POROWNANIE FAZ STACJONARNYCH STOSOWANYCH
W CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ

Instrukcja do éwiczen opracowana w Katedrze Chemii Srodowiska Uniwersytetu Eodzkiego

1. Wstep

Chromatografia jest technika umozliwiajaca rozdzielanie sktadnikow mieszanin
jednorodnych. Na proces rozdzielania chromatograficznego analizowanej mieszaniny
wplywaja witasciwosci fizyko-chemiczne analitow oraz ich oddziatywanie z fazg ruchoma
i stacjonarng. Dodatkowo na efektywnos¢ separacji wplywaja wlasciwosci uktadu
faza ruchoma - faza stacjonarna. Fazg ruchoma w chromatografii cieczowej jest mieszanina

rozpuszczalnikdw, a fazg nieruchoma (stacjonarng) cialo state lub ciecz.

1.1. Chromatografia w normalnym ukladzie faz

Chromatografia w normalnym uktadzie faz (ang. Normal Phase, NP) wystepuje wowczas,
gdy faza stacjonarna jest bardziej polarna niz faza ruchoma. Jako polarne fazy stacjonarne
W NP stosuje si¢ tlenki nicorganiczne takie jak tlenek krzemu, czy tlenck glinu
oraz modyfikowane grupami polarnymi zele krzemionkowe. Do grup funkcyjnych
wprowadzanych podczas modyfikacji krzemionki nalezg: aminowa (—NH2), nitrowa (—-NO>),
nitrylowa (—-CN), diolowa (-R(OH).), czy amidowa (-RCONH>). W chromatografii w NP
jako fazy ruchome uzywa si¢ pojedyncze niepolarne jak i polarne rozpuszczalniki,
badz ich mieszaniny. Zgodnie z podang na poczatku definicjg fazy te sa mniej polarne
niz faza stacjonarna. Najczesciej stosowanymi rozpuszczalnikami sg: heksan, pentan,
chloroform oraz chlorek metylenu. Heksan czy pentan sg rozpuszczalnikami o matej mocy
elucyjnej, dlatego tez miesza si¢ je z rozpuszczalnikiem o duzej mocy elucyjnej, ktory zwany
jest modyfikatorem. Modyfikatorami w NP moga by¢: chloroform, chlorek metylenu,
dichloroetan, octan etylu, tetrahydrofuran, metanol czy izopropanol. Nalezy unika¢ obecnosci
wody, gdyz nawet niewielkie jej ilosci w fazie ruchomej badz probce powoduja dezaktywacje
powierzchni zelu krzemionkowego.

Rozdzielanie skfadnikow analizowanych probek w chromatografii w normalnym
ukladzie faz odbywa si¢ w oparciu o interakcje polarnych grup funkcyjnych analitow
z polarnymi centrami aktywnymi wystgpujacymi na powierzchni fazy stacjonarnej. Polarne
czasteczki analitow rywalizujg z czgsteczkami fazy ruchomej o miejsca na powierzchni fazy

stacjonarnej. W tym uktadzie kolejnos$¢ elucji analitdw jest odwrotnie proporcjonalna do
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polarnos$ci. Jako pierwsze kolumne opuszczaja anality niepolarne, mato polarne, a nastgpnie
coraz bardziej polarne. W niektérych przypadkach kolejnos¢ elucji moze by¢ inna w wyniku

specyficznych oddziatywan analitu z fazg stacjonarng.

1.2. Chromatografia w odwréconym ukladzie faz

Chromatografia w odwroconym uktadzie faz (ang. Reversed Phase, RP) jest obecnie znacznie
czesciej stosowana niz chromatografia w normalnym ukladzie faz. O chromatografii w RP
moéwimy wowczas, gdy faza stacjonarna jest mniej polarna niz faza ruchoma.
Jako fazy stacjonarne w RP stosuje si¢ modyfikowane zele krzemionkowe. Modyfikacja
polega na reakcji powierzchniowych grup hydroksylowych zelu krzemionkowego
z odpowiednimi zwigzkami chemicznymi (silanami). Zwykle do powierzchni krzemionki
przylacza si¢ ‘tancuchy alkilowe nadajace tej powierzchni charakter niepolarny
(hydrofobowy), badz tancuchy alkilowe zakonczone grupami funkcyjnymi. Tak otrzymane
wypehienia nazywa si¢ w skrocie ,.fazami zwigzanymi”. W odwroéconym ukladzie faz
najczescie] jest stosowana faza oktadecylosilanowa (C-18), rzadziej stosowane sg fazy C-8
i C-2. Dlugos¢ tancucha alkilowego i ich ilos¢ wpltywa na polarno$é fazy stacjonarnej.
Im dhluzszy jest tancuch alkilowy i wigksza ich liczba przylagczona do powierzchni
krzemionki, tym mniejsza jest polarnos¢ fazy stacjonarne;j.

Jako eluenty w chromatografii w odwroconym ukladzie faz stosuje si¢ mieszaniny
wody (lub buforu) z rozpuszczalnikami organicznymi mieszajgcymi si¢ w dowolnym
stosunku z wodg. Najczesciej stosowanymi rozpuszczalnikami organicznymi sg acetonitryl,
metanol i etanol, natomiast rzadziej: izopropanol, tetrahydrofuran czy aceton. W RP fazy
stacjonarne sg hydrofobowe w zwigzku z tym woda lub bufory s3 rozpuszczalnikami
0 najmniejszej mocy elucyjnej, a dodatek rozpuszczalnika organicznego powoduje wzrost
mocy elucyjnej fazy ruchomej. Kolejnos¢ wymywania analitow z kolumny
chromatograficznej zalezy od hydrofobowych wlasciwosci badanych zwigzkow i jest
odwrotna niz w przypadku uktadu NP. Jako pierwsze kolumn¢ opuszczajg anality

hydrofilowe, a jako ostatnie hydrofobowe.

1.3. Chromatografia oddzialywan hydrofilowych

Chromatografia oddziatywan hydrofilowych (ang. Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography, HILIC) to technika taczaca w sobie elementy chromatografii w normalnym
i odwroconym ukladzie faz oraz chromatografii jonowymiennej. HILIC wykorzystuje polarne

fazy stacjonarne, stosowane w chromatografii w normalnych uktadzie faz oraz fazy ruchome
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o duzej zawarto$ci rozpuszczalnikOw organicznych, charakterystyczne dla chromatografii
w odwroconym ukladzie faz. Oznaczane anality sg natomiast z zakresu chromatografii
jonowymiennej. W chromatografii HILIC jako fazy stacjonarne mozna wykorzysta¢ kazda
faze polarng, ale najczesciej stosowane sa zele krzemionkowe oraz krzemionka
modyfikowana grupami —NHz, -RCONH2, —CN, —-OH, czy —~R(OH)., badz polarne polimery.

Jako fazy ruchome wuzywa si¢ mieszanin rozpuszczalnikbw organicznych,
takich jak acetonitryl, metanol, etanol z woda lub buforem. Nalezy zwroci¢ uwagg,
ze odwrotnie jak w RP, najwigksza moc elucji posiada woda czy bufor i im wigksza
ich zawarto$¢ w eluencie tym moc elucji fazy ruchomej wzrasta.

Podczas procesu chromatografowania na powierzchni fazy stacjonarnej wytwarzana
jest hydrofilowa warstwa wodna bedaca podstawa podzialu analitu migdzy t¢ warstwe,
a reszte eluentu. Ponadto analit moze oddzialywaé bezposrednio ze zlozem na zasadzie
adsorpcji. Dodatkowo faza stacjonarna moze tworzyé zaréwno wigzania wodorowe
z analitem, jak i oddziatywania typu dipol-dipol, co wptywa na selektywnos¢ danego uktadu
chromatograficznego. Kolejnos¢ elucji substancji moze by¢ odwrotna, niz w RP

tzn. hydrofilowe zwiazki wykazujg wigkszg retencje niz zwiazki hydrofobowe.

1.4. Chromatografia jonowa
Chromatografia jonowa jest technikg umozliwiajaca analizowanie mieszanin kationdw
i aniondw zarowno nieorganicznych jak i organicznych. Istota chromatografii jonowej polega
na tym, ze anality w obecnosci buforu stanowigcego faz¢ ruchoma oddzialujg z fazg
stacjonarng, ktorg jest wymieniacz jonowy. Wymieniaczem jonowym mogg by¢ polimery
czy modyfikowana krzemionka, ktére zawieraja zwigzane grupy jonowe i wymienialne
przeciwjony o znaku przeciwnym do umocowanej grupy. Wymieniacze jonowe dzieli si¢
na mocne i slabe. Do mocnych wymieniaczy naleza: wymieniacz kationowy —SOz H*
i wymieniacz anionowy -NR3*OH . Do stabych wymieniaczy kationowych nalezg
wymieniacze z grupami —COzH, —PO3H> czy z rodnikiem aromatycznym zawierajacym grupe
—OH lub —SH, natomiast do stabych wymieniaczy anionowych nalezg wymieniacze z grupa
—NH2, -NHR i —NHR:.

Jako fazy ruchome w chromatografii jonowej stosuje si¢ elektrolity zawierajgce aniony
konkurencyjne w stosunku do anionéw wymieniacza jonowego lub kationy konkurencyjne
w stosunku do kationdbw wymieniacza jonowego. Jony prébki i jony fazy ruchomej

wspotzawodniczg o dostep do jondw wymieniacza. W zwiagzku z tym faza ruchoma powinna



by¢ tak dobrana aby oddzialywanie jonéw analitow z wymieniaczem gwarantowalo dobre

ich rozdzielenie w rozsadnym czasie.

1.5. Anality
Badaniu chromatograficznemu zostang poddane roztwory zawierajace pirydoksyng (PN),
pirydoksal (PL), pirydoksamine (PM) i fosforan 5’-pirydoksalu (PLP), ktérych wzory

strukturalne przedstawiono ponize;.
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Zwiazki te sg pochodng pirydyny i reprezentujg cztery z sze$ciu form witaminy B6,

ktorej aktywna biologicznie formg jest fosforan 5’-pirydoksalu.

2. Materialy i aparatura
W trakcie wykonywania ¢wiczenia wykorzystywane beda nastepujace materiaty i aparatura:
= chromatografy cieczowe wyposazone m.in. w detektor spektrofotometryczny z matryca
diodowg (HPLC UV-Vis DAD):
- Agilent Technologies 1220 Infinity;
- Hewlett-Packard 1100.
= Kkolumny chromatograficzne:
- Zorbax SB-C18 (150 x 4,6 mm; 5,0 um), Agilent Technologies;
- Kinetex HILIC (100 x 4,6 mm; 2,6 um), Phenomenex.
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= rozpuszczalniki i roztwory do przygotowania faz ruchomych oraz prébek:
- woda destylowana;
- acetonitryl (ACN);
- 50 mmol/I bufor fosforanowy pH 2,4;
- 0,2 mol/l bufor fosforanowy pH 7,4;
- 50 umol/ml roztwor pirydoksyny (PN), pirydoksalu (PL), pirydoksaminy (PM)
i fosforanu 5’-pirydoksalu (PLP).

3. Wykonanie ¢wiczenia
Celem zaje¢ jest poréwnanie polarnych i niepolarnych faz stacjonarnych stosowanych

w chromatografii cieczowej. Cwiczenie to sklada sie z trzech glownych zadan.

ZADANIE 1.

Przygotowanie probek do analizy.

W fiolkach ze szkta bursztynowego o pojemnosci 1 ml przygotowac roztwory:

a) PN, PM, PL i PLP oraz ich mieszaniny o stezeniu 100 nmol/ml w wodzie;

b) PN, PM, PL i PLP oraz ich mieszaniny o stezeniu 100 nmol/ml w 0,2 mol/l buforze
fosforanowy o pH 7,4.

ZADANIE 2.
Przeprowadzenie analizy chromatograficznej prébek z wykorzystaniem techniki

chromatografii cieczowej oddzialywan hydrofilowych (HILIC).

Warunki chromatograficzne:

=  kolumna chromatograficzna: Kinetex HILIC (100 x 4,6 mm; 2,6 um);

= faza ruchoma: A) 50 mmol/Il bufor fosforanowy pH 2,4 B) ACN (A:B, v/v), poczatkowy
sktad eluentu A:B, 20:80 (v:v);

= predko$¢ przeptywu fazy ruchomej: 1 ml/min;

= elucja gradientowa: 0 - 2,5 min 80 - 50% B; 25 - 35 min 50 - 80% B;
3,5-5,0 min 80% B;

= temperatura kolumny: 25°C;

*  objetos¢ wprowadzanej probki: 5 ul;

= detekcja: UV-Vis DAD: £pLp 348 nm, Apn 290 NM, ApL, pm 328 Nm;

= czas analizy: 5 min.



ZADANIE 3.
Przeprowadzenie analizy chromatograficznej probek z wykorzystaniem techniki

wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwréconym ukladzie faz (RP - HPLC).

Warunki chromatograficzne:

kolumna chromatograficzna: Zorbax SB-C18 (150 x 4,6 mm; 5,0 pm);

faza ruchoma: A) 50 mmol/l bufor fosforanowy pH 2,4 B) ACN, poczatkowy sktad
eluentu A:B, 95:5 (v:v);

predkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1 ml/min;

elucja izokratyczna;

temperatura kolumny: 25°C;

objetos¢ wprowadzanej probki: 5 ul;

detekcja: UV-Vis DAD: Aprp 348 nm, Apn 290 Nm, ApL, pm 328 NM;

czas analizy: 5 min.

0golny schemat dzialania:

Pamietaj, aby na kazdym etapie wykonywania ¢wiczenia postepowaé zgodnie

ze wskazowkami prowadzacego zajeé.

Wilaczenie  chromatografu  cieczowego  Agilent  Technologies 1220  Infinity
lub Hewlett-Packard 1100 oraz zainstalowanie kolumny chromatograficznej;
kondycjonowanie kolumny chromatograficznej (ZADANIE 2. Kinetex HILIC,
ZADANIE 3. Zorbax SB-C18) poczatkowo W uktadzie H,O:ACN a nastepnie 50 mmol/I
bufor fosforanowy pH 2,4: ACN;

ustawienie parametréw metody oraz sekwenciji;

przeprowadzenie analiz chromatograficznych przygotowanych 6wczes$nie probek;
zakonczenie pracy, w tym wymycie z ukfadu chromatograficznego buforu

oraz przygotowanie kolumny chromatograficznej do dtuzszego przechowywania.



Opracowanie wynikow
Zinterpretowac otrzymane wyniki przeprowadzajac analize jako$ciowa zarejestrowanych
sygnatow analitycznych, wyniki nalezy zestawi¢ w tabeli ktérej wzor zamieszczono

ponizej:

Analit

Czas martwy | Czas retencji A H Whair2

[min] [min] [mAuxs] [mAU] [min] Symetria piku

PN

PL

PM

PLP

b) wyznaczy¢ wartosci podstawowych parametréw retencyjnych tj. czas retencji substancji

niezatrzymywanej tzw. czas martwy (tm), catkowity czas retencji (tr), zredukowany czas
retencji (tr) oraz warto$¢ wspotczynnika retencji (k) chromatografowanych substancii;

Wyznaczy¢  wartosci  wybranych  wielkoSci  charakteryzujacych  selektywno$é
oraz sprawno$¢ ukfadu chromatograficznego tj. wspdtczynnika rozdzielenia (o),

rozdzielczo$ci pikoéw (Rs) oraz liczbe potek teoretycznych (N), jezeli jest to mozliwe.

Ponadto poprawnie przygotowane sprawozdanie z wykonanego ¢wiczenia powinno zawieraé:

1.

Tabele, w ktorej zestawione zostang wyznaczone wartosci podstawowych parametréw
retencyjnych oraz wielko$¢ charakteryzujacych selektywnos¢ 1 sprawnos$¢ ukladu
chromatograficznego;

przyktadowe chromatogramy prébek wodnych roztworow standardow PN, PM, PL i PLP
oraz ich mieszaniny o stezeniu 100 nmol/ml, przygotowanych w wodzie oraz 0,2 mol/l
buforze fosforanowy o pH 7,4;

whnioski koncowe.
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