Wysokosprawna chromatografia cieczowa w analizie jakoSciowe;j i ilo§ciowej

W analizie iloSciowej z zastosowaniem techniki HPLC wykorzystuje si¢ dwa mozliwe schematy

postepowania:

+ kalibracja zewngtrzna — sporzadzenie wykresu kalibracyjnego z wykorzystaniem znanych stezen
pojedynczych wzorcow; krzywa kalibracyjng zawsze nalezy przygotowac dla co najmniej pigciu
stezen analitu (dla kazdego trzy powtdrzenia); najlepiej jezeli kazde ze stgzen zostanie
przygotowane oddzielnie a nie przez rozcienczenie pojedynczego roztworu o wysokim stezeniu,

+ kalibracji wewnetrznej — przed separacjg chromatograficzng do roztworu analitu dodaje si¢ wzorca
wewnetrznego, dla ktérego ksztalt i symetria piku powinny by¢ zblizone do tych parametréw,
ktore charakteryzuja analit, a Stezenie wzorca dodanego do probki powinno byé¢ zblizone do
stezenia analitu. Wykres kalibracyjny dla metody wzorca wewnetrznego stanowi analize
zaleznosci ilorazow wielko$ci piku analitu do piku wzorca wewnetrznego (dodanego w stalym
stezeniu do wszystkich préb analitu) jako funkcji stezenia analitu. Bledy zwiazane z utrata probki
podczas jej przechowywania lub dozowania, badz wynikajace z wpltywu czynnikéw zewngtrznych
(np. temperatury kolumny w warunkach braku jej kontroli) s kompensowane metoda wzorca
wewnetrznego dzieki analizie ilorazu pikéw obu réwnolegle chromatografowanych zwiazkow
czyli poddanych tym samym wptywom czynnikéw mogacych mie¢ wptyw na wielko$¢ sygnatu.

Optymalizacja warunkéw chromatografowania, metodyki analizy HPLC oraz walidacja metody maja
prowadzi¢ do opracowania idealnej metody analitycznej, czyli mozliwie: szybkiej, taniej, prostej w
wykonaniu (stosunkowo mata ilo$¢ etapow obrobki manualnej), precyzyjnej, doktadnej, niepodatnej
na wptyw zanieczyszczen odczynnikéw lub matrycy, uniwersalnej oraz mozliwej do zastosowania w
analizach rutynowych.

Krzywa kalibracyjna powinna przechodzi¢ przez poczatek uktadu wspotrzednych co wymaga analizy
statystycznej parametrow regresji opisujacych rownanie zalezno$ci y = f(x):

y=ax+b

gdzie: y — wielko$¢ mierzona (pole powierzchni, wysokos$¢ piku analitu lub ich iloraz w odniesieniu
do wzorca wewngtrznego), x — stezenie analitu, @ — wspotczynnik kierunkowy prostej, b — wartosé
rzednej. Jezeli dwuwymiarowy rozktad zmiennych x i y ma charakter normalny, wspotczynniki a i b
oblicza si¢ ze wzordw:
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gdzie; n — liczebno$¢ zbioru.
Najlepsza miarg stopnia zalezno$ci pomigdzy zmiennymi X iy jest wspotczynnik korelacji (r):
o nE@y) - Tx - Ty
[nSx — @02 n2y? - @y

Im warto$¢ r jest blizsza 1, tym silniejsza jest korelacja migdzy zmiennymi. Natomiast gdy r = 0 to
zmienne te nie sa skorelowane liniowo i nie moga by¢ Opisane powyzszym réwnaniem. Dla oceny
istotno$ci korelacji prob o matej liczebnosci nalezy obliczy¢ wartos¢ t:



i porownac z warto$cig t,¢ rozktadu Studenta dla ustalonego poziomu istotnosci (np. 0,1 lub 0,05) i
liczby stopni swobody f = n -2. Korelacja jest istotna gdy t > t,¢ lub r > r,¢ (Tabela 2).

Btad standardowy wspotczynnika kierunkowego prostej a oraz wspoOtczynnika b oraz ich przedziaty
ufnosci opisujg rownania:

S
Sy= —2 ity -Sidlaf=n-2
[nx2?- 2 ’
- Zx dlaf=
Sp = Sy' m, bitayf -Sp,dlaf=n-2

gdzie; S, — wariancja:
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Gdy wartos¢ a = 0, wykres zaleznosci y = f(x) jest prosta rownolegla do osi x (brak zalezno$ci miedzy
zmiennymi X i y). Natomiast gdy b = 0 to prosta przechodzi przez poczatek uktadu wspotrzednych
(krzywa kalibracyjna). W takim przypadku réwnanie opisujace zaleznos$¢ y = f(x) przyjmuje postac:

y =ax
. _ XXy
gdzie: a=3s2

Aby oceni¢ istotno$¢ wspotczynnikow a i b nalezy wyznaczy¢ wartosci t, i t, zgodnie z rownaniami:
a b
tqa = goraZ ty = 5
i porébwna¢ z wartoscig t,s rozktadu Studenta dla ustalonego poziomu istotnosci (np. 0,1 lub 0,05) i

liczby stopni swobody f = n -2. Jezeli warto$¢ t < t,s to odpowiednio warto$¢ a lub b statystycznie nie
rdznig sie od zera (a =0, b = 0).



Tabela 2. Warto$ci krytyczne wspotczynnikow t i r w zalezno$ci od liczby stopni swobody (f) i przyjetego

poziomu istotnos$ci (o)

Stopien Wspolczynnik t Wspolezynnik r

SWO?Ody @=0,1 .= 0,05 0.=0,01 0=01 .= 0,05 0= 0,01
1 6,314 12,706 63,657 0,98769 0,99692 0,099877
2 2,920 4,403 9,925 0,90000 0,95000 0,990000
3 2,353 3,182 5,841 0,8054 0,8783 0,95873
4 2,132 2,776 4,604 0,7293 0,8114 091720
5 2,015 2,571 4,032 0,6694 0,7545 0,8745
6 1,943 2,447 3,707 0,6215 0,7067 0,8343
7 1,895 2,365 3,499 0,5822 0,6664 0,7977
8 1,860 2,306 3,355 0,5495 0,6319 0,7646
9 1,833 2,262 3,250 0,5214 0,6021 0,7348
10 1,812 2,228 3,169 0,4973 0,5760 0,7079
11 1,79 2,201 3,106 0,4762 0,5529 0,6835
1 1,782 2,176 3,055 0,4575 0,5324 0,6614
13 1,771 2,160 3,012 0,4406 0,5239 0,6411
14 1,761 2,145 2,977 0,4259 0,4973 0,6226
15 1,753 2,131 2,047 0,4124 0,4821 0,6055
16 1,746 2,120 2,021 0,4000 0,4683 0,5897
17 1,740 2,110 2,898 0,3887 0,4555 05751
18 1,734 2,101 2,878 0,3783 0,4438 0,5614
19 1,729 2,003 2,861 0,3687 0,4329 0,5487
20 1,725 2,086 2,845 0,3598 0,4227 0,5368




Cwiczenie: Oznaczanie witaminy B; (nikotynamid, witamina PP) metoda HPLC

Substancje do badan:
Witamina Bg — chlorowodorek pirydoksyny
Witamina B; - nikotynamid

HO OH
HoN —
e
K < . \ 7/
H N
Witamina B, Witamina Bg

Odczynniki:
Metanol cz.d.a.
Diwodorofosforasn potasu cz.d.a. (KH,POy,)
Azotan potasu
Woda destylowana

Aparatura:
o Chromatograf cieczowy:
pompa
detektor spektrofotometryczny
rejestrator

petla dozujaca 20 ul
o Waga analityczna

Sprzet laboratoryjny do ¢éwiczenia z HPLC:
kolby miarowe poj. 10 ml — 15 szt.
kolba miarowa poj. 25 ml — 1 szt.
zlewki poj. 50 ml — 10 szt.
cylinder miarowy poj. 200 ml —1 szt.
cylinder miarowy poj. 100 ml —1 szt.
naczynka wagowe — 5 szt.
pipety poj. 1,0 ml — 1 szt.
pipety poj. 2,0 ml — 1 szt.
pipety poj. 5,0 ml — 1 szt.
pipeta automatyczna poj. 0,2 ml — 1 szt. + koncowki
kolba miarowa poj. 500 ml — 1 szt.
lejek duzy — 1 szt.
lejki mate — 5 szt.
probowki mate — 20 szt.
tyzka metalowa — 1 szt.
tyzeczka plastykowa — 1 szt.

Warunki analizy chromatograficznej:
o faza stacjonarna: kolumna Lichrospher RP-18 (5 um), Merck, Niemcy, o wymiarach 250 mm
x 4,6 mm (i.d.)
o faza ruchoma: rozpusci¢ 1,22 g KH,PO, w 200 ml wody, doda¢ 50 ml metanolu, wymieszac i
uzupetni¢ woda do 500,0 ml. Fazg przesaczy¢ przez sgczek szklany i odgazowac
o szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1,0 ml/min;
o detekcja: spektrofotometr 260 nm.

Komputer



l. Ocena sprawno$ci kolumny chromatograficznej i warunkéw chromatografowania
mieszaniny witaminy Bg i B3

Roztwory do badan:
+ roztwor A - azotanu potasu (10 mg/ml)
Odwazy¢ doktadnie 100 mg azotanu potasu, przenies¢ do kolbki miarowej poj. 10,0 ml
rozpusci¢ w wodzie, wymieszac, uzupetni¢ woda destylowana i wymiesza¢ (roztwor A)

+ roztwor B - witaminy Bg
Odwazy¢ doktadnie 0,030 g witaminy Bg, przenies¢ do kolby miarowej poj. 10 ml, doda¢ 5 ml
fazy ruchomej, wytrzasa¢ do rozpuszczenia i uzupetnic¢ tym samym rozpuszczalnikiem do 10,0 ml
(roztwor B).

+ roztwor C - witaminy B;
Odwazy¢ doktadnie 0,015 g witaminy Bs, przenie$¢ do kolby miarowej poj. 10 ml, doda¢ 5 ml
fazy ruchomej, wytrzasa¢ do rozpuszczenia i uzupetnic¢ tym samym rozpuszczalnikiem do 10,0 ml
(roztwér C).

+ roztwor D - mieszanina witamin Bg i B3
0,2 ml roztworu B zmiesza¢ z 0,2 ml roztworu C (roztwor D).
Na kolumne wprowadzi¢ kolejno po 20 ul roztworu A, C oraz D, i zarejestrowaé chromatogramy (ok.

15 min.).

Oceniajac sprawno$¢ kolumny i uzyskany rozdzial chromatograficzny w/w substancji, obliczy¢
nastgpujace parametry:

o wspolczynnik retencji (k)

gdzie: tg— czas retencji, min
to— martwy czas retencji (roztworu A), min

o wspélczynnik asymetrycznos$ci sygnatu (As)

_ Woes
$ 2x

gdzie: Wy o5 — szeroko$¢ piku mierzona w 1/20 jego wysokos$ci, mm,
X — odleglo$¢ mierzona od prostej prostopadlej przechodzacej przez maksimum sygnatu do
jego obramowania, w 1/20 jego wysokosci, mm

o wspoélczynnik rozdzielczosci (R)

_ 1,18 (trz — tr1)
Wos)1+ (Wos)2

gdzie: tg— czas retencji, mm,
Wy 5 — szeroko$¢ sygnatu mierzona w potowie jego wysokosci, mm.



o liczbe pélek teoretycznych (N)

lub

gdzie: tg— czas retencji, mm,
Wy 5 — szeroko$¢ sygnatu mierzona w potowie jego wysokosci, mm
W1 — szeroko$¢ piku na wysokosci 10 % powyzej podstawy (linii bazowej) piku,
B/A — stosunek szeroko$ci prawej/lewej (zstepujacej do wstepujacej) strony piku, wyznaczony
na poziomie 10% wysokosci piku

Obliczone wartosci n, As i R nalezy zamiesci¢ w tabeli 3.

Tabela 3. Sprawno$¢ kolumny i charakterystyka rozdziatu chromatograficznego mieszaniny witaminy B3 i Bg

Roztwor Skladnik k tg, Min n A, R
A azotan | - | | e e e
potasu
C - e —
D Wit. Bg
Wit. B3




Krzywa wzorcowa oznaczania witaminy B; metoda HPLC

Powyzsze warunki chromatografowania mozna wykorzysta¢ do oznaczania witaminy Bj; w
preparatach farmaceutycznych z zastosowaniem witaminy Bg jako wzorca wewngtrznego.

Roztwory E - witaminy Bs:

Odwazy¢ doktadnie ok. 0,075 g witaminy Bs, przenies¢ do kolby miarowej poj. 25 ml, dodaé 15
ml fazy ruchomej, wytrzasa¢ do rozpuszczenia i uzupehi¢ tym samym rozpuszczalnikiem do 25,0

ml (roztwor E).

Do kolbek miarowych poj. 10,0 ml odmierzy¢ kolejno 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 ml roztworu E i

uzupehni¢ faza ruchomg (roztwory E1 — E5).

W probowkach przygotowaé mieszaniny 0,2:0,2 roztworu wzorca wewngtrznego (roztwor B) i

roztworow witaminy Bj (roztwory E1 — E5).

Na kolumn¢ chromatograficzng nanies¢ kolejno roztwory przygotowanych mieszanin, rozwijac
chromatogramy ok. 15 min, odczyta¢ warto$ci ilorazu p6l powierzchni pikéw substancji oznaczanej i

wzorca wewnetrznego, i zamiesci¢ w tabeli 2.

Tabela 4. Parametry krzywej wzorcowej

L.p. Stezenie PilPw, Parametry krzywej wzorcowej
El y=ax+b

E2

E3

E4

E5 y = ax




I11.  Oznaczanie witaminy B3 (PP) w tabletkach o Sredniej masie tabletkowej 0,06987
g (Vitaminum PP 50 mg)

Odwazy¢ doktadnie ok. 15 mg sproszkowanej masy tabletkowej, doda¢ 5 ml fazy ruchome;j,
wytrzasa¢ 5 min, uzupeti¢ faza ruchoma do 10,0 ml, wymiesza¢ i przesaczy¢. Do 1,0 ml przesaczu
doda¢ 1,0 ml roztworu wzorca wewnetrznego (roztwdr B) i wymiesza¢. Nanie$¢ mieszaning na
kolumne chromatograficzna, rozwija¢ chromatogram ok. 15 min, odczyta¢ warto$¢ Pi/Py,, i obliczy¢ z
krzywej wzorcowej (lub pomiaru wartosci PPy, roztworu o znanym stezeniu witaminy PP) zawarto$¢
nikotynamidu w $redniej masie tabletkowe;.

Obliczenia:

Whnioski konicowe:



