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Ćwiczenie nr 3 - Instrukcja

Temat: Chromatograficzna analiza jakościowa i ilościowa

· Pobierz arkusz kalkulacyjny „Ćwiczenie_3” z lokalizacji „Dydaktyka”  „Analiza Instrumentalna” na komputerze przy stanowisku pracy. 
· Zapisz arkusz na pulpicie komputera używając polecenia „Zapisz jako” i podając odpowiednią ścieżkę.
· Pobierz wzór opracowania do ćwiczenia dostępny w tej samej lokalizacji i również zapisz go na pulpicie
· Wykonuj w arkuszu kolejne etapy ćwiczenia zgodnie z instrukcją i wzorem opracowania. Wartości obliczone w arkuszu kalkulacyjnym skopiuj do opracowania we właściwych miejscach.
· Pamiętaj o regularnym zapisywaniu swojej pracy!
· Na koniec zajęć wyślij uzupełniony arkusz oraz opracowania na swój adres e-mail korzystając z przeglądarki internetowej.

1. Uzupełnij cel ćwiczenia.

2.1. a) W arkuszu „1” sporządź chromatogramy (na jednym wykresie) dla trzech różnych natężeń przepływu fazy ruchomej.
· Zaznacz odpowiedni zakres danych (kolumny od B do E oraz wiersze od 2 do 52) i sporządź wykres (wykres punktowy w formie gładkich linii).
· Pamiętaj o prawidłowym opisaniu wykresu (osie, serie danych).
· Wykres umieść we właściwym miejscu opracowania.
· Zinterpretuj otrzymane chromatogramy w kontekście sprawności kolumny chromatograficznej, zwracają uwagę w szczególności na ich szerokość.
b) Określ parametr kształtu krzywych chromatograficznych, liczbę półek teoretycznych oraz wysokości teoretycznej półki przy zastosowaniu każdej z  kolumn.
· W kolumnach C, D i E są zaznaczone wartości odpowiadające trzem pikom widocznym na chromatogramach. Skopiuj te wartości, wklejając je odpowiednio do kolumny G, J oraz M w tabeli po prawej stronie (pod symbolem xi).
· Pod wklejonymi danymi oblicz średnią wartość sygnału chromatograficznego za pomocą funkcji „=średnia()”(w nawiasie zaznacz odpowiedni zakres komórek, np. „=średnia(G13:G40)”).
· W kolejnej kolumnie (H, K oraz N) oblicz wartość wyrażenia xi-xśr, odejmując od wartości pojedynczego sygnału chromatograficznego wartość średnią w pierwszej wolnej komórce (przykładowo: „=G13-$G$42”) i po zaznaczeniu komórki ściągając ją w dół dla pełnego zakresu danych.
· W kolejnej kolumnie (I, L oraz O) oblicz wartość wyrażenia (xi - xśr)2 podnosząc do kwadratu odpowiednią komórkę (przykładowo „=H13^2”) i ściągając w dół dla pełnego zakresu danych.
· Oblicz sumę kwadratów różnic w odpowiedniej komórce, korzystając z funkcji „=suma()” (przykładowo: „=SUMA(I13:I40)”).
· Oblicz parametr kształtu krzywych chromatograficznych, liczbę półek teoretycznych oraz wysokości teoretycznej półki dla każdego z trzech przypadków w tabeli powyżej. Skorzystaj z podanych wzorów i wpisz we właściwe komórki odpowiednie formuły.
· Zamieść w opracowaniu przykładowe obliczenia.
· Odpowiedz (wraz z uzasadnieniem) na pytanie zawarte w opracowaniu.

2.2. a) W arkuszu „2” sporządź chromatogramy (na jednym wykresie)  dla czterech roztworów wzorcowych aminokwasów.
· Zaznacz odpowiedni zakres danych i sporządź wykres w analogiczny sposób jak wcześniej.
· Pamiętaj o prawidłowym opisaniu wykresu (osie, serie danych).
· Wykres umieść we właściwym miejscu opracowania.
· Odpowiedz na pytanie zawarte w opracowaniu.
b) Oblicz pola powierzchni pików dla czterech roztworów wzorcowych aminokwasów korzystając z wartości całek oznaczonych.
· W kolumnach C, D, E oraz F są zaznaczone wartości odpowiadające czterem pikom widocznym na chromatogramach, których pole trzeba obliczyć.
· Całkę oznaczoną można obliczyć korzystając z tzw. metody trapezów, wykorzystującej wzór na pole trapezu: P=(a+b)/2 * h
· W naszym przypadku „a” i „b” to dwie sąsiadujące ze sobą wartości sygnału chromatograficznego, zaś „h” to czas retencji.
· W kolumnach G, H, I oraz J zaznaczone są zakresy dla których należy obliczyć całkę oznaczoną. W pierwszej z zaznaczonych komórek należy wpisać właściwą formułę, a następnie przeciągnąć ją w dół aż do końca zakresu.
· Przykładowo, dla zakresu w kolumnie G formuła jest następująca: „=G24+(B26-B25)*('2'!C25+'2'!C26)/2”.
· Wartość uzyskana w ostatniej komórce danego zakresu jest polem powierzchni danego piku.
· Wpisz otrzymane wartości pola powierzchni dla każdego z czterech aminokwasów do tabeli powyżej.
· Przedstaw przykładowe obliczenia jednej z całek oznaczonych w opracowaniu,

2.3. a) W arkuszu „3” sporządź chromatogramy (na jednym wykresie)  dla trzech mieszanin aminokwasów.

· Zaznacz odpowiedni zakres danych i sporządź wykres w analogiczny sposób jak wcześniej.
· Pamiętaj o prawidłowym opisaniu wykresu (osie, serie danych).
· Wykres umieść we właściwym miejscu opracowania.
· Odpowiedz (wraz z uzasadnieniem) na pytanie zawarte w opracowaniu.
b) Oblicz stężenia aminokwasów w każdej z mieszanin.
· Skopiuj obliczone wcześniej wartości pól powierzchni roztworów wzorcowych do kolumny J tabeli powyżej.
· Oblicz pola powierzchni pików poszczególnych aminokwasów w każdej z mieszanin. Zastosuj w tym celu całkę oznaczoną i metodę trapezów, analogicznie jak w przypadku roztworów wzorcowych. Właściwe zakresy pików są zaznaczone w kolumnach C, D oraz E.
· Obliczone wartości wpisz do kolumn K, L oraz M tabeli powyżej. Pamiętaj, że mieszanina nie musi zawierać wszystkich aminokwasów.
· Oblicz stężenia aminokwasów w mieszaninie stosując zależność stężenia i pola powierzchni. Stężenie każdego z wzorców wynosi 10 mM/l a pola powierzchni ich pików są znane, co umożliwia ułożenie proporcji:
pole powierzchni wzorca 				- 	10 mM/l
pole powierzchni substancji w mieszaninie 	- 	stężenie X
· Dla każdego z pików w każdej z mieszanin należy obliczyć stężenie, przedstawiając przykładowe obliczenia dla jednej z nich.

3. Sporządź wnioski do wykonanego ćwiczenia.

Zagadnienia na wejściówkę:
- klasyfikacja metod chromatograficznych,
- podstawowe pojęcia chromatograficzne: np. elucja, eluent,
- podstawowe informacje o technikach GC i HPLC,
- teorie sprawności rozdziału chromatograficznego: np. czas retencji, półka teoretyczna, sprawność kolumny
- typy detektorów stosowanych w chromatografii.




