3. KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE (RP-HPLC)

3.3.  Provedeni chromatografického stanoveni

Vysokoucinna kapalinova chromatografie RP-HPLC je druhem kapalinové chromatografie s reverzni fazi, coz znamend, Ze
mobilni fazi (MF) je vétsinou organické rozpoustédlo a stacionarni fazi (SF) je pevna latka. Mobilni faze je pak tlacena skrz
nepohyblivou a nemisitelnou staciondrnf fizi. Principem HPLC je riiznd afinita vzorku ke staciondrni fazi. Cim vyssi md
vzorek afinitu ke stacionarni fazi, tim vetsi je jeho zadrz a pozdéjsi eluce, dochazi tedy k separaci latek.

Vzorek je kolonou nucené transportovan postupnym pritékanim mobilni faze. Tento proces se nazyva eluce. Vysledkem
meéreni pomoci metody HPLC je chromatogram, z néhoz zjistujeme retencni cas jednotlivych analytii, popripadé koncentraci,
atd

Nejduilezitejsi kvalitativni charakteristikou latek rozdeélujicich se mezi stacionarni a mobilni fazi je kapaciti faktor, pro jehoz
vypocet je nezbytné znat mrtvy cas dané kolony. Mrtvy cas ty je Cas, za ktery projde kolonou nezadrzovana latka, tzn. latka,
ktera prakticky neinteraguje se stacionarni fazi (SF). Je-li tedy SF velmi polarni (nemodifikovany silikagel), miizeme mrtvy
Cas ztotoznit s retencnim casem velmi nepolarni kapaliny, tj. markeru (napr.hexanu), je-li SF velmi nepolarni (C18), pak
markerem miize byt velmi polarni molekula, napr. aceton.

PFi znalosti priitokové objemové rychlosti (F, ml-min™), Ize vypocitat Vi, mrtvy objem kolony z casu ty.

3.3.1. Priprava chromatografu k méfeni a sbér dat

- zapnout zafizeni, a to v poradi detektor, pumpa, pocita¢ (nutné nazhaveni detektoru po dobu 30
minut). MF je tieba odplynit na ultrazvukové 1azni po dobu minimalné 20 minut

- jakmile je detektor nazhaveny, je mozné pfistoupit k ekvilibraci kolony

- zkontrolovat, zda je nasavaci hadicka s filtrem ponotfena pod hladinou MF

- inj. stiikacku se Sroubovacim zakoncenim o objemu 30 ml nasadit na vypustni ventil pumpy. Ventil
opatrné oteviit a pomalu natdhnout mobilni fazi ze zasobni lahve, to zajisti odstranéni bublin z
kolob&éhu mobilni faze. Pfed sejmutim stiikacky z vypustniho ventilu vzdy ventil opét uzaviit.
Natahnuti mobilni faze opakovat alespon 2x, dokud nedojde k odstranéni veskerych drobnych
bublinek z nasavaci hadicky. Poté jesté hadicku zkontrolovat pohledem, pfipadné bublinky
sklepnout a znovu inj. stfikackou natahnout mobilni fazi. POZOR: Pti vniknuti bublin do kolony
mize dojit k jejimu poskozeni.

- na pumpé nastavit pozadovany pritok pro stanoveni (0,5 ml-min”, ptip. 0,6 ml'min™ ), teprve nyni
je mozné spustit pumpu tlacitkem "RUN".

- azje tlak na pump¢ konstantni, spustit program EZStart

- vuvodni nabidce vybrat metodu test254.met (1ze ji najit na cesté c:\Ezstart\Methods\test254.met).
Tato metoda slouzi k ekvilibraci kolony a také k naslednému provedeni jednotlivych méfeni

- spustit Preview na horni li§t¢ programu, které slouzi k ekvilibraci kolony

- zakladni linie (base line) se ustali po cca 40 min, coz odpovida 20 kolonovym objemiim, po této
dob¢ ukoncit ekvilibraci cervenym tlacitkem "RUN STOP".

3.3.2. Priprava roztoki standarda a neznamého vzorku

Mobilni faze: CH;0OH:voda 70:30 (v/v).

Piiprava testovaci smési - do odmérné baiiky na 25 ml pfipravit testovaci smés napipetovanim 2 ml acetonu, 0,5
ml benzenu a 0,5 ml toluenu, doplnit methanolem po rysku. Pfipravenou smés umistit na 20 min do ultrazvukové
lazné.

Priprava 0,01% roztoku thiomocoviny - do odmérné banky na 50 ml pfipravit navazenim 0,01% roztok
thiomocoviny rozpusténim v destilované vodé. Pripravenou smés umistit na 5 min do ultrazvukové lazné.

Priprava standardu kyseliny askorbové (M;»=176,13 g/mol) - do odmérné baiky na 25 ml pfipravit navazenim
kyseliny askorbové roztok o koncentraci 1 g/l, doplnit po rysku destilovanou vodou. Pfipravenou smés umistit na
5 min do ultrazvukové lazné.

Piiprava vzorkit kyseliny askorbové - tabletu kyseliny askorbové zvazit, rozpustit v cca 50 ml destilované vody
v kadince, prefiltrovat do 100ml odmérné banky a doplnit po rysku destilovanou vodou. Piipravenou smés
umistit na 5 min do ultrazvukové lazn¢.



Z tohoto roztoku pfipravit nasledujici roztoky:

a) do 25 ml odmérné banky odpipetovat 2,5 ml roztoku rozpusténé tablety a doplnit po rysku destilovanou vodou

b) do 25 ml odmérné baiiky odpipetovat 2,5 ml roztoku rozpusténé tablety, napipetovat 2,5 ml roztoku standardu
kyseliny askorbové, doplnit po rysku destilovanou vodou

3.3.3.

Optimalizace podminek stanoveni, ovéieni funkénosti a stavu chromatografické kolony

Davkovani vzorku davkovacim kohoutem

pred zahajenim vlastniho méfeni je doporuceno nékolikrat proplachnout davkovaci kohout destilovanou
vodou, methanolem nebo mobilni fazi pomoci injekeni stfikacni s nasazovaci jehlou. POZOR: Zasunuta
jehla nesmi propichnout septum davkovaciho kohoutu, zasunujte ji tedy velmi opatrné a poté, co ucitite
odpor, je tieba se s jehlou vratite o nékolik mm zpét

vzorek davkovany na kolonu musi byt Ciry, ¢astice nebo zédkal mohou nevratné znehodnotit kolonu
vzorky obsahujici rozpusténé plyny (napt. metanolické roztoky) je tieba pied nastrikem dikladné
odvzdu$nit v ultrazvukové 14zni.

Naplnéni smycky davkovace a nastiik vzorku na kolonu

po ekvilibraci kolony je mozné nasttiknout testovaci roztok. Testovaci roztok se méfi pri 254 nm.
Aceton ma funkci inertniho analytu, tudiz se viibec nezachytava na stacionarni fazi, proto se ¢as jeho
eluce bere jako mrtvy retencni ¢as. Toto slouzi k vypoctu kapacitnich faktord. Davkovaci zafizeni je
opatfeno kohoutem s polohou 1 (load) a 2 (inject). V poloze 1 (leva poloha) se plni smycka, aniz by
dochazelo k unaseni analytu mobilni fazi, v poloze 2 (prava poloha) je analyt unaSen mobilni fazi. Nez
dojde k nastiiku, musi byt davkovaci zafizeni vzdy v poloze 1.

pfi pInéni davkovaci smycky o objemu 20 pl se kohout davkovace ptepne do pohotovostni horni polohy
1 (levé polohy), do davkovaciho otvoru se jemné (ne nasilim)zasune jehla injekéni stfikacky a tlakem
na pist injek¢ni stiikacky se naplni davkovaci smycka dédvkovace (na konci odpadni kapilary odkapne
3-5 kapek).

kohout davkovace se ptepne do pravé spodni polohy a jehla se vytdhne. Tim se uvnitt davkovace
prepne smér toku mobilni faze tak, ze prochazi smyckou.

Méieni vzorku

zkontrolovat zda je kohout davkovace v pohotovostni horni poloze 1 (leva poloha)

inj. stfikacku (napf. Hamilton) s obsahem 25 pl nékolikrat proplachnout destilovanou vodou, poté
meéfenym roztokem. Do inj. stfikacky nabrat 2,5 ul z testovaciho roztoku tak, aby ve stiikacce nebyla
zadna bublinka

inj.stfikackuzasunout rovné skrz septum do davkovaciho zatizeni

pred nadavkovam vzorku je potieba spustit program pro sbér namétfenych dat — pro spusténi programu
stlacit modrou Sipku na horni 1i§t¢ — objevi se okno, ve kterém jetieba vyplnit ndzev vzorku (sample
ID), cestu pro ulozeni naméfenych hodnot (data path) a nazev souboru, pod kterym se jednotlivé méreni
ulozi (data file). V fadku Method zkontrolovat, zda je spravné zvolena metoda

x
~Runinfo Calibral
Start
Sample ID ﬂ Cafbration level 1 |;|
Method [CAEZStant i ethodshmethylanting. met @ || || I Bl ol calibration Caneel |
Datapath  |CAEZStamiDatapublichmlatecek/2008-0218 | @[\ | [ Clear ealbration for lzvel Help
Datafie: |ZUDB—DZ—19_tesl_m ﬂ ™ Print caliration report
I=| Clear replicates
Mumber of reps: |1 ™" Frint method report )
™ Ayerage replicates
~Amaunt vals
Sample amount 1
Internal standaid amount 1
Muliplication factors: 1 1 1 Beginrun
Dilutian factors: | 1 1 1 ﬁlmmeduately 4] Dessrption

pro dalsi informace slouzi tlacitko Description, kde je mozné vypsat blizsi informace o vzorku, napf.
kolik pl vzorku davkujeme, typ kolony, typ mobilni faze, pritok

meéfeni spustit tlacitkem Start. Nez dojde k néstiiku jakéhokoliv vzorku, je tfeba pockat, az se na
obrazovce objevi waiting for trigger coz znamena, Ze je software pfipraven a ¢eka na nastfik vzorku
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For Help, press F1 ( [waiting For Trigger... J)

- po objeveni napisu waiting for trigger na listé, pohybem pistu stiikacky nadavkovat 2,5 pl testovaci
smési. Ihned po nadévkovani otocit kohout ddvkovace do polohy 2, teprve poté vytdhnout inj. stiikacku
z davkovaciho zafizeni

- pred ukoncenim anylyzy nejprve vratit kohout divkovace do polohy 1 a teprve poté analyzu ukoncite
Cervenym tlacitkem ,,RUN STOP*.

- testovaci smé&s proméfit 1x pii pratoku 0,5 ml'min™, ptip. 0,6 ml'min™
p prip prip

3.3.4. Stanoveni mrtvého objemu kolony V\; pomoci inertni latky (thiomocovina)

- nastiiknutim latky, kterd neni zadrzovana sorbetem, se stanovi tzv. mrtvy ¢as ty, tj doba, za kterou
kolonou projde latka zcela inertni viici sorbetu. Pfi znalosti pratokové objemové rychlosti (F, ml/min),
1ze vypocitat mrtvy objem kolony Vy (odectem Casu ty a s pouzitim tdaje F vypocitat mrtvy objem
kolony Vy)

- méfeni thiomocCoviny provést stejnym zpisobem jako méfeni testovaci smési, davkovani 5 pl (pfip.
2,5 pul) stanovované latky

- thiomocovinu prométit vzdy 1x pfi prutocich 0,4; 0,5; 0,6; 0,7;0,8, 0,9 a 1,0 ml-min”!

- sestrojit van Deemterovu kiivku zavislosti vyskového ekvivalentu teoretického patra H na primérné
lineérni rychlosti MF, kde minimum kiivky odpovida optimalni pritokové rychlosti, pfi které kolona
vykazuje nejveétsi ucinnost a tedy minimalné rozsifuje zony analytd (délka kolony C18 je 250 mm,
délka kolony C8 je 100 mm)

- vybrat optimalni pritokovou rychlost, pfi ni 3x prométit vodny roztok thiomocoviny
3.3.5. Stanoveni mnozstvi kyseliny askorbové v neznaimém vzorku

- pfi optimalni pritokové rychlosti 3x proméfit oba vzorky kyseliny askorbové, davkovani 20 pl
stanovované latky

Koncentraci obsahu kyseliny askorbové v neznamém vzorku pfi piidavku jednoho standardu ke vzorku
urcit podle vzorce (matrice a celkovy objem je konstantni — tzv. metoda dvou roztoku)
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3.3.6. Statistické vyhodnoceni

Aritmeticky priamér: 5= 1 X
n

Smérodatna odchylka:

kde: n je podet méfent, x; jsou naméfené hodnoty, X je aritmeticky primér

Relativni smérodatna odchylka v %: s, = 5 moo
X

kde: s je smérodatna odchylka, X je aritmeticky primér
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Si¥ka intervalu spolehlivosti IS=203 lay.
Jn

kde: s je smérodatné odchylka, t,,,je konstanta Studentova rozdéleni pro urcitou hladinu jistoty, v naSem ptipadé
pron=3 je tos,= 4,303

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

Vypocitaji se kritéria podle vztaha:
pro nejvyssi hodnotu: 7 =% TX

kde: X je aritmeticky priimér, x, (x,) je nejvyssi (respektive nejnizsi) hodnota, s je smérodatnd odchylka

Vypoctena kritéria se porovnaji s hodnotou:

Lordiv u-test shodnosti: = % - 7|
Rl + RZ

kde: )_Cl a )_Cz jsou aritmetické prumery méfeni, R; a R, jsou jejich rozpéti, u, je tabelovana hodnota,

je-liu =, je rozdil aritmetickych primeru statisticky vyznamny

Vyhodnoceni chromatografické separace

1. Provést identifikaci latek testovaci smési, zdiivodnit poradi jednotlivych analytd
v chromatogramu.

2. Z chromatogrami urdit a uvést do tabulky pomoci programu EZStart-offline pro jednotlivé
latky retencni ¢asy tg, plochy A (AU.s), vySky h (AU) a SiFky signali w (min) (wys je tieba
dopocitat). Data jsou uloZena v programu EZStart Offline.

3. Vyhodnotit chromatograficky ziznam a stanovit faktory, které maji vliv na chromatografické

stanoveni (rozliSeni, u¢innost kolony, kapacitni poméry separovanych latek, atd.).

Vypocditat mrtvy objem kolony Vy,.

5. Sestrojit van Deemterovu krivku stanoveni thiomocoviny. Vybrat optimalni pritokovou
rychlost. Vyhodnotit a zdivodnit jakym zptsobem ovliviiuje zvySujici se prutok zonu
analytu.

6. Urcit mnozstvi kyseliny L-askorbové v neznamém vzorku. Porovnat naméieny obsah
vitaminu C ve vzorku s obsahem deklarovanym vyrobcem, diskuse vysledkii uvést v zavéru.

7. Provést statistické vyhodnoceni jednotlivych stanoveni analyzované latky (kyseliny
askorbové) ve vzorku.

8. Zduvodnit pripadné problémy béhem analyzy.
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