Cviteni ze separaénich metod, M C230P05 a M C230P51

1.HPLC

Vzorek obsahujici polyaromatické uhlovodiky byl analyzovan reverzni
HPLC nakoloné¢ 300~ 4 mm ID naplnéné stacionarni fézi Nucleosil 10
C18. Jako eluent byla pouZita smés acetonitril - voda (100 : 40, v/v) pfi
pritoku 0,8 mi/min atlaku 106 bar. Pti analyze bylo na kolonu davkovéano
20 m kapaného vzorku obsahujiciho methanol jako rozpoudtédio. Byla
pouzita UV absorpéni fotometrické detekee pii 254 nm. V chromatogramu
byly zaznamenény pouze tii piky, z nichZ prvni odpovidal methanolu
obsaZzenému ve vzorku. Pied provedenim této analyzy byly zméreny
reten¢ni faktory benzenu, naftal enu, bifenylu, fenanthrenu a anthracenu na
stejné koloné za stejnych experimentanich podminek abyly ziskany
hodnoty uvedené v nésledujici tabulce.

l&ka ki
benzen 1,12
naftalen 1,23
bifenyl 1,69
fenanthren 2,18
anthracen 2,73

a) Urcete mrtvy ¢as avypocitejte mrtvy objem pouZzité separacni kolony.
b) Urcete retenéni casy avypocitejte redukované retencni ¢asy obou
neznamych latek.

c) Vypocitejte retencni objemy, redukované retenéni objemy aretenéni
faktory obou nezndmych latek.

d) Porovnénim reten¢nich faktora identifikujte obé neznamé laky.

€) Urcete vy&ku piku a Sitku piku v poloving vy3ky pro obaidentifikované
analyty.

f) Vypocitejte plochy piki obou identifikovanych anal yti.

0) Vypocitejte pocty teoretickych pater a vySkoveé ekvivalenty teoretického
patra dané separacni kolony pro oba identifikované anayty.

h) Vypocitejte rozliSeni pika pro identifikované latky.

i) Vypocitejte porozitu kolony.

2.HPLC

Stejny HPLC systém, ktery byl popsén v predchéze icim prikladg, byl
pouZit ke kvantitativnimu stanoveni obou identifikovanych ana yta ve
vzorku polyaromatickych uhlovodika anal yzovaném jiZ v piedchazejicim
prikladg.

Prvni analyt byl stanoven metodou kaibratni primky. Roztoky prvniho
anaytu o koncentraci 20 aZ 100 ng/ml v methanolu byly postupng
anayzovény naHPLC chromatografu pouZitim 20 m davkovaci smycky.
Z chromatogrami zaznamenanych pii stejné rychlosti posuvu papiru, jaka
byla pouzita jiz pti analyze vzorku, byly vyhodnoceny plochy pikt v mmn?,
jez jsou uvedeny v nésledujici tabulce.

koncentrace 1. analytu plocha piku [mm?]

20 mg/ml 508
40 ng/ml 984
60 mg/ml 1518
80 mg/m 1973
100 ng/ml 2509

a) Vypocitejte koncentraci prvniho analytu v anal yzovaném vzorku v ng/ml.

Druhy analyt byl stanoven metodou standardniho ptidavku. Kevzorku
0 objemu 10 ml, ktery byl analyzovan jiz v prvnim ptikladé, byly postupné
piidévany standardni pridavky o objemu 20 m obsahujici 5 mg/ml druhého
identifikovaného analytu a po promichani vzorku se standardnim pridavkem
byl vzorek opét ana yzovan za stejnych experimentélnich podminek.
Z chromatogramii zaznamenanych pii stejné rychlosti posuvu papiru, jaka
bylapouZitajiZ pii analyze vzorku, byly vyhodnoceny plochy piku v mm? a
ty jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

celkovy objem piidavku 2. anaytu plocha piku [mm?]

20m 1905
40 m 2594
60 m 3287
80m 3962

b) Vypocitejte koncentraci druhého anal ytu v ana yzovaném vzorku v
nmg/ml.
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3.HPLC

HPLC s amperometrickou detekci byla pouZita pro kvantitativni
stanoveni 2,4,5-trichlorfenolu ve vzorcich odpadnich vod. Separace byla
provédénanakolong 250 © 4,6 mm ID naplnéné stacionarni fézi Nucleosil 5
C18 seluentem methanol - voda (7 : 3, v/v) obsahujicim 2 g/l KNO3; a 0,05
o/l H,SO, pii pratoku 0,9 ml/min. Pracovni el ektroda amperometrického
detektoru ze skelného uhliku byla polarizovanana+1V vigci referentni
argentchloridové elektrodg. 2,4,5-trichlorfenol byl stanovovan metodou
vhitiniho standardu s fenolem jako vnitinim standardem. Tato metoda byla
zvolena, protoZe odezva detektoru klesala s ¢asem z diivodu pasivace
pracovni e ektrody. Pred vlastni analyzou vzorku bylo anayzovéno pét
roztoka 2,4,5-trichlorfenolu o objemu 5 ml obsahujicich zvy&ujici se
koncentraci 2,4,5-trichlorfenolu od 2 do 10 nmg/ml, k nimz bylo piidéno
50 m roztoku fenolu o koncentraci 0,5 mg/ml. V yhodnocené plochy pika
2,4 5-trichlorfenolu a fenolu ze ziskanych chromatogrami jsou uvedeny v
nasledujici tabulce.

roztok 2,4,5-trichlorfenolu (T) plocha plocha
afenolu (F) pikuT  pikuF

2mg/ml T (5 ml) + 50 m F (0,5 mg/ml) 17437 30106
4ng/ml T (5 ml) +50 m F (0,5 mg/ml) 32027 27653
6ny/ml T (5ml) + 50 m F (0,5 mg/ml) 43383 24962
8ng/ml T (5ml)+50m F (05 mg/ml) 51915 22415
10ng/ml T (5 ml) + 50 m F (0,5 mg/ml) 57387 19809

Poté bylo ptidano k 5 ml viastniho vzorku 50 m fenolu o koncentraci
0,5 mg/ml atakto vznikly vzorek svnitinim standardem byl analyzovan za
stejnych experimentélnich podminek. Ze ziskaného chromatogramu byly
vyhodnoceny plochy piki 2,4,5-trichlorfenolu a fenolu uvedenév
nasledujici tabulce.

anayt plocha piku
2,4 5-trichlorfenol 38671
fenol 16386

Vypocitejte koncentraci 2,4,5-trichlorfenolu ve vzorku v ng/ml.

5.PC

V yhodnot'te nésl edujici tkoly u chromatogramu papirové
chromatogréfie dinitrofenylderivatt aminokyselin z prednasky.
a) Vypocitejte retardacni faktory dinitrofenylderivati aminokyselin.
b) Vypocitejte relativni retardacni faktory dinitrofenylderivétt aminokyselin
vzhledem k dinitrofenylderivatu methioninu jako standardu.

6.TLC

Vyhodnot'te nésledujici tkoly u chromatogramu tenkovrstvé
chromatogr&fie steroidnich hormont z piednasky.
a) Vypocitejte retardacni faktory vSech tii steroidnich hormond.
b) Vypocitejte relativni retardadni faktory vSech tii steroidnich hormont
vzhledemk estradiolu jako standardul.
c) Vypocitejte Ry aretenéni faktory (k;) vSech tii steroidnich hormond.
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4.CZE

Fenoly ze 30 ml odpadnich vod byly zakoncentrovany pomoci SPE a
zachycené fenoly byly vymyty 0,5 ml methanolu. Takto vznikly vzorek
fenolt v methanolu byl anal yzovan pomoci CZE napiigtroji Crystal CE
310. Pouzita separacni kapilarameéla75 mmi.d., 60 cm délku k detektoru a
celkovou délku 75 cm. Jako separacni pufr byl pouzit 20 mM tetraboritan
sodny o pH = 9,2. Vzorek byl davkovan tlakem 10 mbar po dobu 0,10 min.
Anayzabylaprovédénapti 25 kV, kdy kolonou protékal proud 72 mA.
Pouzitavinovadélkau absorpeniho fotometrického detektoru byla210 nm.
Pri analyze byl ziskan nasledujici e ektroferogram s vy dedkovou tabulkou.

CZE ELECTROPHEROGRAM
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RESULTS

Pesk Time Heght Area

1 371 0.8 36

2 402 7.1 2134
3 5.79 3.8 569
4 6.37 6.4 958
5 743 6.8 2044

a) ldentifikujte, které z ndd edujicich fenola byly pritomny v odpadni vodg,
jestlize znéte jgich kyselé disocia¢ni konstanty aiontové mobility, jeZ jsou

uvedeny v nasledujici tabulce.

|atka pK, -my [10* eV g
4-chlor-3-methylfenol 9,54 317
pentachlorfenal 450 3,35
2-chlorfenol 8,48 347
fenol 9,89 3,64
2 4-dinitrofenol 4,00 3,87
2-nitrofenol 7,23 3,95
4-nitrofenol 7,15 410

b) Vypocitejte koncentraci pentachlorfenolu v odpadnich vodéch v mgl/l,
jestlize byla ziskéna nésledujici kalibra¢ni kiivka pro pentachlorfenol v
methanolu promeiené za stejnych experimenta nich podminek.

koncentrace plocha piku podélend
pentachlorfenolu migraénim ¢asem

0,5 mg/ml 63,7

1,0 mg/m 135,6

1,5 mg/ml 209,5

2,0 mg/ml 260,4

2,5 mg/ml 337,3

Ze zmetenych hodnot pro kdibraéni ptimku byly ziskany nésledujici
regresni parametry pomoci linearni regresni analyzy provedené v programu
Origin. (Y = plochapiku podglena migraénim ¢asem, X = koncentrace)

Linear Regression: Y =A+B* X

Paran Vdue «

A -0.3 7.364
B 1344 4441
R =0.99837

SD =7.0214,N =5
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1. HPLC
HPLC CHROMATOGRAM VZORKU
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