ROZDZIAL MIESZANINY WEGLOWODOROW AROMATYCZNYCH METODA
WYSOKOSPRAWNEJ CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ Z DETEKTOREM
FLUORESCENCYJNYM (HPLC-FLD)

Celem ¢wiczenia jest dobor warunkow rozdzialu mieszaniny weglowodoréw aromatycznych za pomoca

wysokosprawnej chromatografii cieczowej oraz ich identyfikacja.

APARATURA: zestaw do wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem fluorescencyjnym
(HPLC-FLD)

ODCZYNNIKI: alkohol metylowy do chromatografii; 2% r-ry metanolowe benzenu, toluenu, ksylenu,

mezytylenu i durenu, woda dejonizowana.

WYKONANIE CWICZENIA:

a) Przygotowanie roztworéw roboczych

Do kolbek miarowych o pojemnosci 10 ml wprowadzi¢ po 0,4 ml badanych substancji i uzupetic

metanolem do kreski.

b) Przygotowanie mieszaniny roboczej

Do kolbki o pojemnos$ci 10 ml przenies¢ po 0,4 ml roztworow wzorcowych 1 uzupetni¢ metanolem do
kreski. Tak przygotowany roztwor bedzie sluzyt do przeprowadzenia optymalizacji rozdziatu

sktadnikéw mieszaniny.

c) Identyfikacja sktadnikow mieszaniny

Zarejestrowa¢ chromatogram mieszaniny stosujgc faz¢ ruchomg o sktadzie 85% metanolu i 15%
wody i natezeniu przeplywu fazy ruchomej 1 ml/min. Nastepnie zarejestrowaé pojedyncze
chromatogramy substancji czystych. Identyfikacj¢ przeprowadzi¢ poréwnujac czasy retencji pikoéw na

chromatogramie mieszaniny z czasami retencji pojedynczych sktadnikow.

d) Optymalizacja sktadu fazy ruchome;j:

Zarejestrowaé chromatogramy mieszaniny przy natezeniu przeptywu 1 ml/min stosujgc fazy ruchome
o nast¢pujgcym skladzie: 70% metanolu — 30% wody, 75% metanolu — 25% wody, 85% metanolu-
15% wody 90% metanolu -10% wody i 95% metanolu-5 % wody. Z zarejestrowanych
chromatogramow wyliczy¢ wspdlczynniki rozdzielenia k, a nastgpnie narysowaé wykresy
k=f(%metanolu) w fazie ruchomej. Na podstawie wartosci k wybra¢ sktad fazy ruchomej pozwalajacy

na osiggni¢cie najlepszego rozdzielenia.

e) Wybdr szybkos$ci przeptywu fazy ruchomej

Zarejestrowac chromatogramy stosujac wybrang faze ruchoma oraz nastepujace szybkosci przeptywu:
0.5, 0.9,1.0,1.2ml.



f) Wyznaczenie objetosci martwej kolumny

Objetos¢ martwa wyznaczy¢ przez zadozowanie na kolumng substancji nie oddziatywujacej z

wypetnieniem.

OPRACOWANIE WYNIKOW:
Na podstawie zarejestrowanych chromatogramow obliczy¢:

1. Wspolezynniki retencji (wspotczynniki rozdzielenia, k)

k=(tr — tm)/tm  gdzie tr- czas retencji danej substancji (min), tw-czas martwy (min)

Narysowa¢ wykres zaleznosci k od % metanolu w fazie ruchomej i na tej podstawie wskazaé

najlepsza faz¢ ruchoma.

2. Dla kazdej szybkos$ci przeptywu fazy ruchomej policzy¢ wysoko$é potki teoretycznej korzystajac ze

WZOrow:

N= 16(tr/W)?> oraz WRPT=I/N

gdzie: N - liczba potek teoretycznych, w —szeroko$¢ piku przy podstawie (cm), WRPT — wysokos¢
réwnowazna poélce teoretycznej, 1- dlugos¢ kolumny chromatograficznej (cm).

Narysowa¢ wykres zalezno§ci WRPT od szybkosci przepltywu fazy ruchomej i wskaza¢ optymalne

natezenie przeplywu.
3. Na podstawie chromatogramu zarejestrowanego w optymalnych warunkach obliczy¢ objetosci

retencji_(VRr). zdolnoé¢ rozdzielczg kolumny (R) oraz selektywnos$¢ kolumny (a) korzystajac z

nastepujacych wzoroéw:
VR=t]R XV
R = 2(t2r-t1r)/(W1t+W2)
o = t’2r/t"1R
gdzie: v — natgzenie przeptywu (ml/min)
t’2r, t’1r — zredukowane czasy retencji sgsiadujacych na chromatogramie pikow.

4. W sprawozdaniu przeprowadzi¢ dyskusje otrzymanych wynikéw.

Wymagania:

Chromatografia w normalnym 1 odwréconym uktadzie faz, czas retencji, objeto$¢ retencji, wielkosci
zredukowane, wspotczynnik retencji, parametry charakteryzujace sprawnos$¢ i selektywno$¢ kolumn
chromatograficznych, czynniki wptywajace na przebieg rozdzialu w HPLC, fazy ruchome, zasady doboru
faz ruchomych w HPLC, wypehienia kolumn, detektory stosowane w HPLC.
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