Teko €inska kromatografija

Kromatografske tehnike uporabljamo za lo¢evanje posameznih komponent v vzorcu.
Locitev temelji na razlicnem porazdeljevanju komponent med stacionarno fazo, ki se
nahaja v kromatografski koloni, in mobilno fazo, ki se pomika skozi kolono.

Pri tekocinski kromatografiji je stacionarna faza naneSena ali kemi¢ho vezana na
delce polnila, ki so v kovinskih kolonah, mobilna faza pa je teko€ina. Vzorec preko
injektorja nanesemo na kolono, ki je na koncu povezana z ustreznim detektorjem, in
spremljamo signal v odvisnosti od ¢asa — kromatogram. Kromatografski vrhovi
predstavljajo posamezne lo¢ene komponente.

— Crpalka Detektor
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Shema tekocCinskega kromatografa.

Osnovni kromatografski pojmi

Zadrzevalni (retencijski) €as t; je Cas potovanja komponente od injektorja do
detektorja. Pri danih kromatografskih pogojih nam sluzi za kvalitativno dolocitev,
medtem ko ploscino ali viSino kromatografskega vrha uporabimo za kvantitativho
dolocitev.

Mrtvi €as to je Cas potovanja mobilne faze od injektorja do detektorja.
Eksperimentalno ga iz kromatograma dolo¢imo tako, da na kolono injiciramo snov, ki
se na koloni ne zadrzi.

Retencijski volumen V, je volumen mobilne faze, ki je potreben, da se neka
komponenta izpere iz kolone. Retencijski volumen je enak produktu med retencijskim
¢asom in pretokom mobilne faze.

Ucinkovitost kolone kvantitativno izrazamo s Stevilom teoretskih podov N, Kki

pomeni, kolikokrat se topljenec porazdeli med mobilno in stacionarno fazo pri
potovanju skozi kolono:
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pri ¢emer je L dolzina kolone, H viSina teoretskega poda , w Sirina
kromatografskega vrha na osnovni ¢rti in wy, Sirina kromatografskega vrha na
poloviéni viSini. O "teoretskih" podih govorimo zato, ker v koloni dejansko ni podov,
ampak je porazdeljevanje analita med obe fazi kontinuirno.

V koloni vse molekule komponente ne potujejo enako hitro, zato imajo kromatografski
vrhovi (signali na detektorju) obi¢ajno obliko Gaussove krivulje, kjer center
predstavlja srednjo vrednost hitrosti molekul dolo¢ene komponente.

Vrednost w dolo¢imo grafiéno iz preseciséa tangent v prevojni tocki krivulje z
oshovno ¢rto, v praksi pa je lazje meriti viSino vrha na polovi¢ni viSini (w).

Loéljivost med dvema kromatografskima vrhovoma dolo¢imo graficno s
kromatograma in je definirana kot:

R=2 (trZ _trl)
W, +W1

Za popolno locitev kromatografskih vrhov na osnovni ¢rti je potrebna loéljivost 1,5. To
velja za kromatografske vrhove, ki so enako visoki in Siroki.

—1,0

ala

visina sign

Grafi¢na dolocitev Sirine kromatografskega vrha.
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10. vaja: DOLO CITEV KOFEINA V PIJACAH S TEKOCINSKO
KROMATOGRAFIJO VISOKE LO CLJIVOSTI (HPLC)

Kofein od ostalih komponent vzorca lo¢imo na koloni z nepolarno stacionarno fazo,
kot mobilno fazo pa uporabimo meSanico acetonitrila in MQ vode (20:80). Zaznamo
ga s spektrofotometri¢nim detektorjem pri valovni dolzini 272 nm.
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Postopek:
Standardne raztopine kofeina za umeritveno krivuljo s koncentracijami 20, 40, 60,

80 in 100 ug/mL pripravite v 50 mL buckah, za redcitev pa uporabite deionizirano
vodo. Izhodna standardna raztopina vsebuje 1 mg/mL kofeina.

Glede na podatek o vsebnosti kofeina, ki ga najdete na embalazi, ustrezno razredcite
vzorec pijae (uporabite 25 mL bucéko).

Najprej po enkrat injicirajte standardne raztopine kofeina. Red¢en vzorec injicirajte
vsaj 2-krat.

Od¢itajte ploscine vrhov za kofein pri standardnih raztopinah in za red¢en vzorec.
NariSite umeritveno premico (odvisnost plos¢ine kromatografskega vrha od masne
koncentracije kofeina) in odcitajje masno koncentracijo v redéenem vzorcu
(upostevajte povpre¢no vrednost meritev). Kot rezultat podajte masno koncentracijo
kofeina v pijaci.

V porocilo vkljucite tudi reSitev druge racunske naloge.
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Raéunski nalogi:

1) Za eluiranje kofeina iz kromatografske kolone potrebujemo 4,7 mL mobilne faze (20 %
acetonitril v MilliQ vodi). Izraéunajte Stevilo teoretskih podov za kofein, &e je Sirina
kromatografskega vrha na poloviéni viSini 8 s, pretok mobilne faze pa 0,8 mL/min!
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Stevilo teoretskih podov za kofein je 1,08-10%.

2) Na naslednji strani je najprej prikazan kromatogram, sledijo pa poveave posameznih
vrhov.

Kromatografski pogoiji:

— kolona: ODS Hypersil dolzine 25 cm, premera 4 mm, velikost delcev 5 pm,
— sestava mobilne faze: 50 % (v/v) acetonitrila: 50 % (v/v) vode,

— pretok mobilne faze: 1 mL/min,

— volumen injiciranega vzorca: 100 pL,

— valovna dolzina UV/VIS detektorja: 365 nm.

Cas potovanja mobilne faze (to) je 2,3 min.

a) Grafiéno dologite retencijske €éase in Sirine kromatografskih vrhov!

b) Z uporabo zgornjih enaéb izradunajte loéljivost med kromatografskima vrhovoma
1in2,2in3ter4inb5!

c) Izracunajte Stevilo teoretskih podov za kromatografska vrhova 1 in 5!
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