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Chromatografia

/ \

kolumnowa planarna
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1 - zbiornik fazy ruchomej, 2 - filtr, 3
I 7- 8- T, 9
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a) b)

4 4
v b

Dozownik HPLC typu

zaworu z petla

a)  napelnianie  petli, b) 1

wstrzykiwanie na kelumne; 1 -

petla, 2 - wlot fazy ruchomej, 3 -

wylot fazy ruchomej do

kolumny, 4 - wprowadzenie

probki = = = =
2 3 2 3

|

wiot cleczy z kolumny
\f
(. —
- !
o> g Schemat przeplywowej komory
5 pomiarowej detektora UV—Vis;
1 — okienka kwarcowe, 2 —
droga optyczna
wyphyw




30.01.2018

[ detsktory
§ spektroskopowe
= spektroskopii atomowej
= AES
I+ amperometryczne
g woltamperometryczne
= i detektory
@
prébkl Y

¢ =) _
= potenciometryczne
]
#

detektory

Detektory stosowane w HPLC

,5/

o &

Schemat chromatografu gazowego: 1 - gazu 2- przeptywu
3 - dozownik, 4 - kolumna, 5 - termostat, 6 - detektor, 7 - ptzeplywonuen, 8-
iacz, 9 - rejestrator, 10 - integrator, 11 - wylot gazéw
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Schemat dozownika membranowego GC

1 - prowadnica igly strzykawki, 2 - membrana gumowa, 3 -
przewod  doprowadzaja gaz nosny, 4 - kolumna
chromatograficzna, 5 - blok grzejny

Kolumna

Flow in column =
105 -100 - 3 = 2 ml/min

Carrier gas 3 mi/min
105 mi/min

m Split flow
100 ml/min

© CHROMEDIA
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syringe barrel

sytinge needle

Carrier gasin

injector’s
heater block




Stopiona krzemionka poKkryta poliimidem
Powloka

poliimidowa \

Stopiona
Irzemionka

Kolumna ze stali nierdzewnej

Rurka ze stali

nierdzewnej

Faza stacjonarna

CH* + O* 9 CHO + e

F+N; >N, +2¢ - prad tha
X+e > X - wychwyt elektr.

X +N*, Sprodukty (rekombinacja)

@

®

4

e %

R W: Indé detel 8 ;
| agledna
‘w stosunku do réinych zwigzkéw organicznych
Metan CH 1,00 1
Etan CoHs 2,05 2
2 Acetylen CiHs 2,03 2
Propan C3Hy 315 3
Heksan. CeHy 6,60 6
Chloroform CHCly 0.89 /
Czterochlorek wegla | CCly 0,67 2
Tlenek wegla <o 0.0 Zrédio
Schemat  detektora plomicniowo- Dwutlenek wegla COy 0,0 ienic gaz
jonizacyjuego: 1 — wlot gazu z Nitromelan CH;NO; 0,49
kolumny, 2 — doprowadzenie wodoru,
3 — doprowadzenie tlenu, 4 —
plomien wodorowy, 5 — kolektor

(elektroda)

I
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Zrodio jonow

|

£]

linie transmisji danych
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chromatograf separator
gazowy molekularny spektrometr mas

] ]

widmo chromatogram
mas gazowy

Chromatograf gazowy sprz¢zony z spektrometrem masowym GC-MS: 1
— komora jonizacyjna, 2 — komora przyspieszajaca, 3 — analizator, 4 —
detektor

Chromatograf gazowy

Spektrometr
mas

Komputer

Peak intensity

L

Time
sample injection
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Schemat zZrodta jonéw z jonizacj elektronami

M —% M"+e

quﬂq W probki
daklmﬂym 17 v

F]:L':q/““"""'“"‘“@"""‘"“

nE Aﬂm

,:i% {rozfadowanie slekdronéw)
— Tor ruchu

2amik katody. elektronow
Emisia claktronéw Y ©

Phytka )
— w— Plytka ogniskulaca
wh: It

Do analizatora

Schemat powstawania jonow w zrodle:

* ABC + e > ABC™ + 2e" (tworzenie jonu)

« ABC'" > AB" +C*; AB* > A" + B (fragmentacja)

< ABC" > BC +A*

* ABC* - AC* + B* (fragmentacja z przegrupowaniem)
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CH, —CH,—OH —» CH;— CH=CH + H'
miz = 45 (50% int. wzgl)
(Imz
H—CH—OH —» H,C=0H + CH}
miz =31 (100% inl. wgl)

CH, —CH,—OH'+¢
_Cﬂzbﬁ/m-«s(lm'mnm
i)

CH, —CHj + OH"
mfz =29 (48% int. wzgl)
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Relative Intensity

100 -
mwewmCHCO Widmo MS CTi3-CO-0-CHy-CH3
9 i jego interpretacja
80
60|
40|
] Jon macierzysty
20| “CH,-CH, "O-CH,-CH, [CH,-CO-0-CH,-CH,]*
{1 cH# | |
ode s . | |
rrH T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 20
m/z
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s
O - sichy,
H
X+ H, Nemathyl-H-triminisiiybacstamide MSTAI
¥ = £, ety -l imethylsiyhr flaroacetamids S TFA)
sy
Ohye,
N-SiCHy)y
X« H, H.0-bis-lrimathylsilyflscstamide  (BSA1
¥+ T, K O-bisttrimetnylsiyDiriluoroacatanios  (8STF)
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SIR of 5 Channels Eiv
224,00
23406

SR of 5 Channels £t
ic]
36104
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L ng d3JM 1ul (550 V, rep 6)

a5 181 734 (11.226) C (729737-(626:646+801:864)

SR of 5 Channels El
2270

IR of 5 Channels Eiv
611t

IR of 5 Channels Et
7 580
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IR of 5 Channels E
270
5666

SIR of 5 Channels Eiv
2240
23401

SR of 5 Channels £t
ic]
56104
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Analiza mieszaniny nitrotoluenéw Chromatogram GC/MS olejku cytrynowego.
\ Prr— Sktadniki zidentyfikowano na podstawie
L o, Lo, %"‘ @ biblioteki widm Wiley’a
1,50, ’ -
0, am p-bisabolen geranal
00 limonen ©s%), | 06%
l /l (99%)
l I T R T R Ty gk T lnsloe] gom, (98 %) o e
rd 1 (91%) o a-terpi- 19)
= C = - E i
1%
.T“ E et 97 %) T(-slw%)
©r v ¢ ar & T dm 2m . Bm | BE MO M
- o T sabmen
- LC,L " (97 %)
- - o a-pimen |[P-cymen e}
(96 %) /m (97 %)
K 23 || dnmew a-terpinolen ns
@ b aq (98%) l oo I 145
; . TN L |
a7 2m 40 am 800 1nm 1200 W rin
bl ol owloT nT-” "I-J e, [ - W
B R R 87 K A e e L o

Homcgml& sT:nEleT= 500 mg

Extraction -4°C: 5 ml B0% MeOH (12 HCOOH);
internal standards (H,-Cytokinins)

Flow througn on SPE,
f 500 mg Cu-colurﬂ\ .

SPE, 500 mg SCX-column; elution 4 mi |
MeOH - 4 M aqueous NH, (32 wv) |~~~

— v
| Ewvaporation to agusous B
| phase, dilute to 4 ml with 10 P':P'U"V';gﬂ
| mM NH,-formate C/MS-
All Cytokinins

SPE. 500mg DEA-column +
100 mg Cy-column

mi 80% MeOH (1% HOAc)

Elution of DEA with 12 | Elution of C,s-column ;MII’M
ml of 1 M NH,-lermate | |

Lems™
Nucleotides***

LC/ms**
Bases, nucleosides, glucosides
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