz 11781: 

r ~v = 

Ten sam rezultat otrzymać można wyznaczając rw metodą 

graficzną, tak jak to przedstawiono na Rys.5. 

(57) 

Wielkość szumu, zgodnie z równaniami (5) i (6), mówi 

o wykrywalnuści danego detektora. Olatego też poznanie 

mechanizmów tworzenia się, a przez to metod eliminacji 

szumów jest bardzo wazne przy konstrukcji detektorów. 

Szum termiczny (szum Johnsona) wzmacniacza operacyjne-

go proporcjonalny jest do jego oporności wejściowej 

(dla wzmacniacza AD 515 LH wynosi on 30 ~V/°C) 1175,1771. 

Czułość pomiaru prądu jest natomiast wprost proporcjo-

nalna do tego oporu. Olatego korzystne jest stosowanie 

maksymalnie dużego oporu wejściowego elektrometru (musi 

on być oczywiście dużo mniejszy od oporu mierzonego 

źródła). W pracy tej opór elektrometru wybierano tak 

aby był on o dwa rzędy wielkości mniejszy od wartości 

oporu, rw. 

Szum układu elektronicznego wywołany jest ponadto 

upływnościę materiałów izolacyjnych, obecnością obcych 

ładunków w pobliżu układu, polem elektrostatycznym 

i elektromagnetycznym, przypadkową emisją elektronów 
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Rys. 5. Zależność potencjału przepływu wody, E, od oporności 

wejściowej elektrometru, Rz. Detektor elektrokinety­

czny z kapilarą (20 x 0,4 mm) wykonaną z PTFE. 

http://rcin.org.pl



- 63 -

w półprzewodnikach itp. Ładunki elektryczne mogą być 

wywołane działaniem czynników mechanicznych na ciało 

stałe. Ich wytwarzanie może przebiegać w jednym (piezo­

elektryczność) lub na styku dwu ciał stałych (elektry­

zacja). Mogę się one tworzyć zarówno w przewodnikach, 

jak i izolatorach wskutek występowania ciśnienia wewnę~ 

trznego, tarcia, przypadkowych zmian pojemności. Aby 

zmniejszyć do minimum tego typu szumy w opisywanym ukła­

dzie stosowano połączenie gwintowane między kablem, a 

płytę montażową. Ponadto stosowano przewody podwójnie 

ekranowane. Warstwa kolidalnego grafitu zmniejszała 

w nich tarcie izolator-ekran, ponadto chroniła ona przed 

polem elektromagnetycznym (sieć, radiofonia, inna apara­

tura). Obudowa detektora wykonana była ze stal~ węglowej, 

charakteryzującej się dużą przenikalnością magnetyczną 

(ochrona przed polem elektromagnetycznym). Ponadto de­

tektor chroniony był przed wstrząsami. Zamocowany był 

on na innym stole niż pompa chromatograficzna, a sama 

pompa znajdowała się na grubej płycie gumowej. Przewo-

dy w miarę możności proste i krótkie, starano się umie­

szczać z dala od źródeł sieci elektrycznej. Układ zasi­

lano z baterii charakteryzujących się znacznie stabil­

niejszą pracę niż zasilacz sieciowy. Wzmacniacze i opor-

niki zamontowane zostały na wspornikach wykonanych z 

PTFE, charakteryzującego się dużą oparnościę właściwą 

i małą przyczepnościę do niego wszelkich zanieczyszczeń. 

Szumy częściowo likwidowane były przez _umieszczenie kon­

densatora wsprzężeniu zwrotnym wzmacniacza. 
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3. Detektor konduktometryczny. 

Celka pomiarowa detektora konduktometrycznego była 

dokładnie tą samą, jaką stosowano w pomiarach elektro­

kinetycznych. Urnotliwiało to porńwnanie wyników o~rzy­

manych przy utyciu obu detektorów. Obwód elektryczny 

detektora przedstawiono na Rys.6 11791. Zasada pomiaru 

konduktometrycznego polegała na pomiarze spadku poten­

cjału na oporniku R. Układ zasilany był stałym napięciem, 

U, ze stabilizowanego zasilacza Unitra-Unima ZT-980-2 . 

Ola określenia s~opnia polaryzacji elektrod, wyz-

naczono zaletność prądu płynącego przez detektor od 

przyłatonego napięcia (Rys.7). Zaletność ta była liniowa 

w całym zakresie stosowanych potencjałów (O- SOV). 

Oznacza to, te polaryzacja elektrod nie zakłócała w tym 

przypadku mierzonych wielkości. Wobec tego do dalszych 

pomiarów (zmiany prądu płynącego przez detektor) zasto­

sowano napięcie zasilania U = SOV. 
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Rys . 6. Schemat układu pomiarowego detektora konduktometrycznego. 
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Rys. 7. Zależność prądu Ik płynącego przez detektor konduktometryczn 

od napięcia zasilaniatU. 
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4. Mechanizm działania detektora e ektrokinetycznego. 

Mechaniz~y tworzenia się prądu i potencjału przepływu 

omówione zostały w Części Literatu r owej pracy, w raz-

dziale C.II . Mechar.:zmy te są różne w przypadku przepły-

wu przez kapilary cieczy dielektrycznych (nasycone węgla-

wodory) i polarnych (roztwory wodne elektrolitów). 

Natężeni e prędu przepływu powstającego podczas prze-

pływu ciecz y dielektrycznych przez kapilary opisane jest 

równaniem (44). W cieczach tych obecność jonów zwięzana 

jes t z występującymi w nich zaniecz yszczeniami. Olatego 

też stężenia jonów i ich rodzaj są na cgół nieznane i 

trudne do określenia. Ponadto trudno jest przewidzieć, 

kt óre z nich ulegaję reakcjoQ elektrod o wy~1 na ściance 

kapilary. Z tego powodu powyższe .równanie dobrze zgadza 

s ię , z dokł a dnością do znaku, jedynie z danymi ekspery-

men t alnymi uśrednionymi dla wielu pomiarów lll5J. Wyni ka 

z ·~g o , że wynik pojedynczego pon1iaru w tym układzie 

j e ~t t ru dny do pr zewidzenia. Ponieważ pręd przepływu 

z wią z a n y je s t z obecnością jonów w cieczy , dlatego należy 

oczekiwać, że czułość detektora powinna być duża w sto-

s un ku do zw i ązków dobrze zjonizowanych w fazie ruchomej. 

Zmiana stężenia jonów oddziałuje na zmianę prędu przepły-

wu poprzez wpływ na przewodnictwo cieczy, jej przenikal-

ność elektryczną i grubość warstwy dyfuzyjnej. Jednakże 

z powo du ma ł ego s t opn i a dysocjacji elektrolitów w cie-

czach o mał e j p rzenikalności elektrycznej wydaje się, 

iż detektor powinien się charakteryzować wyższę czułościę 

w ciec z ac h polarnych. 
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Mechaniz~tworzenia się prądu i potencjału przepływu 

zostały · dokładnie poznane ·dla przypadku przepływu cieczy 

polarnych przez kapilary. Dla warunków chromatograficz­

nych występujących w tej pracy (przepływ laminarny, duta 

średnica i długość kapilary) ich wartości są opisane 

przez ruwnania Smoluchowskiego (50) i (52). Liczba 

Reynoldsa nawet dla najszerszych kapilar (d=0,45 mm) 

i największych szybkości przepływu (J=lOO mm 3/s) nie 

przekracza 500, co oznacza, te przepływ cieczy jest la­

minarny. Ola małych średnic kapilar w równaniach Smolu­

chowskiego powinno się uwzględnić zmiany przewodnictwa, 

przenikalności elektrycznej i lepkości roztworu w poblitu 

granicy faz (ścianki kapilary). Zmiany te spowodowane są 

oddziaływaniem silnego pola elektrycznego podwójnej war­

stwy elektrycznej z roztworem. Jednakte efekty tego typu 

zaczynają się objawiać dopiero przy średnicach kapilar 

mniejszych od 0,1 mm, podczas gdy najcieńsza stosowana 

w tej pracy kapilara miała średnicę d=O,l3 mm. Omawiane 

równania zostały wyprowadzone dla długich kapilar tak, 

aby motna w nich było pominąć efekty związane z zaburze­

niem przepływu cieczy (ustalanie się charakterystycznego 

dla laminarnego przepływu cieczy parabolicznego rozkładu 

prędkości.) przy jej wejściu do kapilary. Czas, a stąd 

długość,relaksacji tego zaburzenia obl~zyć motna z rów­

nań (38) i (39). Równania te motnaprzekształcić do 

postaci dogodniejszej do stosowania w przypadku detek­

toró\'J. 

(58) 
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1 vJ = o , o 2 4 ~ J 1 12 . 

D ~ a wody ( ~ = lg/cm 3 , ? = lcP) płyn~cej z J =l c~ 3 /min., 
. r.' -3 uzyskuje s1ę: L ~·J = 3 x lO s, l w = O, 4 mm. Długość 

najkrótszej stosowanej w pracy kapilari wynosiła 15 mm, 

tzn . była ona dużo większa od l w· 
Pomiary chromatograficzne przedstawione w tej pracy 

wykonywane były przy ~astosowaniu stałej objętościo~ej 

szybkości przepływu fazy ruchomej. Dlatego, aby móc prze-

dyskutować wpływ różnych czynników na pracę detektora do-

godnie jest równania (50) i (52) przekształcić do postaci, 

w której zamiast L\ P występuje J: 

1T R~ ~~o l flP 
I = ----------------- = -=-~-~~_(_:_ = 

'Z l Rd dm 

= ---------------- (60) 
d m 

l E. Ło ll p 
E = ------------ = 

'7 Jł 

2t~0 ?1J = 
-~R~-d~-~--

( 61 , 

Jednakże w takim przypadku pojawia się w omawianych rów-

naniach dodatkowa wielkość zależna od stężenia analizo-

~anych zwi~zków. Jest ni~ grubość warstwy podwójnej. 

Dlatego w pewnych przypadkach korzystne może się okazać 

pozostanie pr.zy wzorach operuj~cych ll P. Szczególnie 

w roztworach rozcieńczonych, gdzie lepkość roztworu równa 

jest praktycznie lepkości rozpuszczalnika, zmiany fj P 
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dokładnie odwzorowuj~ zmiany J.Równanie (61) można 

następnie przekształcić poprzez wstawienie przewodnictwa 

właściwego cieczy opisanego prawem niezależnej wędrówki 

jonów Kohlrausha (40) 1180 l: 

(62) 

gdzie A i - przewodnictwo równoważnikowe i-tego jonu. 

Przewodnictwo równoważnikowe może tu być odniesione do 

lepkości poprzez kombinację relacji Stokesa-Einsteina 

i równania Nernsta-Einsteina 11811: 

A . = 
l 

z.eF 
l 

gdzie ai - promień i-tego jonu w roztworze. 

Kombinacja równań (61) - (63) daje: 

E = 
e F 

o . 
l ----2-

C.z. 
l l 

Zauważyć w tym miejscu należy, że w ostatnim równaniu 

(63) 

(64) 

nie występuje już, w postaci jawnej, lepkość roztworu. 

Z analizy równań (60) i (61) wynika, że badana 

próbka wpływa na zmianę przewodnictwa, potencjału elek-

trokinetycznego, grubości warstwy podwójnej, przenikal-

ności elektrycznej i lepkości eluatu. Obecność jonów 
. ' 

w próbce w największym stopniu wpływa na zmiany przewod-

nictwa roztworu. Oznacza to, że detektor elektrokinetyczny 

powinien być szczególnie czuły na zwi~zki jonowe. 
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Jego wykrywalność powinna być dużo lepsza w układzie 

chromatografii faz odwróconych (polarna faza ruchoma 

zapewnia dobrą jonizację próbki) niż faz normalnych. 

Ponieważ analizowana próbka dąży do likwidacji potencja­

łu przepływu fazy ruchomej, to wyższe pi~i chromatogra­

ficzne (tzn. dla st~łego poziomu szumu lepszą wykrywal­

ność) otrzymuje się dla faz ruchomych charakteryzujących 

się większym E. Wobec powyższego dodatek buforu do fazy 

ruchomej powinien uniemożliwiać pracę ~etektora poprzez 

likwidację potencjału przepływu tła. Z powyższego wyni­

ka, że detektor z pomiarem potencjału przepływu powi­

nien się charakteryzować najlepszą wykrywalnością w uk­

ładzie chromatografii faz odwórconych z fazą ruchomą 

będącą czystym rozpuszczalnikiem. 

Z r ~ wnania (64) wynika, że obniżenie wartości potencjału 

przepływu jest odw r otnie proporcjonalne do sumy stężeń 

jonów w próbce. Ponadto z równania tego wynika, że oma­

wiany detektor powinien być szczegó~nie czuły na jony 

wielowartościowe o małym promieniu. 

Dobry detektor powinien się nadawać do analizy moż­

liwie jak największej liczby związków w różnych fazach 

ruchomych. Olatego do pomiaru potencjału i prądu prze­

pływu powinny być stosowan~ uniwersalne, odwracalne 

elektrody. W pomiarach elektrokinetycznych stosuje się 

najczęściej elektrodę chlorosrebrną. W roztworach nie 

zawierających jonów srebrnych i chlorkowych dają one 

jednakże wyniki nieodtwarzalne charakteryzujące się 

dużym dryftem 1138 1. W prezentowanym detektorze elektrody 

wykonane były ze s t ali kwasoodpornej. Pełniły one 
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jednocześnie rolę uchwytów kapilary. Elektrody te rea-

gowały na zmiany - stężenia wszystkich analizowanych 

związków. Jednakże trudno jest tu jednoznacznie określić 

proces potencjałotwórczy. Z możliwych do wystąpienia 

w czystej wodzie układów redoks rozważać można w zasa-

dzie lub M /M n+ . Ostatni z nich e e 

pochodzi z rozpuszczania metalu elektrody. Jedna z takich 

par określa wartość potencjału elektrody ustalając tym 

samym aktywności i stężenia składników par początkowo 

nie znajdujących się w układzie 11821. Czynna będzie 

para o największej wartości współczynnika stabilizacji, 

Sc , określanego jako: 

s c 
= -~-lQ~l­

d~ 

= -~-1~~~1-
drr 

gdzie l Oxl, l Redl oznaczają stężenia składników par 

będących na wyższym i niższym stopniu utlenienia, 

"--potencjał odwracalnej elektrody, dla-której para 

ta jest potencjałotwórcza. 

Należy przy tym zaznaczyć, że potencjał elektrody 

pierwszego rodzaju przestaje być określony i wykazuje 

dużą chwiejność swojej wartości, gdy stężenie kationu 

materiału elektrody spadnie do niewielkiej wartości. 

Te graniczne wartości stężeń są rozmaite dla różnych 

-4 -8 elektrod i mieszczą się w granicach 10 do 10 M. 

(65) 

W badanym układzie (stal kwasoodporna w wodzie) najpraw-

dopodobniej zachodzi proces redukcji wodoru . Ta sama 

reakcja przebiega również w roztworach kwasów. 
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Z tego wynika, że należy oczekiwać zależności czułości 

detektora od stałej dysocjacji kwasów (dla danego stę­

żenia kwasu wpływa ona na stężenie jonów hydroniowych 

w roztworze). Trudno jest jednakże przewidzieć dokładnę 

zależność wartośc~ potencjału przepływu od stężenia 

analizowanego kwasu w próbce. Spowodowane jest to tym, 

że jego stężenie w różny sposób wpływa na parametry 

występujęcew równaniach (60) i (61). 
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F. WYNIKI I ICH DYSKUSJA. 

I. Praca i własności detektora elektrokinetycznego. 

l . ~v p l y ._., k o n s t r u k c j i d e t e k t o r a n a j e g o p r a c ę i \v ł a s n o ś c i . 

W części eksperymentalnej pracy omówione zostały za­

sady wyboru oporności wewnętrznej elektrometru do pracy 

w określonych wa runkach. W tym rozdziale scharakteryzo­

wany zostanie wpływ materiału oraz wymiarów kapilary 

de +e ktora na jego pracę i własności. Charakterystykę tę 

przeprowadzono dla detektora z pomiarem potencjału prze­

pływu w układzie chromatografii faz odwróconych. Detek­

t o r t e n charakteryzuje się lepszą wykrywalnością od 

de te kt ora z pomiarem prądu przepływu i był wykorzysty­

wany do dalszych pom i arów ch r omatograficznych. Detektor 

e l e kt rokinetyczny w u k ładzie chromatografii faz normal­

nyc h c ha rakter yzu je s i ę znacznie gorszymi parametrami 

pr acy ( wykrywa no~ć, odtwarzalność ) , ponadto wpływ wy­

mi a:ów kapilar y na jego pracę jest znacznie mniejszy. 

W pracy stosowano detektor elektrokinetyczny z kapi­

l a rą pr ac ującą wykonaną z PTFE, szkła borokrzemowego 

lub stali kwasoodpornej. W obu pierwszych przypadkach 

wysokości pików chromatograficznych i poziom szumu, a 

s t ąd wykrywalności detektora, były sobie równe. Wysoko­

ści pików chromatograficznych uzyskane z·a pomocą detek­

tora z kap i larą stalowę były niższe niż w poprzednich 

przypadkach. Przy porównywalnym poziomie szumów 

równani ( 3 ) , powodowało to, że ch ~ rakteryzował się on 
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gorszę wykrywalnością. Wykrywalność detektora z kapila­

rę stalowę 20 x 0,2 mm wynosiła, dla kwasu octowego 

w MeOH + H2o (10 + 90) obj./obj., 5 x 10- 5M, podczas 

gdy dla detektora z kapilarę wykonan~ z PTFE -

5 x 10- 7 M. Powtarzalność wyrażona jako względne odchy­

lenie standardowe, RSD, wysokości pików chromatograficz­

nych dla dziesięciu kolejnych zastrzyków próbki dla 

obydwu detektorów wynosiła odpowiednio 10% i 1%. Gorsza 

wykrywalność i odtwarzalność detektora z kapilarę sta­

lowę spowodowane były nieodtwarzalnością powierzchni 

metalu, pokrytei najprawdopodobniej warstwę tlenków. 

Zaletę jego była natomiast mała zależność potencjału 

przepływu od szybkości przepływu przez niego eluatu. 

Z analizy równania (61) wynika, że wzrost wartości 

potencjału przepływu powinno się obserwować ze wzrostem 

długości i zmniejszeniem średnicy kapilary. Ponieważ 

zgodnie z tym co zostało powiedziane w poprzednim raz-

dziale analizowana próbka dąży do likwidacji pQtencjału 

przepływu fazy ruchomej, więc wyższy poziom potencjału 

przepływu tła (linii podstawowej) oznacza wyższe piki 

chromatograficzne. Zależności tego typu zostały istotnie 

zaobserwowane 1183,1841. Na Rys.8 przedstawiona została 

zależność wysokości pików chromatograficznych l0- 3M 

kwasów propionowego masłowego i walerianowego od odwrot­

ności sześcianu średnicy kapilary. Z równania (61) 

wynika, że potencj_ał przepływu jest wielkością zaletnę 

od szybkości przepływu cieczy. Oznacza to, że fluktuacje 

przepływu eluatu wpływają na poziom szumu detektora. 
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Rys . 8. Zależność wysokości pików chromatograficznych, mierzonych 

jako zmiana potencjału przepływu, ~E, od odwrotności 

trzeciej potęgi średnicy kapilary wykonanej z PTFE, d3 • 

Długość kapilary : 15 mm. Kolumna: 150x4 mm, LiChrosarb 

RP-18, 10 ~m. Objętość próbki: 5 ~l. Faza ruchoma: 10-4M 

TEAP w MeOH + H2D (10+90) obj./obj . Szybkość przepływu : 

10 mm 3 /s. Próbka: 10-3M kwasy: (o) - propionowy, CLl) -

masłowy, (Q) -walerianowy. 
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Z tego powodu zmniejszenie średnicy kapilary detektora 

nie prowadziło do polepszenia jego wykrywalności,gdyż 

powodowało to jednoczesny wzrost wysokości pików chro­

matograficznych i poziomu szumu tła. Kapilary o mniej­

szej średnicy charakter;zowały się ponadto większym 

dryftem, a przez to wymagały dłuższego czasu stabiliza­

cji przed pomiarami. Wpływ długości kapilary na wysokość 

pików chromatograficznych przedstawiono na Rys.9. Podob­

nie jak poprzednio zmiana długości kapilary nie wpływała 

na wykrywalność detektora. Z rysunku tego widać, że 

wyższe piki otrzymuje się dla większych wartości bezwz­

ględnych potencjału przepływu fazy ruchomej. 

W układzie chromatografii faz normalnych możliwe 

również było zastosowanie kolumny chromatograficznej 

jako detektora 1153,1 741. Rozwiązanie to jest szczegól­

nie interesujące w przypadkach,gdy bardzo ważna jest 

minimalizacja poza-kolumnowego rozmycia próbki (chroma­

tografia kapilarna). Niestety wykrywalność takiego 

detektora okazała się słaba. Problem ten zostanie sze­

rzej omówiony w da l szej części pracy. 
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Rys. 9. Zależność wysokości pików chromatograficznych, ~E , i potencjału prze-

pływu tła (fazy ruchomej), E, od długości kapilary (wykonanej z PTFE, 

o średnicy wewnętrznej 0,2 mm). Próbka: l0-3M kwas (~) - propionowy , 

(tV -masłowy, (") -walerianowy. Pozostałe warunki jak na Rys. 8. 
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2. Wpływ szybkości przepływu fazy ruchomej na wartości 

potencjału i prądu przepływu. 

Z analizy równań (60) i (61) wynika, że wzrost obję­

tościowej szybkości przepływu ci_czy polarnej przez ka­

pilarę pomiarowę powoduje wzrost wartości potencjału 

i prądu przepływu. Zależność ta jest liniową i przecho­

dzi paczętek układu współrzędnych tzn. prąd i potencjał 

przepływu nie powstaję,gdy nie ma przepływu cieczy. Tego 

typu zależność przedstawiona została,dla metanolu, na 

Rys.lO. Również wysokości pików chromatograficznych, 

tzn. różnice potencjałów lub prądów przepływu próbki 

i fazy ruchomej, powinny być wprost proporcjonalne do 

szybkości przepływu fazy ruchomej. Wykresy tego typu za­

leżności przedstawione zostały na Rys. 11 i 12. Widać 

z nich, że powyższe stwierdzenia są spełnione tyl ko czę­

ściowo . W przypadku detektora SPD omawiane wykresy 

przechodzą przez początek układu współrzędnych ale dla 

większych szybkości są nieliniowe. Natomiast w przypadku 

detektora SCO są one liniowe ale nie przechodzą przez 

początek układu współrzędnych . 

Ten ostatni efekt, tzn. występowanie w układzie pew­

nego prądu lub potencjału nawet wted~ gdy ciecz nie 

płynie przez kapilarę, jest jeszcze bardziej widoczny 

w roztworach wodnych. Zależność wysokości pików chroma­

tograficznych, a także potencjału przepływu fazy rucho­

mej (tła) o składzie Me0H+H 20(10+90) obj./obj. od 

szybkości przepływu przedstawiona została na Rys. 13. 
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Rys. 11. Zależność wysokości pików chromatograficznych mierzonych 

jako zmiany potencjału przepływu, ~ E, od szybkości 

przepływu J lub u. Analizowane kwasy: o - laurowy, c -
myristynowy, A - stearynowy, t1- arachidowy. Faza 

ruchoma: metanol. Detektor elektrokinetyczny z kapilarą 

wykonaną z PTFE 1 15x0,35 mm). Objętość próbki: 5 wl. 
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Rys. 12. Zależność wysokości pików chromatograficznych mierzonych 

jako zmiany prądu przepływu, ~ I, od szybkości przepływu 

J lub u. Pozostałe warunki jak na Rys. 11. 
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Rys. lJ. Zależność wysokości pików chromatograficznych mierzonych 

jako różnica potencjału przepływu, ~ E, od szybkości 

przepływu, J lub u, fazy ruchomej. Detektor elektrokine­

tyczny z kap ilarą wykonaną z PTFE (20x0,4 mm). Faza 

ruchoma ( e ) : MeOH ~ HzO ' 10+90 ) obj. / obj . . Próbka: 5 ~l, 

l0 - 3H kwas y: r O ) -octowy , CA )" - propionowy, (a)­

masłow v . ( V - v1alerianowy. 

http://rcin.org.pl



- 84 -

Widać z niej, że dla najmniejszej możliwej do uzyskania 

na zastosowanym chromatografie szybkości przepływu 

(J=1mm 3/s) znak piku chromatograficznego wyrażonego 

jako różnica potencjałów przepływu, ~E, jest dodatni, 

natomiast ~Jtencjał przepływu fazy ruchomej (tła) jest 

ujemny. Ze wzrostem szybkości przepływu potencjał prze-

pływu fazy ruchomej zwiększa się, a wysokości pikó ~ zmniej­

szają się. Dla J równego ok. 45 mm 3/s potencjał 

przepływu fazy ruchomej wynosi zero. Jednocześnie obser-

wuje się zanik pików chromatograficznych. Dalszy wzrost 

J powoduje zmianę znaków E i tJ E oraz wzrost ich bez-

względnych wartości. Z powyższego widać, że E i ~E są 

przeciwnego znaku i znikają dla podobnych wartości J. 

Na Rys. 14 i 15 przedstawiony został wpływ szybkości 

przepływu fazy ruchomej na wysokości pików chromatogra-

ficznych w układzie chromatografii par jonowych. Na 

pierwszym z nich wykreślono zależność wysokości pików 

chromatograficznych kwasu propionowego o stężeniu 

-4 -4 -4 l x 10 M, 5 x 10 M i 10 x 10 M od szybkości przepływu 

fazy ruchomej. Analogiczne krzywe otrzymane zostały dla 

innych analizowanych kwasów (octowy, masłowy i waleria-

nowy). W tym przypadku piki znikają na chromatogramie 

przy J = 28 mm 3/s. Z rysunku widać, że szybkość przep-

ływu, przy której znikają piki na chromatogramie, Jo, 

nie zależy od stężenia analizowanego kwasu. Analogiczną 

zależność dla kapilary wykonanej ze szkła borokrzemowego 

(20 x 0,13 mm) przedstawiono na Rys. 15. Jo w tym przy­

padku wynosi 3,5 mm 3/s. Z powyższego wynika, że Jo 

rośnie ze wzrostem średnicy kapilary. Dla d = 0,13; 
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Rys. 14. Zależność wysokości pików chromatograficznych, /.lE, od 

szybkości przepływu fazy ruchomej, J. Próbka: kwas propionowy 

o stężeniu: (~) - lxl0-4M, (a) - 5xl0-4M, (~) - 10xl0-4M. 

Detektor elektrokinetyczny z kapilarą PTFE (20x0,35 mm). 

Pozostałe warunki jak na Rys. 8. 
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-3 Rys. 15. Zależność wysokości pików chromatograficznych, LlE, 10 M kwasów: 

(o) - octowego, CLl) - propionowego, (c) - masłowego i (V') -

walerianowego od szybkości przepływu eluatu, J. Detektor elektro­

kinetyczny z kapilarę szklaną (20x0,13 mm). Pozostałe warunki 

jak na Rys. 8. 
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0,35; 0,40 i 0,45 mm wartości Jo wynoszę odpowiednio: 

3,5; 28; 57 i 253 mm 3/s. Zależność ta przedstawiona 

została na Rys. 16. 

W przypadku kapilary metalowej nie zaobserwowano 

zmian znaku przy wyznaczaniu zależności wysokości pików 

chromatograficznych od szybkości przepływu fazy rucho­

mej w całym zakresie badanego J, tzn. l - 100 mm 3/s. 

Ponadto zmiana J nieznacznie tylko wpływała na mierzony 

potencjał. 

Mierzony w detektorze potencjał EM, składa się z kil­

kku addytywnych składników ll84-187 i : 

(66) 

gdzie: E - potencjał przepływu, różnica potencjałów 

między dwoma identycznymi roztworami znajdującymi się 

pod różnym ciśnieniem, UE - potencjał asymetrii pracy 

elektrod, ue - różnica potencjałów spowodowana różnicę 

s~ężeń przy braku różnicy ciśnienia, ud-h i ud-l - po­

tencjał dyfuzyjny po stronie wysokiego i niskiego ciś­

nienia kapilary. 

Największy wkład w mierzony potencjał daję potencjał 

przepływu i potencjał asymetrii elektrod. Wartość pierw­

szego z nich, jak to omówiono poprzednio, jest wprost 

proporcjonalna do J. wartość drugiego natomiast, nie 

zależy od J. Olatego przy braku przepływu cieczy mie­

rzony potencjał równy jest UE. Przy małych szybkościach 

p~pływu znak mierzonego potencjału jest taki sam jak 

UE. Ze wzrostem J zwiększa się jego wartość, aż przy 
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pewnym J, równym J• (przy którym E = UE), obserwuje się 

zmianę jego znaku. W ten sam sposób można również wytłu­

maczyć zmianę ~ E, I i d I ze wzrostem J. 

Mechanizm tworzenia się pr~dów przepływu przy prze­

pływie cieczy dielektrycznych przez kapilary opisany 

został w rozdziale C.II.2. Wynika z niego, że w tym 

przypadku mechanizm ten jest mniej poznany. W równaniu 

(44) szybkość przepływu występuje explicite w czynniku 

eksponencjalnym. Wpływa ona jednakże również na grubość 

warstwy dyfuzyjnej i powierzchniowe stężenie jonów. 

Olatego trudno jest teQretycznie przewidzieć zależność 

wysokości pików od szybkości przepływu eluatu. Tego typu 

eksperymentalną zależność przedstawiono na Rys.l7 . Widać 

z niej, że w badanym zakresie J zależność ta jest 

liniowa. 
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Rys. 17. Zależność wysokości pików chromatograficznych, ~I, 10-4M kwasu walerianowego od 

szybkości przepływu eluatu, J. Detektor elektrokinetyczny z kapilarę stalowę (20x0,2 mm). 

Kolumna ze stali kwasoodpornej (250x4 mm) ze złożem LiChrosarb Si 60, 10 ~m. Faza 

ruchoma: heksan + izopropanol (90+10) obj./obj. ObjP.tość: 1000 ~l. 
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3. Wpływ własności i składu fazy ruchomej na pracę 

detektora. 

Bardzo istotnym parametrem wpływającym na pracę 

d e t e k t o r a· s ę 'rJ ł a s n oś c i i s k ł a d f a z y r u c tHJ m ej . Przy czy m 

czynnikiem decydujęcym jest tu jej przewodnictwo. Przede 

wszystkim w zależności od tego czy fazę ruchomą jest 

ciecz polarna czy dielektryczna mamy do czynienia z róż­

nymi mechanizmami tworzenia się prądu i potencjału prze­

pływu. Szerzej problem ten omówiony został w części li­

teraturowej pracy. Przewodnictwo cieczy decyduje również 

o doborze oporu wewnętrznego elektrometru tak, jak to 

opisano w części eksperymentalnej pracy. Również wartość 

potencjału przepływu przepływającego przez detektor elu­

atu jest w dużym stopniu zależna od jego przewodnictwa 

(równanie (61)). Ten ostatni efekt zobrazowany został 

na Rys. 18 i 19 oraz w Tabeli 2. Na Rys. 18 przedstawio­

ny został wpływ zmian składu fazy ruchomej, tzn. stosun-

ku zawartości metanolu i wody, na wartość oporu elek­

trycznego, potencjału przepływu tła oraz na wysokości 

pików chromatograficznych l0- 3M kwasu octowego. Widać 

z niego, że początkowo ze wzrostem zawartości metanolu 

w fazie ruchomej zwiększa się jej oporność, potencjał 

przepływu, a w konsekwencji zmniejsza się wysokość pików. 

Potencjały przepływu obu cieczy charakteryzuję się prze­

ciwnymi znakami. Olatego też dalszy wzrost stężenia 

metanolu zmienia znak pików chromatograficznych. 
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Rys. 18. Wpływ zmiany składu fazy ruchomej (stosunku MeOH do H20) na wartości 

jej (o) - oporu elektrycznego, rw, Co) - potencjału ·przepływu, E, oraz 

CA) - wysokości pików chromatograficznych .l0-3M kwasu octowego. 
c.:::: 

Kolumna stalowa wypełniona kulkami szklanymi (80 . mesh B.O.H., Poole, 

W. Brytania) metodę . usypowę. Szybkość przepływu: 5 ~1/s. Detektor z 

kapilarę wykonaną z ~TFE (20x0,4 mm). 
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Na przewod~ictwo fazy ruchomej duży wpływ ma również 

stężenie zawartego w niej elektrolitu. Wzrost jego . stę-

żenia (Rys. 19) zmniejsza opór cieczy, a w konsekwencji 

wysokości pików. Oznacza to pogorszenie wykrywalności 

detektora. Pogorszenie wykrywalności detektora obserwuje 

się również ze wzrostem stężenia jonów czteroalkiloamo-

niowych w fazie ruchomej. Spowodowane to jest ich wpływem 

na przewodnictwo cieczy oraz, przede wszystkim, na gru-

bość warstwy podwójnej i wartość potencjału elektrokine-

tycznego (nieodwracalna adsorpcja na wewnętrznej powierz-

chni kapilary). Nie zaobserowowano natomiast wpływu pH 

(przy stałej mocy jonowej roztworu) w zakresie 4 do 10 

na potencjał przepływu fazy ruchomej i wykrywalność 

detektora. 

Podobnę współzależność między oparnościę fazy ruchomej 

i wysokością pików zaobserwować również można w Tabeli 2. 

Widać z niej, że powyższe rozważania są słuszne jedynie 

w przypadku cieczy polarnych. W przypadku cieczy niepolar-

nych (benzen) znaki potencjału przepływu fazy ruchomej 

i pików chromatograficznych sę ze sobę zgodne. 

Tabela 2 

Wartości oporów elektrycznych różnych cieczy w celce 

detektora, rw, wartości ich potencjałów przepływu, E, 

oraz wysokości pików chromatograficznych l0- 3M kwasu 

octowego, ~E. 

Faza ruchoma r ~~l O hm l E IV l 6E IV l 

woda 1,5 X 109 -0,6 0,14 

metanol 1,2 X 1010 l' 5 -0,75 

acetonitryl 4,6 X 1010 9' l -5,0 
benzen 1,5 X 1012 10,2 2 '2 
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4. Wpływ własności analizowanego związku na wykrywalność 

detektora. 

W poprzednich rozdziałach pracy omówiono wpływ mate­

riału i wymiarów kapilary, szybkości przepływu c:az skła­

du fazy ruchomej na pracę detektora. Wynika z nich, że 

wyższe piki chromatograficzne i lepszą wykrywalność 

de tektora uzyskuje się dla większych wartości potencjału 

przepływu czystej fazy ruchomej. Analizowana próbka powo­

duje obniżenie wartości potencjału i prądu przepływu fazy 

ruchomej. Dzieje się tak. z powodu wpływu stężenia jonów 

na przewodnictwo cieczy, potencjał elektrokinetyczny, 

grubość podwójnej warstwy elektrycznej i przenikalność 

elektryczną. Największy udział dają dwa pierwsze składniki. 

Ze wzros t em stężenia jonów, zgodnie z równaniem Kohl­

rauscha, obserwuje się liniowy wz~ost przewodnictwa cie­

czy. Towarzyszyć temu powinien liniowy spadek wartości 

potencjału przepływu. Potencjał elektrokinetyczny z ko­

lei można w przybliżeniu uznać za równy potencjałowi 

maksymalnego zbliżenia jonów j99, 141, 1881. Z tego po­

wodu obserwuje się jego logarytmiczną zależność od stę­

żenia jonów. Należy przy tym zauważyć, że wzrost stęże­

nia jonów wodorowych zwiększa przewodnictwo cieczy i 

zmniejsza potencjał elektrokinetyczny. Wobec tego, zgod­

nie z równaniem (61), działanie ich jest zgodne - zmniej­

szanie wartości potencjału przepływu. Wzrost stężenia 

jonów wodorotlenowych zwiększa potencjał elektrokinetycz­

ny ! BO j . Tym więc należy tłumaczyć niższą wykrywalność 

zasad niż kwa$ÓW o tej samej mocy !161 1. 
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Z powytszych rozwatań wynika, te w przypadku detek­

tora SPD analizowana próbka dęty do likwidacji potencja~ 

_ łu przepływu. Efekt ten jest szczególnie widoczny przy 

dutych stęteniach analizowanych kwasów (Rys. 20). 

Z Rys. 20 widać ponadto, te ze wzrostem szybkości prze­

pływu eluatu obserwuje się wzrost wartości jego poten­

cjału przepływu. Tak, jak poprzednio, przy pewnym J 

obserwuje się zmianę znaku potencjału przepływu. Jednakże 

bez względu na ten znak obserwuje się zawszr działanie 

zjoni~owanej próbki w kierunku likwidacji potencjału 

przepływu tła. 

Wpływ na stężenie jonów w próbce ma · wartość stałej 

dysocjacji analizowanych kwasów. Stęd nalety oczekiwać 

zależności wykrywalności detektora od pKa kwasów. Zależ­

ność tę zobrazowano na Rys. 21 i w Tabeli 3. Wynika 

z nich ni~zaletność wykrywalności mocnych kwasów od ich 

wartości pKa . 

Wykrywalność obu typów detektorów (SCD i SPD), słabych 

kwasów są wprost proporcjonalne do ich wartości pKa 

1178,1881. Z Tabeli 3 wynika ponadto, że lepszę wykry-

walnością charakteryzuje się detektor z pomiarem poten­

cjału przepływu . 
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Rys. 20. Wysokości pików chromatograficznych 10-lM kwasu propionowego zarejestrowane przy rótnych szybkościach przepływu fazy rucho­
mej (wody). Detektor elektrokinetyczny z kapilarę wykonaną z PTFE (20x0,4 mm). Stalowa kolumna chromatograficzna wypełniona 
ktJlkam.i szklanymi (BO mes h, B. D. H. ) me t odą usypm·Ją. 
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Rys. 21. Wpływ wartości pKa analizowanych kwasów na ic' ' wykrywalności, DL. Detektor 
elektrokinetyczny z pomiarem potencjału przerływu z kapilarą wykonaną z PTFE 

(20x0,4 mm). Faza ruchoma: woda. Szybkość przepływu: 10 mm3/s. 
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Tabela 3 

Wykrywalności różnych kwasów uzyskane przy zastosowaniu 

detektora z pomiarem potencjału. SPO, i prądu, SCD, 

przepływu. 

~Jykrywalność 

No KvJa s pKa SPO s co 

CI MI l nimolei CIMI l nimole i 

l . siarkowy -3,0 3xl0- 7 1,5xlo- 12 7xl0- 7 3,5xlo- 12 

2 . azotowy -1,4 3xl0- 7 1,5xlo- 12 7xl0- 7 3,5xlo- 12 

3. mrówkowy 3, 75 2xl0- 5 l,Lxl0- 10 7xl0- 5 3,5xlo- 10 

4. octowy 4,76 5xl0- 5 2,5xlo- 10 lxl0- 4 5,0xl0-lO 

5 . propionowy 4,87 8xl0- 5 4,0xlo- 10 5xl0- 4 2,5xlo- 10 

6 . węglo\'IY 6 , 45 llxl0- 3 5,0xl0- 9 4xl0- 3 2,0xl0 -8 

-. ni trafenole 7,17 -3 -9 4xl0- 3 -8 
i . lxlO 5,0xl0 2,0xl0 

2xl0- 2 -7 4xl0- 2 - 7 

8. glukoza 12,4 l,OxlO 2,5xl0 l 
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5. Rozmycie próbki w detektorze. 

Bardzo watnym czynnikiem mówiącym o tym czy dany 

detektor mate być zast osowany do konkretnych warunków 

chromatograficznych jest rozmycie próbkl w detektorze. 

Zbyt duże rozmycie próbki objawia się na chromatogramie 

nitszymi, szerszymi i przesuniętymi w czasie pikami 

chromatograficznymi. Problem ten omówiony został sze-

rzej w części literaturowej pracy. 

Wpływ na rozmycie próbki ma objętość własna detektora 

oraz czas jego odpowiedzi. Aby zmniejszyć do minimum 

objętość połączeń detektor prezentowany w tej pracy 

zamocowany został bezpośrednio na kolumnie chromatogra-

ficznej. 

Jeśli tolerujemy 5% stratę zdolności rozdzielczej 

kolumny przez detektor wówczas mak~ y malną objętość de-

tektara obliczyć motna z równania ( 18 , maksymalną jego 

średnicę z równania (23; natomiast maksymalny czas od-

powiedzi z równania (25;. Dla chromatografii jonowo-wy-

miennej z kolumną stalową l50x4mm LiChrosarb KAT i wodą 

jako fazą ruchomą spełnione są następujące warunki eks-

3 perymentalne 1189-191 1: V
0 

= 0,8 cm N= 1500, 

O = 2 x 10- 5 cm 2/s, J = 0,01 cm 3/ s, l = 1,5 cm. Z po-

wytszych równań, dla tych warunków otrzymuje się : 

Vd = 6,6 mm 3 , Rd = 0,52 mm oraz t(= 0,66s. Natomiast 

z a s t o s o vJ a n y w tym układzie detektor charakteryzował się: 

vd 1,4 3 d 0,35 '&:"= 0,2s. ~vy n i k a te go, = mm = mm oraz z 
' 

te utyty detektor może pracować w danych w a runkac·h chro-

matograficznych nie wpływając na pogorszenie rozdziałów. 
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Maksymalne objęto~ci detektora dla rótnych kolumn 

chromatograficznych przedstawione zostały w Tabeli 4. 

Objętości próbki w kolumnie i detektora były obliczane 

odpowiednio z równań (20) i (21). Z danych przedstawia-

nych w tej tabeli wynika~ te problem miniaturyzacji 

detektora znacznie zwiększa się ze zmniejszaniem śred-

nicy kolumny chromatograficznej (chromatografia mikro­

kolumnowa). W trakcie pracy nad detektorem stosowane 

były kapilary o długości 15 mm i średnicach wewnętrz-

nych: 0,003; 0,13; 0,35; 0,40 i 0,45 mm. Objętości de-

tektorów z tymi kapilarami wynosiły odpowiednio: 0,01; 

0,20; 1,44; 1,89 i 2,39 mm 3 . Z tego wynika, że pierw-

sze trzy kapilary mogą być wykorzystane jako elementy 

pracujące detektora w chromatografii mikrokolumnowej. 

Tabela 4 

Objętości niezatrzymywanej na kolu~nie próbki (~=O ) 

oraz odpowiadające im maksymalne objętości detektora, 

obliczone z równań (20) i (21) dla różnych warunków 
chromatograficznych. 

L l mm l 150 150 250 250 250 

d l mm l 4,6 c 4,6 4,6 l l 

N 1500 6000 10000 10.000 25.000 

V 3 83 lmm l p 41 53 5,2 3,4 

vd l mm 3
1 8,3 4' l 5,3 0,5 o, 3 
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6. Kalibracja detektora elektrokinetycznego. 

Konstruując nowy typ detektora dąży się do tego, aby 

charakteryzował się on możliwie jak najniższą wykrywal­

nością oraz liniową charakterystyk~ odpowiedzi w dutym 

zakresie stężeń. Problem ten w odniesieniu do dete~tora 

~elektrokinetycznego omówiony będzie w tym rozdzialB. 

O ile nie będzie to zaznaczone inaczej dotyczyć to oę­

dzie detektora z kapilarą wykonaną z PTFE (20x0,4 mn). 

Krzywe kalibracyjne detektora elektrokinetycznega 

w różnych chromatograficznych systemach rozdzielcz~ch 

przedstawione zostały na Rys. 22-30. W przypadku detek­

tora elektrokinetycznego trudno jest przewidzieć kształ 

krzywej kalibracyjnej. Analizowana próbka w różnym stop ­

niu wpływa na zmianę kilku wielkości występujących ~ 

równaniach (60) i (61) (np. dla małego stężenia jor. dw 

jego wzrost powoduje liniowy wzrost przewodnictwa :·oz­

tworu i logarytmiczny potencjału elektrokinetycznego). 

Wynika z tego, że w szerszym zakresie stężeń odpov~iedź 

detektora nie jest liniowa. W takim przypadku można je­

dynie dla danych warunków (wymiary kapilar, rodzaj fazy 

ruchomej i analizowanego związku) eksperymentalnie ust a ­

lić zakres liniowej odpowiedzi detektora. W tym celu 

można tu wykorzystać równanie (l), które przekształcić 

można do postaci logarytmicznej: 

lg R = lg k + r lg C (67) 

Z równania tego wynika, że logarytmiczna krzywa kalibra-
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cyjna detektora Lharakteryzuje się liniową zależnościę 

(lgR od lgC) nawet w przypadku, gdy indeks odpowiedzi 

detektora nie jest rów~y jedności. Z tego typu krzywej 

kalibracyjnej wyznaczyć można czułość i indeks odpowie-

dzi rletektora. 

Wstępne prace prowadzone były na samym detektorze, 

bez użycia kolumny chromatograficznej. Uzyskane krzywe 

kalibracyjne kwasu propionowego dla różnych szybkości 

przepływu fazy r~chomej przedstawione zostały na Rys.22. 

Fazę ruchomą był w tym przypadku roztwór MeOH+H 20 

(10+90) obj . /obj. stosowany następnie do oznaczeń chro-

matograficznych w układzie faz odwróconych. Z rysunku 

tego widać, że w podanych warunkach detektor charakte-

ryzuje się liniową odpowiedzią w zakresie powyżej jed-

nego rzędu wielkości. Dolny zakres dynamiki liniowej 

-5 c 0-11 , detektora wynosi 10 M 5 x l mola J , natomiast jego 

wykrywalność dla stosunku sygnał/szum równego dwa, 

jest o rząd wielkości niższa. Wykrywalność detektora 

-4 z kapilarę stalowę (20 x 0,2 mm ) wynosiła 10 M. Podob-

ne zależności otrzymano dla innych analizowanych zwięz-

ków (KCl, kwas octowy, masłowy i walerianowy) w fazach 

ruchomych składających się z różnych stosunków wody 

i metanolu. Z analizy omawianego rysunku wynika również, 

że wysokości pików chromatograficznych, tak jak omówiono 

to poprzednio, zmniejszają się ze wzrostem szybkości 

przepływu. 

Zależności wysokości pików chromatograficznych 

i pola ich powierzchni, uzyskane dla różnych kwasów 

(octowy, propionowy, masłowy, walerianowy) rozdzielonych 
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Rys. 22. Zależność wysokości pików chromatograficznych od 

stężenia wstrzykiwanej próbki (kwas propionowy). 

Faza ruchoma: MeOH + H20 (10+90) obj./obj. 

Objętość próbki: 5 ~l. Szybkość przepływu: 

(o) - 10, (Q) - 30, (~) - 50 mm 3 /s. 
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na kolumnie 150 x 4 mm LiChrosarb RP-18, od stężenia 

analizowanych kwasów przedstawiono na Rys. 23 i 24. 

Wyniki te odnoszą się do konkretnych rozdziałów chroma­

tograficznych, tzn. uwzględniają one rozcieńczenie prób­

ki n~ kolumnie. Dlatego też, mimo że analizowane kwasy 

charakteryzują się podobnymi stałymi dysocjacji, wyso­

kości ich pików chromatograficznych zmniejszają się 

ze wzrostem ich czasu retencji (tzn. długości łańcucha 

alifatycznego). Z tych samych powodów pola powierzchni 

pików zwiększają się ze wzrostem czasów retencji (więk­

sze rozmycie próbki). Z rysunków tych widać, że dogod­

niejsze do badań są wysokości pików niż ich pola powie­

rzchni. Również odtwarzalność pola powierzchni piku, 

mierzonego planimetrem jest gorsza, względne odchyle­

nie standardowe dla dziesięciu kolejnych zastrzyków 

wynosi 10%, niż jego wysokość (2%). 

Na Rys. 25 i 26 przedstawione zostały krzywe kalibra­

cyjne tych samych kwasów rozdzielonych w układzie chro­

matografii par jonowych. Fazą ruchomą był w tym przy­

padku 10- 4M roztwór nadchloranu tetr~tyloamoniowego, 

TEAP, w MeOH + H2o (10~90) obj./obj. Z Rys. 25 wynika, 

że w tych warunkach detektor charakteryzuje się liniową 

odpowiedzią w zakresie jednego rzędu wielkości stężeń. 

Zakres ten zwiększa się w przybliżeniu dwukrotnie w 

układzie logarytmicznym (Rys. 26). Czułość detektora 

mieściła się w granicach l8-70V/M. 
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Rys. 23. Zaletność wysokości pików chromatograficznych, 4E, od stę­

tenia próbki: (o) - kwas octm'JY, (L\) - propionowy, (a) -
masłowy, r ~) - waleriano~JY. Szybkość przepływu: 20 mm 3 /s. 
Kolumna (150x4 mm) ze złotem LiChrosarb RP-18, 10 ~m. Pozosta­
łe warunki jak na Rys. 22. 
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200 

o 
Rys . 24 10-4 . Zależnoś, 10 2 c pola 0 · --

próbki. Pozosta:e w::rzchni piku chromatograf. C /M runkl jak 1cznego S na Rys. 23 ' ' od stężen · . · 1a 
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Rys. 25. Krzywe kalibracyjne detektora elektrokinetycznego w układzie 

chromatografii par jonowych. Faza ruchoma: 10-4M TEAP. Szybkość 
przepływu: 10 mm 3 /s. Pozostałe warunki jak na Rys. 23. 
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Na Rys. 27 i 28 przedstawiono krzywe kalibracyjne 

wyższych kwasów tłuszczowych . rozdzielonych w układzie 

chromatografii faz odwróconych z metanolem jako fazą 

ruchomą. Pierwszy z nich odnosi się do detektora z po­

miarem prądu przepływu, drugi do detektora 7 pomiarem 

potencjału przepływu . . z rysunków tych wynika, że 

lepszą wykrywalnością charakteryzuje się detektor 

z pomiarem potencjału przepływu (2 x 10- 5M, tzn. l x 

-10 ' x 10 mola) niż detektor z pomiarem prądu przepły·. u 

-4 -9 15 x 10 M, tzn. 2,5 x 10 mola). Podobnie jest z od-

twarzalnością. Dla obydwu typów detektorów wynosi ona 

odpowiednio, RSO = l 0/ . 
l o l 2%. 

Porównania obu typów detektorów dokonano również na 

Rys. 29. Przedstawiono na nim logarytmiczne krzywe ka-

libracji kwasu siarkowego w wodzie. Wynika z nich, że 

SPO charakteryzuje się lepszą wykrywalnością i mniej­

szym zakresem liniowej dynamiki odpowiedzi (3xl0- 7M, 

trzy rzędy wielkości ) niż SCO (7xl0- 7M, pię2 rzędów 

wielkości ; . Indeks odpowiedzi, obliczony z równania 

(67 ) , pierwszego z nich wynosi 0,5, drugiego l.Lepszą 

wykrywalność SPO wytłumaczyć można wpływem na wartość 

~otencjału przepływu przewodnictwa roztworu, które 

jest z kolei silnie zależne od stężenia jonów w roztwo-

rze. Również szybsze nasycenie jego krzywej kalibracyj-

nej spowodowane Jest nasyceniem przewodnictwa. 

Podobny zakres dynamiki liniowej, jak prezentowany 

w tej pracy, dla kwasów tłuszczowych r~zdzielonych w 

układzie chromatografii faz odwróconych uzyskał Terabe 

i wsp. jl6l l na detektorze SCO oraz Bush i wsp. 1192 l 
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Rys. 27. Krzywe kalibracyjne detektora elektrokinetycznego z pomiarem prądu 

przepływu. Faza ruchoma: metanol. Szybkość przepływu: 20 mm 3 /s. 

Kolumna: 150x4 mm, LiChrosarb RP-18, 10 ~m. Próbka: 5~1. 

Analizowane kwasy: (o) - laurowy, (a) - myristynowy, (~) -

stearynowy . (~) - arachidowy. 
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Rys. 28. Krzywe kalibracyjne detektora elektrokinetycznego z pomiarem potencjału przepływu. Warunki jak na Rys. 27. 
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Rys. 29. Krzywe kalibracyjne detektora elektrokinetycznego z pomiarem potencjału i 

prądu przepływu dla kwasu siarkowego. Faza ruchoma: woda. Szybkość prze­

pływu: 10 mm 1 /s. 
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na detektorze UV - 210 mm. Wykrywalność pierwszego 

d t kt . ł -11 . -7 e e ora wynos1 a 2,5xl0 mola, drug1ego 2,5xl0 mola. 

Krzywa kalibracyjna detektora SCD, w układzie chroma-

tografii faz normalnych, dla kwasu walerianowego przed-

stawinna została na Rys.30. Elementem pracującym detek-

tara była kapilara stalowa (20x0,1 mm), fazą ruchomą 

heksan + izopropanol (90+10) obj./obj. Jak widać wykry­

walność detektora (l0- 9mola) była w tym przypadku dużo 

gorsza niż w przypadku wykrywalności kwasów w układzie 

chromatografii faz odwróconych. Ponadto, jak to zosta-

nie pokazane w dalszej części pracy, wykrywalność bar-

dziej zatrzymywanych na kolumnie kwasów jest jeszcze 

o dwa rzędy wielkości wyższa. Z tej to głównie przyczyn _ 

znacznie mniej uwagi poświęcono w niniejszej pracy za-

stosowaniu detektora elektrokinetycznego w układzie 

chromatografii faz normalnych. Zakres liniowej dynamiki 

odpowiedzi detektora wynosił w tym układzie cztery rzę-

dy wiel k ości. Z zależności (67) wyznaczono czułość 

i indeks odpowiedzi detektora. Wyniki zestawiono w 

Tabeli 5 . Przedstawiono w niej również szum i wykrywal-

ność omawianego detektora oraz detektorów, · których 

elemen t ami pracującymi była kapilara wykonana z PTFE 

i kolumna chromatograficzna jl74l. Ten ostatni typ 

detektora charakteryzuje się wprawdzie całk~witym 

brakiem rozmycia próbki na nim, jednakże jego wykrywal-

ność jest wyjątkowo wysoka. 
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Rys. 30. Krzywa kalibracyjna detektora elektrokinetycznego z pomiarem prądu przepływu z 

kapi~arę ze stali kwasoodpornej (20x0,2 mm). Faza ruchoma: heksan+ izopropanol 

(90+10) obj./obj. Kolumna stalowa (250x4 mm) napełniona złożem LiChrosarb Si 60, 

10 ~m. SzytJI<ość prn~pływu: 20 mm 3 /s. Próbka: kwas walerianowy. Objętość prćti<i 5 ~l. 
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Tabela 5 

Charakterystyka detektora z pomiarem prędu przepływu 

z różnymi elementami pracującymi w układzie chroma-

tografii faz normalnych. 

Element pracujący r ki A/moll NLIAI OLimoll 

kapilara z PTFE 

(lOOxO,l mm ) l 6xl0-B lxlo- 14 3xlo- 10 

kapilara stalowa 

(20x0,2 mm) l 3xl0-B 2xlo- 14 lxl0- 9 

kolumna chroma to-
graficzna 

(250x4 mm) l 2xl0-B 4xlo- 14 4xl0- 9 
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7. Zakłócenia pracy detektora . 

Pierwszym krokiem w kierunku likwidacji szumów 

i zakłóceń pracy detektora jest poznanie przyczyn 

pochodzenia poszczególrych ich typów. Typowe szumy 

pojawiające się w trakcie pracy detektora elektrokiBe-

tycznego, ich przyczyny tworzenia się oraz sposoby lik-

widacji przedstawione zostały w Tabeli 6 i zobrazowane 

na Rys. 31. Na uwagę zasługuje to, że zaburzenia pracy 

detektora pojawiające się w momencie zastrzyku próbki 

odgrywają rolę markerów, oznaczających początek chroma-

togramu. 

Niektóre typy, źródła powstawania i sposoby likwida-

cji zakłóceń pików chromatograficznych zarejestrowanych 

na detektorze elektrokinetycznym omówione zostały w Ta-

beli 7, a ich kształty przedstawione zostały na Rys.32. 

Wielokrotne piki przedstawione na Rys. 32A są obserwo-

wane w układzie chromatografii faz normalnych w przypad-

ku zbyt dużych objętości lub stężeń analizowanej próbki, 

szczególnie w przypadku małych średnic kapilar. Wystę-

pują one wtedy, gdy próbka znacznie się różni lepkością 

od fazy ruchomej i związane są najprawdopodobniej z za-

burzeniem przepływu cieczy w pobliżu ścianki kapilary 

(środek próbki płynie szybciej niż jej brzegi). W mo-

mencie gdy dokonuje się szybkiej zmiany cieczy przepły-

wających przez detektor wówczas początkowo obserwuje 

się bardzo dużę zmianę mierzonego potencjału, który na-

stępnie powoli osiąga nawę wartość równowagową. Spowodo-

\v a n e t o j e s t p o l a r y z a c j ą s t ę ż e n i o w ę e l e k t r o d· l l 7 , 11 5 , · 

193, 1941. 
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~ys. 31. Problemy stabilności. linii odniesienia na wyjściu detektora ele­
ktrokinetycznego. Litery odnoszą się do symptomów opisanych w 
Tabel VI. 
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Tabela 6 

Tabela zakłóce~. Problemy stabilności linii odniesie-

nia na wyjściu detektora elektrokinetycznego. 

* Symptom Przyczyna Sposób likwidacji 

Nieregularna lub Przepływ prądu ele- ·Izolacja detektor E 

niestabilna linia · ktrycznego z kolurn od reszty chromat ~ -

odniesienia. ny do detektora. grafu. 

A. 

Szum linii 

podstawowej. 

B. 

Piki pojawiające 

lsię w momencie 

1 zastrzyku próbki. 

l c. 

l 

!Dryft. 

Elektroniczne za­

burzenia z zewnę­

trznego źródła. 

Pęcherzyki gazu 

przechodzące 

przez celkę de­

tektora. 

Zaburzenie prze­

p ł y w u c i e c z y vJ 

l . 
lmomenc1e zastrzy-

lku. 

i 

lAdsorpcja związków 
!powierzchniowo­

l-czynnych na wew-

nętrznej powierz­

chni kapilary. 

lNiekompletnie wy­
lmyta poprzednia 

lfaza ruchoma. 

* Litery odnoszę się do Rys. 31. 

Dokładne uziemienie 

i ekranowanie detek­

tora. 

Odgazowanie fazy 

ruchomej. 

Uszczelnien1e uk ~ adu 

przed przedosta~~­

niem się powietrza 
l 

Ido fazy rucnomej. 

1I1 Pełnię one pozy ~ ywnę 

1 rolę markerów mamen­
l . 
1tu zastrzyku. 

l 
l 

lwymycie kapila-y 

!odpowiednim rozpu­

szczalnikiem. 

Przepuszczenie przez 

układ nowej fazy 

ruchomej. 

:: 
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Rys. 32. Zakłócenia pików chromatograficznych na wyjściu detektora 

elektrokinetycznego. 

Litery odpowiadają symptomom opisanym w Tabeli VII. 

A - naprzemienny przepływ kwasu walerianowego i heksanu przez 

detektor. B - zastrzyki l0-1M próbki kwasu octowego przy obec­

ności, z poprzedniego zastrzyku, lM TEAP zaadsorbowanego na 

wewnętrznej powierzchni kapilary. C - piki chromatograficzne 

odpowiadające kolejnym zastrzykom próbki lM KCl w wodzie. 

O ~ piki chromatograficzne odpowiadające kolejnym zastrzykom 

próbki lM butanonu w heksanie. E - odpowiedź detektora na 
zastrzyk próbki lM kwasu octowego w wodzie. 
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Tabela 7 

Tabela zakłóceń. Zakłócenia pików chromatograficznych 

na wyjściu detektora elektrokinetycznego. 

* Symptom Przyczyna 
=========== ~ ========================= 

Piki pojawiające 

się w momencie 

wejścia i opusz­

czania celki de-

l te~tora przez 
!p robkę. A. 
l 

Zbyt duża próbka. 

Sposób likwidacji 
--------------------- ------------------- - - --

Zmniejszenie próbki. 

Zmiana odpowiedzi Zabrudzona wewnę­

detektora (kształt trzna powierzch-

l Przemycie kapilary 

świeżę fazę ruchomą 

piku) dla kolej- n~a kapilary. 

nych zastrzykó~v 

próbki. B. 

Spadek linii 

lpodstawoej po 

piku . C. 

l łJ z r o s t l i n i i 
l 

! podstawoweJ po 
l . 
l plkU. O. 
l 
l 
! 
l 

Frontalne raz­

Imycie próbki. 
l E. 

Adsorpcja niektó­

rych składników i 

zatrucie miejsc 

!

aktywnych kapila­

.r y d e t e k t o r a . 
l 

Przeładowania ad-

1sorpcji próbki na 

wewnętrznej ścian­

ce kapilary detek­

tora. 

Frontalne rozmycie 

!próbki kwasu w nie 

'buforowanej fazie 

ruchomej spowodowa­

ne różną retencję 

d\'Jóch jego form 

występujących w 

roztworze. 

* Litery odnoszę się do Rys. 32. 

lub odpowiednim roz­

puszczalnikiem. 

Zmniejszyć próbkę. 

Zdeaktywowa~ układ. 

Zmniejszyć próbkę. 

l Detektor nie nadaje 

się do analiz y sil­

nie adsorbującyc h 

się próbek. 

Zastosować buforowa­

ną fazę ruchomą. 
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Z kolei na Rys. 328 przedstawiony został proces "oczy­

szczania'' przez próbkę zabrudzonej (roztworem TEAP) 

wewnętrznej części ścianki kapilary. W przypadku, gdy 

analizowany związek charakteryzuje się dużą zdolnością 

do adsorpr.ji na ściance kapilary, szczególnie wtedy gdy 

jest on zastrzykiwany w dużym stężeniu, wówczas (Rys.32C 

i 320) na chromatogramie nie obserwuje się odtwarzalno­

ści poziomu linii podstawowej po zarejestrowanym piku. 

Prowadzi to do nieodtvJarzalności wysokości pików chro­

matograficznych. 

Na Rys. 32E zobrazowane zostało frontalne rozmycie 

próbki. - Zakłócenie to z detekcją elektrokinetyczną Z\'Jią­

zane jest pośrednio. Obserwuje się je, gdy oznaczane są 

kwasy w fazach ruchomych nie zawierających buforów. 

Obecność buforu pogarsza wykrywalność detektora z powodu 

występowania efektu zwarcia. Natomiast w przypadku jego 

nieobecności stopień dysocjacji, a więc stosunek ilości 

cząsteczek · zdysocjowanych do niezdysocjowanych, kwasu 

jest zależny od jego stężenia. W układzie chromatografii 

faz odwróconych cząsteczki niezdysocjowane są silniej 

zatrzymywane przez złoże niż zdysocjowane. W wyniku tego 

w początkowej fazie piku chromatograficznego (tzn. ze 

wzrostem stężenia analizowanego kwasu i stosunku ilości 

jego cząsteczek niezdysocjowanych do zdysocjowanycn) 

obserwowany jest wzrost czasu retencji kolejnych jego 

porcji dochodzących ao detektora. Po przejściu przez 

maksimum piku sytuacJa ulega odwórceniu 1173,191,1951. 

W konsekwencji kształt piku przyjmuje formę przedstawio­

n ą n a o rn a ~'ł i a n y m r y s u n k u . 
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Zgodnie z równaniami (60) i (61) ze wzrostem długo­

ści i zmniejszeniem ś ~ednicy kapilary obserwuje się 

wzrost wartości potencjału i prądu przepływu. Przy czym. 

jednocześnie obserwuje się wzrost wartości poziomu tła, 

wysokości pikó ~ chromatograficznych i szumu detektora. 

O z n a c z a t o , ż e z m i a n y t e n i e H p ł y w a j ą n a \v y k r y '·'a l n o ś ć 

detektora . Zależność \Jielkości szumu detektora od wymia­

rów kapilary przedstaw l ana została w Tabeli 8. 

Tabela 8 

Zależność wie l kości szumu detektora, NL' od d ł ugości, l , 

i ś r e d n i c y , d , ~'J y k o n a n e j z P T F E , k a p i l a r _ p r a c 1 ' j ą c e j 

detektora. 

l jmm l djmml NL i mV l jmm l d l mm· l NL , mV I 

4 0 0,2 8 20 0,35 3 , 2 

60 0,2 10 20 0,40 1,6 

80 0 ,2 12 20 0,45 l' o 

100 0 ,2 20 20 0, 50 0,8 

Aby zmniejszyć do mini mum szum detektora należy chro­

nić go pr zed wpływami zew n ęt r znych pól elektrostatycz­

nych i elektromagnetycznych . Uzyskano to, zgodnie z tym, 

co napisano w C zęści Eksperymentalnej, poprzez dokładne 

uziemienie i ekranowanie detektora (ekrany ze stali 

węglowej, dwukrotnie ekranowany kabel z polietyl~nu 

i z warstwę koloidalneg~ grafitu), a także chronienie go 

przed wstrząsami. Nie zaobserwowano natomiast wpływu 
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temperatury, w zakresie 10-30°C, na pracę detektora. 

Duże zakłócenia pracy detektora powodowało "zatrucie" 

wewnętrznej powierzchni ścianki kapilary związkami po­

wierzchniowoaktywnymi, np. jonami czteroalkiloamonio­

wymi. Oczyścić je można było przepuszc7ając przez detek­

tor 20 do 200 cm 3 fazy ruchomej. Czasami dobre rezultaty 

dawało kilkakrotne zastrzykiwanie analizowanej próbki. 

Na początku pracy z detektorem przepuszczano przez 

.iego fazę ruchomą przez ok. 30 min. w celu ustalenia 

stałego poziomu tła. Również tego samego czasu wymagało 

oczyszczenie z zaadsorbowanych na jej powierzchni sub-

s t a n c j i C R y s . 3 3) ; c z y : e ż s t a b i l i z a c j a p o z i o m u t ł a p o 

zmianie szybkości przepływu fazy ruchomej. Faza ruchoma 

stosowana we wszystkich pomiarach opisanych w tej pracy 

była odgazowywana. Duża różnica ciśnień występująca 

wzdłuż kolumny powodowała tworzenie się pęcherzyków 

gazu u jej wylotu, co znacznie zakłócało pomiary (przer­

wanie obwodu elektrycznego). 
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Rys. 33. Chromatogram próbki lM roztworu kwastJ propionowego. Kolumna: 150x4 mm upakowana kulkami szklanymi 80 mesh. 

Szybkość przepływu: 20 mm 3 /s. Faza ruchoma: MeOH + H
2

0 (10+90) obj./obj. 
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8. Porównanie własności detektora elektrokinetycznego 

i konduktometrycznego. 

Z dotychczas przeprowadzonych rozważań wynika, że 

detektor elekt~okinetyczny jest pod względem własności 

najbardziej podobny do detektora konduktometrycznego. 

Oba detektory rejestruję zmiany stężenia jonów w prze­

pływającym przez nie eluacie. Oba charakteryzuję się 

tymi samymi ograniczeniami - nie mogę pracować w fazach 

ruchomych zawierających duże stężenie związków zjonizo­

wanych. Ponadto przewodnictwo cieczy wchodzi explicite 

w równanie opisujące potencjał przepływu (równanie (61)). 

Z tego wynika, że omawiane detektory powinny być czułe na 

te same klasy zwięzków oraz charakteryzować się podobnymi 

wykrywalnościami. Jednakże kierunki zmian mierzonych 

wielkości w obu detektorach sę przeciwne. Z porównania 

wzorów (62) i (64) wynika, że ze wzrostem stężenia jonów 

obserwuje się wzrost przewodnictwa i spadek potencjału 

przepływu. Ponadto detektor elektrokinetyczny, jak to 

zostanie omówione w dalszej części pracy, łączy w sobie 

własności detektora kondukto~etrycznego i dielektrycznego. 

Na Rys. 34 przedsta~ione zostały krzywe kalibracji 

kwasu siarkowego zarejestrowane z zastosowaniem detektora 

konduktometrycznego, CD, oraz elektrokinetycznego z po­

miarem prądu, SCD, i potencjału, SPD, przepływu. Elemen­

tem pracujęcym wszystkich detektorów była ta sama kapi­

lara. W pomiarach zastosowano stałoprądowy detektor kon­

duktometryczny, przy czym w części eksperymentalnej 

wykazano, że w badanych warunkach nie obserwuje się 
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Rys. 34. Krzywe kalibracyjne detektorów: SPD - (o), SCD - (a) i CD - (~) 

dla kwasu siarkowego w wodzie. Kapilara pracująca wykonana z PTFE 

(20x0,4 mm ). Objętość próbki: 5~1. Szybkość przepływu: 10 mm 3 /s. 
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polaryzacji jego elektrod. W przypadku dP.tektora kondukto­

metrycznego mierzony był prąd w układzie przedstawionym 

na Rys.6. Z Rys. 34 wynika, te CO i SPO charakteryzują 

się tą sarnę wykrywalnością. Inne parametry charaktery­

zujące omawiane detektory przedstawione zostały w Tabeli 9 . 

Czułości i indeksy odpowiedzi detektorów obliczone zosta­

ły z równania (67). 

Przykładowe chromatogramy zarejestrowane za pomocą 

trzech omawianych detektorów przedstawione zostały na 

Rys.35 . Przedstawiają one rozdział nitszych kwasów tłu­

szczowych (mrówkowy, octowy i walerianowy) w układzie 

chromatografii jonowo-wykluczającej. 

Tabela 9 

Poró~nanie własności detektora elektrokinetycznego 

z pomiarem prądu, SCD, i potencjału, SPO, przepływu 

oraz detektora konduktometrycznego, CO. 

Kapilara pracująca detektora wykonana z PTFE (20x0,4mm). 

Próbka: kwas siarkowy. Objętość próbki: 5 ~l. Faza ru-

chama: woda. k - czułość, r - indeks odpowiedzi, DL 

wy k rywalność, L0 - zakres dynamiki liniowej, RSO - od­

twarzalność. 

k r OLimoll DLIMI Lo RSOI%1 

s co 21A/mol 1,0 3,5xlo- 12 7xl0- 7 5 2 

SPO 3,3 xl0 8V/mol 0,5 1,5xlD- 12 3xl0- 7 3 l 

co 63A / mol 1,0 1,5xlD- 12 3xl0- 7 5 l 
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CD 
I 4nA 

I 10 pA 

SCD 

SPD I4omv 

o 2 4 6 
. 

mtn. 
35. HPLC chromatogramy mieszaniny l0-3M kwasów: l -mrówkowego , 2 - octowego , 

3 - walerianowego zarejestrowane za pomocą detektorów: SPO, SCO i CO. 

Kolumna : 150x4 mm LiChrosarb KAT, 10 ~m. Pozostałe warunki jak na Rys. 34. 
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II. Zastosowan~e detekcji elektrokinetycznej 

w rótnych systemach rozdzielczych wysoko­

sprawnej chromatografii cieczowej. 

l. HPLC faz normalnych. 

W chromatografii faz normalnych fazą ruchomą jest 

ciecz o małym przewodnictwie elektrycznym i małej prze­

nikalności elektrycznej. Ciecz taka charakteryzuje się, 

jak to zostało omówione w Części Literaturowej, dutym 

czasem relaksacji el Fktrycznej ~ grubą podwójną warstwą 

elektryczną. W wyniku tego opuszczająca kapilarę ciecz 

jest elektrycznie naładowana. W cieczach tych tworzenie 

się prądu przepływu związane jest z obecnością w nich 

zanieczyszczeń. D ~ atego trudno jest tu przewidzieć wpływ 

rótnych czynni ków na pracę detektora. 

Silikai~ charakteryzuje się własnością wyjątkowo 

silnej adsorpc j i na swojej powierzchni wszystkich zwią­

zków polarnych. Z •ego powodu w fazach normalnych adsorp­

cyjny mechanizm retencji występuje tylko wtedy gdy faza 

ruchoma i silikatelnie zawierają nawet śladowych ilości 

związków polarnych. Jest to bardzo trudne do osiągnię­

cia, ponadto na czystym Silikatelu obserwuje się silne 

rozmycie próbki. Z tego powodu do fazy ruchomej dodaje 

się, w celu stabilizacji warunków chromatograficznych, 

kilka procent rozpuszczalnika polarnego. Wtedy jednakte 

mechanizm retencji jest mieszany, adsorpcyjno - podzia­

łowy. 
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Chromatogramy mieszaniny niższych kwasów tłuszczowych 

przedstawione zostały na Rys. 36 - 38. Fazą ruchomą była 

w tym przypadku mieszanina: heksan + izopropano1 (90+10) 

obj./obj. Kwasy wymywane były w kierunku zmniejszania 

się długości łańcucha alifatycznego, tzn. w kierunku 

wzrostu ich stałych dysocjacji. Kwasy o łańcuchu dłuż-

szym od kwasu walerianowego wymywane były przy tej samej 

objętości retencji równej objętości martwej kolumny. 

Wpływ wartości stałych dysocjacji analizowanych kwasów 

na ich objętości opisuje równanie 11741: 

B 
+ ---------------------- (68) 

gdzie B - stała zależna od wymiarów kolumny i pola 

powierzchni złoża. 

Równanie powyższe wyprowadzone zostało przy założeniu, 

te na powi erzchni silikatelu adsorbują się tylko zdyso-

cjowane cząsteczki kwasów. Kwasy karboksylowe mają nie-

wielki momen t dipolowy. W rozpuszczalnikach niepolarnych 

występuję na ogół w postaci dimerów. Dlatego w układach 

polarna faza stacjonarna - niepolarny rozpuszczalnik 

znajdują się niemal wyłącznie w rozpuszczalniku. 

Wykrywalność detektora elektrokinetycznego w chroma-

tografii faz normalnych była stosunkowo wysoka i dla 

kwasu walerianowego wynosiła 10- 9 mola. Ponadto, jak 

widać to na przedstawionych rysunkach, ze wzrostem reten-

cji kwasu jego wykrywalność jeszcze bardziej pogarsza się. 
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-7 Dla kwasu propionowego wynosiła ona 10 mola. Z tego 

powodu w pracy poświęcono znacznie mniej uwagi chroma-

tografii faz normalnych nit faz odwróconych. 

Należy przy tym zaznaczyć, te w powytszych warunkach 

nie motna by wogóle zastosować detektora konduktome-

tr }cznego. 
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Rys. 36 . ·HPLC chromatogram mieszaniny 10-
4
M 

kwasów : l - walerianowego, 2 - masło­

·wego, 3 - propionowego. Kapilara dete­

ktora wykonana ze stali kwasoodpornej 

(20x0,2 mm). Kolumna: 250x4 mm ze 

złożem LiChrosarb Si 60, 10 ~m. 

2 

8 

Faza ruchoma: heksan + izopropanol 

(90+10) obj./obj. Szybkość przepływu: 

20 mm 3 /s . Objętość próbki: 5 ~l. 

t/min 

16 24 32 
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8 16 24 32 

t /min 

2 

Rys. 37. HPLC chromatogram mieszaniny kwasów tłuszczo­

wych w układzie faz normalnych. Kapilara wy­

konana z PTFE (lOOxO,l mm). Pozostałe warunki 

jak na Rys. 36. 
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1 

l l 

o 8 16 

t/min 
l 

24 
l 

32 
Rys . 38. HPLC chromatogram mieszaniny kwasów tłuszczowych 

w układzie chromatografii faz normalnych. Element 

pracujący detektora: kolumna chromatograficzna 

(250x4 mm ). Pozostałe warunki jak na Rys. 36. 
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2. HPLC faz odwróconych. 

Z dotychczasowych rozwatań wynika, te detektor elek­

trokinetyczny jest bardziej czuły w fazach będących roz-

puszczalnikami polarnymi. W chromatografii rozpuszczal­

nik bardziej polarny nit złote oznacza, te mamy do czy­

nienia z układem faz odwróconych. Chromatogramy miesza­

niny 10- 4M i l0- 3M roztworów kwasów: octowego, propio-

nowego, masłowego i walerianowego w fazie MeOH+H 20 

(10+90) obj./obj. przedstawione zostały na Rys. 39. 

Pomiary wykonywane był przy dwóch szybkościach przepły­

wu, 20 i 70 mm 3/s. Z Rys. 39a i 39b wynika, te ze wzro-

stem szybkości przepływu obserwuje się zmianę znaku po-

tencjału przepływu fazy ruchomej oraz wychylenia pików 

chromatograficznych. Zagadnienie to omówione zostało 

w rozdziale F.I.3. Zastrzykowi próbki towarzyszy poja­

wienie się na chromatogramie dwóch bardzo wąskich pików 

(na Rys. 39 nie sę one rozdzielone i widoczne są w po­

staci jednej linii). Piki te tworzę się w wyniku zabu­

rzeń przepływu cieczy i odgrywają rolę markerów paczęt­

ku chromatogramów. Pierwszy z nich, ujemny, związany 

jest z chwilowym zachamowaniem przepływu cieczy, drugi, 

dodatni, ze wzrostem szybkości przepływu cieczy tut 

po zastrzyku próbki. 

Chromatogramy wytszych kwasów tłuszczowych przedsta­

wione zostały na Rys. 40. Zostały one zarejestrowane 

z zastosowaniem detektora z pomiarem prądu i potencjału 

przepływu. 
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4 6 8 t/min 

HP Lr chromatogramy nitszych kwasów tłuszczowych: l - octowego, 

2 - propionowego 3 - masłowego i 4 - walerianowego. Detektor 

elektrokinetyczny z kapilarą wykonaną z PTFE (20x0,4 mm). 

Kolumna stalowa (150x4 mm) wypełniona złotem LiChrosarb RP-18, 

10 ~m. Faza ruchoma: MeOH + H2 0 (10+90) obj./obj. Objętość 

próbki: 5 ~1. Szybkość przepływu: a - 70 mm 3 /s, b i c -

20 mm 3 / s. Stętenia kwasów: a - l0-3M, b - ~o- 3M, c - 10-
4

M. 
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2 

3 

3 4 

~ 

1min 

HPLC chromatogramy wyższych kwasów tłuszczowych: 

2 - myristynowy, 3 - stearynowy, 4 - arachidowy, 

lO - 4tv1 zarejestrm'lane z użyciem s co r a ) i SPO (b ) 

Szybkość przepływu - 20 mm 3 / s. Pozostałe ~"arunki 

l - laurowy, 

o stężeniu 

detektorów . 

jak na Rys. 39. 
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Omówione do tej pory rozdziały uzyskane zostały 

z zastosowaniem czystych rozpuszczalników jako faz ru-

chomych. Dodatek elektrolitu do fazy ruchomej powoduje 

bowiem wzrost jej przewodnictwa, a w konsekwencji zmniej-

szenie wysokości pików i pogorszenie wykrywalności. 

Na Rys. 39 zaobserwować można również, że czasy re-

tencji analizowanych kwasów zależne były od ich stęże-

nia. Przy czym kolejność wymywania kwasów była odwrotna 

niż w układzie faz normalnych. Mocniej zatrzymywane były 

na kolumnie kwasy o dłuższym łańcuchu. Zależność czasów 

retencji orl stężenia kwasów wyjaśnić można gdy przyjmie 

się założenie, że w procesie chromatograficznym tylko 

niezdysocjowane cząsteczki są zatrzymywane na fazie RP. 

Zdysocjowane cząsteczki kwasów (aniony) występuję nato-

miast tylko w fazie ruchomej. Zależność czasu retencji 

od współczynnika pojemnościowego opisuje dobrze znana 

zależność l 19~: 

(69) 

gdzie t -czas martwy kolumny, k~- współczynnik pojem­o 

nościowy. 

Z ~olei współczynnik pojemnościowy opisać można rów~a-

ni 2m : 

A s 

V o 

(70) 

gdzie: Kd - współczynnik podziału, As - pole powierzchni 

fazy stacjonarnej w kolumnie . 
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Prawo ro~cieńczeń Ostwalda 1931 wyrazić można w postaci 

zależności: 

t:L = K /C a 

gdzie ~- stopień dysocjacji. 

Z równań (69) - (71) otrzymać można zależność: 

l - o/.. A 
k 

, s = ------- , 
o/- V o 

a następnie: 

L A c l /2, 

tR [l s 
c -K:I72 l)] = + -

u V o 

(71) 

(72) 

(73) 

Równanie to zapisać można w przybliżonej postaci opisu-

jęcej zależność tR od Cm: 

tR = const.(l) + const.(2) . cm112 (74) 

Ostatnie równanie potwierdzone zostało z wyznaczonę eks-

perymentalnie zależnościę czasów retencji kwasów tłu-

szczowych od pierwiastka kwadratowego ze stężenia C 
m 

(Rys. 41). 

Zależność czasów retencji od stężenia analizowanych 

związków jest oczywiście niekorzystna z analitycznego 

punktu widzenia. Zlikwidować ją można . stosując bufora-

wane fazy ruchome. Powoduje to jednakże pogorszenie 

wykrywalności detektora. Nie powiodły się próby zasto-

sowania rozcieńczonych roztworów buforów fasforanowych 
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i cytrynowych, charakteryzujących się dużą pojemnością 

buforową w obszarze pKa analizowanych kwasów. Przy 

zbyt małym stężeniu nie likwidowały one omawianej zależ­

ności, przy zbyt dużym zbytnio pogarszały wykrywalność 

detektora. Dodatek rozpuszczalnika organicznego (MeOH+ 

+AcCN) do fazy ruchomej powodował szybsze wymywanie kwa­

sów nieznacznie tylko zmniejszając omawianą zależność. 

Zależność tę zlikwidowano rozdzielając kwasy w układzie 

chromatografii par jonowych z zastosowaniem fazy ruchomej 

nie zawierającej buforu. Problem ten dokładniej zostanie 

omówiony w następnym rozdziale. 
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3. HPLC par jonowych. 

W układzie chromatografii faz odwróconych zaobserwo­

wany został wpływ stężenia analizowanych kwasów na ich 

czasy retencji. Zagadnienie to zostało obszernie omówio­

ne w poprzednim rozdziale. Wpływ ten można wyeliminować 

poprzez rozdzielanie kwasów w układzie chromatografii 

par jonowych z zastosowaniem fazy ruchomej nie zawiera­

jęcej buforów. 

Wstępnie próbowano rozdzielić kwasy w układzie chro­

matografii par jonowych faz normalnych. Obecność buforu 

w tym przypadku nie powinna pogarszać wykrywalności de­

tektora gdyż bufor wraz z jonami czterobutyloamoniowymi 

znajdował się w fazie stacjonarnej zatrzymanej na nośniku 

LiChrosarb S i 100, 10 1-Jffi l 197, 1981. Jako fazę stacjonarną 

stosowano 0,6M roztwór wodorotlenku czterobutyloamoniowe­

go w wodzie natomiast jako fazę ruchomę - izopropanol + 

+ chlorek metylenu + heksan (20+60+20) obj./obj./obj. 

Mechanizm podziału polegał tu na zatrzymywaniu przez 

wodną fazę stacjonarnę kwasów wstrzykiwanych do organi­

cznej fazy ruchomej, a następnie na ich przechodzeniu 

w postaci par jonowych z jonami czterobutyloamoniowymi 

pochodzącymi z fazy stacjonarnej z powrotem do fazy ru­

chomej. Powyższe zachowanie się kwasów powodowane było 

tym, że czyste kwasy charakteryzuję się większą rozpu­

szczalnością w wodzie, podczas gdy pary jonowe mogę wy­

stępować w zasadzie tylko w tozpuszczalnikach organicz­

nych. Okazało się jednakże, że pary jonowe utworzone 

w tym procesie adsorbuję się nieodwracalnie na wewnętrznej 
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powierzchni ścianki kapilary. Zachowanie takie zobrazo­

wane zostało na Rys. 42. Widać z niego, że po zastrzyku 

próbki potencjał przepływu poziomu tła odtwarza się bar­

dzo powolnie. Wstrzyknięcie kolejnych próbek przed usta­

leniem się poziomu tła prowadzi oo niepowtarzalnych wy­

ników. 

Chromatogramy niższych kwasów tłuszczowych rozdzie­

lonych w układzie par jonowych faz odwróconych przedsta­

wione zostały na Rys. 43. Widać z niego (porównaj Rys.39), 

że dodatek do fazy ruchomej jonów czteroetyloamoniowych 

o stężeniu 10- 4M spowodował niezależność czasów retencji 

analizowanych kwasów od ich stężenia (Rys. 43b i c). 

Z porównania Rys. 39 i 43 widać ponadto, że w obu przy­

padkach obserwuje się zmianę znaku potencjału przepływu 

fazy ruchomej i wysokości pików chromatograficznych ze 

wzrostem szybkości przepływu. Dodatek jonów czteroalkilo­

amoniowych do fazy ruchomej spowodował kilkunastokrotne 

zmniejszenie wysokości pików chromatograficznych, co 

oczywiście wpływało na pogorszenie wykrywalności detek­

tora. Efekt ten spowodowany był wzrostem przewodnictwa 

fazy ruchomej po dodaniu do niej TEAP, a ponadto adsor­

pcj~ jonów TEA+ na ściance kapilary. Dlatego, aby uniknąć 

pogorszenia wykrywalności detektora pomiary były wykony­

wane z fazą ruchomą zawierającą rozcieńczony roztwór 

TEAP bez dodatku buforu. Chromatogramy przedstawione na 

Rys. 43 uzyskane były z zastosowaniem fazy ruchomej za­

wierającej TEAP o stężeniu 10- 4M. Z przedstawionej na 

Rys. 44 zależności objętości retencji od stężenia anali­

zowanych kwasów widać, że objętości te były niezależne 
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od stężenia w jego zakresie 10- 5 ~ 2xl0- 3M. Z tym, że 

aż do stężenia 5 x l0- 3M zmiany te były na tyle małe, 

że nie powodowały zmiany sekwencji wymywania kwasów. 

Z rysunku tego wynika ponadto, że w tym samym zakresie 

stężeń objętości retencji kwasów rozdzielanych w ukła­

dzie chromatografii faz odwórconych zwiększyły się około 

dziesięciokrotnie. Dodatek TEAP do fazy ruchomej powodo­

wał ponadto znaczne zmniejszenie objętości retencji 

kwasów. Z powyższych rozważań wynika, że nawet przy tak 

małym stężeniu TEAP w fazie ruchomej, jak 10- 4M i przy 

braku buforu objętości retencji analizowanych kwasów 

były niezależne od ich stężenia (Rys. 39b i c oraz 

43b i c). Wpływ stężenia TEAP na wykrywalność detektora 

i maksymalne stężenia analizowanych kwasów,przy których 

nie następuje zmiana sekwencji ich wymywania przedsta­

wiony został w Tabeli 10. Widać z niej, że wzrost tego 

stężenia zwiększa obie te wielkości. 
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Rys . 42. Zmiany potencjału przepływu po wstrzyknięciu do fazy ruchomej 5 ~l 

lM roztworu benzoesanu czteroalkiloamoniowego. Faza ruchoma: izopro­

panol + chlorek metylenu + heksan (20+60+20) obj./obj./obj. 

Szybkość przepływu: 10 mm 3 /s. 
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Rys . 43. HPLC chromatogramy niższych kwasów tłuszczowych. 

Faza ruchoma: 10-4M TEAP w MeOH + H2 0 (10+90) obj./obj. 

Szybkość przepływu: a - 70 mm 3 /s, b i c - 10 mm 3 /s. 

Pozostałe warunki jak na Rys. 39. 
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Rys. 44. Zależność objętości retencji niższych kwasów tłuszczowych, (o) - octowy, (,1) - propionowy, 

(a) - masłowy i (~) - walerianowy, rozdzielonych w układzie faz odwróconych (linia przery, 

wana) i par jonowych (linia ciągła), od ich stężenia. Pozostałe warunki jak na Rys. 39 i 43 
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Tabela 10 

Zależność wykrywalności detektora, DL, i maksymalnego 

stężenia kwasów, przy którym zmiany ich · objętości re-

tencji są na tyle małe, że nie powodują zmiany sekwen­

cji ich . wymywania, Ls, od stężenia j~nów TEA+ w fazie 

ruchomej~ cp. 

c IM I p l 
D L l tv1j L l M l s 

o 5xl0- 7 5xl0-S 

10- 6 Sxl0- 7 5xl0-S 

10-.) 5xl0- 6 5xl0- 4 

10- 4 5xl0-S 5xl0- 3 

10- 3 Sxl0- 4 

10- 2 Sxl0- 3 

Ponadto z tabeli tej wynika, że objętości retencji bar-

dzo rozcieńczonych kwasów (całkowicie zdysocjowanych) 

również są niezależne od ich stężenia. 

Tak jak w poprzednim rozdziale, pomiary były wyko-

nywane z zastosowaniem kapilar wykonanych z PTFE, szkła 

i stali kwasoodpornej. Również i w tym przypadku wykry-

walność detektora z kapilarą stalową była kilkanaście 

razy wyższa niż dla pozostałych kapilar. 
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4. HPLC jonowo - wykluczająca. 

Z dotychczasowych rozwatań i wyników okazuje się, te 

detektor elektrokinetyczny jest szczególnie czuły na 

mocne kwasy oznaczone w czystym, niebuforowanym, rozpu-

szczalniku polarnym charakteryzującym się wysoką prze-

nikalnością elektryczną. Warunki takie występują często 

w układzie chromatografii jonowo-wykluczającej. 

Technika ta stosowana była do rozdzielania związków 

jonowych od niejonowych, a takte do analizy kwasów zna-

c z n i e r ó t n i ą c y c h s i ę s _J :- u k t u r ą l 19 9 -2 O 4 l . R o z d z i a ł k w a -

sów zachodzi w niej na wymieniaczu kationowym (nie jak 

zwykle na anionowym) o formie wodorowej. Mechanizm ich 

podziału polega na tworzeniu się równowagi membranowej 

Oonnana. Aniony (ujemnie naładowane) są odpychane (wy-

kluczane) od ujemnie naładowanego złota. Ładunek złota 

pochodzi z dysocjacji jego grup funkcyjnych, w tym przy-

padku - so 3H. Cząsteczki elektrycznie obojętne (np. 

cząsteczki niezdysocjowanych kwasów) mogą wchodzić do 

wewnętrznych części złota. Olatego nalety się spodzie-

wać zaletności objętości retencji k\~asów od ich warto-

ści pK (pK = lg K , gdzie K - stała dysocjacji). a a a a 

Tego typu zaletność została istotnie znaleziona w pracy 

T a n a k i i w s p . l 2 O 2 i . \~ r o z d z i a l e t y m d o k ł a d n i e j p r z e d y -

skutowany zostanie problem mechanizmu rozdziału kwasów 

w układzie chromatografii jonowo-wykluczającej. Prezen-

towane wyniki uzyskane zostały na złożu LiChrosarb KAT. 

Elementem p .racującym detektora była kapilara wykonana 

z PTFE (l00x0,2 mm). Pomiary wykonywane były w tempera­

turze 22°C. 
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Objętości retencji 39 kwasów o stęteniu l0- 3M 

przedstawione zostały w Tabeli 11. Aminokwasy (No 34-39) 

umieszczone zostały razem na końcu tabeli gdyż charak-

teryzują się one podobnymi wartościami stałych dysocja-

cji, a . st~d i objętości retencji. Mocne kwasy, całkowi-

cie zdysocjowane, (pKa = -10 ~ 2,5) wymywane były wszy­

stkie razem przy objętości retencji równej 0,80 cm 3 . 

Zakładając, że są one kompletnie wymywane wartość ta 

równa jest objętości martwej (objętości fazy ruchomej) 

kolumny (Rys. 45) . Objętości retencji kwasów słabszych 

(pKa = 2,5 ~ 6,5) były proporcjona~ne do wartości ich 

pKa. Najsłabsze kwasy (pKa = 6,5 ~ 8,5) były podobnie 

jak kwasy mocne, wymywane nierozdzielone, ale na końcu 

chromatogramu 1190- 206i. Zakładając całkowitą prze-

puszczalność złoża dla tych kwasów wewnętrzną objętość 

kolumny (objętość fazy stacjonarnej) obliczyć można 

z różnicy objętości retencji słabych i mocnych kwasów 

tak, jak to zostało przedstawione na Rys. 45. Innymi 

słowy objętość wewnętrzna kolumny oznaczana jest z 

granic ekskluzji i przepuszczalności kolumny. Należy 

przy tym zauważyć analogię tego wykresu do zależności 

objętości retencji od logarytmu masy cząsteczkowej ozna-

czanej substancji. Zależność ta obserwowana jest w chro-

matagrafii żelowo-permeacyjnej. W Tabeli · 11 przedstawia-

ne zostały również wartości współczynników podziału i 

pojemnościowych analizowanych kwasów. Obliczone one 

zostały z równań: 
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(75) 

(76) 

Pierwsze z tych równań pochodzi również z chromatogra-

fii żelowej. Z Tabeli 11 widać, że wartości współczyn-

ników podziału mieszczą się w granicach od O do l dla 

mocnych i słabych kwasów odpowiednio. Te wartości oraz 

wykres z Rys. 45 potwierdzają przewagę mechanizmu eks-

kluzji jonów w -~zdziale kwasów. 

Jednakże, w ich rozdziale odgrywają również rolę inne 

czynniki, jak na przykład podział w układzie chromato-

graf i i faz odwróconych. Jako przykład tego można po-

dać kwasy karboksylowe (octowy-kapronowy). Chociaż 

charakteryzuję się one bardzo podobnymi wartościami 

pKa to wymywają się one przy różnych objętościach reten­

CJI zgodnie ze wzrostem długości ich łańcucha (Rys. 45, 

Tabela 11) . Innym przykładem jest podobieństwo objęto­

ści retencji kwasów salicyloweg~ i acet~alicylowego 
(a również ftalowego i tereftalowego) mimo, że ich 

wartości pKa znacznie się różnią między sobą. To podo­

bieństwo objętości retencji spowodowane jest podobień­

stwem ich struktury. Objętości retencji kwasów, podob-

nie jak w przypadku chromatografii faz odwróconych, 

wzrastały ze wzrostem ich stę~enia (Rys. 46). 
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Tabela 11 

Wpływ wartości pKa na parametry chromatograficzne 

(objętość retencji, współczynniki podziału i pojemno­

ści) analizowanych kwasów. 

Stężenie kwasów: l0- 3M. Kolumna: 150x4mrn. Złoże: LiChro 

sorb KAT. Faza ruchoma: woda. Szybkość p~zepływu: 

10 mm 3/s. Temperatura: 20°C. 

No 

l 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
B 
9 
lO 

11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 

Kwas 

nadchlorowy 
chlorowodorowy 
siarkowy 
azotowy 
jodowy 
s z c L a vJ i o w y 
maleinowy 
o-ni trabenzoesowy 
ch lorooctowy 
f t a l O\oJY 

salicylov1y 
fumarowy 
winowy 
cytrynowy 
p-ni trabenzoesowy 
m-ni trabenzoesowy 
tereftalawy 
mrówkowy 
mlekowy 
benzoesowy 
askorbinovJy 
b u r s z t y n o \·J y 
metoksyfenylooctowy 
p-aceto~salicylowy 
octowy 
izomasłowy 
walerianowy 
propionowy 
kapranowy 
węglowy 
p-ni trafenol 
o-ni trafenol 
rn-nitrofenol 
histydyna 
arginina 
tyrozyna 
walina 
alanina 
tryptofan 

pK 
a 

-lO 
-6,1 
-3,0 
-1,4 

0,80 
1,27 
1,95 
2,17 
2,87 
2,94 
3,00 
3,02 
3 , 03 
3,13 
3,44 
3,49 
3,54 
3,75 
3,86 
4,20 
4,21 
4,21 
4,32 
4,57 
4,76 
4,81 
4,84 
4,87 
4,88 
6,45 
7,10 
7,23 
8,40 
1-,77 
2,10 
2,20 
2,29 
2,35 
2,38 

0,80 
0,84 
0,78 
0,84 
0,87 
0,88 
0,89 
0,76 
0,96 
0,94 
1,05 
0,94 
0,92 
0,93 
1,10 
1,02 
0,96 
1,10 
1,03 
1,45 
1,20 
1,17 
1,44 
1,14 
l' 51 
1,66 
1,84 
1,66 
2,09 
2,86 
2,80 
2,76 
2,80 
0,88 
0,88 
0,81 
0,76 
0,78 
0,78 

o 
0,02 
o 
0.02 
0,03 
0,04 
0.05 
o 
0,08 
0,07 
0,13 
0,07 
0,06 
0,07 
0,15 
0,11 
0,07 
0,15 
0,12 
0,33 
0,20 
0,19 
0,32 
0,17 
0,35 
0,45 
0,52 
0,43 
0,65 
1,03 
1,00 
0,98 
l ,_00 
0,04 
0,04 
0,01 
o 
o 
o 

k~ 

o 
0,05 
o 
0,05 
0,09 
0,10 
o' l l 
o 
0,20 

"o, 16 
0,31 
0,18 
0,15 
0,16 
0,38 
0,28 
0,18 
0,38 
0,29 
0,82 
0,50 
0,46 
0,80 
0,43 
0,89 
1,11 
1,30 
1,08 
l' 61 
2,58 
2,50 
2,45 
2,50 
0,10 
0,10 
0,01 
o 
o 
o 
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Rys.45. Wpływ wartości pKa analizowanych kwasów na 

ich objętości retencji , VR, współczynni ki 

podziału, Kd, i współczynniki pojemności , k: 
Liczby odnoszą się do kwasów wymienionych w 

Tabeli XI. Kolumna ze stali kwasoodpornej 

(150x4 mm) upakowana złożem LiChrosarb KAT, 

10 ~m. Faza ruchoma: woda. Szybkość przepływu: 

10 ~1/s. Objętość próbki: 5~1. Detektor 

elektrokinetyczny z kapilarą wykonaną z 

PTFE (100x0.2 mm). 
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Rys. 46. Zaletność objętości retencji kwasu octowego (o) i siarkowego ( ) od ich stętenia. 
Pozostałe warunki jak na Rys. 43. 
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Aby opisać wykres przedstawiony na Rys. 45 rozważmy 

dowolny kwas, HR, który dysocjuje zgodnie z równaniem: 

(77) 

Zarówno zdysocjowane jak i niezdysocjowane formy kwasów 

istnieć mogą w obydwu fazach ruchomej i stacjonarnej 

(w dalszej części pracy będą one oznaczane odpowiednio 

przez M i S). Jak wspomniano poprzednio rozdział kwasów 

metodą chromatografii jonowo-wykluczającej rządzony jest 

mechanizmem równowagi membranowej Oonnana. Załóżmy, że 

woda we w~ętrzu złoża znajduje się jakby po drugiej 

stronie hipotetycznej membrany Przy czym pod względem 

fizykochemicznym nie różni się ona od wody znajdującej 

się na zewnątrz ziarna złoża. 

W stanie równowagi termodynamicznej potencjały che-

miczne kwasu po obu stronach membrany mustą być sobie 

równe. W przypadku rozcieńczonych kwasów, gdy aktywno-

ści mogą być zastąpione stężeniami, powyższy warunek 

przyjmuje postać: 

(78) 

W obu fazach równowagę reakcji (77) opisuje stała dyso-

cjacji kwasu: 

IH+Is IR-1 5 
= ------------- (79) 

IHRis 
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Warunki elektraneutralności obu faz wyrazić można 

następujęco: 

gdzie cf - stężenie zdysocjowanych grup funkcyjnych 

fazy stacjonarnej. 

(8G) 

(81) 

Ccłkowita ilość kwasu we wstrzykniętej próbce jest dana 

przez iloczyn stężenia i objętości wstrzykiwanej próbki, 

Ci Vi' i jest równa sumie stężeń zdysocjowanych i nie­

zdysocjowanych form kwasu w obu fazach (stacjonarnej 

i ruchomej) pomnożonych przez objętość piku , V : p 

C i V i = V p ( l R - l M + l H R j t-1 + l R - l S + l H R l S ) ( 8 2 ) 

V opisane jest równaniem: p 

V p = -------------- (83) 

Podstawiajęc równanie (83) do (82) otrzymuje się, zgod-

nie z (4) : 

(84) 

vJ tym przypadku obie formy kwasu· mogę być zatrzymywane 

przez złoże. Stęd współczynnik podziału przyjmuje 

postać: 
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(85) 

Po podstawieniu równań (79) i (84) do równania (85) 

otrzynuje się: 

(86) 

W powytszym równaniu IR-IM jest nieznaną. Wyznaczy~ ją 

motna z rozwiązania równania czwartego stopnia wyprawa-

dzonego z równań (79) - (84). Gdy: 

i (87) 

wówczas omawiane równanie stopnia czwartego redukuje 

się do równania kwadratowego. Stąd IR- IM łatwo otrzymać 

z rozwiązania tego równania kwadratowego. Po podstawie-

niu 1 R it~ do równania (86) otrzymuje się: 
(88) 

K 
d 

+ K a ~ 2 - K 
a + 8 K C a m 

= ---------------------------
4 C - K + ./K 2 

+ 8 K C m a V a a m 

2 C + K m a ~ ? ' - K .... +BK C a a m 
= ---------------------- ··· 

Ostatnie równanie opisuje zaletność współczynnika podzia-

łu od stętenia i stałej dysocjacji analizowanych kwasów. 

Wówczas objętość retencji obliczyć motna z równania (75). 

Warto w tym miejscu zauwatyć, te zgodnie z równaniem 

(88), współczynnik podziału nie zalety od stętenia grup 

funkcyjnych złota. Oczywiście spełniony musi być warunek 

(87). Równanie (88) przekształcone mate być następnie 

do postaci: 
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c ~l c 
4 m l 8 

m -K-- + - + -K--
Kd 

a a 
= ---------------------~------- = 

cm Jl cm 
\ 

4 -K-- - l + + 8 -K--
a a 

~l cm cm 
, 

l 2 8 + -K-- - + -K--
a a 

= ---------------------------- ( 89) 
c 

2 m 2 -K-- -
a 

z której wynika, że Kd (stąd i VR) zależne jest tylko 

od jednej wielkości eksperymentalnej, ilorazu C /Ka. 

O b l i c z o n e z rów n a ń ( 7 5) i C 8 9 ), d l a z a łożone g o iloraz u 

Cm/Ka , wartości ~ i VR -zestawione zostały w Tabeli 12. 

Zależność ta w postaci wykresu przedstawiona zosta~a 

na Rys. 47 (linia cięgła). Stężenia Cm i stosunek 

C /K analizowanych kwasów zestawione zostały w Tabeli 13. m a 

Zostały one również przedstawione na Rys. 47 (punkty). 

Z tabel 12 i 13 oraz Rys . 47 widać dobrą zgodność eks-

perymentalnie uzyskanych i obliczonych z równania (89) 

wartości współczynnika podziału i objętości retencji. 

Z Rys. 45 odczytać można, że w danych warunkach na 

kolumnie mogę być podzielone kwasy, których wartości 

pKa mieszczę się w zakresie 2,5 do 6,5. Na Rys . 48-50 

przedstawione zostały trzy przykładowe grupy takich kwa­

sów : C l) - ni trabenzoesowe, C 2) - dwukarboksylowe 

i (3) - podstawione benzoesowe. Jako przykład praktycz-

nego zastosowania na Rys. 51 pokazana została możliwość 

oznaczania kwasu benzoesowego w musztardzie. Kwas ten 

dodawany jest jako środek konserwujący do wielu produk-

tów przemysłu spożywczego. Na omawianym rysunku 
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przedstawiony jest jego rozdział od innych związków 

jonowych (niejonowe nie są moni ~ orowane przez detektor 

elektrokinetyczny) zawartych w musztardzie (2,56g w 

3 25 cm H2D). Metoda ta jes t szczególnie atrakcyjna, 

gdyż można ją zastosować do bezpośredniej analizy wod-

nego ekstraktu musztardy, bez potrzeb ~ jego dalszego 

przygotowania. 
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Tabela 12 

Współczynniki oodziału ~ i obJ.R tości retencJ· i V obliczorle z równania (88) dla załoto-,_ . ' d' t. ' R' 
nego i.lor'azu Cm/1<

8 
(stężenie próbki w maksirnum piku do stalej dysocjacji kwasu). 

crn/1< a 10- 4 10- 3 l.0- 2 10-1. 10° l o l 10 2 10 3 10 4 10 5 

--·------·'"-· 

K 10- 4 -4 -5 _') 
0,870 0,960 0,986 0,996 ci 9,97x10 <J,71xl0 ·- _ 7,U7xl0 - 0,333 0,667 

VH O,BOO 0,802 n,nJ.9 O,<J)7 l,Ll67 2 ,133 2,544 2,714 2,772 2,791 l-' 
O> 
1--' 
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Kd ----------------------, VR[cm3
] 

1.0 • 2.8 

0.8 

0.6 

• • o • 

-4 -2 -o 2 4 6 8 
lg (c'i Ka) 

Rys. 47. Wartości współczynnika podziału, Kd, i objętości retencji, VR, w 

funkcji ilorazu stętenia próbki w maksimum piku do stałej dysocjacji 

kwast 1, cm /KJ. Pnrń~mnni e nkspP.rymenta 1 ni e otrzymanych wartości Kd i 

vf~ (punkty) z ołl] tezonymi z rń~vnania (83) (linia). 

0.8 

....... 
O\ 
N 
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Tabela 13 

Stężenia a na l i ZO\'Janych kwasów w maksimum piku, cm, 
i wartości ilorazu Cn/K a. Liczby odpowiadaję k\-Jasom 

wymienionym w Tabeli 11. 

No c l ~1 1 
fil 

X 10- 5 
C / K m a 

l 7,48 7,48 X 10-15 

2 7,12 5,66 X 10-10 

3 7 , 67 7,67 X 10- 8 

4 7' 12. 2,84 X 10- 6 

5 6,88 4,34 X 10- 4 

6 6,80 1,27 X 10- 3 

7 6,72 5,99 X 10- 3 

8 7 , 87 1,17 X 10- 2 
_'T 

9 6,23 4,62 X 10 L. 

_? 
10 6,37 5,55 X 10 L. 

11 5,70 5,70 10 -2 
X 

12 6,37 6,67 X 10- 2 

13 6,51 6,97 X 10- 2 

14 6,44 8,68 X 10- 2 

15 5,44 1,50 X 10- 1 

16 5,87 1,81 X lO -l 

17 6,23 2,16 X 10-l 

18 5 , 44 3~06 X 10-l 

19 5,81 4,21 X 10-l 

20 4,13 6,54 X 10-l 

21 4,97 8,09 X 10-l 

22 5,12 8,30 X 10-l 

23 4,16 8,49 X 10-l 

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 lO 

31 2,14 2,69 X 10 2 

32 2,17 3,68 X lOt. 
33 2,14 5,37 X 103 
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- 164 -

o 1 2 3 4 t [min] 

Rys. 48. Rozdział l0-3M o- (1), m- (2) i p- (3) nitrobenzoesowych 

kwasów. Detektory: SPD - z pomiarem potencjału przepływu, 

SCD - z pomiarem prądu przepływu. Pozostałe warunki jak 

na Rys. 43. 
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2 
3 

O 1 2 3 4 t [m inJ 

Rys. 49. Rozdział l0-3M kwasów dwukarboksylowych: 

l - szczawiowy, 2 - bursztynowy i 3 -

winowy. Pozostałe warunki jak na Rys. 43. 
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100 pA I 

SPD 

10mV I 

l 

o 1 
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A 

1 
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3 
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3 

2 3 4 s 6 t ~ . J , Lmtn. 

Rys . 50. Rozdział l0-3M kwasów: l - p-aminobenzoesowego , 

2 - benzoesowego i 3 - p-metylobenzoesowego. 

Pozostałe warunk~ jak na Rys. i 3. 
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1 

O 1 2 3 4 :, t [minJ 
Rys. 51. Rozdział kwasu benzoesowego (2) od innych jonowych składników 

musztardy (l). Warunki rozdziału jak na Rys. 43. 
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G. POOSUMOWANIE. 

W trakcie badań wstępnych nad detektorem elektroki­

netycznym okazało się, że nadaje się on szczególnie do 

analizy roztworów elektrolitów w cieczach polarnych. 

Jako modelowe związki do testowania detektora wybrane 

zostały kwasy karboksylowe. Ich oznaczanie jest ważne 

w wielu dziedzinach nauki i praktyki. Chociaż opraco­

wano już wiele metod ich chromatograficznego rozdziału, 

to jednak ich detekcja, szczególnie niższych kwasów tłu­

szczowych, przedstawia nadal poważny problem. W pracy 

wykazano możliwość zastosowania detektora elektrokine­

tycznego do analizy tych kwasów w różnych systemach 

rozdłelczych HPLC. Chodziło w tym przypadku o pokazanie 

możliwości zastosowania tej detekcji w układach roz­

dzielczych różniących się znacznie składem i własnościa­

mi fazy ruchomej. Ponadto w pracy pokazano, że możliwe 

jest dobranie takiego składu fazy ruchomej, aby urnotli­

wić z jednej strony dobre rozdziały chromatograficzne, 

ż drugiej zaś dobrą wykrywalność detektora. Problem ten 

jest bardzo ważny w przypadku detekcji elektrokinetycz­

nej, gdyż z reguły fazy ruchome dające dobre rozdziały 

uniemożliwiają tego typu detekcję (np. buforcwane fazy 

ruchome). Olatego też w takim przypadku należy dokony­

wać pewnych optymalnych wyborów. 

Oznaczanie kwasów karboksylowych ma bardzo duże zna­

czenie w przemyśle spożywczym i w technologii żywności. 

Jako środki smakowe i zapachowe występuję one w winie, 

a także w mleku, owocach i warzywach oraz ich przetworach. 
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Ponadto są one świadectwem występowania pleśni lub 

bakterii gnilnych w tych produktach. Są więc one 

doskonałym wskainikiem jakości produktu. Analiza ich 

znajduje równiet zastosowanie w przemyśle fermentacyj­

nym do oznaczania stopnia zabrudzenia bakteriami pół-

p r o d u k t ów i p o w i e r z c h n i a p a r a t u r y p r o d u k c y j n e j . \~ m i .. -

krobiologii pomiary stętenia nitszych kwasów tłuszczo­

wych stanowią przypuszczalny test na infekcję bakte­

riami beztlenowymi . Oznaczanie ich w moczu, krwi i na­

czyniach limfatycznych pozwala na śledzenie dróg meta­

bolizmu węglowodanów, aminokwasów i tłuszczówu ssaków. 

Ich stętenie mówi równiet o występowaniu niektórych 

chorób, np. kamieni nerkowych. Kwas sorbinowy i benzo­

esowy utywane są jako środki konserwujące w wielu pro­

duktach spotywczych. Oznaczanie ich stętenia przepro­

wadza się w celu sprawdzenia, czy występują one w mi­

nimalnej ilości i w dopuszczalnym limicie stętenia. 

Kwasy tłuszczowe o małej masie odgrywają równiet znacz­

ną rolę w wielu metodach oznaczania stopnia czystości 

wody. Ich obecność w wodzie jest bardzo istotna . Oczy­

szczanie z nich wody jest bardzo kosztowne Ich obec­

ność zwiększa natomiast rozpuszczalność niepolarnych 

zanieczyszczeń. Mają one znaczenie biologiczne bądi 

jako potywka z węglem, bądi jako związki trujące. Wystę­

pują w znacznych ilościach w wodzie po przeróbce węgla . 

Kwasy karboksylowe oznaczać motna metodą chromato-

g r a f i i c i e n k o vJ a r s t w o \'J e j l 2 l 7 i i g a z o w e j l 2 l 8 l . T e c h n i k i 

te nie dają jednak zadawalających wyników. Pierwsza 

z nich nie daje wyników ilościowych. Druga wiąte się 
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z kłopotliwą derywatyzacją próbek, a stosowana w niej 

wysoka temperatura często prowadzi do dekompozycji i 

izomeryzacji oznaczanych związków. 

Kwasy karboksylowe oznaczane były również w różnych 

systemach rozdzielczych chromatografii cieczowej. Do 

najważniejszych z nich, a jednocześnie stosowanych 

w tej pracy, zalicza się: 

- Chromatografię w układzie faz normalnych. W tym przy­

padku możemy mieć do czynienia z adsorpcyjnym lub po­

działowym mechanizmem rozdziału. Fazą stacjonarną jest 

w tej technice na ogół silikażel W przypadku adsor­

pcji faza ruchoma nie powinna zawierać nawet śladowych 

ilości rozpuszczalników polarnych ponieważ one same 

bardzo dobrze adsorbuję się na silikażelu. Aby otrzy­

mać powtarzalne rozdziały, do fazy ruchomej dodaje 

się kilka procent rozpuszczalnika polarnego. Mechanizm 

rozdziału jest jednak wówczas mieszany, podziałowo­

-adsorpcyjny j209 , 210 l . Ze względu na trudności ope-

racyjne technika podziałowa jest obecnie rzadko sto­

sowana 1199 2llj. ~J pracy przedstawiono możliwość 

oznaczeń kwasów w układzie chromatografii faz normal­

nych. Wykrywalność detektora elektrokinetycznego w 

tym przypadku była jednak .bardza słaba (3xl0- 10 mola 

dla kwasu walerianowego). 

- Podział w układzie faz odwróconych. W tym przypadku . 

faza ruchoma jest bardziej polarna niż faza stacjonar­

na. Niezdysocjowane kwasy są na niej silniej zatrzymy­

wane niż zdysocjowane. Z tego względu, w celu 
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zmniejszenia stopnia dysocjacji kwasów, do fazy ru­

chomej dodaje się buforu 161, 161, 192, 212-2161. 

Retencją motna równiet sterować zmieniając stętenie 

soli (wpływ na napięcie powierzchniowe) lub rozpusz­

czalnika organicznego (wpływ na rozpuszczalność kwa­

sów) w fazie ruchomej. Obecność jonów (buforu) w fa­

zie ruchomej likwidowała efekt elektrokinetyczny. 

Dlatego w pracy stosowano czyste rozpuszczalniki po­

larne. Powodowało to zaletność czasów retencji anali­

zowanych kwasów od ich stętenia (równania (74)) oraz 

frontalne rozmycie pików chromatograficznych. Efekty 

te zlikwidowano analizując kwasy w układzie chromato­

grafii par jonowych. 

- Chromatografię par jonowych. Metoda ta wprowadzona 

została przez Schilla 1 wsp. 1217, 218j. Rozdziału 

próbki dokonuje się w niej w pięciu systemach: chro­

matografii podziałowej lub adsorpcyjnej par jonowych 

w układzie faz normalnych lub odwróconych .oraz chro­

matografii jana-wymiennej. Ponadto "jony parujące" 

mogą się znajdować w fazie ruchomej będź stacjonarnej. 

Wykorzystuje się w niej fakt, te pary jonowe charak­

teryzują się małym ładunkiem i polarnościę i mogę 

występować w postaci trwałej tylko w rozpuszczalnikach 

organicznych. Na czasy retencji analizowanych kwasów 

ma wpływ rodzaj i stętenie "jonó\'ł parujęcych", pH 

eluentu, stętenie i rodzaj buforu oraz stętenie roz­

puszczalnika organicznego w fazie ruchomej 1197,198 1 

211-2201. W pracy stosowano rozcieńczone roztwory TEAP 

bez buforu. Powodowało to nieznaczne tylko pogorszenie 
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wykrywalności detektora elektrokinetycznego likwidu-

jęc jednocześnie zależność czasów retencji kwasów od 

ich stężenia i frontalne rozmycie piku chro~atogra-

ficznego. 

Chromatografię jonowę. Termin ten został wprowadzony 

przez Smal la 12 211. Oznaczał on poczętkowo rozdział 

anionów nieorganicznych na anionicie, usunięciu z fa-

zy ruchomej buforu za pomocę kolumny z kationitem 

(ang. stripper lub suppresor column), a następnie ich 

konduktometryczną detekcję. Obecnie technika chromato-

grafii jonowej nie różni się specjalnie od innych te-

chnik HPLC 12 21-2 30 l . Rozdzielanie zwięzków dokonuje 

się w niej w układzie chromatografii jana-wymiennej, 

jono-wykluczającej i par jonowych. W przypadku wy-

miany jonowej rozdział anionów przeprowadza się na 

żywicach jono-wymiennych - anionitach jl99, 200, 231-2 381. 

W tym przypadku konieczne jest stosowanie buforcwanych 

faz ruchomych. W pracy rozdziału kwasów dokonano tech-

nikę wykluczania jonów. W technice tej , jako złoża 

chromatograficzne stosuje się kationity 1201-204, 239-

-2 441. Można w niej stosować czyste polarne rozpusz-

czalniki jako fazy ruchome, co jest bardzo korzystne 

z punktu widzenia detekcji elektrokinetycznej. Mecha-

nizm podziału kwasów między fazę ruchomą i stacjonarną 

oparty jest w tym przypadku na równowadze membranowej 

Oonnana 12 02,2.031. Niezdysocjowane kwasy adsorbuję się 

na złożu. Natomiast aniony zdysocjowanych reszt kwaso-

wych sę odpychane od ujemnie naładowanego złoża. W wy­
ich 

niku tego kwasy eluuję zgodnie ze wzrostem wartości 
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pKa. W pracy wyprowadzono równanie opisujące tego typu 

efekty. 

Detekcja aromatycznych kwasów karboksylowych nie 

przedstawia obecnie żadnego problemu. Najczęściej do 

ich oznaczeń stosuje detektor pomiaru absorpcji świa­

tła w zakresie ul trafioletowym, 250-280 mm 1119, L.O O l. 

Znacznie trudniejsza jest detekcja kwasów alifatycznych. 

Do oznaczeń kwasów alifatycznych również można sto­

sować detektor pomiaru absorpcji światła w ultrafiole­

cie. Wykorzystuje się tu zakres 205-220 nm 1209,216, 

233,245,2461. Praca z takim detektorem nastręcza jednak 

znaczne trudności techniczne. Wprawdzie niektóre kwasy 

można analizować przy tych długościach fal światła, 

jednakże pojawia się wówczas problem występowania zna­

cznych zakłóceń poz1omu odniesienia. Zakłócenia te spo­

wodowane są absorpcją zanieczyszczeń lub też niektórych 

rozpuszczalników lub buforów. Poniżej 210 nm nie można 

stosować wielu buforów. Przykładowo, przy długości fali 

206 nm bufor fosforanowy charakteryzuje się dwudziesto­

krotnie, natomiast metanol trzykrotnie, większą absorp­

cją niż przy długości fali 214 nm. Zastosowanie ich w 

fazie ruchomej prowadzi do powstania dużych szumów 

i niemożności wyregulowania linii odniesienia. Już jed­

noprocentowa zmiana absorpcji światła przez bufor zawar­

ty w fazie ruchomej, spowodowana fluk·tuacją temperatury 

lub oddziaływaniem eluentu z kolumną oznacza dryft lub 

pik pozorny o wysokości często większej od wysokości 

normalnego piku chromatograficznego. 
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W chromatografii jonowej wykorzystuje się często 

pośrednią detekcję absorpcji ~wiatła w ultrafiolecie. 

Polega ona na pomiarze obniżenia absorpcji (ujemne pi-

ki) eluatu przez nieabsortujęcę próbkę 1237,2~1. 

Do analizy kwasów karboksylowych stosuje się również 

czasami detektor refraktometryczny 12381. Jest on jed-

nakże mało czuły, ponadto jest bardzo wrażliwy na nie-

wielkie nawet zmiany temperatury. 

Detektory elektrochemiczne (amperometryczne, kulo-

metryczne) nadaję się tylko do specjalnych przypadków 

12 02,213,2 21,2 47 i . Najczęściej znajduję one zastosowa-

nie do oznaczania kwasów mających znaczenie biologicz-

ne 1235,248 1. 

Detektor konduktometryczny wykorzystuje się na ogół 

~v chromatografii jonowej 1212,2~1,2491. Obecność elek-

trolitu w eluacie pogarsza znacznie wykrywalność dete-

ktora. Z tego powodu tuż przed detektorem instaluje się 

specjalnę kolumnę likwidującą przewodnictwo fazy rucha-

mej 1201 ! . Stosować można róv>~nież specjalne złoża chro-

matograficzne zbudowane na bazie polistyrenu-dwuwinylo-

benzenu. Złoża te charakteryzuję się małę pojemnościę 

-
dlatego też można wówczas stosować bufory o małym stę-

żeniu . Przy czym wystarczające jest zastosować tu, 

charakteryzujące się szczególnie małym przewodnictwem, 

r o z c i e ń c z o n e r o z t w o r y kw a s ó \'J a r o m a ty c z n y c h l 24 3 l . O d-

powiedź detektora konduktometrycznego maleje ze wzro-

stem liczby atomów węgla w łańcuchu analizowanego kwa-

su (zmniejsza się ruchliwość jego anionu). Kwasy 

wielekarboksylowe sę mocniej solwatowane przez rozpu-
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szczałnik przez co ich wykrywalność jest gorsza. Dla 

dużych stężeń odpowiedź detektora jest nieliniowa ze 

względu na zmiany aktywności jonów l61,212,2l4,2~61. 

Detektor wymaga termostatawania (przewodnictwo roztwo-

ru zmienia się o 2% przy zmianie temperatury o jeden 

s t o p i e ń C e l s j u s z a ) l 24 6 l . 

Kwasy karboksylowe oznaczano również potencjometry­

cznie przy zastosowaniu elektrody srebrnej lub miedzia­

n ej l 2 21 , 2 25 , 2 5o l . D e t e kto r y t e g o ty p u n i e z n a l a zły 

jednak do chwili obecnej szerszego zastosowania anali­

tycznego. 

Terabe i wsp. zastosowali detektor elektrokinetyczny 

z pomiarem prędu przepływu do analizy kwasów tłuszczo­

wych 11611 i żółciowych 11621. Zaobserwowali oni bar-

dzo silnę zależność poziomu linii podstawowej od szyb­

kości przepływu fazy ruchomej. Zmiana szybkości - prze­

pływu o 0,1 cm 3/min powoduje powstanie piku pozornego 

o wysokości często większej od wysokości pików chroma­

tograficznych. 

Alifatyczne kwasy karboksylowe analizować można rów­

nież przeprowadzając najpierw ich derywatyzację, a na­

stępnie ich oznaczanie za pomocę detektora fotometrycz­

nego lub fluorometrycznego 1251-2531. ~Jięże się to 

oczywiście z pewnym dodatkowym nakładem pracy związanym 

z przeprowadzeniem odpowiedniej reakcji. Reakcję taką 

można jednak często przeprowadzić przy zastosowaniu 

automatycznego dozownika próbki. Z tego powodu technika 

ta, szczególnie w połączeniu ze spektroskopię masowę 

będzie się z pewnością w przyszłości rozwijała 1220,253, 
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2 54 l . P o d o b n ą t e c h n i k ą j e s t w p r o w a d z e n i e d o f a z y ruch o -

mej związku reagującego z analizowanymi kwasami. Foto-

metrycznie oznacza się wówczas zmniejszenie stężenia 

substratu, lub zwiększenie stężenia produktu reakcji 

12 00 i . 

W pracy starano się możliwie najdokładniej scharak-

teryzować detektor elektrokinetyczny. Okazało się, że 

łączy on w sobie własności detektora dielektrycznego 

z konduktometrycznym , tzn. reaguje na zmiany przewod-

nictwa i przenikalności elektrycznej przepływającego 

przezeń roztworu. 

Najogólniej detektor elektrokinetyczny można scha-

rakteryzować następująco: 

l. reagujący na sumaryczne zmiany wielkości fizycznej 

przepływającego przez niego eluatu, tzn. mierzy on 

różnicę potencjału lub prądu przepływu próbki i fazy 

ruchomej, 

2 . czuły na stężenia - reaguje na zmianę stężenia (nie 

masę) oznaczanej próbki, 
jest 

3 . l i n i o ~v y - o d p o w i e d ź j e ~i n i o w o z a l e ż n a o d s tę ż e n i a 

próbki, 

4. uniwersalny - nadaje się do detekcji wszystkich zwią-

zków jonowych, 

5. niedestrukcyjny - nie niszczący próbki, 

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

konaniu, obsłudze i utrzymaniu. Charakterystyka detek-

tara dla kwasu siarkowego, modelowego 

związku do przetestowania jego własności, przed-

stawiona została w Tabeli 14. 
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Tabela 14 

Charakterystyka detektora elektrokinetycznego. 

l . średnica wewnętrzna kapilary 

2 . dł;.;gość kapilary 

3 . objętość detektora 

4 . wykrywalność 

5 . zakres dynamiki odpowiedzi 

6. liniowy zakres dynamiki (SCD) 

7 . indeks odpowiedzi 

8 . czułość 

9. poziom szumu 

10. czas relaksacji 

11. temperaturowa zależność odpowie­

dzi (10-30°C) 

d=0,3 mm 

1=20 mm 

3 Vd=l,4 mm 

-12 DL=l,5x10 mola 

DR=B rzędów wielk. 

L0=5 rzędów wielk. 

r=0,5-1 

k=3x10 8V/mol; 

21A/mol 

N = 1D- 4V · l0- 14 A L , 

~=O, 25 

Porównanie charakterystyki detektora elektrokinetycz-

nego z inny~i detektorami powszechnie stosowanymi w 

HPLC j4,6-8,14-19,24,37,38,42,44 , 47 j przedstawione zo­

stało w Tabeli 15. ~vynika z niej, że ED porównywalny 

jest z innymi detektorami chromatograficznymi. Jego og-

raniczenia są podobne do ograniczeń innych detektorów 

reagujących na sumaryczne zmiany wielkości fiz~cznych 

przepływającego przez nie eluatu. Detektor ten jest 

szczególnie czuły w stosunku do związków jonowych ozna-

czanych z zastosowaniem fazy ruchomej będącej czystym 

rozpuszczalnikiem polarnym . Znaleźć on może zastosowanie 

do detekcji organicznych i nieorganicznych kwasów, 
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jonów metali alkalicznych i ziem alkalicznych amin, analizy 

wody itp. W Tabeli 16 przedstawione zostały wykrywal­

ności różnych związków w różnych faz ach rucho~ych uzy­

skane z zastosowaniem detektora elektrokinetycznego. 

Wyniki w niej prezentowane pochodzę z pomiarów własnych 

przedstawionych w tej pracy, jak również z innych prac 

dostępnych w literaturze. Widać z nich, że wykrywalność 

detektora zależna jest od własności analizowanej prób­

ki, składu fazy ruchomej i materiału kapilary. 
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Tabela 16 

Wykrywalność, DL, detektora elektrokinetycznego 

w różnych systemach rozdzielczych. 

l Próbka l 
* 

Detektor 
Faza ruchoma OL l moll Elektra-

(kwas) kinetycz 
ny ** 

l 
13,3xl0-ll 

l 

KC l H20 SPO/G l 

l pikrynowy t·1e0H+H20 (40+60) 2,5xl0-ll SCO/G 

kapranowy Me0H+H20 (50+50) 5,0xl0-ll SCO/ G 

p-nitrofenol l MeOH+H2D (60+40) l -9 SCO/G 3,6xl0 
-9 

l pirydyna MeOH+H20 (80+20) 1 6, 3xl0 SCO;G 
l 

l 
m-ni traf enol Me0H+H

2
0 (60+40 l 5,8xl0-B SCO/ G 

! l~e0H+H 2 D ( BO+ 20 ) 12, 7xl0 - 6 feno l SCD/ G 

etanol l -8 SCO;'G heptan+izopropanol ( 9 5+5) 1 4, 4xl0 

Litera-
tura 

150 

161 

161 

161 

161 

161 

161 

152 l l 5,0x1o-12 SPO/ PTFE 1173 l propionm.vy l MeOH+H,...O (10+90 ) i 

i 
l s,Oxlo-10 L. 

l 
propionowy 1 Me0H+H20 (10+90 ) 

laurovJy l t·ĄeOH 
l 

laurm·Jy l MeOH 
octowy l MeOH+H 20 (10+90 ) 

l 
octm·Jy i -/- +10-6 M TEAP 

octowy l -5 l - / - +10 M TEAP 
l 

l l ' -4 octowy 
1

- / - + 10 M TEAP 

octm·Jy -3 TEAP ~ - / - + 10 M 

oc t m·Jy i -2 TE AP 
l 

1 - / - + 10 M 

wa l erianmvy l neksan+izopropanol 
l 

\'Jal erianmvy lheksan+izopropanol 

~tJaleri anm-Jy heksan+izopropanol 
l 

siarkowy IH,...O 
L. 

mr óvJkowy 1H2D 

octowy !H20 
propi ono\'JY l !Hr; O 

l '-
węg l mvy IH?O 

l -

p-ni trafenol IH,...o 

glukoza IHLO 
! 2 

żółciov.Jy 
l (62+18+20) 

l 
l H20 +~Ąe0H+ACN 

żółciowy 1-l - +0 l ~·~ (NH4)2co3 l 

l 
l ' ' l 

żółciowy l +1,0 M (NH4)2co3 
l 

- ; -

żółcimvy 1- / - +4,0 M (NH4)2co3 i l 

i l,Oxl0-10 

! -9 
1 2, 5xl0 
l -12 , 2,5xl0 

l2,5xl0-12 

2,5x1o-11 

2,5x1o-10 

l -9 

2, 5x10 -8 
1 2, 5xl0 

l 3,0x10-lO 
l -9 
ll,OxlO 

4,0x10 -9 

1,5xlo-12 

l,Ox10- 10 

2, Sxl0-10 l 
4,0xlo-10 

-9 5,0xl0 

5,0xl0-9 

-7 1,0x10 

5,2xlo-11 

2,8xlo-10 

-9 1,3xl0 
-8 1,3x10 

SPO/SS 173 

SPO/PTFE 177 

SCD/PTFE 177 

SPO/ PTFE 178 

SPO/ PTFE 178 

SPO/PTFE 178 

SPD/PTFE 178 

SPD/ PTFE 178 

SPO/ PTFE 178 

SCD/ PTFE 174 

SCD/ SS 174 

SCO/ CC 174 

SPO/PTFE 179 

SPD/ PTFE 179 

SPO/PTFE 179 

SPO/PTFE 179 

SPO/PTFE 179 

SPO/PTFE 179 

SPO/PTFE 179 

SCD/G 162 

SCO/G 162 

SCO/G 162 

SCO/G 162 

l 
l 

l 

l 

l 

l 
l 
i 
l 

l 
l 
! 

l 
l 

l 

l 
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Tabela 16, cięg dalszy 

* MeOH - metanol 

ACN - acetonitryl 

TEAP - nadchloran czteroetyloamoniowy 

** Detektory elektrokinetyczne: 

SPO - z pomiarem po t encjału przepływu 

SCO - z pomiarem prędu przepływu. 

Element pracujęcy detektora ( materiał kapilary ) : 

PTFE - policzterofluoro=etylen 

G - szkło borokrzemowe 

SS - stal kwasoodporna 

CC - kolumna chromatograficzna. 
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H. WNIOSKI KOŃCOWE. 

W pracy przedstawiono konstrukcję detekto:a elektra-

kinetycznego z pomiarem potencjału lub prądu przepływu 

i eleme1.tem pracującym będącym pojedynczą kapilarą wy-

konaną z PTFE, szkła lub stali kwasoodpornej. Jako mo-

delowe związki do testowania detektora wybrano kwasy 

tłuszczowe, które trudne są do oznaczeń za pomocą in-

nych detektorów. Przedstawiono możliwość zastosowania 

detektora do ich analizy w różnych systemach rozdziel-

czych wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Okazało 

się, że jego zakres zastosowań pokrywa zakresy detektora 

konduktometrycznego i dielektrycznego, a jego własności 

są porównywalne z własnościami innych detektorów sto-

sowanych w HPLC. 

Mechanizm działania detektora polega na rejestra-

cji zmian potencjału lub prądu przepływu przy przepły-

wie przez niego analizowanej próbki. W przypadku parnia-

ru potencjału przepływu największy wpływ na jego zmianę 

ma zmiana przewodnictwa eluatu. Próbka dąży więc do 

likwidacji potencjału przepływu tła (fazy ruchomej). 

Z powyższego wynika, że detektor powinien się charak-

teryzować dobrą wykrywalnością szczególnie w stosunku 

do związków dobrze zjonizowanych. Wykrywalność pozosta-

łych związków powinna zwiększać się ze wzrostem ich 

wartości pK . Tego typu zależność istotnie została za­a 

obserwowana. Z drugiej strony wyższe pi.ki chromatogra-

ficzne, a więc niższą wykrywalność uzyskuje się w przy-

padku zastosowania faz ruchomych charakteryzujących 
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się dużą wartością potencjału przepływu. Uzyskuje się 

to stosując jako eluaty, czyste rozpuszczalniki (nie 

zawierające związków jonowych np. buforów) charakte­

ryzujące się małym przewodnictwem właściwym. Inna me­

toda polega na zastosow~niu dużych szybkości przepły­

wu. Stanowi t o oczywiście pewne ograniczenie stosowal­

ności detektora. Inne ograniczenie polega na pogarsza­

niu wykrywalności detektora przez związki powier··chnio­

wo-aktywne, adsorbujące się na wewnętrznej powierzchni 

ścianki kapilary. Do związków takich zaliczyć można 

np. sole czteroalkiloamoniowe. W pracy wykazano jed­

nakże, że w małym stężeniu sole czteroalkiloamoniowe 

pogarszają wprawdzie nieco wykrywalność detektora ale 

nie uniemożliwiają z nim pracy. Ze względu na własno­

ści fazy ruchomej najbardziejkorzystne warunki dla tego 

typu detekcji występują w HPLC jnowo-wykluczającej 

i faz odwórconych z fazę ruchomą będącym czystym roz­

puszczalnikiem. W układzie chromatografii faz normal­

nych detektor charakteryzuje się gorszą wykrywalnością 

gdyż stopień dysocjacji kwasów w cieczach dielektrycz­

nych jest dużo mniejszy niż w polarnych. Lepszą wykry­

walność uzyskuje się dla kapilar wykonanych z dielek­

tryka niż metalu. 

W pracy opracowano również warunki chromatograficz­

nego rozdziału kwasów karboksylowych w różnych syste­

mach rozdzielczych HPLC. Składy faz ruchomych dobrano 

tak, aby uzyskać optymalne warunki detekcji i rozdziału. 
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W układzie chromatografii faz normalnych przedsta-

wiano możliwość analizy niższych kwasów tłuszczowych. 

Okazało się, że w tym przypadku wykrywalność jest sto­

sunkowo duża (dla kwasu walerianowego wynosi ona 3x1o- 10 

mola) . Korzystną była natomiast w tym układzie możliwość 

zastosowania kolumny chromatograficznej jako detektora. 

Eliminuje to rozmycie próbki w detektorze i połęczeniach 

W układzie chromatografii faz odwróconych opracowano 

warunki rozdziału niższych i wyższych kwasów tłuszczo-

wych . Wykrywalność kwasu octowego wynosiła w tym przy-

-12 -10 
pad~· 2, 5xl0 mola, a kwasu laurowego lx10 mola. 

Zaobserwowano, że objętości retencji kwasów były zależ-

ne od ich stężenia. Spowodowane to było różną retencją 

niezdysocjowanych kwasów i ich anionów.Wykazano, że 

detektor z pomiarem potencjału przepływu charakteryzuje 

się lepszą wykrywalnością i odtwarzalnością lecz mniej-

szym zakresem dynamiki liniowej niż detektor z pomiarem 

prądu przepływu. 

Zmianom objętości retencji kwasów ze zmianą ich stę-

żenia udało się zapobiec dokonując ich rozdziału w uk-

ładzie chromatografii par jonowych. Okazało się, że 

możliwy był rozdział kwasów przy zastosowaniu fazy ru-

chamej zawierającej nadchloran czteroetyloamon1owy o 

stężeniu tylko 10- 4M, bez buforu. W tym przypadku wykry­

-10 
walność kwasu octowego wynosiła 2,5xl0 mola. 

Wykazano również możliwość analizy kwasów , różnią-

cych się znacznie mocą i budową w układzie chromatogra-

fii jonowo-wykluczającej. Ze względu na możliwość 

zastosowania w tym układzie czystej wody jako fazy 
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ruchomej okazał się on szczególnie korzystny do zasto-

sowania detekcji elektrokinetycznej. Okazało się, że 

mocne (pK (2,5) jak również słabe (pK )6,5) kwasy a a 

wymywane są raztm nierozdzielone, pierwsze na początku, 

drugie na końcu elucji. Kwasy o pośredniej mocy wymywane 

by ł y z g o d n i e z e w z ros t e m i c h w a r t oś c i p K a . Z z a l e ż.n oś c i 

tej wyznaczono objętość martwą i wewnętrznę kolumny. 

Opisano ją matematycznie zakładając, że mechanizm po-

działu kwasów na złożu oparty jest na mechanizmie rów-

nawagi membranowej Donanna. Uzyskano dobrą zgodność 

między wartościami objętości retencji kwasów oblicza-

nych z wyprowadzonego równania i uzyskanych eksperymen-

talnie. 

W podsumowaniu można stwierdzić, że w pracy wykazano 

możliwość zastosowania elektrokinetycznej detekcji w 

różnych systemach rozdzielczych HPLC. Detektor okazał 

s i ę t a n i , ł a t wy d o w y k o n.a n i a i P r o s t Y 

w obsłudze. Ponadto nadaje się on szczególnie dobrze 

do miniaturyzacji. Jest to szczególnie ważne tam gdzie 

dużą rolę odgrywa pozakolumnowe rozmycie próbki np. 

w cieczowej chromatografii kapilarnej. Detektor prak-

tycznie nie jest czuły na zmiany temperatury. Nie można 

go stosować w układach gdy faza ruchoma zawiera znaczne 

stężenia związków . jonowych, a także w chromatografii 

z gradientem elucji i przepływu. 
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I. STRESZCZENIE. 

W pracy przedstawiono zagadnienie elektrokinetycz­

nej de tekcji w wysokosprawnej chromatografii cieczowej. 

W części literaturowej omówiono problem detekcji 

w HPLC, podział, charakterystykę, kryteria stosowalno­

ści i główne kierunki rozwoju detektorów. Następnie 

opisano mechanizmy tworzenia się prądu i potencjału 

przepływu podczas przepływu zarówno cieczy polarnych, 

jak i dielektrycznych przez układy kapilarne. Podano 

również przykłady ich praktycznego zastosowania, szcze­

gólny nacisk kładąc na detektory elektrokinetyczne. 

Konstrukcję detektora przedstawiono w części ekspe­

rymentalnej. Omówiono w niej również problemy związane 

z pomiarem prądu i potencjału przepływu. 

Następnie przedstawiono charakterystykę dete ktora 

(krzywa kalibracji, wykrywalność, zakres dynamiki li­

niowej, odtwarzalność) oraz jego wpływ na rozmycie 

próbki. Scharakteryzowano również wpływ różnych para­

metrów (mate~riał, długość i średnica kapilary, opor­

ność wewnętrzna) charakteryzujących detektor na jego 

pracę. Przedyskutowano także wpływ różnych czynników 

zewnętrznych (własności oznaczanego związku, skład i 

szybkość przepływu fazy ruchomej, temperatura) na 

wykrywalność detektora. Wyjaśniono przy tym przyczyny 

zaobserwowanych zmian wysokości i znaków pików chroma­

tograficznych ze zmianą szybkości przepływu eluatu. 

Wreszcie scharakteryzowano przyczyny tworzenia się 

i sposoby likwidacji szumów detektora. 
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Jako modelowe związki do przetestowania własności 

detektora wybrano, trudne do detekcji innymi metodami, 

kwasy tłuszczowe. W pracy przedstawiono warunki ich 

analizy, z zastosowaniem detekcji elektrokinetycznej, 

w rótnych systemach rozdzielczych HPLC (faz normalnych, 

faz odwróconych, par-jonowych, jonowo-wykluczających). 

Wyjaśniono przy tym przyczyny zaobserwowanej zaletności 

objętości retencji kwasów od ich stętenia. 

Na zakończenie porównano własności detektora elek­

trokinetycznego z własnościami innych, opisanych w li­

teraturze, detektorów stosowanych w HPLC. 
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J. SPIS UŻYTYCH SYMBOLI. 

a - współczynnik proporcjonalności określajęcy wiel-

kość wariancji rozmycia próbki w detektorze. 

a. - promień i-tego jonu w roztworze. 
l . 

A - współczynnik proporcjonalności, charakteryzujęcy 

kolumnę chromatograficznę. 

A
0 

- współczynnik wzmocnienia wzmacniacza operacyjnego 

bez obwodu sprzężenia zwrotnego. 

A - pole powierzchni fazy stacjonarnej w kolumnie. s 

C - stężenie. 

cf - stężenie zdysocjowanych grup funkcyjnych fazy 

stacjonarnej. 

C. - stężenie wstrzykiwanej próbki. 
l 

cm - stężenie próbki w maksimum piku. 

C
0 

- stężenie powierzchniowe. 

cp - stężenie jonówczteroalkiloamoniowych w fazie 

ruchomej. 

d - średnica wewnętrzna rurki, kapilary lub detektora. 

de - średnica wewnętrzna kolumny chromatograficznej. 

d e - g r u b o ś ć ~J a r s t"' y d y f u z y j n e j . 

d - grubość ruchomej części podwójnej warstwy elek-
m 

trycznej. 

D - współczynnik dyfuzji molekularnej. 

De współczynnik dyfuzji wirowej. 

DL - wykrywalność detektora. 

DR - dynamika odpowiedzi detektora. 

e - elementarny ładunek elektryczny. 

E - potencjał przepływu, poziom linii odniesienia. 
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EM potencjał mierzony w trakcie pracy detektora 

elektrokinetycznego. 

E
0 

- napięcie wyjściowe wzmacniacza operacyjnego. 

Eo - siła elektromotoryczna. 

F - stała Faracay'a. 

h - wysokość piku chromatograficznego. 

H - wysokość teoretycznej półki chromatograficznej. 

ii prąd wejściowy wzmacniacza operacyjnego. 

I - prąd przepływu. 

IK - prąd płynący w detektorze konduktometrycznym. 

1
00 

- p r ą d p r z e p ł y w u d l a n i e s k o ń c z e n i e d ł u g i c h ~ 1 p i l a r . 

j gęstość prądu elektrycznego. 

js gęstość prądu ściankowego. 

J objętościowa szybkość przepływu cieczy . 

J' gęstość przepływu cieczy. 

Jd dyfuzyjna gęstość przepływu cieczy. 

Jk - konwekcyjna gęstość przepływu cieczy. 

Jm - migracyjna gęstość przepływu cieczy. 

Jo - szybkość przepływu fazy ruchomej przy której 

na chromatogramie n1e obserwuje się pików 

chromatograficznych. 

k - czułość detektora. 

k' - współczynnik pojemnościowy. 

k8 - stała Boltzmanna. 

K - przewodnictwo roztworu. 

Ka - kwasowa stała dysocjacji. 

Kd - współczynnik podziału. 

l - długość rurki, kapilary lub detektora. 

l - wejściowa długość zaburzenia hydrodynamicznego w 
cieczy płynącej w kapilarze. 
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L - długość kolumny chromatograficznej. 

L0 - liniowy zakres dynamiki odpowiedzi detektora. 

Ls - maksymalne stężenie analizowanych kwasów przy 

którym nie następuje zmiana sekwencji ich 

wymywania. 

m - moc jonowa roztworu. 

M0 - minimum detekcji. 

n - ilość moli wstrzykiwanej próbki. 
, 

n - liczba zdysocjowanych molekuł w jednostce objętości. 

N - ilość teoretycznych półek chromatograficznych 

w kolumnie. 

NL - pozion. szumu detektora. 

q - powierzchniowa gęstość ładunku. 

r - indeks odpowiedzi detektora. 
l 

r - radialna odległość od osi kapilary. 

r . - szybkość zmiany stężenia składnika "i" w jednostce 
l 

objętości w wyniku przebiegu homogennej reakcji 

chemicznej. 

rw - opór elektryczny celki detektora elektrokinetycznego. 

R - odpowiedź detektora. 

R
1 

- uniwersalna stała gazowa. 

Rd - promień kapilary detektora. 

Re - liczba Reynoldsa. 

R f - opór 5przężenia zwrotnego wzmacnia c za operacyj n ego. 

R
0 

- sygnał resztkowy. 

R opór między dwoma wejściami wzmacniacza operacyjnego. w 

Rz - opór elektrometru . 

s - objętościowa gęstość ładunku. 

sav - średnia objętościowa gęstość ładunku w kolumnie 

chromatograficznej. 
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S - pole powierzchni. 

Sc - współczyn~ik stabilizacji. 

t - czas. 

t 112 - czas połowicznego zaniku ładunku. 

t
0 

- czas martwy kolumny. 

tr - czas retencji. 

T - temperatura bezwzględna. 

T0 - temperaturowa zależność odpowiedzi detektora. 

u - liniowa szybkość przepływu. 
l 

u - ruchliwość jonu. 

U - napięcie zasilania detektora konduktometrycznego. 

Ue po .tencjał występujący na końcach kapilary związany 

z różnicą stężeń jonów przy braku różnicy ciśnienia. 

ud-h - potencjał dyfuzyjny po stronie wysokiego ciśnienia 
kapilary. 

ud-l - potencjał dyfuzyjny po stronie niskiego ciśnienia 
kapilary. 

UE - potencjał asymetrii elektrod. 

vi - objętość wstrzykiwanej próbki. 

vd - objętość detektora. 

Vi - objętość wewnętrzna kolumny. 

V
0 

- objętość martwa kolumny. 

vp - objętość próbki w kolumnie. 

VR - objętość retencji. 

x - osiowa odległość od początku kapilary. 

Y - droga przebyta przez próbkę w kolumnie chromato-

graficznej. 

z wartościowość jonu. 

Z impedancja wejściowa wzmacniacza operacyjnego. 
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- stopień dysocjacji. 

- współczynnik aktywności. 

- grubość podwójnej warstwy elektrycznej. 

- grubość warstwy laminarnej. 

- różnica potencjałów przepływu, wysokość piku 

chromatograficznego. 

ói - różnica prądów przepływu, wysokość piku chroma­

tograficznego. 

~ - różnica ciśnień 

e - względna przenikalność elektryczna ośrodka. 

'o - przenikalność el~ktryczna próżni. 

ET - porowatość całkowita. 

l - potencjał elektrokinetyczny. 

? - współczynnik lepkości dynamicznej. 

tr - wartość potencjału odwracalnej elektrody. 

~ przewodnictwo właściwe. 

\ - przewodnictwo powierzchniowe. 

~- - przewodnictwo równoważnikowe i-tego jonu. 
l 

~ - potencjał elektrochemiczny. 

q - gęstość cieczy . 

.) 2 u - wariancja szerokości piku. 

? 
G~(k d , ~ wariancja spowodowana przez dozownik 

1 ,p, ,w,r) 
(kolumnę, połączenia, wzmacniacze, 

rejestrator). 

~ - czas relaksacji. 

~ - czas zaburzenia hydrodynamicznego cieczy. 
w 

~ - potencjał elektrody. 
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K. SPIS ZASTOSOWANYCH SKR6~6W. 

AC CN 

AU 

c c 

co 

ED 

G 

HPLC 

HR 

- acetonitryl. 

jednostka absorpcji światła. 

- kolumna chromatograficzna (Tabela 16). 

- detektor konduktometryczny. 

- detektor elektrokinetyc zny. 

-kapilara szklana (Tabela 16). 

- wysokosprawna chromatografia cieczowa. 

- ogólny symbol kwasu. 

IE-HPLC - HPLC jonowo-wykluczająca 

~·1e O H - metanol. 

NP-HPLC - HPLC faz normalnych. 

PTFE - policzterofluoroetylen. 

RI - detektor pomiaru współczynnika załamania światła. 

RIU - jednostka współczynnika załamania światła. 

RP-HPLC - HPLC faz odwróconych. 

RSD - względne odchylenie standardowe. 

SCO - detektor elektrokinetyczny z pomiarem prądu 

przepływu. 

SPO - detektor elektrokinetyczny z pomiarem potencjału 

przepływu. 

SS - kapilara wykonana ze stali kwasoodpornej 

(Tabela 16). 

TEAP - nadchloran czteroetyloamoniowy. 

UV - detektor pomiaru absorpcji światła. 
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