Przygotowanie chromatografu cieczowego do analizy

Instrukcja do ¢wiczen opracowana w Katedrze Chemii Srodowiska, Wydziat Chemii, Uniwersytet £édzki

1. Wprowadzenie do chromatografii cieczowej

Do oznaczania soli kwasu benzoesowego i kofeiny w produktach spozywczych mozna wykorzystaé technike
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Chromatografia jest metoda rozdzielania sktadnikéw jednorodnych
mieszanin w wyniku rdéznego ich podziatu miedzy faze ruchomga i nieruchomg uktadu chromatograficznego.
W chromatografii cieczowej fazg ruchoma jest ciecz, a fazg nieruchoma ciato state (chromatografia adsorpcyjna),
rzadziej ciecz osadzona na nosniku (chromatografia podziatowa). Ten ogdlny podziat nie charakteryzuje jednak
pewnych rodzajéw chromatografii, w ktérych zachodza szczegdlne przypadki oddziatywania fazy nieruchomej
z substancjami rozdzielanymi. Dlatego rozrdznia sie jeszcze chromatografie jonowymienng, sitowg (zelowa)
i powinowactwa.

Stosujgc chromatografie cieczowg, mozna analizowaé znacznie wiecej zwigzkédw chemicznych niz za pomoca
chromatografii gazowej - ok. 80%. Moga to by¢ ciecze i ciata state, w tym zwigzki tatwo ulegajace rozktadowi
termicznemu, polimery i zwigzki nieorganiczne. Warunkiem analizowania tych zwigzkéw za pomocg chromatografii
cieczowej jest ich rozpuszczalnos¢ w fazie ruchomej.

1.1. Budowa chromatografu
Do wykonana oznaczen uzywa sie chromatograféw cieczowych, na wyposazeniu ktérych musi znajdowac sie

pompa oraz detektor (Rys. 1, 2a i 2b).
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Rys. 1. Schemat blokowy chromatografu cieczowego.
1,2 - zbiorniki eluentéw, 3- pompa, 4 - manometr, 5 - dozownik, 6 - przedkolumna, 7 - kolumna chromatograficzna,
8 - termostat kolumny, 9 - przeptywomierz, 10 - detektor, 11 - kolektor frakcji, 12 - rejestrator lub komputer.
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Rys. 2a. Chromatograf cieczowy Infinity 1220.
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Zasada dziatania chromatografu cieczowego jest nastepujgca: ze zbiornika lub zbiornikéw pompa zasysa sie
faze ruchomg nazywang tez eluentem (rozpuszczalnik lub mieszanina rozpuszczalnikéw), ktéra poprzez dozownik jest
ttoczona do kolumny chromatograficznej wypetnionej fazg stacjonarng. Kolumna jest niekiedy umieszczana
w termostacie. Za pomocg dozownika do strumienia cieczy wprowadza sie probke, ktérej sktadniki rozdzielajg sie w
kolumnie i na wyjsciu z niej s3 wykrywane przez detektor. Sygnat elektryczny z detektora po wzmocnieniu jest
zapisywany na tasmie rejestratora lub rejestrowany za pomoca integratora albo komputera w postaci piku
chromatograficznego. Przeptyw cieczy przez uktad moze byé kontrolowany manometrem i przeptywomierzem.
W niektdrych przyrzadach mozliwe jest zbieranie rozdzielonych sktadnikéw mieszanin w kolektorze frakgji.

1.2. Dobor eluentu w chromatografii

Rozdzielanie za pomoca chromatografii cieczowej zalezy zaréwno od fazy nieruchomej jak i ruchomej, czyli
kolumny i rozpuszczalnika. Rozpuszczalnik odgrywa bardzo istotng role w dazeniu do maksymalnej sprawnosci
chromatografii cieczowej. Dlatego bardzo waznym jest dobdr whasciwego rozpuszczalnika. W doborze jego decyduja
dwa aspekty: praktyczny i optymalizacja zdolnosci rozdzielczej, czyli uzyskanie optymalnych czaséw rozdziatu.
Dokonujgc wyboru rozpuszczalnika (eluentu), stawia sie przed nim nastepujace wymagania:

1) nie powinien dziata¢ szkodliwie na wypetnienie kolumny i przyrzad,

2) powinien dobrze rozpuszcza¢ analizowang mieszanine,

3) musi on umozliwia¢ detekcje analizowanych sktadnikéw mieszaniny,

4) w chromatografii preparatywnej powinien on umozliwia¢ tatwe oddzielenie go od obecnej w nim substancji, po
wymyciu z kolumny chromatograficznej.

Przy doborze eluentu do rozwigzania konkretnego zadania analitycznego nalezy wzigé pod uwage jego site
elucyjng. Jest to zwigzane z tym, ze czasteczki eluentu ,rywalizuja” o miejsce na powierzchni fazy stacjonarnej
z czgsteczkami substancji rozdzielanej. Im oddziatywanie czgsteczek z powierzchnig fazy nieruchomej jest silniejsze,
tym tatwiej wypierajg one z powierzchni czgsteczki substancji rozdzielanej. Dlatego site elucji eluentu mozna
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charakteryzowac wielkoscig sity oddziatywania jego czgsteczek z powierzchnig sorpcji. Oczywistym jest, ze sita elucyjna
eluentu zalezy od rodzaju fazy stacjonarnej. W celu utatwienia wyboru wtasciwego rozpuszczalnika, jako eluentu
chromatograficznego rozpuszczalniki utozono w szeregi eluotropowe.

W przypadku podanych faz stacjonarnych (np. zelu krzemionkowego lub tlenku glinu) w jednym z szeregéw
eluotropowych rozpuszczalniki sg utozone wedtug rosngcej mocy eluowania nastepujgco: n-pentan, n-heksan,
cykloheksan, czterochlorek wegla, toluen, benzen, eter dietylowy, chloroform, dichlorometan, tetrahydrofuran,
dichloroetan, aceton, octan etylu, acetonitryl, pirydyna, etanol, metanol, woda i kwas octowy.

Moc elucji przy rozdzielaniu chromatograficznym na niepolarnej fazie stacjonarnej (np. weglowej) jest
odwrotna i wzrost mocy elucji mozna obserwowaé w szeregu: woda, metanol, etanol, aceton, propanol, eter
dietylowy, butanol, octan etylu, n-heksan i benzen. Miara mocy elucyjnej rozpuszczalnikow sg indeksy polarnosci.

O wyborze odpowiedniego rozpuszczalnika decyduje réwniez detektor. W przypadku detektora
refraktometrycznego wptyw ma wspétczynnik zatamania swiatta, a w przypadku detektora nadfioletowego - granica,
przy ktérej rozpuszczalnik staje sie nieprzezroczysty dla nadfioletu.

Do optymalnego rozdzielenia sktadnikdw mieszanin nie wystarczy czesto pojedynczy rozpuszczalnik i nalezy
stosowac ich mieszaniny. Sktad mieszaniny moze by¢ jednakowy przez caty czas rozdzielania.chromatograficznego,
woéwczas jest to elucja izokratyczna. Dodanie nawet matych ilosci domieszek do ustalonego sktadu fazy ruchomej moze
powodowac zmiane kolejnosci elucji rozdzielanych substancji.

Jezeli sktad fazy ruchomej zmienia sie podczas rozdzielania chromatograficznego, wéwczas méwimy o elucji
gradientowej (jest ona analogiczna do programowania temperatury w chromatografii gazowej). Podczas rozdzielania
sktadnikéw jednej probki z uzyciem elucji gradientowej, nastepuje zmiana sktadu eluentu, a jego sita eluotropowa
zwieksza sie. Zmiana sktadu mieszaniny moze zachodzié¢ liniowo, albo moze przebiega¢ skokowo.

2. Wiaczenie aparatu

W celu wykonania analiz chromatograficznych nalezy wtgczy¢ chromatograf poprzez wcisniecie przycisku
ON/OFF, ktéry znajduje sie z przodu aparatu oznaczony czerwong elipsg na Rys. 3, a dopiero pdzniej uruchomic
oprogramowanie na komputerze poprzez klikniecie na ikone ,,HPLC (online)”. UWAGA! Nie mozna zmieni¢ kolejnosci
wiaczania aparatu i oprogramowania.
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Rys. 3. Chromatograf cieczowy Infinity 1220 (lewa strona)i 1260 (prawa strona).

3. Sposoéb programowania metody do analizy chromatograficznej w wykorzystaniem chromatografu
Infinity 1220 lub 1260 firmy Agilent Technologies z oprogramowaniem OpenLAB CDS ChemStation.

Po uruchomieniu oprogramowania na ekranie monitora pojawia sie gtéwne okno (Rys. 4) pozwalajgce sterowac
poszczegdlnymi elementami chromatografu tj. automatycznym podajnikiem prébek (,,Sampler”), pompga gradientowg
(,Grad. Pump”), piecem do termostatowania kolumny (Column Oven lub Column Termostat) i detektorem
spektrofotometrycznym (DAD).

Strona5z17



Rys. 4. Gtéwne okno pozwalajgce sterowac poszczegdlnymi elementami chromatc;grafu Infinity 1220 lub 1260.

Aby uruchomi¢ system (wtaczyé pompe, termostat i lampe w detektorze) nalezy wcisngc zielone przyciski
(otoczone czerwong elipsg) w kazdym z zaznaczonych kolorem oknie na Rys. 5, lub wcisng¢ jeden zielony przycisk ,,ON”
umieszczony pod okienkiem ,,DAD”, zaznaczony czerwong elipsg na Rys. 5.
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Rys. 5. Wycinek gtéwnego okna sterujgcego chromatografem Infinity 1220.

Ustawianie metody analitycznej rozpoczyna sie od wprowadzenia poszczegdlnych parametrow metody.

3.1. Objetos¢ wprowadzanej probki

Klikajgc prawym klawiszem myszy na oknie ,Sampler” zaznaczone niebieskg ramka ma Rys. 5 otworzy sie
zaktadka, w ktorej nalezy wybrac polecenie ,,Methods...” (Rys. 6), wéwczas otwiera sie nowe okno (Rys. 7) pozwalajgce
na ustawienie objetosci wprowadzanej prébki. Dla celéw dzisiejszego ¢wiczenia ustawiamy objeto$¢ 10 puL w miejscu

zaznaczonym czerwong elipsg na Rys. 7.
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Rys. 6. Sposéb wywotania okna umozliwiajgcego ustawienie
objetosci wprowadzane] probki.
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Rys. 7. Okno umozliwiajgce ustawienie objetosci probki wprowadzanej do kolumny chromatograficznej.

3.2. Sktad fazy ruchomej, predkosc przeptywu i czas analizy

Klikajac prawym klawiszem myszy na oknie ,Grad. Pump” zaznaczone zielong ramkg ma Rys. 5, otwiera sie
zaktadka (Rys. 8), w ktérej nalezy wybrac polecenie ,,Methods...”, wowczas otwiera sie okno (Rys. 9) pozwalajgce na
ustawienie sktadu fazy ruchomej ptynacej przez kolumne oraz predkosé przeptywu i czas analizy. Zanim rozpoczng sie
wtasciwe analizy kolumne nalezy kondycjonowa¢ przepuszczajgc przez uktad acetontryl i wode rozpoczynajac od
sktadu 90/10 (acetonitryl/woda, v/v), a koihczac na skiadzie takim jak dla wtasciwej analizy, czyli 40/60
(acetonitryl/woda, v/v) dla probki zawierajacej sol kwasu benzoesowego. Aby ustawic ilo$¢ acetonitrylu w pozycji B
(oznaczona czerwong elipsg na Rys. 9) wpisujemy wartos¢ np. 90% i automatycznie ustawi sie wartos$¢ 10% w pozycji
A. Aby ustawi¢ odpowiednig objetosciowg predkos¢ przeptywu w miejscu oznaczonym zielong elipsg na Rys. 9
wpisujemy najpierw 0,1 mL/min. W celu ustawienie czasu analizy w miejscu oznaczonym nalezy
wpisac¢ odpowiednig wartos$¢ (np. 5 minut). Po ustawieniu wszystkich parametréw, aby je zatadowaé do metody nalezy
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wcisng¢ przycisk ,,Apply” oznaczony fioletowg elipsg na Rys. 9, a nastepnie znajdujgcy sie obok przycisk , OK”.
Wocisniecie przycisku ,,O0K” spowoduje zamkniecie okna.

Rys. 8. Sposdb wywotania okna umozliwiajgcego
ustawienie sktadu = fazy = ruchomej, predkosci
przeptywu fazy ruchomej i czasu analizy.
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Rys. 9. Okno umozliwiajace ustawienie sktadu fazy ruchomej, predkosci przeptywu fazy ruchomej i czasu analizy.

3.3. Analityczna dtugosc fali

Aparat pozwala na rejestrowanie rownoczesnie wielu chromatogramodw przy réznych dtugosciach fali oraz
rejestrowanie widm w catym zakresie UV-Vis przy wiaczonych lampach dla obu zakreséw. Z uwagi na to, ze badane
anality absorbujg promieniowanie ultrafioletowe witgczona jest tylko lampa deuterowa.
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Klikajgc prawym klawiszem myszy na oknie ,,DAD” zaznaczone pomaranczowg ramkg ma Rys. 5, otwiera sie
zaktadka (Rys. 10), w ktdrej nalezy wybraé ,,Methods...”, wowczas otwiera sie okno (Rys. 11) pozwalajgce na ustawienie
odpowiedniej dtugosci fali.
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Rys. 10. Sposéb wywotania okna umozliwiajacego ustawienie
analitycznej dtugosci fali.

W celu ustawienia analitycznej dtugosci fali nalezy w miejscu zaznaczonym elipsg czerwong na Rys. 11 wpisaé
odpowiednig warto$¢ > 255 nm dla analizy prébki soli kwasu benzoesowego. W przypadku potrzeby rejestracji widm
UV w miejscu zaznaczonym zielong elipsg na Rys. 11 nalezy wybra¢ , All” lub inne dostepne opcje, aby nie rejestrowac
widma wybieramy opcje ,,Non”. Po ustawieniu analitycznej dtugosci fali, aby jg zatadowa¢ do metody nalezy wcisngé
przycisk ,,Apply” oznaczony fioletowg elipsg na Rys. 11, a nastepnie znajdujacy sie obok przycisk ,,0K”. Wcisniecie
przycisku ,,OK” spowoduje zamkniecie okna.
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Rys. 11. Okno umozliwiajgce ustawienie analitycznej dtugosci fali i mozliwosci rejestracji widma UV-Vis.

Ustawione wszystkie parametry metod do oznaczania benzoesanu sodu nalezy zapisa¢ pod nowa nazwa
»,Benzoesan”. W tym celu nalezy klikng¢ na gérnym pasku panelu gtéwnego na zaktadke ,Method” a nastepnie ,Save
Method As” (Rys. 12) i w pojawiajgcym sie oknie wpisa¢ odpowiednig nazwe.

Rys. 12. Sciezka dostepu umozliwiajaca zapisanie metody.
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3.4. Programowanie wykonania analiz z uzyciem tabeli sekwencji

W przypadku wykonywania analiz kilku probek korzystne jest skorzystanie z opcji analiza w sekwencji, w tym
celu klikamy na ikone umieszczong w lewym gérnym rogu pokazujaca trzy fioli. Analiza wielu probek bedzie wtgczona,
jesli zaznaczona ikona bedzie podswietlona na pomarariczowo (Rys. 13).
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Rys. 13. Przetgczenie z analizy pojedynczej prébki na analize wielu prébek (sekwencije).

Nastepnie w celu ustawienia, w jakiej kolejnosci beda analizowane proébki nalezy klikng¢ na gérnym pasku
panelu gtéwnego na zaktadke ,Sequence” i wybraé ,Sequence Table...”(Rys. 14), wéwczas pojawi sie ostatnio
stosowana tabela sekwencji (Rys. 15).

e Sequence Tempigte

Load Sequence Template.
ss:v"e >eduence Tempigte
© Sequence Tempiyte As,

Rys. 14. Sciezka dostepu umozliwiajaca wywotanie tabeli sekwencji.

Tabela do wpisywania sekwencji rézni sie w zaleznosci od wykorzystywanego aparatu co ilustrujg rysunki 15
(Infinity 1220) i ... (Infinity 1260). W tabeli wprowadzamy numer fiolki (miejsce oznaczone czerwonym prostokatem na
Rys.15), ktéry odpowiada pozycji umieszczenia fiolki na tacy automatycznego podajnika prébek, w przypadku Infinity
1260 w aparacie znajduja sie dwie tace. W nastepnej kolumnie wpisujemy nazwe prébki, ktédra powinna by¢
jednoznaczna dla operatora (np. kalibracja ¢=0,2, czy badana woda itp.). W nastepnej kolumnie (obszar oznaczony
zielonym prostokatem na Rys. 15) klikajgc na pole z nazwg metody rozwija sie zaktadka pozwalajgca na wybor
odpowiedniej metody analizy (Rys. 16). W przypadku oznaczania soli kwasu benzoesowego wybieramy metode
»,Benzoesan”, ktéra zostata utworzona po ustawieniu parametrow metody (punkty 2.1 — 2.3). W nastepnej kolumnie
oznaczonej prostokgtem fioletowym na Rys. 15 mozna ustawic ilos¢ wykonywanych analiz z jednej fiolki, standardowo
ustawiona jest 1 analiza. W kolumnie oznaczonej wpisujemy nazwe pliku,
w ktérym zostanie zapisane wszystkie dane z analizy, dla uproszczenia mozna zastosowaé kolejng numeracje lub
pozostawi¢ pole pustym wodwczas nazwa zostanie nadana automatycznie. W kolumnie oznaczonej niebieskim
prostokgtem ustawia sie objetos¢ wprowadzanej prébki do kolumny chromatograficznej w przypadku analizy
benzoesanu powinno to by¢ 10 pL lub mozna ustawic¢ ,,As method”. Jesli w otwartej tabeli sekwencji bedzie mniej linii
do wpisywania danych niz przygotowanych préobek w przypadku Infinity 1220 nalezy wcisng¢ przycisk ,, Append Line”
(czarna elipsa Rys. 15) a w przypadku Infinity 1260 wolna linia jest doktadana automatycznie, lub mozna wcisng¢ ikonke
przedstawiajgcg wstawienie wiersz znajdujgcg sie w lewym gdérnym rogu (czarna elipsa Rys. 19), wowczas zostanie
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dotozona nowa linia. Po ustawieniu wszystkich parametréw nalezy wcisna¢ przycisk ,,0OK”, co spowoduje zapisanie
wprowadzonych danych.
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Rys. 16. Wybdér odpowiedniej metody analitycznej przy tworzeniu sekwencji.

W celu wskazania katalogu, w ktérym beda zapisywane dane nalezy klikngé na gérnym pasku panelu gtéwnego
na zaktadke ,Sequence” i wybraé ,Sequence Parameters...”(Rys. 17), woéwczas pojawi sie okno umozliwiajgce miedzy
innymi podanie nazwy katalogu (Rys. 18).
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Rys. 17. Sciezka dostepu umozliwiajaca wywotanie okna do
wpisania nazwy katalogu, w ktérym bedg gromadzone dane z
poszczegdlnych analiz.
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Rys. 19. Okno umozliwiajgce ustawienie analizy zestawu probek na aparacie Infinity 1260.
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3.5. Przygotowanie chromatografu do analiz
3.5.1. Podftaczenie kolumny

Wyjac kolumne z opakowania i nastepnie odkreci¢ plastikowe nakretki zamykajgce wlot i wylot kolumny.
Nastepnie odkreci¢ kolumne znajdujaca sie na aparacie. Jesli aparat dtugo nie pracowat wigczyé pompe, aby sprawdzi¢
czy przez uktad ptynie faza ruchoma, jesli tak to ponownie jg wytgczy¢. Nie ma potrzeby wykonywania tej czynnosci,
jesli aparat pracuje ciggle. Wkreci¢ kapilary do kolumny zwracajgc uwage, aby przeptyw fazy ruchomej byt zgodny z
zaznaczonym kierunkiem na kolumnie chromatograficznej. Sprawdzi¢ ustawiony sktad fazy ruchomej w
oprogramowaniu i jesli wynosi on 90% acetonitrylu i 10% wody (v/v) to uruchomi¢ kolumne na matym przeptywie fazy
ruchomej 0,1 mL/min.

3.5.2. Kondycjonowanie kolumny

Pierwszy etap kondycjonowania kolumny polega na przepuszczeniu przez uktad acetonitrylu i wody
rozpoczynajgc od sktadu 90/10 (acetonitryl/woda, v/v) i predkosci przeptywu 0,1 mL/min. W nastepnym kroku
stopniowo zmieniac predkos¢ przeptywu fazy ruchomej na 0,3, 0,5, 0,7 mL/min do otrzymania wartosci 1 mL/min. Przy
kazdej zmianie predko$¢ mozna zaobserwowaé wzrost cisnienia na kolumnie, w zwigzku z tym po kazdej zmianie
predkosci nalezy poczekac kilka minut do wyréwnania sie cisnienia. Nastepnie zmieniajac sktad fazy ruchomej co 10%
doprowadzi¢ uktad do sktadu 40% acetonitrylu i 60% wody. Po kazdej zmianie zawartosci acetonitrylu odczekaj
5 minut. Kolejny krok to kondycjonowanie kolumny fazg ruchoma stosowang w analizie, w tym celu nalezy zamieni¢
butelke z woda na butelke zawierajgcg wode zakwaszong do pH 3 (faza wodna do oznaczania benzoesanu). UWAGA!
Wymiane butelek prowadzi sie przy wytaczonej pomnie. W nastepnym kroku przepusci¢ faze ruchomg z kanatu A
z ominieciem kolumny. Otworzy¢ ,zawér do omywania bokiem” w programie ustawi¢ sktad fazy ruchomej 100% A
(wodna faza o pH 3) i 0% B (acetonitryl) i przepompowac przez uktad rozpuszczalnik z butelki A przez 5 min z predkoscia
5 mL/min. W nastepnym kroku nalezy ustawi¢ odpowiedni sktad fazy ruchomej 40/60 (acetonitryl/wodna faza, v/v) i
rozpoczgé wihasciwe kondycjonowanie kolumny przy predkosci przeptywu ustawionej na 1 mL/min przez 30 minut.

3.6. Wykonanie analiz (¢wiczenie w nastepnym tygodniu)

Sprawdzi¢ czy system HPLC jest gotowy do pracy (wiaczona pompa i lampa UV), wéwczas cata grafika ma kolor
zielony (Rys. 20). Wtgczenie aparatu i przygotowanie do pracy opisano powyzej. Wstawic¢ tacke do automatycznego
podajnika préobek i wcisng¢ przycisk , Sequence” zaznaczony czerwong elipsa na Rys. 20. Wcisniecie tego przycisku
spowoduje uruchomienie analiz. Woéwczas aparat wyzeruje lampe, podczas tego procesu na monitorze obserwujemy
zmiane koloru grafiki z zielonej na fioletowg (Rys. 21). Po tym procesie ramie automatycznego podajnika prébek
podnosi fiolke z tacki, przenosi jg pod igte, ktéra pobiera zaprogramowang objetosé (20 ul) i wprowadza do uktadu.
Po wprowadzeniu prébki do uktadu na monitorze zmienia sie kolorystyka z fioletowej na niebieska (Rys. 22). Po
zakonczeniu analizy pierwszej probki automatycznie rozpocznie sie analiza nastepnej, az do wyczerpania wszystkich
zaprogramowanych i ustawionych na tacce prébek.
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Rys. 21. Wystartowanie analizy — zerowanie lampy.
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Rys. 22. Wystartowanie analizy — wtasciwa analiza.

3.7. Spisywanie wynikow analizy

Otwierajac oprogramowanie w trybie offline uruchomi sie okno w opcji ,Data Analysis” umozliwiajacej
ogladanie zarejestrowanych chromatogramow, czy integrowanie pikow itp. W celu otwarcia sekwencji zawierajacej
dane z analizy nalezy na panelu bocznym oprogramowania wybraé katalog, w ktérym zapisywane sg wszystkie dane
(Rys. 23), wéwczas na ekranie pojawi sie tabela przedstawiona na Rys. 24.

_ Calibration Report Spectra Batch View;f c

\ L

LY
AV
N }"’(W \\w\ |
n‘v 3\ A l\‘\

Rys. 23. Panel pozwalajacy wybrac katalog, w
ktérym zapisane sg wyniki analiz.
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Rys. 24. Wgrana pierwsza seria analiz kofeiny do programu ,,Dat ly jacego odczytanie pol
powierzchni pikow.

Zaznaczajgc poszczegdlne linie w tabeli (czewgn prostokat na Rys. 24) na ekranie wyswietla sie
zintegrowany chromatogram (elipsa zielona). Ponadto dane liczbowe ze e s3 W zaznaczonej niebieska elipsg tabeli
zawierajgcej najwazniejsze dane takie jak: czas retenc;i, i
wysokosci czy symetrie.

W celu wyznaczenia zawartosci soli kwa
z wynikami spisa¢ pole powierzchni pik

>

—

nie piku, wysokos¢ piku, szerokos¢ piku w potowie

ego w probkach nalezy wgrac kazdg analize i z tabeli
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