Pocitacova simuldcia separacie parabénov a analgetik pomocou HPLC metddy
Navod na cviéenia

Teoretické zaklady :
1. Havrdnek a kol. : Laboratdrne cviCenia z analytickej chémie Ill) str. 21-24,
2. Mikus, P., Piestansky, J., Dokupilova, S.: Kvapalinova chromatografia, hmotnostna
spektrometria a ich kombinacie vo farmaceutickej a biomedicinskej analyze, str. 29-122

=

Fl
e

Pri rieSeni uloh vyuzite program new_hplc simulator kliknutim na ikonu . Vysledky si ulozte,
bude potrebné s nimi pracovat doma(domaca tloha). V protokole rozdiskutujte otazky.

Parametre separacie:
Koléna - typ, rozmery:
Mobilna faza:
Prietokova rychlost:
Teplota:

Sledovanie zavislosti retenénych parametrov na zloZeni mobilnej fazy. Pozndmka: Na
chromartografickom zdzname sa na osi y nachddza koncentrdcia analytov (na rozdiel od reality, kde
signdl zavisi od typu detektora).

Pomocou funkcie Remove odstrante latky, ktoré nesledujeme, ponechdame etyl-, propyl- a butyl-
parabény. Pomocou Add priddme dalsi analyt x (podla pokynov vyucujliceho). Ostatné parametre
nechame bez zmeny.

1. Uloha. Merite percentudlne zloZenie mobilnej fazy (podla pokynov vyucujiceho). Sledujte
chromatografické zaznamy jednotlivych analyz.
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k’ tr k’ tr k’ tr k’ tr

Domaca uloha: Nakreslite strukturne vzorce vSetkych analytov a strucne popiste na aké ucely sa
pouzivaju.V programe excel vytvorte tabulku hodnot retenénych faktorov k™ a k nim prislichajucich
logaritmov (funkcia LOG10()).
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kolény Vi ( Fm = V/t). Zostrojte graf zavislosti log k” od %ACN pre kazdy analyt. VSimnite si ako zavisi

retenéné spravenie parabénov od dizky substituovaného retazca. V diskusii popiste vzajomné
polohy trendovych c¢iar jednotlivych analytov. Aky ma suvis retencia analytu x sretenciou
parabénov? Zrovnic trendovych ciar pre parabény odhadnite parametre zavislosti pre

Zo vztahu k' =

vypocitajte mrtvy c¢as tm a na zaklade prietokovej rychlosti aj mftvy objem



metylparabén. Odhadnite jeho retencny faktor k’ pre konkrétne zloZenie mobilnej fazy (podla
pokynov vyucujticeho).

Zo znamych vztahov vypocéitajte predpokladany retenény ¢as tr metylparabénu.

Ako suvisi retencia analytov s charakterom ich Struktury (hydrofobicitou) a typom staciondrnej
fazy?

V pripade mnohozlozkovych zmesi je, pre zabezpecenie optimalnej separovatelnosti, odporucané, aby
retenény faktor dosahoval hodnoty k'>2. Akymi spésobmi méZete ovplyvnit hodnotu retenéného
faktora?

2. Uloha a) Néjdite, pri akom zloZeni mobilnej fazy dosiahnete tGplné rozli$enie pikov (na nulovi
liniu) pri €o najkratSom case analyzy. Svoj vysledok doloZte do protokolu vo forme PrtScr
obrdazku (obsahuje datum, cas, podmienky, vysledky a chromatograficky zdznam analyzy).

Uloha b) Pomocou funkcii Zoom in a Pan si priblizte dva najblizie polozené piky tak, aby ste
mohli od¢itat ich Sirku (v sekundach). Obrazok ulozte a doloZte do protokolu.

Doméca uloha: Sirku piku uréite podla postupu na prilozenom obrazku (zostrojime dotyénice piku
tR2—tR1
0,5.(w1+w2)
rozlienie pikov (nezabudneme premenit jednotky). Aké by malo byt optimalne rozlisenie pikov?

Vyhovujui vami navrhnuté podmienky z hladiska optimalneho rozliSenia?

v inflexnom bode, Sirka piku merana pri zakladni). Zo zndmeho vztahu R = vypocitajte

3. Uloha. V nastaveni Plot options priddme do zaznamu zavislost pre tlak na chromatografickej
koléne (Backpressure). Pri optimalnom zloZzeni mobilnej fazy (z ulohy 2) mente prietokovu
rychlost Fn, (v nastaveni Chromatographic properties, Flow rate) v intervale 0,5 — 3 ml/min
pre velkosti ¢astic naplne kolony (v nastaveni Column properties, Particle size) 1,7um, 3 um a
5 um, zapiSte si hodnoty pre vysku teoretickej priehradky HETP. Z grafu zaroven odditajte
hodnotu tlaku. V okoli HETP minima mernite prietokovu rychlost s rozdielom 0,1 ml/min.
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Doméca Uloha: Zostrojte graf zavislosti vysky (v skriptach dizka) teoretickej priehradky Herr od
prietokovej rychlosti a graf zavislosti tlaku od prietokovej rychlosti pre kazdy typ naplne. Ako suvisi
vyska teoretickej priehradky s G¢innostou kolény? Uréte, ktora prietokova rychlost je optimalna pre
najucinnejsiu separaciu pre kaidy typ ndplne. Ako ovplyviuje tlak v chromatografickom systéme
jeho separacné moznosti (naroky na zariadenie)?

4. Uloha. Na zaklade vysledkov z tloh 2 a 3 najdite podmienky izokratickej, resp. gradientovej
elucie vSetkych analytov (minimalna vyska teoretickej priehradky, dostato¢né rozliSenie
pikov) za €o najkratsi ¢as analyzy pre klasicki napli HPLC kolény (5 pm) a UHPLC naplni
koldny (1,7 pm). Svoj vysledok doloZte do protokolu vo forme PrtScr obrazku (obsahuje
datum, cas, podmienky, vysledky a chromatograficky zaznam analyzy).




  𝒌 ´ =     𝒕 𝑹 − 𝒕 𝑴  𝒕 𝑴      


  R =     𝒕 𝑹 𝟐 − 𝒕 𝑹 𝟏  𝟎 , 𝟓 .    ( 𝒘 𝟏 + 𝒘 𝟐 )      

