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Priib&h uvolfiovani Gc¢inné latky z lékové formy pFi disoluci
sledujeme vhodnou analytickou metodou.

Zkouska disoluce a metody stanoveni
obsahu: Kapalinova chromatografie

Doc. Mgr. Jan Muselik, Ph.D.

Velmi ¢asto pouzivanou metodou
je UV/VIS spektrometrie (on-line).
Okamzité stanoveni  obsahu
ucinné  latky pomoci  UV/VIS
spektrometrie se  pouzivda u
disoluce v prfipadé, Ze sledovana
latka absorbuje zafeni pfi vinovych
délkach, kde neabsorbuji jiné
latky obsazené v  méfeném

nutné Géinnou  latku  nejprve
oddélit od ostatnich  pomoci
nékteré separaéni techniky (napf.
kapalinova chromatografie).

~

roztoku. Pokud tomu tak neni, je |, Kyselina askorbova

pyridoxin (B6)
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Kapalinova chromatografie

Principem je rozdélovani, Cili afinita délenych latek ke dvéma
P M o P PR Y N
fazim (napf. rozdélovani na zakladé ruzné rozpustnosti,
adsorpce, chemisorpce, iontové vymeény, ...).

©19965. M Tissue

separatory

Slozky, které se poutaji vice, se pohybuji pomaleji a v systému jsou
déle zadrzovéany, nez slozky vzorku, které se ke stacionarni fazi
poutaji méné. Timto jednoduchym principem dojde k rozdéleni
slozek smési.

Rozdéleni chromatografie podle uspofFadani:

a) Planarni (tenkovrstva, papirova)

b) Kolonova (kapalinova, plynova)

Chceme-li od sebe oddélit dvé Ilatky
pFitomné ve vodném roztoku, z nichz jedna
je rozpustnd v organickém rozpoustédle
nemisitelném s vodou a druhd latka v ném
rogpustna’ neni (nebo méné nez prvni),
muzeme provést extrakci (mnohonasobnou
extrakci).

funnel

'solute in
organic phase

solute in
aqueous phase

Prakticky proveditelnéjsi Feseni je imobilizovat jednu z fazi, feknéme
organické rozpoustédlo, napf. adsorpci na vhodném inertnim nosici,
a nechat druhou, vodnou fazi, obsahujici dvé oddélované latky,
zvolna protékat podél této imobilizované faze. Opét budou
probihat extrak¢éni déje a latky budou prechézet z
jedné faze do druhé.

vyhodnoceni dat

Reten¢ni faktor:
vzdalenost od startu ke
stfedu skvrny

Re (X) =R,/ R

Planarni chromatografie -
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Kolonova chromatografie Cilem chromatografie Je rozdélit vzorek na sérii
chromatografickych piku, kazdy reprezentujici jednu
Jak se vzorek pohybuje slozku vzorku. RozliSeni je kvantitativni vyjadfeni
kolonou dold (unasen stupné rozdéleni mezi dvéma chromatografickymi piky.
mobilni fazi) za¢ind dochazet
k dé&leni (na zékladé rizn& __fb—tna  _ 2A4 R=1,5
silnych interakci délenych 05(wg +wy)  wp+wy f
latek se stacionarni fazi).
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HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie

» pouziti stacionarnich fazi, které obsahuji malé castice
pravidelného tvaru a jednotné velikosti

» pritok mobilni faze je zajistén vysokym tlakem

Chromatography
" Funnel

Solvent
Closed End
- sand

Siica Gel

Erlenmeyer
Flask

51

Instrumentace

sbérac frakci

detektory - fluorimetricky a
spektrofotometricky (DAD)

termostatovany blok s kolonou

zasobniky mobilnich fazi
davkovaci zafizeni - reprodukovatelny nastiik
vzorku do toku mobilni faze, Ize automatizovat vakuovy degasser —
(autosampler) odstranéni rozpusténych
plyndl z mobilni faze

Separaéni Géinnost zavisi na typu a velikosti éastic
stacionarni faze, teploté, rychlosti pratoku mobilni
faze a jejim slozeni.

Vliv rychlosti pritoku MF na rozifeni pikd

A. Turbulentni (vifiva) difuze

[SlopeTa e oTs)
! o%go@% nﬁ}é )
.

vaorek +
L A -
B. Podélna difuze -
L]
— - -
AL y:
C. Odpor proti prevodu hmoty "
Aby latka presla z jednd faze do druhé, T o phase
musi nejprve difuzi dojit mezi rozhrani

Infecfase.

l Stationary phase
g

téchto dvou fazi.

pfi zmendujici se velikosti &stic

Height of plate (mm)

[ x 40 0 ] 100 120
Flow rata {mLimin}

Kolony bézné pouzivané (HPLC)
Délka kolony 5 - 25 cm

Primér kolon 2 - 5 mm

Objem vzorku 1 - 20 pl

Prétok mobilni faze 0,2 - 1,5 ml/min
Primér &astic 2 - 5 um
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Vliv teploty na elu¢ni charakteristiky separovanych latek Stacionarni faze
normalni faze
- silikagel (Si-OH),

Zvyseni teploty : kyanopropyl, diol

. . « polarni stacionarni
» zkracuje dobu analyzy t, (termodynamicky aspekt) faze
» zvySuje ucinnost kolony N (kineticky aspekt) + nepolarni mobilni faze
» ma vliv na rozliSeni R podle toho zda prevazi reverzni fize
termodynamicky nebo kineticky aspekt - nelze jednoznacné - }

- e, + C8, C18, fenyl
odhadnout ﬂ;; ® "'(:i + nepoldrni stacionarni
» snizuje tlakovy spad na koloné A| o s faze

) ¥ P P g‘:;;‘ «+ polarni mobilni faze

T b 3 b

R P

Nepolarni reverzni faze patfi mezi nejpouzivanéjsi

stacionarni faze v HPLC:

- Siroka oblast pouzitelnosti

- rlizné modifikace

- dobré reprodukovatelnost vysledkd

- pfima aplikace na biologické systémy (krevni plazma).
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Vliv stacionarni faze na separaci

C18, vyrobce 1

~

C18, vyrobce 2

Vliv délky kolony na separaci

50 mm

150 mm

Mobilni faze
Mobilni faze se v kapalinové chromatografii vyznamné podili na
separacnim procesu (v plynové chromatografii je inertni).
Moznosti zmény mobilni faze jsou velmi Siroké (a je jednodussi
zménit sloZeni mobilni faze nez pouzit jinou stacionarni fazi).
Slozeni ovliviiujeme zménami sloZeni organickych rozpoustédel
(polarita, eluéni sila), zménami pH (vodna slozka mobilni faze).

—l[ g o

O Gradientova eluce - v prib&hu

LML, separace  se pg§tupné _ zyy§yj§
2 ' " riar zastoupeni nejcastéji organické casti
f

' mobilni faze.
|V, \

Nejastéji pouzivané mobilni faze (HPLC):
Organicka &ast - methanol, acetonitril,
(hexan, tetrahydrofuran, ..... ).

Vodna &ast - pufrovany roztok nebo
slaby roztok kyseliny (mravendi, octova,
HsPO,, trifluoroctova, ...).

Izokraticka eluce - slozeni mobilni
faze se neméni v priibéhu separace.

Concentration of solute
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Vliv slozeni mobilni faze na separaci

gradientova eluce
0,2% HCOOH
methanol

—

T

gradientova eluce
0,2% HCOOH
acetonitril

Vliv pH mobilni faze na separaci

pHydroxybenzoic acd

Rotontion time (min)

pAminobenzaic acid

Mezi vyhody HPLC patfi zejména Siroka oblast
pouzitelnosti: Ize separovat iontové slouceniny, latky polarni
i nepolarni, latky vysokomolekularni (cca 80 % veSkerych
znamych latek je mozné analyzovat metodou HPLC).

Kolonova chromatografie podle typu interakce:

a) adsorpéni chromatografie (adsorpce)

b) chemicky vazané faze (stacionadrni faze ukotvena na
inertnim nosici)

c) ionexova  chromatografie (interakce s ionty;
stacionarni faze obsahuje aniontové nebo kationtové
funkéni skupiny)

d) vyluéovaci (gelovd) chromatografie (separace probiha
na zékladé rlizné velikosti molekul délenvch latek)

e
(@) (b)
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e) afinitni chromatografie (biomedicina, biotechnologie)
vyuziva specifickych interakci makromolekul s molekulami
stacionarni faze (interakce enzymi s inhibitory, substraty;
interakce protilatek s antigeny; ...).

=3

Biotinylated artbocy bincing

_
& <.
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a7 | e
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Antbody

Bicin otionat pH 10

Detektory

Davkuji se mald mnozstvi vzorku => jsou nutné citlivé
detektory, které umozfuji kontinudlni monitorovani latek na
vystupu z kolony.

Spektrofotometrické detektory

Patfi k nejpouzivanéjsim v HPLC
(detektory s pritokovou detekéni
celou), Ize jimi detekovat velky
pocet latek. Detektory s diodovym
polem (DAD) - zaznamenaji celé
spektrum eluované latky.

Elektrochemické detektory iy o

Jsou zaloZeny bud na méreni wlockode diceadl e
vodivosti (pro llétky iontové) oo g st =—>Towaste
nebo elektrického proudu |

[E— —

odpovidajiciho oxidaci ¢
. redukci analytd.
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Column effiuent

Detektory rozptylu svétla
Princip detekce je zaloZzen na

zmlzeni a nasledném odpafeni Nebultza. . Nebulizergas
mobilni faze a prevedeni Nebulizer fole o piwopely
detekovanych latek na pevné SHiseoar e
Castice. Tyto Castice prochazeji Analyte evaporation stage)
skrz laserovy paprsek detektoru, Photomultipher tube
¢imz dochdzi k rozptylu jeho E o etisodiods
zafeni. Rozptylené zdfeni je T 3
méreno pomoci vhodné fotodiody. ' “Jm ._ Signal output

Light source  scattering Amplifier

coll

Refraktometrické detektory

Jsou to univerzalni detektory. Mé&fi zménu indexu lomu v analytické
cele detektoru. Tyto zmény jsou malé, a proto je refraktometricky
detektor malo citlivy. Dalsi jeho nevyhodou je nemoZnost pouzit
gradientovou eluci. VyuZivaji se zejména v pripadech, kdy ostatni
detektory neposkytuji dostate¢nou odezvu (napf. neabsorbuji v
\V//Vis oblasti - analyza cukrd).

Fluorimetrické detektory

Selektivni pro latky, které maji pfirozenou fluorescenci. Vzorek je
ozafovan zafenim o urcité vinové délce (excitujici zareni) a produkuje
zareni o vétsi vinové délce (emitované zareni).\Derivatizaci, Ize
prevést latky bez fluorescence na latky vykazujici fluorescenci.

5
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. dopadajicich iontd.

Hmotnostni detektory

Hmotnostni spektrometrie je fyzikdlné chemicka metoda uréovani
hmotnosti molekul a jejich ¢asti po prevedeni na kladné a zaporné
ionty. Spojeni hmotnostniho spektrometru se separaénimi metodami
umoznuje kromé obvyklé registrace zon latek eluovanych z kolony i
jejich identifikaci na zdkladé zaznamenaného hmotnostniho spektra.
Iontovy zdroj - slouzi k prevedeni analyzované latky do
ionizovaného stavu.

y Hmotnostni analyzator - umoZfiuje rozdélit smés iontl o rliznych

pomérech hmotnosti ku naboji (m/z), produkovanou v iontovém
zdroji.

Detektor - proud iontd z hmotnostniho analyzatoru (o daném m/z)
je smérovan na detektor, ktery poskytuje signal Umérny poctu

kvadrupol

:n H 7 / H H o Time fmin)

2717
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1868
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Vyhodnocovani dat

Kvalitativni analyza

1. Porovnani reten¢niho ¢asu se standardem

2. Vyhodnoceni dat z detektoru - napf. porovnani UV/VIS
spektra neznamé latky a standardu, porovnani MS spektra
neznamé latky a standardu.

Kvantitativni analyza

o T = 17.648x - 7,0052
1. Kalibra¢ni pfimka Y ¢

1200 R?=0,9999

diltiazem hydrochlorid

plocha piku ( 237 nm)
s 8
8 8

0 20 40 60 80 100
dittiazem HCI (ug/m)

1] =

2. Vnitfni standardizace

Ke vzorku se pridd vnitfni standard (roztok latky, kterd neni
obsazena ve vzorku). Po nastfiku se vyhodnoti plochy piku analytu
(A) a standardu (Ajg). Tato metoda se pouzivad v pfipadech, kdy
analyze predchazi Gprava vzorku, napf. pfi derivatizaci nebo
extrakci analytu. Pfi sériovych analyzach se vyuzivad kalibraéni
kFivky podobné jako v pfedchozim pfipadé.

8

Plasma concentration

3T d mieme % w2

. Metoda standardniho pFidavku
Nejprve se provede nastfik vzorku a vyhodnoti se plocha. Poté se
k definovanému objemu vzorku pfida objem standardniho roztoku
analytu o zndmé koncentraci. Provede se druhy nastfik a
vyhodnoti se pFislusnd plocha. Tato metoda se pouziva pokud
chceme stanovit analyt v komplikované matrici.

2 4 6 8
cicloplrox olamine (ug/mi)

w
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