POCITACOVA SIMULACIA ANALYZY ORGANICKYCH LATOK METODOU
VYSOKOUCINNE] KVAPALINGVEJ CHROMATOGRAFIE HDLC

UVOD
Principom chromatografickych metdd je delenie latok na zéklade distriblicie medzi dve fazy, mobilmi
a stacionarnu. Distribiciu charakterizuje distribuény koeficient
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kde ¢, acm Sa koncentracie analyzovane latky v stacionirne] amobilne] faze. Kvalitativhym
pararnetrom separécie je eluény Cas, teda poloha piku analyzovanej latky na chromatografickom
zéazname. Kvantitativaym parametrom je vyska alebo plocha piku.

Ostatné pojmy a parametre bud( diskutované v spojeni so simuladnym programom HPLCSIM
(spustenie programu HPLCSIM exe: 2x kliknat, medzerovnik).
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- (a) Z nastaveného programu HPLCSIM si opidte zédkladné parametre (Column, Eluent, Inject, Sample,
“Detect) danej chromatograficke] separacie zmesi piatich organickych latok do tabulky 1 a zamyslite sa

— - pad ﬁj{zqéiﬁgmjednotﬁv?ch_parametrov.
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~ (b) Sledovanie vplyvu stacionarne] fazy na separéaciu organickych latok (Column).
- Zmetite typ stacionrnej fazy z C18 postupne na C8 ana C2 (Column, Type). Pozorujte zmeny na
- chromatograme ($kélu asovej osi nastavujeme pomocou Detect, Interv). Zapite si elutné Casy
analyzovanych latok (Sample, time) do tabulky 2.

‘Tabulka 2
G o Eluény Cas, min

Analyt C18 CB C2

benzylalkohol

benzaldehyd

| benzonitril

benzeén

tatylbenzoan




Na milimetrovy papier vyneste zévislosti eluného Casu (os y) od df*ky uhlikového refazca
stacionarnej fazy (0s x) a zévislosti vysvetlite.

Po skondeni lohy sa vratime k pdvodnému chromatograﬁckezm, zéznamu stlalenim klavesy Esc
a/alebo zvolime File, Restart.
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(c) Sle,dovame vplyvu mobilnej fazy na separaciu orgamckych latok (Eluent).

Metite typ mobilngj fazy, acetonitril, metanol, tetrahydrofurdn (Eluent, Modifier). Pozorujte zmeny na
‘chromatograme a Vysvethte ich.

Metite percentudlne zastupeme ‘acetonitrilu a vody v mobilnej faze od 35% do 55% (w/v) acetomtmu
: (Eluent Begm) Zaplste si elucne Casy analyzovanych latok (Sample, tlme) do tabuTky 3.

, Tabul’ka 3

Eluény ¢as, min

Analyt el T 2 ' -‘»‘-135% acetonitril - 45% acetonitril 55% acetonitril
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g-Na mﬂlmet"ovy papler vyneste zawslestz elucneho casu (os y) od konven‘mme acetommll. v EZIObLﬂeJ
':ifaze (05 x) a zawslos’a vysvethte Relatwna permlthta acetommlu Je 37358 Vody 80 37 '
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(a) Sledujte vplyv vlnovej d].zky absorpcneJ fmometncke; detekc1e na vel’Lost detekunych mgnalov :
- (pikov), separovanych latok. -Metite vinovia dizku v rozsahu od 220~3()O m fDetect Wafe) Zap1s‘e s
- ‘-,-plechy p]kov analyzovane) laﬂcy (Sample area) ktoru vam UICﬂ ucnel do Labui’ky 4 : 7 10

: -'-.?Tabul’ka 4

- -1:_'1o_cha_pﬂcﬁ;_mAUs T IO

Aﬂalyt 100 ﬁlufml [ 220 mm ;-240 om | 254om | 260nm [ 280mm | 300mm

_ Na mﬂlme‘rrovy pap1er vyneste zawslost plochy piku analym (os y) od V]HOVS_] dhky (os x) a zévislost’
N pomenuﬁe Na zaldade zaskanej zawslosh vybefte 0pt1ma1nu VlDOVLl dlzu pre stanovenie vasho analytu.

) Sleduﬁe Vplyv koncen‘rracle analyzovanej latky na Vel’kos* (Wﬁku plochu) piku. Merte
_ koncentracm vrozsahu od 10 do 100 mg/l (Sample, Concentratlon, mslo anaiytu) Zaplste si plochy
: plkov analyzovqneJ latky (Sample area) do tabul’ky < g o :

. Taburka 50

: Plocha piku, mAUs

Analytmg,/ml —T 10 T 20 T 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 ] S0 | 100

rr.Na mlhmetrovy pap1er vyneste zawslost plochy piku analytu (os Y) od koncentrame (os X) a zavislost
= “"pomenuﬁe Na zaklade ziskanej zavislosti uréte koncentraciu latky ktorej plocha pzku je 378 mAUs.
# 'Prog,ram po skoncem prace ukonmme (Fﬂes th Yes) — :



