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HPL C gyakorlat —vegyész MSc 1. évf.
Mortl Méria

A gyakorlat célja:

- a HPLC méréstechnikaval valé megismerkedés
- a Clarity software kezelésének elsajatitasa

- oszlopok tesztelése

A késziilék tipusa: YL9100 HPLC (Younglin gyartmanyu késziilék)

A jegyzokonyvben szerepelnie kell a bemérési adatoknak és a kromatografias
koriilményeknek, a szamolasoknak, valamint a kdvetkeztetéseknek.

Feladatok:
L. Az optimalis mérési koriilmények megtalalasa
II. Retencios sorrend meghatarozasa
III.  Kalibrald sorozat készitése
IV.  Ismeretlen oldat koncentracidinak meghatdrozéasa
V. Oszlop tesztelése, validalasi paraméterek kiszamitasa

A fenti feladatok koziil a gyakorlatvezetd jeldli ki az elvégzend6 feladatokat.

I. Az optimalis mérési korulmeények megtaldlasa
A retencios 1d6t a folyadékkromatografias méréseknél szdmos tényezd befolydsolja. Ezek
koziil az eluens dsszetétele (izokratikus, gradiens elucio), ill. a hdmérséklet hatasat vizsgaljuk.
Az oldat komponenseit eldszor izokratikus elucidval 50%MeOH-50% H,0, majd 60%MeOH-
40% H,0 végiil 70%MeOH-30% H,0 osszetételii eleggyel oldjuk le az oszloprol. Az
eredmények alapjan (rovid analizisidd, elvalasztés, csucsalak) meghatarozzuk az optimalis
eluens Osszetételt. Hasonld modon gradiens eliicidval is leoldhatjuk a komponenseket.
Optimaland6 paraméterek a kezdeti, ill. végsd Gsszetétel, valamint a gradiens meredeksége.
A masik fontos paraméter a hdmérséklet, ami befolyasolja az allo, ill. mozgd fazis kozotti
megoszlasi egyensulyt, €s az anyagétadas sebességét, valamint az olddszer viszkozitasat is.
Végezziik el a mérést a kivalasztott oldoszereleggyel (izokratikus) 30 °C-on és 40 °C-on is.
Hasonlitsuk 6ssze az eredményt a labor hdmérsékletén mért kromatogrammal. Milyen
valtozasokat figyelhetlink meg?
Az UV detektalas esetében fontos, hogy a detektalasi hullimhossz a mérendé komponensek
elnyelési maximumanak kozelében legyen. Ilyenkor nagy az érzékenység €s igy lehet
alacsony kimutatasi hatarokat elérni. Mivel az elnyelési maximumok az anyagi mindségtol
fiiggnek, minden anyagra mas €s mas, ezért a detektalasi hullamhosszat az dsszes célvegytilet
elnyelési spektrumanak, valamint az eluens elnyelésének figyelembevételével (UV cut off, 1d.
melléklet) kell meghatarozni. A késziilékek bizonyos része fix hullamhosszon detektal (pl.
254 nm), a tobbinél valtoztathatd a hulldmhossz (pl. 190-900 nm kozott), sot akar két
detektalasi hullamhosszon is lehet egyszerre mérni. A gyakorlaton két kiilonb6z6
hulldmhosszon detektaljuk a komponenseket. A National Institute of Standards (USA)
honlapjan (http://webbook.nist.gov) keresse meg a vegyiiletek UV-VIS spektrumat és adja
meg az elnyelési maximumukat. Valassza ki az adott vegyiiletcsoportra megfeleld detektalasi
hulldmhosszat.
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I1. Retencios sorrend meghatarozasa
El6szor a retencios sorrend meghatarozasat végezziik el a célvegyiiletekre. Ezeket az
oszlopok tesztelésére hasznalt vegyiiletek koziil valasztottuk ki. A tesztelegyek szokéasos
komponensei példaul az uracil, dimetil-ftalat, toluol, fenol, bifenil, 4-klor-nitrobenzol, naftalin
¢s fenantrén. A vizsgaland6 oldat 6t komponensbdl all. El8szor ezekbdl az anyagokbol

crer

pg/mL-es oldatokat készitiink a retencios sorrend meghatérozasahoz.

[11. Kalibral6 sorozat készitése
A kalibral6 sorozatot az 6sszes komponens dsszemérésével készitjiik el a torzsoldatokbdl a

cre

hasznalunk.

IV. Ismeretlen oldat koncentracioinak meghatarozasa
Az dtkomponensii ismeretlen oldat koncentracidinak meghatarozasat a kalibralosor
felhasznalasaval végezziik el.

V. Oszlop tesztel ése, validalasi paraméterek kiszamitasa

Az oszlopokat a id6rdl iddre tesztelni kell, mivel a megosztd fazis a hasznalat soran
modosulhat, a kolcsonhaté csoportok Iehidrolizalhatnak, stb., ami idovel az allo6tazis
elvalaszto-képességének romlasdhoz vezet. Kezdetben csak a kromatografias csucsok
kiszélesedése figyelhetd meg. Bizonyos mértékii romlas utan az oszlop cseréjét kell
végrehajtani, mivel az nem felel meg a mindségi kovetelményeknek. Az ilyen mindségi
ellendrzéseket a gyartok maguk is elvégzik €s az oszlophoz a teszt eredményét is mellékelik.
A tesztelésre hasznalt vegyiiletek kdre némileg valtozo, de vannak viszonylag gyakran
eléforduld dsszetevdi is ezeknek az oldatoknak.
Tanulmanyozza 4t az aldbbi teszteredményt és valaszoljon a kdvetkez6 kérdésekre:

1. Mi az a tailing?

2. Miak’ és hogyan szamitjuk ki? Mire jellemzd?

3. Miért kell a savas, ill. bazikus molekuldknal puffert alkalmazni?

4. Milyen koriilmények keriilenddk egy oszlop hasznélata soran?

Mindsitse a késziilékben 1év6 oszlopot a tesztoldattal a gyakorlatvezetd altal megadott
koriilmények kozott. Hatdrozza meg a paramétereket (elméleti tanyérszam, aszimmetria
faktor, stb.) és az eredményeket tdblazatosan adja meg!



