Stanoveni nitroderivatia polycyklickych aromatickych uhlovodikii pomoci

RP-HPLC

Obor Analytickd chemie

Polycyklické aromatické uhlovodiky a jejich nitroderivaty jsou latky vznikajici béhem
nedokonalého spalovani organickych latek, véetné pohonnych hmot, tabaku ¢i potravin. Jedna
se ptitom o latky ¢asto velmi nebezpecné pro lidské zdravi, s mutagennimi a karcinogennimi
ucinky, jejich spolehlivé a pfesné stanoveni je proto velmi dilezité z hlediska ochrany
zivotniho prostiedi a lidského zdravi.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie predstavuje velmi efektivni zpiisob, jak tyto
nebezpecné latky stanovit. Vyuziva principu separace mezi dvé kapalné faze, z nichz jedna,
nepolarni, je chemicky vdzand na stacionarni fazi.

Na priub¢ch separace v HPLC ma velky vliv sloZeni mobilni faze. V ptipadé€ nitroderivati PAH
je, na rozdil od polarizovatelnych analytti, potlacen vliv pH, protoZe nedokaze ovlivnit
strukturu analytt a tedy ani jejich retenci. Hlavnim faktorem tedy zlstava pomér vodné a
organické slozky mobilni faze. Tento pomér je zapotiebi prizptsobit tak, aby 1 piky dvou
nejblize eluujicich latek mely dostatecné rozliSeni, za minimalni ptipustnou hodnotu se
obvykle povazuje 1,5. V piipad¢, Ze je velky rozdil mezi retenci jednotlivych analytd, se
ovSem muze stat, ze jiné dvojice latek se od sebe ptilis vzdali a analyza se tak nepfimétené
prodlouzi, zvysi se spotfeba rozpoustédel a podobné. Proto se v takové situaci pouziva
takzvand gradientova eluce, kdy se poméf slozek mobilni faze méni podle vhodného schématu

v pribehu analyzy.

Ukoly:

Optimalizujte sloZeni mobilni faze pro separaci 5-nitrochinolinu, 1-nitropyrenu, 2-
nitrofluorenu a 3-nitrofluoranthenu pomoci HPLC s UV detekei.

Za optimalnich podminek zméite koncentracni zavislost a zhodnot’te citlivost stanoveni

pomoci této metody.

Pracovni postup:
Ke stanoveni budete pouzivat ptistrojové vybaveni od firmy ECOM, s.r.o., sestavajici
z degasseru, vysokotlaké pumpy Beta a spektrofotometrického detektoru Sapphire.

Separace bude provadéna na koloné Kromasil (250 x 4,6 mm, 7,0 um, Phenomenex)



s chemicky vdzanym oktadecylem. Nastfikujte 20 pl methanolického vzorku, pritokovou
rychlost nastavte na 1,0 ml min™'. K optimalizaénim méfenim pouZivejte ekvimolarni
roztok smési analyti o koncentraci 1x10” mol I'' v methanolu.
VInovou délku, potiebnou pro vhodné nastaveni spektrofotometrického detektoru, zjistite
porovnanim piiloZzenych UV/VIS spekter stanovovanych latek.
Ptistroje zapnéte a nastavte prostiednictvim pocitacového fizeni podle ndvodu k programu
Clarity.
Zm¢éite chromatogramy studovanych latek s pouzitim nésledujicich mobilnich fazi a
gradientovych programu:
a) isokratické eluce, methanol : voda v poméru 70 : 30;
b) isokraticka eluce, methanol : voda v poméru 90 : 10;
c) gradient, kdy se procento methanolu méni z 30 % na poc€atku analyzy na 10 % v desaté
minuté;
d) gradient, kdy se procento methanolu méni z 10 % na pocatku analyzy na 30 % v desaté
minuté;
e) gradient, kdy je procento methanolu udrzované od pocatku analyzy do 4. minuty na 30
%, do sedmé minuty poklesne na 10 % a na této hodnot€ je udrzovano do konce
analyzy.
Ziskané chromatogramy porovnejte a vyberte optimalni variantu.
Za optimalnich podminek zméfte koncentradni zavislost v rozsahu koncentraci 1x107 az

1x107 mol I"'. Vyhodnot'te linearitu zavislosti a mez stanovitelnosti metody.
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Priloha 1: UV/VIS spektra stanovovanych latek
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Absorpéni spektrum roztoku 5-nitrochinolinu (¢ = 1.10~ mol.I™") ve vod&. M&feno proti

methanolu v kfemennych kyvetach o mérné tloustce 1 mm.
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Absorpéni UV-VIS spektrum roztoku 2-nitrofluorenu v methanolu (¢ = 1.10~ mol 1)

Me¢teno proti methanolu v kiemennych kyvetach o mérné tloustce 1 mm.
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Absorpéni spektrum roztoku 3-nitrofluoranthenu (¢ = 1.10* mol.I'") v methanolu. Mé&feno

proti methanolu v kiemennych kyvetach o mérné tloust'ce 1 mm.
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Absorpcni spektrum 1-nitropyrenu (¢ = 1-10 mol I ) v methanolu. Métfeno proti methanolu

v kiemenné kyveté o mérné tlouStce 5 mm.



