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1. UvOD

Zavrsni rad se bavi teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (engl. High performance
liquid chromatography — HPLC). To je tehnika u kojoj se razdvajaju sastojci smjese ovisno o
njihovoj raspodjeli izmedu dvije faze, jedna je mobilna, a druga je stacionarna. Uredaj ima Siroku

primjenu i veliki doprinos u industriji odnosno ustanovi u kojoj se koristi.
U tekucinskoj kromatografiji visoke djelotvornosti odvijaju se 3 glavna koraka:
e razdvajanje
e identifikacija
e mjerenje
U nastavku rada opisano je koristenje tekuc¢inske kromatografije visoke djelotvornosti, princip

rada, vrste kromatografija koje postoje, dijelovi uredaja i njihova namjena u radu, te dani rezultati

mjerenja na uredaju. Mjerenje i o€itavanje mjerenja je detaljno objasnjeno uz priloZene slike.
1.1. Zadatak zavrS$nog rada

U okviru zavr$snog rada potrebno je obraditi najéesée principe rada modernog tekucinskih
kromatografa visoke djelotvornosti, navesti njihove znacajke te dati primjere izvedbe za primjenu

u procesnoj analitici. Detaljno opisati princip rada i opisati dijelove uredaja i njihovu namjenu.



2. KROMATOGRAFIJA

Kromatografija je svaka metoda u kojoj se smjese razdvajaju temeljem njihove razdiobe u dvije
faze, stacionarne i mobilne (Slika 2.1.). Ovisno o fazi i o nacinu razdvajanja koje se izvodi postoji
vise razli¢itih vrsta kromatografije, npr: ako je stacionarna faza kruta, a mobilna tekuca, tada se
radi o tekuc¢inskoj kromatografiji, a ako je stacionarna faza kruta, a mobilna faza plinska, onda se

radi o plinskoj kromatografiji. [1]

Mobilna faza

smjesa analit sa visokim afinitetom analit sa niskim afinitetom

(—e -
— 111ttt 11
b bddd bdidd &4

Stacionarna faza

Uzorak-izlaz

Slika 2.1. Mobilna faza i stacionarna faza - princip rada kromatografije [2]

Najjednostavniji primjer kromatografije je kada se u vodu stavi bijeli papir poSaran crnim
flomasterom, markerom ili slicnom olovkom. Tada ¢emo dobiti mrlju na papiru koja se sastoji od
vise boja, tamno plave, crvene, sive i sli€no. To je zato Sto su markeri odnosno flomasteri crne
boje napravljeni od viSe razlicitih boja. Kada se dobije mrlja razli¢itih boja, ona predstavlja

kromatografiju crne boje, jer se vidi njezin sastav (Slika 2.2.).

Slika 2.2. Papirna kromatografija [3]



2.1. Kromatografske metode
Ima dvije metode kromatografije, plosna metoda i kromatografija na stupcu kolone.

Plosna kromatografija — stacionarna faza je nanesena na ravnu plohu. Mobilna faza prolazi kroz

stacionarnu zbog kapilarnih sila ili gravitacije.

Kromatografija na stupcu kolone — stacionarna faza ispunjava usku cijev kroz koju mobilna faza

teCe pod utjecajem tlaka ili gravitacije.
2.2. Podjela kromatografije prema izvedbenim tehnikama
Postoji vise tehnika izvedbe kromatografije:

e Kromatografija na papiru — PC

e Kolonska kromatogarfija— CC

¢ Plinska kromatografija -GC

e Tankoslojna kromatografija — TLC
e Tekucinska kromatografija— LC

e Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti — HPLC

U zavrsnom radu detaljno je objasnjena i opisana teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti
(HPLC).

2.3. Pojmovi u kromatografiji

Istaknuti su neki osnovni pojmovi koji se mogu pojaviti u daljnjem tekstu odnosno opisu rada

uredaja.
Osnovni pojmovi:

e Analit —tvar koja se razdvaja u kromatografiji

e Kromatogram — prikaz rezultata kromatografskog postupka (graficki)

e Analiti¢ka kromatografija — odreduje prisutnost i koncentraciju analita u uzorku
e Kromatograf — uredaj za kromatografiju

e Eluent — komponenta separacijskog sustava koja pokrece uzorak kroz kolonu

e Pripremna kromatografija — koristi se za proc¢is¢ivanje tvari u odredene svrhe

e Retencijsko vrijeme — vrijeme za koje ¢e analit pro¢i kroz kromatografski sustav

e Efluent — mobilna faza koja izlazi iz kolone [4]



3. TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE
DJELOTVORNOSTI (HPLC)

Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti koristi se kako bi se odredili polarni i nepolarni
spojevi u farmaceutskoj, biokemijskoj, klini¢koj i drugim industrijama. Vrlo je vazan u analizi

hrane, zraka, procesnih i drugih tekuc¢ina na prisustvo razli¢itih $tetnih supstanci. [5]

1941. g. A. J. P. Martin i R. L. M. Synge objavili su rad koji predvida da bi visoki tlak i male
Cestice nepokretne faze mogli dovesti do u¢inkovitog odvajanja. 1966. Csaba Horvath i Seymour
Lipsky su objavili prvo izvjes¢ée o HPLC-u. Opisali su ionsko-izmjenjivu separaciju nukleotida i
tiroidnih spojeva. Godina dana nakon toga, HPLC uredaj tvrtke Water Association je stavljen na
trziSte (Slika 3.1.).

V)

Slika 3.1. GPC-100, prvi HPLC uredaj [6]



Ralika izmedu tekuc¢inske kromatografije (LC) 1 tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti
(HPLC) je ta sto je HPLC uredaj napredni tip LC-a, a to je zato Sto otapalo u LC putuje silom
gravitacije dok kod HPLC uredaja otapalo putuje pod visokim tlakom koji se dobije pomocu
pumpe kako bi se prevladao pad tlaka u stupcu, a to smanjuje vrijeme odvajanja. Primjer

modernijeg HPLC uredaja nalazi se na slici 3.2.

Slika 3.2. HPLC uredaj Infinity 11 1260 Prehrambeno-tehnoloskog fakulteta u Osijeku

3.1. Dijelovi uredaja tekuc¢inske kromatografije visoke djelotvornosti

Instrumenti za tekuéinsku kromatografiju visokih djelotvornosti pokazali su se kao jedan od
najkorisnijih alata za industrije kao $to su prirodne znanosti, farmaceutski proizvodi, petrokemija,

pesticidi 1 jo§ mnogo toga. Dijelovi HPLC uredaja nalaze se na slici 3.3.
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Slika 3.3 Dijelovi HPLC uredaja [7]

3.1.1. Pumpa

Za razliku od ostalih kromatografskih tehnika, HPLC generira pritisak pomoc¢u pumpe. Pumpa
stvara pritisak na otapalo kako bi mogla pro¢i kroz gustu kolonu. Kako su ¢estice kolone jako
male, povrsina je jako velika i razdvajanje je u¢inkovito. Ali, tlak koji je potreban da mobilna faza
protice je jako veliki, pa pumpe koje generiraju velike tlakove su potrebne u HPLC uredaju.
Tlakovi u uredaju se krec¢u od 34.47 do 344.73 bar-a, pa da bi to izdrzale, pumpe moraju biti

konstruirane za vece tlakove.
HPLC pumpe trebaju zadovoljiti sljedece zahtjeve:

e generirati dovoljan tlak kroz kolonu

e prikladnost za veliki raspon otapala

e stvoriti ujednacen pritisak bez promjena

e isporucivati konstantnu brzinu protoka, odnosno volumen isporucenog otapala po minuti
e jednostavna za koristenje

e izdrzljiva



e po moguénosti jeftinija [§]
Postoji vise vrsti HPLC pumpi, a to su:

e Kklipna pumpa - jedna od najpopularnijin pumpi koje se koriste u HPLC-u (Slika 3.4.).
Mobilna faza je potisnuta djelovanjem klipa koji je prisutan oko cilindri¢éne komore. Vrlo
je traZzena pumpa zbog stalnog protoka, male popunjenosti prostora i izvrsnog generiranja
tlaka. [9]

Slika 3.4. klipna pumpa za HPLC uredaj [8]
e pneumatska pumpa — jedna od najjednostavnijih pumpi (Slika 3.5.), koristi plin za tlak
mobilne faze koja je prisutna u spremniku. Smatra se da je pneumatska pumpa jedna od

najisplativijin pumpi.[9]

I.L KNAUER

Slika 3.5. pneumatska pumpa za HPLC uredaj [10]



e HPLC pumpa tipa Sprice — ove pumpe se sastoje od cilindra koji drzi mobilnu fazu, a ona
se izbacuje uz pomoc¢ klipa (Slika 3.6.). Klip se pomi¢e pomoc¢u motora spojenog preko
puznih zupcanika, kako bi se osigurao gladak protok. Ove pumpe imaju veliki kapacitet
tlaka, a on iznosi do 5377.91 bar-a, a potreba za odrzavanjem je rijetka jer nema

nepovratnih ventila, a zupcanici su vrlo jednostavni i jako ¢vrsti. [9]

Slika 3.6. HPLC pumpa tipa Sprice [8]

3.1.2. Ubrizgavacd

Zadatak ubrizgavaca je uvodenje tekuceg uzorka u tok struje mobilne faze. On je posebno
dizajniran za tu namjenu, s ciljem §to manjih poremecaja. Treba omogucditi ubrizgavanje tekucih
uzoraka u rasponu od 0.1 do 100 ml i pod visokim tlakom do 275.79 bar-a. Ubrizgavanje se obavlja
ru¢no ili pomocu autoinjektora. Sustav ubrizgavanja je posebno dizajniran kako nebi doSlo do

pogresaka tijekom HPLC analize. [11]
HPLC ubrizgavac sadrzi sljedece zahtjeve:

e ubrizgani volumen svih uzoraka tijekom eksperimenta trebao bi biti jednak
o uzorak Kkoji se ubrizgava ne smije sadrzavati Cestice
e uzorak koji se ubrizgava ne smije sadrzavati mjehurice zraka

e HPLC ubrizgavanje se izvodi kada je mobilna faza pod konstantnom brzinom protoka kroz
kolonu

Ima dvije vrste ubrizgavaca, a to su:

e Rheodyne ubrizgavac ili petlja za ubrizgavanje kao HPLC sustav za ubrizgavanje — sustav

ubrizgavanja koji se najéesce koristi (Slika 3.7.). Sustav ima dva nacina rada (eng. mode),



nacin rada ucitavanja (eng. load mode) i nacin rada ubrizgavanja (eng. inject mode). U
nacinu rada ubrizgavanja, uzorak se iz Sprice ubrizgava u petlju. Kada imamo visak uzorka,
on se prebacuje u odvod. Ovaj sustav ima petlje fiksnog volumena kao npr.: 20 pl, 50 pl,
100 ul i 200 pl. Dakle, kada se uzorak u koli¢ini od 50 pl ubrizgava u petlju od 40 pl, u
kolonu se propusta samo 40 ul, a ostatak od 10 ul se prebacuje u odvod (Slika 3.8.). [11]

Slika 3.7. Rheodyne ubrizgavac ili petlja za ubrizgavanje kao HPLC sustav za ubrizgavanje[11]

Iz $price Ubrizgavanje uzorka

1z $price
Otpad

U kolonu

- |z pumpe

punjenje petlje uzorka

Iz pumpe

Slika 3.8. Funkcija Rheodyne ubrizgavaca [12]

e Vanjska HPLC S$prica za HPLC ubrizgavanje — za ovu vrstu ubrizgavanja koriste se
uglavnom iglice u mikrolitrama(ul). Za to koristimo posebno dizajnirane Hamiltonove
Sprice (Slika 3.9.). Sa navedenim S$pricama treba biti jako pazljiv jer se jako lako oStete pri

padu i u kontaktu s ¢esticama. Zbog toga Sprice Se trebaju prije i poslije uporabe odistiti s



metanolom i vodom za HPLC uredaje. Time se sprijecava bilo kakvo zacepljene i oStecenje

tijekom uporabe. [11]

Slika 3.9. Vanjska HPLC Sprica za HPLC ubrizgavanje (Hamiltonova Sprica) [13]
3.1.3. Kolona

Zadatak kolone je da odvaja komponente uzorka primjenom razli¢itih fizikalnih i kemijskih
parametara. Sastoji se od kuciSta koje je metalno i u obliku cijevi koje je ispunjeno sitnim
kuglicama koje imaju srodstvo prema kemikalijama koje se analiziraju. Kemikalije su u interakciji
s kuglicama ¢im teku kroz kolonu u otapalu. Minimalne molekularne razlike u sli¢nim spojevima
uzrokuju migriranje kroz kolonu pri razli¢itim brzinama i razdvajaju ih prema vremenu migracije
kroz kolonu. Kolona takoder ima filter koji omogucuje da otopina protjece, ali sprecava da kuglice

napuste kolonu. [14] Imamo nekoliko tipova kolona, a to su:

e Monolitne kolone silika-gela (Slika 3.10.) — monolitne kolone silika-gela potencijalno
mogu osigurati bolju uc¢inkovitost od kolona punjenih ¢esticama. Pokazalo se da visoka
propusnost monolitnih kolona silika-gela, koje su rezultat visoke poroznosti, generira
veliki broj teoretskih ploc¢a s dugim kapilarnim kolonama. Visoka stabilnost zajedno s
visokom propusno$¢u mreznih struktura silika-gela omoguéuje njihovo koriStenje u
odvajanjima velikih brzina potrebnim za kolone druge dimenzije u dvodimenzionalnoj
HPLC [15]

///// //////////////

RP-18: Cestice silika gela

‘Monolitan: Sipka s
poroznim kanalom

Slika 3.10. Monolitne kolone silika-gela [16]
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e Kolona normalne faze HPLC-a — razdvaja analite s obzirom na polaritet. Sadrzi polarnu
stacionarnu fazu, koja zadrzava polarne analite i nepolarnu mobilnu fazu. Vrijeme
zadrZavanja raste kada se povecéa polaritet analita. [16] Molekule analita se “natjecu s
molekulama mobilne faze za mjesta adsorpcije na povrsini stacionarne faze. Sto je jata
interakcija mobilne faze sa stacionarnom fazom, manja je razlika izmedu interackija
stacionarne faze i interakcija analita, i time niza retencija analita. [17, str.10] 1z slike 3.11.
oznaka "S” oznac¢ava molekulu uzorka, "E” oznacava molekulu jakog polarnog otapala, a

"X"1"Y" su polarne funkcionalne grupe stacionarne faze.

A

A TR AT

Slika 3.11.: Hipotetski prikaz mehanizma adsorpcije retencije u kromatografiji normalne
faze[17, str.242]

e Kolona obrnute faze HPLC-a (Slika 3.12.) - sadrzi nepolarnu stacionarnu fazu, vodu i
umjereno polarnu mobilnu fazu. Djeluje na principu hidrofobnih interakcija. Vrijeme
zadrZavanja se povecava s pove¢anom nepolarnom povrSinom analita. [16] Ova faza je
daleko najpopularnija u kromatografiji. Otprilike 90% analiza uzoraka male molekularne
mase su izvrSeni ovom fazom. Jedan od glavnih razloga zasto je ova faza toliko popularna
je sposobnost razlikovanja jako sli¢nih spojeva te jednostavnost varijacije zadrzavanja i

selektivnosti. [17, str.11]
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Slika 3.12. Primjer kolone obrnute faze HPLC-a [18]

e Kolona isklju¢enjem veli¢ine HPLC-a — najpopularnija metoda utvrdivanja prosje¢ne
tezine molekula i distribucije molekulske mase polimera (Slika 3.13). Kromatografija
iskljucenjem je kromatografska metoda kod koje se razdvajanje komponenti izvrSava na
osnovi veli¢ine Cestica. Stacionarna faza sadrZi pore u koje ulaze manje molekule i

zadrzavaju se, dok vece molekule prolaze s velikom lako¢om. [19]
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Slika 3.13. kolona iskljucenjem velicine HPLC-a [16]

e Kolona ionske izmjene HPLC-a (Slika 3.14.) — zadrzavanje se temelji na privlacnosti
izmedu iona otopljenih tvari 1 nabojenih dijelova za stacionarnu fazu. Ima Siroku primjenu

u proc¢is¢avanju vode, izmjeni liganda i proc¢iS§¢avanju proteina. Do nedavno je za ovaj
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fenomen koristen model ,,neto naboja“, ali su studije pokazale da je taj naziv neadvekatan.
Odstupanja mogu biti posljedica asimetrije naboja, buduci da se ¢ini da je samo neki dio
proteinske povrSine u interackiji sa stacionarnom fazom. Zadrzavanje se takoder mijenja

ovisno o tipu izloZene soli. [20]
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Slika 3.14. Kolona ionske izmjene HPLC-a [16]

e Bio-sklona kolona HPLC-a — odvajanje kod ove metode se temelji na specificnom

reverzibilnom medudjelovanju izmedu proteina i liganda (Slika 3.15.).

81— &1

Matrica Ligand Imobilizirani ligand
Sefarozne
Imobilizirani Uzorak Kompleks Necistoce
ligand

Kompleks Cisti uzorak

Slika 3.15. Bio-sklona kolona HPLC-a [16]
3.1.4. Detektor HPLC-a

Detektor je uredaj koji se koristi u tekucinskoj kromatografiji visoke djelotvornsti za otkrivanje

komponenti smjesa izlu¢enih iz kolona. Detektor mjeri prisutnost pojedine komponente kako izlazi
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iz kolone. Nakon toga pretvara promjene u efluentima u elektri¢ni signal koji se zatim usnimi na

podatkovni sustav. Trebali bi imati sljedeca svojstva:

¢ visoka osjetljivost

e stabilnost i reproduktivnost

e zanemariva buka bazne linije

e po mogucnosti jeftin

e Kkratko vrijeme odziva

e visoka pouzdanost i jednostavnost koristenja

e moguénost podnosenja temperature od sobne temperature pa sve do 400 °C [21]
Ima viSe vrsta detektora, a to su:

e ultraljubicasti (UV) apsorbcijski detekor — vise od 75% svih HPLC detektora su UV
detektori (Slika 3.16.). Mobilna faza prolazi kroz kolonu, gdje se nalazi snop UV zraéenja,
vidljivog fotometra ili spektrofotometra. Kako otapalo koje apsorbira UV zrak prolazi kroz
kolonu, generira se signal koji je proporcionalan koncentraciji otapala. Otkrivaju se samo
spojevi koji mogu apsorbirati UV zrake kao Sto su alkeni, aromati i spojevi koji imaju

visestruke veze. [22]

Deuteriumsvjetiljkafilterza
iskljucivanie
Holmium

dioda

uzc>|

Prototna
celija razdjelnik

Ogledslo

Ogledsalo
Referentna
dioda

Slika 3.16. UV apsorbcijski detektor i njegovi dijelovi [22]

o Detektor fluorescentnih zraka (Slika 3.17.) — to je vrsta elektromagnetske spektroskopije

koja sluzi za analiziranje flureoscencije iz uzorka, a to ukljucuje i1 takoder koristenje zraka
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svijetlosti, obi¢no UV svijetla, koje pobuduje elektrone u molekulama nekih odredenih

spojeva te tako uzrokuje njihovo emitiranje svjetlosti. [23]

Detektor fluorescentnih zraka

Izvor Y&y
svjetlosti T

varijabilne
valne duljine
vzbude i

emisije .

/ s

:'otomultiplikzcijak:l !
tubz

Slika 3.17. Detektor fluorescentnih zraka i njegov princip rada [21]

e Foto-diodni detektor (Slika 3.18.) — djeluje istodobno tako §to prati apsorbancije otapala
u nekoliko razli¢itih valnih duljina. Apsorbancija je logaritam omjera intenziteta upadnog
zraCenja i propustenog zracenja kroz uzorak. Svjetlosti Sirokog spektra emisije kolimira se
akromatskom le¢om tako da ukupna svijetlost prode kroz stanice detektora na holografsku
reSetku. RasprSena svjetlost iz resetki se pojavljuje na red diodi. Taj red moze sadrzavati

stotine dioda i izlaz svake diode je uzorkovan A/D pretvorbom od strane racunala i

spremljen na hard disk. [21]

i Foto-diodni detektor ~
Bezbojne Opticki
lece Detektor prorez
JJ protocne Celije
P \ I ‘
'f g >t [[H_@. ........ Cm 1| -
="y Holmium "
filt
VIS Zaria UV lampa =

Slika 3.18. Foto-diodni detektor i njegov princip rada [21]
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o Detektor indeksa loma (Slika 3.19.) — mjeri sposobnost mobilne faze i njegovog otpala na
prelamanje ili odbijanje svijetlosti, odnosno mjeri sposobnost molekula na odbijanje

svjetlosti u mobilnoj fazi koja te¢e u odnosu na staticku mobilnu fazu sadrzanu u stanici.

[21]

Detektor indeksa loma

staza <—
= promjene ( A\
Referenca indeksa loma e @

izlaz w eluata

Fotogzlija

o \\, ,/ »
Rl > ( 1 [ Otklonska ploda
Staza éistog
otapalz v oba
S o B N
o Celyja 5 Uzorak-izlaz
Svjatlo o34 i

Slika 3.19. Detektor indeksa loma i njegov princip rada [21]

e Maseni spektrometar kao detektor HPLC-a (Slika 3.20.) — analiticka kemijska tehnika koja
kombinira moguénosti fizickog odvajanja tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti
sa moguénostima masene analize masene spektrometrije. Skra¢eno, metoda koja kombinira

mo¢ odvajanja od strane HPLC-a sa i mo¢ detekcije od strane masene spektrometrije. [21]

Analizatoru

0]

Vruca
povrsina
isparavanja

Iz uredaja Rasprsivac
Brza
konverzija
gasne faze

AT asimetricni
Gumeni pecat AT
niski pritisak

aerosoli

Podrucje visokog vakuma

Slika 3.20. Maseni spektrometar kao detektor HPLC-a [21]
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Detektor elektricne vodljivosti (Slika 3.21.) — Kkoristi se u analitickim primjenama
kromatografije ionske izmjene za detekciju ionskih spojeva. Detektor mjeri sposobnost

mobilne faze da provodi struju kada je pozicionirana u koloni izmedu dvije elektrode.

Mobilna Mobilna
faza = faza
Elektroda
Elektroda

Elektronika

detektora Do racunala

Slika 3.21. Detektor elekticne vodljivosti i njegov princip rada [21]

3.2. Nacin rada tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti

Kemijski sastav uzorka moze omoguciti vrijedne tragove za najbolji izbor pocetnih uvjeta za

HPLC odvajanje. Ovisno o uporabi uzorka, dva razliita pristupa su moguca. Neki korisnici

pokusavaju uskladiti “kemiju* uzorka na najbolji izbor pocetnih HPLC uvjeta. Da bi to mogli

uciniti, oslanjaju se na svoja prosla iskustva mjerenja s HPLC uredajem. Ostali korisnici odmah

postupaju po pocetnoj kromatografskoj separaciji, obrac¢ajuc¢i malu paznju na prirodu uzorka. Te

dvije metode se nazivaju teorijska i empirijska. Obje strategije mogu biti uspjesne, najcesce bude

uspjeSna mjeSavina te dvije strategije.

Moraju se postaviti klju¢na pitanja prije nego §to se zapocne sa cijelim postupkom HPLC

separacije:

Je li cilj kvantitativna analiza, detekcija neZeljene supstance, karakterizacija uzorka
nepoznatih komponenata, ili izolacija prociséenog materijala?

Odredivanjem cilja smanjuje se izbor komponenti za HPLC separaciju.

Je li potrebno da se ispitaju sve komponente uzorka?

Ako nije potrebno ispitati sve komponente, nije potrebno ¢itati svaki podatak na

kromatogramu.
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o Ako je kvantitativna analiza potrebna, koja razina tocnosti 1 preciznosti se zahtjeva?
Preciznost u iznosu =1 do 2% za glavne komponente nekog uzorka je uobic¢ajeno dostizno,
posebno ako nije potrebna predobrada uzorka.

o Koliko ¢e biti uzoraka analizirano u isto vrijeme?

Kad treba ispitati veliki broj uzoraka istovremeno, vrijeme pokretanja postaje vrlo bitno.

e Koja HPLC oprema i operatorska vjestina je dostupna u laboratoriju?

Vrlo je vazno prije HPLC separacije znati s kojom opremom raspolaze laboratorij.
Uzorci dolaze u raznim oblicima:

e Odmah spremni za ubrizgavanje
e Potrebno razrjedivanje, dopuna ili neka druga sli¢na manipulacija

e Krutine koje se moraju rastaviti ili izvuéi

e Uzorci kojima je potrebna preobradba kako bi zastitili kolonu ili opremu od osteéenja

Direktno ubrizgavanje je preporu¢eno zbog pogodnosti i bolje preciznosti. Medutim, vecina
uzoraka za HPLC zahtjeva vaganje i/ili volumensko razrjedivanje prije ubrizgavanja. Najbolji
rezultati se naj¢es¢e dobiju kad je sastav uzorka otapala blizu onoga u mobilnoj fazi. Neki uzorci
zahtjevaju djelomi¢no odvajanje prije HPLC-a, zbog potrebe uklanjanja smetnji i koncentrata
analita. To znaci da je jako vazno znati ponaSanje matrice uzoraka i vjerojatnost koncentrata
razli¢itih uzoraka. U puno slucajeva, razvoj advekatne predobrade uzorka moze biti puno
zahtjevnije nego posti¢i dobro HPLC odvajanje. Prije nego $to se ubrizga uzorak mora biti sigurno
da je odabran pogodan detektor, odnosno biti sigurno da odabrani detektor moze prepoznati sve

elemente toga uzorka.
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Osobine uzorka za mjerenje HPLC-om

'|

Regularni uzorak Specijalni uzorak
Neutralni lonski _-Anorganski ioni
|_lzomeri
Zakljucit Enatiomeri
lzokritiéni Bioloski uzorci
_ FEE'I:idi
|gradijent _
Usliikohidrati
ennnall |_Nukleotidi
NARP
Normalna faza akromolekule
Proteini

Mukleinska kiselina

Ugliikehidrati
Sinteticki polimeri

Slika 3.22. Odredivanje uzorka za HPLC

U slucaju da je odabran HPLC uredaj za kromatografiju (Slika 3.22.), nakon toga se mora
klasificirati uzorak kao reuglaran ili specijalan. Regularni uzorci su tipi€ne mjeSavine malih
molekula (<2000 Da). Specijalni uzorci se uobi€ajeno bolje odvajaju sa drukc¢ijim kolonama i
podeSenim uvjetima. [24,str. 1-6] Nakon $to se klasificira uzorak, kre¢e se sa postupkom

tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti.

Rezervoar drzi otapalo nazvano mobilnom fazom. Visokotlacna pumpa koristi se za generiranje
brzine protoka mobilne faze, obi¢no mililitara u minuti (ml/min). Ubrizgava¢ moze ubrizgati
uzorak u struju mobilne faze koja kontinuirano tece i koja nosi uzorak u HPLC kolonu. Kolona
sadrzi kromatografski materijal koji ima zadatak da utjeCe na separaciju. Taj materijal se naziva
stacionarna faza jer se nalazi na mjestu. Detektor je potreban da bi prepoznao razli¢ite komponente
u uzorku dok se oni ispiru iz HPLC kolone (Slika 3.23). Mobilna faza izlazi iz detektora i moze

zavrsiti u otpadu, ili se moze skupiti, po Zelji. Kada mobilna faza sadrzi odvojene komponente,
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HPLC daje mogucénost prikupljanja te frakcije eluata koja sadrzi taj odredeni prociSéeni spoj za

daljnje proucavanje. To se naziva preparativna kromatografija. [25]

Detektor je povezan sa racunalnom podatkovnom stanicom, komponenta HPLC sustava koja
biljezi elektri¢ni signal potreban za generiranje kromatograma na njegovom zaslonu te za
identifikaciju i kvantificiranje koncentracije sastojaka uzorka. Detektor se odabere s obzirom na
tip uzorka.[25]

Detektor fluorescencije

komora kolone
kromatogram

upravljanje uzorkom

upravljanje otapalom

Slika 3.23. Tipican HPLC sistem [25]

Shema separacije komponenata prikazana je na slici 3.24. Mobilna faza ulazi u kolonu s lijeve
strane, prolazi kroz sloj Cestica i zatim izlazi sa desne strane kolone. Smjer toka predstavljaju
zelene strijelice. Uzorak koji je prikazan na ulazu je prikazan kao jedna crna traka, a u koloni je
prikazan kao mjesavina razlicitih boja. Prema tome, svaka razli¢ita boja se nalazi na razli¢itom
mjestu u koloni, to je zato Sto se pomicu razli¢itim brzinama. To se dogada zato Sto se stvara
nadmetanje izmedu mobilne faze i stacionarne faze. Na slici 3.24. vidljivo je da se zuta boja nalazi
blizu izlazu iz kolone, brZe prolazi kroz stacionarnu fazu nego ostale boje (crvena i plava). Plava
boja je skoro pa na pocetku kolone zbog njezine privlacnosti s Cesticama §to uzrokuje sporiji
prolazak kroz kolonu. Crvena boja je nesto izmedu slucaja plave boje i Zute boje. Kako se svaka

boja (komponenta) kreée razli¢itom brzinom, mogu se kromatografski odvajati. [25]
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Slika 3.24. Prikaz funkcije kolone [25]

Nakon toga, na slici 3.25 se vidi kako je Zuta boja potpuno prosla kroz proto¢nu Celiju detekora.
Pocinju se pojavljivati rezultati na kromatogramu. Kromatogram pocinje raditi kada je uzorak
ubrizgan, zato pocinje kao ravna linija. Ta ravna linija naziva se osnovica, predstavlja Cistu
mobilnu fazu koja prolazi kroz kolonu. Kako Zzuta komponenta prolazi kroz kolonu, salje se jaci
signal na racunalo, linija prvo ide prema gore zatim se spusta dolje, razmjerno koncentraciji zute
komponente u uzorku, to predstavlja pik u kromatogramu. Pik (engl. peak) je dio kromatograma
koji biljezi odziv detektora pri izlazu eluenta iz kolone. Nakon $to Zuta komponenta potpuno prode
kroz detektor, razina signala se vrac¢a na osnovicu, kolona nakon toga sadrzi opet ¢istu mobilnu
fazu. Kako je Zuta komponenta brza od ostalih u ovom slucaju, za sada ima samo jedan pik
prikazan u kromatogramu. Nakon toga prolazi crvena komponenta uzorka kroz detektor te se
stvara jos$ jedan pik prikazan na kromatogramu. No naslici 3.25., pik je prikazan pri kraju spustanja
signala kao tockice, to je zato $to crvena komponenta nije potpuno prosla kroz kolonu, te je
prikazano kako bi izgledao pik da crvena komponenta prode do kraja, ali u nastavku, crvena
komponenta bi proSla do kraja te bi se iscrtao ¢itav pik. Nakon zute komponente i1 crvene
komponente, dolazi plava komponenta, njen pik ¢e biti najmanje visine ali najSiri, to je zato Sto
jako sporo prolazi kroz kolonu. [25]
Detektor

protocne Celije
HPLC kolona

! ubrizgavanje

pocetak

Slika 3.25. Pojava pikova na kromatografu [25]
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Tri boje komponenta prikazane su sa tri pika koji su vremenski odvojeni u kromatogramu. Svaki
se eluira na odredenoj lokaciji, mjereno proteklim vremenom izmedu trenutka ubrizgavanja i
vremena kada maksimum pika eluira. Usporedbom retencijskog vremena[tR] svakog pika s
vremenom ubrizganog referentnog standarda u istom kromatografskom sustavu, kromatograf

moze identificirati svaki spoj. [25]

Akrilamid
Uzorak A

vrijeme retencije

ubrizgavanje

Slika 3.26. Identifikacija [25]

Iz kromatograma sa slike (Slika 3.26.), kromatograf je znao da analit, akrilamid, se odvaja i eluira
iz kolone u trenutku 2.85 tR. Kada god se novi uzorak, koji sadrzi akrilamid, ubrizga u HPLC

uredaj pod istim uvjetima, pik ¢e se pojaviti u trenutku 2.85 tR.

Nakon $to se utvrdi identitet, sljedeci dio vazne informacije je koliko je pojedinog spoja prisutno
u uzorku. Kromatogram i ostali podatci iz detektora pomazu izracunati koncentraciju svakog spoja.
Detektor u osnovi reagira na koncentraciju komponente dok prolazi kroz kolonu. Sto je
koncentracija veca, to je signal jaci, to se vidi kao veca visina vrha iznad osnovice. (Slika 3.26)

[25]
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Slika 3.27. Identifikacija i kvantifikacija [25]

Kromatogrami za uzorke A i B sa slike 3.27. su u istoj vremenskoj skali, postavljeni jedan iznad
drugog. Isti volumen uzorka ubrizgan je u oba slu¢aja. Oba kromatograma pokazuju maksimum u
vremenu retencije [tR] od 2.85 minuta, §to nam govori da svaki uzorak sadrzi akrilamid. Medutim,
uzorak A pokazuje mnogo veci pik za akrilamid. Podrucje ispod vrha je mjera koncentracije spoja
koji predstavlja. U ovom primjeru, maksimum za akrilamid u uzorku A ima 10 puta ve¢u povrsinu
od one za uzorak B. Moze se utvrditi da uzorak A sadrzi 10 pikograma akrilamida, koji je deset
puta veci od uzorka B. Postoji jo$ jedan pik koji nije identificiran koji se eluira u 1.8 minuta u oba

uzorka. Ista koli¢ina koncentracije nepoznatog uzorka se nalazi u oba slucaja. [25]

Odvajanje postignuto u prvom ili drugom nizu uobicajeno ¢e biti manje adekvatno. Nakon
nekoliko proba, dolazit ¢e do prihvatljivog odvajanja. Iskusni kromatograf zna da za dobru
separaciju treba vise od minimalne razlucivosti, neki od ciljeva koji se trebaju posti¢i kako bi

separacija bila uspjeSna su:

e Razlucivost — precizna i grubo kvantitativna analiza zahtjeva da R bude veéa od 1.5

e Vrijeme odvajanja - > 5-10 minuta je pozeljno za rutinsku proceduru

e Kvantifikacija- <2% (1 SD) za testove; < 5% za manje zahtjevne analize; < 15% za analize
tragova

e Pritisak(tlak) - < 150 bar-a je pozeljno; < 200 bar-a je uobicajeno osnova

e Visina pikova — Uski pikovi su pozeljni za veliki signal
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e Potrosnja otapala - poZeljna je minimalna upotreba mobilne faze po odvajanju [24, str. 10]

Nakon $to rezultati zadovolje te je odvajanje zavrSeno, potrebno je ocistiti HPLC uredaj (Slika
3.28.). Potrebno je odistiti kolonu i sve ostalo gdje otapalo prolazi u HPLC uredaju. Uredaj se ne

smije Cistiti s bilo kojom tekuc¢inom, ovisi o vrsti faze kolone koja se koristila:

e Obrnuta faza kolone — ako uzorak nije protein koristi se metanol i/ili tetrahidrofuran, ako
je uzorak protein, koristi se 50-70% acetonitrila u vodi koji sadrzi 0.1% trifluorooctene
kiseline

e Normalna faza kolone — metanol, tetrahidrofuran ili etanol

¢ Kolona za odvajanje Fullerfena - 1,2,4-triklorobenzene i druge

Postoje razli¢ite kolone i nacini ¢is¢enja, a navedeni su neki od nac¢ina [26]

Slika 3.28. Faza cis¢enja HPLC uredaja
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4. ZNACAJNILJE DEFINICIJE 1 JEDNADZBE KORISTENE KOD
TEKUCINSKE KROMATOGRAFIJE VISOKE
DJELOTVORNOSTI

Neke jednadzbe i definicije se uobicajeno koriste pri radu s uredajem tekucinske kromatografije
visoke djelotvornosti. Tako npr. ako se ispituje viSe uzoraka, vazno je znati faktor selektivnosti
prije nego $to se zapo¢ne s kromatografijom. Jednadzbe nakon uporabe HPLC-a je potrebno znati

kako bi se lakse odredilo 0 kojem se uzorku radi. [27]

o Konstanta distribucije (K.) — kemijske reakcije imaju konstantu karakteristi¢ne ravnoteze,
za kemijsku reakciju A, + Bs = AB; , postoji konstanta kemijske ravnoteze K., koja
govori koliki ¢e se postatak spoja nalaziti u otopini i koji ¢e se postatak vezati za stacionarni
spoj B. Tijekom kromatografskog odvajanja, postoji sli¢an odnos izmedu spoja A i otapala,
ili mobilne faze, C. To ¢e dati jednadzbu ukupne ravnoteZe koja diktira koli¢inu A koja ¢e
biti povezana sa stacionarnom fazom i koli¢ina A koja ¢e biti povezana sa mobilnom
fazom. Ravnoteza izmedu mobilne faze i stacionarne faze je prikazana konstantom K. [27]

_ (@a)s _ cs (4-1)

CT em cm

gdje je:
- K. — konstanta distribucije
- (a4)s — komponenta A u stacionarnoj fazi
-(a4)y — komponenta A u mobilnoj fazi

e Faktor retencije (k) — Kako je K. faktor koji je u potpunosti ovisan o odredenoj brzini
protoka kolone i uzorka, vrlo je korisno kvantitativno mjerenje afiniteta spoja za neki
odredeni skup pokretnih i stacionarnih faza koje ne ovise o geometriji stupca kolone. Faktor
retencije koji se 0znacava sa k, moze se izvesti iz konstante distribucije i ne ovisi o veli¢ini

kolone i brzini uzorka. [27]

ke = 2 (4-2)

Vm

gdje je:
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gdje je:

- K- konstanta distribucije
-Vs — volumen stacionarne faze u koloni
- Viy — volumen mobilne faze u koloni

Selektivnost (a) — da bi se dva spoja odvojila, iznosi njihovog faktora retencije moraju biti

razliciti, inace bi se oba spoja eluirala istovremeno. Selektivnost je omjer faktora retencije.

[27]

a=— (4-3)

-kg — komponenta koja je snaznije zadrzana u koloni
-k, —uzorak s brzim vremenom ispiranja

Sirenje pojasa — kako spoj prolazi kroz kolonu, on se polagano razljeva od po&etnog stanja
kao injekcijske trake, §to je poznato kao podrucje najvece koncentracije. Pocetni, uski pojas
koji je sadrzavao cijeli uzorak postaje $iri time $to duze analit ostaje u stupcu. To prosirenje
trake povecava vrijeme koje je potrebno za potpuno eluiranje odredenog spoja i opcenito
je to nepozeljno. Mora se svesti na minimalnu mogu¢u mjeru tako da se presiroki pojasi za
eluiranje ne preklapaju. [27]

Ucinkovitost odvajanja (N) — glavna svrha kromatografskog odvajanja je da se odvoje dva
ili vise spoja koja su sadrzaj neke otopine. U analitickoj kemiji pozeljna je kvantitativna
metrika svakog eksperimenta, pa se tako ucinkovitost odvajanja mjeri u ploc¢ama. Koncept
ploca kao metrike razdvajanja nastao je iz izvorne metode frakcijske destilacije, gdje se
nalaze spojevi razdvojeni na temelju njihove hlapljivosti kroz mnoge istodobne
jednostavne destilacije, svaka jednostavna destilacija se dogodila na jednoj od mnogih
destilacijskih plo¢a. U kromatografskom razdvajanju tekucine, broj teoretskih ploca i

visina ekvivalentna teoretske ploce (HETP) odnose se na duljinu kolone.

N = (4-4)

L
H

gdje je:
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-N — broj teoretskih ploca
-L — duZina kolone
-H — visinski ekvivalent teoretske ploce

Visina plo¢e (H) - dana je varijancom elucijskog vrha podijeljenog s duzinom kolone.
H=— (4-5)

gdje je:
- o- varijanca elucijskog vrha
-L duzina kolone

Standardno odstupanje elucijskog vrha moZe se aproksimirati pretpostavljaju¢i da je
Gaussov eluacijski pik priblizno trokutast, u tom slucaju visina plo¢e moze biti dana
Sirinom elucijskog vrha na kvadrat §to se mnozi s duljinom kolone kroz iznos retencijskog
vremena pika na kvadrat $to se mnozi sa 16.

_Lw?
T 16tR2

(4-6)

gdje je:
-W — §irina eluacijskog vrha
-L — duljina kolone
-tg- retencijsko vrijeme pika

Uzimajuéi u obzir odnos izmedu visine ploce i broja ploc¢a, broj ploca se takoder moze

pronadi u pojmovima vremena retencije i Sirine pika. [27]
— 16(2)2 ]
N = 16(%) (4-7)
gdje je:
-W — §irina eluacijskog vrha
-N — broj ploca

-tg- retencijsko vrijeme pika
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Kako bi se mogla optimizirat u¢inkovitost odvajanja, potreban je maksimalan broj teoretskih
plo¢a, a to zahtjeva onda smanjenje visina plo¢a. Visina ploce je povezana sa brzinom
protoka mobilne faze, pa tako i za fiksni skup mobilne faze, stacionarne faze i analita.
Ucinkovitost odvajanja se moze maksimizirati optimiziranjem brzine protoka kako je i

diktirano Van Deemter-ovom jednadzbom.
H=A+2+Cv (4-8)
gdje je:
-A - konstanta koja predstavlja razli¢ite moguce staze koje analit moze pro¢i kroz
stacionarnu fazu
-B - konstanta koja opisuje longitudinalnu difuziju koja se pojavljuje u sustavu

-C - konstanta koja opisuje brzinu adsorpcije i desorpcije analita u stacionarnu fazu

- Cv — termin prijenosa mase

B
e faktor longitudinalne difuzije

.. B .
Ako je brzina protoka mala, tada faktor uzduzne difuzije ” se znatno povecava, Sto ¢e i

takoder povecai visinu ploce. Pri niskim brzinama protoka, analit provodi viSe vremena u
mirovanju u koloni i tu je longitudinalna difuzija u znacajnom problemu. Ako je brzina
protoka visoka, pojam prijenosa mase Cv ¢e se povecati te ¢e tako smanjiti uéinkovitost
kolone. [27]

e Razlucivost (Rs) (Slika 4.1.) - razlucivost eluiranja je kvantitativna mjera koliko se dva
pika elucije mogu razlikovati u kromatografskom razdvajanju. Definira se kao razlika u

vremenu retencije izmedu dva pika, podijeljena s kombiniranim Sirinama pikova elucije.
[27]
_ 2[(tr)B—(tr) 4l

Rs = Wg+W4 (4-9)

gdje je:
-B — vrsta s duzim vremenom retencije
-tg- Vrijeme retencije
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-W —§irina pika elucije

-A — vrsta s kra¢im vremenom retencije

detektor signala

Razlucivost pika

(b g

(te)s

visoka razluéivost

umjerena razlucivost

niska razlucivost

1 2 3 4 g
Vrijeme(min)

Slika 4.1. Raspodjele pikova pri analizi uzorka [27]

& 7 g 9
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5. MJERENJE U LABORATORIJU

Mjerenje u laboratoriju izvodilo se na Prehrambeno-tehnoloskom fakultetu Osijek. Uredaj
tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti je Infinity 11 1260 (Slika 5.1.). Navedeni uredaj
nudi najsiri izbor modula za analiticku HPLC. Pouzdana instrumentacija se kombinira s najnovijim
tehnologijama kolona i naprednim potro§nim materijalima kako bi se jam¢ilo robusno odvajanje i
otkrivanje. Jednostavno rukovanje kolonama i vrhunska logistika uzoraka, od predaje uzoraka do

analize podataka, osiguravaju brzo vrijeme obrade i najviSu iskoristivost instrumenata.

Bl | ux’a‘d—-—-‘.

I3 Agilent Tech: vlogies

Slika 5.1. Infinity 11 1260 HPLC uredaj na Prehrambeno-tehnoloskom fakultetu Osijek

Uzorak koji je analiziran u laboratoriju je jabuka, odnosno analize fenolnih kiselina u jabuci.
Uzorak jabuke nije unesen u HPLC uredaj preko Hamiltonove $price, ve¢ je uzorak postavljen u
HPLC uredaj u malim epruvetama gdje robotska ruka preuzima uzorak te ga ubrizgava u HPLC

uredaj.
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Slika 5.2. Uzorci u HPLC uredaju

Na slici 5.2. je vidljivo da se u HPLC uredaju nalaze 4 uzoraka, a moguce je postaviti Cak 144
uzorka u navedeni uredaj. Robotska ruka kojoj je kuciste s desne strane uzima redom uzorke. U

laboratoriju se takoder nalazi i Sprica za HPLC uredaj (Slika 5.3. 1 5.4.), ali se nije koristila tijekom

ovog ispitivanja.

Slika 5.3. Zatvorena sprica za ubrizgavanje uzorka
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Slika 5.4. Sprica za ubrizgavanje

Cijeli proces ispitivanja trajao je oko 70 minuta, od ubacivanja uzorka, do prolaska mobilne faze
kroz stacionarnu fazu. Nakon toga slijedi ¢is¢enje uredaja (Slika 5.5.). Uredaj se ispire s
metanolom (protok metanola 0.5 ili 0.8 ml/min).

" —

Slika 5.5. Tekucine pomocu kojih se HPLC uredaj cisti

Nakon $to je cijeli proces zavrsio, potrebno je odrediti komponente koje se nalaze u uzorku preko

kromatograma koji smo dobili nakon zavrSetka ispitivanja (Slika 5.6.).
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Slika 5.6. Izgled kromatograma
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Slika 5.7. Pikovi kromatograma pri obavljenom mjerenju

Na slici 5.7. vidljivi su pikovi kromatograma te pomoc¢u njih odredujemo komponente uzorka, u
ovom slucaju oznaceni su samo pikovi koji sadrze informaciju o fenolnim kiselinama. Broj koji

piSe na skoku pika je minuta u kojoj se pik pojavio, Sto znac¢i da x-0s prikazuje minute, a y-0s
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oznacava jedinicu za apsorbanciju (mAU). Pomocu jedinice za apsorbanciju odredujemo kolicinu

uzorka.
Iz vrijednosti pikova doslo se do sljedecih rezultata:

e 19,28 min - klorogenska kiselina

e 22,599 min - epikatehin

e 42,169 min - kvercetin-3-galaktozid
e 42,521 min - kvercetin-3-glukozid
e 43,441 min - kvercetin derivat

e 44,228 min - kvercetin derivat

e 44,797 min - floretin-2-glukozid

e 46,137 min - kvercetin-3-ksilozid

e 46,927 min - kvercetin-3-ramnozid

Rezultati (Tablica 5.1.) (mg/kg + standardna devijacija)
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Tablica 5.1. Rezultati vrijednosti pikova (crvene tocke na slici 5.7.)
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6. ZAKLJUCAK

Zadatak zavr$nog rada je prouciti i opisati principe rada moderne teku¢inske kromatografije visoke
djelotvornosti, te navesti njegove znacajke, opis nacina rada, dijelova uredaja i njihovu namjenu.
Osim toga, obuhvacena je i analiza na navedenom uredaju. Izrada ovog zavr$nog rada zahtjevala
je puno istrazivanja o uredaju. Pri tome koristena je brojna literatura, posjecen je Prehrambeno-
tehnoloski fakultet u Osijeku kako bi se raspitalo malo vise i detaljnije o HPLC uredaju te kako bi

se obavilo mjerenje na njemu i malo bolje shvatio princip rada.

HPLC ima $iroku primjenu u industriji. Neizostavan je u farmaceutskoj, biokemijskoj, klini¢koj i
drugim industrijama. Koristi se u analizi hrane, zraka, procesnih i drugih tekuc¢ina na prisustvo

Stetnih 1 drugih susptanci.

Postoje razlicite izvedbe pojedinih komponenata uredaja, Sto omogucuje vise raznih ispitivanja i
prilagodbu zahtjevima. Postoji viSe nacina za unos uzorka u uredaj, ovisno o uzorku, $to nam

omogucuje jednostavnost koriStenja.

Tijekom koristenja HPLC uredaja, od operatera se trazi uzorak i priprema tekuéine za ¢is¢enje, a
nakon analize, ispisuje se kromatogram, koji o¢itava stru¢na osoba te dolazi do korisnih rezultata.
Nedostatak uredaja je $to analiza moze potrajati jako dugo, ovisno o uzorku i zahtjevima, mobilna
faza moze jako sporo prolaziti kroz stacionarnu fazu, pa tako neka ispitivanja mogu potrajati i

satima.

U provedenome zavrsnom radu obavljeno je jedno mjerenje na tekucinskoj kromatografiji visoke
djelotvornosti, za uzorak je odabrana analiza jabuke. Mjerenje je uspjes$no odradeno, a uz fazu

¢iS¢enja mjerenje je sveukupno trajalo 70 minuta.

HPLC je jedan od naprednijih uredaja u danasnje vrijeme, te su neizostavan dio mnogih industrija.

Vrlo je skup, nemoze ga svako priustiti.
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8. SAZETAK

TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE DJELOTVORNOSTI

U provedenom zavrsnom radu je opisana tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti,
navedeni su svi dijelovi i vrste rada koje se danas koriste te je detaljno opisan princip rada od
ubrizgavanja uzorka do krajnjih rezultata. Za navedeni zavrsni rad se izvrsilo i jedno mjerenje,

koje je uspjesno odradeno, te je ofitavanje rezultata mjerenja detaljno pojasnjeno uz slike.

Kljuéne rije¢i: HPLC, kromatografija, tekuc¢inska, kolona, pumpa, ubrizgavac, detektor, mobilna

faza, stacionarna faza, uzorak, otapalo, komponente.
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9. ABSTRACT

HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY

The final work describes high performance liquid chromatography, all parts and modes of
operation's which are available are described and work principles from injecting the sample to the
end result is also described in details. For this final work one measuremenet was performed, which

was successfully, and reading of measurement results is explained in detail with images.

Keywords: HPLC, chromatography, liquid, column, pump, injector, detector, mobile phase,

stationary phase, sample, solvent, components.
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