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Obecné zaklady kapalinové elu¢ni kolonové chromatografie

Kapalinovd chromatografie je jednou z chromatografickych separacnich (d¢licich)
metod. V pfipad¢ kolonové chromatografie je k déleni latek pouziviana chromatograficka
kolona. Je to zpravidla sklenénd, ocelova nebo plastova trubice naplnénd drobnymi Casticemi
vhodného materialu - sorbentu. Urcita oblast sorbentu je pfistupna pro molekuly vzorku
atvori tzv. stacionarni fazi. Mezi Casticemi sorbentu protéka kolonou kapalina (mobilni
faze, eluent). Pti bézné eluéni metod¢ je roztok vzorku nastiiknut v uzké zoné na zacatek
kolony. V kontaktu se sorbentem kazda slozka vzorku piechdzi z¢asti do staciondrni faze
ve snaze dosdhnout termodynamické rovnovahy. Velikost retence (zadrzeni) slozky
na stacionarni fazi je charakterizovana retenénim faktorem k

k=15 (1)

Nm

kde ns a nm jsou rovnovazna latkova mnozstvi slozky ve fazi stacionarni a ve fazi mobilni.
Je-li rozdé€lovaci izoterma slozky linearni, nezavisi retenéni faktor k na obsahu slozky
V mobilni, resp. stacionarni fazi a je pro kazdou latku charakteristickou veli¢inou. Molekuly
slozky, které se nachazeji v mobilni fazi, jsou touto fazi unaseny kolonou. Caste¢né jsou ale
zadrZzovany na stacionarni fazi a systém ma snahu dosdhnout rovnovazné distribuce slozky
mezi stacionarni a mobilni fazi. Rovnovaha je ovSem neustale narusovana tokem mobilni faze
a latka postupuje kolonou v jedné zoné€. Rychlost postupu této zony je obvykle mensi nez
rychlost, se kterou postupuje kolonou samotna mobilni fadze. Je tmérna podilu latkového
mnoZstvi slozky v mobilni fazi k celkovému latkovému mnozstvi sloZky vnesené na kolonu,
tedy poméru nm/(Nm+ns) = 1/(1 + k). Pro rychlost postupu latky kolonou je tedy rozhodujici
hodnota jejiho reten¢niho faktoru k. Latky s niz$i hodnotou reten¢niho faktoru se na vystupu
Z kolony objevi dfive. Slozky, jejichz reten¢ni faktory se dostate¢né lisi, opoustéji kolonu
V odd¢lenych zonéch.

Mobilni faze vystupujici z kolony je vedena do detektoru, ktery na zakladé zmény
nekteré fyzikalni nebo fyzikalné-chemické veli€iny indikuje pfitomnost separovanych slozek.
Graficky zaznam zavislosti signalu detektoru na ¢ase se nazyva chromatogram (viz obr. 1).
Pocatek chromatogramu je kladen do okamziku nastiiku vzorku na kolonu. Kazdé rozd¢lené
slozce odpovida na chromatogramu jeden pik, ktery ma v idealnim piipadé tvar GAUSSovy
kiivky. Poloha jejiho vrcholu se nazyva retencni ¢as tr. Retencni Cas je v podstaté doba,
béhem niz latka projde celou kolonou. Z reten¢niho ¢asu tr a z objemového pritoku mobilni
faze Fm lze vypocitat retencni objem Vr.

VR = Fntr (2)



Reten¢ni objem VR je objem mobilni faze, ktery musi protéci kolonou, aby dana latka prosla
kolonou od zac¢atku az na jeji konec.

Slozka, ktera neni v koloné zadrzovana (k = 0), prochazi kolonou stejné rychle jako
mobilni faze a vychazi z kolony vétSinou jako prvni. Jeji retencni parametry se oznacuji
indexem M
a nazyvaji se

tm - mrtvy retenni Cas
Vm - mrtvy objem kolony

Mrtvy objem kolony je pfiblizn€ roven celkovému objemu mobilni faze v kolong.

pon tR

3F -

| & t t,

XN ‘

I’u—J- >

o) = LY
.é ~ Y
z b ) 1 0.5
= Z [

)

1 h/2

0 —= CAS

Obr. 1. Parametry elu¢ni kiivky. 1 - nezadrzovana slozka

Jestlize odeCteme od reten¢niho parametru odpovidajici mrtvy parametr, ziskame tzv.
redukovany reten¢ni parametr, ktery je oznacovan carkou. Pro redukovany reten¢ni ¢as t'
a redukovany reten¢ni objem V' plati

tr =t —ty @)
Vg =VR —-Vm (4)

Za mrtvy €as urazi mobilni fdze v koloné vzdalenost rovnou délce kolony L. Linearni
rychlost mobilni faze u je tedy

u=—— (5)

Rychlost, se kterou postupuje kolonou zéna latky s retenénim ¢asem tgr, je imérna podilu

nm/(Nm + Ns) a plati proto
L Nm 1 1 L

tR Ny +Ng 1+k  1+kty

(6)



Odtud vyplyva vztah mezi reten¢nimi parametry a reten¢nim faktorem

k:tR—tM ~VR-Vm _t_R:V_IR )
tm Vm tm Wy

Uvedené retencni parametry nebo reten¢ni faktory mohou byt pouzity pro identifikaci
latek, protoze nabyvaji v daném separa¢nim systému hodnot, které jsou pro jednotlivé latky
charakteristické. Zakladem pro identifikaci je shoda reten¢ni veli¢iny neznamé slozky vzorku
a znamého standardu. Castéji se k identifikaci pouzivaji parametry, které vztahuji retenéni
veli¢iny latek na jeden nebo nékolik standardd. V ptipadé reten¢nich indexu tvoii standardni
latky fadu (napt. homologickou). V kapalinové chromatografii bylo za standardy navrzeno pét
zékladnich aromatickych uhlovodiki s kondenzovanymi benzenovymi jadry: benzen (pocet
jader z = 1), naftalen (z = 2), fenanthren (z = 3), benz[a]anthracen (z = 4) a benzo[b]chrysen (z
= 5). Pti definici reten¢nich indext se vyuZziva skutecnosti, Ze pro tyto standardy je logaritmus
jejich redukovaného retenéniho ¢asu (objemu) piiblizné linearné zavisly na poctu jader z.
Reten¢ni indexy standardt jsou definovany jako I, = 107, ¢ili log I, = z. Logaritmus reten¢niho
indexu latky A urc¢ime z hodnoty jejiho redukovaného retencniho Casu ¢’ra jako soufadnici
naose logl, ktera odpovida hodnoté log¢wra (Obr.2). K vypoétu pouzijeme vzorec

pro linearni interpolaci (pfipadné extrapolaci) ve tvaru

Iogt'R,A —Iogt'R,Z

loglp=2z+ ,
logtg ;41 —logtg ;

(8)

kde t'rz+1 @ tRz jsou redukované retencni Casy dvou po sobé nasledujicich standardd
s hodnotami reten¢nich €asii pokud mozno blizkymi retencnimu casu latky A (nejlépe t'r<t'
RA<t'Rz+1).
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Obr. 2. Vypocet retencnich indexti v kapalinové chromatografii



Razné chromatografické kolony mohou poskytovat elu¢ni kiivky-piky s rozdilnou
sitkou. Cim uZsi piky za jinak stejnych podminek kolona poskytuje, tim vétsi je jeji separaéni
schopnost. Jako mira separacni ucinnosti kolony je pouzivana veli¢ina ozna¢ovana jako pocet
teoretickych pater n. Pro danou latku Ize n vyjadiit z jejiho retencniho Casu a Sitky piku
v jeji urcité vysce (oboji nutno dosazovat ve stejnych jednotkach). Nejcastéji se pouziva Sitka
piku v poloving jeho vysky Yos (viz obr.1) a vztah

2
n= 5,54(t—RJ )

Yo,5

Pocet teoretickych pater kolony n je pfiblizné ptimo umérny délce kolony L. Pro posouzeni
kvality samotné naplné€ kolony se proto zavadi vySkovy ekvivalent teoretického patra H

L

H== 10

: (10

kde L je délka kolony o n teoretickych patrech. U¢innost kolony zavisi na chromatografickych
podminkach, napft. na linearni rychlosti mobilni faze.

Obecné zaklady absorpéni spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné casti
spektra

Metoda absorpéni spektrofotometrie zjistuje, pro které vlnové délky a do jaké miry
vzorek pohlcuje (absorbuje) ultrafialové nebo viditelné zafeni. Nechame-li na vzorek
(naptiklad roztok absorbujici latky umistény v kyveté - viz obr. 3) dopadat monochromatické
zateni, poklesne v dusledku absorpce ptivodni zafivy tok dopadajiciho paprsku ®o na nizsi
hodnotu ®. Pomér obou zafivych tokl t (zanedbame-li ztraty vzniklé rozptylem a odrazem
na sténach kyvety)

T=— (11)

se nazyva propustnost (transmitance). Propustnost nezavisi na velikosti dopadajiciho
zativého toku. Dekadicky logaritmus pievracené hodnoty propustnosti se nazyva absorbance
A

A=—logr (12)

Zavislost propustnosti nebo absorbance na vlnové délce zéafeni predstavuje absorpéni
spektrum vzorku.



Obr. 3 Mgieni propustnosti vzorku
@, @ - zativy tok dopadajiciho

a proslého paprsku

b b — tloustka absorbujiciho prostiedi

Absorbance roztoku absorbujici latky je pfimo umeérnd jeji hmotnostni koncentraci p
a tloustce proméfované vrstvy roztoku b. Tato zavislost je oznaCovana jako
LAMBERTUv-BEERTvV zakon a je mozno ji zapsat ve tvaru

Ay =aybp (13)

kde koeficient ai. se nazyva absorpéni koeficient. Jestlize se hmotnostni koncentrace vyjadii
v jednotkach gl a tloustka vrstvy v cm, je rozmér absorpéniho koeficientu 1g?tcm™.
Vyjadiime-li koncentraci v jednotkach mol I, ziskAme hodnotu molarniho absorpéniho
koeficientu &. (jednotky | mol?cm™). Absorpeni koeficient je veli¢ina charakteristickd
pro danou latku v daném prostiedi a podobné jako absorbance zavisi na vinové délce,
pii které provadime méieni.

VInové délky maxim a minim v absorpcnim spektru, jeho tvar a velikosti absorpcnich
koeficientil jsou zavislé na struktufe latky. Pfi absorpci zafeni v ultrafialové a viditelné oblasti
je energie absorbovanych fotonl spotifebovdna na pfechod valenc¢nich elektroni molekuly
ze zakladniho do energeticky bohat§iho kvantového stavu.

Nutnou podminkou pro to, aby latka absorbovala zéfeni ve viditelné nebo dlouhovinné
casti ultrafialové oblasti, ve které se spektra bézné¢ méti (zhruba A > 200 nm), je pfitomnost
valen¢nich elektroni o dostate¢n¢ nizké excitacni energii v jeji molekule. Pokud molekula
neobsahuje funkéni skupinu s takovymi elektrony (tzv. chromofor), pak v této oblasti zafeni
neabsorbuje. Tak je tomu v piipadé vody, nasycenych uhlovodiki, alkoholti, ethert, estert,
kyselin, apod. Tyto latky jsou proto vhodnymi rozpoustédly pro méfeni spekter latek, které
v této oblasti absorbuji. Nevyraznou absorpci v oblasti okolo 280 nm vykazuji alifatické
ketony a aldehydy. Silnd absorpce v oblasti nad 220 nm svédc¢i vétSinou o piitomnosti latek
s konjugovanymi dvojnymi vazbami nebo s aromatickymi skupinami, jejichz n elektrony maji
pomérné nizkou hodnotu excitacni energie.

Souvislost struktury latky s pribéhem absorpéniho spektra se vyznamné uplatiiuje pii
identifikaci latek nebo alesponi pii ur€ovani typi chromoforu ptitomnych v jejich molekuléach.
V mnoha ptipadech 1ze nezndmou latku spolehlivé identifikovat porovnanim jejiho spektra se
spektry standardnich latek zméfenymi za stejnych experimentalnich podminek.

Kvantitativni analyza roztoki obsahujicich jednu absorbujici latku je zalozena
na LAMBERTové-BEERovE zakoné (13). Zname-li pro urcitou vinovou délku hodnotu
absorpcniho koeficientu an , mizeme pii znamé tloust’ce kyvety b vypocitat koncentraci p
z hodnoty absorbance A zmétené pii stejné vinové délce. Vinovou délku pro stanoveni je
zpravidla vhodné volit v absorpénim maximu, protoze tim zmenSime chyby pisobené
nepfesnostmi v urceni vinové délky nebo ptitomnosti absorbujicich necistot.

Pti vypoctu koncentraci roztokt, které obsahuji vice absorbujicich slozek, se vyuziva
skutec¢nosti, ze prispévky jednotlivych slozek k celkové absorbanci se scitaji (pokud se tyto



slozky v roztoku vzajemné neovliviiuji). Naptiklad pro absorbanci Ax roztoku obsahujiciho
smés dvou absorbujicich latek A a B mizeme psat

A/”t:(a/l,ApA+a/1,BpB)b (14)

kde ax., A , axr, B jsou absorpéni koeficienty a pa, o hmotnostni koncentrace latek A a B. Tato
rovnice plati pro absorbanci zmétenou pii libovolné vinové délce A, pfiCemz je ovSem tieba
pouzit absorpcni koeficienty pro tutéz vinovou délku. Pokud ve spektru dvouslozkové smeési
odecteme absorbance pro dv€ vlnové délky a sestavime pro né rovnice (14) za pouziti
znamych hodnot absorp¢nich koeficientli pro obé vinové délky, miizeme feSenim takto
vzniklé soustavy dvou linearnich rovnic vypocitat obé neznamé koncentrace pa a ps (Viz
ptiklad vypoctu koncentraci dale).

Vinové délky, pro které odeCitdme absorbance, se snazime zvolit tak, aby se
pro kazdou z nich na celkové absorbanci podilela vzdy jedna ze slozek relativné co nejvice.
Jediné tak mulzeme obdrzet co nejpresnéjsi vysledky. Kdybychom na piiklad
pro dvouslozkovou smés zvolili vinové délky tak, Ze pomér absorpénich koeficientd pro tyto
vlnové délky by byl pro obé latky stejny, byly by obé ziskané rovnice linedrné zavislé
a soustava by neméla jednoznacné feseni.



Navod laboratorni prace

KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE A ABSORPCNI
SPEKTROFOTOMETRIE SMESI AROMATICKYCH LATEK

Ukolem prace je identifikovat a kvantifikovat 2 slozky/analyty v zadaném vzorku.
Bude analyzovdn methanolicky roztok téchto dvou aromatickych latek. Pro piedbéznou
identifikaci metodou kapalinové chromatografie budou zjistény reten¢ni indexy obou latek
a porovnany s hodnotami uvedenymi v tab. Il. Cisté slozky budou ze vzorku ziskany
kapalinovou chromatografii a budou zméfena jejich absorpéni spektra. Srovnanim
s katalogovymi spektry Cistych standardnich latek se ovéfi spravnost identifikace slozek
vzorku kapalinovou chromatografii a vypoctou se jejich koncentrace. Zméti se rovnéz
absorp¢ni spektrum ziedéného neseparovaného vzorku, které bude pouzito ke kontrolnimu
vypoctu koncentraci obou slozek v piivodnim vzorku.

Ukoly:

1. Ovéite spravnou funkci kapalinového chromatografu pomoci nasttiku a separace smési tii
standardii rozpusténych v methanolu (jedna se o smés benzenu, naftalenu a fenanthrenu
v methanolu).

Separujte ztedény vzorek (bude poskytnut asistentem).

Separujte smés vzniklou smichdnim zfedéného vzorku s roztokem standardu.

4. Izolujte obé komponenty ze vzorku, tedy proved’te nastfik koncentrované¢ho vzorku
a najimejte do odmérnych banék jednotlivé slozky.

5. Zaznamenejte absorpcni ultrafialova (UV) spektra obou izolovanych slozek na
spektrometru CARY 50. Zaznamenejte absorpéni UV spektrum zifedéného plvodniho
vzorku.

6. Zpracujte vysledky (vypoctéte retencni indexy a parametry chromatografického systému,
identifikujte slozky vzorku porovnanim spekter izolovanych frakci se vzorovymi spektry
v katalogu, vypoctéte koncentrace roztokid analyzovanych absorpéni spektrometrii
a prepocCtéte je na koncentraci obou slozek v pivodnim vzorku).

wmn

Pristroje a zarizeni

Kapalinovy chromatograf a jeho ovladani

Kapalinovy chromatograf je zobrazen na obr. 4. V tomto konkrétnim pfipadé bude
vyuzivana tzv. kapalinovd chromatografie na obracené/reverzni fazi. Kolona je naplnéna
sorbentem Eclipse Plus C18, ktery ma formu sférickych ¢astic o stiedni pruimérné velikosti
5 um. Sorbent je vyrabén z porézniho silikagelu. Jeho povrch je chemicky modifikovan
hydrofobnimi kovalentné navazanymi oktadecylovymi fetézci. Mobilni fazi je smés
methanol/voda v poméru 75 :25 (v/v). Reten¢ni objem/Cas uhlovodiki v tomto systému
vzrusta s poctem uhlikd v molekule.

Mobilni faze je on-line tvofena michdnim ¢ist¢ho methanolu a vody ve sméSovacim
elektronicky fizeném ventilu kapalinového chromatografu. Cerpadlo umoziiuje tvorbu tzv.



nizkotlakého gradientu. Vzorek je do toku mobilni faze davkovan smyckovym davkovacem.
Mobilni faze vstupuje do predkolony o rozmérech 12,5 X 2,1 mm a nésledné¢ do kolony
o rozmérech 50 x 2,1 mm naplnéné sorbetem (celkova délka separaéniho loze je tedy
62,5mm). Jednotlivé slozky vzorku postupuji kolonou riiznou rychlosti podle jejich hodnot
retenénich faktorti kK. Na vystupu z kolony jsou jednotlivé slozky detekovany fotometrickym
detektorem. Signal z detektoru je zaznamenavan pocitacem, ktery je vybaven
chromatografickym SW Clarity.

Fotometricky detektor méti absorpci ultrafialového zareni mobilni fazi, kterd vytéka
z kolony. Jako zdroj zéfeni je pouzita deuteriovd vybojka, z jejihoZ spektra je izolovadna
emisni vinova délka 254 nm. Prito¢na kyveta ma optickou délku 1 cm a celkovy objem 14 pl.
Tok UV zafeni prosly kyvetou je méfen fotodiodou. Elektricky signal na vystupu z detektoru
je umérny absorpci zafeni.

Obr. 4. Kapalinovy chromatograf

1 — zasobniky mobilni faze, 2 — degaser mobilni faze, 3 —smeéSovaci ventil mobilni faze
(nizkotlaky gradient), 4 — vysokotlaké Cerpadlo, 5 — nastiikovy ventil (smyckovy davkovac,
injektor), 6 — chromatograficka kolona s pfedkolonou, 7 — detekéni cela UV-VIS detektoru.

Zpracovani signalu z detektoru

Chromatografickd datastanice Clarity pracuje pod opera¢nim systétmem Windows.
Ulozené datové soubory mohou byt kdykoliv vyvolany a dale zpracovany tak, aby se ziskaly
napt. informace o reten¢nich ¢asech, plochach pikt, vyskach piki nebo o ucinnosti kolony.



(Pfi kvantitativni chromatografické analyze je mozno vytvofit kalibracni soubory, s jejichz
pomoci lze ziskat udaje o obsahu stanovované slozky v nastfikovaném roztoku.)
V této praci bude vyuzita jen mala ¢ast moznosti, které datastanice poskytuje.

Spusténi chromatografického systému

Zkontrolujeme sestaveni pristroje (kabely, kapilary) a zjistime, zda jsou ovladaci
tlacitka na chromatografu a pocitaci ve vypnuté poloze. Zapneme sitovy vypinaC¢ na
chromatografu (na pfistroji umistén vlevo dole), po chvili se rozsviti oranzovd LED dioda
(vpravo nahote), instrument je ve standby stavu. Zapneme sitovy vypina¢ na pocitaci.
Automaticky za¢ne bézet spousténi programu Windows a na obrazovce se objevi pozadavek
piihlaSeni k syst¢ému Windows. Uzivatelské jméno bude automaticky pifedvyplnéno
(“Student”) a polozku “Heslo* vyplnime také “Student”, stiskneme na klavesnici tla¢itko
“Enter”. Na plose PC monitoru spustime dvojklikem program Clarity. Objevi se nové okno
se symbolem chromatografu. Klikneme na négj, otevie se dal$i okno s pozadavkem “Enter
user name”’, ponechame okno beze zmén a stiskneme tlacitko “OK”. Po tomto kroku se
objevi fada ikon pro ovladdani chromatografu. Klikanim na ikony je pak mozno pfistupovat k
jednotlivym c¢astem/modulim HPLC systému. Dale je v této obrazovce ndpis “No method
sent” a vpravo od néj je zeleno-bila Sipka. Kliknutim na tuto Sipku zinicializujeme HPLC a
pfepneme ze stavu standby do pracovniho rezimu, rozbéhne se Cerpadlo, degaser mobilni
faze, a zapne se deuteriova lampa UV detektoru. Dale v hlavnim okné klikneme na ikonu
“Device Monitor”. Objevi se dals$i okno a v ném aktualni informace o stavu instrumentu. Pak
klikneme na ikonu “Single Analysis”. Otevie se okno umoziujici ptifazeni jména budoucimu
chromatogramu. Vyplnime pouze polozku oznacenou “Chromatogram File Name”, zplsob
tvorby jmen chromatogrami bude popsan nize v Pracovnim navodu V ¢asti nazvané Systém
tvorby jmen chromatogramu. Ostatni poloZzky mohou ziistat nevyplnény. Tim je systém
ptipraven k prvnimu nastiiku.

Nastiik vzorku na kolonu a ukondeni analyzy

Prestavovanim péky smyckového dévkovace se smyckou tvofenou nerezovou
kapilarou je tato smycka bud’ viazovéna nebo vyfazovana z toku mobilni faze na kolonu.

V préci pouzivame vnéjsi smycku o objemu 20 ul. Pdku davkovace piestavime na doraz do
polohy Inject. Piesvédéime se, Ze v okn¢ Clarity je v jeho dolni Casti napis “Waiting *.

Do injekéni stiikacky nabereme 2 pl roztoku, ktery chceme nastfiknout na kolonu.
Stiikacku opatrné vsuneme do nastiikového otvoru uprostied celni stény ventilu az na doraz.
Strikackou pfitom mirné pootacime, aby konec jehly hladce proSel do tésniciho prstence
uvnitf ventilu. Prestavime paku do krajni polohy Load, a teprve potom pist stiikacky stlacime,
a tak presuneme jeji obsah (2 ul) do smycky. Nasledné piesuneme paku zpét do polohy Inject,
tim se smycka viadi zpét do toku mobilni faze a jeji obsah se tak nastfikne na kolonu, a az
potom vyjmeme stiikacku z ventilu. Nasledn¢ stfikaCku promyjeme methanolem, a pak
prostiikneme né¢kolikrat methanolem i davkovaci ventil, aniz bychom pfitom paku ventilu
kamkoliv ptfesunovali.

Spinaci kontakt na ventilu soucasné automaticky spusti sbér dat v ramci programu
Clarity a zaCne se zaznamenavat chromatogram. Pfesvéd¢ime se o tom pohledem na okno se
schématem HPLC, v mist¢, kde bylo plivodné napsdno “Waiting “ je nyni zobrazovan aktualni
¢as od provedeni nastiiku.

Dilezité: paku ventilu vzdy pfestavujeme sice opatrné, ale co nejrychleji, protoze
mezi krajnimi polohami paky je pritok mobilni fize ¢astecné pieruSen a toto preruseni by
meélo byt co nejkratsi.



Sbér dat Ize ukoncCit stisknutim ikony “STOP” (symbol dopravni znacky Stop).
Po ukonceni analyzy se miize (podle toho jak je nastavena datastanice) automaticky oteviit
okno “Chromatogram Window”, ve kterém je zobrazen prave ziskany chromatogram.

Absorp¢ni spektrometr a jeho ovladani

Spektrometr CARY 50 umoziuje plynuly zdznam absorbance v zavislosti na vinové
délce vrozsahu 190-1100 nm. Zdrojem zafeni je xenonova vybojka pracujici v pulznim
rezimu. Maximalni skenovaci rychlost je 24000 nm min™. Pfistroj je plné ovladan pocitadem,
kde je nad opera¢nim systémem Windows nainstalovan ovladaci program Cary WinUV.

Na plose provedeme dvojklik na slozce programi s popisem “Cary WinUV*, otevie se
okno s fadou programu, provedeme dvojklik na ikoné s nazvem “Scan‘. Program se spusti
v novém okné. Klikneme na polozku “File” a nésledn¢ “Open Method* a vybereme metodu
Uvhplcmethod.MSW nachazejici se ve slozce C:\UVHPLC. Tim je spektrometr pfipraven
k méfeni.

Manipulace s kyvetou

Kyvetu bereme do ruky vyhradné za matné stény. Kfemennych okének se rukou
nedotykame. Kyveta pouzitd pro méfeni musi byt naprosto Cistd. Kyvetu Cistime pouze
oplachnutim vné 1 zevnitf vhodnym rozpoustédlem a nechdme ji na filtracnim papife
oschnout. Pfipadné vétsi kapky mizeme opatrné osusit hranou filtra¢niho papiru.

Kyvetu plnime a vylévame pifes hranu matné stény, aby ptipadné kapky nestékaly
po vnéjsich sténach kiemennych okének. Jinak se vétsSinou soucasné s rozpoustédlem pirenese
na okénka i necistota z prstli, kterymi kyvetu drzime, a projevi se po zaschnuti jako matné
skvrny na jejich povrchu. Ve spektru se posune zakladni linie, pokud kyvetu znovu
nevycistime. Nejjednodussi zplsob, jak dosdhnout reprodukovatelné zakladni linie, je
pracovat tak, aby se vnéjsi povrch kiemennych okének pfi manipulaci s vycisténou kyvetou
vibec neovlh¢il.

Pracovni navod

1. Ovéfeni ¢innosti kapalinového chromatografu

Nekolikrat proplachneme stfikaCcku a smycku davkovaciho ventilu methanolem.
Pii pratoku 0,3 ml min? nastiikneme na kolonu 2 pl roztoku standardi (benzen, naftalen
a fenanthren) Hamiltonovou stiikackou. Zaznamename a ulozime chromatogram (doba
zaznamu asi 6 min). Na chromatogramu bychom méli vidét predev§im tfi vyrazné piky
odpovidajici jednotlivym standardim (benzen, naftalen, fenantren). Kromé téchto
dominantnich pikt standardd je ale na chromatogramu také jeden maly pik (eluovany jako
uplné prvni z kolony) v ¢ase kolem 0,65 min, ten dopovida tzv. mrtvému ¢asu kolony a bude
vyuzit ptfi vypoctech redukovanych cast slozek. Stiikacku dikladn€ proplachneme
methanolem. Nastfik roztoku standardi opakujeme jesté 2x. Pokud jsou vSechny ziskané
chromatogramy velmi podobné postupujeme k nasledujicimu tkolu.

Systém tvorby jmen chromatogramii

Obecna struktura jmen chromatografickych soubori (File Names) je jednotnd pro vSechny
nastfikované latky a je nasledujici:

datum_ inicidly jména studenta _oznaceni nastfikované kapaliny_¢islo nastiiku

oznaceni nastiikovanych kapalin je toto:

Roztok standardu (benzen, naftalen, fenanthren) =>std
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Ztedény vzorek ¢islo X (kde X je ¢islo konkrétniho vzorku) => sampleXdiluted
Roztok standardu + zfedény vzorek Cislo X => mixX
Nefedény (tedy koncentrovany) vzorek ¢islo X=> sampleX

Ptiklady tvorby jmen chromatografickych soubort:

1. ptiklad

Dne 10.2.2012 byl nastiiknut studentem Karlem Novéakem roztok standardu (benzen,
naftalen, fenanthren). Nésttik byl toho dne proveden poprvé.

Jméno souboru bude nasledujici (na zakladé vyse uvedenych informaci):

1002_KN_std_1

2. priklad

Dne 11.2.2012 byl studentem Janem Voskou nastiiknut nefedény (koncentrovany) vzorek
¢islo 2. Nastiik vzorku byl proveden toho dne podruhé.

Jméno souboru bude nasledujici:

1102_JV_sample2_2

Diilezité: NEZAPOMINEIJTE na konec jména souboru uvést &islo nasttiku!

2. Separace ziedéného vzorku

Do mikrozkumavky odméfime byretou asi 0,5 ml methanolu a stiikackou ptidame asi
10 pl vzorku, vysledny roztok zamichame a nastitikneme 2 pl na kolonu. Zaznamename
chromatogram. Stiikacku diikladné proplachneme methanolem. Na chromatogramu by mély
byt dva vyrazné piky, protoze kazdy vzorek obsahuje pravé dvé slozky (a kromé téchto dvou
pikt i maly pik opét v ¢ase kolem 0,65 min odpovidajici mrtvému objemu/€asu kolony).

3. Separace vzorku s pridavkem standardi pro urceni retencnich indexii obou slozek
vzorku

Do mikrozkumavky odmétime stiikackou ptiblizné 20 pl smési standardid a ptidame
ptiblizn¢ 20 pl ziedéného vzorku podle bodu 2. Po promichéani nastiikneme 2 pl vzniklé
smési na kolonu. Podle vysledného chromatogramu ptipadné upravime objem piidaného
ziedéného vzorku tak, aby na zaznamu byly dostatecné vysoké a zhruba srovnatelné piky
vSech standardi 1 obou sloZzek vzorku.

4. Separace a izolace obou hlavnich komponent ze vzorku

Na kolonu nastiikneme 5 pl nefedéného vzorku. Na obrazovce budeme sledovat
pribéh signalu detektoru zejména v okamzicich, kdy jsou eluovany dvé dominantni slozky.
Ulozime naméfeny chromatogram. Je tieba si uvédomit: a) Ze pii separaci koncentrované¢ho
(nefedéného) vzorku mohou vrcholy nékterych chromatografickych pika pfesdhnout rozsah
detektoru a b) je pravdépodobné, ze se na chromatogramu objevi kromé hlavnich slozek 1 fada
necistot, které je tfeba odlisit od dvou komponent hlavnich. Po peclivém prostudovani
chromatogramu nastiikneme netedény vzorek znovu, opét presné 5 ul. Tentokrat ovSem
béhem separace postupné najimame obé dominantni slozky do dvou oznacenych 5 ml
odmérnych banék. Po ukonceni separace uloZime chromatogram. Obé odmérné banky
doplnime methanolem po znacku.

Tim je ukroCena chromatograficka ¢ast tilohy.
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Dale Hamiltonvou stfikackou odmétime piesné 10 ul koncentrovaného vzorku a vstiikneme
jej pod hladinu methanolu, kterym si pfedem ¢aste¢né naplnime 10 ml odmérnou bariku, pak
banku doplnime methanolem po rysku.

Obsahy vSech tFi odmérnych banék po dopInéni po znacku peclivé promichame.

Diilezité: Po ukonceni jimani slozek na HPLC dikladné vyplachneme Hamiltonovu
stiikacku i smycku davkovaciho ventilu methanolem!

5. Zaznam absorpénich spekter izolovanych sloZek a ziedéného vzorku

Kyvetu z kiemenného skla naplnime methanolem a umistime do kyvetového prostoru
v pfedni casti spektrometru. Uzavieme kryt kyvetového prostoru. Stiskneme tlacitko
BASELINE v levé ¢asti zakladniho okna SCAN. Probéhne méteni zakladni linie.
Po vyjmuti kyvety methanol vylijeme a kyvetu naplnime malym mnozstvim (asi 300 pl)
roztoku prvni slozky ziskané separaci na kapalinovém chromatografu (viz bod 4). Roztok
vylijeme a kyvetu proplachneme jesté jednou stejnym zptisobem. Nasledné kyvetu naplnime
asi do poloviny (asi 1 ml) roztokem prvni slozky. Kyvetu umistime opét do prostoru pfistroje
a stiskneme tlac¢itko START. Objevi se okno adresaiti pro ukladani dat. Zvolime podle
pokynl asistenta adresaf. Do tadku “File Name“ ve spodni Céasti okna vyplnime nazev
aktualniho souboru zpisobem nize popsanym v ¢asti Systém tvorby jmen UV-VIS soubori
a toto jméno si ulozime do schranky (ptfikazem CTRL+C), pak stiskneme tlacitko SAVE.
V dal§im okné vlozime obsah schranky (pfikazem CTRL+V) za napis “Sample Name’.
Po potvrzeni tlacitkem OK probéhne zméteni spektra. Stejnym zplisobem promeéitime
i spektrum druhé slozky a ziedéného vzorku.

Systém tvorby jmen UV-VIS souborii

Struktura jmen bude obecné takovato (podobné jako u jmen chromatograml):

datum_inicidly jména studenta_zkratka mérené kapaliny ¢islo méreni

zkratky métenych kapalin jsou nésledujici:

Prvni najimany pik pfi HPLC separaci vzorku Cislo X (kde X je ¢islo konkrétniho vzorku)
=> sampleXA

Druhy najimany pik pii HPLC separaci vzorku ¢islo X => sampleXB

Smésny vzorek (obsahujici obé slozky) ¢islo X => sampleXC

Ptiklady jmen UV-VIS soubort:

1. ptiklad

Dne 10.2.2012 byl studentem Karlem Novakem na UV-VIS spektrometru méfen smésny
vzorek ¢islo 1 toho dne poprvé.

Jméno souboru bude nésledujici (na zaklad¢ vyse uvedenych informaci):
1002_KN_samplelC 1

2. ptiklad

Dne 11.2.2012 byl studentem Janem Voskou na UV-VIS spektrometru méfen pro vzorek
¢islo 3 prvni najimany pik, méfeni tohoto roztoku bylo provedeno podruhé toho dne.

Jméno souboru bude nésledujici:

1102_JV_sample3A 2

6. Zpracovani vysledki

a) V chromatogramech ziskanych v bodech 1 - 3 pfifadime jednotlivé piky standardim
a slozkam vzorku. Otevieme okno “Chromatogram Window” a kliknutim na ikonu “Open
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Chromatogram” budou nabidnuty k vybéru vSechny naméfené chromatogramy, pomoci mysi
vybereme piislusny chromatogram a dvojklikem jej zobrazime. V této fazi je ¢asto vyhodné
pouzit funkci umoznujici pfekryv vice chromatogramli v jednom okné. Tuto funkci
aktivujeme kliknutim na ikonu “Overlay on/off”. Prepnuti do stavu “on” umozni ptfidavani
dalSich chromatogramii pomoci ikony “Open Chromatogram”. Vypnuti rezimu “Overlay”
doséhneme opétovnym kliknutim na ikonu “Overlay on/oft”.

K urceni retencnich cast potfebnych pro vypocet retencnich indext ptrednostné
pouzijeme ¢asy ode¢tené z chromatogramu smési standarda a vzorku ziskaného v bodé 3, kdy
jsou zaruceny piesn¢ stejné podminky pro eluci standardi i vzorku. Pokud nebudou
na chromatogramu vSechny pottebné piky jiz zintegrovany, provedeme jejich integraci ru¢né.
Vlevo vedle chromatogramu je pod sebou setfazeno mnoho ikon, klikneme na ikonu “Add
positive” a myS$ presuneme vlevo od piku, ktery chceme integrovat, kliknutim zafixujeme
zaCatek piku, pak presuneme mys vpravo od zvolené¢ho piku a opét kliknutim oznacime
tentokrat konec piku, takto postupné integrujeme vSechny piky. Nakonec provedené zmény
ulozime kliknutim na ikonu “Save Chromatogram”. Pod chromatogramem se soucasné
s provadénim integrace automaticky tvoii tabulka stadou parametri vztahujicich se
pikd v poloving vysky (oznacené w05). Retencni ¢asy z této tabulky pouZzijeme pro vypocet
retenénich indext obou slozek ve vzorku. Hodnoty reten¢nich indext vypoétené z rovnice (8)
porovname s udaji v tab. Il a pfedbézné odhadneme, o které latky se mtze jednat.

b) Z chromatogramu posledniho nastfiku standardi ziskaného v bod€ 1 vyhodnotime
chromatografické charakteristiky separa¢niho systému, které shrneme do dvou tabulek.
V prvé tabulce bude uveden prutok mobilni faze (0,3 ml/min), pracovni tlak na kolon¢é, mrtvy
retenni Cas a mrtvy objem kolony. Druhd tabulka bude obsahovat reten¢ni Casy a Sitky
chromatografickych pikl v poloving jejich vysky pro naftalen a fenanthren, a dale vypoctené
retenéni objemy, retencéni faktory, pocty teoretickych pater a vyskové ekvivalenty
teoretického patra (délka kolony je 12.5 + 50 mm) pro tyto latky.

C) Abychom spolehlivé identifikovali obé slozky vzorku, porovname spektra frakci
najimanych pii chromatografické separaci vzorku se spektry v tiSténém katalogu
1 v elektronické knihovné spekter. Elektronickou knihovnu spekter na pocitaci nalezneme
v podadresati C:\UVHPLC\kataloguvhplc. Pro identifikaci je rozhodujici vysoka shoda
absorp¢niho spektra slozky vzorku s katalogovym i knihovnim spektrem piislusného standardu.
Maxima i minima sloZek vzorku a standardu se musi shodovat na 1 nm. Porovnavame spektra
latek s retencnimi indexy blizkymi hodnotdm nalezenym kapalinovou chromatografii.

d) Po identifikaci obou slozek postupujeme pro ur€eni jejich koncentraci v plivodnim
vzorku tak, ze v naméfeném spektru prvni slozky odecteme absorbanci v maximu vhodného
absorpéniho pasu (najetim kursorem na vrchol vybraného absorpniho pasu a odectenim
a zapsanim piislusné hodnoty absorbance a vinové délky, kterd se zobrazuje v pravé dolni
¢asti obrazovky). Stejnym postupem odecteme a zapiSeme absorbanci v maximu téhoZ pasu
ptislusného standardu v knihovné pocitace. V katalogu spekter standardii je kromé
odpovidajiciho spektra vzdy uvedena také koncentrace, pii které bylo spektrum méteno
a optickd délka kyvety, takze z Lambertova-Beerova zdkona (13) vypocteme pfislusny
absorp¢ni koeficient pro danou vlnovou délku. Vypocet koncentraci slozek nasledné
provedeme dvojim postupem:
1. Ze spekter izolovanych slozek za ptedpokladu, ze chromatografickd separace prob¢hla
kvantitativné. K vypoctu pouzijeme LAMBERTuUv-BEERuUv zakon (13) pro jednu
vlnovou délku, kterou zvolime v maximu vhodného absorp¢niho pasu (viz vyse).
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2. Ze spektra zfedéného vzorku fesenim rovnic (14) sestavenych pro absorbance odectené ze
spektra smési pii dvou vinovych délkach. Piiklad vypoctu je uveden nize.
Pokud to neni nezbytné¢ nutné, nepouzivame pro vypocty koncentraci absorpcni pasy
s vinovou délkou pod 230 nm, protoze v této oblasti je méfeni nepfiznivé ovliviiovano
nedostateCnou monochromaticnosti zafeni vystupujiciho z monochromatoru (rozptylené
zafeni) a pfitomnosti necistot v métenych roztocich (napt. rozpustény kyslik ze vzduchu).
V protokolu uvedeme pouzit¢ vinové délky, absorbance a koncentrace odectené
Z knihovnich a katalogovych spekter a z nich vypoctené hodnoty absorp¢nich koeficientt,
absorbance odectené ze zmétenych spekter a sestavenou soustavu rovnic.
Koncentrace vypoctené obéma postupy prepoteme na hmotnostni koncentrace
v ptivodnim vzorku (v g I'Y) a vysledky porovname.

Piiklad vypoctu koncentraci z absorpéniho spektra dvouslozkové smési

Vypoctéte koncentrace izomernich aromatickych uhlovodikt

benz[a]anthracenu i
T Ty
T

a chrysenu S Ty
T L
L

v roztoku, jehoz absorp¢ni spektrum je na obr.5a. Absorpéni koeficienty potiebné pro vypocet
urcete ze spekter benz[a]anthracenu a chrysenu uvedenych na obr.5b.

Reseni: nejprve zvolime dvé vlnové délky, pro které sestavime rovnice (14). Vinova
délka 286 nm, pfi které leZi maximum absorp&niho péasu pro benz[a]anthracen, bude vhodna,
protoZe chrysen pii této vlnové délce absorbuje pomérné malo. Absorbance smési pro tuto
vlnovou délku bude proto zaviset pfedev§im na koncentraci benz[a]anthracenu, kterou tak
bude mozno dobie urcit. Druhou vilnovou délku je tteba zvolit naopak tak, aby se na
absorbanci smési relativné co nejvice podilel chrysen. Nejlépe vyhovi vinova délka 267 nm
vV maximu absorpéniho pasu chrysenu. Absorpéni koeficient benz[a]anthracenu pro tuto
vlnovou délku je sice pomérné€ vysoky, avSak pro vSechny ostatni vinové délky bude relativni
vinové délce absorpcni koeficient benz[a]anthracenu pfili§ nezavisi na vinové délce (je zde
nevyrazné maximum, takZe spektrum ma pro tuto vlnovou délku nulovou derivaci).
Pfi vypoctu absorpénich koeficientll se proto neuplatni chyba plisobena nepfesnym urcenim
vlnové délky. Tato chyba mize byt vyznamna v oblastech vinovych délek, kde absorbance
nekteré slozky bud’ prudce roste nebo klesa. Takové vinové délky pro vypocet pokud mozno
nepouzivame.
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Obr. 5a. Absorp¢ni spektrum methanolického roztoku smési benz[a]anthracenu a chrysenu,

tloustka vrstvy b =1 cm

b. Absorpéni spektrum methanolickych roztokti benz[a]anthracenu a chrysenu, tloustka

vrstvyb=1cm
1. Benz[a]anthracen, koncentrace 2,1 mg It
2. Chrysen, koncentrace 2,6 mg I
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Pro zvolené vinové délky 286 nm a 267 nm odecteme ve spektrech na obr. 5b absorbance
pro ob¢ latky (0,758 a 0,387 pro benz[a]anthracen, 0,054 a 0,710 pro chrysen). Z téchto
absorbanci, z uvedenych koncentraci (2,1 mg 1" pro benz[a]anthracen, 2,6 mg I pro chrysen)
a z tloustky kyvety (1 cm) vypocteme podle rovnice (13) absorpéni koeficienty. Vysledné
hodnoty jsou uvedeny v tab. I.

Tabulka I. Hodnoty absorpénich koeficientti vypoctené z tidaju obr. 5b
pro benz[a]anthracen (BA) a chrysen (CH).

A.,lgtcem?
A, NM

BA CH
286 361,0 20,8
267 184,3 273,1

Ve spektru na obr.5a odecteme pro tytéZ vinové délky hodnoty absorbance smési A (0,517
a 0,720) a sestavime soustavu rovnic (podle rovnice (14)) ve tvaru (pro b=1)

0,517 = 361,0 pea + 20,8 pcH (15)
0,720 = 184,3 pea + 273,1 pcH

Jejim feSenim ziskdme hodnoty koncentrace benz[a]anthracenu pgsa=1,33 mg I a chrysenu
och=1,74 mg I"t. Spravnost feseni ovéiime dosazenim do piivodnich rovnic.

Nakonec je tfeba nezapomenout na skute¢nost, ze vzorek meéfeny v kyveté byl ziedén

ve srovnani se vzorkem puvodnim, ve kterém ma byt zjisténa koncentrace analytd, proto je
tieba vypocitané vySe uvedené koncentrace jeSté prepocitat s uviZenim tohoto redéni!
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Tabulka 1.

Retenc¢ni indexy aromatickych slouc¢enin pro reverzni fazi

a mobilni fazi methanol/voda 75/25 (v/v).

Sloucenina log I? sumarni vzorec
Fenol -1,25 CeHesO
Indol 0,28 CgH7N
2-Naftol 0,55 C10HgO
1-Naftol 0,74 C10HgO
Benzen 1,00 CeHs
Benzo[b]thiofen 1,24 CgHeS
Karbazol 1,56 C12HoN
Naftalen 2,00 CaoHs
4-Azafenanthren 2,03 CisHgN
1-Chlornaftalen 2,24 C1oH7CI
Acenaftylen 2,27 Ci2Hs
Bifenyl 2,59 Ci2H10
1-Methylnaftalen 2,61 CuHio
Acenaften 2,92 Ci2H10
Fluoren 2,93 CisHio
1,3,5-Trimethylbenzen |2,93 CoH12
Difenylenoxid 2,95 C12HsO
Dibenzothiofen 2,96 C12HsS
Fenanthren 3,00 Ci4H1o0
Tetralin 3,04 CioH12
p-lsopropyltoluen 3,08 CioH14
Antracen 3,13 CisH1o
Fluoranthen 3,45 CigH1o
1-Ethylnaftalen 3,51 Ci2H12
Pyren 3,60 CisHio
3,3-Dimethyldifenyl 3,64 Ci4H14
Trifenylen 3,86 CisHi2
Benz[a]antracen 4,00 CigH12
Chrysen 4,18 CigH12
Benzo[e]pyren 4,66 CaoH12
Benzo[a]pyren 4,71 C2ooH12
Benzo[k]fluoranthen |4,88 CaoH12

®Hodnota plati pro nizké koncentrace analytu. Pfi vyssi koncentraci se reten¢ni ¢as zkracuje

a pik je deformovany
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Kontrolni otazky
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Hodnota absorbance A pro vzorek, ktery zateni zcela pohlcuje je rovna
nekonecnu

1
0
Retenéni faktor K pro slozku je definovan
k= R~
tm
tg +t
k= R+1m
tm
tg —t
= R~
tm

Absorpcni spektrum je zavislost
absorbance na vinové délce
propustnosti na tloust’ce kyvety
absorbance na koncentraci

K identifikaci latek metodou kapalinové chromatografie budou V této praci pouzity
vysky piki

reten¢ni objemy

reten¢ni indexy

Za jakym Ucelem se v analytické laboratofi pouZivaji odmérné baiky ?

Kapalinovou chromatografii je mozno oddélit latky liSici se dostatecné
hodnotami difuiznich koeficientll v mobilni fazi

hodnotami bodu varu

hodnotami reten¢nich faktora k

Absorbance A je urcena zatfivym tokem monochromatického zafeni @, které proslo
mérnou kyvetou, a tokem srovnavaciho paprsku ®q jako

a. A= (Do - D) Do

b. A = -log(Do/ D)

c. A = -log(®/ ®o)

Fotometricky detektor v kapalinové chromatografii je predevsim urcen k registraci:
a. zmény tlaku mobilni faze v kyveté

b. zmény absorbance monochromatického zatreni v mérné kyveté

€. zmé&ny indexu lomu mobilni faze v mérné kyveté

Cim vyssi je retenéni faktor K latky A, tim
a. latka A postupuje kolonou rychleji

b. latka A postupuje kolonou pomaleji

C. je ucinnost kolony vyssi
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Pocet teoretickych pater je mirou
a. zadrzovani slozky na koloné
b. separa¢ni u¢innosti kolony

c. velikosti separac¢niho systému

Lambert-Beertiv zakon popisuje zavislost absorbance na
a. koncentraci absorbujici latky a vinové délce

b. propustnosti a vinové délce

c. koncentraci absorbujici latky a tloust'ce kyvety

Absorpcni spektrometr CARY 50, ktery se uziva V této uloze, je vybaven nasledujicim
zdrojem zafeni

a. xenonovou vybojkou

b. rtutovou vybojkou

C. zarovkou s wolframovym vldknem

Absorpcni koeficienty potiebné Vv této praci pro vypocet koncentraci
a. se vypoctou z udaju v katalogu spekter

b. se vypoctou ze spekter izolovanych frakci

c. se naleznou v tabulkach ve skriptech

Retencni objem latky A je

a. objem rozpoustédla, ve kterém je latka A nastfikovana na kolonu

b. objem mobilni faze, ktery protece kolonou mezi zacatkem a koncem piku latky A

C. objem mobilni faze proslé kolonou od okamziku néstiiku latky A na kolonu do
maxima eluéni kiivky pro latku A

Na tvar absorp¢niho spektra latky ma predevsim vliv
a. chemicka struktura latky

b. tloustka kyvety

c. koncentrace latky

NezadrZovana slozka se pouziva ke zjisténi
a. vhodné vinové délky na detektoru

b. celkového objemu kolony

C. tzv. mrtvého objemu kolony

Pro kvantitativni analyzu latky absorp¢ni spektrometrii je nutné vybrat vinovou délku,
pfiniz

a. urCovana a interferujici latka ma ptiblizné stejnou absorbanci

b. urovana latka siln€ absorbuje a interferujici slozka neabsorbuje

C. ma urcovana latka malou absorbanci

Hodnota absorbance A pro vzorek, ktery neabsorbuje dopadajici zafeni je rovna
a. nekonecnu

b. 1

c. 0
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