Analiza instrumentalna

Wplyw ilosci modyfikatora na wspotczynnik retencji

w technice wysokosprawnej chromatografii cieczowej

WPROWADZENIE

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) jest uniwersalng technika
analityczng, stosowang gtéwnie do separacji wielosktadnikowych prébek, zwtaszcza
zawierajacych nielotne, takze wielkoczgsteczkowe zwigzki chemiczne, takie jak biatka
czy kwasy nukleinowe. W chromatografii cieczowej faza stacjonarng, nieruchomg jest
zwykle porowate wypeinienie a faza ruchoma (eluentem) ciecz. HPLC rézni sie od
klasycznej chromatografii cieczowej wysokim ci$nieniem fazy ruchomej koniecznym do
uzyskania przeptywu tej fazy przez kolumne chromatograficzna.

Polarno$¢ eluentu petni zasadnicza role w separacji w technice HPLC. W
przypadku chromatografii w odwréconym uktadzie faz polarnym sktadnikiem fazy
ruchomej jest woda, za$ metanol, izopropanol oraz acetonitryl petnia role
modyfikatoréw fazy ruchomej. Zadaniem ich jest zmniejszenie polarnosci fazy
ruchomej. Organiczne sktadniki fazy ruchomej majace bardziej hydrofobowy charakter,
tatwiej wymywaja sktadniki mieszaniny chromatografowanej zatrzymywane na fazie

stacjonarnej. Skracaja tym samym czas retencji poszczegdélnego sktadnika mieszaniny.

Celem ¢wiczenia jest okreslenie wplywu polarnosci fazy ruchomej na retencje
polarnych i niepolarnych zwigzkéw separowanych technika wysokosprawnej

chromatografii cieczowe;.

SPRZET I ODCZYNNIKI

1. Chromatograf cieczowy HP 1050, sktadajgcy sie z nastepujacych modutow:
a. Kontroler uktadu chromatograficznego - umozliwia ustawienie zgdanego sktadu
fazy ruchomej i predkosci przeptywu, a takze zaprogramowanie tabel odpowiedzialnych

za przebieg analizy (np. gradientu).



b. Pompa chromatograficzna - odpowiada za automatyczne mieszanie sktadnikow fazy
ruchomej w okreslonych proporcjach i bezpulsacyjne ttoczenie mieszaniny elucyjnej do
dalszych modutéw uktadu HPLC. Odpowiedzialna jest za monitorowanie ciSnienia w
uktadzie. Maksymalne ci$nienie pracy pompy wynosi 300 bar.

c. Detektor UV-Vis - pozwala na prace przy wybranej dtugosci fali w zakresie 190-600
nm. Wyposazony jest w lampe deuterowg i celke pomiarowg o objetosci 14 pl i dtugosci
drogi optycznej r6wnej 8 mm.

d. Komputer z zainstalowang kartg komunikacyjng i oprogramowaniem Clarity - stuzy
do zbierania i przetwarzania danych.

2.  Warunki chromatograficzne:

a. kolumna chromatograficzna z wypetnieniem C8,

b. petla nastrzykowa o objetosci 20 uL,

c. faza ruchoma: sktadnik A: acetonitryl (cz. do HPLC), sktadnik D: woda wysokiej
czystosci,

d. przeptyw fazy ruchomej 1 ml/min,

®

detekcja z zakresu Swiatta UV.

Pipety automatyczne 200 pL, 1000 pL.

Wialki chromatograficzne o pojemnosci 2 mL.
Mikrostrzykawka szklana o objetosci do 50 pL.
Toluen (metylobenzen) - roztwér wodny 0,5 mg/mL.
Fenol (hydroksybenzen) - roztwdr wodny 0,5 mg/mL.
Acetonitryl, cz. do HPLC.
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Azotan(V) sodu - roztwoér wodny 0,5 mg/mL.

SPOSOB WYKONANIA

1. Wyznaczanie analitycznej dtugosci fali do detekcji toluenu i fenolu oraz azotanu(V)
sodu.

Wykorzystujac spektrofotometr JASCO wykona¢ analize spektrofotometryczng
roztworéw azotanu(V) sodu, toluenu i fenolu, pomiar wykona¢ w kuwetach 0,2 mL.
Odczyta¢ dtugosci fali odpowiadajgce maksimom absorpcji dla poszczeg6lnych roztworéw.
Stwierdzi¢, czy wsrdéd odczytanych wartoSci sg diugosci fali wspoélne dla wszystkich
zwigzkdéw, czy tez roznia sie znacznie. W drugim przypadku istnieje konieczno$¢ zmiany

dtugosci fali detektora UV-Vis w trakcie prowadzenia analiz poszczeg6lnych zwigzkow.



2. Przygotowanie roztworow wzorcowych azotanu(V) sodu, toluenu i fenolu.

W wialkach chromatograficznych o pojemnosci 2 mL wykona¢ rozcienczenia
roztwordw wyjsciowych azotanu(V) sodu, toluenu i fenolu tak, aby otrzymac¢ po 1 mL
roztwordw w acetonitrylu o stezeniu 100 pg/mL. W tym celu automatyczng pipeta
pobrac¢ po 1 mL acetonitrylu i wprowadzi¢ do wialek o pojemnosci 2 mL oznaczonych
jako 1 dla azotanu(V) sodu, 2 - dla toluenu, 3 dla fenolu. Nastepnie pipeta automatyczna
usung¢ z kazdej wialki po 200 pL acetonitrylu. Z kolby miarowej z roztworem
podstawowym azotanu(V) sodu pobra¢ 200 pL roztworu i przenie$¢ ja do wialki
oznaczonej numerem 1, z roztworu podstawowego toluenu pobra¢ 200 pL roztworu i
przeniesc¢ ja do wialki oznaczonej numerem 2, za$ 200 pL roztworu pobrane z roztworu
podstawowego fenolu przenie$¢ do wialki oznaczonej numerem 3. Wialki szczelnie
zamkna¢ nakretkami i wstrzgsajac wymiesza¢ doktadnie zawartosc¢.

3. Przygotowanie mieszaniny toluenu i fenolu.

Do wialki o pojemnosci 2 mL pipeta automatyczng pobra¢ 1000 pL acetonitrylu i
oznaczy¢ numerem 4. Pipeta automatyczna o pojemnosci 200 pL usunaé¢ 2 razy po
200 pL. acetonitrylu. Nastepnie z roztworu podstawowego toluenu pobra¢ 200 pL
roztworu i przenie$¢ ja do wialki oznaczonej numerem 4, czynno$¢ te powtorzy¢ dla
roztworu podstawowego fenolu. Wialke szczelnie zamkna¢ nakretka i wstrzasajac nig
wymieszac¢ doktadnie zawartos¢.

4. Ustawienie warunkéw chromatograficznych.

a. w oprogramowaniu chromatografu ustawi¢ sktad fazy ruchomej na sktadnik A
(acetonitryl) = 20%, sktadnik B = 0%, sktadnik C = 0%, sktadnik D (woda) = 80% oraz
przeptyw na 1 mL/min.

b. wybra¢ dtugos¢ fali wyznaczong w punkcie 1.

c. do dozownika nalezy nastrzykiwac 25 L badanego roztworu.

5. Wyznaczanie czasu martwego uktadu chromatograficznego.

Wykona¢ analize chromatograficzng roztworu azotanu(V) sodu w warunkach analizy
opisanych w p. 4. nastawiajac dtugos¢ fali na warto$¢ odpowiadajacga maksimum
absorpcji azotanu sodu. Czas retencji zwigzku jest martwym czasem retencji uktadu.

6. Wykonanie pomiaréw wtasciwych.

Wykona¢ analize roztworéw zmieniajac sktad fazy ruchomej zgodnie ze schematem
umieszczonym w tabeli 1. Kazdorazowo po analizie zebra¢ wszystkie podstawowe

parametry charakteryzujace piki uzyskane dla badanych substancji - czasy retencji



toluenu i fenolu, wysokosci pikéw, pola powierzchni pod pikami - umieszczajac zebrane

wartosci w tabeli.

WYZNACZANIE WSPOLCZYNNIKOW RETENC]I
Wspéiczynnik retencji definiowany jest wzorem:
k - (tr _to)
t0

a martwy czas retencji:

gdzie:

k - wspotczynnik retencji,

tr - czas retencji piku w min,

to - martwy czas retencji w min,

Vm - martwa objeto$¢ kolumny (objetos¢ fazy ruchomej w kolumnie) w ml,

F - przeptyw przez kolumne w ml/min.

Martwg objeto$¢ kolumny mozna wyznaczy¢ z przyblizonego wzoru:
V., =050 @2

gdzie:

L - dtugo$¢ kolumny w cm,

dc - wewnetrzna $rednica kolumny w cm.

Martwy czas retencji mozna réwniez stosunkowo tatwo wyznaczy¢ doswiadczalnie
chromatografujac roztwér azotanu(V) sodu. Poréwnac¢ uzyskang warto$¢ z wyliczong
teoretycznie. Do opracowania danych wykorzysta¢ wyznaczong doswiadczalnie warto$¢

martwego czasu retencji.



Tabela 1. Tabela pomiaréow

- Skiad fazy ruchomej | to tren.
L.p. Nr wialki ACN [%] H:0 [%] | [min] Atol. | hiol, [min] Afen. | heen,
1 2. (wz. toluenu) - - -
2 3. (wz fenolu) 20 80 - - -
3 4. (mix)
4 4. (mix) 40 60
5 4. (mix) 60 40
6 4. (mix) 70 30
7 4. (mix) 80 20
8 4. (mix) 90 10
OPRACOWANIE WYNIKOW

W sprawozdaniu umiescic:

1) wyliczony i wyznaczony martwy czas retencji.

2) korzystajac z materiatéw z wyktadéw wyliczy¢: N - liczbe pétek teoretycznych, a -

wspotczynnik rozdzielenia substancji, Rs - rozdzielczo$¢ substancji, umieszczajac

obliczone wartos$ci w tabeli wynikow (Tabela 2).

3) Na podstawie otrzymanych danych poda¢ optymalne warunki przeprowadzenia

rozdziatu fenolu i toluenu.

4) Oceni¢ wptyw polarnosci fazy ruchomej na wysokos$¢, pole piku oraz wspoétczynnik

retencji obu zwigzkow.

5) Ocenic¢ korelacje pomiedzy polarnoscia fazy ruchomej a wysokoscia, polem piku oraz

wspoétczynnikiem retencji zwigzku w zalezno$ci od jego polarnosci.

Tabela 2. Tabela wynikow

Lp Nr wialki Sklad fazy rUChome] tR_fO]. kZ_tol. N tR_f.en. kl_fen. N Rs[l,Z)
ACN [%] | H.0 [%] | [min] [min]

1 2. (wz. toluenu) - - - -

2 3. (wz fenolu) 20 80 - - - -

3 4. (mix)

4 4. (mix) 40 60

5 4. (mix) 60 40

6 4. (mix) 70 30

7 4. (mix) 80 20

8 4. (mix) 90 10
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