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Alkalmazott olddszerek

* RP-HPLC
— Apolaros allofazis
— Polarosabb mozgofazis
— Viz/vizes puffer + szerves moédositok

* NP-HPLC
— Polaros allofazis
— Apolarosabb mozgofazis
— Kilonbo6z6 polaritasu oldoszerek keveréke

— Viz nem alkalmazhato
— HILIC
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Oldoszerekkel szemben tamasztott

kdvetelmeények

Tisztasag

Inertseg o GRADIENT GRADE
Kompatibilitas

— Detektor

— Minta 2 HPLC Solvent Grade Pyramid
ViSZ kOZitéS t: Common HPLC Solvents
Elegylthe.!:o?eg Solvent UVcutoff(nm)  Viscosity (mPas)  B.P.(°C)  Polarity (P)'
Oldott oxigén tartalom water 20 i I

Methanol 205 0.6 65 6.6

[ [} V4
TOX I C I t a S Acetonitrile 190 0.37 82 6.2
Ve
THF 215 0.55 65 4.2
Ar

IPA 210 2.35 83 43

Hexane 195 0.313 69 0



Oldoszerekkel szemben tamasztott

kdvetelmények
Tisztasag
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Oldoszerekkel szemben tamasztott
kdvetelmeények

e Tisztasag

* Inertség

* Kompatibilitas
— Oszlop

— Detektor
— Minta
* Elegyithet6seg
* Viszkozitas
e Oldott oxigén tartalom
* Toxicitas

Vd

e Ar

Solvent Exposure Chart

H
o
l:ﬁ Water and aqueous buffers o'H Aqueous Acids and Bases Acetone
H” O Na* o}
O
LOH S
K Na™ & Ol )l\
W
Small Chain Alcohols oii HO’S:OH
_OH HO, ’é’o-Na' & Acetonitrile
~0H o) e _N
OH Ho\\\ HO H o
A and S
Do not ingest. If spilled on skin, rinse affected area for 10 min.
Higher Alcohols Hexanes and Pentanes
Ethers o & (smelly) )\/\
H
Ao\ ¢ 7 A N0oH
0. Ethyl Acetate AN
\|/ > )O]\ Low Hazard Organic Solvents
Store and dispose in fumehood.
07 Keep exposure to a minimum.
Aliphatic Amines
Toluene and Xylenes
N O

Dichloromethane /K NN~

© /@\ nym Dimethylformamide N-Methylpyrrolidinone
(o}
o}
T & W G

Chronic Exposure Risks | \
Limit exposure.
Seal all glassware prior to removal from fumehood.

Chloroform  Pyridine Hexamethylphosphoramide

Dimethylsulfoxide

Eiloethane ot N (o) Benzene LMPA) Carbon Tetrachloride
Cl 3
~~a O~y | I S/ cl
cl Z 5N N-P-N C|\',CI
/ l:l \
AN Cl

Hazardous or Toxic Solvents
Use cautiously. Do not breathe fumes.
Keep waste bottles sealed in the fume hood.
Triple-rinse all glassware before removal from the hood

Strong Carcinogens
Exercise extreme care.

| Itern. nditions if ible.
Develop alternate conditions if possible. Chemips



Automata injektor midkodeése




HPLC-ben hasznalt allofazisok

Toltetes oszlop
— Szemcsék alakja

Felhasznalas tipusa szerint:
* Analitikai
* Preparativ

— Szemcseméret

— Szemcseméret eloszlas

— Porusméret, porustérfogat
— Hossz, atméré

Polimer oszlop
— Szerves polimer
— Monolit




* NP-HPLC

Polaros csoportok

— Szilikagél
(szilanol csoportok)
Modositott szilikagél

2 ™ G
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MNormal phase silica Reversed phase silica

Alléfazisok

Functionalized silica

FG = -NH,
-CN

RP-HPLC

— Apolaros csoportok

Modositott szilikagél

Decreasing
hydrophobicity
/Increasing
polarity

C18
C8
4

Cyano
Phenyl
Amino

Increasing
retention of
non-polar
analytes



* NP-HPLC

— Polaros csoportok
— Szilikagél

Alléfazisok

— Moddositott szilikagél

Non
polar
N
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et Lod e S S Si
| | | /\
Alkyl Phenyl Cyano Silica
Dipsersive T-Itinteractions Electrostatic H-bonding

/dipole

RP-HPLC

— Apolaros csoportok
— Moddositott szilikagél

NP phases
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NP-HPLC vs. RP-HPLC

HPLC - Normal Phase HPLC vs Reverse Phase HPLC

http/'www.youtube.o NrSimpleScience



Detektorok

Name Advantage Disadvantage

UV-Vis Works w/all molecules Non-specific; complex
samples; absorption
wavelength

DAD Works for all wavelengths | High LOD

Fluorescence Very specific; low LOD Not everything fluoresces

IR Works w/all molecules Many solvents IR active

Refractive Index

Works w/nearly all
molecules

Temperature sensitive;
high LOD

Scattering

Uniform response; 5ng/25
ul LOD

Non-specific; interference
from solvent

Electrochemical

Commercially available

Non-specific; high LOD

Mass Spec

Low LOD; analyte
identification

Ability to ionize analyte




DAD detektor

mirror

Diode array detector
328 individual detectors

Tungsten
Filament (vis

cuvette |
Deuterium lamp ‘
Filament (UV)

monochromator



HPLC szimulator

Angol nyelv( ingyenes oktatoprogram

Java keretprogramot igényel

Sok szabadon kombinalhatdé komponens
Valds kromatografias osszefliggések alapjan
Minden kromatografias paraméter beallithato
Az eredmény rogton latszik a kromatogramon

Telepito fajl és telepitési segédlet a honlapral letélthetd!

www.hplcsimulator.org



Mérési

paraméterek

. — Compoynon e

HPLC szimulator

Kromatogram
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0
Day0 . . Day0
Hour 0 Time (min) Haour 0
(e’ | (8) (38 [0 ] _zoomin | [ Szoomon | ( Giom |
Compound | Cone. (ul) L | R (min) | Oigtal (s) | W (pmal) |
acetophenone 30,0 1,0671 1,0093 0,5252 150,0000 K
benzophenone 40.0 7,7848 46718 2,1863 200,0000
butylparaben 50.0 49505 31645 14831 250,0000
propiopheneone 60.0 26959 1,9655 0,9251 300,0000
ethylparaben 30.0 1,0227 1,075 05144 150,0000
propylparaben 50.0 23472 1,780 0,8391 250,0000
M n N 7 RRRT 4 QAAR RN nnnn L

Solvent B fraction (% wiv): S
R AR RNy “
0 25 50 75 100
Plot Options ¥
Chromatographic Properties A
Temperature {°C): S
40
[ T R B B B B
10 30 50 70 90 110130 150
Injection volume: e /
Flow rate: T mL/min
Flow velocity:
Open tube: 02006 cmls
Interstitial: 05014  cmls
Chromatographic: 0,3134  cm/s
Reduced: 12,3700
HETP: G,068E-4 cm
Theoretical plates 16480
Backpressure: 14798 bar
General Properties A
Eluentviscosity: 06558 ¢cP
Avg. diffusion coeff. 1,216E-5 cms
Time constant 01 s L (
v

O e e

¢ Add . Edit ”Remove

Elvalasztando komponensek + adatok



A gyakorlat soran valtoztathato és szamitandé
parameéterek

Oszlop paraméterek
— Hossz (length)
— Atméré

(internal diameter)

— Porusméret
(particle size)

Eluens osszetétel
(Solvent fractions %)

Aramlasi sebesség
(flow rate)

Injektalt térfogat
(injection volume)

Izokratikus/gradiens eltcio
Homérséklet (temperature)

Elméleti tanyérszam
(theoratical plates)

Elméleti tanyérmagassag
(HETP)

Retencids ido (tR)

Holtidé

(void time)
Kapacitasi faktor (k’)
Nyomas
(backpressure)
Felbontas (R)
Szelektivitas (o)
Csucsszélesség (o)



Retention Factor, &
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ol -1 K
Rg = 1/4\‘ N x a X Tk
Efficiency Selectivity Retention

The Fundamental Resolution Equation

Retention

—

Efficiency
Selectivity

UJU

The Fundamental Resolution Equation and contributing parameters
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solute concentration

Csucsszélesedés

2

solute concentration

A

distance

concentration of solute

[a)
(b}
icl
(d) '

distance down the column

Jellemzésére vezették be az elméleti tanyérszamot (N)

Adott rendszerre és komponensre vonatkozik



Az elméleti tanyérszam (N) valtozasanak hatasa

Hatékonysag
Csucsszélesedést leiro
paraméter

Elméleti tanyérmagassag (H)
Valtoztatasa

— Oszlop hossz

— Toltet szemcseatmérd

— Aramlasi sebesség

— Injektalt térfogat

— HOémérséklet

H_L
N

HPLC
Separahons

UPLC

10

5 pm -« 150 mm

l/dp=30,000

Injection = 5.0 pl

Flow Rate = 0.2 mL/min
A Rsz,3#2.28

10.0 min

3.5 pm - 100 mm
L/d.=28,571

Injection = 3.3 pl

Flow Rate = 0.3 mL/min
A Rsp2 3=2.32

2.5pm-75 mm
L/d;=30,000
Injection = 2.5 y!‘

F“J'.'{ Nate = 0.5 mUmin
Rspp,31%2.34

T T
20 40
L L) L4
03 0 1.8
T L4 T
04 a6 08

Q
T L L L4 1
2 3 10 0 4.0 min
T L4 1
10 13 14

T

" 2.0 min

17 oev= 50w
0204 M L/d.=29,412
0 ..‘r; C" ’."0 :"t " >

“ 1.1 min



Az elméleti tanyérszam (N) valtozasanak hatasa

Hatékonysag

Csucsszélesedést leird
paraméter

Elméleti tanyérmagassag (H)
Valtoztatasa

— Oszlop hossz
— Toltet szemcseatméré

— Aramlasi sebesség

L, Cptirmum Seloc
— Injektalt térfogat H ty

— HOmérseklet Minimum Plate Height

Flate Height

H = hMobile Fhase Velocity

L
N



A kromatografia sebességi elmélete

* Van Deemter dsszefliggés
— A: Eddy diffuzid
— B: hossziranyu diffuzio
— C: anyagatadasi ellenallas

Optimum efﬁﬂency

Plate Height (H)

Van Deemter Equation
H=A+B/u+Cu

N

Actual Plot

-
-
-
e
™

CTerm

“@
A Term

B Term

—

Mabile Phase Velocity ()



Az elméleti tanyérszam (N) valtozasanak hatasa

Column Temperature 30 *C

Hatékonysag 0
7 7 V4 v 7 7] B1
Csucsszélesedést leird . o
paraméter 3 ] N
E‘*‘j‘ a2
Elméleti tanyérmagassag (H) g ‘
74 7’ ﬁ ) ‘
Valtoztatasa | |‘ I|
| Ly
— Oszlop hossz e = |
a 1.0 20
— Toltet szemcseatmérd I in
Column Temperature 50 °C
— Aramlasi sebesség N -
— Injektdlt térfogat - T
— H6mérséklet ' G
2 40 4 a2
g
E 20 1 ‘ ‘ |
__ |1|__,-\_A_l ||,_| |',.| \J lL_ — -
I:I T T T T T T T T T | T T T T T T T T T |
0 10 20

. L
— N Min



Rs= 14N
Efficiency

The Fundamental Resolution Equation

Retention W Efficiency

Selectivity ﬂ

Uu _

The Fundamental Resolution Equation and contributing parameters

All6fazis hatas

Mozgofazis hatas



Izokratikus/gradiens elucio

s 7 Isocratic (steady state) Stepped
Hasonld/eltérd % % |
komponensek
Er6s6dé eluens 5. 5.
Kilonbodz8 elucios i i
profilok D D
op ISV ORI Y '“IIIITiIn’HEIIIII I3'IIIITIIr'l'|vF.:IIII
Ekvilibralasi ido .. Linear .. Complex
100 00
D_ I I I I I I I I I I DI-:I I I I ITiImEI

Time



Gyakorlati feladat

* Polaritasi sor felallitasa

Kiindulasi paraméterek kiszamitasa

* F6 paraméterek hatasanak vizsgalata
— Eluens 6sszetétel vizsgalata
— Aramlasi sebesség vizsgalata
— Oszlop paraméterek valtoztatasanak a hatasa
— H&meérséklet hatasa
— Gradiens elucié optimalizalasa

Osszefoglald esszé

Jegyz6konyvbe: adatok, képek, magyarazatok és esszé!



A gyakorlati feladatnal eléerendd célértékek

1<k<10 (2<k<5)
R21,5
(R < 1,5 nem tokéletes az elvalasztas)
a>1,05
(o =1 nincs elvalas)

N > 1000



JegyzOkonyv

Egyéni jegyz6konyvek (A-W csoport)
— Mindenki a Neptun kddja alapjan tudja meg a csoportot:

— Neptun kdd 1. karaktere (pl.: A3PO1lI)

A sablonok letolthet6ek a gyakorlat honlapjardél (pdf/xls)
Jegyz6konyv leadasi hatarid6: oktober 12. 12.00

Kinyomtatva, 4. emeleti polc



