OPTIMALIZACE SEPARACNICH PROCESU - P8

Zjistéte optimalni pocateni a kone&nou koncentraci acetonitrilu pfi gradientu dvouslozkové mobilni faze, tak,
aby bylo dosaZeno separace viech latek ve smési, s rozlienim Ry alespoii 1,5 (Rs > 1,5) v prab&hu gradientu.
Pfedpokladejte celkovou dobu gradientu 2 min. Parametry a a m potfebné pro optimalizaci ziskate linearni regresni
analyzou isokratickych dat s vyuzitim modelu log k — ¢. K fedeni pfipojte grafy isokratickych zavislosti, hodnoty
korelagnich koeficientl a ziskdte parametri a a m, které nasledné pouZijete pro vypodet eluénich objemu latek
pfi gradientové eluci. K optimalizaci pouZijte metodu okénkovych diagrami (zavislosti rozliseni sousednich dvojic latek
na po¢ate¢ni koncentraci pfi gradientu, 4), s vyuzitim editoru Excel. Pfipojte grafy okénkovych diagramii s vyznadenim
optimalnich parametri gradientu. Za ptedpokladu gausovského tvaru eludnich kiivek vsech latek vypoététe tvar
chromatogramu pro optimalni podminky separace. Obrazek optimalizovaného chromatogramu ptipojte k feseni.

Vstupni data
e pouzita kolona: Kinetex XB-C18, 50x3.0 mm, 2.6 pm
e mobilni faze: 10 mM octan amonny + acetonitril
e pritok mobilni faze: 2 ml/min
e pozadovany ¢as gradientu: 7; = min
e pocate¢ni koncentrace acetonitrilu: 4 = % acetonitrilu

konec¢na koncentrace acetonitrilu: ¢ = % acetonitrilu

e mrtvy objem kolony: V;,=0.218 ml

e uc¢innost kolony: N =9500 pater

e zpozdéni gradientu: V= 0.94 ml

e tabulka naméfenych eluénich objemu latek za isokratickych podminek:

mobilni fize (% acetonitrilu)

15 % 20 % 25 % 30 %
latka Vg (ml) Vg (ml) Vg (ml) Vg (ml)
(-)-epikatechin 0.49 0.34 0.29 0.26
rutin 0.96 0.44 0.30 0.26
naringin 2.02 0.72 0.40 0.30
morin 3.40 1.39 0.74 0.47
kvercetin 5.63 2.14 1.03 0.57
hesperetin 12.58 4.59 2.08 1.14
biochanin A 61.43 21.61 8.70 4.06

Rovnice linearniho isokratického modelu: logk =-m-@ +a
Rovnice pro vypocet elu¢nich objemi pfi gradientu: V, = ﬁlog[ZS ImB-V,, 10" -V, + 1]+ Vy+V,

kde a a m jsou parametry jednotlivych latek vypo€itané z linearnich zavislosti za isokraticky podminek, ¥, je
mrtvy objem kolony, V), zpozdéni gradientu, A pocateéni koncentrace acetonitrilu v gradientu a B strmost
gradientu (¢ = A + B.V). Strmost gradientu se vypocita podle vztahu:

B=(p;-A)/V;,

G je kone¢na koncentrace acetonitrilu v gradientu (pfi vypoctu ptedpokladejte 100% acetonitrilu), V5 je objem
mobilni faze, ktery projde kolonou od po¢atku do konce gradientu.



