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Cwiczenie 3

Oznaczanie zawartosci antracenu w probce gleby
metodq dodatku wzorca przy uzyciu HPLC

1. Metoda dodatku wzorca
Procedura oznaczen w metodzie dodatku wzorca jest nastepujaca:
— pobieramy dwie identyczne probki 1 i 2,
— przygotowujemy probke 1 1 wykonujemy analiz¢ chromatograficzng mierzac pole
powierzchni lub wysoko$¢ piku analitu;
— do probki 2 dodajemy znang ilo§¢ wzorca, ktory jest badana substancjg (analitem),
roztwor mieszamy i wykonujemy analiz¢ chromatograficzng mierzac pole powierzchni (A) lub
wysokos¢ (h) piku analitu. Warto§¢ parametru mierzonego wzrasta, a wzrost jest
proporcjonalny do ilo$ci dodanego wzorca.

Wynikiem dodania roztworu wzorca jest zmiana objetosci probki badanej, stad nalezy
skorygowac stezenia. W przypadku stosowania mikrostrzykawek i wprowadzania niewielkich
(rzedu kilku pl) objetosci roztworu wzorca do analizowanej probki, ktore nie wptywaja w
zasadniczy sposob na zmiang objetosci probki, taka korekta objetosci nie jest konieczna.

Stezenie analitu mozna wyliczy¢ na podstawie uktadu dwoch rownan:

h, =ac
h, =a(c+c,)

h1 — wysoko$¢ piku analitu zmierzona dla probki 1 bez dodatku wzorca,

gdzie:
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a — wspotczynnik kierunkowy prostej,

C — stezenie analitu w badanej prébce,

h2 — wysoko$¢ piku zmierzona dla probki 2 po dodaniu wzorca,

Cw — stezenie wzorca w badanej probce (nie stezenie roztworu wzorcowego!!! Nalezy
obliczy¢ cw uwzgledniajac stezenie roztworu wzorcowego, objetos¢ roztworu WzOrcowego

dodanego do probki oraz koncowa objetosé probki 2).

Z réwnania pierwszego obliczymy a:

a=m
C

Po podstawieniu a do rownania drugiego otrzymamy:

h
h,=—=(c+c,)
c
Po rozwigzaniu rownania wzglgdem C otrzymamy rownanie stosowane w metodzie dodatku

wzorca:

Gdzie c oznacza stezenie analitu w prébce poddanej analizie HPLC.

Probka analizowang metodg HPLC w ¢wiczeniu jest ekstrakt metanolowy uzyskany z
nawazki gleby o okreslonej masie. Nalezy obliczy¢ zawarto$¢ antracenu (mg/g masy gleby) w

probcee gleby pamigtajac o tym, ze ekstrakt metanolowy jest dzielony na 2 czgsci.

2. Wykonanie ¢wiczenia

2.1. Cel éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z budowa 1 dzialaniem chromatografu
cieczowego HPLC oraz dokonanie analizy ilo$ciowej antracenu metodg dodatku wzorca.
2.2. Opis metody

Analize¢ antracenu za pomocg HPLC prowadzi si¢ w uktadzie faz odwrdconych, tzn. na
niepolarnej fazie stacjonarnej. Ten typ chromatografii jest najbardziej odpowiedni do
rozdzielania mieszaniny zwigzkéw niepolarnych lub stabo polarnych. Jako fazy ruchome
uzywane sg woda, acetonitryl, metanol oraz ich mieszaniny.
2.3. Warunki analizy HPLC
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Chromatograf cieczowy HPLC wyposazony w detektor spektrofotometryczny UV z
filtrem 254 nm oraz dozownik typu zaworu z petla. Do analizy zostanie wykorzystana
kolumna analityczna o wymiarach 150 x 4,6 mm. Wypehienie (RP 18) stanowi zel
krzemionkowy z chemicznie zwigzanymi grupami oktadecylowymi, czyli tzw. odwrdocona
faza; $rednica ziaren 5 um. Fazg ruchomg jest mieszanina acetonitryl/woda w stosunku 90:10
(rozdziat izokratyczny).

2.4. Dobieranie warunkow analizy

Wykona¢ analizy HPLC roztworu wzorcowego antracenu o stezeniu 1 pg/ml stosujac
nastepujacy przeplyw fazy ruchomej: 0,8 ml/min; 0,9 ml/min oraz 1 ml/min. Rozwazajac
wplyw czasu retencji analitu na calkowity czas analizy oraz uzyskany ksztatt piku analitu
wybra¢ odpowiednig predkos¢ przeptywu fazy ruchome;.

2.5. Wykonanie ekstrakcji probki gleby i analiza chromatograficzna

Nawazy¢ 1,5 g probki gleby, przenies¢ do kolby stozkowej o pojemnosci 250 ml,
doda¢ 20 ml metanolu i wykona¢ ekstrakcj¢ poprzez wytrzasanie (6 minut). Nastepnie
ekstrakt przesaczy¢ do kolbki i zatezy¢ na odparowywaczu obrotowym do objetosci 2 ml.
Zatgzony ekstrakt rozdzieli¢ na dwie rowne czgsSci przenoszac za pomocg pipety do 2
naczynek zakrecanych o pojemnosci 1,5 ml (dwie identyczne probki 1 i 2).

Dokona¢ analizy chromatograficznej probki 1 otrzymanej w wyniku ekstrakcji gleby
(3 powtorzenia, lub wedtug zalecen prowadzacego).

Do probki 2 nalezy doda¢ 10 - 15 pl (wedlug zalecen prowadzacego) roztworu
wzorcowego o stezeniu 2 mg/25 ml, wymiesza¢ i dokona¢ analizy chromatograficznej (3
powtorzenia, lub wedtug zalecen prowadzacego). Po kazdej analizie koniecznie nalezy umy¢
Kilkakrotnie strzykawke a takze petle dozownika metanolem.

2.6. Opracowanie wynikow

Nalezy zmierzy¢ powierzchnie piku na chromatogramach probki ekstraktu gleby bez
dodatku wzorca i z dodatkiem wzorca. Nast¢pnie obliczy¢ zawarto$¢ antracenu w glebie. W
opracowaniu nalezy poda¢ wszystkie wykonane obliczenia oraz zatagczy¢ chromatogramy.

3. Zakres wymaganych wiadomosci

e podstawowe pojecia i definicje dotyczace procesu chromatograficznego min. czas i
objetos$¢ retencji, czas martwy (zerowy), zredukowany czas retencji, wspolczynnik
podziatu K, wspotczynnik retencji (wspolczynnik pojemnosci) K, wspolczynnik
selektywnosci  «a, zdolno$¢ rozdzielcza kolumny Rs, sprawno$s¢ kolumn

chromatograficznych (WRPT, N),
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e analiza ilosciowa: metoda wzorca wewnetrznego, metoda kalibracji bezwzgledne;,

metoda normalizacji wewngtrznej,

e wysokosprawna chromatografia cieczowa: schemat blokowy aparatury ze szczegdlnym

uwzglednieniem dozownika typu zaworu z petla oraz detektora spektrofoto-

metrycznego UV,

e fazy stacjonarne i ruchome stosowane w chromatografii adsorpcyjnej i podziatlowe;j

HPLC a zwtlaszcza: zel krzemionkowy i fazy odwrdcone, nosniki, fazy zwigzane

chemicznie, szereg eluotropowy,

e rozdzial w warunkach izokratycznych i w gradiencie.
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5. Odczynniki i sprzet laboratoryjny

fazy ruchome: acetonitryl oraz
woda dejonizowana

strzykawka do HPLC

metanol do mycia strzykawek V =
50 ml

roztwory wzorcowe antracenu o
stezeniach 2 mg/25 ml oraz 1 pg/ml
w metanolu

strzykawka V =50 ul do
roztworéw wzorcowych

2 naczynka zakrecane V = 1,5 ml
pipeta miarowa V = 1 ml oraz

pompka do pipet

kolba stozkowa V = 250 ml oraz
korek

tyzka metalowa

waga techniczna

metanol V =250 ml

cylinder miarowy V =50 ml
kolbka do odparowywacza z
konicznym dnem V = 50 ml oraz
pasujacy reduktor

sredni lejek oraz pasujacy saczek
statyw

odparowywacz

gleba zanieczyszczona antracenem



