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Optymalizacja warunków Optymalizacja warunków 
rozdzielania  - retencja, rozdzielania  - retencja, 
selektywność, sprawność, selektywność, sprawność, selektywność, sprawność, 
rozdzielczość - rozdzielenierozdzielczość - rozdzielenie





NAJWAŻNIEJSZE ETAPY DOBORU OPTYMALNYCH WARUNKÓW ROZDZIELANIANAJWAŻNIEJSZE ETAPY DOBORU OPTYMALNYCH WARUNKÓW ROZDZIELANIA



Schemat ideowy doboru rodzaju Schemat ideowy doboru rodzaju 
układu rozdzielczego  w zależności  układu rozdzielczego  w zależności  
od właściwości składników od właściwości składników 
rozdzielanej mieszaninyrozdzielanej mieszaninyrozdzielanej mieszaniny



Wpływ malejącej siły elucyjnej Wpływ malejącej siły elucyjnej 
eluentu na retencję w warunkach eluentu na retencję w warunkach 
układów faz odwróconych’; Eluent  układów faz odwróconych’; Eluent  
acetonitryl – woda – AcCN-H Oacetonitryl – woda – AcCN-H2Oacetonitryl – woda – AcCN-H2O



Warunki izoelucyjne, tzn. taka sama siła elucyjna eluentu, mimo różnych składników Warunki izoelucyjne, tzn. taka sama siła elucyjna eluentu, mimo różnych składników Warunki izoelucyjne, tzn. taka sama siła elucyjna eluentu, mimo różnych składników 
organicznych fazy ruchomej w warunkach odwróconych układów faz - RPorganicznych fazy ruchomej w warunkach odwróconych układów faz - RP



Nieliniowe zmiany  lepkości mieszanin polarnych składników cieczy organicznych z wodą  Nieliniowe zmiany  lepkości mieszanin polarnych składników cieczy organicznych z wodą  



Rozdzielanie peptydów i białek z Rozdzielanie peptydów i białek z 
elucją gradientową i szeroko elucją gradientową i szeroko elucją gradientową i szeroko 
porowatym sorbentemporowatym sorbentemporowatym sorbentem
CSP Core Surface Particles (RP)CSP Core Surface Particles (RP)



Schemat ideowy aparatu HPLC, m.in. - z tzw. niskociśnieniowym systemem Schemat ideowy aparatu HPLC, m.in. - z tzw. niskociśnieniowym systemem 
gradientowym (programowania składu eleuentu, złożonego z dwóch składników  A i B, z gradientowym (programowania składu eleuentu, złożonego z dwóch składników  A i B, z 
trzydrogowym zaworem proporcjonującym (Z ), zaworem dozującym z pętlą (D) oraz trzydrogowym zaworem proporcjonującym (ZA/B ), zaworem dozującym z pętlą (D) oraz 
zaworem przepływu zwrotnego eluentu w kolumnie (Z)zaworem przepływu zwrotnego eluentu w kolumnie (Z)



NP-HPLC - rozdzielanie grupowe składników benzynNP-HPLC - rozdzielanie grupowe składników benzyn
z elucją wsteczną w kolumnie (E-BF Eluent Back -z elucją wsteczną w kolumnie (E-BF Eluent Back -
Flush) i detekcją refraktometryczną (RID). MaFlush) i detekcją refraktometryczną (RID). Ma
miejsce elucja wsteczna MTBE / EtOH w nC6, mimomiejsce elucja wsteczna MTBE / EtOH w nC6, mimo
zasadniczych różnic polarności tych związkówzasadniczych różnic polarności tych związków
chemicznych (ujemne piki od niższej wartości RI odchemicznych (ujemne piki od niższej wartości RI od
eluentu)eluentu)



Rozdzielanie dwuwymiarowe z elucją Rozdzielanie dwuwymiarowe z elucją 
gradientową – 2D-Gr-HPLC; gradientową – 2D-Gr-HPLC; 
Rozdzielanie elucyjne złożonych Rozdzielanie elucyjne złożonych 
mieszanin wieloskładnikowychmieszanin wieloskładnikowych







Ta sama faza Ta sama faza 
stacjonarna może stacjonarna może 
służyć w warunkach służyć w warunkach 
RP, NP, HILIC (!)RP, NP, HILIC (!)RP, NP, HILIC (!)



NP-HPLC, rozdzielanie WWA - różne fazy NP-HPLC, rozdzielanie WWA - różne fazy 
stacjonarne z bardzo nisko polarnym stacjonarne z bardzo nisko polarnym 
eluentem  (nC6). Faza stacjonarne NH2 i eluentem  (nC6). Faza stacjonarne NH2 i 
NO2  - względnie wysoka energia sorpcji NO2  - względnie wysoka energia sorpcji NO2  - względnie wysoka energia sorpcji 
WWA o większych cząsteczkachWWA o większych cząsteczkach



ZIC HILICZIC HILICZIC HILIC



Ion Exclusion ChromatographyIon Exclusion ChromatographyIon Exclusion Chromatography

h = f( ν )h = f( ν )h = f( ν )



NP  LC - HPLC – TLCNP  LC - HPLC – TLC
czoło eluentu

NP  LC - HPLC – TLC
Zależność lg(k)=f(X) powinna być liniowa, czoło eluentuZależność lg(k)=f(X) powinna być liniowa, 

gdy: X – ułamek molowy składnika bardziej 

czoło eluentu

gdy: X – ułamek molowy składnika bardziej gdy: X – ułamek molowy składnika bardziej 
polarnego eluentu dwuskładnikowego 1polarnego eluentu dwuskładnikowego 1

teoria Soczewińskiego - Snyderateoria Soczewińskiego - Snyderateoria Soczewińskiego - Snydera
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NC-NP-HPLC/BF/RID/UV-VIS-DADNC-NP-HPLC/BF/RID/UV-VIS-DAD
Wielokolumnowe (NC) rozdzielanie Wielokolumnowe (NC) rozdzielanie 
grupowe frakcji  ropy naftowej z grupowe frakcji  ropy naftowej z 
destylacji próżniowej w normalnych destylacji próżniowej w normalnych 
układach faz (NP-HPLC) w bezwodnych układach faz (NP-HPLC) w bezwodnych układach faz (NP-HPLC) w bezwodnych 
warunkach adsorpcyjnych, z warunkach adsorpcyjnych, z 
niepolarnym eluentem (nC6), z detekcją niepolarnym eluentem (nC6), z detekcją 
refraktometryczną  (RID) oraz refraktometryczną  (RID) oraz 
fotometryczną (UV-VIS-DAD), z fotometryczną (UV-VIS-DAD), z 
przełączaniem kolumn i z przepływem przełączaniem kolumn i z przepływem przełączaniem kolumn i z przepływem 
zwrotnym eluentu w kolumnach (E-BF) zwrotnym eluentu w kolumnach (E-BF) 



Teoria adsorpcji i retencji w normalnych układach faz – NP./LC Teoria adsorpcji i retencji w normalnych układach faz – NP./LC 
Snydera – Soczewińskiego, wyróżnia - 8 grup składników eluentu Snydera – Soczewińskiego, wyróżnia - 8 grup składników eluentu 
(„rozpuszczalników”) o różnych oddziaływaniach sorpcyjnych („rozpuszczalników”) o różnych oddziaływaniach sorpcyjnych 
względem powierzchni sorpcyjnej tlenku gliny / żelu względem powierzchni sorpcyjnej tlenku gliny / żelu 
krzemionkowego, potem uzupełniona dla sorbentów chemicznie zw.



Inne , późniejsze teorie adsorpcji, Teoria Soczewińskiego – Snydera zakładaInne , późniejsze teorie adsorpcji, 
albo podziału, takie, jak 

Teoria Soczewińskiego – Snydera zakłada
istnienie „chemicznej równowagi albo podziału, takie, jak 

termodynamiczna teoria Ościka -
istnienie „chemicznej równowagi 
adsorpcyjnej” na powierzchni sorpcyjnejtermodynamiczna teoria Ościka -

….., teoria Hildebrandta,  są 
adsorpcyjnej” na powierzchni sorpcyjnej
adsorbentu; Teoria Ościka …. – istnienie….., teoria Hildebrandta,  są 

bardziej uzasadnione 
adsorbentu; Teoria Ościka …. – istnienie
tam równowagi termodynamicznej, teoria

….., teoria Hildebrandta,  są 
bardziej uzasadnione 

adsorbentu; Teoria Ościka …. – istnienie
tam równowagi termodynamicznej, teoriabardziej uzasadnione 

teoretycznie, jednak,  teoria 
tam równowagi termodynamicznej, teoria

Hildebrandta, istnienie  równowagowegoteoretycznie, jednak,  teoria 
Soczewińskiego - Snydera jest 

Hildebrandta, istnienie  równowagowego
podziału.Soczewińskiego - Snydera jest 

wygodna w praktyce.
podziału.

wygodna w praktyce.



NP-HPLC (CN) –NP-HPLC (CN) –
selektywność  inna selektywność  inna 
niż SiO2, DIOL, … ,niż SiO2, DIOL, … ,niż SiO2, DIOL, … ,
elucja gradientowaelucja gradientowa

HILIC – NH2 / AcCN HILIC – NH2 / AcCN HILIC – NH2 / AcCN 
–H2O 75-25;–H2O 75-25;
SelektywnośćSelektywność
dla cukrów.dla cukrów.



OPTYMALIZACJA OPTYMALIZACJA 
SJKŁADU EKUENTU –SJKŁADU EKUENTU –
PROGRAMU ELUCJIPROGRAMU ELUCJI



Przewidywanie optymalnego Przewidywanie optymalnego 
eluentu / programu eleucjieluentu / programu eleucji

Istnieje kilka komputerowych Istnieje kilka komputerowych 
narzędzi programowychnarzędzi programowychnarzędzi programowych
doboru optymalnych doboru optymalnych 
składników składników 
eluentu oraz optymalnego eluentu oraz optymalnego 
przebiegu programuprzebiegu programu
elucji w RP/NP/HILIC-HPLC . elucji w RP/NP/HILIC-HPLC . elucji w RP/NP/HILIC-HPLC . 
Ilustracja obok pokazuje Ilustracja obok pokazuje 
zasadę  algorytmu zasadę  algorytmu 
postępowania postępowania 
zastosowaną w tego rodzaju zastosowaną w tego rodzaju 
„narzędziach programowych”.„narzędziach programowych”.„narzędziach programowych”.
Wykonuje się eksperymenty Wykonuje się eksperymenty 
w standardowych warunkach w standardowych warunkach 
i obliczane zostają wartości i obliczane zostają wartości 
iloczynów R(Rs). Punkt iloczynów R(Rs). Punkt 
„maksimum globalnego” „maksimum globalnego” „maksimum globalnego” 
oznacza optimum (na rysunku oznacza optimum (na rysunku 
obok – dla warunków RP-obok – dla warunków RP-
HPLC, elucji izokratycznej z HPLC, elucji izokratycznej z 
trójskładnikowym eluentem.  trójskładnikowym eluentem.  



Zasady ogólne eksperymentalnego poszukiwania globalnego optimum Zasady ogólne eksperymentalnego poszukiwania globalnego optimum 
w warunkach zakresu zmienności parametrów doświadczalnychw warunkach zakresu zmienności parametrów doświadczalnych



Zasady ogólne W warunkach nieznanych Zasady ogólne 
eksperymentalnego / 

W warunkach nieznanych 
struktur molekularnych eksperymentalnego / 

„teoretycznego” poszukiwania 
struktur molekularnych 
wykonanie 7-miu „teoretycznego” poszukiwania 

globalnego optimum przez 
wykonanie 7-miu 
rozdzielań i przekazanie globalnego optimum przez 

narzędzia programowe w 
rozdzielań i przekazanie 
danych do komputera na 

globalnego optimum przez 
narzędzia programowe w 

rozdzielań i przekazanie 
danych do komputera na narzędzia programowe w 

warunkach zakresu zmienności 
danych do komputera na 
zasadzie : nr piku - czas warunkach zakresu zmienności 

4-ech parametrów 
zasadzie : nr piku - czas 
retencji, prowadzi do 4-ech parametrów 

doświadczalnych – zawartość 
retencji, prowadzi do 
optymalnej postaci doświadczalnych – zawartość 

MeOH, AcCN, THF, H2O 
optymalnej postaci 
programu elucji.MeOH, AcCN, THF, H2O 

(„buforu”) w eluencie.
programu elucji.MeOH, AcCN, THF, H2O 

(„buforu”) w eluencie.
programu elucji.

(„buforu”) w eluencie.





HILIC / RPHILIC / RP
cukry / peptydycukry / peptydycukry / peptydy





NP-WNP-WNP-W
Dynamicznie Dynamicznie 
generowana generowana 
polarna ciekła faza polarna ciekła faza 
stacjonarna dzięki stacjonarna dzięki 
kondensacji kondensacji 
kapilarnej kapilarnej 
polarnego /nychpolarnego /nych
składnika / ów  składnika / ów  
eluentu w mikro-eluentu w mikro-
porach sorbentuporach sorbentuporach sorbentu



NP-WNP-W NP-WNP-W NP-WNP-W
Dynamicznie generowana polarna 

NP-W
Szczególne Dynamicznie generowana polarna 

ciekła faza stacjonarna dzięki 

Szczególne 
znaczenie w PLC, ciekła faza stacjonarna dzięki 

kondensacji kapilarnej polarnego 

znaczenie w PLC, 
dzięki wysokiej kondensacji kapilarnej polarnego 

/nych składnika / ów  eluentu w 
dzięki wysokiej 

/nych składnika / ów  eluentu w 
dzięki wysokiej 
wartości /nych składnika / ów  eluentu w 

mikro-porach sorbentu
wartości 
„pojemności 

mikro-porach sorbentu
„pojemności 
sorpcyjnej” sorpcyjnej” sorpcyjnej” 
wypełnienia / wypełnienia / 
kolumnykolumny











Schemat ideowy cz. I-szaSchemat ideowy cz. I-sza

Otrzymywanie bioetanolu z metanizacją – techniki rozdzielania Otrzymywanie bioetanolu z metanizacją – techniki rozdzielania 
są istotnym elementem procesu – rektyfikacja, odparowywanie, są istotnym elementem procesu – rektyfikacja, odparowywanie, 



techniki rozdzielania są istotnym elementem procesu  – ultrafiltracja,  wirowanie, filtracja techniki rozdzielania są istotnym elementem procesu  – ultrafiltracja,  wirowanie, filtracja 
suszenie, …suszenie, …suszenie, …


