Vysokoucinna kapalinova chromatografie

(High performance liquid chromatography, HPLC)

Stanoveni kofeinu v lécivu Acifein

Obecny popis: Skripta - Jampilek et al., str. 60-63
old.If3.cuni.cz/chemie/cesky/materialy_B/chromatografie.doc
http://biochemie.sweb.cz/index.htm
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I. TEORIE HPLC

Je separacni metoda zaloZzend na dynamickém (v toku) rozdélovani analytu mezi dvé (nesmisitelné)
faze — fazi mobilni (kapalina) a fazi stacionarni (zakotvena kapalina nebo tuha faze). Analyt, ktery
v tomto systému vykazuje vétsi afinitu ke stacionarni fazi je v koloné vice zadrzovan a proto pfichazi
na detektor pozdéji nez analyt jiny, ktery naopak stravil vice ¢asu ve fazi mobilni — takto dochazi
k jejich oddéleni, separaci.

1 Kapalinova chromatografie - HPLC

Mezi metodami kapalinové chromatografie zaujima vyznamné misto technika HPLC. Mobilni fazi je
v tomto pripadé kapalina. Stacionarni fazi je bud' film prislusné latky zakotveny na povrchu nosice
anebo pevny adsorbent. Pfistroj, na kterém se provadi HPLC analyzy se nazyva kapalinovy
chromatograf.
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Schematicky nakres kapalinového chromatografu



Kapalinovy chromatograf tvofi tyto hlavni ¢asti: zdsobniky s mobilni fazi, vysokotlakd pumpa,
davkovac, kolona a detektor.

Stacionarni faze
Stacionarni faze je tvorena mikrocasticemi silikagelu (3-10 um), na kterych je navazana vlastni

stacionarni faze. Vlastni stacionarni faze mlze byt tvofena napfiklad nepolarnimi uhlovodiky (C8 —
silyl+oktyl, C18 = silyl+oktadecyl), nebo polarnéjsimi uhlovodiky s funkéni skupinou ( napt. -CN a
pod).

Mobilni faze
Mobilni fazi v RP HPLC mUZe byt napf. voda, methanol, acetonitril a jejich smési v rdznych

vzajemnych pomérech, pufry a dalsi. Na rozdil od plynové chromatografie, zde mobilni faze vstupuje
do interakce se sloZzkami analyzované smési a konkrétni sloZzeni mobilni faze mize vyznamnym
zplUsobem ovliviiovat celou analyzu (kvalitu separace) — viz déle.

Klicovym pojmem pro vybér vhodnych podminek separace (smési analytl), je elucni sila mobilni faze.
Tato sila je vidy vztaZzena na konkrétni systém (konkrétni stacionarni fazi), a ukazuje schopnost
eluovat analyt ze stacionarni faze (,soupefit” se staciondrni fazi o analyt) v procesu kontinualniho
transportu mobilni faze kolonou.

Dobrym odhadem elucni sily je (v ptfipadé neionizovanych analytd, tzn. kdyZ miZzeme zanedbat
iontové interakce) polarnost - jak analytu, tak obou fazi. Podle distribuce parcidlnich nabojl (z
posouzeni elektronegativity pfitomnych atom() dané molekuly mGzZeme pak usuzovat na jejich
vzajemnou afinitu: polarni analyt bude mit vysokou afinitu k poldrni fazi a nepolarni analyt k
fazi nepolarni. V nasem pfipadé nepolarni stacionarni faze (C18), tedy mizeme predpokladat a) Ze
tato faze bude vice zadrZovat méné polarni analyty, resp. b) Ze eluéni sila mobilni faze bude rlst
s rostoucim obsahem jeji méné polarni slozky (acetonitrilu).

Chromatogram
Chromatogram je Casovy zaznam odezvy detektoru; typicky je tvoren soustavou pikd, které maji

rdznou plochu a vysku, maji od sebe rGznou vzdalenost a v idedInim pfipadé jsou symetrické a maji
tvar Gaussovy kfivky.
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Ukazka chromatogramu. Kazdy pik (¢. 1 - 6) odpovida jedné sloZce analyzované smeési.
Vodorovna osa znazorfiuje ¢as. Cas, ktery odpovida vrcholu piku, je tzv. retenéni €as, ktery je
na dané koloné a za danych experimentalnich podminek pro kazdou latku charakteristicky.

Pokud je zkoumanda smés dobfe rozdélena, pak kazdy pik na chromatogramu odpovida jedné ze
slozek smési. Poloha piku na ose x uvadéna pomoci retencniho ¢asu (urceno podle polohy vrcholu)



urcuje, o jakou latku se jedna (kvalitativni analyza), plocha piku (nebo jeho vyska v pfipadé
symetrickych pikd) urcéuje koncentraci latky ve smési (kvantitativni analyza).

Identifikace pik( (latek) se provede tak, Ze se na stejné separacni koloné za stejnych
experimentalnich podminek provede ndstfik ovéfovaného standardu (nebo pfipravené smési o
zndmém kvalitativnim sloZeni). Pokud se retencni ¢as piku na chromatogramu neznamé smési
shoduje s retenénim ¢asem piku zndmého standardu, pak se jednd velmi pravdépodobné o stejnou
latku.

Koncentrace latek ve smési se urcuje z ploch nebo vysek pikli metodou kalibrace.

Vvhodnoceni chromatogramu

Jak bylo receno, kvalitativni charakteristikou latky je retencni ¢as t, piku. Pokud jsou navic
piky symetrické, jako kvantitativni ukazatel obvykle pouzivdame vysku v maximu piku (hpyax). Pokud
chceme pracovat presnéji, mérime plochu piku A. Pro zjisténi plochy nejjednoduseji postupujeme
tak, Ze pik aproximujeme trojuhelnikem (viz obrazek), protoze pak pro vypocet plochy lze pouZit
vztah A=1/2*h*w, kde h je vyska trojuhelnika a w pfislusna délka zakladny trojuhelnika. Moderni
software (Chemastation, Clarity, Chromeleon...) dokaZze provést numerickou integraci v graficky
privétivém prostredi; v zdsadé vSak musime néjak definovat zacatek a konec piku.
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efektivnich teoretickych pater Ng je mirou Gcinnosti kolony, je vysoky pro ,uzké“ (zadkladna piku
w—>0) a zadrZované (t,2> o) piky.
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Kde t0 je ¢as analytu nezadrzovaného kolonou (mrtvy cas). Pro srovnani ucinnosti rizné dlouhych
kolon se zavadi vyskovy ekvivalent teoretického patra H (L je délka kolony)



ROZLISENI

t,-to (retenéni minus mrtvy ¢as) se nazyva redukovany retencni ¢as (pozn. t, a w musi byt vyjadifovany
ve stejnych jednotkach napf. mm !ll). RozliSeni Rs je mirou separace dvou pik(i. Napf. hodnota
Rs=1,00 uddva, Ze dva stejné piky vykazuji jen 2 %-ni prekryv, pfi Rs= 1,50 povazujeme piky za
kvantitativné oddélené (odseparované).

tz _tl

R — 2"
S (W, +w,)/2

Retencni chovéni daného solutu A se v chromatografii charakterizuje

tr(A) —-t0
kapacitnim pomérem (faktorem) Kk = (t)O (=mira afinity ke SF) nebo
- - u(A) 1 ) L
retenénim (retardaénim) faktorem Rf = —U = —1+ " (=zlomek ret. ¢asu, ktery A stravi v MF), kde

u(A) = primérna rychlost slozky A, u = pradmérna rychlost MF.
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Il. INSTRUMENTACE [

Budeme pouzivat systém YL9100 Young Lin
Instrument Co., Ltd., Soul, Jizni Korea, ktery
je pIné ovladan softwarem Clarity.

SOFTWARE CLARITY

Poradi zapinani: autosampler, degasser, pumpa, termostat, posledni PDA, pak spoustim software

Clarity:

Launch
Manager

ikonka je na Plose

Jﬁystem Legin Legout Lock Wiew Help

L3100 L7 00

Admiriztrator

For Help, press F1

O All possible instruments? O}&

LOGIN: project ACIFEIN
V PRIPADE POTREBY provéadime jednorazové operace pro zprovoznéni systému:



1/ Pfiprava pumpy

P YL9100 - Device Monitor

Hfile Control Yiew Window Hep [ fl [E S o B O@®FF O |@

For Help, press F1 |Wcrlkl |Administlat0l For Help, press F1

Promyvani kanali (PURGE) se provadi pouze v pfipadé vymény zdsobnich lahvi. V nasem pfipadé se
pouziva isokratikca eluc epfedmichanou smési z kanalu C. Pfed zapocetim analyz je nutné kolonu
kondicionovat alespor 15 min promyvanim (Purge 100%C nebo Method send).

2/ Pfiprava autosampleru

g lm Device Monitor

ampler 1

[0 s= [ o |

ary Pump LC
W Y1316 1
. YL olumn Comp. Therm:
For Help, press F1

3/ Kontrola termostatu

JJFlIe Control  View Window Help |mi |Eﬁ.‘ﬂ9.??$ |@

Thermostat 1

I:I Dperate ~ Diagriosis

H alt Heset

For Help, press F1

zkontroluj, zda na modulech nesviti chybova LED (cervena) — nejcastéji na PDA modulu. V tom
pfipadé na Device Monitor, PDA Detector striskni ,Fault Reset”



3/ PROVEDENI EXPERIMENTU

Na rozdil od softwaru Chemstation, pouZiti autosampleru vylucuje mad Single run (ten je jen pro
manualni nastfik). | v pfipadé spusténi jediného experimentu s autosamplerem se tedy pouziva mad

sekvenéni — napft. s Jedlnym aktivnim radkem.

’E ¥YL9100 - Sequence Nonamecuﬁ I . - " I =B X%
” File Edit Sequence View Window Help |m ﬂi ||7M |7|7 ‘
IFECIEEE [snsmaEses |leemoorze @~ ass
Sample | ISTD | Sample | Inj.Vol. File Method Report Cpen )
Ste. [Run| SV | EV | IV | Sample ID Sample Amount | Amount | Difut. il Ter Std | Ll Name Style Open Calib, Print
i v 1! 1i 1 0,000 0,000 1,000 10,000 : %g_%R_%3n  :Unk CUKRYpazourek Instrument [ [ N
2 [ 2 2: 1 0,000 0,000 1,000 1,000 %g %R_%:3n Unk CUKRYpazourek Instrument ra [ [
=L_In b
For Help, press F1 0,50 min. - Running [Vial: 1 /Inj: 1 |File Name: 46.201013.59 31 001  |Active |Auto /J

NejdllezZitéjSim v zadanim experimentu je pfifadeni metody, tj. souboru parametr(, podle kterych

pracuje kazdy z modul(i: zde je pfipravena metoda ACIFEIN_6.MET

4/ Pfiprava metody:

= | [=] ﬁ
“ File Monitor Analysis Method Setting View Window Help | 4]
}?, File Mame: quercetin 1m ... 2010 15_57_3=
2 ﬁ Sample: quercetin 1 ma/mil

Sample ID:  qguerc

Method: CUKRYpazourek (MODIFIED)
Mode: Single Run

ﬁ Y¥1L9100 - Method CUERYpazourek (MODIFIED)

]
I I

Mot ready {no method sent) ‘

RESLLEObLL

For Help, press F1 |Workl |Administrator




Method Setup CUKRY]

Gradient Table
Time A B C D Flow
[min] [%] [%] [%] [%] | [mL/min] Standby Flow I 1 mL fmin
1 Initial 0,0 0,0 81,0 2.0 1,000
2 Time to Standby |0 [min]
i Standby Time V] [min]
Idle State \
 Pump OFf
. A B C D
L fmin %]
[l /mir] %] " Initial
1,5 a0 -
= leo = Standby
o 1,0 =]
© 40 = " Initial - Sta
0,5 Lo
0,0 0
Options... |

EventTable | A5 LC Gradienp[LC

I Measurementl Acquisition I Thermostatl Integration I PDA Method I Calculation I Advanced I

oK. I Cancel | Sendmeﬂﬂodl Report |

Audit Trail |

Help |

| Method Setup Di\clarityD\ACIFEINVACIFEIN 6 I i

select Sampler ISampIer 1 LI ¥ Enabled

¥L9150 Sampler Method

Mode, Time and Temp. IInputs and Outputs I Mix Methods I System Settings I Tray |

Analyziz Time [min)

o

Injection Mode

Flush Yolurme [pl]

T w

Wash Wash Times
I between Vials LI I 1
[ Preparative Mode
Status IAnaI_l,lsis timer running AS Status |

[l EventTable ag |LC Gradientl LC

I Measurementl Acquisition I Thermosmtl Integration I PDA Method | Calculatio 4 | » |

! oK I Cancel | Send method |

Report |

Audit Trail | Help |




Method Setup CUKI{YEaZDurEIc
Select Detector I Channel 1

Statuz after Analysis Temination

@ |nitial temp.
 0ff the Caolumn Camp.

External In/Out
Set..

©
12

Hw/ Status

[escription

Status IHunning

EventTable | A5 | LC Gradient | LC

~| ¥ Enabled
A Detector Method Det Status | I
PDA Detector Setup |
Acq Wa\relengthl 206 nm [~ Drift Comp. I 0,01 Abs/hr
[l Sample Rate |1D Hz vl [ Reference I 650 nm
| Bandwidth — [4 <] mm | g Readyln Startin
ResponseTime I 0 sec IDisabIe ;I IDisabIe LI IDisabIe LI
|
Filter Type IBesseI - l MarkcOut ReadyOut StartOut
IDisabIe ;I IDisabIe ;I IDisabIe ;I
[ Lamp Off at the end of run. Mare-In = Start-In > Ready-In >
[~ Mutozerns W Autozero [ Lamp OF
[V Chart Mark [V Chart Mark
™ Lamp On/Off
Status Mot Ready [Method has not been sent) From Det |
I
Ewent Table I AS I LC Gradientl LC I Measurement  Acquisition IThermosiatI Integration I PDA Method I Calculation I Advanced I
oK I Cancel | Send method | Report | Audit Trail | Help |
Method Setup Di\clarityD\ACIFEINACIFEIN_6 - L S
Select Thermostat IThermostat 1 ;I ¥ Enabled
L1 3= Column Comp. Method
Setwp | Time Table |
Frarm Hw! |
[~ Nat Controlled
] Default value
Set Temp.['C]: I 25 N
] | M arker IContact Dpen;l Y alve Position
Min. Temp.[*C] : I 4 |Valve‘| |Pos. 1 ;I
M ax Temp["C]: I a0 |Valve2 IF'os. 1 LI

| Measurementl Acquisition  Thermostat |Integratior1 | PDA Method I Calculatio 4 | >|

.

Cancel | Send methad |

Report |

Audit Trail | Help

e =

NejdlleZitéjsi karty metody jsou: AS |LCgradient |Acquisition|Thermostat|




Okno detektoru

nd ERlN
YL{400 - Data Acquisition ( 46.2010 13 48 56_001) =3 % |
File Analysis Display View Window Help M Ml |ii Lk & @ o
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v
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1. UKoL

Kyselina acetylosalicylova (acetylsalicylic acid, Aspirin™, Acylpyrin™) je Siroce

OH pouzivané lécivo s antipyretickymi a analgetickymi ucinky.
O\"/
0]

Kofein (caffeine) (podle rostliny Coffea arabica, ¢esky kavovnik) je
alkaloid, ktery pfiznivé stimuluje centralni nervovou soustavu a srdecni

¢innost. Kofein je pravdépodobné nejrozsirenéjsi stimulant na svété N \KO
nachdzejici se v mnoha ndpojich, napt. kavé, ktery se uzivanim ve vétsim </ ‘ N
/N CH;
CHj3 o

CH3
|

mnozstvi stdva drogou. Kofein patfi do skupiny purinovych,
methylovych derivatl xanthinu, ktera zahrnuje theobromin (kakao) a
theofylin (bronchodilatans, latka uvolfujici praduskové svalstvo).

H
N\"/CHS Paracetamol je IéCivo, jeZ plsobi proti bolestem a zvysené télesné
o teploté, neni vsak protizanétlivé. Patfi do indikacnich skupin analgetikum
HO

a antipyretikum.

—

OO , ;s . P . v v
ACIFEIN® V této préci bude stanovovdan obsah kofeinu v komercéné

e vyrabéném lécivu ACIFEIN (HERBACOS-BOFARMA, s.r.o).

ook g o

http://www.farmaceutika.info/acifein#spc

Driitel rozhodnuti o registraci a vyrobce
HERBACOS-BOFARMA s.r.0., Pardubice, Ceska republika

Slofeni

Ledive latky:

Acidum acetylsalicylicumn 250 mg, Paracetamolum 200 mg, Coffeinum 50 mg v 1 tableté
Pomaocne latky:

Glycin, kukuriény Skrob, mastek, hyprolosa

11



Pracovni postup:

Stacionarni faze: C18 (Supelcosil ABZ+plus, 150x4,6 mm), 3 um castice
Mobilni faze (MF): 11% acetonitril: 89%voda, isokraticka eluce,
Bude pouZivana metoda ACIFEIN_6.MET, kanal C (pfedmichana faze),

davkovani = pickup 2-10 uL, konkrétni objem urci vedouci cviceni

Pfiprava vzorku:

Zvaz 10 tablet a spocitej primérnou hmotnost jedné tablety. Vyber jednu tabletu, zvaz ji, dokonale
rozetfi na prasek a 25 mg rozpust v methanolu a doplri na 50,00 ml. Pfitomnost aditiv znemoZznuje
uplné rozpusténi tablety. VSechny stanovované komponenty (analyty) se ale kvantitativné rozpusti
do 10 minut. Do vialky filtruj! (15 minut)

Zasobni roztok standardu (kofein) pripravime do 100 ml odmérky, pfiblizna koncentrace
c~0.5 mg/ml, v 100% methanolu. Z tohoto roztoku nafed kalibra¢ni roztoky (10,00 ml/25,00 ml) o
nasledujicich koncentracich:

5,25, 40, 50 pg/ml (30 minut)
Proved opakovany nasttik kazdého standardu i vzorku (3x) (90 minut)
Vyhodnoceni

1/ Ze ziskanych dat zkounstruuj linearni kalibrac¢ni kfivku (linearni regresi) a vypocti mnozstvi kofeinu
v primérné tableté. Srovnej tuto hodnotu s deklarovanou (50 mg/tabletu).

2/ Identifikuj podle spekter jednotlivé piky v chromatogramu vzorku (pouzijte knihovnu spekter nebo
obrazek spekter standardu)!

3/ Spocitej rozliseni pikd paracetamolu a kofeinu (Rs) a Géinost kolony N pro a) paracetamol, b)
kofein!
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Standardy, cca 200 ppm - spektra
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