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ULOHA ¢&.1

VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE
Analyza smési methylxantinii pomoci HPLC

CILE ULOHY

e na zakladé vhodného statistického hodnoceni identifikovat jednotlivé methylxantiny a polyfenoly
v roztoku vzorku smési

UKOLY:
1.1. Seznameni s metodou
1.2. Popis a zékladni schéma kapalinového chromatografu
1.3. Provedeni HPLC chromatografického stanoveni
1.3.1. Pfiprava chromatografu
1.3.2. Stanoveni mrtvého objemu kolony V) pomoci neintegrujici latky (thiomocovina)
1.3.3. Separace a identifikace dvou methylxantini a dvou polyfenold v jejich smési metodou HPLC
v chromatografické soustaveé s obracenou polaritou fazi (tzv. reverse phase HPLC)

1.3.4. Vyhodnoceni chromatografické separace.

Pristrojové vybaveni:
HPLC systém (1x pumpa, fotometricky detektor, fidici software EZStart, Watrex Reprosil 100 C18 kolona
250x4.0 mm, 5um), ultrazvukova lazen.

Chemikalie:

Mobilni fize: CH;0H:CH;COOH (c = 1 mol.I""), 30:70 (v/v)

Mobilni faze 2: CH;0H:CH;COOH (¢ = 1 mol.I""), (28% CH;OH (280 ml) : 58 ml 98% C,H,0, : 662 ml H,0)
Zasobni roztoky: 1 g.1" kofein, 1 g.I"" theofylin, 1 g.I" katechin, 1 g.I" epikatechin.

Podminky nastaveni:
Metoda: methylxantine.met analyza probiha pii vinové délce A =254 nm
methylxantine280.met analyza probiha pii vinové délce A =280 nm
Pritok F = 0,5 ml.min™
Déavkovani: 5 pl testovaci smés, thiomocovina (0,002% roztok thiomocoviny v H,O)
10 pl standardy methylxantinti a polyfenolil a jejich smés

Sklo:

Kéadinka 100 ml (1x), kadinka 400 ml (1x), odmérna baiikka 1000 ml (2x), odmérna banka 500 ml (1x), odmé&rna
barika 50 ml (2x), navazovaci lodi¢ka (1x), pipetovaci balonek (1x), chemicka 1zi¢ka, centrifugaéni zkumavka
(2x), pipeta ned€lena 5 ml (1x), injekéni stiikacka se specialn€ upravenou jehlou pro davkovani vzorki.
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1.1. SEZNAMENI S METODOU HPLC

PRINCIP:

V soucasné dobé si HPLC stale udrzuje sviij vyznam — umoziluje analyzovat prakticky veskeré organické
latky s vysokou citlivosti v rozpéti relativnich molekulovych hmotnosti od stovek a.m.u.u iontli az po nékolik set
tisic u makromolekul az ¢astic.

Methylxantiny a polyfenoly jsou piirozenou soucasti fady rostlin nasledné vyuzivanych pro vyrobu
stimulujich napoju (¢aj, kava, kakao a nealkoholické napoje). Tyto latky vykazuji pozitivni Gcinky na lidsky
organismus, jako jsou sniZzeni hladiny cholesterolu, sniZeni rizika vzniku kardiovaskularniho onemocnéni
arakoviny. Porozumét mechanismu pusobeni téchto latek je spojeno s jejich izolaci a naslednou separaci.
V soucasné dobé je vzhledem ke snadné piipravé vzorku, pouziti usporné¢ MF, souCasné separaci, identifikaci
a kvantifikaci jednotlivych methylxantint a polyfenolt nejvice vyuzivana HPLC.

Obr. I: Stanovované methylxantiny a polyfenoly
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1.2. POPIS A ZAKLADNI SCHEMA KAPALINOVEHO CHROMATOGRAMU

PoZzadavky na chromatografické zarizeni:

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

b) zajistit kvantitativni a casové co nejkratsi nadavkovani analyzované smési na stacionarni fazi,

¢) vytvorit podminky k co nejvétSimu poctu opakovani sorpcnich a desorpénich procesi jako vysledku
vzajemnych vztahti mezi stacionarni fazi, molekulami slozek mobilni faze a molekulami solutt v
analyzované smesi,

d) uskutecnit ptiblizné méreni a zaznamenavani zmén urcitych vlastnosti tekouci mobilni faze, které
jsou vysledkem pritomnosti separovanych latek,

e) byt schopné selektivné uvedené zmény analyzovat a kvantifikovat

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

Obr. 2: Schéma jednotlivych Casti chromatografického zatizeni

1- zasobnik mobilni faze,

2 — Cerpadlo,

3 — méfic tlaku a pretlakovy regulator,

4 - ptedkolona,

5 - spojka,

6 - davkovaci kohout se smyckou,

7 - kolona,

8 - detektor (fotometricky),

9 - zafizeni pro zdznam a zpracovani dat.
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Obr. 3: Schéma pracovniho zapojeni
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Pumpa

Pumpa zajistuje staly pritok MF, ktery se udava se v ml.min™. Vétsina pump je konstruovana na
maximalni pracovni tlak kolem 40 MPa (400 barti). Diky pump¢ je mozné upravovat pratok a tlak mobilni faze
v systému. Podle rychlosti prittoku délime Gerpadla na vysokopritokova (> 10 ml.min™), konvenéni (0,2-
10,0 ml.min™), nizkopritokové (< 0,2 ml.min™).

Dale délime cerpadla podle zpusobu pohanéni MF na pistova a injektorova. U pistovych hrozi
nebezpeci tlakovych razl, coz muzeme zmirnit vétsim poctem cerpadel nebo zafizenim na tlumeni razd.
Injektorova Cerpadla nejsou vhodna pro gradientovou eluci, ale mohou dosahovat vysokych tlak.

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

Kolona — volba SF a MF

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

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

Pracujeme-li se systémem RP-HPLC, znamena to, Ze stacionarni faze je nepolarni pevna latka a mobilni
faze je polarniho charakteru. Jako stacionarni faze se pouziva nejcastéji silikagel s chemicky vazanymi alkyly
(napt. C8,C18) nebo fenyly. Nejpouzivanéjsi verzi je stacionarni faze chemicky vazana na nosici. Vyhodou je,
ze vazané stacionarni faze nemohou byt vymyvany z kolony. Nevyhodou je, ze tyto druhy stacionarni faze jsou
nachylné na pH rozmezi, ve kterém méfime (riziko hydrolyzy), koncentrace soli, atd. Takto vazané nosice
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obsahujici vazbu Si-N-C jsou stabilni pfi pH v rozmezi 4,0 - 7,5. Zcela odolné proti hydrolyze jsou naplné
vazané na povrch silikagelu kovalentni vazbou Si-O-Si-C, které se pfipravuji reakci silanovych skupin na
povrchu silikagelu s alkylchloristany. Tento druh kolony se muZe pouzivat pifi stanovovani agresivnéjSich
analyt. AvSak volba stacionarni faze je vzhledem k finan¢ni naro¢nosti méné ovlivnitelna .

Nejsnadnéji ovlivnitelnym faktorem je sloZzeni mobilni faze. Jako mobilni faze se pouZzivaji organicka
rozpoustédla s uréitym podilem vody. Cim vy3si obsah vody je v mobilni f4zi, tim je mobilni faze polarngjsi.
Nejcastéji se pouziva methanol a acetonitril, jako méné polarni rozpoustédlo se da pouzit benzen, chloroform
nebo velmi malo polarni tetrachlormetan.

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

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

Davkovaci zarizeni

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

Obr. 4: Vicecestny ventil se smyckou: A - plnéni smycky, B — vymyvani smycky do kolony

Detektory

Detektor je zafizeni, které reaguje na pfitomnost analytu a vysila signal, jenZ je zaznamenavan v
zavislosti na ¢ase. Vysledkem vyhodnoceni byva chromatogram, kdy kvalitativnim parametrem je reten¢ni cas
maxima piku a kvantitativnim plocha ¢i vyska piku dané¢ho analytu.
Idealni detektor by mél byt schopny detekovat vSechny typy latek a pfedev§im by mél mit vysokou citlivost a co
nejnizsi hodnoty Sumu. Detektory délime na: spektrofotometrické (UV-VIS), refraktometrické, elektrochemické,
vodivostni, MS a dalsi. Tyto typy detektort se liSi méfenou veli€inou, teplotni zavislosti odezvy, zavislosti
odezvy na prutoku atd.
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Tab.: Druhy detektort

Rozdéleni detektort

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

ampérometricky proud 10-9 g.ml-1

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

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

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

1.3. PROVEDENI HPLC CHROMATOGRAFICKEHO STANOVENI

1.3.1. PRIPRAVA CHROMATOGRAFU

1.3.1.1. Priprava k méreni a sbér dat

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

Jakmile je detektor nazhaveny, pfistoupime k ekvilibraci kolony, zkontrolujeme, zda je filtr ponofen
pod hladinou MF. Vezmeme stiikacku (30 ml se Sroubovacim zakoncenim) a nasadime na vypustni ventil
pumpy. Otevieme opatrné ventil a pomalu natahujeme mobilni fazi z odmérné bariky, to nam zajisti odstranéni
bublin z kolobéhu mobilni faze. Natdhnuti mobilni faze opakujeme alespon 2x. Poté jesté hadicku zkontrolujeme
pohledem a piipadné bublinky sklepeme a znovu natdhneme stiikackou. /POZOR! Pti vniknuti bublin do kolony
mize dojit k jejimu poskozeni

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

Sbér dat provedeme dle navodu vedouciho cviceni.

1.3.1.2. Davkovani vzorku davkovacim kohoutem

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

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

Vzorky obsahujici rozpusténé plyny (napf. metanolické roztoky) je tfeba pred nastrikem dikladné
odvzdusnit v ultrazvukové lazni.

1.3.1.3. Naplnéni smycky davkovace
Po ekvilibraci kolony mizeme nastiiknout testovaci roztok. Testovaci roztok se méfi pii 254 nm.
Aceton mé funkci inertniho analytu, tudiz se viibec nezachytava na stacionarni fazi, proto se ¢as jeho eluce bere
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jako mrtvy retenéni ¢as. To slouzi k vypoctu kapacitnich faktorl. Davkovaci zafizeni je opatieno kohoutem s
polohou 1 (load) a 2 (inject). V poloze 1 plnime smycku, aniZz by dochazelo k unaseni analytu mobilni fazi,
v poloze 2 je analyt unaSen mobilni fazi. Nez dojde k nasttiku, musi byt davkovaci zatizeni vzdy v poloze 1.

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

Pécka se prepne do pravé spodni polohy a jehla se vytahne. Tim se uvniti davkovace piepne smér toku
mobilni faze tak, ze prochazi smyckou. Vzorek je nutné pied nastfikem ziedit na vyslednou koncentraci 100

pg/ml)

1.3.1.4. Nastrik vzorku na kolonu

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

1.3.2. STANOVENI MRTVEHO OBJEMU KOLONY Vy

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

1.3.3. SEPARACE A IDENTIFIKACE DVOU METHYLXANTINU A DVOU
POLYFENOLU V JEJICH SMESI METODOU HPLC
CHROMATOGRAFICKE SOUSTAVE S OBRACENOU POLARITOU FAZI
(tzv. reverse phase HPLC)

1.3.3.1. Analvza smési methylxantini a polyfenolu

Nastiikneme vzorek smési a provedeme analyzu, nastiik opakujeme 3x. Koncentrace jednotlivych
methylxantind a polyfenold ve smési je ¢ = 100 ug.ml™.

1.3.3.2. Stanoveni retenc¢nich éasu pro standardy analyzovanvch solutu

Pripravime pracovni roztoky méfenych standardi methylxantint a polyfenoll (koncentrace
¢ =100 pg.ml™"). Provedeme tii nasttiky kazdého z téchto roztokt na kolonu.

1.3.4. VYHODNOCENI CHROMATOGRAFICKE SEPARACE

1. Vypocditame mrtvy objem kolony V.
Stanovime retencni ¢asy separovanych methylxantini a polyfenoli v jejich smési.
Stanovime retencni ¢asy separovanych standardi methylxantina a polyfenoli.

Stanovime kapacitni poméry k separovanych latek.

S S

Podle méfeni retencnich ¢asi sloZek smési a standardi provedeme identifikaci latek

v analyzované smési methylxantinu a polyfenolii pomoci statistického vyhodnoceni.
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VYHODNOCENI CHROMATOGRAFICKEHO ZAZNAMU:

tr2
) trq tw .. .mrivy” éas, retence inertni latky
trx . eluéni éas solutu X (min:sec)
L Ve Vrx vzdalenost piku na zdznamu od
Vi - i startu v mm
) Vg2 "Vas Yo.5(X) sitka v poloviné vysky piku
< Ve, -
solut 1
inert solut 2
i A !
Yos(1)
Yo5(2)

Charakteristickou veli¢inou pro kazdou chromatografovanou latku je eluluéni (reten¢ni objem) Vi.
Existuje vztah mezi eluéni dobou tg, kterd uplyne od nastiiku vzorku do dosazeni maxima eluéni kiivky a
eluénim (retencnim) objemem, tj. objemem mobilni faze, ktery za tu dobu protece —

Ve . M

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

Elucni Cas ty; odecteme na vytisténém chromatogramu, eventuelné jej lze ziskat ze zdznamu zapisovace
prepoc¢tem z hodnot vzdalenosti dg maxima piku od linie nastfiku (v mm) s pouzitim idaje o posunu papiru s (v
mm/min). Hodnota elu¢niho ¢asu je v minutach.

A

fh_

Eluéni objem Vi je souctem dvou objemovych veli¢in: %g —
kde: Vy; je mrtvy objem, "V je redukovany eluéni objem.

Pro hodnoceni rozdilii v retencich latek se ¢asto pouziva pojmu retencni pomér r;,. Jeho hodnota se
pocita z poméru redukovanych retencnich objemd.

1
Ha—

SR

V literatufe se retence latek, zv1asté pii optimalizaci podminek a hodnoceni trendll zmén retence,
Casto vyjadiuji pojmem kapacitni pomér k. Ten je definovan:
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ki

b

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

ve fazi mobilni
k_5 %
M

kde: Kp je distribucni konstanta,
Vs je objem stacionarni faze,
Vu je mrtvy objem.

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

n_"34. /CM '34",%5\

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

Vyskovy ekvivalent vyskového patra H (v mm) se vypocitd z délky kolony (v pokusu 150 mm) a

vypocteného poctu pater n: ;

H_

Pro hodnoceni, jak jsou piky od sebe oddaleny, se pouziva veliCiny rozliSeni. RozliSeni R, , se vypocita
z rozdilu eluénich objemi separovanych latek 1 i2 a hodnot $ifek obou elu¢nich kiivek v poloviéni vysce:

117&?2 ~
ko W4 © -

Z hodnoty R, , Ize odhadnout miru pfekryvani sousedicich pikt, pfi hodnoté R = 1 jsou piky piekryty z
2% plochy, dokonale oddé¢leny jsou pii hodnoté > 1,5.

Doporucend literatura:
J. Churacek, P. Jandera: Uvod do vysokouc¢inné kapalinové chromatografie. SNTL, Praha 1984.




