Wysokosprawna chromatografia cieczowa — dobér warunkow

separacji wybranych zwiazkow
Instrukcja do éwiczen opracowana w Katedrze Chemii Srodowiska Uniwersytetu £.odzkiego

Opis programu do ¢wiczen

Po wlaczeniu programu pojawia si¢ gldowny panel sterowania (Rys. 1), za pomoca ktdérego mozna
operowaé poszczegdlnymi elementami programu umozliwiajacego separacj¢ chromatograficzng
wybranych zwigzkow. Program ztozony jest z elementow odpowiadajacych typowemu aparatowi do
HPLC:

- pompa (Control Panel...),

- kolumna chromatograficzna (Columns...),

- detector (Detector...),

- dozownik umozliwiajacy wprowadzanie wybranej probki na kolumne chromatograficzng
(Samples...),

- komputer: integracja chromatogramoéw, porownywanie widm UV (Computer Data System).
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Rys. 1. Gtéwny panel sterowania programem.



1.1. Wybér rozpuszczalnika organicznego wchodzacego w sklad fazy ruchomej

Po nacisnigciu przycisku ,,Solvents...” pojawi si¢ mozliwos¢ wyboru nastgpujacych

rozpuszczalnikow: metanol, acetonitryl oraz tetrahydrofuran (Rys. 2).
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Rys. 2. Panel wyboru rozpuszczalnikéw organicznych wchodzacych w sktad fazy ruchome;.

1.2. Wyboér rodzaju kolumny chromatograficznej
Po nacisnigciu przycisku ,,Column...” pojawi si¢ mozliwo$¢ wyboru kolumn chromatograficznych
C-8i C-18 (Rys. 3).
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Rys. 3. Panel wyboru kolumn chromatograficznych.
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1.3. Ustawienie detektora
Po nacisnieciu przycisku ,,Detector...” pojawi si¢ okno umozliwiajace wiaczenie detektora, wybor
analitycznej dtugosci fali oraz przetgczanie pomigdzy trybem pracy detektora (Rys. 4)
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Rys. 4. Panel sterowania detektorem.

1.4. Ustawienie parametrow pompy i objetosci probki wprowadzanej na kolumne
Po naci$nigciu, w gtéwnym ekranie programu, przycisku ,,Control Panel...” pojawi si¢ okno (Rys.
5) umozliwiajace wiaczenie pompy, wybor predkosci przeptywu fazy ruchomej, objetosci

wprowadzanej probki.
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Rys. 5. Panel sterowania pomp3.



1.5. Wybér zwigzkéw wchodzacych w sklad probki
Po naci$nigciu, w gtownym ekranie programu, przycisku ,,.Sample...” pojawi si¢ okno (Rys. 6)

umozliwiajace wybor zwigzkdw wprowadzanych na kolumne chromatograficzng.
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Rys. 6. Panel umozliwiajacy utworzenie probki do analizy HPLC.

Naciskajg przycisk ,,New Vials...” tworzymy nazwe¢ dla probki, natomiast ,,Add Standards...”

wprowadzamy wybrane zwigzki do wczesniej utworzonej probki i podajemy ich st¢zenia (Rys. 7).
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Rys. 7. Sposob dodawania analitu do probki.



1.6. Wykonanie analizy HPLC
Po naci$nieciu przycisku ,,Computer Data System...” pojawi si¢ okno umozliwiajace wprowadzenie
probki na kolumne, ogladanie chromatograméw oraz ich ilosciows i jakosciowa interpretacje (Rys.

8).
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Rys. 8. Sposob wprowadzenie probki na kolumne.
Wprowadzanie probki do analizy odbywa si¢ poprzez nacis$nigcie przycisku ,,Inject sample”.

1.7. Integracja pikow chromatograficznych
W panelu ,,Computer Data System...” w zaktadce ,,Data” po nacisnieciu przycisku ,,Integrate
chromatogram” (Rys 9) pojawi si¢ chromatogram i mozliwosci odczytania czasow retencji

I powierzchni pikdw po naci$nigciu przycisku ,,Integration Report” (Rys. 10).
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Rys. 9. Sposéb wyswietlenia chromatogramu.
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Rys. 10. Odczytanie czasow retencji i powierzchni pikéw dla dowolnego chromatogramu.
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Wykonanie ¢wiczen (czes¢ 1i IT)
1. Przygotowanie chromatografu do oznaczen. Postepuj zgodnie z kolejnoscig polecen podanych
ponizej.
A. Wybra¢ rodzaj rozpuszczalnika (metanol).
B. Wybra¢ rodzaj kolumny chromatograficznej (DuPont C18).
C. Wlaczy¢ pompe, ustawi¢ objetosciowg predkos¢ przeptywu na 1 ml/min, ustawi¢ zawartos¢
metanolu na 50% 1 objeto$¢ wprowadzanej probki na 20 pl.

D. Wilaczy¢ detektor i sprawdzi¢, czy analityczna dlugo$¢ fali ustawiona jest na 254 nm.

2. Przygotowanie probki do analizy. Post¢pujac zgodnie z wytycznymi podanymi w punkcie 1.5

tej instrukcji, przygotuj probke zawierajaca benzen, toluen i fenol, kazdy w stezeniu 50 mg/ml.

3. Wykonanie analizy mieszaniny. Postepujac zgodnie z wytycznymi podanymi w punkcie 1.6
wykonaj analize¢ chromatograficzng, a nast¢pnie odczytaj czasy retencji dla poszczegdlnych

sygnaléw (punkt 1.7).

4. Identyfikacja analitbw w mieszaninie benzenu, toluenu i fenolu. Post¢pujac zgodnie
z wytycznymi podanymi w punkcie 1.5 tej instrukcji, przygotuj probke zawierajaca benzen
0 stezeniu 50 mg/ml. Wykonaj analizy (punkt 1.6), odczytaj czas retencji (punkt 1.7) 1 poréwnaj z

czasem retencji w mieszaninie. Postepujac analogicznie zidentyfikuj toluen i fenol.

5. Badanie wplywu stezenia i rodzaju rozpuszczalnika na czas retencji. Postepujac zgodnie
Z wytycznymi podanymi w punkcie 1.5 tej instrukcji, przygotuj probke zawierajaca benzen, toluen

i fenol, kazdy w stezeniu 50 mg/ml.

A. Ustaw parametry chromatograficzne: kolumna DuPont C18, rozpuszczalniki woda (A) i
metanol (B), objetosciowa predkos¢ przeptywu 1 ml/min, objetos¢ wprowadzanej probki na 20
ul, zawarto$¢ metanolu w fazie ruchomej 40%. Wykonaj analiz¢ badanej probki, a nastgpnie
zwigkszajac stgzenie metanolu w fazie ruchomej o 5%, wykonaj kolejng analiz¢. Powtarzaj
czynnosci do momentu, gdy stezenie metanolu w fazie ruchomej wyniesie 95%. Wyniki umies¢

w tabeli 1.



Tabela 1. Wpltyw zawartosci metanolu w fazie ruchomej na czasy retencji.

Stezenie metanolu Czas retencji [min]

[%0] Fenol Benzen Toluen
40
45
50
55
60
65
70
75
80
85
90
95

B. Zamien metanol na acetonitryl i wykonaj ponowne analizy mieszaniny benzen, toluen i fenol,

przy zawartos$ci acetonitrylu w fazie ruchomej od 40 do 95%. Wyniki umies¢ w tabeli 2.

Tabela 2. Wptyw zawartosci acetonitrylu w fazie ruchomej na czasy retencji.

Stezenie acetonitrylu Czas retencji [min]
[%0] Fenol Benzen Toluen
40
45
50
55
60
65
70
75
80
85
90
95

C. Zamien acetonitryl na tetrahydrofuran i wykonaj ponowne analizy tej samej mieszaniny benzen,
toluen i fenol, przy zawartos$ci tetrahydrofuranu w fazie ruchomej od 40 do 95%. Wyniki

umie$¢ w tabeli 3.




Tabela 3. Wptyw zawartosci tetrahydrofuranu w fazie ruchomej na czasy retencji.

Stezenie tetrahydrofuranu Czas retencji [min]
[%] Fenol Benzen Toluen
40
45
50
55
60
65
70
75
80
85
90
95

6. Badanie wplywu objetosciowej predkosci przeplywu fazy ruchomej na czas retencji.
Ustaw parametry chromatograficzne: kolumna DuPont C18, rozpuszczalniki woda (A) i
acetonitryl (B), zawarto$¢ acetonitrylu w fazie ruchomej 60%, objetosciowa predkos¢ przeptywu
0,6 ml/min, obj¢tos¢ wprowadzanej probki na 20 ul. Wykonaj analiz¢ probki zawierajacej benzen,
toluen i fenol (50 mg/ml), a nastgpnie zwiekszajac predkos¢ przeptywu co 0,2, wykonaj kolejne
analizy powtarzajac czynnosci do momentu, gdy predkos¢ przeptywu bedzie rowna 2 ml/min.

Wyniki umie$¢ w tabeli 4.

Tabela 4. Wpltyw predkosci przeptywu fazy ruchomej na czasy retencji.

Predkos¢ przeptywu Czas retencji [min]
[ml/min] Fenol Benzen Toluen
0,6
0,8
1,0
1,2
14
1,6
18
2,0

7. Poréwnanie kolumn chromatograficznych.
Ustaw parametry chromatograficzne: rozpuszczalniki woda (A) i acetonitryl (B), zawarto$¢
acetonitrylu w fazie ruchomej 60%, objetosciowg predkos¢ przeptywu 1 ml/min, objetosée
wprowadzanej probki na 20 pl oraz kolumna chromatograficzna DuPont C8. Wykonaj analize
probki zawierajacej benzen, toluen i fenol (50 mg/ml), a nastgpnie zmien kolumne

chromatograficzng na Merck C-8, wykonaj ponowng analize. Wyniki umies¢ w tabeli 5.



Tabela 5. Porownanie czasOw retencji przy analizach z wykorzystaniem roznych kolumn.

Czas retencji [min]
Fenol Benzen Toluen

Nazwa kolumny

DuPont C-8
Merck C-8

8. Poréwnanie elucji izokratycznej i gradientowej.

Ustaw parametry chromatograficzne: rozpuszczalniki woda (A) i acetonitryl (B), kolumna DuPont
C18, zawarto$¢ acetonitrylu w fazie ruchomej 60%, objgtosciowa predkos¢ przeptywu 1 ml/min,
objetos¢ wprowadzanej probki na 20 ul. Wykonaj analize probki zawierajacej benzen, toluen i fenol
(50 mg/ml) przy statym sktadzie fazy ruchomej (elucja izokratyczna) i zanotuj czasy retencji
poszczegblnych analitow. Przetacz pompe na prace w trybie elucji gradientowej i ustaw parametry
stezenie poczatkowe rozpuszczalnika B 50%, st¢zenie koncowe 90%, czas trwania gradientu 20 min.
Wykonaj analiz¢ mieszaniny, a wynik zapisz a tabeli. Nastepnie przeprowadz kolejng analizy
skracajac czas trwania gradientu o 5 min. Powtarzaj czynno$ci do momentu, gdy czas trwania

gradientu wyniesie 5 min. Wyniki umie$¢ w tabeli 6.

Tabela 6. Wptyw rodzaju elucji i profilu gradientu na czasy retencji.

: . . Czas retencji [min
Rodzaj elucji Sktad fazy ruchome;j Fenol Benze rf 'I]'oluen
Izokratyczna 60/40 acetonitryl/woda
Profil gradientu

Gradientowa 50 — 90% acetonitryl, w czasie 20

(1) min
Gradientowa 50 — 90% acetonitryl, w czasie 15

(2) min
Gradientowa 50 — 90% acetonitryl, w czasie 10

) min
Gradientowa | 50 — 90% acetonitryl, w czasie 5 min

1)

9. Dobér optymalnych warunkéw chromatograficznych.

Postgpujac zgodnie z wytycznymi podanymi w punkcie 1.5 tej instrukcji, przygotuj probke
zawierajacg dziewie¢ dostepnych analitow, kazdy w stezeniu 30 mg/ml. Wykorzystujac zdobyta na
zajeciach wiedze ustal warunki chromatograficzne umozliwiajace rozdzielenie diewigciu sktadnikow
mieszaniny. Separacja poszczegolnych analitow powinna by¢ do linii podstawowej. Wykona;j te
czynnosci dla elucji izokratycznej, zanotuj wszystkie parametry, zidentyfikuj poszczegolne anality.
Powtorz te dziatania dla elucji gradientowe;.

Elucja izokratyczna:

e Kolumna; .....
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Stosowane rozpuszczalniki: woda (A) 1 ........ (B)
Sktad fazy ruchome;j: ...% A1...% B

Objetosciowa predkosc przeptywu: ............... ml/min
Objetos¢ wprowadzanej probki: .....ul

Tabela 7. Identyfikacja analtow w elucji izokratycznej

L.p.

Czas retencji [min] | Nazwa analitu

1

OO |INO |01 |W|N

Elucja gradientowa:

Kolumna: .....

Stosowane rozpuszczalniki: woda (A) 1 ........ (B)

Profil gradientu: poczatkowa zawarto$¢ rozpuszczalnika B ...%, koncowa zawarto$¢
rozpuszczalnika B ...%, czas trwania gradientu .... min

Objetosciowa predkos¢ przeptywu: ............... ml/min

Objetos¢ wprowadzanej probki: .....ul

Tabela 8. Identyfikacja analtow w elucji gradientowej

L.p.

Czas retencji [min] | Nazwa analitu

1

OO |INO OB~ [W|N

10. Kalibracja opracowanej metody.

Wykorzystujac opracowane podacz ¢wiczen warunki chromatograficzne, wykonaj analizy probki

zawierajacej dziewig¢ dostgpnych analitow w stezeniach z przedziatu 1 — 100 mg/ml. Zaplanuj

warto$ci stezen tak, aby otrzymacé 7 punktow na krzywej. Wyniki umies¢ w tabeli 9, przy czym
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w miejsce kropek wpis nazwy poszczeg6lnych analitow, a w miejsce znakOw zapytania zaplanowane

stezenia.

Tabela 9. Wyniki kalibracji.

Stezenie Pole powierzchni piku [mV:s
[mg/ml]
1

NN [N [N N

100

11. Bnadanie probki o nieznanym skladzie.
Wykonaj analize nieznanej probki przygotowanej przez prowadzacego ¢wiczenia. Zidentyfikuj
anality znajdujace si¢ w probce oraz wylicz ich stg¢zenia w oparciu o sporzadzone krzywe

kalibracyjne.

Wykonanie sprowadzania
Sprawozdanie powinno zawiera¢ nastepujace elementy:

1. Wstep teoretyczny. W tej cze$ci nalezy wyjasni¢ podstawowe pojecia: chromatogram,
chromatograf, pik chromatograficzny, czas retencji, eluent, eluat, elucja izokratyczna, elucja
gradientowa, normalny uktad faz, odwrécony uktad faz.

2. Identyfikacja analitow w mieszaninie. Nalezy opisa¢ postgpowanie umozliwiajace
identyfikacj¢ benzenu, toluenu i1 fenolu w mieszaninie.

3. Badanie wplywu stezenia i rodzaju rozpuszczalnika na czas retencji. Przedstawic
zalezno$¢ czasu retencji fenolu, benzenu i1 toluenu od zawarto$ci procentowej metanolu,
acetonitrylu i tetrahydrofuranu (tabele z wynikami i wykresy). Wyjasni¢ poszczegdlne
rezultaty, opisa¢ jak zmienial si¢ ksztalt piku w trakcie analiz. Wskaza¢, ktory z
rozpuszczalnikow jest najsilniejszym, a ktory najsztabszym eluentem.

4. Badanie wplywu objetosciowej predkosci przeplywu fazy ruchomej na czas retencji.
Przedstawi¢ zalezno$¢ czasu retencji fenolu, benzenu i toluenu od predkosci przepltywu
(tabela z wynikami i wykres).

5. Pordéwnanie kolumn chromatograficznych. Przedstawi¢ w formie tabeli uzyskane wyniki
I opisa¢ w jaki sposob zmiana kolumny wptywa na czasy retencji badanych analitow.

6. Porownanie elucji izokratycznej i gradientowej. Wyniki przedstawi¢ w formie tabeli

I porowna¢ uzyskane czasy retencji dla fenolu, benzenu i toluenu w analizie z zastosowaniem
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elucji izokratycznej z analizami przy elucji gradientowej. Przedstawi¢ zalety 1 wady
poszczegblnych trybow elucii.

Dobor optymalnych warunkéw chromatograficznych. Podaé ustalone parametry metody
chromatograficznej dla elucji gradientowej i izokratycznej.

Kalibracja opracowanej metody. Dla wszystkich analitow wykresli¢ krzywe kalibracyjne
I wyliczy¢ réwnania prostych, a wyniki przedstawi¢ w formie tabeli i wykresow.

Bnadanie prébki o nieznanym skladzie. Zidentyfikowa¢ i obliczy¢ zawarto$ci

poszczegbdlnych zwigzkdéw w nieznanej probee.
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