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ABSTRAKT
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Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra Analytické chemie

Kandidat: Bc. Petra Molnarova
Skolitel: PharmDr. Petr Chocholous, PhD.
Nazev diplomové prace: Sekvenc¢ni injek¢ni chromatografie — testovani a srovnani

modernich chromatografickych kolon

Tato diplomova prace se zabyva porovnavanim dvou chromatografickych kolon pro
separaci vybranych vitamint B (thiaminu, nikotinamidu, pyridoxinu, riboflavinu a
kyseliny listové) a vitaminu C v systému Sekven¢ni injekéni chromatografie. Vyvijena
metoda vyuzivala UV detekei pfi 220, 272 a 290nm. Byla testovana kolona Ascentis
Express HILIC (3 cm x 4,6 mm, 2,7 um) s pouZzitim mobilni faze z acetonitrilu a octanu
amonného. Na této koloné¢ nebyla vyvinuta takova metoda, ktera by umoznila
odseparovat vSech 6 vitaminti. Latky byly eluovany v nizkych reten¢nich ¢asech a
s nizkym rozliSenim. Na koloné Ascentis Express RP-Amide (3 cm x 4,6 mm, 2,7 pm)
byla vyvinuta metoda za pouziti gradientové eluce, ktera umoznila rozdélit vSechny
latky. Mobilni faze byla slozena s acetonitrilu a kyseliny fosfore¢né o pH 1,8. Byla
provedena kalibrace, opakovatelnost a vytéznost, avSak tato metoda nevykazovala
takovou ucinnost, aby mohla byt validovana. Pro vytéZnost byl jako srovnavaci vzorek

pouzit energeticky napoj SHOCK! obsahujici dané vitaminy.



ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Deparment of Analytical chemismy

Candidate:  Bc. Petra Molnarova
Supervisor:  PharmDr. Petr Chocholous, PhD.
Title of diploma thesis: Sequential injection chromatogramy - testing and

comparison of modern chromatographic columns

This diploma thesis deals with testing and comparison of two modern
chromatoghraphic columns in Sequential injection chromatography system. They were
used for separation of selected vitamins B (thiamine, nikotinamide, pyridoxine,
riboflavin and folic acid) and vitamin C. Developed method was based on UV detection
at 220, 272 and 290nm. The Ascentis Express HILIC column (3 cm x 4.6 mm, 2.7 um)
was tested by using acetonitrile with ammonium acetate as a mobile phase. The method
was not siccessfully developed because of low retention times of vitamins. The
separation of six vitamins was not able, because of low selectivity. There was developed
a method with use of Ascentis Express RP-Amide column (3 cm x 4.6 mm, 2.7 um)
using gradient elution, which was able to separate all 6 vitamins. Acetonitrile and
phosphoric acid (pH 1.8) were components of the mobile phases. There was made
calibration, reproducibility and recovery tests, but there was not good results enough to
validate the method. For recovery was used energetic drink SHOCK! containing these

vitamins.
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Pouzité zkratky

ACN — acetonitril

CFA - Continuous Flow Analysis (Kontinualni pratokova analyza)

FIA  —Flow Injection Analysis (Pratokova injekéni analyza)

HILIC — Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography (Hydrofilni interakéni
chromatografie)

HPLC — High-performance Liquid Chromatography (Vysokou¢inna kapalinova
chromatografie)

LOD - limit of detection (limit detekce)

LOQ - limit of quantification (limit kvantifikace)

RSD - relativni smérodatna odchylka

SFA - Segmented Flow Analysis (Segmentovana pritokova analyza)

SIA  —Sequential Injection Analysis (Sekvenéni injekéni analyza)

SIC  — Sequential Injection Chromatography (Sekvenéni injekéni chromatografie)

SMODCH — smérodatna odchylka
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1 Uvod

Analytické separacni metody prodélaly dlouhy vyvoj, nez byly vyvinuty az
k nyné&jSim modernim metodam. Jednou z téch nejnovéjSich je metoda sekvenéni
injek¢éni chromatografie, ktera je kombinaci dvou rtiznych metod, a to sekvencni
injek¢éni analyzy (SIA) a kapalinové chromatografie. Je vyuzivan systém SIA, do
kterého je zapojena chromatografickd kolona. Kolony prosly dlouhym a narocnym
vyvojem. Tato prace se bude zabyvat kolonami s ¢asticemi s pevnym jadrem (fused-
core), které taktéz patii k tém moderné;j$im.

Diky pouziti a vybéru kolon lze metodu sekvenéni injekéni chromatografie vyuzit
pro Siroké spektrum separaci, a na rozdil od HPLC zde neni vyzadovana tak vysoka
naroc¢nost na pouzité piistroje.

Vitaminy skupiny B, jinak oznacovany jako B-komplex, a vitamin C jsou vitaminy
nezbytné pro spravny metabolismus ¢lovéka. Radi se mezi vitaminy rozpustné ve vodg,
Vv praxi jsou stanovovany casto pomoci HPLC, z téchto podminek se vychazelo pii

vyvoji metody SIC.

11



2 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo porovnani ucinnosti chromatografickych kolon
v systému Sekvenéni injekéni chromatografie. Byly pouzity dvé moderni kolony
odli$nych vlastnosti stacionarnich fazi, a byly na nich separovany nékteré vitaminy ze
skupiny B a vitamin C. Cilem bylo vyvinout optimalni metodu pro co nejlepsi rozdéleni
jednotlivych latek. Vyvoj byl zaméfen zejména na slozeni mobilnich fazi a jejich pH.
Vhodnéjsi kolona byla na zavér otestovana sreadlnym vzorkem obsahujicim tyto

vitaminy.
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3 Teoreticka ¢ast

3.1. Neseparacni prutokové metody

Tyto metody jsou zalozeny na reakci vzorku s ¢inidlem béhem toku v hadic¢kach,
které¢ je vedou do detektoru. Prvni priitokovou metodou byla Kontinudlni pratokova
analyza (CFA), kdy do toku ¢inidla byl kontinualné pfivadén vzorek a signdl se odecital
Vv ustaleném stavu reakce. Nasavani Cinidel byva uskutecnéno pomoci peristaltické
pumpy, a to nejen v CFA, ale i dalSich, modernéjSich metodach. K potfebnému
promichani pro reakci vzorku s c¢inidlem dochazi v reakéni civee, jejiz konstrukce
umoznuje turbulentni proudéni (michani jednotlivych vrstev kapalin). To je dano jak
rychlosti pritoku, tak i primérem trubice a viskozitou a hustotou kapalin. Pokrokem ve
vyvoji pratokovych metod bylo zavadéni vzduchovych bublin do proudici kapaliny.
Tato metoda se nazyva Segmentovana pritokova analyza (SFA). Do systému je navic
vlozena vzduchova pumpa, ktera do toku vnasi v potiebnych mistech bubliny (Obr. 1), a
tim dochazi k odd€leni zén jednotlivych vzorkli a cCastecné 1 zabrafiuje jejich

nechténému rozmyvani. Pied vstupem do detektoru vSak musi byt kapalina odplynéna.

Smer tolo
—_—

b
%

Vaduch | | Vaduch

P

Promyvani Veorsl: Promyvani Vzorek

Obr. 1 Schéma pritoku v SFA se vzduchovymi bublinami @

Tyto dvé metody se vyznacuji mohutnéjSim systémem, ktery ma delsi a Sirsi
hadicky, tudiz je vétsi spotieba jak Cinidel, tak 1 vzorkt. Kvili velkému objemu kapalin
a ustanoveni reak¢ni rovnovahy je potieba vice ¢asu pro smichani a celd analyza se tak
prodluzuje. Proto byly vynalézany dal§i metody, které by umoznovaly rychlejsi analyzu

a co nejvetsi miniaturizaci (1) (2).

3.1.1. Prutokova injekcni analyza — FIA

Tato metoda, v pocatcich také nazyvana Nesegmentovana kontinualni pratokova

0 Wt w

analyza, byla vynalezena roku 1975 Ruzi¢kou a Hansenem. Od ptedchozich metod se
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li$i ve zpusobu davkovani vzorku, ktery je narazové vstiikovan do nosného proudu
reagentu, a jiz neni potieba do systému vhanét vzduchové bubliny. Davkovaci ventil ma
vyménitelnou smycku a tim lze ménit davkovany objem. Cely systém (Obr. 2) je
vicekanalovy a postupné dochazi ke spojovani cest v jednu, ktera piechazi v reakcni
civku. V té dochazi k reakci latek kontrolovanou disperzi a vznikd tak koncentracni
gradient (Obr. 3). Disperze muze byt ovlivnéna hned nékolika zpusoby — délkou
misicich trubicek, davkovacim objemem vzorku i1 pritokovou rychlosti. Disperzni
koeficient udava pomér pavodni koncentrace vzorku a koncentrace pti detekci. Z toho
zle vypocitat miru disperze. Pokud se koeficient rovnd hodnoté 2, je vzorek oproti
pocateni koncentraci ziedén v poméru 1:1, disperze je omezena. Velka disperze
nastava az pii hodnotach 10 a vice (1) (2).

Podle typu chemické reakce se vyuzivaji i rizné druhy detektort, optické i
elektrochemické. NejcastéjsSimi optickymi detektory jsou spektrofotometrické a
fluorescencni, ale mohou byt vyuzity i chemiluminiscencni nebo selektivni detektory
(atomova absorpéni spektrometrie). Z elektrochemickych jsou vyuZivany iontoveé
selektivni elektrody, vodivostni nebo amperometrické detektory. Detekce neprobiha az
po ustéaleni rovnovahy, nybrz v prubéhu vzdy v konstantnim ¢ase. Ziskany signal tvori
nesymetricky pik zavislosti sledované veliCiny (nejcastéji absorbance) na ¢ase. Mlzeme
odecitat vysku, plochu a Sitku piku, to vSe zavisi na objemu vzorku, délce trubicek a
rychlosti proudéni. S vétsi koncentraci a del$imi trubi¢kami je 1 pik vyssi a SirSi. Cela
metoda je oproti puvodni CFA rychlejsi, coz umoziuje analyzovat az téméf 4x vice
vzorkd za hodinu. Systém je slozeny z trubi¢ek o mens$im priméru (max. 1mm), a tak
nabizi mensi spotfebu jak vzorku, tak 1 dalSich reagencii. Metodu Ize plné

automatizovat. To vSe se stejnou piesnosti méfeni jako u predchozich metod (3) (2).

VZOREK
PUMPA
i | CONI CT r  UV-VIS DETEKTOR
NOSNA U REAKCNI CIVKY
KAPALINA ll
- - .
REAGENT 1, ODPAD
REAGENT 2 :

Obr. 2 Schéma vicekanalového systému pritokové injekéni analyzy ®)
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Obr. 3 Miseni vzorku s reagenty — FIA @

3.1.2. Sekvencni injekcni analyza — SIA

Metoda SIA je relativné novéjsi (2. Generace prutokovych metod), prvni prace
byla uvefejnéna roku 1990 (Ruzicka), a vznikla jako nastupce pritokové injekéni
analyzy odstranénim jejich nékterych nedostatkid. Cely systém (Obr. 4) byl zjednodusen
na jednokandlovy a vSechny potiebné reagencie a vzorky jsou nasdvany postupné
pomoci dvousmérného pistového Ccerpadla pies vicecestny selekéni ventil. Pro
dokonalej$i promichani reagencii je vyuZivano rychlé zmény sméru toku zpisobené
opa¢nym pohybem pistu Cerpadla, které je pohanéno motorem. Proto neni potieba, aby
reakéni civka byla tak dlouhd jako v pratokové injek¢ni analyze. Opakovanim zmén
sméru toku tak dojde k pozadované disperzi a koncentracnimu gradientu (Obr. 5).
Finalni produkt je dale systétmem veden do detektoru. Jejich volba opét zavisi na typu
chemické reakce a nijak se neméni od detektorti pouzivanych metodou FIA. Veskeré
kroky jsou pfedem naprogramovany a po spuSténi je vSe fizeno pocitacem.
Naprogramovanim objemu nastfiku vzorku a pritokové rychlosti 1ze ménit vlastnosti
findlniho piku.

Diky moznosti volby objemu aspirovaného vzorku (jednotky az stovky ul) a
opakovanym zménam sméru toku se zvysila disperze jednotlivych zon, teda zefektivnila
reakce, a vyznamné snizila spotieba ¢inidel a vzorku, v porovnani s metodou FIA, kde
¢inidla proudi kontinualng. Dalsi vyhodou je zjednoduSeni systému na jednokanalovy a
pouziti selekéniho ventilu, tudiz je potieba jen jeden ventil a jedno cerpadlo.
Nevyhodou naopak jsou pozadavky na potfebnou pocitatovou techniku a specidlni
ovladaci program. Ale i to mize byt vyhoda, moZnost naprogramovani systému podle

potieb charakterizuje vysokou flexibilitu (4) (2).
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PUMPA MISICI CIVKA

M)

DETEKTOR

ODPAD

'ODPAD
NOSNA VZOREK

KAPALINA

ODPAD
REAGENT1 REAGENT2

Obr. 4 Schéma Sekvenéni injekéni analyzy s vicecestnym selekénim ventilem ©

Vzorek Reagent Detektor

®

Obr. 5 Miseni vzorku s reagenty diky zméné sméru toku — SIA

3.2. Vysokou¢inna kapalinova chromatografie

Chromatografické metody slouzi k oddéleni jednotlivych slozek analytu a zaroven
i k jejich kvalitativnimu i kvantitativnimu stanoveni. Jsou to velmi u¢inné a vyuzivané
separacni metody. Principem déleni latek je ustanovovani rovnovahy analyti mezi
dvéma navzdjem nemisitelnymi slozkami — staciondrni a mobilni fazi. Stacionarni faze
slozky smési zadrzuje riiznou mérou dle jejich afinity k ni, mobilni faze je poté vymyva
riznou rychlosti, ktera zavisi na sile zadrzovani ve stacionarni fazi (Obr. 6). Mobilni
slozka je hybna sila celého systému, analyty po vymyti unasi k detektoru. V kapalinové
chromatografii se jedna o kapalinu. Stacionarni faze mize byt pevna latka nebo
kapalina. Podle pouzitych fazi, techniky a principu separace se rozliSuje nékolik druhi

v

chromatografie. Nejvyznamnéjsi je dnes vysokoucinna kapalinova chromatografie (5).
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Kapalinova chromatografie je charakterizovdna pevnou stacionarni fazi a
kapalnou mobilni. Jako staciondrni faze jsou pouzivané komercné vyrabéné kolony
S riznymi naplnémi. Na chemické struktuie a velikosti ¢astic v kolon¢ zavisi ¢innost
separace. S klesajici velikosti Castic se zvySuje ucinna plocha pro separaci a tim i
ucinnost metody. (Vice o kolonach v kapitole 3.4). Diky chemickym vlastnostem naplni
kolon je mozné analyzovat rizné smési latek rozpustnych ve vod¢, kyselinach ¢i
organickych rozpoustédlech. Princip separace tak muze byt zalozena na adsorpci,
iontové vymeéné 1 sitovém efektu. Podle polarity analyti rozliSujeme dva typy
chromatografie — chromatografie na normalnich fazich a chromatografie na reverznich
fazich (RP-Chromatography). VétSina chromatografickych kolon je zalozena na bazi
silikagelu a podle navazanych ligandl je délime na kolony s polarnim charakterem,
vyuzivané v normalnim moédu, a s nepolarnim charakterem, které jsou vyuZzivané
v reverznim modu chromatografie. Ta dnes jiz prevladad pro svoji Sir$i vyuzitelnost.
Nejvyuzivanéj$imi reverznimi fizemi jsou kolony s navazanym postrannim fetézcem

C8 nebo C18 (5) (6).

¢eluent
vzorek e
Dﬂnogg

-
5 801t
— .o d ..-...
8 c?goouﬂ L ™

o O

5250 analyt
eluat

Obr. 6 Princip separace na kolonach )

V prosté kapalinové chromatografii mobilni faze protéka samospadem pftes
kolonu. To je vSak pomalé a malo ucinné, proto byla vyvinuta metoda, kdy je kapalina
ptes kolonu protlatovana pod vysokym tlakem, dnes oznacovana jako vysokoucinna

kapalinova chromatografie - HPLC (5).
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Fasobnilt MF Pumpa Davkovai Kolona h
=

Obr. 7 Schéma usporadani vysokotéinné kapalinové chromatografie ©

Jednou z hlavnich slozek systému (Obr. 7) je vysokotlaké cerpadlo, diky
kterému je umoznéno prohanét mobilni fazi kolonou pod vyssim tlakem a tak dosdhnout
leps$i ucCinnosti. Je mozné pracovat az do vySe tlaku 40MPa. Dalsi podminkou pro
dosazeni pozadovanych vysledki je kvalitni detektor. Ten musi byt velmi citlivy,
abychom byli schopni detekovat i velmi nizké koncentrace v fadu jednotek ng/ml. Dale
by mél detektor byt co nejvice univerzalni pro moznost analyzy riiznorodych smési.
Pouzivaji se detektory refraktometrické i konduktometrické, ale mezi nejCastéjsi patii
hmotnostni  spektrometr, fluorimetrické detektory a predevSsim detektory
spektrofotometrické.  Nejvice informativni  spektrofotometricky  detektor je
spektrofotometr s diodovym polem, ktery poskytuje 3D obraz zavislosti absorbance na
vinové délce a na Case zaroven (7) (5) (6).

Vysledny chromatogram je zaznam popisujici déje na kolonég, a z pikti na ném lze
vyc¢ist mnoho informaci. Plocha a vyska pika vypovida o kvantité analyzovanych latek a
retencni ¢as napomaha k identifikaci latek, je tedy kvalitativnim ukazatelem. Dostate¢na
vzdalenost od mrtvého objemu a dostatecné rozdéleni jednotlivych pikli zase o
vhodnosti pouzitych mobilnich fazi a spravnosti nastaveni ovladaciho programu (napft.
prutokové rychlosti) pro dané analyzované latky. Dopodrobna Ize zkoumat i symetrie
piki ¢i vySku Sumu. Z naméfenych a vypocitanych hodnot pak 1ze vyhodnotit uc¢innost

konkrétni metody.

3.3. Sekvencni injekéni chromatografie

Sekven¢ni injekéni chromatografie je metoda z roku 2002, kdy byla vyvinuta
tymem Katedry analytické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy. Hlavni
mysSlenkou je zapojeni chromatografické kolony do systému SIA, a tim pfiblizeni
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ucinnosti ke chromatografické separaci. Vyhody tohoto systému lze najit jak z hlediska
finan¢niho, tak i analytického. Dalo by se fici, ze SIC je nizkotlaka a levnéjsi alternativa
k HPLC. Jsou zachovany vyhody SIA, jako je miniaturizace, automatizace i nizka
spotieba vzorku a ¢inidel (8).

Zapojenim kolony do systému se z neseparacni prutokové SIA stala metoda
separa¢ni, a umoziuje analyzovat smés latek v jednom vzorku, coz bez kolony nebylo
mozné. Schéma systému (Obr. 8) a pocatek analyzy je v podstaté totozny se SIA (viz
vySe). Ke zméné dochazi na cesté pied detektorem, kdy je tok kapalin veden na
chromatografickou kolonu, kde dojde k rozdéleni jednotlivych slozek podle vlastnosti
latek 1 kolony (Obr. 9). Az poté vSe putuje k detektoru. Zde uz se opét SIC shoduje se
SIA (9) (3).

Nosnym proudem je mobilni fidze zvolend podle typu kolony a druhu
analyzovanych latek, vétSinou smés metanolu, acetonitrilu a vodné faze. Ve vysledku
opét dochazi k separaci a ziskame chromatogram s piky charakterizovanymi retencnim
casem, vySkou a plochou. Diky modernim detektorim muzZeme analyzovat latky
absorbujici pii riznych vinovych délkach zaroven. Tim je zvySena selektivita metody
(10).

V praxi byly z poc¢atku analyzované pouze tekuté smési obsahujici maximalné pét
riznych latek, rzné 1é¢ivé pripravky (kapky ¢i sirupy). Pozdg€ji byly analyzovany i
tablety nebo krémy, které je vSak potieba v preanalytické fazi upravit, napt. extrakci do

rozpoustédel, a nasledné je mozné je také analyzovat metodou SIC (8).

Aisici civia

KOLONA
U ‘. UV-VIS
R OSHS DETEKTOR
PROUD 099
o ODPAD
ODPAD

ELUENT1A2

Obr. 8 Schéma systému SIC se zapojenim chromatografické kolony @
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Obr. 9Miseni reagenti a separace na koloné metodou SIC @

3.4. Kolony v sekven¢ni injekéni chromatografii

Sekvenc¢ni injekéni chromatografie je, jak uz bylo zminéno, kombinace metod
SIA a HPLC. Jelikoz metoda SIA nevyuzivd zadné kolony, jsou pro SIC vyuzivany
kolony ur¢ené pro HPLC.

Staciondrni chromatografické faze proSly dlouhym vyvojem a ty =zatim
nejmodernéjsi vykazuji mnohem lepsi vlastnosti nez kolony piivodni. VE&fim, ze tento
vyvoj jest¢ zdaleka neni u konce.

V pocatcich byly jako sorbent vyuzivany pfirodni polysacharidy (v gelové
permeacni chromatografii), ale ty nedovolaly pouziti mobilni faze pod vys$Sim tlakem, a
tak nebylo dosazeno pozadovanych rychlosti a analyza trvala dlouho. S feSenim tohoto
problému pfiisel v 70. letech Horvath a Guiochon, kteti pouzili jako napln oxid
kfemicity. Tyto kolony uZ byly stabilni i1 pii tlaku kolem 30MPa. Zde ovSem nastal
problém s difuzi do poért, a tak byly kolony nahrazeny kolonami s neporéznimi
¢asticemi. Tim se vSak zmensil povrch pro interakci slozek analytu a sorbentu, na cemz
je zaloZena separace. Proto se postupné zacaly vyrabét kolony obsahujici mensi a mensi
¢astice, od 10um az do velikosti kolem 2um. Mensi ¢astice vSak vyvolavaly vétsi tlak a
to vyvolalo nové pozadavky na dal$i soucésti systému. Druhym feSenim bylo zkraceni
kolony, ale to je také mozné jen do uréitych rozméru. Cely vyvoj a vSechny pokusy
nakonec vyustily v nedavné dobé v kompromis, ktery je vyuzivan dodnes — kolony
naplnéné Casticemi z neporézniho jadra s porézni povrchovou vrstvou nazyvané ,,fused-

core particle” (11) (12).
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3.4.1. Fused-core kolony

Jejich pivod je v Casticovych staciondrnich fazich, jejichz princip je zalozen na
Casticich s neporéznim jadrem, které jsou obalené tenkou aktivni porézni vrstvou, ktera
tak zvétSuje aktivni povrch. Tato technologie byla vylepSena J. J. Kirklandem a nazvana
fused-core particle. Core vyznacuje neporézni jadro o velikosti 1,7um, které¢ je obaleno
silikagelem ve vrstvé 0,5um (Obr. 10). Oproti tradi¢énim poréznim ¢asticim se lisi ve
velikosti Castic - 2,7um, krat§i cestou difuze diky neporéznimu jadru — maximalné
0,5um, a nasledné mensimu rozmyvani pikti. Diky tomu technologie nabizi vice nez
dvojnasobnou Géinnost a polovi¢ni zpétny tlak nez kolony plnéné poroéznimi ¢asticemi

(11) (12).

Ascentis Express Particle

Diffusion Path

Obr. 10 Schéma fused-core &astice

3.4.1.1. Kolona Ascentis Express RP-Amide

Nejnovejsi rozsiteni fady Supelco kolon jsou fused-core cCastice s vloZzenou
amidovou skupinou. Nabizi zvySenou selektivitu pro separaci polarnich latek, které
mohou byt donorem vodikové vazby (fenoly, karboxylové kyseliny ¢i aminy), a
byly tyto kolony vyrabény v dvoukrokovém procesu, kdy v prvnim kroku doslo
k navazani aminopropylsilanu na holy silikagelovy povrch a az v druhém kroku se
navazoval dlouhy fetézec z palmitoyl chloridu. Jelikoz ale nedochéazelo k reakci na
vSech silanovych fetézcich, byl vytvofen novy postup vyroby. Nyni se pfipojuje amid
jako celek na silikagelovy zaklad (Obr. 11). Tyto kolony jsou kompatibilni se 100%
vodnou fazi, kdezto pokud bychom pustili ¢ist€ vodnou fazi na C8 nebo C18, doslo by

ve vetsing piipadd ke kolapsu fetézci (13).
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Obr. 11 Chemicka struktura kololny Ascentis Express RP-Amide **

3.4.1.2. HILIC chromatografie, kolona Ascentis Express HILIC

HILIC — Hydrofilni interakéni chromatografie je rozsifena chromatografie na
normalni fazi, vhodna pro separaci siln¢ polarnich a hydrofilnich latek, které nemohou
byt analyzovany v systému s obracenymi fazemi, protoze jejich retence je v reverznim
moédu piili§ nizka, ani na béznych normalnich fazich, kde je retence naopak moc
vysoka. Staciondrni faze je velmi hydrofilni, polarnéj$i nez mobilni, pouZiva se silikagel
S navdzanym aminopropylem, iontoménice nebo polarni polymery. Tato faze vaze vodu
z mobilni faze (Obr. 12), a tak zvySuje zadrzovani analytu na koloné. Béhem separace
tedy dochazi k rozdélovani latek mezi dvé vodné faze podle sily polarity. Retenéni
mechanismy jsou zalozeny na proton donor-akceptorovych dipo6l-dipolovych
interakcich (14). Mobilni faze je, na rozdil od stacionarni, podobna fazim pouzivanym
v reverznim modu chromatografie. Pouzivaji Se vodno-organické faze. Dalsim
mechanismem separace je iontova vyména u mnohych staciondrnich fazi. K ovlivnéni
retence lze vyuzit p¥idavku pufrit do mobilni faze. Cim je koncentrace pufru vyssi, tim
je mensi retence latek (7) (13) (14).
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Stacionami faze vrstva vody moblini organicka faze

Obr. 12 Difuzni vrstva vody na povrchu polarniho sorbentu 14

3.5. B vitaminy a vitamin C

Vitaminy obecné délime do dvou skupin — vitaminy rozpustné v tucich, to jsou
vitaminy A, D, E a K, a vitaminy rozpustné¢ ve vodé¢, kam se fadi vitamin C a cela
skupina vitamini B. Touto druhou skupinou se budeme zabyvat v této praci. Jsou to
latky hydrofilni, tudiz, jak uz bylo fec¢eno, rozpustné ve vodé. Piedavkovani u ¢lovéka

je jimi témé&f nemozné.

o C —kyselina L- askorbova
Lékopisny nazev: (R)-5-[(S)-1,2-dihydroxyethyl]-3,4-dihydroxy-5H-furan-2-on

HO——CH,

HO

HO OH

Obr. 13 Chemicky vzorec kyseliny askorbové

Obecné prospésny vitamin, svym antioxidacnim piasobenim brani organismus
proti volnym radikdliim. ZvySuje imunitu, ¢imz napomaha ochran¢ proti nachlazeni a
snizuje rizika daldich onemocnéni, mezi které patii i rakovina. Clovék je jeden z mala
organismil, které si tento vitamin neumi sami nesyntetizovat, a proto je nutné dbat na

jeho piijem potravou. Kyselina askorbova je obsazena ve velkém mnozstvi v ovoci a v
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zelenin€. Nejvice se ji nachazi v Sipku a ¢erném rybizu, dalSimi vyznamnymi zdroji jsou

citrusové plody (16) (17).

o B;—thiamin
Systematicky nazev: 3-[4-amino-2-methyl-5-pyrimidinyl)methyl]-5-(2-hydro-
xyethyl)-4-methylthiazoliniumchlorid

N X NN

Obr. 14 Chemicky vzorec thiaminu **

Ovliviiuje nervovou a svalovou ¢innost véetné srdce, a zlazy s vnitini sekreci.
Jeho aktivni forma thiamindifosfat se jako koenzym uc€astni mnoha reakci, napf.
V pentdézovém cyklu, jehoz produkty jsou potiebné k syntéze nukleovych kyselin. Jeho
nedostatek se nejprve projevuje pouze slabosti, unavou a ztratou chuti k jidlu, ale
postupné se piidavaji horsi ptiznaky, jako deprese, degenerace svala a otoky. Jako zdroj
V potravinach se pfirozené se vyskytuje ve zvifecich vnitinostech, luSténinach a

obilovinach (16) (17).

o B, —riboflavin
Systematicky  nazev:  7,8-dimethyl-10-[(2S,3S,4R)-2,3,4,5-tetrahydoxypentyl]-
3H,10H-benzopteridin-2,4-dion

OH

OH

Obr. 15 Chemicky vzorec riboflavinu 5)

Zluté ptirodni barvivo rozkladajici se plsobenim svétla. Je soucasti mnoha

enzymi, vyznamny v metabolismu bilkovin, AK, lipidd i sacharidi. Aktivni formy
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flavinmononukleotid a flavinadenindinukleotid jsou nezbytné koenzymy dychaciho
fetézce. Je dulezity pro stav kize a o¢i. Nejvice se vyskytuje v mléce a mléénych

vyrobcich ¢i rybach. Znamkou nedostatku jsou napft. popraskané tstni koutky (16) (17).

o Bs—niacin

Systematicky nazev: kyselina pyridin-3-karboxylova

o}

\ OH

F

N

Obr. 16 Chemicky vzorec niacinu 9

Tento vitamin, jinak také znamy jako kyselina nikotinova, je v organismu
pfeménovan na svou druhou formu — nikotinamid (pyridin-3-karboxamid). Tento je
vyuzivam pro syntézu NAD" a NADP”, a tudiz naprosto nezbytny pro zisk energie a
syntézu dalSich latek, napt. steroidnich latek nebo mastnych kyselin, v kterychzto
reakcich slouzi jako koenzymy. Kyselina nikotinova je dobry regulator hladiny
cholesterolu. Organismus je schopny si tento vitamin sam syntetizovat z tryptofanu,
avSak velmi pomalu. Strava chudd na vitamin B3 a zaroven 1 tryptofan zplsobuje
nespavost a nechutenstvi, a mize vést az k onemocnéni zvané pelagra. Pro tu nemoc je
typické hubnuti a zaZivaci potize, dale mize vést ke koZnim problémiim a demenci.
Proto je diilezité piijimat dostatek masa (i rybiho), dale vyskytuje napt. v hraSku nebo

mrkvi (16) (17).
o Bg—pyridoxin
Spolecné oznaceni pro tii latky:

Pyridoxol
Systematicky nazev: 2-methyl-3-hydroxy-4,5-bis(hydroxymethyl)pyridin

| Ng_-CHs
HO
Zon
OH

Obr. 17 Chemicky vzorec pyridoxalu ¥
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Pyridoxal
Systematicky nazev: 3-hydroxy-5-(hydroxymethyl)-2-methyl-4-pyridinkarboxaldehyd

CHO

HO_A~_-CHzOH
N

H,C~ N

Obr. 18 Chemicky vzorec pyridoxalu 9

Pyridoxamin
Systematicky nazev: 2-methyl-3-hydroxy-4-aminomethyl-5-hydroxymethylpyridin

N_-CHs

HO
Z0H

HoN

Obr. 19 Chemicky vzorec pyridoxaminu

Vsechny tyto tii derivaty piechézi v t€le na aktivni formu pyridoxal-5-fosfat, ktery
je opét dilezity kofaktor enzymii metabolizujici sacharidy a aminokyseliny. Jatra, ryby,

kvasnice a brambory jsou dobry zdroj tohoto vitaminu (16) (17).

o Bg— kyselina listova
Systematicky nazev: N-[-4[[(2-amino-1,4-dihydro-4-oxo0-6-pteridi-

nyl)methyllamino] benzoyl]-L-glutamova kyselina

Obr. 20 Chemicky vzorec kyseliny listové (15

Tato kyselina je potfebné pro syntézu nukleotidli, kde plsobi jako kofaktor jeji
aktivni forma tetrahydrofolat. Velmi dualezitou roli hraje v téhotenstvi, jelikoz
napomaha a podporuje déleni bunék, diferenciaci tkani a celkové vyvoj plodu. Jak jiz
nazev napovida, tento vitamin se vyskytuje pfevazné v listové zelenin¢ (brokolice,

Spenat), avSak pozor, vafenim se ji znici az 95% (16) (17).
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Dale mezi B vitaminy patfi jest¢ Bs — kyselina pantotenova, B — biotin a By, —

kobalamin, ale tém jsme se v této praci nevénovali.

Pro stanoveni téchto vitaminli se nejcastéji pouziva vysokoucinnd kapalinova
chromatografie s UV-detekci. Pouze kyselina pantothenova v UV oblasti neabsorbuje a
je potifeba ji derivatizovat, poté¢ se detekuje fluorescencné. Tomu uz se tato prace

nevénuje.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1. Pouzité ptistroje a pomicky

Systém SIChrom™ (FIAlab®, WA, USA)

Analytické vahy Sartorius 2004 MP, SRN

Kolony Ascentis Express, Sigma-Aldrich, Supelco Analytical, Bellefonte, PA, USA
Ascentis Expres RP-Amide, 3 cm x 4,6 mm, 2,7 um
Ascentis Express HILIC, 3 cm x 4,6 mm, 2,7 um

Ultrazvukova lazen Bandelin SONOREX RK 52, Berlin, SRN

Digitalni pH metr, Hanna Instruments

Automatické pipety, Biohit

4.2. Pouzité chemikalie

Riboflavin, ¢istota > 98 %, Sigma Aldrich

Thiamin, ¢istota > 99%, Sigma Aldrich

Kyselina listova, ¢istota > 97%, Sigma Aldrich
Nikotinamid, ¢istota > 99,5%, Sigma Aldrich

Kyselina askorbova, ¢istota > 99,0 %, Sigma Aldrich
Pyridoxin, Cistota > 98%, Sigma Aldrich

Kofein, ¢istota > 99,0%, Fluka

Taurin, Cistota > 99%, Sigma Aldrich

Acetonitril, gradient grade for HPLC > 99,9%, Sigma Aldrich
Metanol, gradient grade for HPLC > 99,9%, Sigma Aldrich
Kyselina fosforecna 85% (p.a.), Fluka

Superc¢ista voda Milipore

Octan amonny p.a., Balex

4.3. Energeticky napoj Big Shock! 500 ml

Energeticky napoj s vysokym obsahem pfirodniho kofeinu, taurinu a vitamint. Je

vhodny jako dopln¢k vyZivy pfi zvySeném télesném ¢i psychickém vykonu.
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Slozeni (500ml):

Kofein 160 mg
Taurin 2000 mg
E 300 Kyselina L-askorobva (Vitamin C) 120 mg
Niacin 24 mg
Kyselina pantotenova 9 mg
Vitamin B6 2,1 mg
Vutamin B2 2,1 mg
Kyselina listova 300 ug
Pitna voda

Cukr

E 330 Kyselina citronova

Energetickd hodnota ve 100 ml 217 kJ

4.4. Parametry chromatografickych metod

Z chromatogramu, jakozto grafického zdznamu odezvy detektoru, vycteme
hodnotu absorbance zavislou na koncentraci a retenc¢ni ¢as dané latky. Zpracovanim
téchto hodnot zcelého meéfeni vypocitdme charakteristiky metody, jeZz vypovi o
vhodnosti a moznostech pouZiti metody v praxi. Mezi tyto charakteristiky patii linearita

- kalibrace, piesnost - opakovatelnost a spravnost.

4.4.1. Linearita - kalibrace

Linearita vyjadfuje pfimkovou zavislost dvou proménnych — odezvou detektoru
(hodnota absorbance) a koncentraci analytu. Tésnost vzdjemné zavislosti je
charakterizovana korela¢nim koeficientem r — ¢im vice se blizi hodnoté 1, tim vice je

zavislost tésné€jsi (hodnota 1 vyjadiuje absolutni linearnost).

> (-0 -1
2 =0T - e

X,y — vyjadiuji konkrétni hodnoty proménnych

Correl(X T =

X, y - vyjadiuji priméry proménnych fad
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4.4.2. Presnost - Opakovatelnost

Piesnost vyjadiuje miru shody vysledki n€kolika méfeni totozného vzorku.
Vyjadiuje vliv ndhodnych, nepravidelnych chyb a vypocitd se jako smérodatna

odchylka podle vzorce:

T
SMODCH = n , kde plati:

X - vyjadfuje jednotlivé hodnoty charakteristiky piku (v nasem piipadé¢ vyska piku,

pouziva se i plocha piku nebo pomér ploch vzorku a standardu)

X- prumér hodnot

n - pocet hodnot minus 1

Mg¢fteni za stejnych podminek, se stejnymi ¢inidly a pfistroji, tymz pracovnikem a ve
stejné laboratofi je ozna¢ovano jako opakovatelnost, jedna z urovni piesnosti. UrCuje,
jak se jednotlivé hodnoty lisi od primérné hodnoty. Vyjadiuje se jako relativni
smérodatna odchylka v procentech podle vzorce:

SMODCH

4.4.3. Spravnost

Jedna se o presnost od pfipravy vzorku aZ po jeho analyzu. Hodnoti pfitomnost
soustavné chyby, shodu vysledku se spravnou hodnotou. Porovnava se n¢kolik stejnych,

samostatné pfipravenych vzorkl se vzorkem z pfesného mnozstvi standardu.

— hU
(hv+s _hv)

R - 100, kdy:

hy — odezva vzorku (vyska piku)
hy+s — 0dezva vzorku s pfidavkem standardu (vyska piku)
Spravnost byva také oznacCovana jako vytéznost, a hodnota R byla se méla

pohybovat v rozmezi 95% - 105% (18) (7).

4.5. Ptiprava mobilnich fazi, standardd a vzorki

Priprava mobilnich fazi
Pro piipravu mobilni faze pro méfeni na koloné¢ HILIC byl nejprve pfipraven
zasobni pufr octanu amonného o potfebné koncentraci. Poté bylo v odmémém valci
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odméfeno pozadované mnozstvi acetonitrilu a nasledné pufru, roztok byl dikladné
protiepan a kyselinou fosfore¢nou 85% upraven na pozadované pH. Nakonec byl roztok
odplynén Vv ultrazvukové 1azni alespon pét minut.

Pro méfeni na kolon¢ RP-Amide byly pouzity odlisné mobilni faze. Nejprve bylo
odméteno pozadované mnozstvi destilované vody a pomoci kyseliny fosfore¢né 85%
upraveno na pH 1,8. Roztok byl promichan a odplynén v ultrazvukové 1azni. Pro méteni
s gradientem byl jako druha mobilni faze pouzit acetonitril fedény prvni mobilni fazi

(destilovana voda s H3PO,4 pH 1,8) v pozadovaném poméru.

Priprava zasobnich roztoku standardii a vzorku

Podle pozadované koncentrace Img/ml a vysledného objemu byla vypoctena
navazka standardu. Latka byla navdZzena na analytickych vahéch, kvantitativné
pfevedena do odmérné baiky a rozpusSténa v destilované vod¢. Odmeérna banka byla
doplnéna po rysku, roztok byl protfepan a opct odplynén.

Pro pfipravu pracovnich roztokl standardl a vzorkl bylo odpipetovano potiebné

mnozstvi roztoku standardt a doplnéno mobilni fazi do 1ml.

4.6. Testovani na koloné HILIC

Analyza byla zapocata nejprve s jednotlivymi standardy a pozdéji byly postupné
tvofeny rizné smési. Pro nastfik bylo pouzito 10ul roztoku standardu v celkovém
objemu 1 ml, ¢ili koncentrace 10pg/ml. Méteno bylo pii vinovych délkach A = 220
(tmavé modrd barva), 272 (zelend barva) a 290nm (svétle modra barva). Pritokova
rychlost byla nastavena na 10ul/s. Pro analyzu byl pouzit nasledujici program
(Tabulka 1):
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Tabulka 1 Program analyzy na kolon& HILIC bez koncentra¢niho gradientu

Jednotka Piikaz / Déj

Vicecestny ventil Piepnout do polohy 2

Pumpa Nasat 3800ul mobilni faze rychlosti 70ul/s
Pumpa Vyckat do konce a poté jesté 4s

Vicecestny ventil Piepnout do polohy 4

Pumpa Nasat 10ul vzorku rychlosti 10ul/s

Pumpa Vyckat na dokonceni akce

Vicecestny ventil Piepnout do polohy 3

Pumpa Vytlacit objem 3810pl na kolonu rychlosti 10ul/s
Pumpa Vyckat 10s

Spektrometr Skenovani absorbance a referen¢niho spektra
Pumpa Vyckat do konce akce

Spektrometr Konec skenovani

V prvni sérii analyz byl jako mobilni faze pouZivan acetonitril fedény pufrem
octanem amonnym 10mM vpoméru 70 : 30, pH 5. Byly testovany standardy
nikotinamidu, pyridoxinu a kyseliny askorbové, pro které se ukdzalo toto sloZeni

mobilni faze vhodné (Obr. 21).

Time Series by Channel
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Obr. 21 Chromatogram kyseliny askorbové (1) A=272 nm, nikotinamidu (2) 2=220 nm a pyridoxinu (3)
A=290nm, ¢ = 10 ug/ml , mobilni faze 70 : 30, pH 5
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Ptidanim acetonitrilu bylo docileno vétSiho zadrzovani latek na koloné€, coz mélo
zpusobit Vyssi rozliSeni pikii. To se ale nepovedlo, protoze se kazda latka pohybuje

jinak rychle a dochazelo ke zméné poiadi eluce nebo koeluci piku.

Problém nastal u thiaminu, ktery byl pti pouziti faze 70 : 30 (ACN : pufr) na
kolon¢ pfili§ zadrzovan a jeho pik se eluoval az v nasledujicim nastfiku mobilni faze.
Proto byl zménén pomér slozeni mobilni faze na 60 : 40 (ACN : pufr), ¢im byla snizena
retence thiaminu, a jeho pik se eluoval uz v prvnim nastfiku. To ale nebylo vhodné pro
ptredchozi standardy, doslo ke spojeni piki nikotinamidu a pyridoxinu. Dalsi pokus o
zménu separace thiaminu byl otestovan zménou pH. Snizenim pH na hodnotu 4 byl

ziskéan pik thiaminu v prvnim nasttiku i za pouziti mobilni faze v poméru 70 : 30.

V dalsim kroku byla testovana kyselina listova a riboflavin. Pti pouziti mobilni
faze 70 : 30 (ACN : pufr) pH 5 se ob¢ dvé latky vymyvaly ve stejném cCase. Pro
rozdéleni byla nejdfive vyzkouSena zména pH, to ale nemélo zadny vliv. DalSim
pokusem o rozdéleni byla zména slozeni mobilni faze na pomér 60 : 40 (ACN : pufr)

pH 5. Tentokrat jiz doslo k mirnému posunu (Obr. 22).

Time Series by Channel
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Obr. 22 Piekryv chromatogramu kyseliny listové (1) A=290nm a riboflavinu (2) 2=272nm, ¢ = 10 pg/ml,
mobilni faze 60 : 40, pH 5

Ale kvili velmi kratkym a podobnym reten¢nim casiim nebylo toto slozeni
mobilni faze vhodné pro smeés vSech Sesti latek, jelikoz se piky ptekryvaly nebo

spojovaly. Nepomohla ani zména mobilni faze na metanol : pufr v riznych pomérech.
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Dale byl tedy testovan vliv zmény sily pufru, pivodni koncentrace 10mM
octanu amonného byla zvySena na koncentraci 20mM. pH=5 i pomér ACN a pufru
70 : 30 byl ponechan, ale nebyl znat zadny vyznamny rozdil. A to ani pii snizeni pH
nebo zméné poméru slozeni mobilni faze. Postupné byly vyzkouSeny i nizsi
koncentrace pufrid 5mM, 2,5mM a 1,25mM. Pufrem o koncentraci 5mM byl acetonitril
fedén opét v poméru 70 : 30 (ACN : pufr), pH 5 a 3,3. Slabsi pufry byly ponechany na
pH 5 a mobilni faze byla ve slozeni 90 : 10 (ACN : pufr). Ani tentokrat nebylo
dosazeno pozadovanych vysledkl, nckteré latky byly dokonce vymyvany z kolony
ihned s mrtvym objemem.

Pro pfedchozi netspéchy byla vyzkousena metoda s koncentracnim gradientem
dvou mobilnich fazi. Acetonitril byl fedén pufrem 1,25mM. Mobilni faze 1 byla
v poméru 90 : 10 (ACN : pufr) a faze 2 v poméru 50 : 50. Program byl nésledujici
(Tabulka 2):
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Tabulka 2 Program analyzy na kolon& HILIC s koncentraénim gradientem tvofenym dvéma fazemi

Jednotka

Piikaz / Déj

Vicecestny ventil

Ptepnout do polohy 2

Pumpa

Nasat 2000l mobilni faze 1 rychlosti 70ul/s, vyckat do konce

Vicecestny ventil

Ptepnout do polohy 4

Pumpa

Nasat 10ul vzorku rychlosti 10ul/s, vyckat do konce

Vicecestny ventil

Ptepnout do polohy 3

Pumpa Vytlacit objem 2010ul na kolonu rychlosti 10ul/s
Spektrometr Skenovani absorbance a referen¢niho spektra

Pumpa Vyckat do konce akce

Vicecestny ventil Piepnout do polohy 8

Pumpa Nasat 3800l mobilni faze 2 rychlosti 70ul/s, vyckat do konce
Vicecestny ventil Piepnout do polohy 3

Pumpa Vytlacit objem 3800pul na kolonu rychlosti 10ul/s
Spektrometr Skenovani absorbance a referen¢niho spektra

Pumpa Vyckat do konce akce

Vicecelstny ventil | Pfepnout do polohy 2

Pumpa Nasat 2000l mobilni faze 1 rychlosti 70ul/s, vy€kat do konce
Vicecestny ventil Ptepnout do polohy 3

Pumpa Vytlacit objem 2000u1 na kolonu rychlosti 10ul/s
Spektrometr Skenovani absorbance a referencniho spektra

Pumpa Vyckat do konce akce

Spektrometr Konec skenovani
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Ani s vyuzitim ptidavku standardi se vétSinu latek nepodafilo identifikovat.

S jistotou se podaftilo ur¢it jen pik nikotinamidu a pyridoxinu (Obr. 23).
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Obr. 23 Chromatogram gradientové eluce: 1 nikotinamid A=220nm, 2 pyridoxin A=290nm (c = 10 pg/ml)

Ptes vSechny pokusy, neschopnost najit vyhovujici mobilni faze pro vSechny
latky, a diky velké neptehlednosti chromatogramu vsech latek byla kolona Ascentis
Express HILIC oznacena za nevhodnou, a nadale jiz nebyla pouzivana. Nebyla tudiz ani

vyhodnocena pomoci parametrti chromatografickych metod, nebylo by to realné.

4.7. Testovani na koloné RP-Amide

Tato kolona mé podobné vlastnosti jako RP-C18, ale diky amidické skupiné v
uhlikatych fetézcich je kompatibilni s vodou (brani kolapsu faze), a to umoznilo pouzit

nové a odlisné mobilni faze.
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Analyza probihala za stejnych podminek jako pfi testovand na prvni koloné.
Nastfik 10pl roztoku standardu v celkovém objemu 1 ml, ¢ili koncentrace 10pg/ml.
Meéieno bylo opét pii vinovych délkach A =220, 272 a 290nm. Pritokova rychlost byla

ponechana na 10ul/s. Pro prvni sérii analyz byl pouzit program z Tabulky 1.

Jako prvni mobilni faze byla pouzita superéista voda upravena kyselinou
fosfore¢nou 85% na pH 2,3. Testovana byla smés thiaminu, kyseliny askorbové,
pyridoxinu a nikotinamidu. Hlavnim rozdilem oproti méfeni na kolon¢ HILIC byla
eluce thiaminu hned po prvnim nastfiku. Bohuzel se kyselina askorbova a nikotinamid
eluovaly ve velmi blizkych casech a jejich piky byly spojené. Ptfidanim kyseliny
fosfore¢né 85% a snizenim pH mobilni faze na 1,8 se nam podafilo tyto piky ¢astecné

oddglit (Obr. 24).
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Obr. 24 Chromatogram thiaminu (1) A=272nm, nikotinamidu (2) A=220nm, kyseliny askorbové (3)
A=290nm a pyridoxinu (4), ¢ = 10 pg/ml, pH 1,8

V dal$im kroku byl vyzkouSen tento program na vzorek energetického népoje
SHOCK!, ktery byl pozdéji pouzit pro stanoveni vytéznosti, proto bylo potieba, aby
metoda vyhovovala i pro jeho analyzu. BohuZel se tak nestalo. Na chromatogramu se

ukazovalo mén¢ pikli nez byl pocet vitamini obsazenych v napoji. Nékteré latky se
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z kolony vubec nevyplavovaly, a tak bylo pfikroceno k metod¢ s gradientem dvou

mobilnich fazi.

Byl analyzovéan vzorek, ve kterém byl obsazen 5x fedény napoj mobilni fazi.
Prvni mobilni faze byla ponechéana stejna (voda upravena kyselinou fosfore¢nou 85% na
pH 1,8) a jako druha mobilni faze byl ptidan 50% acetonitril. Druhd faze uz vymyvala
z kolony dalsi latky, avSak nékolik najednou (ziskali jsme jeden vysoky, nesoumérny
pik). Upravou sily 2. mobilni fize byl testovan vliv na smés latek vymyvanych
najednou. Snizovanim koncentrace acetonitrilu az na 15% bylo dosazeno poZzadovanych
zmén. Latky byly z kolony vymyvany pozd€ji a samostatné. Porovnani ukazuje

nasledujici obrazek (Obr. 25).
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Obr. 25 Porovnani chromatogramii s odli$nou mobilni fazi ¢.2

Vzhledem Kk nizkym koncentracim nékterych latek v napoji byla tato metoda
vyzkousSena jesté na smes standardii stejnych latek, a to sice kofeinu, kyselin askorbové
a listové, riboflavinu, nikotinamidu a pyridoxinu. VSechny standardy byly ve vzorku

v koncentraci 25ug/ml. Jejich separace je znazornéna na Obr. 26.
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Time Series by Channel
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Obr. 26 Chromatogram Nikotiamidu (1) A=220nm, kyseliny askorbové (2) A=220nm, pyridoxinu (3)
A=290nm, kyseliny listové (4) A=272nm, kofeinu (5) A=272nm a riboflavinu (6) A==290nm, ¢ = 10 pg/ml

Nasledné jesté byla upravena koncentrace mobilni faze 2 na 12% acetonitril, a
byla mirn¢ zkracena délka programu. Vzhledem k nizkym retencnim casim nebylo
nutné promyvat kolonu mobilni fazi zbyte¢né¢ dlouho. Findlni program analyzy je
zaznamenan vySe v Tabulce 2. S timto programem byla na konci zméfena kalibrace,

opakovatelnost 1 vytéznost metody.

Ve findle byl stejnym programem analyzovan i vzorek napoje SHOCK!, kvili
vysokym koncentracim latek byl 20x nafedén 5% kyselinou fosfore¢nou. Na

chromatogramu jsme ziskali pik kyseliny askorbové a kofeinu.

Time Series by Channel
2
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Obr. 27 Chromatogram napoje SHOCK! 20x zfedéného — kyslina askorbova (1) A=220nm, kofein (2)
A=272nm
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4.8. Vysledky — kolona RP-Amide

4.8.1. Kalibrace

Kalibrace byla provedena se smési 6 standardi, a to téchto latek: kyseliny
listové, nikotinamidu, pyridoxinu, kyseliny askorbové, riboflavinu a kofeinu. Po¢atecni
koncentrace vSech latek byla 25ug/ml, postupnym dvojkovym fedénim bylo dosazeno
az koncentrace 0,78ug/ml. Byly sestrojeny kalibra¢ni kiivky pro kazdou latku a
vypocitan jejich korelacni koeficient. Ty jsou zaznamenany v nésledujicich tabulkach
(Tabulka 3 — 8).

Tabulka 3 Kalibra¢ni ptimka nikotinamidu

c vyska
Kalibra¢ni piimka: y =0,013x + 0,056 R>=0,988
(ng/ml) piku
25
0,4035 0.45
0,4 /
12,5 0,222 0,35
0,3

6,25 0,144 0,25 /
0,2

3125 | 01245 || " T o
0,1 /

0,05 -

1,563 0,0615

0,781 0,0625
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Tabulka 4 Kalibraéni ptimka kyseliny askorbové

c vyska
Kalibra¢ni pfimka: y =0,047x - 0,070 2=0,985
(ng/ml) piku
25 1,167 14
1,2
’ <
12,5 0,482
1
6,25 0,151 0,8
0,6
(4
3,125 | 0,0705 0,4
0,2 *
1,563 | 0,0355 o | | | | | |
(P 5 10 15 20 25 30
-0,2
0,781 0,028
Tabulka 5 Kalibraé¢ni ptimka pyridoxinu
c vyska
Kalibra¢ni piimka: y = 0,005x + 0,022 R>= 0,985
(ng/ml) piku
25 0,1685
0,18
0,16 P
12,5 0,0895 0,14
0,12
6,25 0,1
0,057 Py
0,08
3,125 0,0525 0,06 /
0,04
&
0,02 &
1,563 | 0,0295 o | | | | | |
0 5 10 15 20 25 30
0,781 0,021
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Tabulka 6 Kalibraéni ptimka Kyseliny listové

c vyska
Kalibra¢ni pfimka: y =0,017x + 0,021 2=0,982
(pg/ml) piku
25 0,429 05
0,45
L 2
12,5 0,271 0.4
0,35
0,3
6,25
0,142 0,25 *
0,2
3,125 0,069 0,15
» /}/
1,563 0,036 0,05 &
O T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
0,781 | 0,0235

Tabulka 7 Kalibraéni ptimka kofeinu

c vyska
Kalibraéni ptimka: y = 0,033x + 0,005 R?2=0,999
(ng/ml) piku

25 0,829 0,9
0,8 A

12,5 0,434 0,7

0,6

6,25 0,214 0,5
'

3125 | 0,1045 03
0,2 /

0,1
1,563 0,0555 /

0 5 10 15 20 25 30

0,781 0,028
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Tabulka 8 Kalibraéni ptimka riboflavinu

c vyska
Kalibra¢ni pfimka: y =0,011x - 0,004 R2=0,994
(ng/ml) piku
25 0,2835 0,3
0,25 /
12,5 0,1215
0,2
6,25 0,068 o1
2
3,125 0,0305 01 /
0,05
1,563 0,0165 /
0 T T T T T 1

0,781 0,0075

Pozadavek na linearitu byl splnén pouze u kofeinu, kde korela¢ni koeficient
vysel 0,999. Vysledky ostatnich latek neodpovidaji predepsanym pozadavkim pro
validovanou metodu. Z vysledki byly uréeny i limity detekce (0,25 pg/ml) a
kvantifikace (trojnasobna hodnota limitu detekce), (0,75 pg/ml) pro vSechny

stanovované latky.

4.8.2. Opakovatelnost

Byl opakované davkovan vzorek obsahujici nikotinamid, kyselinu askorbovou,
pyridoxin, kyselinu listovou, kofein a riboflavin, vSechny o jednotné koncentraci ve
vzorku. Opakovatelnost byla provedena pti koncentracich standardd 5, 10 a 20pg/ml.
Bylo nadavkovéno 7 stejnych nastfikii pii kazdé koncentraci. Byly spocitany

smérodatné odchylky. Vysledky jsou obsazeny v tabulkéach 9-14.
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Tabulka 9 Opakovatelnost se standardem nikotinamidu

Koncentrace Spg/ml

Koncentrace 10pg/ml

Koncentrace 20pg/ml

Vzorek &. Vyska Retencni Vyska Retencni Vyska Retenc¢ni

piku cas piku cas piku cas

1 0,128 38 0,173 37,7 0,342 37,6

2 0,136 37,3 0,181 37,7 0,271 37,8

3 0,11 37,3 0,186 37,8 0,299 37,9

4 0,115 37,2 0,195 37,5 0,272 38,1

5 0,092 37,2 0,201 37,3 0,28 38,2

6 0,132 35,4 0,183 37,7 0,32 37,9

7 0,139 37,5 0,142 37,7 0,356 38,3
9 0,121714 | 37,12857 | 0,180143 | 37,62857 | 0,305714 | 37,97143
SMODCH | 0,015645 | 0,751597 | 0,017748 | 0,157791 | 0,031842 | 0,224972
RSD (%) | 12,85412 | 2,024309 | 9,851995 | 0,419338 | 10,41564 | 0,592476

Tabulka 10 Opakovatelnost se standardem kyseliny askorbové

Koncentrace 5pg/ml

Koncentrace 10pug/ml

Koncentrace 20pg/ml

Vzorek & Vyska Retencni Vyska Retencni Vyska Retencni
piku cas piku ¢as piku ¢as

1 0,105 43,6 0,203 44,5 0,501 44

2 0,111 43,6 0,203 43,7 0,544 438

3 0,093 43,6 0,203 44,2 0,557 43,9

4 0,096 43 0,206 43,9 0,496 437

5 0,099 43,2 0,199 43,7 0,47 438

6 0,095 38,2 0,197 44,1 0,466 439

7 0,096 431 0,172 435 0,475 443

@ 0,099286 | 42,61429 | 0,197571 | 43,94286 | 0,501286 | 43,91429
SMODCH | 0005969 | 1,817713 | 0,010795 | 0,320077 | 0,033533 | 0,180702
RSD (%) | 6,012254 | 4,265502 | 5463814 | 0,728393 | 6,689481 | 0,411487
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Tabulka 11 Opakovatelnost se standardem pyridoxinu

Koncentrace Spg/ml

Koncentrace 10pug/ml

Koncentrace 20pug/ml

Vzorek & Vyska Retencni Vyska Retencni Vyska Retencni
piku cas piku cas piku cas
1 0,07 51,2 0,109 49,3 0,399 44,8
2 0,073 51,2 0,116 48,1 0,389 44,2
3 0,069 50,8 0,12 48,6 0,384 44,7
4 0,074 51 0,113 48,3 0,362 44,5
5 0,073 51,2 0,115 48,1 0,366 44,6
6 0,073 51,4 0,109 48,5 0,382 44,3
7 0,073 51,1 0,116 48,3 0,39 451
9 0,072143 | 51,12857 | 0,114 | 4845714 | 0,381714 44,6
SMODCH | 0001726 | 0,174964 | 0,003703 | 0,38492 | 0,012314 | 0,282843
RSD (%) | 2,392682 | 0,342203 | 3,248492 | 0,794351 | 3,225952 | 0,634176
Tabulka 12 Opakovatelnost se standardem kyseliny listové
Koncentrace Spg/ml Koncentrace 10pug/ml | Koncentrace 20pg/ml
Vzorek & Vyska Retencni Vyska Retencni Vyska Retencni
piku cas piku cas piku cas
1 0,082 208,3 0,183 2174 0,258 216,3
2 0,096 208,3 0,19 216,8 0,279 216,5
3 0,107 208,5 0,193 216,3 0,282 2171
4 0,114 208,3 0,184 216,2 0,282 216,9
5 0,111 214,2 0,191 216 0,274 216,9
6 0,115 208,2 0,191 216,1 0,279 216,9
7 0,116 208,1 0,201 2158 0,281 2176
2 0,105857 | 209,1286 | 0,190429 | 216,3714 | 0,276429 | 216,8857
SMODCH | 001163 | 2,073447 | 0,005551 | 0,509101 | 0,007944 | 0,387035
RSD (%) | 10,98685 | 0,99147 | 2,915133 | 0,23529 | 2,873682 | 0,178451
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Tabulka 13 Opakovatelnost se standardem kofeinu

Koncentrace Spg/ml

Koncentrace 10pug/ml

Koncentrace 20pug/ml

Vzorek & Vyska Reten¢ni Vyska Retencni Vyska Retenéni
piku cas piku cas piku cas
1 0,171 215,9 0,322 222,2 0,659 221,1
2 0,173 2159 0,34 221,2 0,664 220,9
3 0,177 216,1 0,339 221,1 0,659 221,4
4 0,169 215,9 0,338 221 0,669 2217
5 0,17 2218 0,336 220,8 0,67 2213
6 0,174 215,8 0,323 220,9 0,665 2214
7 0,18 215,7 0,333 220,6 0,656 222
9 0,173429 | 216,7286 | 0,333 | 221,1143 | 0,663143 | 2214
SMODCH | 0003659 | 2,073447 | 0,006969 | 0,47937 | 0,00494 | 0,338062
RSD (%) | 2,109761 | 0,956702 | 2,092889 | 0,216798 | 0,745007 | 0,152693
Tabulka 14 Opakovatelnost se standardem riboflavinu
Koncentrace Spg/ml Koncentrace 10pg/ml | Koncentrace 20pg/ml
Vzorek & Vyska Retencni Vyska Retencni Vyska Retencni
piku cas piku cas piku cas
1 0,064 245,1 0,68 279,4 0,182 265,8
2 0,056 244.7 0,107 262 0,22 262,1
3 0,049 252,5 0,1 263,7 0,138 2778
4 0,053 249.8 0,93 265,4 0,164 269,5
5 0,051 257,4 0,108 260,7 0,156 2732
6 0,057 249.8 0,077 2775 0,222 262,5
7 0,053 249,7 0,102 260,5 0,15 274
2 0,054714 | 249,8571 | 0,300571 | 267,0286 | 0,176 | 269,2714
SMODCH | 0,004558 | 4,020255 | 0,32609 | 7,410362 | 0,031058 | 5,605027
RSD (%) | 8330578 | 1,609021 | 108,4901 | 277512 | 17,64634 | 2,081553
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Pozadavek pro opakovatelnost je dan hodnotou RSD < 1%. Tato hodnota byla
dosazena pouze pii méteni opakovatelnosti retenénich ¢ast, a bohuzel ani ne u vSech
latek ve vSech 3 koncentracich. Co se tyce hodnot absorbance, tak vyhovujici vysledek
byl ziskan pouze pifi méfeni opakovatelnosti kofeinu o koncentraci 20pg/ml. Ostatni

vysledky vysoce pievySovaly pozadované hodnoty.

4.8.3. Spravnost

Byl analyzovan energeticky napoj SHOCK! obsahujici nami vybrané vitaminy.
Tento napoj byl nejprve 20x nafedén a poté méfen stejné jako ostatni vzorky. Dale byly
zméteny roztoky standardi kyseliny askorbové a kofeinu o koncentraci odpovidajici
mnozstvi téchto latek v napoji 20X fedéném. Kazdy vzorek byl zméfen 3x a byl
vypocitan priimér. Napoj obsahoval i vitaminy ze skupiny B, ale jejich mnozstvi v ném
bylo pfili§ malé, a po natedéni vzorku nebyly nasi metodou detekovatelné. Proto byla
vytéznost spoéitana jen pro kyselinu askorbovou a pro kofein. Dle nasledujicich
vysledku (Tabulka 15 a 16) je vidét, Ze vyvijena metoda neni dostate¢né spolehliva.

S pozadovanou spolehlivosti se podafil stanovit pouze kofein.

Tabulka 15 VytéZznost kyseliny askorbové

9] @ Odezva
Vzorek | Odezva SD RSD vzorku se SD RSD R (%)

vzorku standardy

1 0,23867 | 0,01799 | 7,53673 0,398 0,01257 | 3,15824 | 149,79%

2 0,24167 | 0,01799 | 7,28036 0,401 0,0102 | 2,54315 | 151,67%

3 0,19633 | 0,00634 | 3,23027 | 0,35567 | 0,00759 | 2,13305 | 123,22%

4 0,26567 | 0,01497 | 5,63641 | 0,41067 | 0,00772 | 1,8792 | 183,22%

5 0,27667 | 0,00793 | 2,86636 | 0,42167 | 0,00411 | 0,97461 | 190,80%

6 0,253 | 0,01651 | 6,52673 0,398 0,01023 | 2,57052 | 174,48%

SMODCH (R1-R6) = 23,08%
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Tabulka 16 Vytéznost kofeinu

0] @ Odezva
Vzorek | Odezva SD RSD vzorku se SD RSD R (%)

vzorku standardy

1 0,45433 | 0,00544 | 1,19659 0,972 0,00216 | 0,22225 | 87,77%

2 0,48233 | 0,01401 | 2,90420 1,00 0,00909 | 0,90921 | 93,17%

3 0,479 0,00942 | 1,96582 | 0,99667 | 0,00736 | 0,73882 | 92,53%

4 0,47367 | 0,00206 | 0,43381 | 0,99533 | 0,0045 | 0,4518 | 90,80%

5 0,50267 | 0,0231 | 4,59526 | 1,00467 | 0,00881 | 0,87656 | 92,59%

6 0,462 0,00712 | 1,54070 | 0,98367 | 0,00929 | 0,94398 | 88,56%

SMODCH (R1-R6) = 2,08%
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5 Zavér

Byly porovnavany dvé rizné kolony pro separaci vybranych vitaminti rozpustnych
ve vode¢. Jednalo se o vitamin C (kyselinu askorbovou) a nékteré vitaminy ze skupiny B.
Pozd¢ji byl k t€émto latkam pfidan jest€¢ kofein, potiebny pro stanoveni s realnym
vzorkem. Kazda kolona méla odlisné vlastnosti a na kazdé byla vyvijena metoda
vhodna pro separaci danych latek. Vhodnéjsi kolona RP-Amide byla otestovana i za
pouziti redlného vzorku — energetického napoje SHOCK!.

Pro méfeni na koloné¢ HILIC nebyla vyvinuta takova metoda, kterd by umoznila
potiebnou separaci vSech latek. Nebylo mozné dosahnout Uplné separace vSech Sesti
analyzovanych latek. NejvétsSim problémem byly kratké retencni Casy latek, a tak
dochazelo ke koeluci vice latek.

Kolona RP-Amide vykazovala lepsi vlastnosti pro separaci vybranych latek.
Metodou gradientové eluce vytvofené dvéma mobilnimi fazemi byl ziskan
chromatogram se Sesti samostatnymi piky, a to pro nikotinamid, kyselinu askorbovou,
pyridoxin, kyselinu listovou, kofein a riboflavin. Pro vSechny latky byl stanoven limit
(0,75 pg/ml), a limit detekce (LOD), jehoz hodnota je rovna jedné tietiné LOQ
(0,25 pg/ml).

Vhodnost vyvinuté metody pro SirS§i pouziti byla testovana pomoci linearity,
opakovatelnosti a vytéznosti. U linearity jsou pozadovany hodnoty korela¢niho
koeficientu > 0,99. Té bylo dosazeno pouze u kofeinu a riboflavinu. Hodnoty u
ostatnich latek byly jesté niz8i. Opakovatelnost, uddvand jako relativni smérodatna
odchylka, je poZzadovana do hodnot RSD < 1%. Ta byla ziskdna pouze pii méteni
opakovatelnosti retencnich ¢ast latek, hodnoty RSD pro absorbanci byly pfili§ vysoké.
Jediné vyhovujici byly opét u kofeinu, a to pouze v koncentraci 20pg/ml. Spravnost
metody byla vyhodnocena jako vytéznost. Pro otestovani vyvinuté metody byl pouzit
energeticky napoj, ktery vSak v detekovatelném mnozstvi obsahoval pouze kofein a
vitamin C. Pro ostatni latky nebylo mozné vytéZnost stanovit. VytéZnost kyseliny
askorbové se pohybovala v rozmezi od 123 do 190%, vytéznost kofeinu 87 — 93%. Tim
nebyl splnén pozadavek na vytéznost, odchylky jsou povoleny v rozmezi 100 £ 5%.

Z uvedenych hodnot vyplyva, Ze vyvinutd metoda neni dostatetn¢ spolehliva pro
SirSi pouziti a tudiZ nemuze byt validovana. Jak je ale znamo zjiz uvefejnénych

vyzkumt a publikaci, neni jednoduché takovou metodu pro sekvencni injekéni
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chromatografii vyvinout. Neopomijejme vSak, ze z nami vybranych latek byl nejlépe
vyhodnocen kofein. Vysledky analyz snim byly velmi blizké pozadavkim pro
validovanou metodu. Proto pokud by se pracovalo pouze s nim a metoda by mohla byt
jesté upravena, aniZz by to narusovalo analyzu dalSich latek, je pravdépodobné, ze by
metoda mohla byt vyhovujici. To v§ak uz nebylo néplni této prace.

Jelikoz se pro kolonu HILIC nepodafilo vyvinout vhodnou metodu, nebylo tedy
mozné u¢innost kolony analyticky vyhodnotit, a tak ani ne ¢iseln¢ porovnat s hodnotami
ziskanymi na koloné¢ RP-Amide, coz si tato prace kladla za cil. Piesto lze s urcitosti fici,

Ze pro nase stanoveni byla vhodné&jsi kolona Ascentis Express RP-Amide.

50



Citovana literatura

1. http://www.natur.cuni.cz. [Online] tinor 2013.
2. Trojanowicz, Marek. Advances in Flow Analysis. Weinheim : WEILY-WCH, 2008.

3. Ruzi¢ka, Jaroslav. Flow Injection Analysis. [CD-ROM] misto neznamé : FIAlab
Instruments, 2007. Sv. 4.

4. Solich, Petr, Pasekova, Hana a PolaSek, Miroslav. Sekven¢ni injek¢ni analyza.

Chemicke listy. 1999, Sv. 93, 6.

5. Karli¢ek, Rolf a kolektiv, a. Analyticka chemie pro farmaceuty. Praha : Karolinum,
2009.

6. McMaster, Marvin. HPLC: A Practical User's Guide. New Jersey : John Wiley &
Sons, Inc., 2007.

7. http://www.hplc.cz/. [Online] tnor 2013.

8. Chocholous, Petr, Solich, Petr a Satinsky, Dalibor. An overview of sequential

injection chromatography. Analytica Chimica Acta. 2007, Sv. 600, 1-2.

9. Chocholus, Petr, a dalsi. Enhanced capabilities of separation in Sequential Injection
Chromatography — Fused-core particle column and its comparison with narrow-bore
monolithic column. Talanta. 2011, Sv. 85, 2.

10. Idris, Abubakr M. a Elgorashe, Rafea E.E. Sequential injection chromatography
against HPLC and CE: Application to separation and quantification of amoxicillin and

clavulanic acid. Microchemical Journal. 2011, Sv. 99, 2.

11. Sykoda, David, a dal$i. Moderni stacionarni faze pro RP-HPLC. Chemické listy.
2007, Sv. 101, 3.

12. Svec, Frantisek. Co dnes hybe kapalinovou chromtografii? Chemické Listy. 2009,
Sv. 103, 4.

13. http://www.sigmaaldrich.com/czech-republic.html. [Online] tnor 2013.

14. Jandera, Pavel. Stationary and mobile phases in hydrophilic interaction

chromatography: a review. Analytica Chimica Acta. 2011, Sv. 629, 1-2.

51



15. http://www.wikiskripta.eu. [Online] Gnor 2013.
16. Svatina, Stépan. Klinickd dietologie. Praha : Grada Publishing a.s., 2008.

17. Ledvina, Miroslav, Stoklasova, Alena a Cerman, Jaroslav. Biochemie pro

studujici mediciny 1. dil. Praha : Karolinum, 2009.

18. Cesky lékopis 2009. Praha : Grada Publishing a.s., 2009.

52



