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Wplyw stezenia modyfikatora na retencje w chromatografii
oddziatywan hydrofilowych — badania wstepne

Wstep

Modele retencji stanowig wazna grupe modeli matematycznych sto-
sowanych do doboru i optymalizacji warunkéw chromatograficznego
rozdzielania sktadnikow mieszanin zwigzkoéw chemicznych. Wiaza one
warto$ci wspotczynnika retencji danej substancji k = (V, — Vy)/Vy (V, —
objetos¢ retencji substancji chromatografowanej, V;, — objetos¢ retencji
substancji niezatrzymywanej) z utamkiem molowym lub objetoscio-
wym, @, modyfikatora, tj. sktadnika fazy ruchomej modyfikujacego
sife elucji dwusktadnikowego eluentu. Posta¢ matematyczna rownania
modelu retencji moze bezposrednio wynika¢ z przyjetego mechanizmu
retencji, albo stanowi¢ zalezno$¢ czysto empiryczng (nie uwzgledniajg-
cg zadnego mechanizmu retencji) [Nikitas i Pappa-Louisi, 2009]. Mo-
dele te wykorzystuje si¢ w praktyce do wspomaganego komputerowo
doboru i optymalizacji fazy ruchomej. Stad zastosowanie odpowiednio
doktadnego modelu retencji jest kluczowe w procedurach optymaliza-
cji, poniewaz jakos$¢ tych procedur opiera si¢ na wiarygodnosci i do-
ktadnosci przewidywania warto$ci czasu retencji chromatografowa-
nych substancji. Zdefiniowanie mozliwie najdoktadniejszego modelu
retencji jest szczegdlnie istotne w przypadku nowych technik chro-
matograficznych, jak np. chromatografia oddziatywan hydrofilowych
(HILIC). Technika ta zostata zdefiniowana w 1990 roku przez Alper-
ta [1990], jako alternatywny dla chromatografii w odwréconym ukta-
dzie faz (RP) sposob rozdzielania polarnych (zwykle rozpuszczalnych
w wodzie lub innych polarnych rozpuszczalnikach) zwigzkow orga-
nicznych. Stosowana jest w rozdzielaniu np. weglowodandw, amino-
kwasow, biatek, witamin, lekow, itp. [Jandera, 2011]. W HILIC stosuje
si¢ polarne fazy stacjonarne [Guo i Gaiki, 2011] oraz fazy ruchome zto-
zone z rozpuszczalnika organicznego (np. metanol, acetonitryl) i wody
(lub buforu) bedacej modyfikatorem eluentu [Jandera, 2011].

W niniejszej pracy zaproponowano nowa posta¢ rOwnania opisujace-
go zaleznos¢ k = f(Py,o) w HILIC, ktorej poprawnos¢ wstepnie zweryfi-
kowano na podstawie do§wiadczalnie wyznaczonych zalezno$ci wspol-
czynnika retencji w funkcji stezenia modyfikatora dla kilku substancji
testowych o réznych wtasciwosciach fizykochemicznych w kolumnie
diolowej Acclaim™ Mixed-Mode HILIC-1 o wymiarach 4,6 mm x 150
mm i $rednicy ziarna 5 um. Zaleznos$ci k = f(®Py,o) W uktadach z wod-
no-metanolowymi fazami ruchomymi wyznaczono dla chryzyny (Ch),
kwercetyny (Q), kofeiny (C), fenolu (Ph) i 4-tertbutylofenolu (tPh). Mo-
dyfikatorem eluentu byla tu woda, ktorej zawarto$¢ w eluencie (D)
zmieniano w zakresie od 0 do 60% V/V. Zaleznosci k = A Pyr0pur)
wyznaczono dla kwasu benzoesowego (KB) oraz kofeiny (C) w fa-
zach ruchomych zawierajacych 0,1 M wodny roztwor octanu amonu
o0 pH = 5,2 (roztwér buforowy) jako modyfikator oraz acetonitryl jako
organiczny sktadnik eluentu. Ilo§¢ modyfikatora (@y,opur) W eluencie
zmieniano tu w zakresie od 3 do 98% V/V. Badania przeprowadzono
w wysokosprawnym chromatografie cieczowym Primaide firmy Merck
-Hitachi z detektorem UV w warunkach izokratycznych przy natgzeniu
przeptywu eluentu 1,67-10% m*/s w temperaturze 20°C. Obj¢tos¢ prob-
ki wynosita 2,00-10® m’. Pomiary prowadzono przy dlugosci fali 250
nm. Roztwory poszczegodlnych substancji testowych sporzadzano w ba-
danych eluentach. Stgzenia roztworéw substancji testowych wynosity
20 pg/em’. Zmierzone wartodci czasu retencji korygowano przez od-
jecie czasu martwego przewodow (¢; = 4,80 s) wyznaczonego dla
stosowanej aparatury. Objeto$¢ retencji substancji nie zatrzymywane;j
Vo=1,82:10" m’ wyznaczono metoda piknometryczna.

Poprawnos¢ zaproponowanego rownania w opisie wpltywu stgzenia
modyfikatora na retencj¢ poréwnano takze z dwoma modelami retencji
znanymi z literatury. W tym celu wykorzystano wymienione w dalszej
czesci pracy trzy kryteria statystyczne.

Modele retencji w HILIC

Mechanizm retencji w chromatografii oddzialywan hydrofilowych
jest obecnie praktycznie nieznany. Jeden z pierwszych proponowanych
mechanizméw retencji w HILIC zaktada, ze wodna cz¢$¢ fazy rucho-
mej adsorbuje si¢ na powierzchni polarnej fazy stacjonarnej (polarnych
ligandéw) w postaci cienkiej warstwy, na ktorej nastepuje podziat chro-
matografowanej substancji pomi¢dzy t¢ warstwe i organiczng czg¢s¢
fazy ruchomej [Yoshida, 2004]. Wielu autoréw wskazuje takze, ze istot-
ny wplyw na mechanizm retencji, szczegolnie dla eluentdow o niskiej
zawarto$ci wody, moga mie¢ rowniez oddziatywania typu adsorpcyjne-
go, wigzan wodorowych, czy oddziatywania hydrofobowe i elektrosta-
tyczne [Jandera, 2011]. Ponadto w zalezno$ci od zawartosci w eluencie
rozpuszczalnika organicznego, wplyw na globalny mechanizm reten-
cji w HILIC ma kombinacja mechanizméw charakterystycznych dla
chromatografii w odwréconym (eluenty bogate w wode) i normalnym
uktadzie faz (eluenty bogate w rozpuszczalnik organiczny) [Jandera,
2011]. Wzgledny udziat poszczegdlnych mechanizméw i oddziatywan
zalezy takze od rodzaju i whasciwosci fazy stacjonarnej i ruchomej oraz
efektow zwiazanych ze struktura i wlasciwosciami chromatografowa-
nej substancji. Reasumujac mozna stwierdzi¢, ze mechanizm retencji
w HILIC jest bardzo skomplikowany [Guo i Gaiki, 2011] i tym samym
trudny do opisania w postaci prostego modelu retencji. Przektada si¢
to z kolei na niewielka liczb¢ modeli retencji dostgpnych w literaturze.
Poszukiwania dostatecznie doktadnych modeli retencji s3 wigc w przy-
padku HILIC w petni uzasadnione.

W literaturze cytowane sa zasadniczo tylko dwa, przedstawione poni-
zej, wystarczajaco doktadne modele retencji:

* model zaproponowany przez Lianga i in. [Jin i in., 2008] oraz Jan-

dere [2011]:

Ink = py + poln@ypg + p3Pirno (1

gdzie: k — wspolczynnik retencji, @y, — utamek objetosciowy wody
w eluencie, p; — p; — parametry modelu. Parametr p, jest zwigzany
z objetoscig molekularng substancji rozpuszczonej, p, 1 p; odnosza
si¢ odpowiednio do bezposrednich oddziatywan substancja chroma-
tografowana — faza stacjonarna oraz do energii oddzialywan pomie-
dzy rozpuszczalnikiem i substancja rozpuszczona.

* model zaproponowany przez Jandere i Hajeka [2009]:

Ink = py + pyrzg — p3In(1 + psPrra) )

gdzie: p, — p, — parametry modelu. Parametr p, zalezy od substancji

chromatografowanej i uktadu chromatograficznego, parametry p, i p;

odnoszg si¢ do efektow podziatlowych i1 adsorpcyjnych zwigzanych

z wplywem stezenia wody na retencje, parametr p, jest wspotczynni-

kiem poprawkowym retencji dla fazy ruchomej zawierajacej bardzo

matle ilo$ci wody.

Modele (1) i (2) powstaty w wyniku zsumowania modeli opisujacych
retencje w funkcji stezenia modyfikatora odpowiednio dla chromatogra-
fii cieczowej w normalnym i odwroconym uktadzie faz, przy zatozeniu
addytywnosci mechanizmoéw adsorpeyjnego i podziatowego w HILIC.
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Do opisu wptywu stezenia modyfikatora na retencj¢ wybranych sub-
stancji testowych, zaproponowano w niniejszej pracy sze§cioparame-
trowe, potempiryczne rownanie bedace modyfikacja przedstawionych
powyzej modeli (1) i (2):

k= L+p @i
2
P2t D5 Priog + Py Piano

Roéwnanie to sformutowano analogicznie jak modele (1) i (2), tj. przy
zatozeniu addytywnosci mechanizméw adsorpcyjnego i podziatowego
w HILIC. Dodatkowo przyjeto, ze istotny wptyw na mechanizm retencji
moze takze odgrywac heterogenicznos$¢ energetyczna fazy stacjonarnej,
co uwzgledniono w pierwszym czlonie opisujacym retencj¢ oparta na
konkurencyjnej adsorpcji chromatografowanej substancji na heteroge-
nicznej energetycznie powierzchni adsorbentu (model Zapaty [2004]).
Drugi czton rownania opisuje retencj¢ biegnaca wedlug mechanizmu
podziatowego (model Snydera i in. [1979]). Parametry p, — p, nie maja
Scisle okreslonego sensu fizycznego (dotycza zasadniczo oddziatywan
poszczegblnych sktadnikéw fazy ciektej z powierzchnig adsorbentu)
i s wielko$ciami empirycznymi zaleznymi od rozpatrywanego uktadu
chromatograficznego; parametr ps opisuje retencj¢ chromatografowane;j
substancji w eluencie ztozonym z czystej wody, ps — wspotczynnik za-
lezny od rodzaju chromatografowanej substancji i modyfikatora eluentu
charakteryzujacy site elucji rozpuszczalnika.

Warto$ci parametrow, p;, poszczegolnych modeli (1)—(3) wyznaczano
metoda regresji nieliniowej przez minimalizacj¢ sum kwadratow rdznic
migdzy danymi dos§wiadczalnymi (k = f{@yn0) albo k = f{Pyropur) 1 teo-
retycznymi. Zastosowano tu metode Marquardta-Levenberga w wersji
zmodyfikowanej przez Fletchera [1971]. Do oceny jakosci dopaso-
wania wynikéw obliczen uzyskanych wedtug poszczegdlnych modeli
do odpowiednich danych do$wiadczalnych zastosowano trzy kryteria
statystyczne: sum¢ kwadratow réznic migdzy danymi do§wiadczalnymi
i teoretycznymi (SUM), odchylenie standardowe (SD) oraz test Fische-
ra (F).

+exp(ps ~ ps ¢H20) (3)

Wyniki badan i dyskusja

Przyktady wynikéw badan do$wiadczalnych pokazano na rys. 1-3.
Punkty oznaczaja doswiadczalnie wyznaczone zaleznosci k = f{(@y0)
lub k = f(Dy,0pup) dla testowanych substancji. Dla wigkszosci sub-
stancji badanych w eluentach wodno-metanolowych wzrost zawartosci
wody wplywa jedynie na wzrost wartosci ich czasu retencji (Rys. 1).
Dla matych zawartosci wody w eluencie wspotczynniki retencji sa
dos¢ niskie i obserwuje si¢ maty wzrost ich warto$ci wraz ze wzrostem
stezenia wody. Jest to spowodowane zastosowaniem metanolu jako
organicznego sktadnika fazy ruchomej. Warto zauwazy¢, ze obecnosé
metanolu, szczegolnie w zakresie niskich zawartosci wody wydaje si¢
by¢ korzystna dla substancji, ktore sg silnie zatrzymane w kolumnie
[Sentkowska i in., 2013]. Metanol z silng zdolnoscig do tworzenia wia-

16
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sl
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6
4
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Rys. 1. Porownanie wynikoéw obliczen modeli (1) — (3) z danymi doswiadczalny-
mi dla kwercetyny w uktadach z wodno-metanolowymi fazami ruchomymi

zan wodorowych moze tu przeszkadza¢ w tworzeniu si¢ warstwy wody
na powierzchni polarnej fazy stacjonarnej, zastgpujac czasteczki wody
i tworzac w ten sposob bardziej hydrofobowa faze stacjonarng [Zhigang
iin., 2008]. W konsekwencji oddziatywania chromatografowanych sub-
stancji posiadajacych silny potencjat do tworzenia wigzan wodorowych
z tak wytworzona faza stacjonarng beda stabsze i beda one szybciej wy-
mywane z kolumny. Moze to wskazywac¢ na istotny wptyw oddziatywan
hydrofobowych i wigzan wodorowych na mechanizm retencji w HILIC,
szczegodlnie w uktadach z wodno-metanolowa fazg ruchoma.

Odmienny, U-ksztaltny przebieg zaleznosci k = f(®y,o) uzyska-
no natomiast dla kofeiny (Rys. 2). U-ksztaltne przebiegi zaleznosci
k = f(®Pyr0pur) otrzymano takze dla kwasu benzoesowego (Rys. 3) i ko-
feiny w fazach ruchomych zawierajacych acetonitryl jako organiczny
sktadnik eluentu. Takie przebiegi sa czgsto spotykane w HILIC dla
zwiazkéw chemicznych silnie oraz umiarkowanie polarnych. Minima
wskazuja zwykle na zmiang mechanizmu retencji z charakterystyczne-
go dla normalnego uktadu faz na charakterystyczny dla odwréconego
uktadu faz [Jandera, 2011].
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Rys. 2. Poroéwnanie wynikéw obliczen modeli (1) — (3) z danymi do§wiadczalnymi dla
kofeiny w uktadach z wodno-metanolowymi fazami ruchomymi
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Rys. 3. Poréwnanie wynikéw obliczen modeli (1) — (3) z danymi doswiadczalny-
mi dla kwasu benzoesowego w uktadach z wodno(bufor)-acetonitrylowymi fazami
ruchomymi

Na rys. 1-3 liniami przedstawiono przyktady wynikow modelowania
zaleznosci k = f{@y0) 1ub k = f(Dyp0pup) Otrzymane za pomoca modeli
(1)—(3). Wyznaczone wartosci parametrow poszczegdlnych modeli dla
substancji testowych zestawiono w tab. 1, a w tab. 2-3 odpowiadajace
wynikom dopasowania warto$ci SUM, SD i F. W wigkszosci przypad-
kow (Rys. 1-3 i Tab. 2-3), najlepsze dopasowanie do danych doswiad-
czalnych (najmniejsze wartosci SUM i SD oraz najwigksze wartosci
F) uzyskano za pomoca réwn. (3). Modele (1) i (2) wyraznie gorzej
opisuja odpowiednie dane doswiadczalne (wigksze wartosci SUM i SD
oraz mniejsze wartosci ' — Rys. 1-3 1 Tab. 2-3). Jednoczesnie model
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(1), szczegolnie w opisie U-ksztattnych przebiegow zaleznosci wspot-
czynnika retencji od stezenia modyfikatora (patrz dane do§wiadczalne
oznaczone w tab. 3 numerami 3, 6 i 7), jest w tym poréwnaniu najmniej
odpowiedni. Wyniki powyzszych analiz wskazuja wigc na lepsza ade-
kwatno$¢ rown. (3) w stosunku do dwodch pozostatych modeli. Ponie-
waz poroéwnywane modele znacznie r6znig si¢ ilosciag estymowanych
parametrow, ostateczna weryfikacje adekwatnosci rown. (3) przeprowa-
dzono na podstawie oceny wartosci stosunkow testu Fishera. Dla przy-
jetego poziomu ryzyka popetnienia btedu a, model weryfikowany M,
bedzie ewidentnie lepszy (bardziej odpowiedni) niz model odniesienia
M,,,, jesli spetniona bedzie zalezno$¢:

=Y RV @

Mi+q

gdzie: Fy, i F,,  — wartoSci testu Fishera odpowiednio dla modeli M
i M|, N-I—liczba stopni swobody tj. réznica pomiedzy liczba punktow
do$wiadczalnych, a liczba parametrow estymowanych w danym mo-
delu, /;1/;,; — liczba wyznaczanych parametrow w modelach M; i M,,,,
N - liczba punktow doswiadczalnych, F_, _, ., , —wartosci dostgpne
w tablicach statystycznych dla przyjetego poziomu ryzyka o. W niniej-
szej pracy przyjeto a = 5%. Zestawione w tab. 3 warto$ci zaleznosci (4)
wskazuja, ze rown. (3) jest bardziej odpowiednie od modelu (1) w opi-
sie danych do$wiadczalne oznaczonych w tab. 3 numerami 1-4 oraz 6,
7 (spetniona jest zaleznos¢ (4)). Z kolei w poréwnaniu z modelem (2),
rown. (3) jest zdecydowanie lepsze (spetniona jest zalezno$¢ (4)) w opi-
sie danych oznaczonych w tab. 3 numerami 1-3 oraz 6, 7.

Tab. 1. Wyznaczone warto$ci parametrow modeli (1) — (3)

Szczegodlnie doktadne wyniki modelowania uzyskano dla U-ksztattnych
przebiegow zalezno$ci k = f(@Dy,o) oraz k = f(@yropur). Poprawnosé
réwn. (3) w opisie analizowanych zaleznosci moze takze wskazywac na
istotny wptyw na mechanizm retencji heterogenicznosci energetyczne;j
fazy stacjonarnej. Zjawisko to zostato w tym rownaniu uwzglednione.

Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze adekwatnos¢ rown. (3) zostata
zweryfikowana w oparciu o do$¢ mata ilos¢ uktadow doswiadczalnych.
Oprocz zastosowanej w niniejszej pracy diolowej fazy stacjonarnej,
w HILIC stosowane sg takze inne sorbenty: obojetne (modyfikowane
grupami amidowymi, nitrylowymi i diolowymi), z fadunkiem (np. za-
wierajgce grupy aminowe, poliaminowe, imidiazolowe oraz triazolowe)
oraz dwubiegunowe (np. zawierajace oddzielone krotkimi grupami alki-
lowymi silnie kwasne grupy kwasu sulfonowego i silnie zasadowe grupy
czwartorzgdowych grup amonowych). Bardzo szeroki jest takze zakres
zwigzkow chemicznych analizowanych technikg HILIC. Oprécz meta-
nolu i acetonitrylu, jako organiczne sktadniki eluentu stosowane sg takze
inne rozpuszczalniki, takie jak etanol, propan-2-ol czy tetrahydrofuran.
Mimo iz przedstawione wyniki sg bardzo zachgcajace, nalezy je uznac
za wstepne. Konieczna jest dalsza weryfikacja rown. (3) na podstawie
danych dla innych uktadéw chromatograficznych z r6znymi substancja-
mi chromatografowanymi, fazami stacjonarnymi oraz ruchomymi.

Whioski

W niniejszej pracy przeanalizowano wpltyw stezenia modyfikato-
ra eluentu na retencj¢ wybranych substancji testowych w kolumnie
Acclaim™ Mixed-Mode HILIC-1. Zaproponowano i wstgpnie prze-

— testowano nowa posta¢ rownania opisujacego zaleznos¢ k = f(®y,0)
-°§ » » P P s P w HILIC. Wyniki przedstawionych badan wskazuja, ze w wigkszosci
= analizowanych przypadkoéw, zaproponowane rown. (3) doktadniej od
chryzyna (fazy ruchome: metanol-woda) modeli literaturowych opisuje do$wiadczalne zaleznosci wspotczyn-
1 | 6,06£0,86 | 5,021+0,5 | 0,15+0,02 - - j nikow retencji uzytych substancji testowych od st¢zenia modyfikatora
614415 | 22.08422 | 4733551 | 1.04220.8 B B eluentu. Po dalszej weryfikacji, moze ono znaleZ¢ zastosowanie prak-
2874.0:2.0 | 1892.0£5.3 | -6073.048.1 | 50010043 | -1.43:0.1 | 5.11420,5 | Lyczne w progedurach zwiqzanych z‘doborem i optymalizacja sktadu
Kwercetyna (fazy ruchome: metanol-woda) fazy ruchomej w chromatografii oddziatywan hydrofilowych.
1 |-3,401+0,8 | -0,140,01 | 10,01%1,0 - - - Tab. 2. Warto$ci SUM i SD uzyskane z pordéwnania wynikéw modelowania
2 [-1,947+0,5 | 10,92+1,7 | 0,588+0,1 | 43,9+2,9 - - z danymi doswiadezalnymi
0,72540,1 | 5428402 | -17,52+1,1 | 1,44%0,15 | -5,84+0,2 | -5,96+0,2 Model SUM SD
- Dane | Subsh
kofeina (fazy ruchome: metanol-woda
(fazy woda) testowa 1 2 3 1 2 3
1 |-3,53840,1 | -0,747+0,1 | 5,191+0,2 - - - -
Fazy ruchome ztozone z metanolu i wody
2 [-0,97240,1 | 14,0103 | 11,58+0,6 | 1,503+0,1 - -
1 Ch 5518 | 4,764 | 0,604 | 0,743 | 0,728 | 0294
+ -+ + + - + 5,76+
3 | 7,749+0,5 | 2,818+0,2 | 3,803+0,2 | 3536+0,8 | -3,632+0,9 | -5,76+0,3 5 o 0963 | 0047 | 020 | oat0 | 032 | oz
fenol (fazy ruchome: metanol-woda) 3 C 0152 | 7.6e-4 | 12e4 | 0130 | 9.8e-3 | 453
! |-2,98420,1 | -0,03720,0 | 4,784x0,2 - - - 4 Ph 24e3 | 60c4 | 45c4 | 0016 | 87¢3 | 8.0e3
2 | 29401 | 4897802 | 0263+0,1 | 1,140,15 - - 5 tPh 0011 | 7.8¢3 | 7.3e3 | 0034 | 0031 | 0035
-12,89+0,6 | -94,38+1,0 0 60620+1,8 | -2,91+£0,3 | -4,69+0,4 Fazy ruchome zlozone z acetonitrylu i buforu
4-tertbutylofenol (fazy ruchome: metanol-woda) 6 KB 1452 0,138 0,037 0,381 0,124 0,061
1] -3,3940,2 | -0.259+0,1 | 8,654+0,3 - - - 7 c 0772 | 0210 | 0009 | 0278 | 0.153 | 0036
2 | 22,6640 | 10,6404 | 3,485+0,1 | 1,102 - -
13.09415 | 23.0251.0 | -65.7440.9 | 4935:0.7 | -17.31209 | -26.95:0.6 Tab. 3. Wartosci testu Fischera dla modeli (1) — (3) oraz poréwnanie wartosci
d : : ¢ : ¢ : : g : : e stosunkow testu Fischera modelu (3) z modelami (1) i (2) wedhug zaleznosci (4)
kwas benzoesowy (fazy ruchome: acetonitryl-bufor)
1| -4,209£0,3 | -1,66+0,2 | 4,455+0,2 - - - b Subst. Test Fischera F Fy/F, vs. Fy/F, vs.
anc
2 | 2,82140,2 | 14,06£0,5 | 8,007+0,1 | 6,68+0,3 - - testowa F, F, F, Fy_py v-.a Fy iy v-ba
3 {0,004£0,01 | 25,53+0,9 | -49.49+12 | 24,64=1,1 | 2,573+0,1 | 26,45+0,2 Fazy ruchome zlozone 7 metanolu i wody
kofeina (fazy ruchome: acetonitryl-bufor) 1 Ch 224,5 | 234,0 | 1437,0 | 6,40>3,14 6,14>329
-1522%0,1 | -3,978+0,1 | 18,86+0,3 - - - 2 Q 1898 | 173,7 | 1217 | 641>3,14 | 7,01>329
2 | 0,06+0,01 | 66,0604 | 1214+1,5 | 0,6710,2 - - 3 C 2414 | 4282 | 2012 | 8335337 | 4.70>3.58
0.04=0,03 | 2523+0,4 | -49.49+0,7 | 24,64+0,4 | -2,57+0,6 | 26,45+0,8 n Ph 242 | 8554 | 1015 | 419-337 | 1.19<3.58
. . . Lo , 5 tPh 3308 | 4048 3233 0,98 < 3,37 0,80 < 3,58
Reasumujac mozna stwierdzi¢, ze zaproponowane réwn. (3) po- 5 - -
R Lo .. K Fazy ruchome ztozone z acetonitrylu i buforu
prawnie opisuje wpltyw st¢zenia modyfikatora na retencj¢ w HILIC. B <5 351 12096 | 8569 | 386314 109=329
W wigkszosci przypadkow jest ono takze bardziej adekwatne od modeli d i ’ - > >
(1) 1 (2). Swiadcza o tym przedstawione wyniki analiz statystycznych. ¢ 8845 | 2787 | 5107 | 6047>3,14 | 1832>3,29
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