Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia laborgyakorlat

A gyakorlat célja:

- a HPLC rendszer egységeinek megismerése

- kromatografids paraméterek meghatdrozdasa szerkesztéssel

- instant kavé koffeintartalmdnak mennyiségi meghatdrozasa kalibracidval

A gyakorlat menete:

- beugré ZH: a lehetséges kérdéseket Id. a leirat végén. Felkésziilési tananyag: jelen leirat, a bevezetd eladas
anyaga, és az Analitikai kémia jegyzet (szerk. Pokol Gyorgy, Typotex 2017.) 17.1, 17.3.1-3, 17.3.8. fejezete.

- kdvé mintak elSkészitése, kalibrald sor higitasa

- koffein sztenderdek és kavé mintdk HPLC-s mérése

- a mérés vdarakozasi idejében a készllék egységeinek ismertetése, kromatografids paraméterek
meghatdrozdsa kiadott kromatogramon

A jegyz6konyvet a gyakorlat ideje alatt, egyénileg kell megirni, és a gyakorlat végén a gyakorlatvezet6nek
beadni.
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1. dbra: HPLC rendszer altalanos felépitése

A. Kromatografias paraméterek meghatarozasa szerkesztéssel:

A gyakorlaton kiadunk egy kromatogramot, amelyet uracil, metilbenzoat, toluol és naftalin sztenderdek
keverékére kaptunk. Ezen a kromatogramon szerkesztéssel kell meghatdrozni a fontosabb kromatografias
paramétereket, és azokat a jegyz6konyv fedlap hatoldalan taldlhaté tdblazatban rogziteni. A
jegyz6konyvhoz csatolni kell a kromatogramot, amelyen a szerkesztési segédvonalaknak latszddniuk kell.

uracil 0 toluol CHs
log P: -1,07 NH log P: 2,73
vizoldhatosag: 3,6 g/L (25°C) | /& vizoldhatodsag: 0,526 g/L (25°C)
fltl' (0]

metilbenzoat O~ OCHg naftalin
log P: 2,12 log P: 3,30
vizoldhatdsag: 2,04 g/L (25°C) vizoldhatdsag: 0,031 g/L (25°C)



A kromatografias elvalasztds célja, hogy a mintankban levé komponenseket minél révidebb id§ alatt
megfelel6 felbontassal (azaz alapvonalig) elvalasszuk egymastél. A felbontast a kromatografias rendszer
harom, egymastdl nagyjabdl fluggetlen jellemz6je befolydsolja, amiket kilon-kiilon tudunk a kisérleti
korilményekkel valtoztatni, hogy a megfelel6 felbontast elérjik. Ezek a jellemz6k a visszatartds, a
szelektivitas és a hatékonysag, amelyeket az aldbbi kromatogramon szemléltetiink.
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Visszatartds

A visszatartas azt jellemzi, hogy mennyi id6 alatt eludlédik egy adott komponens az oszloprdl. Forditott
fazison az apolaritds novekv6é sorrendjében eludlédnak a komponensek. Az apolaritasrél az anyag
oktanol/viz megoszlasi hanyadosa (logP), ill. vizoldhatdsaga ad informaciot.

Szelektivitds
A szelektivitds azt mutatja meg, hogy két egymds mellett eludalddé komponens kozott mennyire tesz
kiildbnbséget a rendszer, vagyis mennyire kilonbozik a retencids idejik.

Hatékonysag

A hatékonysag azt mutatja meg, hogy mennyire szélesiti ki a csicsokat a kromatografids oszlop. Az elméleti
tanyérszammal, vagy az elméleti tanyérmagassaggal jellemezziik. Az elméleti tanyérszam kiszamolhatd (a)
az alapvonalon mért csucsszélességbdl, (b) a csucs félérték-szélességébdl, vagy (c) a csucs inflexids
pontjdban mért cslcsszélességhbdl, de gyakorlatban legegyszerlbb a cstcs félérték-szélességébdl, azaz a
cslics magassaganak felénél mért csucsszélességhbdbl szamolni.

A fenti jellemzSket kilonb6z6 paraméterek segitségével szamszerlsithetjiik. Az egyes paraméterek
definicidja a kovetkez6:

Retencids id4: tr

Az injektdlastdl a csicsmaximumig eltelt id6.

Holtidg: to

Az az id6, amig az inert anyag/eluens végighalad a kromatografias rendszeren.

A holtid6t meghatarozhatjuk ugy, hogy egy inert anyagot (forditott fazison erésen poldris anyagot, pl.
uracilt) injektalunk, ami egyaltalan nem kotédik az alléfazison, vagyis a retencids ideje a holtidGvel
megegyezik. llyen, Un. t, jelz6 anyag hianyaban is leolvashatjuk a kromatogramrdl a holtidét, ugyanis to-ban
altaldban egy jelzavarads jelentkezik az injektdlas okozta nyomdashullam kovetkeztében.

A holtid6t tovabba kozelité szamitassal megbecsiilhetjiik az oszlop geometriai méreteibél és a térfogat-
aramldsi sebességbdl az aldbbiak szerint:

s d?
Az oszlop geometriai térfogata: V; = T”L

Az all6fazis gombszimmetrikus szemcséi az oszlop geometriai térfogatanak 2/3-at toltik ki, de
a szemcsék térfogatanak a fele pdrus, igy 6sszesen az oszlop geometriai térfogatanak 2/3-at

e 1 , 2d?%m
tolti ki az eluens (holttérfogat): V, = ETL
i . Vo _ d?mlL 2 s .
A holtid8 pedig: t, = WO = Z , ahol d az oszlop atmérdje, L az oszlop hossza, w a térfogat-
aramlasi sebesség.
Redukalt retencids idé: t'=tz - to

Az az id6, amit az adott komponens az all6fazison megkotédve tolt.



S « t—ty
Retencids tényez6: k=—_—2 = R
t to
Megadja, hogy az adott komponens az alléfazis és a mozgodfazis kozott milyen mélaranyban oszlik meg.

Tulajdonképpen az all6fazison és a mozgdfazisban toltott id6 hanyadosa.

k

a=k—z

Mindig a nagyobb retencids tényezG6t osztjuk a kisebbel, vagyis a>1.

Arra jellemzd, hogy milyen mértékben képes megkiilonboztetni két egymds mellett eludlédé komponenst a
kromatografias rendszer. Ertéke 1, ha nem vélik el a két cstics, vagy 1-nél nagyobb szém, ha elvalnak.

Szelektivitasi tényezd:

Félérték szélesség: Wi/,
A csucsmagassag alapvonaltdl mért 50 %-andl mért csucsszélesség.
t 2
Elméleti tdnyérszam: N = 5,54 x ( R )
W1/2

Kromatografidban az elméleti tanyérszam alatt szemléletesen azt értjiik, hogy hanyszor kétédik meg az
adott komponens az alléfazison, amig végig ér a kolonnan.

Elméleti tanyérmagassag: H=-

Azt jellemzi, hogy a kromatografids oszlop milyen mértékben szélesiti ki a csicsokat. Minél kisebb az értéke,
annal keskenyebbek a cslicsok ezért hatékonyabb az elvdlasztds. Szemléletesen a H az a tdvolsag, amit a
mintamolekula két alléfazison vald megkotédés kozott el6rehalad az oszlopon.

P tr,—tr
Felbontds: Ry =2 x —2—-
Wp1+tWp2

Megmutatja, hogy két cstics milyen mértékben valik el egymastdl. Ha a felbontas 1, a két csics még részben
atlapol. Az alapvonali elvalasztasndl a felbontas értéke 1,5. (Nem tévesztendd Ossze az a szelektivitasi
tényezével!)
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Aszimmetria faktor: A=- .
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Idedlis esetben a kromatografids cslcsot Gauss-gérbe irja le és
szimmetrikus. A valdsagban azonban sosem teljesen szimmetrikusak a
csucsok. A csucs alakjat az aszimmetria faktorral jellemezziik, ami a jobb
oldali dbrabdl értheté meg. A csicsmagassag 10%-anal mérjik azaés b h
szakaszt és ezek hanyadosa az aszimmetria faktor.

Szimmetrikus csucs esetén az aszimmetria faktor 1, de 1,8-2 értékig még

elfogadhaté a csucsalak. Ennél nagyobb mértékd csucstorzulds mar ‘a‘b'
bizonytalanna teszi a csucsterilet meghatdrozasat és ronthatja a / \}Oflh Y

felbontast.

tr idé

A mérés soran kapott kromatogramokbdl a fent felsorolt paramétereket fogjuk meghatarozni,
szerkesztéssel. A gyakorlat elvégzéséhez vonalzd és szamologép sziikséges!



B. Koffein mennyiségi meghatarozasa instant kavéporbdl

Megmérjiik és 6sszehasonlitjuk egy normal és egy koffeinmentes instant kavé koffein-tartalmat.

Kalibralo sor higitasa és mintael6készités:

A mérés soran hatpontos kalibraciét vesziink fel. 1000 ppm koncentracidju koffein torzsoldatbdl' indulunk
ki, melyet vizzel higitunk. Mindegyik kalibradlé oldatbdl 1-1 ml-t készitlink, egymasbdl higitva az aldbbiak
szerint:

A higitasok kiszamoldsa utdn automata pipettak segitségével mérjik 6ssze a megfelel6 mennyiségeket,
majd az oldatokat homogenizaljuk.

A kavéporokbdl 3-3 parhuzamos mintael6készitést végziink a kovetkez6 mddon. F6z6poharba analitikai
pontossaggal kimériink 100-200 mg instant kavét, és feljegyezziik a pontos tomeget. A kavéport kb. 70 ml
szobahémérséklet ultratiszta vizben feloldjuk (az oldddast ultrahangos flirdGvel gyorsithatjuk, és tgyeljiink
arra, hogy ne habosodjon). A kavé oldatot maradéktalanul atmossuk egy 100 ml térfogati mérSlombikba,
végll jelre toltjiik a lombikot vizzel. A homogenizalt mintakbdl kb. 1 ml-t fecskend@szlrével atszirink egy
HPLC mintatartd livegcsébe.

Kromatografias mérés:

A kromatografidas mérés forditott fdzisi HPLC rendszerben torténik. Az alléfazis 3 um szemcseméret(i C18
szénlancokkal mddositott szilikagél, ami apoldris feliletet biztosit. Az eluens a poldris viz, melyet egy
kevésbé polaris szerves olddszerrel, acetonitrillel keveriink.

A kromatografids rendszerbe elGszor a kalibracids oldatokat (koncentracié szerint névekvd sorrendben),
majd a mintaoldatokat injektaljuk. A mérési paraméterek az 1. tdblazatban lathatdak.

1. tablazat: A gyakorlaton alkalmazott HPLC rendszer és mérési koriilmények

Pumpa Exformma EX1600 Pump

Detektor Exformma EX1600 UV detektor
Mintaadagold Kézi (Rheodyne)

Oszlop Zorbax SB-C18 75x4,6 mm, 3,5 um
Eluens 10:90 acetonitril-viz elegy
Térfogataram 1 ml/perc

Detektaldsi hulldmhossz 273 nm

Injektalt térfogat 20 ul

A HPLC mérés menete:

» mozgoéfazis (eluens) készitése, ultrahangozasa (levegémentesités)

» a HPLC pumpa atmosdasa a mozgdéfazissal (,,purge”)

> a kromatografias oszlop (all6fazis) bekotése, lassi dramlasnal a bekotések ellendrzése (nem csopog-e),
majd az oszlop ekvilibraldsa a mozgofazissal (10 oszloptérfogatnyi eluens ataramoltatasa), mérési
térfogatdramnadl a nyomas ellendrzése (feljegyzése)

» detektalasi hulldmhossz beallitasa

! A térzsoldat nagytisztasagu szilard koffein sztenderdbdl késziilt pontos tomegbeméréssel, melyet mérélombikban
vizzel megfelels térfogatban oldottunk.



> alapvonal ellendrzése
» féjlnév megadasa, kézi injektalas, kromatogram felvétele
> az oszlop mosasa ACN-viz eleggyel (pumpa dtmosdasa utan 10-V,)

A mérések értékelése:

A kalibralé oldatok kromatogramjairdl leolvassuk a koffein retencids idejét, majd minden kromatogramon
szoftveres integralassal meghatarozzuk a koffeinhez tartozd csucs teriletét. A kromatografias csucs
kalibracios egyenest: a koncentracié — csucsterilet diagramra egyenest illesztiink. A kalibraciés egyenes
illeszkedése alapjan roviden értékelni kell a kalibracié megfelelGségét. A kalibracié elfogadhatd, ha R>>0,99
és minden koncentrdcidszinten 85-115% kozé esik a kalibracid pontossaga. A kalibracids egyenes
higitdsok segitségével visszaszdmoljuk a kétféle instant kavépor koffeintartalmat, amit az atlaggal és a
szdrdssal adunk meg.

HPLC labor - beugré kérdések

. Mi a kromatografias elvdlasztas elve?

. Mi a folyadékkromatografalhatdsag feltétele?

. Mi a retencids id6, holtidd, redukalt retencids id6?

. Mi a retencids tényez6 és a szelektivitasi allandé?

. Milyen értékek kozé kell beallitani a retencids tényez6t, és miért?

. Hogyan szamolhato a felbontds a kromatogramrdl leolvashaté értékek felhaszndalasaval?

. Milyen harom, egymastdl nagyjabdl fliggetlen kromatografias paramétertél fligg a felbontas? (az

elvalasztas alapegyenlete)

8. Milyen kromatografias korilményekkel tudjuk a szelektivitdst befolyasolni (soroljon fel minimum 3-at!)?

9. Rajzoljon fel egy kromatogramot, ahol a két komponensre vonatkozé szelektivitasi tényezs értéke 1!

10. Mit jellemez az elméleti tanyérszam?

11. Milyen folyamatok okoznak zénaszélesedést a HPLC-ben?

12. Mi okozza az 6rvénydiffuziét? Az dltala okozott cslcsszélesedés hogyan fligg az dramldsi sebességtél?

13. Mi okozza a hossziranyu diffuziot? Az altala okozott csucsszélesedés hogyan fligg az aramldsi
sebességtdl?

14. Mi az anyagdatadasi ellendllds? Az altala okozott cslcsszélesedés hogyan fligg az dramlasi sebességtdl?

15. Hogyan fligg egy kromatografids oszlop elméleti tdnyérmagassaga (H) az eluens linearis aramlasi
sebességétdl (u) (képlet)? Abrazolja az dsszefiiggést!

16. Milyen az allé- és mozgdfazis polaritdsa a forditott fazisu kromatografidban?

17. Milyen 4ll6- és mozgdfazisokat hasznalnak a forditott fazisu kromatografidban?

18. Milyen az 4ll6- és mozgdéfazis polaritdsa a normal fazisu kromatografiaban?

19. Milyen 4ll6- és mozgdfazisokat haszndlnak a normal fazisu kromatografiaban?

20. Milyen koévetelmények vannak az all6fazissal szemben? (soroljon fel legaldbb harmat!)

21. Milyen kévetelmények vannak a mozgéfazissal szemben? (soroljon fel legaldbb harmat!)

22. Milyen esetben van szikség a mozgd fazis pH-janak bedllitasara?

23. Hogyan befolyasolja az eluenser6sség a visszatartast? Melyik az erésebb eluens a RP-HPLC-ben: 60:40 =

MeOH:H20 vagy 80:20 = MeOH:H20?
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