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VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE
Stanoveni vitaminu C v potravinach metodou HPLC
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e kvantitativni stanoveni kyseliny L-askorbové (vitaminu C) v dzusech pomoci metody RP- HPLC
(vysokouéinné kapalinové chromatografie s reverzni fazi)
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Pristrojové vybaveni:

HPLC systém Watrex (1 pumpa DeltaChrom™ P102 pump s prittokem 0,01 — 9,99 ml.min™ s maximéalnim
pracovnim tlakem 42 MPa, chyba 0,2% na 1 ml.min’, fotometricky detektor DeltaChrom*™ UV250 detektor,
fidici software EZStart, chromatograficka kolona Watrex 250x4.0 mm Reprosil 100 C18 kolona S5um, davkovac
DeltaChrom ™ Manual Injection Kit s objemem 20 pl, ultrazvukova lazeti.

Chemikalie:

Mobilni faze: MetOH: voda 10:90 (v/v)

Zasobni roztoky: 30% roztok siranu zine¢natého, 15% roztok hexakyanozeleznatanu draselného, testovaci smés
— 0,002% roztok thiomocoviny, kyselina L-askorbova (pevna) — zasobni roztoky je nutno pfipravovat vzdy
cerstveé, protoze kyselina L-askorbovd je nestdld a prechazi na kyselinu dehydroaskorbovou. Pfipravujeme
roztoky standardt o koncentraci 0,02; 0,1; 0,2 mg'ml'l.

Sklo:

Kadinka 100 ml (1x), kadinka 400 ml (1x), odmérna banika 1000 ml (2x), odmérna baika 500 ml (1x), odmérna
baiika 50 ml (2x), navazovaci lodi¢ka (1x), pipetovaci balonek (1x), chemicka 1zicka, centrifugacni zkumavka
(2x), pipeta nedé€lena 5 ml (1x), injek¢ni stiikacka se specialné upravenou jehlou pro davkovani vzorkt.



7.1. SEZNAMENIi S METODOU HPLC

PRINCIP:

Vysokoucinna kapalinova chromatografie HPLC patii v soucasnosti mezi vyznamné separacni metody —
umoziuje analyzovat prakticky veskeré organické latky s vysokou citlivosti v Sirokém rozpéti.

Chromatografie je separacni metoda, pii které se oddéluji - separuji slozky obsazené ve vzorku, je to
metoda kvalitativni i kvantitativni. V chromatografii se vnasi vzorek mezi dvé vzajemné nemisitelné faze.
Stacionarni faze je nepohybliva, mobilni faze je pohyblivd. Vzorek umistime na zacatek stacionarni faze.
Pohybem mobilni faze ptes stacionarni fazi je vzorek touto soustavou unasen. Slozky vzorku mohou byt
stacionarni fazi zachycovany, a proto se pfi pohybu zdrzuji. Vice se zdrzi slozky, které jsou stacionarni fazi
poutany silngji. Tim se slozky postupné od sebe separuji a na konec stacionarni faze se dfive dostavaji slozky
méné zadrzované. Chromatografickych metod je velké mnozstvi, déli se podle mnoha hledisek — napt. podle
skupenstvi mobilni faze, podle uspotadani stacionarni faze, podle povahy déje, ktery prevlada pii separaci.

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina. O separaci slozek rozhoduje nejenom jejich
interakce se stacionarni fazi, ale velmi vyrazné i pouzita mobilni faze. Béhem separace se analyt rozdéluje mezi
mobilni a stacionarni fazi. Podle uspotadani stacionarni faze rozliSujeme kolonovou a tenkovrstvou (pfip.
papirovou) kapalinovou chromatografii. Kapalinova chromatografie je vhodna i pro separaci tepeln¢ nestalych a
netékavych sloucenin. Kapalinova chromatografie patfi mezi chromatografie se sloupcovym usporadanim Jeji
velkou vyhodou je moznost ovlivnéni ¢asu eluce, temperace, ovlivnéni rychlosti toku mobilni faze atd.
Zakladem vSech sloupcovych chromatografickych metod je kolona naplnéna sorbentem (silikagelem,
gelem, atd.), pfes kterou se nechava proudit mobilni faze nesouci vzorek.

Pii optimalizaci metody je nutné zajistit idealni chovani analyti béhem samotného pribéhu separace.
Zakladnim pozadavkem byva moznost separace vSech analyti v co nejkrat§im Case s dosazenim dostateéného
rozliSeni a tvaru pikt odpovidajici gaussovskému profilu piku. Tyto faktory Ize ovlivnit dvéma zpisoby a to
termodynamicky a kineticky.

RozliSeni - udava miru separace dvou pikt, piky jsou povazovany za rozliSené, pokud je rozliSeni
R > 1,5 (99,9 % separace):

kde: t, je retencni ¢as druhého piku,
t; je retencni ¢as prvniho piku,
Wosa Wy sjsou Sitky obou pikil v poloviné jejich vysky.

Kinetika reakce ovliviiuje ucinnost kolony, tvar a $itku piku, které maji zasadni vliv na rozliSeni v dané
soustave. RozliSeni 1ze ovlivnit zménou stacionarni faze, zménou mobilni faze nebo zménou rychlosti pratoku
mobilni faze. Faktory ovlivilyjici rozliSeni - faktor Gi¢innosti, faktor selektivity a, faktor kapacity k:
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Faktor ucinnosti je zavisly predev$im na délce kolony, rychlosti pritoku mobilni faze, velikosti ¢astic
stacionarni faze a také na teploté (temperace) a viskozité mobilni faze.

Faktor kapacity je ¢lovékem nejhiife ovlivnitelny, nebot’ se jedna o zménu stacionarni faze, mnozstvi
stacionarni faze nanesené na kolonu nebo tepelné ovlivnéni separa¢niho procesu, coz neni mozné u vsech
zafizeni.



Nejpodstatnéjsi roli zde hraje faktor selektivity. Ten lze ovlivnit zménou stacionarni faze, ale pfedevsim
zménou mobilni faze a jeji prutokové rychlosti. Faktor selektivity charakterizuji rozdélovaci konstanta a
kapacitni faktor:

Rozdé&lovaci konstanta: K, =4==4—= —
) gl m 1li I Vs

Kapacitni faktor s vyuzitim Kp,;: k.= ==K .

kde: c; je koncentrace analytu,
n; je latkové mnozstvi analytu,
V je objem analytu,
index s oznacuje SF a index m MF.

Kapacitni faktor slouzi k porovnani separace pii riznych podminkach méfeni - kvalitni separace nastava, je-li
k>1.

¢
k = _r m

kde: t, je reten¢ni Cas analytu,
ty, je mrtvy retencni ¢as

Ukinnost kolony - déna po&tem teoretickych pater, &im vic teoretickych pater, tim vy3§i je G¢innost kolony

kde: tg je retencni Cas analytu,
W, s je Sitka piku v poloving jeho vysky

Teoretické patro kolony - je to misto, kde dochazi k ustaveni rovnovahy mezi stacionarni a mobilni fazi, zavisi
na typu stacionarni faze, pratokové rychlosti atd.

Vyskovy ekvivalent teoretického patra - je to délka urcité ¢asti kolony, v niz dochazi k ustaveni rovnovahy

L
H=—

kde: L je délka kolony,
N je pocet teoretickych pater

Parametry separace latek ovlivnéné pravé uvedenymi faktory jsou zobrazeny na obr. 1. Vhodnou volbou
chromatografického systému lze tedy zasadné ovlivnit vysledek celého méfeni. Pfi analyze muze prakticky
nastat 5 piipadd rozdéleni vzorku.



Obr. 1: Moznosti separace dvou latek pfi chromatografickém déleni

Chromatogram A - dokonaly chromatogram, kdy rozlieni obou
pikd je dostatecné, retenéni ¢as dosahuje ptijatelné hodnoty.

Chromatogram B — je v dokonalém retencnim c&ase, avSak
dochazi ke koeluci obou latek, coz je mozné odstranit snizenim rychlosti
pratoku mobilni faze nebo snizenim obsahu organické slozky v mobilni
fazi, ¢cimz se zvysi polarita mobilni faze (snizi se elucni sila mobilni
faze). Tim padem se zvysi retencni Cas i kapacitni pomér obou latek.

Chromatogram C - ma na prvni pohled vysokou hodnotu
reten¢niho Casu a nadmérné rozliSeni. To znamend, ze musime zvysit .
rychlost pratoku mobilni faze, coz mize zvysit pracovni tlak. LepSim
feSenim je zvySeni podilu organické slozky v mobilni fazi, ¢imz se snizi
jeji polarita (zvysi se eluéni sila mobilni faze). Tim dojde ke snizeni retenc

oru.

Chromatogram D - ma pomérné vhodné dlouhy retencni Cas, avsak rozliSeni je malé, lepsiho rozliSeni
se dosahne prodlouzenim kolony, zmensenim primeéru ¢astecek a nejlépe zpomalenim pritoku mobilni faze.

Chromatogram E — zde vyhovuji kapacitni faktory obou latek i Gi¢innost kolony, systém je vSak pro
déleni obou latek malo selektivni a rozliSeni 1ze v tomto ptipadé zlepsit pouze zménou stacionarni faze.

Obr. 2: Mozné tvary piku

Gaussovsky

pik rozmyty
vzadu
(s chvostem)

pik rozmyty
vpiedu

a) v idealnim ptipad¢ je vysledkem chromatografie

pik Gaussovsky tvar piku,

b) pik rozmyty vzadu se nazyva chvostujici (tailing peak)
a miZe souviset s netésnosti pii nastiiku,

¢) pik rozmyty vpiedu se nazyva frontujici (fronting
peak) a lze ho zdtvodnit zasolenim (znecisténim)
kolony nebo pfili§ vysokou elucni silou mobilni faze.

7.2. POPIS A ZAKLADNI SCHEMA KAPALINOVEHO CHROMATOGRAMU

Pozadavky na chromatografické zarizeni:

a) umoznit pravidelny a konstantni tok mobilni faze stacionarni fazi,

b) zajistit kvantitativni a Casové co nejkratsi nadavkovani analyzované smési na stacionarni fazi,
¢) vytvorit podminky k co nejvét§imu poctu opakovani sorpénich a desorpénich procest jako vysledku
vzajemnych vztahi mezi stacionarni fazi, molekulami slozek mobilni faze a molekulami solutti v

analyzované smési,

d) uskutecnit ptiblizné méfeni a zaznamenavani zmén urcitych vlastnosti tekouci mobilni faze, které

jsou vysledkem pfitomnosti separovanych latek,

e) byt schopné selektivné uvedené zmény analyzovat a kvantifikovat



Na splnéni téchto pozadavki jsou konstruovany nebo operatorem voleny jednotlivé ¢asti
chromatografického zafizeni:

1- zasobnik mobilni faze,
2 — Cerpadlo,
3 — davkovaci zafizeni )kohout) se smyckou,
4 - ptedkolona,
5 - spojka,
6 - davkovaci kohout se smyckou,
7 - kolona,
8 - detektor (fotometricky),
9 - zafizeni pro zdznam a zpracovani dat.
Obr. 3: Schéma jednotlivych ¢asti chromatografického zatizeni

A

Obr. 4: Schéma pracovniho zapojeni
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Pumpa

Pumpa zajidtuje staly pritok MF, ktery se udava se v ml.min™'. Vét§ina pump je konstruovana na
maximalni pracovni tlak kolem 40 MPa (400 bart). Diky pumpé€ je mozné upravovat pritok a tlak mobilni faze
v systému. Podle rychlosti pritoku délime Gerpadla na vysokopriitokova (> 10 ml.min™), konvenéni (0,2-
10,0 ml.min™"), nizkopritokova (< 0,2 ml.min™).

Dale délime cerpadla podle zptisobu pohanéni MF na pistovd a injektorova. U pistovych hrozi
nebezpeci tlakovych razi,, coz mizeme zmirnit vét§Sim poctem Cerpadel nebo zafizenim na tlumeni razt.
Injektorova cerpadla nejsou vhodna pro gradientovou eluci, ale mohou dosahovat vysokych tlakt.

S druhem pumpy také souvisi také druh pouzivané eluce — rozliSujeme izokratickou a gradientovou
eluce. Izokraticka eluce se vyuziva pfi analyzach, kde neni kladen diraz na ¢asovou naro¢nost. Elu¢ni sila
mobilni faze ziistava po celou dobu stejna. Naproti tomu gradientova eluce se vyznacuje zménou povahy a
sloZzeni mobilni faze béhem analyzy. V pribéhu analyzy se mize ménit slozeni mobilni faze tak aby méla vyssi
nebo nizsi eluéni silu.

Davkovaci zarizeni

Davkovani se provadi prevazné davkovacimi ventily se smyckou. Pouzivaji se vicecestné ventily s
vyménnou smyckou, jenz se pres septum plni injekeni stiikackou. Jeji objem se pohybuje v rozmezi ni-m,.

Obr. 5: Vicecestny ventil se smyckou: A - plnéni smycky, B — vymyvani smycky do kolony

Kolona — volba SF a MF

Analytické kolony byvaji vyrobeny nejcastéji z oceli. Mohou mit rtizné parametry, ale délka kolony se
nejcastéji pohybuje mezi 10 — 500 mm, Sitkou 3,0 — 25 mm. Dulezita je také velikost ¢astic, nebot’ ovlivituje jak
separacni vlastnosti, tak pracovni tlak v systému. Rozméry castic se pohybuji mezi 1-12 pm.

Rozhodujici vyznam ma volba vhodného druhu separacni kolony. Kolona ma hned nékolik parametrti,
které ovliviuji G¢innost separace. Uéinnost separace zavisi na volbé druhu materialu, na velikosti &astic
hlediska délime HPLC na chromatografii na polarnich absorbentech, na nepolarnich tuhych fazich a na stfedné
polarnich tuhych fazich, pokud se jedna o pevnou stacionarni fazi.

Pracujeme-li se systémem RP-HPLC, znamena to, Ze stacionarni faze je nepolarni pevna latka a mobilni
faze je polarniho charakteru. Jako stacionarni faze se pouziva nejCastéji silikagel s chemicky vazanymi alkyly
(napt. C8,C18) nebo fenyly. Nejpouzivanéjsi verzi je stacionarni faze chemicky vazana na nosici. Vyhodou je,
ze vazané stacionarni faze nemohou byt vymyvany z kolony. Nevyhodou je, Ze tyto druhy staciondrni faze jsou



nachylné na pH rozmezi, ve kterém méfime (riziko hydrolyzy), koncentrace soli, atd. Takto vazané nosice
obsahujici vazbu Si-N-C jsou stabilni pfi pH v rozmezi 4,0 - 7,5. Zcela odolné proti hydrolyze jsou naplné
vazané na povrch silikagelu kovalentni vazbou Si-O-Si-C, které se pfipravuji reakci silanovych skupin na
povrchu silikagelu s alkylchloristany. Tento druh kolony se muZe pouzivat pfi stanovovani agresivnéjSich
analytl. AvSak volba stacionarni faze je vzhledem k finan¢ni naro¢nosti mén¢ ovlivnitelna .

Nejsnadnéji ovlivnitelnym faktorem je sloZzeni mobilni faze. Jako mobilni faze se pouZzivaji organicka
rozpoustédla s uréitym podilem vody. Cim vy3si obsah vody je v mobilni fazi, tim je mobilni faze polarng&jsi.
Nejcastéji se pouziva methanol a acetonitril, jako mén¢ polarni rozpoustédlo se da pouzit benzen, chloroform
nebo velmi malo polarni tetrachlormetan.

Absorbent reaguje s analyzovanymi latkami pouze slabymi disperznimi silami. Proto je selektivita
prakticky zcela ur¢ovana vlastnostmi mobilni faze, respektive procentudlnim obsahem organické slozky.

RozliSeni je zplisobeno slabymi disperznimi silami, které nemohou piekonat silné polarni interakce
mezi molekulami vody, a proto jsou latky vytésiiovany z mobilni faze do staciondrni. Cim mensi je jejich
polarita, tim vice jsou zadrzovany ve stacionarni fazi. Prakticky to znamena, ze ¢im delsi je jejich uhlikaty skelet
a ¢im vétsi je polarita mobilni faze, tim delsi je zadrz na koloné. Organicka rozpoustédla Ize setadit podle elucni
sily, nejslabsi eluéni silu ma methanol, nejsilngj$i ma tetrahydrofuran. Toto srovnavani plati pro stejné
procentualni koncentrace danych rozpoustédel. Chromatografie v systému s obracenymi fazemi se hodi k déleni
¢lentt homologickych fad vice, nez chromatografie na polarnich absorbentech. Dale slouzi RP-HPLC k déleni
latek malo polarnich az siln€ polarnich a rozpustnych ve vodé a alkoholech.

Detektory
Detektor je zatfizeni, které reaguje na pfitomnost analytu a vysild signal, jenz je zaznamenavén v
zévislosti na ¢ase. Vysledkem vyhodnoceni byva chromatogram, kdy kvalitativnim parametrem je retencni Cas
maxima piku a kvantitativnim plocha ¢i vyska piku daného analytu.
Idealni detektor by mél byt schopny detekovat vSechny typy latek a pfedev§im by mél mit vysokou
elektrochemické, vodivostni, MS a dalsi. Tyto typy detektorG se 1isi méfenou veli¢inou, teplotni zavislosti
odezvy, zavislosti odezvy na prutoku atd.

Tab.: Druhy detektorti

Rozdéleni detektort

Druh detektoru méfena veliCina citlivost hladina Sumu
spektrofotometricky absorbance 10-10 g.ml-1 10-4
refaktometricky index lomu 10-7 g.ml-1 10-7
fluorimetricky fluorescence 10-9 g.ml-1

ampérometricky proud 10-9 g.ml-1

vodivostni vodivost 10-8 g.ml-1 10-3

detektor rozptylu svétla rozptyl 10-9 g.ml-1 10-8
hmotnostni spektrometrie pocet iontl 10-13 g.ml-1

Soucasti chromatografu je i zapisovaci zafizeni - pocita¢ s nainstalovanym softwarem. Software je
naprogramovany na dany systém a slouzi k vyhodnoceni chromatogramii a slouzi k nastaveni méficich
parametru.

VYHODNOCENI CHROMATOGRAFICKEHO ZAZNAMU:

Charakteristickou veli¢inou pro kazdou chromatografovanou latku je eluluéni (retenéni objem) Vi.

7



Existuje vztah mezi elu¢ni dobou tg, kterd uplyne od nastiiku vzorku do dosazeni maxima elu¢ni kiivky a
eluénim (retencnim) objemem, tj. objemem mobilni faze, ktery za tu dobu protece —

kde: F\; je objem mobilni faze, proteklé kolonou za jednotku ¢asu (objemova rychlost toku ml/min).

tre
) tz1 tw .. .mrivy éas, retence inertni latky
trx .. eluéni das solutu X (min:sec)

tm VR Vrx vzdalenost piku na zdznamu od

Vi startu v mm
) Vg2 Vg2 Yo.5(X) sitka v poloving vysky piku
+ Ve, -

solut 1
inert solut 2
l ._.
l A /‘{
Yos(1)
Yos(2)

Eluéni ¢as ty; odeteme na vytisténém chromatogramu, eventuelné jej l1ze ziskat ze zdznamu zapisovace
prepoétem z hodnot vzdalenosti dg maxima piku od linie nastiiku (v mm) s pouzitim udaje o posunu papiru s (v
mm/min). Hodnota elu¢niho ¢asu je v minutach.

t =

dr
R
N

Elucni objem Vi je souctem dvou objemovych veli¢in: V,=V., %t~

kde: Vy; je mrtvy objem,
"V je redukovany elucni objem.

Pro hodnoceni rozdila v retencich latek se ¢asto pouziva pojmu retencni pomér r, 5. Jeho hodnota se
pocita z poméru redukovanych retenénich objemd.

V literatufe se retence latek, zv1asté pii optimalizaci podminek a hodnoceni trendli zmén retence,
¢asto vyjadiuji pojmem kapacitni pomér k. Ten je definovan:



Je vyjadfovan jako pomér celkového mnozstvi separované latky ve stacionarni fazi k jejimu celkovému mnozstvi
ve fazi mobilni

kde: Kp je distribu¢ni konstanta,
Vs je objem stacionarni faze,
Vu je mrtvy objem.

Zakladnim tidajem o rozmyvani slozek vzorku pfi transportu kolonou (které se projevuje Sitkou
piku) je pocet teoretickych pater kolony n. Tento idaj slouzi k hodnoceni G¢innosti kolony podobné jako
odvozena veli¢ina vyskovy ekvivalent teoretického patra H. Pocet teoretickych pater se zjisti experimentalné
dosazenim naméfenych parametr do vztahu:

kde: Y sje sitka piku v poloviné vysky v mm,
dg je vzdalenost maxima piku od linie nastfiku v mm,
tg je elucni ¢as v sekundach,
Y05 je Sitka piku v poloving€ vysky vyjadiena také v casovych jednotkach (sekundy).

Vyskovy ekvivalent vyskového patra H (v mm) se vypocitd z délky kolony (v pokusu 150 mm) a
vypocteného poctu pater n:

L
H==
n

Pro hodnoceni, jak jsou piky od sebe oddaleny, se pouziva veliCiny rozliSeni. RozliSeni R, , se vypocita
z rozdilu eluénich objemi separovanych latek 1 i 2 a hodnot $ifek obou eluénich ktivek v poloviéni vysce:

~

177 ¥, 7,
Yot Y,

0.5(1) 0.5(2)

1,2

Z hodnoty R, ; 1ze odhadnout miru piekryvani sousedicich pikd, pii hodnoté R = 1 jsou piky piekryty z
2% plochy, dokonale oddé¢leny jsou pii hodnoté > 1,5.

7.3. PROVEDENI HPLC CHROMATOGRAFICKEHO STANOVENI
PRINCIP:

Vysokoucinna kapalinova chromatografie RP- HPLC je druhem kapalinové chromatografie s reverzni fazi,
coz znamena, ze mobilni fazi (MF) je vétSinou organické rozpoustédlo a stacionarni fazi (SF) je pevna latka.
Mobilni faze je pak tlacena skrze nepohyblivou a nemisitelnou stacionarni fazi.

Principem HPLC je riizna afinita vzorku ke stacionarni fazi. Cim vy3si ma vzorek afinitu vzhledem ke
stacionarni fazi, tim vétsi je jeho zadrz a pozdé&jsi eluce, prakticky dochazi k separaci latek podle schématu:



vzorek R

Vzorek je kolonou nucené transportovan postupnym pritékanim mobilni faze. Tento proces se nazyva
eluce.

Vysledkem méfeni pomoci metody HPLC je chromatogram, kde zjistime retencni cas jednotlivych
analytl, popfipadé koncentraci, atd

7.3.1. OBECNA CHARAKTERISTIKA KYSELINY L-ASKORBOVE

Kyselina L-askorbova (vitamin C) je v pevném stavu to bila krystalicka latka se sumarnim vzorcem
CeHs0¢. Jedna se o opticky izomer kyseliny askorbové, ktery podléhd oxidativnim zménam a tepelné degradaci.
Oxiduje se i pisobenim vzdu$ného kysliku za vzniku L-dehydroaskorbové kyseliny. Molarni hmotnost kyseliny
L-askorbové je 176,12 g.mol-1.

Obr. 6: Strukturni vzorec kyseliny L-askorbové HO

HO
0 O

HO OH

Vitamin C je ve vodé rozpustna latka, kterd je zivotn¢ dulezitd pro lidsky organismus. Lidsky
organismus je jeden z mala na svété, ktery si nedokaze kyselinu askorbovou sam syntetizovat, a je proto nutné
prijimat ho v potrav€. Doporuc¢ena denni davka v Evropské unii je 60 mg podle vyhlasky cislo 450/2004 Sb.
Nejbohatsi na vyskyt vitaminu C je Sipek (2000mg/100 g), dale cerny rybiz (200mg/100g), avSak obsah klesa
s jakoukoliv upravou potravin. Nedostatek kyseliny L-askorbové zpiisobuje vazné zdravotni potize, zpomaleni
rustu, kurdéje, krvacivost, kiehkost kosti, vypadavani zubi atd.

Kyselinu L-askorbova (vitamin C) lze stanovit celou fadou metod:
Enzymatickd metoda stanoveni kyseliny L-askorbové

L-askorbova kyselina ma schopnost redukovat tetrazoniové soli MMT [3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-
difenyltetrazolium bromid] za pfitomnosti elektronového nosi¢e PMS (5-methylfenaziniummethosulfatu) pti pH
= 3,5. Vznikda MMT-formazan, jehoz absorbance se méfi na spektrofotometru pti 578 nm, zdrojem je rtutova
vybojka.
Potenciometrické stanoveni

Kyselinu askorbovou Ize stanovit titraci s redoxnim indikatorem 2,6-dichlorfenolindofenolem (2,6-
DCIP) potenciometricky v kyselém roztoku. Kyselina askorbova redukuje indikatorové barvivo z oxidované
formy (Cervend) na redukovanou formu (bezbarva) v kyselém prostredi .
HPLC stanoveni

Byla publikovana fada HPLC metod na stanoveni kyseliny askorbové i kyseliny dehydroaskorbové
(DHAA). Jako stacionarni faze byva casto pouzita NH, faze, vzhledem k jejim vlastnostem slabého anexu,
s pouzitim mobilni faze acetonitril: 5 mM KH,PO,4 70:30 (v/v) a ptidavku 1,25 % merkaptoethanolu k potlaceni
oxidace kyseliny askorbové nebo acetonitril: 50 mM KH,PO, 75:25 (v/v). Analyza se nejcastéji provadi pii 254
nm. Modifikaci je také pouziti 10 mM KH,PO, pii priitoku 2 ml.min™', kdy analyza trva 10 minut .

V systému RP-HPLC budeme kyselinu askorbovou stanovovat na C18 koloné& pfi priitoku 1 ml.min™'
v MF o slozeni methanol:voda 5:95 (v/v). Analyza budeme provadét pti vinové délce 258 nm.
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7.3.2. PRIPRAVA CHROMATOGRAFU

7.3.2.1. Priprava k méreni a sbér dat

Zapneme zafizeni a to v potadi detektor, pumpa, pocita¢ (nutné nazhaveni detektoru po dobu 30 min.).
Veskeré MF je nutné odplynit na ultrazvukové 1azni po dobu minimalné 20 minut.

Jakmile je detektor nazhaveny, pfistoupime k ekvilibraci kolony, zkontrolujeme, zda je filtr ponoien
pod hladinou MF. Vezmeme stfikacku (30 ml se Sroubovacim zakoncenim) a nasadime na vypustni ventil
pumpy. Otevieme opatrn¢ ventil a pomalu natahujeme mobilni fazi z odmérné baiiky, to nam zajisti odstranéni
bublin z kolob&hu mobilni faze. Natahnuti mobilni faze opakujeme alespon 2x. Poté jest¢ hadicku zkontrolujeme
pohledem a ptipadné bublinky sklepeme a znovu natdhneme stfikackou. /POZOR! Pti vniknuti bublin do kolony
mize dojit k jejimu poSkozeni

Teprve ted mizeme spustit pumpu tlacitkem "RUN". Pockame, az je tlak na pumpé konstantni. Pak
spustime preview (viz navod na EZStart) a pockame, az se ustali base line po dobu 40 minut, coz odpovida 20
kolonovym objemdm.

Sbér dat provedeme dle navodu vedouciho cviceni.

7.3.2.2. Davkovani vzorku davkovacim kohoutem

Pied zahajenim vlastniho méfeni je doporuceno nékolikrat proplachnout davkovaci kohout destilovanou
vodou, methanolem nebo mobilni fazi.

Vzorek davkovany na kolonu musi byt ¢iry, ¢astice nebo zakal mohou nevratné znehodnotit kolonu.

Vzorky obsahujici rozpusténé plyny (napf. metanolické roztoky) je tteba pied nasttikem dikladné
odvzdusnit v ultrazvukové 1azni.

7.3.2.3. Naplnéni smyéky davkovace a nastrik vzorku na kolonu

Po ekvilibraci kolony mtizeme nastiiknout testovaci roztok. Testovaci roztok se méii pii 254 nm.
Aceton mé funkei inertniho analytu, tudiz se viibec nezachytava na stacionarni fazi, proto se cas jeho eluce bere
jako mrtvy retenéni ¢as. To slouzi k vypoctu kapacitnich faktorl. Davkovaci zafizeni je opatfeno kohoutem s
polohou 1 (load) a 2 (inject). V poloze 1 plnime smyc¢ku, aniz by dochazelo k unaseni analytu mobilni fazi,
v poloze 2 je analyt unaSen mobilni fazi. Nez dojde k nastiiku, musi byt davkovaci zatizeni vzdy v poloze 1.

Pfi plnéni davkovaci smycky o objemu 20 pl se packa davkovace piepne do pohotovostni horni polohy,
do davkovaciho otvoru se jemné zasune jehla injekeni stiikacky (POZOR! Nezasouvat nasilim na doraz) a
tlakem na pist injekeni stiikacky se naplni davkovaci smycka davkovace (na konci odpadni kapilary odkapne 3-5
kapek).

Pécka se prepne do pravé spodni polohy a jehla se vytahne. Tim se uvniti davkovace pfepne smér toku
mobilni faze tak, Ze prochazi smyckou.

Vezmeme stfikacku (Hamilton) s obsahem 25 pl a nékolikrat ji proplachneme destilovanou vodou.
Nabereme do stfikacky objem 25 pl z testovaciho roztoku tak, aby ve stfikacce nebyla zadna bublinka.
Zasuneme stiikacku rovné do davkovaciho zatizeni skrz septum. Pustime stfikacku a zkontrolujeme program, az
je na listé vidét napis waiting for trigger. Pohybem pistu stiikacky nadavkujeme 5 pl a hned otocime ventil do
polohy 2, teprve poté vytahneme stiikacku z ddvkovaciho zafizeni. Veskeré analyzy provedeme 3x.

7.3.3. PRIPRAVA STANDARDU A UPRAVA VZORKU

Piiprava standardd:

Jelikoz je kyselina L-askorbova nestald, je nutné ptipravovat standardy pied kazdym méfenim nove, tak
aby nedochézelo k chybam méfteni. Pfipravime standardy o koncentraci 0,02 mg/ml, 0,1 mg/ml a 0,2 mg/ml.
Z té&chto se sestrojime kalibracni graf vychazejici z nuly.
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Uprava vzorku:
Z celkového objemu dzusu odebereme 10 ml a zfedime asi 50 ml destilované vody. Aby se nezanesla

kolona, musime odstranit duzinu, ktera je obsazena v Cistém dzusu. To se zajisti Carrezovym ¢inidlem (smés 30
% siranu zine¢naté¢ho a 15 % hexakyanozeleznatanu draselného). Carrezovo ¢inidlo pfidavame po mililitru ke
zfedénému roztoku vzorku a po kazdém ptfidavku odfiltrujeme srazenina, dokud neni filtrat ciry, ktery jiz
muzeme davkovat do systému RP-HPLC.

7.3.4. STANOVENI MRTVEHO OBJEMU KOLONY Vy

Nasttiknutim latky, ktera neni zadrzovana sorbetem, se stanovi tzv. mrtvy ¢as ty, tj doba za kterou
kolonou projde latka zcela inertni vii¢i sorbetu. Pfi znalosti pratokové objemové rychlosti (F, ml/min), 1ze
vypocitat mrtvy objem kolony V). Odecteme Cas ty; a s pouzitim tdaje F vypocteme mrtvy objem kolony Vy,.

7.3.5. STANOVENI KYSELINY L-ASKORBOVE METODOU HPLC V
CHROMATOGRAFICKE SOUSTAVE S REVERZNI FAZI

Meéteni vzorku a standardi se provadi v mobilni fazi MetOH: voda 10:90 (v/v) pfi 254 nm. Méfeni
Parametry méfeni:

- vlnova délka pti méfeni testovaci smési a thiomocoviny = 254 nm

- vlnova délka pti méfeni vzorkd = 254 nm

- nastiik standardl a realného vzorku kys. L-askorbové 10 pl

- nastiik testovaci smési a thiomocoviny 5 pl

- pritok 0,5 ml'min”’

Na zacatku méfeni je nutné analyzovat inertni analyt, jimZ je roztok thiomocoviny (0,002%) a ktery
slouzi ke stanoveni mrtvého retenc¢niho ¢asu a nasledné k vypoctu kapacitnich faktora.

Pii méfeni vzorku se davkuje 10 pl roztoku o koncentraci 100 pg/l

Postupujeme stejné az po nastiik vzorku. POZOR! Pii zméné analytu je potieba proplachnout
davkovaci smycku destilovanou vodou tim zplsobem, ze jehlu opatrné zasuneme, az narazime na septum,
jakmile na néj narazime, vratime jehlu o kousek zpét a par kapkami vyplachneme smyc¢ku, ze smy¢ky nam bude
vytékat voda!!!

Jelikoz je kolona citliva na pH, neni mozné uchovavat ji v roztoku methanolu s kyselinou octovou
nebot’ pH tohoto roztoku se pohybuje kolem 2,5. Proto je nutné po konci méfeni ekvilibrovat kolonu znovu na
70% roztok methanolu. V tomto roztoku se kolona uchovava do dalsiho méteni.

7.3.6. STATISTICKE VYHODNOCENI

1
Aritmeticky prameér: xX=—=2.x
n

kde: n je pocCet méfeni,

X; jsou namétené hodnoty

2
. 1 - -
Smérodatna odchylka: s = Z I x. — le
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kde: n je poCet méfeni,
X; jsou namétené hodnoty,

X je aritmeticky pramér

s
Relativni smérodatna odchylka: s, = —-100
x
kde: s je smérodatna odchylka,
X je aritmeticky primér
fy )

Sitka intervalu spolehlivosti IS =25l |

Vo )

kde: s je smérodatna odchylka,

teje konstanta Studentova rozdéleni pro urcitou hladinu jistoty, v naSem pfipadé€ pro n =3 je t os.3= 4,303

Odlehlost vysledki — Grubbsiv test — pii tomto testu se sefadi hodnoty od nejmensi po nejvétsi a testuji se
krajni body (tzn. nejvyssi a nejnizsi hodnota).

Vypoditaji se kritéria vztahi:

pro nejvyssi hodnotu: T B =

kde: X je aritmeticky pramér,
X, (X1) je nejvyssi (respektive nejnizsi) hodnota,

s je smérodatna odchylka.

Pokud pouzivame smérodatnou odchylku vybérovou, proto se musi piepoditat

porovnavaci hodnota podle vzorce:
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Lordiv u-test shodnosti: u=

kde: x) a x, jsou aritmetické priméry méfeni,
R; a R, je jejich rozpéti,
u, je tabelovand hodnota

7.3.7. VYHODNOCENI CHROMATOGRAFICKE SEPARACE HPLC

1. Vypocitame mrtvy objem kolony V).

2. Sestrojime kalibra¢ni kiivku a zjistime rovnici regrese, ze které ziskame obsah v neznimém
vzorku. Po dosazeni musime vysledek vynasobit podle zfedéni a nesmime zapomenout, ze obsah
smycky (davkovaci) je 20 pl a my nanasime pouze 10 pl, tudiz nam vychazi hodnoty jesté 2 x ziedéné
ato 1 v piipadé kalibraéni kiivky, kdy se davkuje také 10 pl.

3. Stanovime retencni ¢asy standardu kyseliny L-askorbové a stanovime kapacitni poméry
k separovanych latek.

4. Podle méreni reten¢nich ¢asti provedeme identifikaci latek v analyzovaném dZusu pomoci
statistického vyhodnoceni.

5. Porovname naméreny obsah vitaminu C ve vzorku s obsahem deklarovanym vyrobcem a diskuse

vysledki uvedeme v zavéru.
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