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1 UvVOD

V souwtasné dob je vyvijena velkd snaha ziskat jednoduchou, rychko spolehlivou
metodiku pro analyziady komeénich vitaminovych preparatu. Vitaminy jsou orgagick
latky esencialni pro lidsky organismus. Lidsky nbelésmus neni schopen vitaminy
syntetizovat, proto je nutné je ziskavat z potraMozna je i suplementace pomoci
vitaminovych dopiki stravy.

Jedna z perspektivnich metod pro komplexni a efektanalyzu vitaminovych
preparai je vysokowinna kapalinova chromatografie — High Performandguid
Chromatography (HPLC). HPLC je vs@msné dob jedna z nejprogresi¥sich
analytickych metodik, ktera nachazi Siroké upiatrve vSech oblastech analyzyilé

Mezi jeji hlavni pednosti pai zejména to, Ze umaije jak kvalitativni, tak
kvantitativni hodnoceni separovanych slozek analgmé snisi. Dale je to jeji rychlost a
citivost, minimalni pateba vzorku, mozZnost automatizace. Oproti plynovéorola-
tografii nabizi mnohem SirSi mnozZstvi analyzovatenlatek diky faktu, Zed&sSina 1€k
neni tkava, ale zato rozpustna ve vhodném rozgollest

Vyuziti HPLC je velmi Siroké a vhodrdopkiuje plynovou chromatografii. Uméaje
analyzovat od anorganickych iégntaZz po polymerni slaeniny. Proto je to vhodna
analytickd metoda nejen pro vitaminy, ale i preatly, cukry, pesticidy, barviva apod.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Historie chromatografie

Nazev chromatografie je spojen se jménem ruskéetemtk@ a chemika M. S. Gta
(1872-1919), ktery jako prvni ro&d listova barviva na skletné koloré naplrené
uhlicitanem vapenatym. Zjistil, Ze barviva postupujidaau nestejnou rychlosti a lze je
¢istym rozpoudtdlem postup#é z kolony vymyt. Tento proces nazval chromatogyafii
kdyz wdél, Ze podoba se budou dit i latky bezbarvé. Je proto povazovan za zakislda
chromatografickych metod, nebgeho poznatky se staly zakladem pro vSechny typy
sloupcovych chromatografickych technik.

V padesatych letech poklesl zajem o kolonovou clatografii v souvislosti
S rozvojem papirové a tenkovrstvé chromatografiébdod konce sedmdesatych let je
vSak ve znameni velkého rozmachu kolonovych chrognafickych metod, zejména
plynové a kapalinové.

Rozvoj kolonové chromatografie souvisi bezptedt® s rozvojem fistrojové
techniky, kterd& umozZznila, Ze upodni separni metoda se stala i jednou
z nejvyznampjSich analytickych metod. Dovoluje separaci i stevani rady
anorganickych, fedevSim vSak organickych latek v memejSich irodnich i
technickych smésich v Sirokém rozfti koncentraci (od desitek do stotisicin procent) a

molekulovych hmotnosti (od 100 dekolika desitek aZ stovek tisfc)

2.2 Princip chromatografie

Chromatografie je &ici metoda, @i niz se distribuuji slozky mezi nepohyblivou
(stacionarni) a pohyblivou (mobilni) fazi. Stacioriafazi mize byt latka pevna nebo
kapalina, mobilni fazi kapalina nebo plyrél€ni snési se dosahne tim, Ze jeji jednotlivé
sloZzky se pohybuji chromatografickym lozem (médiefznou rychlosti, ktera zavisi na
distribweni konstant prislusné slozky v pouZzité soustastacionarni a mobilni faze.
SloZka, jejiz distribéni konstanta je velka, se budie@nosti vyskytovat ve stacionarni
fazi a bude se tedy pohybovat chromatografickymenoZpomaleji nez slozka, jejiz
distribuini konstanta je mala a jeZ se tedy vyskytuje verféabilnf.



Pti chromatografickych metodach se mnohonasobstavuje rovnovaha soéasti
analyzované si#si mezi deéma vzajems nemisitelnymi fdzemi. Mobilni faze vymyva
(eluuje) jednotlivé satasti snsi, které jsou zadrZzovany fazi stacionarni. K sagaedy
dochéazi na zakladrizné afinity élenych latek ke stacionarni a mobilni fazi. Staéarom
faze byva oznsmvana také jako sorbent.

Hybnou silou v chromatografickém systému je tok imbldaze, ktera unési ionty
nebo molekuly. B chromatografickém procesu se ustavuje dynamiok@&avaha mezi

vratnou sorpci na stacionarni fazi a desorpci doilmictaze .

2.3 Rozdéleni chromatografickych metod

Chromatografickych metod je velké mnoZzstvi. Pra&aijelné jejich rozdleni do

urcitych skupin. Vzhledem ke ztiaé riznorodosti se &i podle rekolika hledisek:

» Podle skupenstvi mobilni faze
o Kapalinova chromatografie (Liquid ChromatographyG) — mobilni
fazi je kapalina
o Plynova chromatografie (Gas Chromatography - G@pbilni fazi
je plyn

* Podle usp@&adani stacionarni faze
o Kolonova chromatografie — stacionarni faze je wnst trubici
o Plosné techniky:
= Papirova chromatografie (Paper Chromatography st€io-
narni faze je saidsti chromatografického papiru — dnes je
tato metoda jiz fekonana
= Tenkovrstva chromatografie (Thin Layer Chromatobsap
TLC) stacionarni faze je umésta na pevném plochém

podkladu (nap sklerené nebo hlinikoveé folii).

* Podle povahy dje, ktery prevlada p¥i separaci
0 Rozdlovaci chromatografie
o0 Adsorgni chromatografie

o lontow-vyménna chromatografie



o0 Gelova chromatografie

0 Afinitni chromatografid

» Podle pracovni techniky
o Frontalni chromatografie
o0 Vytésnovaci chromatografie

o Elu¢ni chromatografi®

2.3.1 Plynova chromatografie (GC)

Pri plynové chromatografii je mobilni faze plynnaaké separované slozky jsou
v plynném stavu. Protoipchromatografii kapalnych vzoikje nutné volit teplotu, ip
které jsou molekuly vzorku ve forpar. Nevyhodou je, Zeckteré latky se za vysSich
teplot (za kterych by byly plynné) rozkladaji.

Jako vSechny chromatografie je i plynovA metodopas#ni, @i niz se
analyzovana latka roztlije mezi d¥¢ heterogenni faze. Mobilni faze je vzdy plyn.
Stacionarni faze fize byt kapalina zakotvena na nogGLC - Gas-Liquid Chromatogra-
phy) - toto usptadani je ne&jastjSi. Nebo je stacionarni faze tuha (GSC — Gas-Solid
Chromatography). Stacionarni faze v obatpg@dech psobi selektivd na jednotlivé
separované latky a na zakiadizajemnych interakci dochazi k reékhi (retenci,
zadrzovani) jednotlivych latek v koldna tudiz i jejich rozdilné eluci. Rogéné slozky
jsou unaseny nosnym plynem z kolony a jejich mnojsetzaznamenano detektorem jako
funkcecasu nebo objemu proteklého nosného plynu. Nosny ggywoli podle detekiho
systému, musi byt vZzdy inertni k chromatografick@lni a k analyzovanému vzorku, bez

obsahu vody nebo kysliku. Nejtji se pouziva dusik, argon, vodik nebo heliim

2.3.2 Kapalinova chromatografie (LC)

Kapalinova kolonova chromatografie unioje dleni vSech organickych
negkavych kapalnych i tuhych latek, které jsou rozpéstv EZnych organickych
rozpoustdlech a vod nebo ve #ednych mineralnich kyselinach. Kapalinova
chromatografie zahrnuje vSechny chromatografickésapy separace, kdy je mobilni faze
kapalna. Podle experimentalniho ugmAni mluvime o kapalinové chromatografii
v uzaweném systému (to ipdstavuje klasickou sloupcovou a dnes vysokoiou



kolonovou chromatografii - viz dale) a v ofemém systémuiptzv. ploSném usgadani
(papirova a tenkovrstva chromatografie).

Hlavni vyhodou kapalinové chromatografie je tokagleni latek je mozno vyuZzit
vSechny vratné dvoufazové separiamechanismy — jaké jsou uvedeny v kapitole 2.3..
Tato Sirok& Skala mechanigénposkytuje moznost nalézt dostate selektivni a tinny

chromatograficky systém, jimZ je mozno dosahngquatiiebného rozliseAi

2.3.2.1Papirova chromatografie (PC)

Pri této metod dochazi k dlieni latek pi pratoku rozpoustdla chromatografic-
kym papirem. Dnes je tato metoda jigkonana.

2.3.2.2Tenkovrstva chromatografie (TLC)

NeliSi se piliS od papirové chromatografie. K chromatografroképrocesu zde
dochazi p pratoku mobilni faze tenkou vrstvou jemnozrnného sotbbenebo nose
zakotvené faze, ktery je rozpriest a bd volné uloZzen (nasypan), nebo fixovan na
vhodné podlozce. Podlozkou jeddgkleréena deska, nebo hlinikova folie, goplastova
folie. Tenké vrstvy se hll piipravuji v laboraté, nebo se uzivaji kom&mne vyrakené
desky.

Pro kazdou latku je na chromatogramu specifick@hm| vyjadena hodnotou R
(retertni faktor). Je to pogr vzdalenosti $edu skvrny a vzdalenostela rozpou&tdla od
startyf.

Jako pevné faze se pouziva zejména silikagel, bkidty, kiemiitan hlinity,
polyamidy, celulosa a jeji derivaty,émce ionti i materialy pro gelovou chromatografii a
dalsf®.

2.3.3 Rozdélovaci chromatografie

Podstatou separace je rozdilna rozpustnost slodak/zpované sisi ve dvou
vzajemrg nemisitelnych kapalinach.iiProzdélovaci chromatografii se zpravidla uziva
dvoufazovy systém,itemz jedna faze byva bohatSi na organicka rozpdiasa druha
na vodu. Zakotvena byva faze vodna, a to na pevimgciofilnich nostich, jako je
silikagel, kemelina, Skrob, hydrofilni gely, praSkovana celaldebo filtr&ni papir. Faze
organicka byva zpravidla mobilni. \&kterych specialnichifpadech je vSak vyhodsi

nasytit hydrofobs impregnovany nosiorganickou fazi a fazi vodnou volit jako mobilni.
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Timto uspsadanim s tzv. obracenymi fazemi (reversed phase) ws&tych pripadech

dosahuje lepSihosteni.

, .. tok nepolarni mobilni faze
Rozclovaci chromatografii je P '

mozné uskutnit také mezi plynnou a polarni stiedné nepolarni
slozky polarni slozky slozky

netkavou kapalnou fazi, je-li kapalng

=

Dk i oo o St i T D R s iy
polarni stacionarni faze

B B A AT

zakotvena na vhodném n&isiOpét se

vyuziva rozdilné rozpustnosti éld-

nych slozek v kapalné fazi. SIOZkyObr. & 1: Schéma interakci ' normalnich fazict®

mére rozpustné nebo ckawjSi (za | tok polarni mobilni faze
- 7 Y4 l
dané teploty) jsou vice unaSeny o o —
slozky polarni slozky slozky

nosnym plynem, a tak dochazi k jejidh

deleni*®,

Obr. &. 2: Schéma interakci na obracenych fazic®

2.3.4 Adsorp éni chromatografie

Podstatou adsokpi chromatografie je distribuce mezi stacionarm@bilni fazi
diky rozdilné adsotmi afinitz jednotlivych sloZek analyzované &sif. Adsorpni
chromatografie je jak plynova (v mezifazi plyn -héulatka, GSC), tak i kapalinova (v
mezifazi kapalina — tuha latka, LSC). Jejich vyznawezi ostatnimi chromatografickymi
metodami stale roste, a to diky vyvoji adsoriemdostatené homogennim povrchem
(chemicky i geometricky) pro plynovou i kapalinovalromatografii, dale vyvojem
piistrojové techniky zejména vysoce citlivych detekta kapalinovych chromatogiaf
s vysokym tlakem na vstupu do kolony pro metodu 8BL

Jako adsorbenty musi byt pouzity latky

spliujici nékolik zakladnich pozadavk Vedle

. . . . porézni napli
nerozpustnosti a chemické inertnosti kéelim

systénim i chromatografované latce, maji mijt

velkou adsorgni kapacitu g zachovani reverzni -
naplfi s povrchovou

adsorpce, a daldi. Ngjstji pouzivané adsorbenty pdrovitosti

jsou latky porovité struktury. Podle toho, zda jsg

urceny pro konveéni gravit&ni chromatografii, Obr. & 3 Castice adsorbend pro

o~ - ..5
nebo pro vysokatinnou kapalinovou chromatogra- kolonovou chromatografii

fii (HPLC), maji rozdilné zréni & stavbu castic®. To jsou nafiklad: silikagel, oxid
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hlinity, kiemiitan hdecnaty (Florisil), oxid héecnaty, izné modifikované adsorbenty
piipravené impregnaci silikagelu nebo jinych adsotbbemidly, kterd tvdi komplexy
s cElenymi latkami, hydroxyapatit a aktivni uhli (jekguZiti je minimélni) nebo specialni

,umélé“ materialy s porézni vrstskou adsorbenty.

2.3.5 lontov é-vym énné chromatografie

Tato chromatografie fize byt realizovana pouze jako kapalinova. Stacminfazi
jsou iontondnice (katexy nebo anexy)Podstatou e je skuténost, Ze pokud slozky
vytvareji v roztoku ionty, dochézi k elektrostatickym ergkcim iont s ionogennimi
funkénimi skupinami mnic¢e, coz je doprovazeno vymou ionfi. lonty dosud vazané na
meni¢ se vyngnuji tim snadgji za souhlasé nabité vstupujici iontové formy slozek
smesi, ¢im VétSi naboj tyto slozky maji. Velikost jomérného naboje je dana mocenstvim
iontd a velikosti disociéni konstanty ionogenni skupiny idgntkter4 zavisi na pH

prostedi. Tyto hodnoty jsou u jednotlivych sloZekésirrozdilné. Slozky liSici se od sebe

mocenstvim iornit nebo
velikosti ionfi nebo

disoci&ni konstantou

budou jevit rozdilnou

e

afinitu k zrnkim ionto-

Obr. & 4: Vymeéna iontu na povrchu iontomgnige®

manice’.

2.3.6 Gelova chromatografie

Gelovou chromatografii zvanou téz gelovou perfnéactlime slozky obsazené
ve sngsi na zéklad riznych velikosti a tvaru molekul. Jde o kapalinoebwomatografii,
kde se rozpou&ba latka distribuuje mezi volné rozpotdib protékajici mezéasticemi
gelu (mobilni faze) a rozpowsiio uzavené v pérech gelovyctastic (stacionarni faze)
Pri praichodu snisi touto soustavou se jednotlivé slozky snazi dibwat z roztoku do
pori pevného nosge. Vhodr zvolend velikost pdir miZze zabraovat Upl@ difuzi
velkych molekul a naopak umoznit difuzi a permeaclych molekul. Sedre velké
molekuly proniknou do pdr zéasti, WtSinou vSak #stavaji v pohyblivé mobilni fazi.

Jako prvni opousti kolonu sloZzka s riggimi molekulami, které nemohly do gelu
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proniknout. Opozéhe prochazeji molekuly stdre velké a nakonec molekuly malé, které
béhem piichodu kolonou mohly bez z&bran difundovat dai@dtim se znmé zdrzet.
Gely ukené pro chromatografii musi #platifadu obecnych kritérii. Patmezi

né¢ nagiklad: chemicka inertnost matrice gelu, chemickdost v SirSim rozmezi teplot a

pH, negitomnost (nebo jen minimalni
mnozstvi) ionizovatelnych skupin. UZi
vané gely jsou Kk dispozici wiznych
typech umot#tujicich vhodny vybr

frakciona&ni oblasti. Jsou to nap

dextranove, polyakrylamidové, hydroxy- Obr. ¢&. 5: Permeace molekul #izné velikosti

alkylmethakrylatové, agarosové gely |ado Poru gelv

dalsi*,

2.3.7 Afinitni chromatografie

Tato metoda (nazyvana téz bioafinitni nebo biogpéé afinitni chromatografie)
spaiiva na specifickych reakcich fuérkich skupin, zabudovanych pro zcela konkrétni
Gcely do syntetickych molekul matrice, obdobnychigel se separovanymi latkami. Jde
zejména o interakce charakteristické préktaré biologické a biochemické procesy,
probihajici mezi dvojicemi latek vysoce selekivNag:. zcela specificky se na sebe vaze
protilatka a antigen, enzym nai$substrat apod.

Stacionérni faze jefjpravena tak, Ze latky s biologickymi schopnostpedaficky a
reverzibilre vazat jiné latky, ozrimvané spokinym ndzvem jako afinant (podle Reinera a
Walche}® nebo jako afinantni ligand (podle Lowa a Dedhag kovalenttvazi na pevny
nosk. Prolijeme-li roztok, obsahujici biologicky aktiviatku ugenou k izolaci, kolonou
pevného noge s navdzanym afinantem (afinantnim sorbentem)chvde latky, které
nemaji afinitu k danému afinantu, projdou nezadyZz&olonou, kdezto latky, které
k nému afinitu maji, budou zadrzovany podle gom svych afinit za danych experi-
mentalnich podminek.

Jako pevné no&t se pouzivaji: agarosové n@sa jejich derivaty, polyakrylamido-
vé a hydroxyalkylmethakrylatové gely, celul6za a ¢erivaty a dalSi. Jako afinanty se

pouZivaji izné aminokyseliny, enzymy, antigeny a protildtky
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2.3.8 Frontalni chromatografie

Tato technika spva ve stalém jfivadkni roztoku @lené smdsi na kolonu az do
konce chromatografického procesu. Nejprve z koleyghazi jen mobilni faze. Pak se
objevi a trvale vytéka slozka A, majici nejniz&haifi ke stacionarni fazi. PoZi zacne
vytékat snds slozek A a B, ficemz slozka B ma s&dre velkou afinitu ke stacionarni
fazi. A nakonec, po nasyceni stacionarni faze sloZ®, kterd ma nef¥Si afinitu, vytéka
smes sloZzek A, B a C. Tato metoda umaje jak kvalitativni, tak kvantitativni analyzu.

Technika neni vhodna k preparativnigelim, nebd ¢istou mizeme dostat jedast

e

2.3.9 Vytésnovaci chromatografie

Princip metody sp#iva vtom, Ze se na chromatografickou kolonu jednow
vnese chromatografovana &n latek. Pak se aZz do konce procesividi tzv.
Lvytésnovadlo®, které ma ke stacionarni fazi nggi afinitu a ostatni sloZzkyied sebou
tlaci jako pist a postugnje vysiuje z vazby se stacionarni fazi, podle velikogtcle
afinity.

Nicmére tato metoda nevede k ostrému &ddi latek, vzhledem k nepravidelnos-
tem pfhtoku a nerovnostem styku dochazédst€énému miseni slozek a smje pak
nutno jest rechromatografovat. Proto byla jeStvyvinuta metoda stazenymi
vytésnovadly.

Vytésinovaci chromatografie ma vyznarfedevsim preparativni nebo poloprovozni,
porgvadz daleko lépe vyuZiva kapacity kolony nez daledena chromatografie €hi.
Nehodi se viak k analytickyngelim®.

2.3.10 Eluéni chromatografie

Na kolonu se nanese jen makist roztoku sisi a kolona se eluuje mobilni fazi,
ktera ma ke stacionarni fazi nejnizsi afinitu. Viskedku opakovaného ustavovani
rovnovahy se slozky pohybuji pomalu kolonou. Kagléka se rize vymyvat nezavisle
na druhych a nemusi jedna druhougegiovat. Slozky vytékaji také v padi podle afinit,
avSak jejich pohyb je wovan v podstat jen ternarni interakci sloZzka-mobilni
faze-stacionarni faze. Jejich zény jsou pratopwstupu kolonou velméasto oddleny
zénou c¢isté mobilni faze, nedotykaji se. Slozky opéjiSkolonu ve forng zcela
odctlenych zon, tzv. pik
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Tato metoda se velntasto pouziva k analytickyntélim a k takovym preparacim,
kde je poZzadovano vysocéidné cleni i za cenu mensi kapacity kolony &s¥ poteby
rozpoustdel.

Varianty:

» Prosta neboli izokratickd elucek eluci se pouziva stale stejna mobilni
faze, je vhodna vifpadech, kde se od sebe stanovované latky neli§i mo
v afinité¢ ke stacionarni fazi a eluuji se tedy v kratkyasovych interva-
lech.

» Stupiovita eluce- provadi se postupnym promyvanim kolonskolika

eluenty, z nichz kazdy nasledujici ma vzdy vysatrdl schopnost. Tyto

mobilni faze postuphuvoliuji jednotlivé slozky stsi a vymyvaji jé.

2.4 Vysokou €inn& kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysoko&inna kapalinova chromatografie — HPLC (High Perfante Liquid Chro-
matography) je v saasné dob jedna z nejprogresi¥fsich analytickych metod. Ma
Siroké vyuziti ve vSech oblastech analyzyivéa je vyuZivana v mnoha lékopisnych
monografiich. Tato metoda byla pouzita v této pracproto je ji ¥novana samostatna
kapitola.

Hlavnimi grednostmi jsou:
* MozZnost kvalitativni i kvantitativni analyzy
* Rychlost a citlivost (zaleZi na detektoru)
» Poteba minimalniho mnozstvi vzorku
* Moznost automatizace

* Oproti plynové chromatografii umaaje detekci i neétkavych I€iv

Z&kladem je deni latek mezi stacionarni a mobilni fazékalikanasobnym
ustavovanim rovnovahy. Lze k tomu vyuzit vSechngalh dvoufdzovych mechanism
jako je jiz uvedené roztbvani, adsorpce, iontova vyma a efekt gelu jako sita. Tak Ize
nalézt efektivni metodu vhodnou pro jakoukoli ornglou latku. Zakladnim
piedpokladem je nalezeni optimalnich chromatogratibkgodminek, za nichz ziskame
ostré a symetrické chromatografické piky, redé pokud mozno aZ na zakladni finii
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U klasické kapalinové kolonové chromatografie pkaténobilni faze samospadem.
U HPLC se pouZivajterpadla, tlaici mobilni fazi kolonou pod vysokym tlakem. Dojde

tim k vyraznému urychleni stanovéni

2.4.1 Zakladni €asti chromatografu

Konstrukce chromatografuiie byt pojata déma zgisoby. Prvni zfisob je modu-
larni nebo-li stavebnicovy systém, druhy je charakovan kompaktni s$kiovou
konstrukci. Oba typy maji své vyhody i nevyhody.sthvebnicového je to moZnost
postupnych inovaci systému (jeho jednotlivych konmgd, gipojeni gidatnych
komponent, moznost flexibilni festavby, snadisi pristup k opravovanyntastem).
Nevyhodou je mnozstvi delSich propojovacich kap#atak vysSi sptdba rozpoustel.
Kompaktni typ mé fixni usgédéani, ma zajish minimalni mrtvy prostor, zato snizenou
servisni dostupno¥t

Zakladni komponenty chromatografu zg&ji transport mobilni faze, davkovani

vzorku, separaci latek a jejich detekci. Blokoviéuna — viz obt. 6

Obr. & 6: Schéma kapalinového chromatograf®

Z17,73 - Zasobniky mobilni faze( - vysokotlakécerpadlo, PG - programovaci
jednotka, DZ - davkovaci #aeni, K - chromatograficka kolona, D - detekto; P

pocitag
2.4.1.1Zasobniky mobilni faze

Zasobniky byvaji konstruovany zejména ze skla,tplgmlyethylen, polypropylen,
polytetrafluoroethylen) nebo nerezové oceli. Bywapateny vickem se déma vyvody.

Jeden je proijvod helia nebo jiného inertniho plynu a druhy je ppojeni s vakuovou
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linkou. Tim lIze zajistit zbaveni mobilni faze podigch plyd. U modernich
kapalinovych chromatogré&je odplyiovaci zdizeni &tSinou sodasti sestavy.

Na propojovani chromatografickych systénse pouzivaji &Sinou kapilary
z plastu. Obecné uplatni maji tlustosinné kapilary polyethylenové nebo teflonové.

Umoiuiji tlakuvzdorné spojeni i snadnou vému sowastt®.

2.4.1.2Cerpadla

Obecnym poZadavkem ngrpadla je, aby davkovani bylo plynulé s minimem
tlakovych puli a dale zaji&ni konstantniho ptoku, umodujici kvalitativni i
kvantitativni analyzuCerpadlo musi byt odolnéwi korozivnim &inkam piepravované
faze. K formovani gradientu nebo k vytieni izokratického systému mi$enim roztoku
dochazi bd miSenim komponentied cerpadlem (na nizkotlaké stkgn nebo za
cerpadlem (na vysokotlaké stegnPodle zkuSenosti laboratornich pracovniku jsb&é o
moZnosti rovnocenr&

Pro gradientovou eluci je nutné programovadfizami, které nastavuje slozeni

mobilni faze (zvIastni programovaci jednotka nebesinejastji pocitas)™.
2.4.1.3Davkovace vzorki

Davkova slouzi k gesnému odgieni objemu vzorku. i@snost chromatogra-
fického systému je do z&i@é miry zavisla na dokonalém davkovdnDavkovani Ize
provest bd’ davkovacim ventilem (davkuje se péwany gesny objem) nebo pomoci
autosampleru (automaticky davk@ya V dneSni dob prevlada vnédSeni vzorku do
chromatografického systému pomoci Sesticestnéhtilivendavkovaci smikou, ktera

ma znamy obijeft.
2.4.1.4Kolony

Chromatografické kolony jsou zhotovovany z nerégaivoceli nebo ze skla. Jsou
dlouhé 10 az 25 cm o vhiim pfiméru 3-5 mm. DneSni trendy vedou obe&cke
zmensovani vnihich paiméra a zmensovani velikostastic sorbertt

Pt normalnim usptadani fazi je stacionarni faze polarni (nagilikagel) a eluuje
se nepolarni mobilni fazirRuziti prevracenych fazi (reversed phase) je uzit modifikova
ny silikagel, kde na jeho OH-skupiny jsou navazdmykeéni skupiny. Nejasgji C18
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uhlovodikovéietzce, nebo C8. fipadre stedre polarni skupiny —Nkl -CN a jiné.
V tomto uspsadani je lipofilgjsi latka zadrzovana na kokodéle, nez ta médipofilni.

Reverzni faze se uzivaji v dnesni dek vice nez 80 % aplikaci, protoze uringj
separace pestre Skaly organickych latek od lipiatipo sil@ polarnici iontove latky.

Na HPLC kolony jsou kladeny z&i@é naroky s ohledem na reprodukovatelnost a
robustnost analytickych metod. Musi byt mechaniskgbilni @i pracovnich tlacich
30-40 MPa, mit vysokoucinnost a poskytovat symetrické pikyiii geparaci polarnich,
kyselych, bazickycki vysokomolekularnich latek ady by mit co nejvyssi permeabilitu
(maly odpor i pi vysokych pfitocich mobilnich fazi), aby bylo mozno dosahnout
rychlych separaci. iné SarZe musi mit stejné chromatografické vlastr{ostenci,
polarit a pH mobilni faze. Stalextéi vyznam ma stabilita kolontipvysSich pracovnich
teplotach, kdy lze dosahnout vysSicinaosti a rychlejSich analyz.

Pro gipravu kometnich kolon pro HPLC se pouZivaji dva typy silikagedil-gel a
sol-gel. Sil-gel ma vy3si porovitost a nepravideivgr por. Castice sol-gelu maji mensi
porovitost a pravidel)Si uspdadani pdei, jsou zpravidla mechanicky stakijgi nez
castice sil-gal a pomaleji se rozpou§i v alkalickém prosedi, proto jefada vyrobé
pouziva pro fipravu kolon stabilgjSich @i vysSim pH (Hypersil, Zorbax, Spherisorb, ...)

Monofunkéni silaniz&ni ¢inidla (nag. trialkychlorsilany) umoiuji piipravu tzv.
»,monomernich“ chemicky vazanych stacionarnich faai rozdil od lev§gSich di- Ci
trifunkcnich silari, které poskytuji ,polymerni* stacionarni faze ss$syn celkovym
obsahem chemicky vazané organické faze, ale zpaamdji nizSi dinnost a odliSnou
separani selektivitu pro latky siznym tvarem molekul a jejich vlastnosti jsouid
reprodukovatelné. Taktoripravené stacionarni faze ,polymerniho” typu majzvamny
obsah Si-O-Si ristkii paralelnich s povrchem silikagelového gesikteré jsou stabilni
v rozmezi pH 2 - 10.

V mobilnich fazich s vysokym obsahem vody, kteréujsekdy nezbytné pro
separace velmi polarnich lateknbe dochazet ke kolapsu chemicky vazanych alkylovych
rettzal vlivem jejich Spatné snt&osti. Tento problém Ize odstranit pouzitim
silaniz&nich ¢inidel s polarnimi sekundarnimi amidovyiikarbamatovymi skupinami,
které pisobi jako vloZzka mezi povrchem silikagelu a dlouhwatkyly stacionarni faze.
Interakce &hto skupin omezuji silanofilni aktivitu stacionéfidze a vedou k odlisSné

selektivik separace.
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V sowasné dob jsou kometné dostupné stacionarni faze s nejdelSimi alkyy C
Tyto faze s vysoce usfaanou strukturou jsou odolnédév kolapsu v mobilnich fazich
s vysokym obsahem vody, kde je Ize pouzit pro segavelmi polarnich latek. &&inu
latek zadrzuji silgji nez stacionarni faze;ga G.

Nowveé byly vyvinuty i stacionarni faze s chemicky vazamyluorouhlovodikovymi
ietézci, které maji odliSnou selektivitu a v mnohdippdech pedstavuji uziténou
alternativu  k BZnym stacionarnim fazim s chemicky vazanymi oktgldegmi Cci
oktylovymi tetézci, zejména pro separaci aromatickych latek,i.ngmmernich nitro-
naftalerd.

Nesilikagelové kolony pro HPLC Izefipravit i na bazi oxid kowvi: oxidu
hlinitého, titanéitého a pedevsim zirkoriitého. Oxid zirkoniity Ize pripravit ve forng
monodisperznich poréznich kulovyctéstéek, které v mnoha ffpadech vykazuji
srovnatelnou &innost jako silikagelovéastice stejnych rozéni. Materialy na bazi Zr@
maji vynikajici stabilitu az do pH = 14 a vysokdakbvou i tepelnou odolnost, takze je
Ize vyuZit i pro nejnamngjsi rychlé separaceriprysokych teplotach (i nad 16@)?

Mimo kolon plrenych ¢asticovymi sorbenty se dnes pouzivaji i monolitikkéony,
jsou tvaeny jedinym kusem porovitého materialu, ktery zcaphuje vnitek separéni
kolony. Jejich vyhodou je vysok& odolnosicivtlaku a s tim souvisejici moznost pouzit
vy$si piitokové rychlost®.

2.4.1.5Detektory

Detektory monitoruji eluované latky z kolony. Zpidla sleduji koncentraci
separovanych latek v eluatu. Detektor pomoci vhbdnénimae sleduje #kterou
z vlastnosti eluatu a signal se po zesileéav@di do zapisova, ktery poskytuje zaznam
zavislosti intenzity daného signalu esé®.

Na detektory jsou kladeny mirané pozadavky. Je to vysoka citlivost (detekce
koncentraci ng azg), reprodukovatelnost a linearita odezvy, nezasislodezvy na
zmeéné sloZeni mobilni faze #p gradientové eluci a univerzalnost (detekce vSech
oddslenych slozek vzorkd)

Protoze ¥tSina I€iv obsahuje systém konjugovanych dvojnych vazelo radivni
skupiny v organické strukta molekuly, které jsou schopny absorpce v ultrafiél (UV)

nebo viditelné (VIS) oblasti stelného z#eni, je nejastjSim detektorenspektrofoto-
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metricky detektor'®. V praxi se uplatuje zejména UV, eventuginUV-VIS detektor.
Nejuzivarjsi UV detektory jsou:

* UV detektor s fixni vinovou délkdneiastji 254 nm a 280 nm - &Sina
|éCiv pii nich absorbuje)

» UV-VIS detektor s pro#gnnou vinovou délkou

» skenovaci (scanning) UV detek{snima kthem reékolika sekund absotpi
spektrum v maximu piku hodnocenéhdivé)

» detektor s diodovym polem (diode arraletektor fizeny pgitacem,
trojrozmerné projekce, snimé absomp spektrum, hodnoti é&/0 sowasre
pii nékolika vinovych délkach, porovnava péng absorbanci)

Citlivost spektrofotometrickych detekforje velmi vysoka (18az 10%g/ml). Lze je
vyuZzit i ke gradientové eluci.

Fluorimetrické detektory jsou pouzitelné pokud analyzovan&iv® vykazuje
fluorescenci. Nkteré nefluoreskujici latky Ize derivatizovat naditeskujici derivaty.
Jsou tedy ménhuniverzalni, zato citligsi (10° az 10™g/ml) a selektivijsi. Steji jako
UV detektory jsou pouzitelné pro gradientovou eluci

Refraktometrické detektory pracuji na zaklad méreni rozdilného indexu lomu
mobilni faze a stanovované latky. Diky tomu jsoakpicky univerzalni. Jejich nevyhody
jsou: nutnost fesného termostatovant 0,001°C), niz&i citlivost (18g/ml) a nemoznost
uZiti pri gradientové eluct®.

Mikroadsorp éni  detektory vyuZivaji adsorgni a desorgni teplo, které
zaznamenavaji v zavislosti na mnozstvi proteklénéte. Je u nich afp nutna stabilizace
teploty (+ 0,003°C), vyhodnocovani chromatogrianje mnohem sloZ{Si, nez u
ostatnich typ chromatograrin. Citlivost je velmi dobra — 18g s* .

Elektrochemické detektory vyuZivaji dji souvisejicich s elektrochemickou
reakci na rozhrani elektroda - eluent. Roztok oikylie veden do detektorové cely, kde
je ve styku s elektrodami (mohou byt kovové, uhlikaze skleénych vidken potazenych
vrstvou uhliku, apod.). V daném usgpdani je tento elektrochemickianek charakterizo-
van hodnotami elektrickych véin - elektrodovy potencial, proud, kapacita a dal§to
detektory jsou velmi citlivé (182 10" g/ml) a nelze je pouZitipgradientové eluéi

V posledni dob je uzivano téz spojeni HPLChsotnostni spektroskopii (MS).
toto spojeni je vysoce selektivni, vysoce citliv@askytujeradu udaj pro identifikaci

léciv. Nicmérs jsou velmi finagng narané’.
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2.4.2 Kuvalitativni a kvantitativni vyhodnocovani ch romatografickych

kFivek

Zakladni kvalitativni veliinou je retetni (elwni) ¢as k, tj. ¢as od nasiku
vzorku na kolonu k maximu chromatografického pikkaorovnanim eltnich dat
jednotlivych komponent vzorku se sasreé ziskanymi daty standardnich latek (RL-
referertni latka) Ize potvrdit identitu nezndmych latek lgpavaného vzorku.

Plocha pod ekni kiivkou je kvantitativnim Gdajem a je @mma koncentraci
separované slozky. Diky tomuto faktu Ize 28t plochy piku vypditat mnozstvi latky.
Obsah latky se zjiSlje pomoci standardu. Pouziva se metodarnihid nebo v§jsiho

standardu nebo kalibfai postup (metoda kalibtai piimky)*”.

Metoda vrjSiho standardu

Tato metoda spdvd ve dvou krocich. V prvnim kroku se na kolonwsttilene
roztok analyzovaného vzorku a po registraci chrografického zdznamu se nidkhe
vngjSi standard a a@p se registruje chromatogram. Jakaogjgh standard se pouZziva u
slozenych lékovych fipraviki jedna z analyzovanych sloZzek &n Koncentrace
stanovovanych sloZzek s$si se pak vyp&itd z pomdru ploch pik jednotlivych
stanovovanych latek a plochy piku stand&tdu

Metoda vnifniho standardu

Vnitini standard serjglava ke stanovované latce kepré znAmém mnozstvi a po
dukladném promiseni se $m chromatografuje. Koncentrace stanovovanych &k
vypccita z pondru ploch jednotlivych separovanych slozek a plogilku vnitniho
standardu. Tato metoda ma vyhodu v tom, Ze nefierat chybou dvojiho ndiu, je
caso¥ mért narana. Nicmeég vnitini standard rive byt jen latka s podobnou
chemickou strukturou a podobnymi fyzik&Inchemickymi vlastnostmi, ktera se
samostaté eluuje oddlen¢ od stanovovanych latek a musi byt chemicky inerdieji

hledani jesasto velmi narené” 24

Kalibra¢ni postup

Stanovi se vztah mezigienym nebo vyhodnocovanym signaleyh § mnozstvim
(koncentrace, hmotnost atd.) stanovovaneé latgy a vypaita se kalibrani funkce.
Vysledky analyzy se vygttaji ze znéteného nebo vyhodnoceného signélu stanovované
latky pomoci inverzni funkéd
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2.4.3 Teorie HPLC

Charakteristickou velinou pro kazdou chromatografovanou latku v daném
chromatografickém systému guéni (retenéni) ¢astg (ij. ¢as, ktery uplyne od n&#tu
vzorku do dosazeni maxima &hi kiivky) a eluéni (retenéni) objem Vg (protekly objem
mobilni faze za dobtk). Z reteniho ¢asu miZze byt retetini objem vypditan podle

vzorce :

V=tV

kde:V - priitokova rychlost mobilni faze.

. - reteni cas nebo vzdalenost podel zakladni linie od bodtrikéske kolmici

spuséné z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce

Retentni objem Vg je dan sottem dvou objemovych velin:

Ve=VetV,

kde:V’R - redukovany retefmi objem
\V, - mrtvy objem pedstavujici celkovy objem, ktery zaujima mobilnz€aod

mista nastku pres kolonu az po detektor. Wtginy dolie sestrojenychifstroji jej
lze zanedbat.

DalsSi retenni charakteristikou je hmotnostmiistribu éni pomér [ ~ (znamy jako

kapacitni faktor k* neboretenéni faktor k). Je definovan takto:

Vs

Dm:KDVM

kde: K - distribwni konstanta
V/ . - objem stacionarni faze

V,, - objem mobilni faze
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V praxi se z chromatogramu distrimi poner slozky ugi pouzitim vzorce:

VeV _Ve_tety_te
VM VM tM tM

Kde: t, - reterni ¢as (nebo objem) nebo vzdalenost podél zakladné lod bodu

Dm

nastiku ke kolmici spu&tné z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce

t,, - mrtvycas (nebo objem) nebo vzdalenost podél zakladrg 6dibodu nasiku

ke kolmici spu&tné z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce.
Distribucni porer lze vyjadit, pokud se slozka vyskytuje v obou fazich versidprn.
Umoziuje ndm odhadnout, do jaké miry Ize eluovat latkplony v @ijatelnémcase a

koncentranim profilu. Pokud je[), malé (1 az 10) jsou i elni objemy a trvani

analyzy kratk&2°

Pik mize byt definovarplochou piku (A) nebovysSkou (h) a SiFkou v poloviéni

vySce (w) nebovyskou piku (h) aSikFkou piku mezi body inflexe (w).

Faktor symetrie piku (As) se vypgita ze vzorce:

— W0,05
A= 2d

kde: Wy o5 - Sitka piku v jedné dvacetirjeho vysky

d - vzdalenost mezi kolmici sp&8ou z vrcholu piku v jedné dvacetifjeho
vysky.

Hodnota faktoru symetrie 1,0 zfia@iplnou symetrii piku.

Separani innost kolony se vyjatije pomoci parametma¢innost kolony, ktery

je danpoétem teoretickych pater (N) pro které plati:

N - 55{h]
W

Zdanlivy paet pater se #ni se stanovovanou slozkou, kolonou a ré&tém ¢asem.
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Jako popis &innosti separace se uziva paramefliSeni (Rs). Timto parametrem

se rozumi vzdalenost giklvou sloZzek. RozliSeni se vyfita ze vztahu:

- ]"]'dtRZ _tRl)

R
Wha * Wh

kde:b>t1

W, W,, -Sitky pikii v polovire vysky

RozliSeni ¥tSi nez 1,5 odpovida rodéni piki na zakladni linii.

Pri analyzach velmi malych mnozstvi latek {istoty, rozkladné produkty) se uziva
parametpomér signalu k Sumu (S/N)a vypdite se ze vztahu:

S/N :2_H
h

Kde : H — vySka piku odpovidajici dané latce naowtatogramu fedepsaného
porovnavaciho roztoku &ena od vrcholu piku k extrapolované zékladni linii
signalu, ktery se sleduje na vzdalenosti rovné elwa@sobku $ky piku
v polovirg jeho vysky.

h - rozgti Sumu pozadi na chromatogramu ziskanéko sfgpé zkouSce a
zaznamenavaného na vzdalenosti rovné dvacetinasiklupiku v polovirg jeho
vySky na chromatogramugdepsaného porovnavaciho roztoku, a to pokud mozno

rovnonerné na ol strany od mista, kde by seflmachazet sledovany gk

2.5 Vitaminy

Vitaminy jsou organické sl@eniny, které lidské &éto potrebuje pro st
metabolismusClovék sam nemze vitaminy syntetizovatibec, nebo jen v omezeném
mnoZstvi. Pesto, Ze je jich &Sinou zapadkbi jen velmi malo, rive dochazetipjejich
nedostateném gFisunu k projeum avitamin6zy (nedostatku). Naopak nadny privod
urditych vitamini (A,D) ma za nasledek toxické projevy tj. hypemita6zif>.

Aby ziskaly vitaminy pdgebnou dinnost, jsou mnohé v organismu modifikovany. Za
hlavni funkci vitamifi Ize povazovat jejich gsobeni jako kofaktdr riznych enzym,

resp. substituci jejich furtkich skupin, spéébovanych v gibéhu metabolickych pocho-
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di; v rekterych gipadech po metabolické konverzi mohatippminat funkci hormoin
(nap. vit. D). Racionalni indikaci vitaminje predevSim substituce wipac nedostatku.
Nekteré vitaminy psobi jako antioxidanty, chrani btimé struktury ped oxidaci (vit. E,
C). Celko¥ je nutnotici, Ze nedostatek vitamimeni u obyvatel rozvinutych zerasty,
spiSe se lze setkat s relativnim nadbytkem. Ni¢éméhtera podavana ¢é&va dovedou
naruSit vitaminovou bilanci. Seznam vitatirpro ¢lovéka neni shodny s jinymi
Zivogichy, mnohdy ani s blizkymi drutfy-?’

Vitaminy c&lime na rozpustné v tucich (A, D, E, K) a rozpustaésod (vit. skupiny
B, C).

V néasledujicim pehledu jsou uvedeny vitaminy, jejichz analyzou a#o tprace
zabyva.

2.5.1 Vitamin B ; (Thiamin) %

Synonyma  Thiaminium  dichloratum, HOCH,CH

2 S _ \r
vitamin B;, Thiamini hydrochloridum ” \Igli' j;/N

Sumarni vzorec: Ci,H1gCl,N4sOS H;C CH,

M, -337,27 Obr. &. 7: Thiamin?®

Chemicky nézev 3-[(4-amonio-2-methylpyrimidin-5-yl)methyl]-5-(Bydroxyethyl)-4-
methylthiazoliumdichlorid

Vlastnosti: Bily nebo téndt bily krystalicky prasek nebo bezbarvé krystaly.sd@dno

rozpustny ve vodl dokfe rozpustny v glycerolugkce rozpustny v lihu 968%

Vitamin B, je nejdéle znamym vitaminem (od roku 1905). V kikgch postupech
Iécil vychodoasijskou, tive masow se vyskytujici chorobu beri-beri. Vyvolavajicim
¢initelem této zavazné choroby napadajici nervogy¢ha“ beri-beri) a kardiovaskularni
systém (,vihk& beri-beri), byl fakt, Ze naturalgZe se z&la omilat, tim se odsttavaly
zevni vrstvy obilky a jedid ty obsahovaly thiamin. A protoZe ve vychodoasigky
zemich je ryze vysadni obilninou, nemohl se deBgihahrazovat z jinych zdnbj AvSak
i dnes, kdy se tak vyznamna avitaminédza jiz neviigky Ize se setkat s nedostatkem
thiaminu (nap. z divodu alkoholismu). Saiasnd mlynska technologie také vyrazn
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snizuje obsah thiaminu v mouce z domacich obileity Bhléb se thiaminem ute
fortifikuje.

Zena patebuje ke zdarnému vyvoji defirmlespa 1 mg thiaminu, muz 1,4 mg.
Tehotna ¢i kojici Zzena ma peéebu vysSi. Mimtadre mnoho thiaminu péebuje
alkoholik, ten pai do nejohroze¥Si skupiny. Ficinou je zngnény pomeér redukovanych
koenzymii  k oxidovanym (NADH/NAD), coz ovlivni vznik koenzymu, jenZ se de
z thiaminu tvdi - thiamindifosfatu, ten je nezbytny pro oxéda dekarboxylace a st&jn
tak pro transketolazu v pentosovém cyklu. Protavseamindza B projevuje porusenym
metabolismem sachafida aminokyselin. Dodavku thiaminu je uZime zvySovat take
tehdy, kdyz pH Zaludmi avy je vysoké; v naftomnosti kyseliny chlorovodikové se
pozity thiamin rozloZi v Zaludkuitve, nez se sta vstebat. Nkteré sladkovodni ryby,
nejsou-li dopé&ene, enzymem thiaminasou thiamin destruuji. Dodabvkaminu by se
méla tidit dodavkou sachand existuje mezi nimi Pma anérnost. Thiamin se le
neuklada, ebytek se vyliuje masi i ve forms metaboliti®®’.

Co se tye zviat, vitaminy skupiny B jsou udeZité zejména pro intenzign
rostouci dibez, prasata a téz mdlata, jejichz schopnost tvorbychto vitamini je
limitovana. U dosglych zvifat jsou vitaminy skupiny B syntetizovany v dostatam

mnoZstvi bachorovou afevni mikrofléroif®3L

2.5.2 Vitamin B 3 (PP- protipelagrovy vit., Nikotinamid)

Synonymum: Niacinamid N

o
Sumarni vzorec:CgHgN,O

R CONH2
Mr: 122,13

Obr. &. 8: Niacinamid®®

Chemicky nazev:Amid kyseliny 3-pyridinkarboxylové

Vlastnosti: Bily krystalicky praSek nebo bezbarvé krystalysdadno rozpustny ve véd

a v ethanoltr.

Nikotinamid a kys. nikotinovd nebo-li niacin ne leceodpovidaji definici
vitamini, protoZze se Wte do jisté miry syntetizuji z tryptofanu. Nikotinanikotinamid
jsou gedchidci oxidoreduknich koenzyri NAD™ a NADFP. Obs vitaminové latky se

tradicné fadi mezi komplex vitaminB.
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Nikotinamid se nachazi v potravinach rostlinného ZivociSného fivodu.
NejbohatSi jsou kvasnice, otruby, jatra, maso,vdje&niny, dechy, ryZze adstoviny;
béZn& hlazena ryze je zdrojem chudy@ovék musi dend piijmout relativre velké
mnoZstvi: 13-18 mg.

Klasickou avitamindézou niacinu je pelagra, neméic @ (dermatitis, diarea-
praijem a demence). Kozni 2my se projevuji hlawhna mistech vystavenych slénému
z&eni. Zartlivé zmény se najdou také na sliznicich Ustni dutiny, jazyk Zaludku.
Pelagra byla zrimé rozStena v jihovychodnich statech USA, kde se chudididévovali
prevazre kukurici, ktera obsahuje volného nikotinamidu a tryptafaelmi malo.

Niacin neni toxicky a nevyvolava hypervitaminédako I€ivo se uplaiuje (i
cévnich poruchach aipganstech Zil. Také snizuje hladinu cholestefdlu

Absorpce nikotinamidu je dobra, distribuuje sevdech tkani a vykuje z \&tsi

gasti ve fornd metaboliti®,

2.5.3 Vitamin B ¢ (Pyridoxin)

N
Synonyma Pyridoxolium chloratum, Pyridoxinium = | CH3
chloratum, vitamin B6 e

HOCH; OH
Sumarni vzorec:CgH1,CINO3 R

Obr. €. 9: Pyridoxol -R=CH,OH
Mr: 205,64 Pyridoxal - R=CHO
Pyridoxamin — R=CH,NH, %

Chemicky nazev 3-hydroxy-4,5-bis(hydroxymethyl)-2-methylpyridumchlorid

Vlastnosti: Bily nebo témst bily krystalicky prasek. Je snadno rozpustny vesytEzce

rozpustny v lihu 96%. Tajefpasi 205 °C, za rozkladu.

Predstavuje trojici slotenin — pyridoxal, pyridoxol a pyridoxamin. Biologi
aktivni jsou tyto latky aZ po viiiti transformaci a fosforylaci. Pak funguje jako &dbr
mnohych enzyrin ovladajicich metabolismus aminokyselin, v priad aminotransferas
a dekarboxylas, je vSak zasadni také pro svalolyogenfosforylazu.

Lidsky organismus vyZadujeiem @iblizné 2 mg pyridoxinu na den. StarSi lidé
nad 60 let mivaji niz§i hladiny tohoto vitaminuptoZze jeho absorpce a vyuziti jsou
oslabené; proto by dodavka starSim lidedlanioyt asi oitetinu vyssi. Takéshotné zeny

i Zeny v premenstrualnim obdobi fediuji vysSi dodavku.
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Zdrojem pyridoxinu jsou jatra, ryby, mléko, celoméhmouka, brambory, banany a
zelenina.

Deficit pyridoxinu nebyva izolovany, ale spojuje sedeficitem dalSich
vitamini B. Vyvolava zagty kaze, sliznic a poruchy CNS. Vyragzije deficitem narusen
metabolismus tryptofanu — ¥lé se pak hromadi xanthurenat, jehoZzéov@d sekrece po
orélnim podani tryptofanu se uziva k diagnéze myidové hypovitaminézy. K deficitu,
projevujicim se jako polyneuritida, dochazi tézl@ceni antituberkulotikem hydrazidem
kyseliny isonikotinové (INH), ktery je antagonistquyridoxalfosfatu (dinna forma
pyridoxinu v &le)*’.

DalSim projevem deficitu pyridoxinu je sideroblasicanémie. Pyridoxalfosfat je
totiz potebny k syntéze porfyrinu. Nedostatek vitaminu mi pa nasledek nadbytek
Zeleza, které ovSsem néie byt inkorporovano do porfyrinu.

Pyridoxin martadu lékovych interakci. &které Iéky alteruji metabolismu&
biologickou dostupnost pyridoxinu, niadNH, perorélni kontraceptiva,ckterda antibio-
tika, I€ky tlumici imunitni systém. Sgasné podani penicilaminuite zgisobit anémikti

periferni neuritidu v disledku antagonismiti

2.5.4 Vitamin C (Kys. askorbova)

Synonymum: Vitamin C

CH,OH
Sumarni vzorec: CsHg0s HO—(':HO
Mr: 176,13 —0
Charakteristika: (R)-5-[(S)-1,2-dihydroxyethyl]-3,4- HO OH

dihydroxy-5H-furan-2-on. Obr. &. 10: Kys. askorbovi®

Vlastnosti : Bily nebo ténst bily krystalicky praSek nebo bezbarvé krystal§sébenim
vzduchu a vihkosti gni barvu. Je snadno rozpustna vedatbkre rozpustnd v lihu 96%
a prakticky nerozpustna v etheru. Tafegsi 190 °C, za rozkladu.

Je vitaminem jen dloveéka, primati a mogat. U ostatnich savca jinych zZiv@icha
se syntetizuje wte. Je malo odolnaii teplu, oxidaci a fitomnosti kowi. Oxidovanym
produktem je kys. dehydroaskorbové, jez je vitamén@&inna jen nepatmh V organismu

pusobi jako antioxidant. Daletapobi jako faktor pd@ebny pro hydroxylaci prolinu a
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lysinu @i biosyntéze kolagenu, coz podiuje fadné vyzravani pojiva, hojeni ran a vyvin
zubi. Dale se podili na hydroxylaci sterbidUplatiuje se jako faktor ip syntéze
katecholamifi, pomé&hé& absorpci Zeleza véesech, [isobi na metabolismus tyrosinu a
tryptofanu.

Askorbat se nejvice nachazicgrném rybizugervené paprice,iknu, kysaném zeli.
Déle v menSim mnozstvi v ostatnim ovoci a zekenihistym zdrojem je i ziwaSna
potrava, hlava jatra.

Doporitenad denni davka je 60 mg. Klasickd avitamindza,mengako kurdje
(skorbut) se projevuje otokem sliznic, ztratou &uladnou osifikaci a posSkozenim
kapilar se vznikem podkoznich hemoragii. Tato awitebza se v dneSni dédémef
nevyskytuje, nebo alespme v tak rozvinutém stadiu.

Pouziva se jako preventivni priestek msobici proti infeknim nemocem a
nachlazeni. Ma jisty vliv na cholesterol. Jako sgoefekt je povazovan efekt velkych
davek proti zhoubnym nadon. M4 prokazatelny pozitivni vliv ndinnost mozkoveé
kary?”.

Jak jiz bylofeceno vySe, zvata krond primati a mogat si vitamin C syntetizuji
v téle. Nicmért jeho preventivni podavani jélézité zejména u mééat, ale i u dosglych
zvirat @i mimoradné zatZi organismu a i stresovych stavech u prasat albze. U
dribeZe je vitamin C podavan z&lem pozitivniho ovlivaini srisky 3",

2.6 ReSerse

Vzhledem k tomu, ze vitaminy;BBg, nikotinamid a vitamin C jsou velmi dlouho
zname latky, byla na nich jiz provedena c&déla analytickych studii, zaloZzenych na
raznych principech (zejména HPLC, micelarni chrometfig, spektrofotometrie a dalsi).
Mérg je ovSem studii, kde jsou analyzovany vSecttgi vitaminy najednou. Tato prace
je zantfena pouze na studie od roku 2002, kde byly vitamstapovovany ve farmaceu-

tickych pripravcich.

Studie pomoci HPLC

1. C. K. Markopoulou et al. pomoci RP-HPLC s gradigntoeluci stanovovali vit.
B1, Bs a B> v multivitaminovych tabletach. Byla pouzita koloRigpersil-BDS

C18. Jako mobilni faze A: 0,015% triethylamin, pldraveno na 2,7 pomoci
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kyseliny sirové 2 mol/l; B: acetonitril. Jejich pembyl béhem analyzy rnén.
Doba analyzy byla 15 min. Vitaminy,Ba Bs byly detekovany spektrofotome-
tricky na vinové délce 280 nm. Analyza probihata3®°C pfitokovou rychlosti
1,6 ml/mirf?

. B. Klejdus et. al.  stanovovani ve vada tucich rozpustnych vitaminve
farmaceutickych fipravcich (B-komplex, Sumivé multivitaminy a dalgiguzil
kolonu MetaChem Polaris C18-A (150 mm )6 4nm), i izokratické a linearé
gradientové eluci s mobilni fazi obsahujici A: @@1rifluorooctovou kyselinu,
pH 3,9, B: methanol. Rtokova rychlost byla 0,7 ml/min. Detekovany byly
spektrofotometricky # vinové délce 280 nm. Analyza trvala 30 ffin

. U. Holler et al. stanovovali kys. listovowikotinamid, nikotinovou Kkys.,
riboflavin, riboflavin-5"-fosfat, pyridoxin a thiamin pomoci RP (C18) s UV-
detekci v multivitaminovych tabletdch. PouZili kolo LiChrospher 60, RP-
select B, 250 x 4,6 mm (Grom, Herrenbergniécko). Mobilni faze fosfatovy pu-
fr - methanol (4:1 v/v) o pH 2,8. Detekce byl@&mna vcase na 264, 280 a 245

nm. Analyza trvala cca 20 mirfi80°C, s piitokovou rychlosti 1 ml/miff.

. V. M. Staroverov et al. provedli analyzu ve ¥oazpustnych vitamiin v sirupu
Oligovit pomoci RP(C18)-HPLC. Byla pouzita kolonaiaBpher-110 C 18
250 mm x 4 mm . Byly pouZityitrizné mobilni faze protit skupiny vitamiri.

Praitokova rychlost pro vSechny dfeni byla 1 ml/min. Detekce byla n&eth
vinovych délkach: 210, 270 a 254 rim

. L.A. Kozhanova et. al. stanovovali ve voidv tucich rozpustné vitaminy v multi-
vitaminovych pipravcich pomoci RP-HPLC za pouZiti gradientov&elByla
pouzita kolona Nucleosil 100-5 C18, 75 x 2 mm. Jakabilni faze byl pouzit
0,4 M roztok LiCIQ o pH 2,4 a acetonitril — jejich pambyl v pribéhu analyzy
meénén. Piratokova rychlost byla 0,1 ml/minip 35°C. Detekce byla ip Sesti
vinovych délkach®,

. I. Almagro et al. stanovovalthiamin, pyridoxin, riboflavin, kys. listovou,

nikotinovou anikotinamid pomoci RP-HPLC ve farmaceutickychigravcich.
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Kolona byla pouzita RP-18 (150 mm x 3,9 mm) ze $gw (Madrid,
Sparglsko). Bshem gradientové eluce byla pouZita jako mobilneféamés sodné
soli kyseliny dodecylsulfonové (SDS), propanolu gP&,, pritokova rychlost

byla 1 ml/min®.

7. Ke- Li ve své praci stanowilikotinamid , pyridoxin, thiamin a riboflavin v mul-
tivitaminovych tabletdch pomoci RP-HPLC. S pouzitaiony Hypersil C-18,
mobilni fazi methanol:vodna faze 18:82 (vodna faasahovala 2,5 mmol/l sodné
soli hexansulfonové kyseliny (SHS) a byla okysel&gsa. octovou na pH 2,8).
Pritokova rychlost byla 1,2 ml/min a analyza trvalanin pri 30 °C>2,

8. R. Amidzi et al. stanovilthiamin, nikotinamid a pyridoxin v multivitaminu
Pentovit pomoci RP-HPLC s kolonou Supelcosil ARZ50 mm x 4,6 mm). P
linearni eluci byla pouZzita jako mobilni faze: meatbl a vodny roztok sodné soli
kyseliny heptansulfonové 0,005 mol/l, 0,10% tridgdimyin, pH bylo upraveno na
2,8 pomoci ortofosfotmeé kyseliny (V/V 25:75). Ritokova rychlost 1ml/min.

Detekce byla provedena spektrofotometricky290 nm®.

Studie pomoci micelarni chromatografie
9. L. Monteferrer-pons stanovoval touto metoduokiotinamid, thiamin, riboflavin
a pyridoxin v multivitaminovych farmaceutickych fipravcich. Mobilni faze
obsahovala sodnouitls dodecylsulfonové kyseliny (SDS), pentanol a byla
okyselena na pH 3. Kolona byla C-18 &@tpkova rychlost byla prvnich 6 minut
1 ml/min a pak 2 ml/min. Detekce byla spektrofottme&y pii vinovych délkach
270, 290 a 350 nrf.

10.A.R. Ghorbani stanovoval 7 ve vbdozpustnych vitamiinpomoci MLC. Mobilni
faze ot obsahovala SDS a dale fosfatovy pufr s pH Bétekce byla provedena
spektrofotometricky p vinovych délkach 254, 295, 361 fim

Po HPLC a miceléarni chromatografii nasledigda tiznych dalSich metod, kterymi byly

jiz vitaminy stanovovany. Nap:
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11. M. M. Delgado-Zamarren?d et al. pouZil pro stanoveni ve wotbzpustnych a
v tucich rozpustnych vitamirelektrokinetickou kapilarni chromatografii.

12.F. R. P. Rochaet &f, H. Zhu et af*, J. G. Portela et af> pouZili ke stanoveni
vitamini (vétSinou skupiny B) spektrofotometrické metody.

13.P. L. de la Alba et al. stanovoval ve své ptA@min, riboflavin, nikotinamid a
pyridoxin pomoci UV-spektrofotometrie a multivatid analyzy®.

14.L. G. Shaidarova et al. pouzili ke stanovémiaminu, riboflavinu apyridoxinu

pratokovou injekni analyzu (FIDY".
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3 CIL PRACE

Cilem této prace bylo zjistit vhodné chromatogtedigoodminky pro simultanni
stanoveni vitamiin B; (thiamin), B (nikotinamid), B (pyridoxin) a vitaminu C (kys.
askorbova) pomoci HPLC se spektrofotometrickou ldétev multivitaminovych
Sumivych tabletach, prodavanych jako déglstravy, nasledhprovést stanoveni obsahu

a porovnat ziskané hodnoty s hodnotami deklarovamyrnbcem na obalu.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a pom dcky

Pouzité standardy:

Aneurine hydrochloride (Thiamin hydrochlorid), Ketight Laboratories Ltd,
Coinbrook Bucks, England

Pyridoxine hydrochloride, Koch-light Laboratoriesl| Coinbrook Bucks, England

Kyselina listova (Folic acid), USP XVI, Koch-lightaboratories Ltd Coinbrook
Bucks, England

Nikotinamid (Nicotinamide), Loba Feinchemie, Fisoted, Rakousko

Riboflavin, Koch-light Laboratories Ltd, Coinbro&ucks, England

Vitamin By, (Cyanocobalaminum), kéva, CR

Kyselina askorbovéa (Acidum ascorbicur@), 2005, Farmakon Olomou€R

Chemikalie
Methanol gradient grade, Merck, Darmstadiniecko
Dihydrogenfosfor&nan draselny p.a., Lachema, Braeskéa republika
Kyselina trihydrogenfosfotma p.a, Lachema, BrnGgska republika
1-butansulfonova kyselina, Sigma-Aldrich¢iNecko
Hydrogenfosforénan amonny p.a, Lachema, Brieska republika
Sodna 8l kyseliny hexansulfonové aprox. 98% (SHS), Signmdrigh, Némecko
Amonna $l kyseliny octové p.a., Balex, Pardubi€&ska republika
Triethylamin purum=98% (GC), Fluka, Svycarsko
Kyselina octové p.a., Lachema, Bridteska republika

Vodacdisténa reverzni osmézou

ZkouSené vnitni standardy
Acetanilid, L&iva, PrahaCeskéa republika
Ambroxol hydrochlorid, Léiva, PrahaCeskéa republika
Ethylaparaben, l#va, Praha(eska republika
Chinidin sulfat, Léiva, Praha{eskéa republika

Phenacetin, Léva, Praha(eska republika
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Pilocarpin hydrochlorid, Léiva, Prahageskéa republika
Procainamid hydrochlorid, kéva, Praha(eska republika
Promethazin hydrochlorid, k&a, Praha(eska republika
Salicylan sodny, Léiva, Praha{eska republika

Sulpirid, L&iva, PrahaCeska republika

Kolony

Chromatograficka kolona- 150x3 mm I.D.s naplni SG28, 5um, Tessek Ltd,
PrahaCeska republika

Chromatografick& kolona - 150x3 mm I.D.s naplni SGXH,, Tessek Ltd,
PrahaCeska republika

Chromatograficka kolona - 150x4,6mm |.D. s napligdovery Cyano, fam,
SUPELCO, Prahaeskéa republika

Chromatograficka kolona - 250x4mm I.D. s naplnintasphere 100 RP C18uf,
Merck, Némecko

Chromatograficka kolona -250x3mm 1.D. Separon SGX8,7 um, Tessek Ltd,
PrahaCeska republika

Pristroje
Acidimetr 333, Druopta Prah@geské republika
Spektrofotometr Shimadzu, UV-2401 PC, Shimadzupdsko
Ultrazvukové lazeé K10, Kraintek, Slovensko
Kapalinovy chromatogram, Agilent 1100 series, HPST, o., Prah&R
Analytické vahy AND, HelagoCeska republika

Ostatni
Laboratorni sklo

Vakuova vyw¥va pro filtraci mobilni faze

4.2 Vyvoj chromatografickych podminek

Pfi vyvoji chromatografickych podminek byly pouZithromatografické kolony,
uvedené ve Wtu niZze, u nichz byly vzdy vyzkouSené uvedené mmbbilaze.

Chromatografické podminky byly zkouSené na staretdrd/itamiri, zejména thiaminu,
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pyridoxinu, nikotinamidu a kys. askorbove, p&gdyly pro zajimavost nagknuty i
ostatni vitaminy, vyskytujici se v multivitaminoveépipravku, aby bylo vigt, kde je
mozno ¢ekat jejich piky. Diky tomu, Ze kazdy vitamin madiabsorgni maximum
(thiamin-244 nm, pyridoxin-291 nm, nikotinamid-266h, kys. askorbova- 243 nm), bylo
nutno stanovit optimalni vinovou délku, vhodnou metekci vSecktyt vitamini. Fi
hledani optimalnich chromatografickych podminekkaitdy vitamin detekovartigsvém
absorgnim maximu. Nésledn byla hledana optimalni vinova délka pro vSechny

stanovované vitaminy. #okova rychlost byla 0,3-1 ml/min. Nkt byl vZzdy 10ul.

1. Tessek SGX C18 (pm), 150x3 mm

methanol : voda; v poénu 60:40 (v/v)

methanol : voda; v poénu 80:20 (v/v)

methanol : fosfatovy pufr (PO, 0,05 mol/l) ; v poniru 60:40 (v/v)

methanol : fosfatovy pufr (PO, 0,05 mol/l, pH 3,0 - upraveno pomoci 10 %
H3PQOy) ; v pontru 60:40 (v/v)

methanol : fosfatovy pufr (PO, 0,05 mol/l, pH 3,0 - upraveno pomoci 10 %
H3PQ,) + sodna &l kyseliny 1-butansulfonové 0,005 mol/l; v pdm
60:40 (v/v)

methanol : fosfatovy pufr #PO, 0,05 mol/l, pH 3,0 - upraveno 10 %P{O,)
+ sodna 8l hexansulfonové kyseliny (SHS) 0,005 mol/l; v pom
60:40 (v/v)

methanol : fosfatovy pufr (NDLHPO, 0,05 mol/l , pH 7,9); v potmu 60:40
(V/v)

methanol : fofatovy pufr (Ng.HPQO, 0,05 mol/l, pH 3,0, upraveno pomoci
10 % HPQy); v poneru 60:40 (v/v)

methanol : fofatovy pufr (NkE.HPQO, 0,05 mol/l, pH 3,0, upraveno pomoci
10 % HPQOy) + SHS 0,005 mol/l; v po#nu 60:40 (v/v)

2. Kolona NHj, Tessek Ltd. Praha, 150x3mm
methanol : voda; v poénu 60:40 (v/v)
methanol : voda; v poénu 70:30 (v/v)
methanol : fofatovy pufr (NE.HPO, 0,05 mol/l, pH 3,0, upraveno pomoci
10 % HPOy) ; v pontru 70:30 (v/v)
methanol : octanovy pufr (GGEOO(NH;) 0,05 mol/l); v pordru 70:30 (v/v)
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methanol : octanovy pufr (GGEOO(NH;) 0,05 mol/l); v pordru 60:40 (v/v)

methanol : octanovy pufr (GE&OO(NH,) 0,05 mol/l, pH 3,75 upraveno 10 %
CH3COOH); v pongru 70:30 (v/v)

methanol : octanovy pufr GEGOO(NH,) 0,05 mol/l, pH 3,75 upraveno 10 %
CH3COOH) + SHS 0,005 mol/l; v patru 70:30 (v/v)

3. Discovery Cyano (um), 150x4,6 mm

methanol : voda; v poénu 60:40 (v/v)

methanol : fofatovy pufr (KEPO, 0,05 mol/l); v pondru 60:40 (v/v)

methanol : fofatovy pufr (KBPO, 0,05 mol/l) + SHS 0,05 mmol/l; v paimu
60:40 (v/v)

methanol : fofatovy pufr (KEPO, 0,05 mol/l, pH 3,0 upraveno 10 %P0, ) +
SHS 0,005 mol/l; v postu 60:40 (v/v)

methanol : fofatovy pufr (KEPO, 0,05 mol/l, pH 3,0 upraveno 10 %PO, ) +
SHS 0,005 mol/l; v positu 70:30 (v/v)

methanol : fosfatovy pufr (NDLHPO, 0,05 mol/l , pH 7,9); v postu 60:40
(V/v)

methanol : octanovy pufr (GGEOO(NH,) 0,05mol/l) ; v pordru 60:40 (v/v)

methanol : octanovy pufr (GEOO(NH,) 0,05mol/l, pH 3,68 upraveno 10 %
CH3COOH) ; v pongru 60:40 (v/v), plitokova rychlost 0,3 ml/min

methanol : octanovy pufr (GGE&OO(NH,) 0,05mol/l, pH 3,68 upraveno 10 %
CH3COOH) ; v porgru 60:40 (v/v), piitokova rychlost 0,5 ml/min

4. Lichrosphere 100 RP C18 (am), 250x4 mm

methanol : octanovy pufr (GOO(NH;) 0,05mol/l, pH 6,9); v pogru 60:40
(V/v)

methanol : octanovy pufr (GGEOO(NH,) 0,05mol/l, pH 5,8 upraveno 10 %
CH3COOH); v pongru 60:40 (v/v)

methanol : octanovy pufr (GEOO(NH,) 0,05mol/l, pH 4,9 upraveno 10 %
CH3COOH); v pongru 60:40 (v/v)

methanol : octanovy pufr (GGEOO(NH,) 0,05mol/l, pH 3,9 upraveno 10 %
CH3;COOH); v pongru 60:40 (v/v)

methanol : octanovy pufr (GGEOO(NH,) 0,05mol/l, pH 2,8 upraveno 10 %
CH3COOH); v pongru 60:40 (v/v)
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methanol : octanovy pufr (GBOO(NH,) 0,1mol/l, pH 3,45 upraveno 10 %
CH3;COOH); v pongru 60:40 (v/v)

5. Separon SGX C 18 (dm), 250x3mm
methanol : fosfatovy pufr (NHpbHPO, 0,1 mol/l, pH 2,94 upraveno 10 %
H3POy); v porreru 60:40 (v/v)
methanol : fosfatovy pufr (NDLHPO, 0,1 mol/l, pH 2,94 upraveno 10 %
H3PQy) + 0,005 mol/l SHS; v po#nu 60:40 (v/v)

6. Lichrosphere 100 RP C18 (pm), 250x4 mm

methanol : fosfatovy pufr (NDLHPO, 0,1 mol/l, pH 2,94 upraveno 10 %
H3PQy) + 0,005 mol/l SHS; v po#nu 60:40 (v/v)

methanol : voda (pH 2,8 upraveno 10 % JCBOH) + 0,005 mol/l SHS;
v poneru 60:40 (v/v)

methanol : voda (pH 2,8 upraveno 10 % sCBOH) + 0,005 mol/l SHS;
v porreru 20:80 (v/v)

methanol : voda (pH 2,8 upraveno 10 %sCBOH) + 0,005 mol/l SHS + 0,1 %
triethylamin (TEA); v pondru 20:80 (v/v), piitokova rychlost

1 ml/min

Priprava mobilni faze

Ke stanoveni vitaminbyla pouzita mobilni faze ve sloZzeni methanol dargpH
2,8 upraveno 10 % GEOOH) + 0,005 mol/l SHS + 0,1 % triethylamin (TEA)pomeru
20:80 (v/v). Nejprve byl fipraven vodny roztok sodné soli kyseliny hexansuifcé
(0,005 mol/l). K tomu byl idan vzdy triethylamin, tvidci v objemu mobilni faze 0,1 %.
K celému objemu pak byla po kapkachiidavana 10 % kyselina octova za &asného
meéieni pH aZz do poZzadovaného pH 2,8.

Hledani vhodného vni¥niho standardu
Bylo zkouSeno &kolik latek, jako potencialnich viitich standanid Byly to:
pilocarpin, prokaiamid, promethazin, chinidin, dgaraben, fenacetin, acetanilid,
sulpirid, ambroxol a salicylan sodny.
Vnitini standard, jak jiz byléeceno v kapitole 2.4.2, by &a byt latka s podobnou

chemickou strukturou a podobnymi fyzik&lohemickymi vlastnostmi, musi se eluovat
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odlen¢ od ostatnich pik ale zarové v rozumnémcase. Dale musi byt chemicky
inertni.

ZkouSené latky se ale diuza danych podminek neeluoval§bec, nebyly za dané
vinové délky detekovatelné nebo se eluovaly v &péta vitamini. Proto nebylo mozné

metodu vnitniho standardu pouzit a byla zvolena metoda k&kibnaimky.

4.3 PFiprava roztok u

4.3.1 Priprava roztok U pro vyvoj metody

VSechny vitaminy byly rozpousty ve vo&. U kazdého byla pouZzita koncentrace
blizka gedpokladané koncentraci v multivitaminovych Sumiv§abletach. VSechny byly
na kolonu nastkovany v objemu 1Qu. Thiamin byl pouZit ve forrm své soli (Thiamin
hydrochlorid) v koncentraci 0,014 mg/ml. PyridoXigl rovréZ rozpou&tn ve forne své
soli (Pyridoxin hydrochlorid) v koncentraci 0,02 . Nikotinamid byl rozpougn
v koncentraci 0,18 mg/ml. Vitamin C (kys. askorbpu#l rozpoustn v koncentraci

0,6 mg/ml.

4.3.2 Priprava roztok a pro vytvo feni kalibra éni pFimky

Standardni roztoky pro fipravu kalibr&ni piimky byly pipravovany v gti
koncentracich pro kazdy vitamin, podle koncentradeklarované na obalu
multivitaminového preparatu (mg v takigttj. thiamin 1,4 mg/tbl, pyridoxin 2,0 mg/tbl,
nikotinamid 18,0 mg/tbl a kyselina askorbova 60@'tiv, viz. tab¢. 1.

Do péti 100 ml odnérnych bawrk, ozn&enychcisly od 1 do 5 byly rozpusty
navazky jednotlivych vitamin(tab¢. 1). Navazky byly rozpudhy ve vod (pro dokonalé
a rychlé rozpughi byla pouZzita ultrazvukové lafea voda dopléna k rysce. Roztoky
byly tadre promichany. Z kazdé bly byl odpipetovan 1 ml do 10 ml odinmé baiky a
vodou doplgny po rysku aadre promichany. Tyto roztoky s ko&rgymi koncentracemi
jednotlivych vitamiii (tab.¢. 1) byly nastikovany na kolonu kazdyikrat.

Pro owieni kalibr&ni pfimky bylo postupovano stejno 7 dni pozd.
Kazdy vzorek byl nagiknut pstkrat.
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Tabulka ¢. 1: Koncentrace roztoki pro kalibra éni piimku
A - Navazka [mg] do 100 ml odrérné baiky
B - Skutetn& koncentrace v nastiku [mg/ml]
C - Predpokladana koncentrace v Sumivém multivitaminu [mgnl]

1 2 3 4 S C

Al B |IA|BJA|B|A B |A|B

Thiamin /7 10,007 9 10,009 14 | 0,014 18 | 0,018 21 | 0,021] 0,014

Pyridoxin | 10 | 0,01| 15| 0,01% 20 | 0,020, 25 | 0,025 30 | 0,03| 0,02

Nikotinamid | 90 | 0,09| 140 0,14 | 180 0,18 | 220 0,22 | 270 0,27 0,18

Vitamin C |300| 0,3 | 450/ 0,45 | 600 0,6 | 750/ 0,75 | 900 0,9 0,6

4.3.3 Priprava roztoku multivitaminu

5 Sumivych multivitaminovych tablet bylo rozdra@mo a kvantitativ preneseno do
500 ml odnérné baiky. Fridanim vody byly rozpushy. Roztok byl doplén po rysku. Po
dukladném promichani bylaést roztoku pefiltrovana ges papirovy filtr. Filtrat byl
nastikovan na kolonu celkem Sestkrat. Koncentrace jdhyoh vitamini pii nastiku

viz tabg. 2 .

Tabulka ¢. 2: Predpokladané (deklarovan€) koncentraceify nastriku multivitaminu

Koncentrace [mg/ml]
Thiamin 0,014
Nikotinamid 0,18
Pyridoxin 0,02
Kys. askorbova 0,6
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Optimalni chromatografické podminky pro HPLC an  alyzu

Stacionarni faze

Pt vyvoji optimalnich chromatografickych podminekophodnoceni thiaminu,
pyridoxinu, nikotinamidu a kys. askorbové v multaminovych Sumivych tabletach, byly
vyzkouSeny i#izné stacionarni faze. Jako nejvhg8n byla zvolena chromatograficka
kolona 250 mm x 4 mm I.D. s naplni Lichrosphere R® C18 (fm) firmy Merck,
Némecko.

P jejim pouziti bylo dosazeno optimalniho relhi jednotlivych pik az na

zakladni linii a takeé jejich optimalniho tvaru narematogramu.

Mobilni faze

Jako nejvhodgjSi mobilni faze byla zvolena methanol : voda (p/8 @praveno
10% CHCOOH) + 0,005 mol/l sodné soli kyseliny hexansutieé (SHS) + 0,1%
triethylaminu (TEA); v porru 20:80 (v/v). B jejim pouziti dochazelo k optimalnimu
déleni piki jednotlivych vitamiih. Piky byly rozéleny az na zakladni linii a celkowas
analyzy negesahl 13 minut.

Praitokova rychlost byla zvolena 1 ml/miniimizsi rychlosti nebyly ziskany
optimalni tvary pik. VySsi rychlost by mohla Zigobit getlakovani chromatografického

systému.

Detekce

Pro vSechna #iteni byl uzit spektrofotometricky detektor. Detekgga provadna
v oblasti UV spektra. Podle zj&tych absorgnich spekter vSech vitamirbyla zvolena
jako optimalni vinova délka 270 nm.
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5.2 Kalibra éni pfimky jednotlivych vitamin a

V nésledujicich tabulkach jsou vzdy uvedeny velikptoch pod kivkou [mAU]
pii tvorb¢ kalibratnich gimek @i nasticich 1, 2, 3 event. i 4 a 5 u &eni. Kazda
podkapitola se &nuje vzdy danému vitaminu. Vzorky 1, 2, 3, 4 a 5 zia stoupajici
koncentraci, kterd je uvedena v druhém sloupci. Rbdlkou je vzdy graf v zavislosti
plochy pod kivkou na koncentraci v ndtku [mg/ml].

V kapitole 5.2.9. je chromatogram vSec¢tyt vitamini pii méfeni kalibr&ni

primKky.
5.2.1 Kalibra éni pfimka pro thiamin:

Tabulka ¢. 3: Hodnoty kalibra¢ni pirimky pro thiamin za danych koncentraci

Vzorek [Koncentrace Nastrik 1 |Nastiik 2 | Nastrik 3| Priamér
¢ [mg/ml]
1 0,007 115,4 115,1 115,4 115,3
2 0,009 148,7 148,2 148,8| 148,6
3 0,014 243 .4 226,6 225,71 2319
4 0,018 307,8 306,1 306,2] 306,7
5 0,021 352,9 352,8 353,2] 353,0
Thiamin
400,0
5 350,0
g
< 300,01
X __ 250,0-
- 2 y =17138x - 5,4143
O < 200,01 )
o c R? = 0,9994
© — 150,01
<
5 100,01
O s500-
0,0 : : : : : : : :
0,006 0,008 0,01 0,012 0,014 0,016 0,018 0,02 0,022
Koncentrace [mg/ml]

Obr. €. 11: Kalibra¢éni p¥imka — thiamin
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5.2.2 Ovéreni kalibra €ni pFimky pro thiamin

Tabulka ¢. 4: Ovéreni kalibra¢ni piimky pro thiamin

Obr. ¢. 12:0wreni kalibraéni piimky — thiamin

5.2.3 Kalibra éni pFfimka nikotinamidu:

Tabulka ¢. 5: Hodnoty kalibraéni piimky pro nikotinamid

Vzorek |Koncentracg Nastrik 1|Nastrik 2 [Nastiik 3| Pramér
¢. [mg/ml]
1 0,09 1029,8| 1029,4 1029,2 1029,5
2 0,14 1575,0/ 1571,2 1564,9 1570,4
3 0,18 2154,3| 2007,1 2005,b 2055,6
4 0,22 2548,8| 2542,3 2539,0 2543,4
5 0,27 3073,6|/ 3069, 3075,F 3072,9

Vzorek [KoncentraceNastiik 1|Nastrik 2|Nastrik 3|Nastiik 4 Nastiik 5| Pramér
¢ [mg/ml]
1 0,007 120,1 119,7 119,2 118,V 119/5 119,4
2 0,009 151,4 149,2 150,8 151, 151)1 150,8
3 0,014 239,6 235,3 236,3 236,8 236,4 236,9
4 0,018 289,4 290,4 2899 289,38 290/6 289,9
5 0,021 342,6 343,3 344,1 343,4 342)5 343,2
Thiamin
400,0
5 350,01
g 300,01
=
% __ 250,01
B2 2000, y = 15849x + 9,3216
% E 150,01 R? = 0,9984
§ 100,0-
o 50,0
0,0 T T T T T T T
0,006 0,008 0,01 0,012 0,014 0,016 0,018 0,02 0,022
Koncentrace [mg/ml]
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Plocha pod Kivkou
[MmAU]

3500,0

Nikotinamid

3000,0
2500,0
2000,0
1500,0
1000,0

500,01

0,0

y=11486x - 13,16
R®=0,9993

0,07

0,12

0,17

Koncentrace [mg/ml]

0,22

0,27 0,32

Obr. €. 13: Kalibra¢éni primka — nikotinamid

5.2.4 Ovéreni kalibra éni pFimky nikotinamidu

Tabulka ¢. 6: Ovéreni kalibra¢ni pirimky pro nikotinamid

Vzorek [KoncentracgNastrik 1|Nastrik 2 |Nastrik 3|Nastrik 4 |Nastrik 5| Pramér
¢. [mg/ml]
1 0,09 997.9 1000,5 998.,5 997.6 1002,0999,3
2 0,14 1510,3| 1513,7 15120 15109 1509,4511,3
3 0,18 2025,7| 2001, 1990,1 1988,2 1987,4998.,6
4 0,22 2463,9| 2465, 2457,83 24685 246%,2464,2
5 0,27 3065,3| 3077, 3082,0 3071,5 3069,8073,2
Nikotinamid

3500

3000 |

2500

2000

Plocha pod Kivkou
[MAU]

y = 11586x - 76,15

1500 | R?=0,9989
1000 |
500 |
0 : : : :
0,07 0,12 0,17 0,22 0,27 0,32

Koncentrace [mg/ml]

Obr. €. 14: Owieni kalibraéni piimky — nikotinamid
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5.2.5 Kalibra éni pfimka pyridoxinu:

Tabulka ¢. 7: Hodnoty kalibraéni pirimky pro pyridoxin

Vzorek KoncentracgNastiik 1|Nastiik 2|Nastrik 3| Pramér
¢. [mg/ml]
1 0,010 80,8 80,8 80,9/ 80,8
2 0,015 1245 124.8 124,9 124,7
3 0,020 180,1 165,8 165,98 170,6
4 0,025 212,2 211,2 211,4 2116
5 0,030 257,2 256,8 257,8§ 257,3
Pyridoxin
300,0
> 250,0
2
T 200,01
8 2 1500 y = 8794,7x - 6,8933
S 2 _
8= 000l R®=0,9998
(&)
S
o 50,0
0,0 T T T T
0,008 0,013 0,018 0,023 0,028 0,03
Koncentrace [mg/ml]

Obr. ¢. 15: Kalibraéni primka - pyridoxin

5.2.6 Ovéreni kalibra €ni pFimky pyridoxinu

Tabulka ¢. 8: Ovéreni kalibra¢ni pirimky pro pyridoxin

Vzorek |[KoncentraceNastrik 1|Nastrik 2 |Nastrik 3|Nastiik 4|Nasttik 5| Pramér
¢ [mg/ml]
1 0,010 78,5 78,4 78,2 77,9 77,8 78,2
2 0,015 125,6 125,5 125,0 125,1 1253 125,3
3 0,020 160,5 158,3 158,5 158,8 158/1 158,7
4 0,025 197,1 197,2 197,3 197,2 196,8 197,1
5 0,030 2429 243,5 243,4 243,1 2433 243,2
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Plocha pod Kivkou
[mAU]

300,0

250,01

200,01

150,04

100,04

50,0

0,0

Pyridoxin

y = 8039,6x - 0,28
R?=0,9969

0,008

0,013 0,018 0,023

Koncentrace [mg/ml]

0,028 0,03

Obr. ¢. 16: OWieni kalibraéni piimky — pyridoxin

5.2.7 Kalibra éni pfimka kys. askorbove:

Tabulka ¢. 9: Hodnoty kalibraéni piimky pro kyselinu askorbovou

Koncentrace | Nastrik 1 |Nastrik 2 | Nastiik 3| Pramér
Vzorek €. [mg/ml]
1 0,3 1564,0 1550,1 1546,5 1553,5
2 0,45 2330,8| 2324,1 2325,0 2326,6
3 0,6 3272,7| 3034,2f 3028,3 3111,7
4 0,75 3920,0| 3911,5 3917,5 3916,3
5 0,9 4646,8| 4650,8 4640,8 4646,1
Kys. Askorbova

5000

4500
8 4000
X
> 3500 |
® . 3000 | y=5183,3x + 0,9133
T D
g < 2500¢ R? = 0,9998
< £ 2000 |
S 1500
o 1000 |+
o

500 +

0
0,26 0,36 0,46 0,56 0,66 0,76 0,86 0,9

Koncentrace mg/mi

Obr. ¢. 17: Kalibraéni p¥imka — kys. askorbova
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5.2.8 Ovéreni kalibra €éni pFimky kys. askorbové

Tabulka ¢. 10: Owieni kalibraéni primky pro kys. askorbovou

Vzorek [KoncentracgNastiik 1|Nastrik 2|Nastrik 3|Nastiik 4 Nastiik 5| Pramér
¢ [mg/ml]
1 0,30 1197,4| 1195, 1185,1 1170,7 1159,4181,6
2 0,45 2107,8| 2103,9 2089,/ 2083,3 2077,2092,3
3 0,60 2644,6| 2591,2 2568,1 25535 2538,&2579,2
4 0,75 3470,0| 3465, 3458,6 3455,3 3447,8459,3
5 0,90 4163,0| 4169, 4160,6 4137,5 4124,&4150,9
Kys. askorbova
__ 4500
2 4000 |
E 3500 |
3 3000 | y = 4870,4x - 229,55
= 2500 R?=0,9937
% 2000 |
8 1500}
8 1000 |
§ 500 |
o 0
0,26 0,36 0,46 0,56 0,66 0,76 0,86 0,96
Koncentrace [mg/ml]

Obr. ¢. 18: Owreni kalibraéni primky — kys. askorbova
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5.2.9 Pr¥iklad chromatogramu standard G vitamin G

Na obrazkwislo 19 je ukadzka chromatogramu jednoho ziiidskalibraini
piimky standard vitamini. Koncentrace jednotlivych vitamirbyly:

kys. askorbova 0,6 mg/ml

nikotinamid 0,18 mg/ml

pyridoxin 0,02 mg/ml

thiamin 0,014 mg/ml

maLl
£00 Eys. askorbova
=00 4
400 +
3007 Nilcotinamic
200 4
100 +
Pyndozin Thiatmin
. \ A Nl
2 i A A 10 5 omin

]
Obr. ¢. 19: Chromatogram naskiku standarda vitamina pro kalibra éni piimku

5.3 Vysledky HPLC analyzy multivitaminu

5.3.1 Tabulka vysledk G jednotlivych m éFeni multivitaminu

V néasledujici tabulce jsou uvedeny zjité hodnoty ploch podikkou. Vzorek
multivitaminu byl nagiknut Sestkrat. Jednotlivé ziskané hodnoty plochly by
zpramérovany a piméry hodnot jednotlivych vitamin byly vyuZzity pro vypdet
koncentrace v nasku, viz kap. 5.3.2.
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Tabulka ¢. 11:ZjiSténé plochy pod Kivkou jednotlivych vitamina v multivitamino-
vém preparatu

Nastiik | Nastiik | Nastiik | Nastfik | Nastiik | Nastrik | Pramér
1 2 3 4 5 6
Thiamin: 75,1 79,2 80,0 78,3 79,5 78,4 78,3
Nikotinamid 2370,0| 2352,1 2357, 23535 2348,9 234{73354,9
Pyridoxin 754,4 751,0 763,8 757,Q 751,6 748/5754,4
Kys. Askorbova| 4664,0| 4590,2 4566,1 4523|8 4503,4 44744554,0

mall
1200

1000

&00 7

Eys. askorbova

Mhikotinamid

500

400

200

T T T
f 10 12 14 I

Obr. ¢. 20: Chromatogram multivitaminového preparatu

? Pyndoxin
T Thiamin

=]
ha
=

5.3.2 Vypo €et koncentrace vitamin U v analyzovaném preparatu

Podle rovnic kalibrénich gimek byly vypd@teny koncentrace jednotlivych
vitamini v nastiku. V rovnicich gimek paramety vyjadtuje plochu pod kvkou piku
konkrétniho vitaminu a zaépbyl dosazen gimér hodnot ploch, ziskany ze 6 nidlsi

(viz tab.¢. 11). Parametx vyjadiuje koncentraci vitaminu v nédu.
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Tabulka ¢. 12: Vypoet koncentraci jednotlivych vitaming podle rovnic kalibraé¢nich

piimek.
Vitamin Stanovené mnozstvi | Deklarované mnoZstvi
[mg/ml] [mg/ml]

Thiamin y =17138x - 5,4143 0,014
X = 0,0049

Nikotinamid y =11486x - 13,16 0,18
X = 0,206

Pyridoxin y = 8794,7x - 6,8933 0,02
X = 0,087

Kyselina y =5183,3x + 0,9133 0,6

askorbova x=0,878

Z uvedenych vysledkje patrné, Ze hodnoty koncentraci vitatninanalyzovaném
multivitaminovém preparatu sefipad od pipadu liSi od udavanych hodnot. Tyto
odchylky velmi pravdpodobr nejsou zjisobeny chyb& nantienymi kalibr&nimi
piimkami, protoZze u pouZitych fimek vzdy byla dosaZena hodnota kofelho
koeficientu v rozmezi R= 0,9993 — 0,9998. Navic byloshem n&feni zjistno, Ze
roztoky vitamiri jsou stabilni minimakisedm dni, s vyjimkou kyseliny askorbové, ktera
se rozklada jiz po dvou dnech. Proto byly vzorkglwanalyzovany v kratké deékpo
pripraw.

Zjistena koncentrace thiaminu jéilplizné tiikrat mensi nez udavana hodnota.

Ostatni vitaminy vzdy fesahuji deklarované mnozstvi. Zjisd koncentrace
nikotinamidu je nejblizSi deklarované hoda¢ddchylka je 14 %).

Zjisténa koncentrace pyridoxinu je v kontrastu s thiammirtigkrat vétSi nez uvagha
hodnota.

Zjistena koncentrace kys. askorboveé je &&m50% WtSi neZz uvaéha hodnota.

Ze zjiseénych hodnot je viét, Ze udavané hodnoty koncentraci neodpovidaji
skute&nosti. V disledku toho jsou gkteré vitaminy poddavkované (thiamin), jiné naopak
doporiené denni davkyipkrauji (pyridoxin, kys. askorbova, nikotinamid). Nicn#é
metoda nebyla jeStvalidovana, takze definitivni zésy bude mozné udat aZz po

provedené validaci
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo zjistit vhodné chromatogiadicpodminky pro simultanni
stanoveni vitamiin B; (thiamin), B (nikotinamid), B (pyridoxin) a vitaminu C (kys.
askorbova) pomoci HPLC v multivitaminovych Sumivytebletach. A dale zjistit, jak se
deklarované mnozstvi vitaminiSi od stanoveného.

Z mnoha testovanych kombinaci chromatografickyclorka mobilnich fazi byly
vybrany jako optimalni tyto:

Chromatograficka kolona 250 mm x 4 mm [.D. s naplichrosphere 100 RP C18
(5 um) firmy Merck, Nemecko.

Mobilni faze: methanol : voda (pH 2,8 upraveno 103¥:;COOH) + 0,005 mol/l
sodné soli kyseliny hexansulfonové (SHS) + 0,1%thsglaminu (TEA); v poréru 20:80
(VIV).

Detekce byla provedena spektrofotometricky, vindgka 270 nm.

Tyto podminky umoZznily snadné stanoveni koncentiié@minu, nikotinamidu,
pyridoxinu a kys. askorbové ve vybraném Sumivémtivitdminovém pipravku. Bylo
zZjisténo, Ze stanovené mnozstvi vitaimtomto gipravku se iSi od mnozstvi deklaro-
vaného vyrobcem. Zasovych dvodi jiz nebylo mozno vysledky @¥it. Oveéreni

vysledki bude provedenorpnésledné validaci metody.
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7 SOUHRN

Analytické hodnoceni I€iv s vyuzitim chromatografickych metod VI.
Diplomova prace

Kristyna Boudova

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakultdradci Kralové,

Katedra farmaceutické chemie a kontrokive

Byla vypracovana metoda pro simultanni stanovetamini B; (thiamin), B
(nikotinamid), B (pyridoxin) a vitaminu C (kys. askorbova) pomogisekol&inné
kapalinové chromatografie v multivitaminovych ®&tilch a déle pouzita pro stanoveni
téchto vitamiri v multivitaminovém Sumivémifpravku, pouzivaném jako potravinovy
doplrek. Ziskané vysledky byly porovnany s hodnotami dekvanymi vyrobcem.
NejlepSich vysledk bylo dosazeno pouzitim chromatografické kolony &plni
Lichrosphere 100 RP C18, 250 mm x 4 mm |.Dwi®) firmy Merck, Nemecko s mobilni
fazi methanol : voda (pH 2,8 upraveno 10% ;CBOH) + 0,005 mol/l sodné soli
kyseliny hexansulfonové + 0,1% triethylaminu) \mgou 20:80 (v/v). K detekci byl
pouzit spektrofotometricky detektor s vinovou délkd70 nm. Ritokova rychlost byla
1 ml/min, ¢as analyzy nepsahoval 13 minut. Latky byly eluovany vipdi kys.
askorbova, nikotinamid, pyridoxin, thiamin. Metdalade nasledhvalidovana.
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8 SUMMARY

Analytical evaluation of drugs using chromatographt methods VI.

Diploma thesis

Kristyna Boudova

Charles University in Prague, Faculty of Pharmaciiadec Kralové,

Department of pharmaceutical chemistry and drudyarsa

There was worked out the method for simultaniougrd&nation of vitamins B
(thiamine), B (nicotinamide), B (pyridoxine) a vitamin C (ascorbic acid) using hnig
performance liquid chromatoghaphy in multivitamablets in this work. This method
was used for determination of these vitamins ierg#scent multivitamine substance used
as food supplement. Acquired results were compartitdvalue declared by the producer.
Best results were reached by using chromatograggiionn Lichrosphere 100 RP C18,
250 mm x 4 mm L.D. (wm) Merck, Germany with mobile phase methanol : wgbéd
adjusted to 2,8 by acetic acid 10%) 0,005 mol/liwmdhexanesulfonic acid + 0,1%
triethylamine) in proportion 20:80 (v/v). There wased spectrofotometric detector with
wavelenght 270 nm for detection. Flow rate was Amiml, time of analysis didn’t exceed
13 minutes. Substances were eluated in order: lsiscacid, nicotinamide, pyridoxine and

thiamine. The method will be validated.
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