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CHROMATOGRAFIA

Nacwiczeniach z TLC obowgruje materiat zawarty w poghrzniku:

R. Kocjan ,Chemia analityczna. Pagiznik dla studentow. Analiza
instrumentalna. Tom 2" —

rozdz. 1.4.4 (str. 25 - 26); 14.1 —14.2.6 (48 3 399);

14.4 -14.4.7.2.1 (str. 426 — 450)

Nac¢wiczeniach z HPLC obowtuje materiat zawarty w pogzniku:

R. Kocjan ,Chemia analityczna. Pagiznik dla studentow. Analiza
instrumentalna. Tom 2" —

rozdz. 1.4.4 (str. 25 - 26); 14.1 —14.3.10 (348 — 425)

Chromatografia — (gr. chromatos = barwa + grapho pisze) podstawowdechnika
analityczna lub preparatywna sfgca do rozdzielania i identyfikacji zwzkdéw chemicznych
w mieszaninie.

Skfadniki rozdzielane ulegajpodzialowi me¢dzy dwie fazy: jedna z nich jest nieruchoma
(fazastacjonarnd, a drugafaza ruchoma, eluenporusza siw okreslonym kierunku.
Rozdzielenie chromatograficzne polega na umieszazgmobki na cieklej lub statej fazie
stacjonarnej, a nagipnie przepuszczeniu cieklej lub gazowej fazy rucleprmrzez g lub
nad nig, czyli elucji probki z fazy stacjonarnej

Chromatografia jest technikw ktorej skfadniki mieszaninyasrozdzielane na podstawie
réznic szybkdci, z jakimi g przenoszone w gazowej lub ciektej fazie ruchonregp faz
stacjonara. Jest to metoda fizykochemiczna rozdziatu, w Ktdmazdzielany sktadnik
mieszaniny ulega podziatowi #doiowemu pomgdzy dwie fazy (ruchom i nieruchom).
Substancje rozpuszczone migryrzez faz stacjonara z szybkdciami okrélonymi przez
ich powinowactwo do kale] fazy. Kada substang charakteryzuj okreslone parametry
retencji (zatrzymania). Faza ruchoma i faza stasjua znacznie idia Sic pomidzy sola
pod wzgtdem wigciwosci fizykochemicznych.



Wspotczynnik retencji (k)

Efekt zr@nicowania czasu migracji skladnika mieszaniny woahatografii zwazany jest z
réznica powinowactwa fizykochemicznego substancji do faieyuchomej i ruchome;j.

Jezeli substancja wykazuje éy stopiéh powinowactwa do rozpuszczalnika — porusza si
szybko, jeeli za& do fazy stacjonarnej — wolno. Substancjedga bowiem wjcej czasu w tej
fazie, z ktog pozostaje w wikszym kontakcie. $tenie substancji w danej fazie zaleod
tego powinowactwa. Wspotczynnik retencji zgleod struktury molekularnej substanciji
chromatografowanej. Zwkany jest on ze wszystkimi rodzajami chromatografii

zaward6 substancji w fazie nieruchomej
k= zawarfoé substancji w fazie ruchomej

Wartc¢ tego parametru wptywa zawsze odwrotnie propordjoeana szybké&d poruszania
si¢ substancji wsrodowisku analizy.
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Wspotczynnik migracji Rokresla utamek czasu gdzonego przez substagoy fazie ruchomej —
stosowany w chromatografii planarnej
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Inne nazwy stosowane dla wspotczynnika migracji faktor retencji; utamek pdkosci;
wspotczynnik zatrzymania lub spowolnienia; (ratectron).
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Liczba potek teoretycznychliczba podziatéw jednostkowyciNg

Dlugi czas retencji sprzyja rozmyciu piku. Begpmmnio, wptywa na to zjawisko liczba
rownowag adsorpcji-desorpcji wzdtkolumny. Zdolné¢ do tworzenia wskich, wycinanych
frakcji mieszaniny w okrdonych warunkach i czasie — liczba potek teoretychn
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Szerokdé piku (w) bezpdrednio opisuje sprawié kolumny.
Sprawna¢ kolumny opisana jest wysoKkoia potki teoretycznej (H) liczba potek
teoretycznych N wptywa na szeragkmikoéw w

Rozdzielcz&' — wspoétczynnik rozdzieleniasR
Rozdzielenie zaley od odlegtéci pikdw. Wspotczynnik rozdzielenia zaleod sprawnéci i
selektywndci kolumny oraz od retencji substancji (utamek zdoéai w fazie nieruchome)).
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retencja — utamek zawgnitev fazie nieruchome;j
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Klasyfikacja metod chromatograficznych

Rodzaj metody Format Technika
Chromatografia cieczowa (LC)
Chromatografia bibutowa (PC) arqdrna  podziat (adsorpcja, wymiana jonowa,

wykluczenie)

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) planarnadsorpcja (podziat, wymiana jonowa,
wykluczenie)

Wysokosprawna chromatografia

cieczowa (HPLC) kolumnowa adsorpcja (podziat, wymiana jonowa,
wykluczenie)

Chromatografia nadkrytyczna (SFC) podziat

Chromatografia gazowa (GC)

Chromatografia gaz-ciecz (GLC) koluao podziat

Chromatografia gaz-ciato state (GSC)  kolumnowadsorpcja



Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Charakterystyka podstawowa
Format metody- planarna
Mechanizm sorpcji— W HPLC stosowaneaswszystkie mechanizmy sorpcji: podziat,

adsorpcja, wymiana jonowa, wykluczenie, powinowactwhiralna. Sktadniki rozdzielapie
na podstawie szybkoi migracji zalenej od powinowactwa do faz.

Nosnik — ptytki szklane, aluminiowe, plastikowe.

Faza stacjonarna— drobnoziarniste sorbenty state o wiglkoziarna 10-30 pm-zel
krzemionkowy, celulozazywice jonowymienne, tlenek glinu, ziemia okrzemkowalektory
chiralne. Grub& warstwy sorbentu 0,2-2,5 mm. M zawierd nierozpuszczalny odczynnik
fluorescencyjny

Faza ruchoma- pojedyncze rozpuszczalniki lub ich mieszaninydanej polarnéci — od
niepolarnych wglowodorow do polarnych alkoholi, wody oraz rozpmanikdéw
kwasowych i zasadowych. Rozpuszczalnik poruszdztki sitom kapilarnym.

Komory elucyjne- r&Zne naczynia o ksztaltach prostopddiennych lub cylindrycznych.
Szczelnie zamkgte | wypetnione parami fazy ruchome;j.

Nanoszenie prébki podlega zasadom ogolnym chromatografii.

Substancja rozdzielana przenoszona jest wraz g fazhony przez ptaskie zie fazy
stacjonarnej metadpionows (wstepujaca) lub horyzontala.

Identyfikacja— spryskiwanie odczynnikiem wywohgym reaka barwry lub wskenikiem
fluorescencyjnym dla obserwacji swietle UV.

Wykrywanie rozdzielonych sktadnikéw (analiza jakodowa)

- Wizualizacja przy pomocy odczynnikdéw chromogermyworzicych pokczenia barwne ze
wszystkimi lub niektérymi substancjami rozdzielanym

- Oswietlanie promieniami UV (254 1 370 nm)

- Utlenianie i zwglanie kwasem siarkowym (spryskiwanie)

- Dziatanie par jodu - wiele substancji zabarwiare bazowo

- Skanowanie densytometryczne — pomiagieatia promieniowania odbitego od powierzchni
po na&wietleniu jej promieniowaniem UV/VIS. Powssajpiki wskazugce na obecrig
substancji absorbage;j.

- Wykrywanie substancji znakowanych wsgkikami promieniotworczymi (klisza
fotograficzna, liczenie scyntylacji, skanowaniehikiem Geigera-Millera

Oznaczenie skladu mieszaniny (analizasittcowa)

- Metody bezpérednie — poprzez pomiar powierzchni plamki. Do pami wywa sk
planimetru. Uwzgidniana jest grubg warstwy sorbentu i aktywidé substancji. ROwnie
nanoszoneasna t sana plytke substancje wzorcowe w znanejsito

- Fluorymetria — pomiar nateniaswiatta emitowanego przez substancje fluoryzaj

- Oznaczenie poednie w eluatach — sorbent z powierzchni plytkivieaajacy plamie
ekstrahowany jest rozpuszczalnikiem a roztwor badzoddaje s analizie instrumentalnej
(NMR, IR, UV lub inngj).



- Fotodensytometria — w oznaczeniu stosowany jesmigr swiatta odbitego lub
przepuszczonego — gtéwnie UV/VIS, analizowany wrapi@ rejestrujcym.

y: 25.0, Signal: 14.2; Steigung: §5.781
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Inne procedury TLC

Dwuwymiarowa TLC-— stosowana dla pelnego rozdzielenia substancjpodobnych
wiasciwosciach chemicznych.

Pojedyncz probke rozwija st po naniesieniu w polu startowym umieszczonym wurog
ptytki. Sktadniki @ cz¢sciowo rozdzielone wzdiujednego boku ptytki. Chromatogram po
wysuszeniu i obréceniu o 90 o rozwijany jest pon@an wyciem fazy ruchomej o innym
sktadzie. Otrzymuje sidwuwymiarova mag; sktadnikow.

Wysokosprawna chromatografia cienkowarstwowa (HPTE®)znaczenie prowadzone jest
wedtug regut klasycznej TLC. Stosowane ptytki pokryte ciésza warstwg (0,1 mm
grubaici) bardzo drobnoziarnistego sorbenfue@nia wielk@¢ ziarna 5 pm). Zwiksza s¢
czutai¢ i rozdzielczé¢ rozdziatu. Odczyty chromatogramow prowadzonepgzy pomocy
densytometru.

Porownanie metod TLC z GC i HPLC

Zalety:

- Mozliwos¢ chromatografowania wielu prébek rownogzie, np. w celu natychmiastowego i
bezpdredniego poréwnania z wzorcem;

- Mozliwos¢ zastosowania wszystkich mechanizmow sorpcji;

- Podstawowa technika jest tania, wszechstronnghks,

- Mozliwos¢ wykrycia wszystkich substanciji rozdzielanycigznie z tymi, ktore nie migraj

Z punktu startu.

Wady:

- Ograniczona powtarzald@wynikow;

- Zmiany w skiladzie fazy ruchomej w czasie rozwigachromatogramu;

- Wzrastajce rozmycie plamki (poszerzenia pasma) powodowam@egszeniem szybkaoi
fazy ruchomej wraz z pokonywandlegtGcia.

Rodzaje chromatografii

W zalenosci od mechanizmu sorpcji (proces, podczas ktéregastki substancji
przemieszczaj sic z fazy ruchomej do stacjonarnej), chromatografzielimy na sz&
podstawowych rodzajow.

Chromatografia adsorpcyjnaw ktorej substancja rozdzielana utrzymywana jest
powierzchni fazy stacjonarnej pod wpltywem oddziagwehemicznych lub fizycznych. W



chromatografii tego rodzaju rozdziat ngsije pom¢dzy ciekh faze ruchomy a faz
stacjonarna, na ktérej odwracalnie adsorhupic czasteczki rozdzielanych substancji. Z
polarnymi fazami stacjonarnymidl krzemionkowy, tlenek glinu) stosujegsnato polarne
fazy ruchome (np. heksan, chloroform). Jestitimmatografia w normalnym ukfadzie f@dP

— Normal Phasg W przypadku niepolarnych faz stacjonarnych (pplimery) stosuje si
polarne fazy ruchome (np. woda, metanotfiromatografia w odwréconym uktadzie {&4>
Reverse Pha3e Adsorpcyjny mechanizm sorpcji stosowany jest Wwromatografii:
kolumnowej, cienkowarstwowej i HPLC. Adsorbent stwany powinien: mié jak najsilniej
rozwinigta powierzchng; sktad& sic z odpowiedniej wielkéci ziaren (im mniejsze, tym
szybciej ustala sirbwnowaga, ale tym wolniejszy przeptyw rozpuszeika) o jednorodnej
wielkosci; by¢ bierny chemicznie wobec rozpuszczalnika i subgtaiozdzielanych; by
selektywny.

Chromatografia podzialowaw ktérej substancja rozdzielana ulega podziatpamiedzy
dwie niemieszace st fazy ciekte (stacjonarna i ruchain pod wplywem ranicy
powinowactwa do tychrodowisk (rozpuszczalnikéw). W chromatografii tegsuje s¢ ciekte
fazy stacjonarne, ktore albo osadzoaea drobnoziarnistym obginym naniku, albo té 53
chemicznie zwjzane z jego powierzchpiSktadniki probki rozpuszczone w fazie ruchomej
ulegap podziatowi pom¢dzy faz stacjonara a faz ruchomy. Podziat kadej substancji
pomicdzy dwie fazy opisuje ikciowo tzw. wspotczynnik podziatu. W wyniku adic we
wspotczynnikach podziatu sktadnikédw probki i wynigaych z nich zrénicowanych
predkosci migracji nastpuje rozdziat mieszaniny. Moa wyr@ni¢ dwa warianty:
chromatografia cieczowo-gazowg@azowa, GC), lwomatografia cieczowo-cieczowgnp.
bibutowa). Podziatowy mechanizm sorpcji stosowamgt jw technikach: kolumnowej,
cienkowarstwowej, GC, HPLC

Chromatografia jonowymiennaw ktorej substancje oddzialujze zizem za pomot
oddziatywa jonowych, sty do rozdziatu zwizkéw jonowych, kwaséw i zasad (aminy),
szczegolnie do aminokwaséw, peptydéw, biatek i idmasukleinowych;
Chromatografiazelowa (gczenie molekularne rozdziat ze wzgldu na wielké¢ zwiazku
stuzy do rozdziatu zwizkéw wielkocasteczkowych (biatka, kwasy nukleinowe), jak i db ic
odsalania. Wykorzystujegsmechanizm sorpcji zwanyykluczeniem

Chromatografia powinowactwa (afinitywpaw ktérej odpowiednio spreparowana faza
rozdzielcza jest zdolna do oddziatywvahemicznych o zmiennym powinowactwie wobec
rozdzielanych substancji;

Elektroforezarozdziat ze wzgidu na szybké& migracji jondw w polu elektrycznym.

TLC znalazita réwnig zastosowanie \&nalizie ilosciowej w sytuacji, gdy nie ma nibwosci

bezpdredniego oznaczania zawaito badanej substancji bez jej wydzielenia z probki.

Mozliwe sa nastpujace sposoby wykorzystania iiowego tej techniki:

a. Wykorzystuje st rosmca zalenos¢ powierzchni plamki na rozwigiym chromatogramie
od zawartéci danej substancji w probce. Powierzehpiamek mierzy si recznie, np.
odrysowujc ich ksztalt na papier milimetrowy i ligz kratki, Metoda ta uniiwia
prac ze sladowymi ilosciami substancji, ale otrzymane wyniki obarczoaesacznym
btedem.

b. Nanosi st wicksze ilgci badanej substancji na ptytk(najlepiej do chromatografii
preparatywnej) i po rozwigciu chromatogramu zdrapujegddpowiedni obszar ptytki,



wymywa badaa substang za pomog odpowiedniego rozpuszczalnika do kolbki
miarowej i bada np. absorbaadpk uzyskanego roztworu za pomapektrofotometru
UV/VIS. Metoda ta pozwala na uzyskanie stosunkae&tadnych wynikow, ale jest
czasochtonna i wymaga zastosowaniekazych ilgci substancji, i metoda a.

c. Rozwinkty chromatogram skanujegsilensytometrem — wdzeniem, przeksztatcggym
chromatogram plamkowy na pikowy. Po w¢mstym etapie, jakim jest ustalenie
analitycznej dlugéci fali, urzadzenie umaliwia otrzymanie zalenosci migdzy
wysokacia lub polem powierzchni otrzymanych pikéw a zawseip badanej substancii
w probkach automatycznie, bez koniec@m@drysowywania czy zdrapywania plamek.

We wszystkich w/w wariantach analizy wykonuje kizywe wzorcowe — pole powierzchni

plamek, absorbangj roztworu substancji wyekstrahowanej z fazy staajogj, Iub

wysokas¢, ewentualnie pole powierzchni pikéw densytogramuuwkcji ilosci substancji
naniesionej na ptytk W wariancie a) mdiwa jest ponadto prosta, chmiezbyt doktadna
ocena poliléciowa poprzez wizualne poréwnanie  wiglkb i ew. intensywnéci
zabarwienia plamki badanej z plamkami, otrzymangtairoztworéw wzorcowych.

OZNACZANIE ZAWARTOSCI SUBSTANCJI W PROBKACH METOR
CHROMATOGRAFICZNA TLC

Celem ¢wiczenia jest zaznajomienie studentdw 2z nowoczesnygastosowaniami
chromatografii cienkowarstwowej w analizie d@owej substancji chemicznych na
przyktadzie oznaczania aminokwasow. Studenci pazagtosowanie skomputeryzowanych
urzadzen do wizualizacji i interpretacji chromatogramow.

Wykonanieéwiczenia

Odczynniki i materiaty

Aminokwasy

DL-a-Alanina roztwér podstawowy oggeniu 10 mg/ml w wodzie destylowanej
DL-Metionina roztwér podstawowy oegeniu 10 mg/ml w wodzie destylowanej
L-4-hydroksyprolina roztwoér podstawowy @&tniu 10 mg/ml w wodzie destylowanej
Substancje pomocnicze

n-propanol cz.d.a.

chloroform cz.d.a.

woda destylowana

Ninhydryna 0.2 g roztwor w acetonie (100 ml) + 1ladowatego kwasu octowego.

Sprat:

Ptytki do chromatografii cienkowarstwowej pokrytelem krzemionkowym Kieselgel 60, ze
wskaznikiem UV 254 nm lub bez, grubdwarstwy 0,25 mm, 20x20 cm lub 10x20 cm.
Komora chromatograficzna

Strzykawka Hamiltona 10

UWAGA — NALEZY WYKAZA C SZCZEGOLNA OSTROZNOSC PODCZAS PRACY Z ALKOHOLEM N-
PROPYLOWYM, CHLOROFORMEM ORAZ ROZTWOREM NINHYDRYNY UNIKAC WDYCHANIA
PAR ORAZ KONTAKTU ZE SKOR\. ZACHOWAC OSTRNOSC ZE WZGLEDU NA WEASCIWOSCI
PALNE ROZPUSZCZALNIKOW ORGANICZNYCH.

Przygotowanie roztworow
Studenci przygotowsdjroztwory wzorcowe poszczegolnych aminokwaséw depagcych
stezeniach:



Lp. Obj. roztworu Stgzenie aminokwasu
podstawowego [ml] [mg/ml]

1 2.0 0.8

2 4.0 1.6

3 6.0 2.4

4 8.0 3.2

5 10.0 4.0

Podane olkfosci otrzymanych roztworoéw podstawowych naglerozcieaiczye w kolbach
miarowych 25 ml, dopetnia¢ do kreski wod destylowan.

Nanoszenie chromatogramow

Studenci nanogzroztwory dla poszczegblnych aminokwasOw na osolbbrptgtkach. Ling
startova wykreslaja otowkiem 20 mm od dolnej krawlzi, 1-sa plamk nanosz w
odlegiaci 15 mm od brzegu ptytki. Nagine plamki nanoszw réwnych odsipach, co 15
mm, kadorazowo odmierza¢ strzykawlg Hamiltona po lul roztworéw wzorcowych. Jako
ostatni plamlke nanosz roztwoér z zadaniem — mieszagiaminokwasow.

Uwaga — naley nanost podam objgtos¢ roztworOw ostranie, w miage mazliwosci
porcjami, uprzednio przeptukig strzykawl nanoszonym roztworem. Przed nanoszeniem
roztworu nasipnego aminokwasu strzykawkrzeptuké najpierw wod destylowan.
Chromatogram rozwigatechnilky wstpujaca w ukladzie n-propanol — woda — chloroform
5:2:1 do wysokeéci ok. 10 cm powsyej linii startowe.

Ptytki wyja¢ z komory, zaznaczZyotdwkiem linic czotowa, wysuszy na powietrzu.
Poszczegolne piytki spryskaroztworem ninhydryny za pomg@curzadzenia Chromaldet
(obstuguje prowadzcy éwiczenie) w razie potrzeby podgrézdekko suszarkdo wiosow.
Ptytki kolejno umieszczaw densytometrzébstuguje prowadzcy éwiczenie)— dla kade;j
postpujac wg nastpujacego programu:

1. Dobranie analitycznej dtugoi fali (skanowanie 1-szego toru chromatogramu za
pomoeg opcji ,multi- wavelength scan”)

2. Dla wybranej dlugéci fali wykona skanowanie za poma®pcji ,chromatogram”,
deklarupc jako zmienn zalezna pole powierzchni piku.

3. Wyswietli¢ na ekranie otrzymany wykres pola powierzchni piufunkciji ilosci
naniesionego aminokwasu (funkcja + wspotczynnik resji), odczytd ilos¢
substancji w zadaniu.

4. Porowna otrzymane wyniki (otrzymane #oi badanych aminokwaséw w zadaniu) z
ilosciami rzeczywistymi

Dla poszczeg6lnych aminokwasow sputz¢ tabelle:

Analityczna| Pole Wspotczynnik| Otrzymana | Faktyczna
diugcic fali | pow.=f(c) regresji R ilosé ilosé
substancji | substancji

Alanina

Hydroksyprolina

Metionina

Ocent przydatné¢ zastosowanej metody do oznaczania poszczegélmyotokwasow.



Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) —

High Performance/Pressure Liquid Chromatography

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) jesthnikg rozdzielania sktadnikow
mieszanin na podstawie gaic w szybkeéci ich migracji przez kolumg zawierajcq
mikroziarnistg fazg stacjonarmy. Substancje g przenoszone przez kolurmarw strumieniu
ciektej fazy ruchomej, poruszagej sk pod wptywem 6&nienia, i ¢ wykrywane w eluacie.
Charakterystyka podstawowa HPLC

Format metody— kolumnowa

Mechanizm sorpcji (technika} W HPLC stosowaneaswszystkie mechanizmy sorpciji:
podziat, adsorpcja, wymiana jonowa, wykluczeniewipowactwa i chiralna. Sktadniki
rozdzielay sic na podstawie szybkoi migracji zalenej od powinowactwa do faz.

Naosnik — sciana kolumny, drobnoziarniste ciato state.

Faza stacjonarna— modyfikowana krzemionka, niemodyfikowana krzenk®, zywice
polimerowe, zele. Faz stacjonara stanowi gsto i jednorodnie upakowane z& dobrze
odpowietrzone. W HPLC stosuje; siastpujace wypelnienia:

a) tlenki nieorganiczne — np. tlenek glinu

b) zele krzemionkowe

|
—Si—OH
|

o
|

—S8i— OH
I

c) zele krzemionkowe modyfikowaneneuchami alkilowymi (tzw. fazy zvazane)

|
'—?I—OH

|
—Si—o o

| \\ _CH;

o Si —Si—O0

|/ “cu
. Sli— o 3 o Si—CygH3;

—?I—O OH

d) zele krzemionkowe modyfikowaneneuchami alkilowymi zawieragymi grug funkcyjm
(tzw. fazy zwazane) np.: R-CN, R-NH
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g) usieciowane kopolimery styrenu z diwinylobenzar(ezw. fazy polimerowe).

Kolumny— proste rurki ze stali nierdzewnej (dt. 5-85 cin,4,5-10 mm) wypetnione faz
stacjonara drobnoziarnist lub polimerem. Diug& kolumny zaléy od srednicy ziarna
wypetnienia. Im ziarno jest drobniejsze, tym kolwajast krotszaSrednica ziarna to zwykle
5-10 um.

Faza ruchoma- Dostarczane po prZeju przez system odgazowania, filtracji i mieszamaa
szczyt kolumny pomyp statoprzeptywow. Faz; ruchony (eluent) stanowi ciecz (najgxiej
jest to mieszanina rozpuszczalnikbw wtlaczana pogsokim cknieniem), ktora
charakteryzuje siodpowiedm zdolngcia elucyjm i zapewnia odpowiedairozdzielczéc.
Elucja mae by izokratyczna(staty sktad fazy ruchomej) lupradientowa w ktérej skiad
eluentu jest zmienny. Czas retencji skladnikow Rrofest wynikiem oddziatywania
analizowanej probki z fazstacjonara. Czasem retencji nazywany jest czas, jaki uptywa
miedzy wprowadzeniem probki a pojawieniena siaksimum piku rozpatrywanego sktadnika
prébki. t,

tr — czas retenc;ji
t'r — zredukowany czas retencji
tw — czas martwy

t,
l>

} >

I czas (mﬁ)

W zalenosci od fizykochemicznego charakteru fazy stacjonarn@zrézniamy
chromatografi w normalnym lub odwréconym uktadzie faz.

Chromatografia w normalnym ukladzie faz to proces, ktorym faza nieruchoma
(wypetnienia kolumny) jest bardziej polarna od famghomej. Jako wypetnienie stosowany
jest wtedy najoZciej zel krzemionkowy, a typowym eluentem jest n-heksan.
Chromatografia w odwréconym uktadzie faz jest psere, w ktorym faza ruchoma jest
bardziej polarna od fazy stacjonarnej, ktéazwyczaj jestel krzemionkowy modyfikowany
grupami alkilowymi. Typowym eluentem w odwréconyrktadzie faz jest mieszanina woda
— acetonitryl lub woda — metanol.

Dozowanie probki-ciekite prébki i roztworywprowadzane przez dozownik (zawor) do fazy
ruchomej na szczycie kolumny.

Identyfikacja— substancje rozdzielane wykrywanensfazie ruchomej w kolejrigi wyptywu
przez detektor — zataos¢ skzenia od czasu.

Detektory — absorpcyjny; fluorescencyjny; elektrochemiczriyTIR; spektrometr mas;
refraktometryczny; konduktometrycziRodzaje detektoraw

- Spektrometryczny UV-VIS - jest najszerzej stosnywaDokonuje pomiaru absorbanciji
rozdzielanych sktadnikbw (w zakresie nadfioletuswiatta widzialnego 200-870 nm)
zawierajcych grupy chromoforowe. Odmiany — fotometr z ditri; spektrofotometr o
zmiennej dtugéci fali (wykres dwuwymiarowy); typyhotodiode-arraywyposaony w dwa
lub wiecej szeregi fotodiod (wykres tréjwymiarowy)

- Fluorymetryczny — reaguje selektywnie na subgeafhgoryzupce. Jest bardziej selektywny
i czuty od spektrometrycznego.

- Refraktometryczny najbardziej uniwersalne. Pomiar zmiany wspotciyamratamania
Swiatta fazy ruchomej (rnicowy). Mniej czuty od spektrometrycznego, cennpraypadku
rozdzielania zwizkdéw nasyconych (cukry, alkany).

- Elektrochemiczny — konduktometryczne, amperometrgc pomiar przewodioi dla
substancji jonowych lub pdu w reakcji elektrochemicznego utlenienia lub Fegjiu

- Spektrometr mas — mbwos¢ identyfikacji wszystkich substancji. Wymaga usicm
rozpuszczalnika i przeprowadzenia prébki w staroggz
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Odmiany HPLC

Chromatografia adsorpcyjna w normalnym lub odwréconym uktadzie faz. Subsj@n
rozdzielane konkurgj o dost¢p do grup silanolowych f. stacjonarnej i wymywane zs
kolumny w kolejndci wzrastagcej polarndci.

Chromatografia podziatowa zmodyfikowa@hromatografia z fazzwiazara (BPC). — faza
stacjonarna to modyfikowana chemicznie krzemionlRodzaj zwizanego czynnika
modyfikujacego decyduje o zastosowaniu. Réwireseromatografia powinowactwa.
Chromatografia jonowymienna (IEG)do rozdzielania substancji jonowych na kopolimbra
usieciowanych z mobilnymi jonami.

Chromatografia jonowa (Cl} cienka warstwa jonowymienna umieszczona na pachai
porowatej. Faza ruchoma — roztwory elektrolitow.

Chromatografia wykluczenia- zalenego od wielkéci czasteczek. Faza stacjonarna
usieciowany kopolimer. Rzeczywistemu rozdzieleniegap tylko czstki o wymiarach
posrednich porow.

Chromatografia chiralna- chiralne fazy stacjonarne (cyklodekstryny gzsine z

krzemionlky) rozdzielaj enancjomery zvgzkow.

Zalety HPLC szybki, zautomatyzowany i precyzyjny rozdziat zzkidw; tatwe stosowanie
gradientéw; powtarzaldé czaséw retencji; ikciowe oznaczanie zwzkoéw (pole
powierzchni pod pikiem); zastosowanie chiralnegaaiumaliwia rozdziat enancjomerow.
Wada rozdziat matych iléci zwiazkow.

Wysokosprawny chromatograf cieczowy sktadgzspodstawowych @Zci:

- uktad dostarczania rozpuszczalnika

- dozownik probki

- kolumna

- uktad detekcji i rejestracii

- mikrokomputer z oprogramowaniem do sterowanigmeazlem i przetwarzania danych.

regulowane
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OZNACZENIE KOFEINY W BADANEJ PROBCE
Metoda oznaczenia kofeiny metokilibracji bezwzgldnej (wzorzec

zewrgtrzny).

7
DYN M
e
g>
HSC h,
0 CH,

kofeina

1,3,7-Trimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dion
1,3,7-trimetyloksantyna
Kofeina —Coffeinum
Synonimy:Caffeine, Caffeine monohydrate, Caféine, Caféirmahydrate
1,3,7-Trimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dion
1,3,7-trimetyloksantyna
Kofeina G HigN4sO, m.cz.219,14
Kofeina jednowodna §&H;0N4O; - HO m.cz. 212,21
Kofeina jest naturalnym alkaloidem purynowym. WEgrmakopei Polskiej IX kofeina nale
do wykazu B, czylisrodkow silnie dziatgicych 1 ma dziatanie pobudaap. Dawka
smiertelna kofeiny wynosi 150-200mg/kg masy ciata.
Rozpuszczalni@: substancja tatwo rozpuszcza sie w metanolu (P60dos¢ trudno
rozpuszcza giw wodzie w temp.200C ok.20g/l, trudno rozpuszdzavseterze etylowym.
Zgodnie z dyrektyw Wspolnotow 2002/67/E etykieta produktow nie musi zawdera
doktadnie oznaczonej zawastd kofeiny o ile jej zawart® w produkcie nie przekracza
150mgl/l.

Wykonanie oznaczenia

Roztworu podstawowy zawiera 0,2500g kofeiny w 50mészaniny zteonej z 30% v/v
metanolu i 70% v/v wody.

Przygotow& roztwér roboczy kofeiny przez qmiokrotne rozciéczenie roztworu
podstawowego mieszanizawierajgca 30% v/v metanolu i 70% v/v wody.

Do kolbek miarowych o pojemdo 10 ml odmierzy za pomog pipety automatycznej
kolejno: 0,5 ml, 1,0 ml, 1,5 ml, 2,0 ml roztworubgczego kofeiny i uzupelhi mieszanin
zawierajca 30% v/v metanolu i 70% v/v wody do kreski.

Po doktadnym wymieszaniu nape&t oznaczone probowki i undig¢ je w autosamplerze
aparatu.

Aparat uruchamia i obstuguje prowadzcy.
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Na podstawie otrzymanych wynikéw spauizi¢ krzywa wzorcows i wyznaczy zawart@é
kofeiny w probce X.
Tabela wynikéw:

Wysoka¢ piku

Pole powierzchni piku

Czas retencji

X| B W N R T

Metoda oznaczenia kofeiny metododatku substancji oznaczanej (odmiana

metody dodatku wzorca wewtnznego)

Wykonanie oznaczenia
Do kolbek miarowych o pojems&o 10 ml odmierzy za pomog pipety kolejno: a) 5,0 ml
roztworu zawierajcego kofeig np. napoju pepsi cola oraz b) prétdawierajca 5,0 ml tego
samego preparatu zawiereg¢go kofeig oraz 1,0 ml roztworu roboczego kofeiny i
uzupeiné obie prébki mieszaninzawierajca 30% v/v metanolu i 70% v/v wody do kreski.
Po doktadnym wymieszaniu napetf2 oznaczone probowki i undi@é je w autosamplerze

aparatu.

Aparat uruchamia i obstuguje prowadzcy.

Otrzymane wyniki zamigi¢ w tabeli i oblicz¢ zawart@¢ analizowanej kofeiny wg wzoru :

gdzie:

C = ((Yo-GJYi-Y0)) + F - 1000

C - stzenie /zawart& oznaczanej substancji

Yo - wysoka¢/powierzchnia piku bez dodatku wzorca
Cs — stzenie/zawart& wzorca w probce

Yi — wysoka¢/powierzchnia piku z dodatkiem wzorca
F — przelicznik rozcigczeniowy
1000 — przelicznik masowy, pozwalay uzysk& wyniki w mg

Otrzymany wynik porownaz deklarowaa przez producenta zawastia lub dyrektyws

Wspolnotove 2002/67/E
l.p. Wysoka¢ piku Pole powierzchni piku Czas retencji
2
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Walidacja metod analitycznych
Na przyktadach podanych przez asystenta przeprawagracowanie wynikéw np:
1. Powtarzalng¢ oznaczd, gdy analiza wykonywana jest w tym samym laboratariprzez
tego samego analitykag samy metod,, na tych samych ugdzeniach, w mdiwie krotkim
przedziale czasowym. Miara powtarzalcigestRSD powtarzalnéi oznacza.
RSD jest to wzgtdne odchylenie standardoweel@tive standard deviatign niezaléne
od jednostek pomiaru. Jest wyome ilorazem wartei odchylenia standardowegéredniej z

wartasci pomiarow:

RSD=2>
X

RDS jest licza mniejsa od jedndci | wyrazane jest ozsto w procentach jako

wspotczynnik zmienngi (coefficient of variandeCV% .

2.0dzysk analitu

W przypadku konieczrigi oddzielania analitu od matrycy konieczne jesteglknie
odzysku analitu. M&zna to wykona metody dodawania analitu. Do jednej z dwdch
rownych czsci probki dodaje si znary ilos¢ analitu (s). Po przeprowadzeniu analizy z

probki z dodatkiem analitu (x+s) i pierwotnej (®pliczany jest odzysk R wedtug wzoru:

(x+9) = (x)

R(%) = 100

Obydwie prébki analizowanea4a samy metod,. Mozna dodawé tez analitu do czystej
matrycy. Akceptowanyredni odzysk zaley od stzenia analitu w prébce — dlaggénia

1% analitusredni odzysk powinien wynasbB7-103%.
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