Laboratoře instrumentálních metod v analýze potravin
VYSOKOÚČINNÁ  KAPALINOVÁ CHROMATOGRAFIE 

(HPLC/UV) – vývoj metody

Dr. Ing. Věra Schulzová

Cíl:

 Seznámit se s technikou HPLC, s jednotlivými částmi chromatografického systému a technickými požadavky na instrumentaci

 Volba vhodné konfigurace systému v závislosti na typu analyzovaných látek (výběr kolony a mobilní fáze)

 Příprava chromatografického systému k provozu, kontrola parametrů, řešení běžných 

 problémů („troubleshooting“)

 Optimalizace separace analytů

 Vyhodnocování chromatogramů (integrátor), identifikace a kvantifikace analytů

Předpokládané znalosti:

Teoretické základy kapalinové chromatografie 

- princip rozdělení podle stacionární fáze

- princip optické absorpční chromatografie, měření UV/VIS spekter

- Lambert-Beerův zákon a jeho využití v analytické chemii 

- Zásady pro vyhodnocování chromatogramů, výpočty při použití instrumentálních metod

	metoda vnitřní normalizace

	metoda externí (absolutní) kalibrace (přímé srovnání se standardem, kalibrační křivka) 

	metoda vnitřního standardu

	metoda standardního přídavku

	matematicko-statistické zpracování výsledků, požadavky kladené na analytické výsledky


- Výpočet: kapacitního faktoru (retenční faktor) k´
separační faktor α 
účinnosti kolony, počet teoretických pater n
rozlišení Rs  - míra separace sloučenin


Teorie:

Princip:

Dělení sloučenin na základě různé  retence (zádrže) v chromatografickém systému

Chromatografie podle typu stacionární fáze

 Eluční (normální, reversní, iontově párová)

 Ionexová (anex, katex)

 Afinitní (zakotvené biologicky aktivní látky)

 Chirální (opticky aktivní stacionární fáze)

1. Systémy vysokoúčinné kapalinové chromatografie

obecně přehled, chromatografie na reverzní fázi

2. Volba a optimalizace separačního postupu

A. Volba kolony (temperance)

B. Volba mobilní fáze, gradientová eluce, odplynění
C. Volba nastřikovaného rozpouštědla a potlačení problémů při nástřiku

3. Preventivní údržba pumpy a kolony

možnosti kontroly správnosti a funkce pumpy 

4. Optimalizace chromatografického postupu

- maximální rozlišení dvou nejbližších píků

- maximální rozlišení při minimální době analýzy

- řešení problémů eluce píků (negativní píky, "ghost" píky)

  (vždy měníme pouze jeden parametr

Program laboratorní práce

Optimalizace  podmínek HPLC stanovení furanokumarinů

Detekce : UV 248 nm  

Nástřik 20 (l

Průtok mobilní fáze: 1 ml/min

Teplota kolony: 40°C 

Směsný standard furanokumarinů: 

angelicin, psoralen, bergapten (5-MOP), isopimpinellin, xanthotoxin (8-MOP), trioxalen 

koncentrace 5 μg/ml (30% MeOH)  (identifikace dle pořadí eluce)

Optimalizaci HPLC podmínek na směsi standardů:

1. kolona  

LiChroCART  250-4 mm, LiChrospher 100, PR -18 (5 μm)  - předem určena z časových důvodů

Další vhodné kolony

LiChroCART  250-4 mm, LiChrospher 100, PR -18e (5 μm)     

LiChroCART  250-4 mm, LiChrospher 100, PR - 8 (5 μm)     

2. mobilní fáze

a) izokraticky

MeOH:voda  50:50, 60:40  (v/v),  optimální 55:45

pořadí analytů:, 8-MOP,  psoralen,  angelicin, isopimpinellin, 5-MOP, trioxalen 
ACN:voda    40:60, 30:70 (v/v), optimální 37:63

pořadí analytů: psoralen, 8-MOP, angelicin, isopimpinellin, 5-MOP, trioxalen 

možnost ternární mobilní fáze ACN:MeOH:voda (viz. příloha)

b) gradient 

???

Analýza reálných vzorků: (za optimálních podmínek separace)

Extrakt pastináku (10 g ve 100 ml MeOH)

Extrakt celerové nati (10 g ve 100 ml MeOH)

vz 81 - 10 g celeru ve 100 ml ACN 

vz 45 - 2 g sušené kořenící směsi Podravka ve 100 ml ACN 

Výpočet metodou vnějšího standardu, přímé srovnání se standardem

Úkol:

optimalizovat chromatografické podmínky pro stanovení jednotlivých FC

- s co nejlepším rozlišením 

- s co nejkratší dobou analýzy

- stanovit obsah jednotlivých FC v analyzovaných vzorcích

Výpočet: kapacitní faktory  

               selektivita (separační faktor - pro kritické páry, určit případné kritické páry) 

 rozlišení dvou sousedních látek

 účinnost kolony -  počet teoretických pater 

Příloha
1.1 Chromatografická separace furanokumarinů pomocí HPLC-UV

Chromatografický systém pro HPLC, HP 1050  (Hewlett Packard, USA):

- Vysokotlaká kvartérní pumpa HP 1050


- Spektrometrický detektor v UV oblasti spektra HP 1050

Kolona: MERCK, LichroCART (250x4 mm), Lichrospher 100 RP-18 (5 μm)

Předkolona: MERCK, LichroCART (4x4 mm), Lichrospher 100 RP-18 (5 μm)

Mobilní fáze: MeOH:H2O

Gradient mobilní fáze: 0 – 8 min. 52% MeOH







             8 – 18 min. 52-100% MeOH

Doba analýzy: 20 min.

Průtok: 1 ml/min

Teplota kolony: 40°C

Detektor: UV při vlnové délce 248 nm (absorpční maximum většiny FC, spektra pro jednotlivé FC jsou uvedena dále)

Identifikace jednotlivých furanokumarinů pomocí HPLC byla provedena porovnáním retenčních časů vzorků s retenčními časy standardů. 

Obr. 1 Separace standardů FC při použití m.f. MeOH:H2O
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1.2  UV spektra furanokumarinů
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Opakování:

1. Princip HPLC

2. Co je HPLC v reverzní fázi

3. Co znamenají pojmy a co je ovlivňuje?

Rozdělovací koeficient – koncentrace  látky ve stacionární fázi : koncentraci látky v mobilní fázi

Rozlišení (resolution) míra separace

 přímo úměrné odmocnině počtu teoretických pater, roste s rostoucím počtem N (např. 3 (m částice - větší N než 5 (m, omezené možnosti, roste tlak, cena)

 retence: větší k´ - roste rozlišení  - není nejlepší cesta ke zvyšování citlivosti, roste také délka analýzy

 selektivita - nejlepší cesta ke zvýšení rozlišení, relativně malá změna selektivity - dramatické zlepšení 

 Separační faktor (selektivita)  relativní kapacitní faktor dvou analytů

ovlivnění: typ rozpouštědla, síla rozpouštědla, pufru, teplota, chemický povrch kolony, nejvíce složení mf (selektivita rozpouštědel), vliv kolony, výrobce, šarže (reprodukovatelnost) 

Kapacitní faktor (optimum 1-10, 20-100 – rozšiřování elučních pásů) – do jaké míry lze látku z kolony eluovat v přijatelném čase. (zahrnuje distribuční konstantu rozdělovací koeficient) ovlivní jej složení mobilní fáze a stacionární fáze, teplota

    Podle eluční síly mobilní fáze (silné rozpouštědlo tr ? to, k? 0)

Počet teoretických pater – N určuje účinnost kolony, kvalita sorbetu, průtok, teplota, velikost částic, roste s poklesem průtoku, s poklesem velikosti částic, se zvyšující se teplotou   

H účinnost kolony na jednotku délky

L délka kolony 

4. Příprava mobilní fáze: odplynění fáze a systému, měření mrtvého objemu, kontrola šumu

5. Stacionární fáze

6. Jaké znáte detektory

(RI, ECD, spektrofotometrické UV, VIS, UV/VIS, DAD, NIR, IČ, FLD, MSD)

Co ovlivňuje mrtvý objem systému?

Jak se počítá detekční limit? Co je LOD, LOQ?

Jak určíte citlivost pro daný analyt?

Jaký je vliv změny průtoku mobilní fáze na retenční časy látek?

Jak se provádí optimalizace volby vlnové délky?

Jak se projeví vliv gradientu na separaci látek?

Jaký je vliv teploty kolony na separaci a retenci analytů?
