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{57) Anotace:

Separace adetekce smésnych sériovych vzorkl sekvenéni

inj ek&nf chromatografii s vysoce rozdilnymi reten &nimi
vlastostmi slozek vii¢i nastavenym chio matografickym
podminkam podle vyna ezu spodiva v tom, Ze setyZ smésny
vzorek oddél ené separuje nejméné na dvou kolonach s rizné
nastavenymi chromatografi ckymi podminkami, pFidemz se ze
smésného vzorku nakadé koloné piednostné separuji slo Zy
5 podobnymi retenénimi viastmostmi Wi nastavenym, pro né
optimain{ m chromatografickym podminkam, a eluaty
jednotlivych slozek ze viech chromatografickych kolon
postupné prochaz jednou detekni celou
spektrobtomerického detektoru. Chromat ografi cké podminky
se upraviji zménou délky kolony anebo zménou stacionarni
faze kolo ny a/nebo zménou slo Zeni mobilri fize ¥ nebo
rychlosti priitoku mobilni fize.
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Separace a detekce smésnych vzorkii sekvenéni injekéni chromatografii

Oblast techniky

Pedkladany vynalez se tyka oblasti analytické chemie, konkrétné chromatografie separace. Pou-
#iva automatizovanou metodu sekvenéni injekéni analyzy. Tyka se piikladi, kdy se bézné pouzi-
va pro ¢asové a nakladové efektivni separaci obsahovych latek ve smésném vzorku gradientova
cluce. Tyka se sériové analyzy vzorki u nichZ se predpoklada, Ze obsahuje slozky, analyty,
s vysoce rozdilnym retenénimi vlastnostmi vigi nastavenym chromatografickym podminkam
systému mobilni a stacionarni faze.

Dosavadni stav techniky

Kapalinova chromatografie na reverzni staciondrni fazi béZné vyuZivé izokraticke slozeni mohil-
ni faze béhem separace jednotlivych latek vzorku tzv. izokratickd eluce. V pfipadé nedostatedné
selektivity separacnich podminek pro jednotlivé latky lze tyto jednoduse upravit zménou sloZeni
mobilni faze béhem separace (nejéastéji plynulou zménou poméru rozpoustédel v mobilni fazi)
tzv. gradientova eluce. Sekvenéni injekéni chromatografie (SIC) je jednou z moznosti jak prova-
dét kapalinovou chromatografii. SIC vyuziva nejéast&ji monolitickou chromatografickou kolonu
(rozné délky a praméru) s reverzni stacionarni fazi C18 pro jeji nizky odpor vidi protékajici
mobilni fazi. Nedostupnost jinych druhii stacionarnich fazi monolitickych kolon a omezena moz-
nost vyuZiti ¢asticovych kolon (diky jejich vy38imu odporu vidi protékajici mobilni fazi) ome-
zuje selektivitu separaci a tim i vyuZitelnost metody SIC [Chocholous P., Solich P., Satinsky D.:
Analytica Chimica Acta (600) 2007, 129-135., Chocholous P., Satinsky D., Sladkovsky R.,
Pospisilova M., Solich P.: Talanta (77) 2008, 566-570].

Pro detekci smésnych vzorkd s predpokladanymi, vysoce rozdilnym retenénimi vlasinostmi ana-
lytd viiéi nastavenym chromatografickym podminkém je nutné pouZit chromatografii s ménicimi
se chromatografickymi podminkami (gradientova eluce). PTi gradientové eluci jsou pro jednotlivé
analyty vytvafeny co nejvhodnéj3i chromatografické podminky plynulou zménou sloZeni mobilni
faze.

Pii gradientové eluci se pracuje s mobilni fazi, jejiz sloZeni se méni s ¢asem, takZe v prabéhu
separace dochdzi k plynulé zméné poméru rozpoustédel tvofici mobilni fazi a tim k zvySovani
eluéni sily mobilni faze a tim i urychleni eluce (vymyvéni) latek z chromatografické kolony
[Lahdesmaiki I., Carroll A. D., Wood I, Klein G. D., Scampavia L. D.: FIAlab Instruments,
Brochures/Sichrom (2008)]. Zména eludni sily mobilni fize umoziiuje zajistit selektivitu chro-
matografického systému a zarovefi urychlit proces separace. Vzhledem ke zvySujicimu se zastou-
peni organického rozpoustédla v mobilni fézi se zvySuje jeho spotfeba. Po skondeni separace
gradientovou eluci je tfeba upravit podminky na kolon& zpét na pocatedni stav, tedy je tfeba
kolonu dostate¢né dlouhou dobu promyvat mobilni fazi o slozeni stejném jako na poCatku analy-
zy, timto dochazi k prodiuzovani ¢asu analyzy a stejné tak k dal3i spotfebé mobilni faze.

P¥i sériovém méfeni vzorko za podminek gradientové eluce tvoii vyznamny &asovy usek doba,
kdy jsou po ukondeni méfeni ustalovany chromatogratické podminky v systému na puvodni
(kolona je promyvana mobilni fazi o pivodnim sloZeni) pred analyzou dalSiho vzorku. Tento
tasovy usek prodluzuje &as celé analyzy a také se spotiebovavid mobilni fazi.

Spotieba rozpoustédel mobilni fize se zvyluje se zvy3ujicim se pomérem jejich zastoupeni
béhem gradienové eluce a zaroven béhem ustalovani pilivodnich podminek pfed analyzou dalsiho
vzorku.

Prevod metody separace gradientovou eluci (zejména gradientového profilu) z jednoho pfistroje
na druhy maze byt problematicky, protoZe jejich smé&dovaci systémy (Cerpadla) pro vytvafeni
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gradientového profilu ruéni sily mobilni fize mohou byt odliSna. Gradientova eluce mize byt
pouzita jak v pFipadé vysokoutinné kapalinové chromatografie tak v metodé sekveneni injek&ni
chromatografie (SIC) pro zménu selektivity separace béhem analyzy fJandera P., Churacek i.:
Gradient Elution in Column Liquid Chromatography. Elsevier, Amsterdam 1985].

Alternativnim pfistupem pro Casové zefektivnéni analyzy série podobnych vzorki je systém
s dvéma a vice paraleln€ zapojenymi chromatografickymi kolonami, kdy jsou jednotlivé vzorky
postupné davkovany na jednotlivé kolony se stejnou optimalni mobilni a stacionami fazi pro
dané slozky ve vzorcich. Vystupy z jednotlivych kolon jsou pfepinany do detektoru v zavislosti
na pravé vymyvané slozce v jednotlivych vzorcich. Sestava vyzaduje dvé (nebo vice) jednodu-
chych ¢erpadel a ventil pro piepinani vystupu z kolon do detektoru. Bohuzel diky trvalému toku
mobilnich fazi je jejich spotieba vyssi [Lingvist A., Hilke S., Skoglund E.: Journal of Chromato-
graphy A (1058) 2004), 121-126, Van Pelt C. K., Corso T. N., Schultz G. A., Lowes S., Henion
J.: Anal. Chem. (73) 2001, 582-588].

Podstata vynalezu

Uvedené nevyhody odstraiiuje separace a detekce sloZzek v sérii podobnych smésnych vzorki
s vysoce rozdilnymi retenénimi vlastnostmi slozek vi&i nastavenym chromatografickym pod-
minkam sekvenéni injekéni chromatografii, které podle vynalezu spoiva v to, Ze se tyZ smésny
vzorek oddélené separuje nejméné na dvou kolonich s rizné nastavenymi chromatografickymi
podminkami, pficemZ se ze smésného vzorku na kazdé kolon¢ pfednostné separuji slozky
s podobnymi retenénimi vlastnostmi vi¢i nastavenym, pro né optimialnim chromatografickym
podminkam, a eluaty jednotlivych sloZek ze viech chromatografickych kolon postupné prochazi
jednou detekéni celou spektrofotometrického detektoru.

Chromatografické podminky se upravuji zménou délky kolony a/nebo zmé&nou stacionarni faze
kolony a/nebo zménou sloZeni mobilni faze a/nebo rychlosti prittoku mobilni faze.

Zafizeni k provadéni separace a detekce podle vyndlezu spociva vtom, Z¢ sestava z pistové
pumpy 1, propojené se selekénim ventilem 3, ktery je dale propojen s prvnim zasobnikem 2 prvni
mobilni faze a se druhym zdsobnikem 3 druhé mobilni faze a se tfetim zasobnikem 4 vzorku a
s prvni chromatografickou kolonou 6 a s druhou chromatografickou kolonou 7, vytoky obou
kolon jsou piipojeny pies sméSovaci T bod 12 k pritokove cele 8 UV— VIS detektoru 10, priito-
kova cela je pfipojena k lahvi 11 s odpadem.

Novy analyticky pfistup vyuZiva nové dvou paralelné umisténych chromatografickych kolon pro
separaci a stanoveni latek a roziifuje moZnosti chromatografické analyzy slozit&jdich vzorki
(zvysuje selektivitu méfeni). Dvoukolonova chromatografie je zaloZena na izokratické eluci
(neménnych podminkach analyzy). KaZzda chromatografickd kolona ma optimalni chromatogra-
fické podminky pro riznou skupinu sloZzek obsaZenych ve vzorku. Latky s mensi schopnosti
retence ke stacionarni fazi jsou separovdny na prvni koloné a jsou promyvany optimaini prvni
mobilni fazi a latky s vétsi schopnosti retence k téZe stacionarni fazi jsou separovany na druhé
koloné&, v niz jsou optimalni chromatografické podminky pro tyto slozky, které jsou odlisné od
prvni kolony, (s odli$nou délkou, stacionarni fazi a odpcvidajici optimalni druhou mobilni fazi).

Kazda kolona je promyvana stdle stejnou mobilni fazi, odpada nutnost promyvani staciondrni
faze mobilni fazi s pavodnim slozenim pfed analyzou dalsiho vzorku. Eliminovan je probiém
unageni zakladni linie pfi zméné sloZeni mobilni fize za podminek gradientové eluce, pii zacho-
vani vysoké reprodukovatelnosti a snadné pfenositelnosti metody na jiny ptistroj. Pro kazdou
skupinu latek se pouZiva specificka (optimaini) kolona a mobilni faze, optimalni pritokova rych-
lost mobilni faze, optimalni objem vzorku.
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Prestoze silngji zadrované latky nejsou vymyty zprvni kolony pfed dalSim nadavkovanim
vzorku na tuto kolonu, nemaji vliv na naslednou analyzu. Jsou velmi pomalu vymyvény z prvni
kolony ve velmi vysokém retenénim &ase a zaznamenany jen jako malé zvy3eni zakladni linie —

v

piky j jsou velmi rozmyte Experimentalné bylo ovéfeno, Ze zadrzovani téchto litek na kolong

.......... O 1-~1
nesniZuje Ginnost p.m. kolony vazbou na aktivni mista jeji staciondmi fize, druhd kolona je

pouzita pro separaci latek silngji zadrzovanych na prvni kolong, zatimco slabgji zadrZzované latky
nejsou zadrzovany na druhé koloné vilbec a vymyvaji se s Sumem mrtvého objemu kolony. Takto
lze s vyhodou pouzit druhou kratgi kolonu, vy33i pritok druhé mobilni faze nebo druhou mobilni
fazi s vy8si eluéni silou. Variabilita systému je vysoka diky Siroké nabidce chromatografickych
kolon, smési mobilni faze, pritokovych rychlosti mobilni faze a nasttikovych objema vzorku.

Vyznamna je Gspora mobilni faze v porovnani s metodou s gradientovou zménou elucni sily
mobilni faze, vynechan je krok promyvéni kolony pfed opakovanym nastikem jako pfi metodé
s gradientovou zménou eluéni sily mobilni faze, tomu odpovida i ¢asova uspora.

Vysledny ¢&as analyzy a spotfeba mobilni faze v pHpad® dvoukolonového systému je niZ&i
nejméné o 30 % v porovnani se shodnou analyzou v modu gradientové eluce. Pro dvoukoionovy
systém neni tieba dvojice pump se sméSovadem vytvatejicim gradient mobilni faze. Systém je
vybaven pistovou pumpou a selek&nim ventilem.

Sekvenéni injekéni chromatografie podle vynalezu umoZziiuje sériové stanoveni vzorkil o znamém
slozeni s pfedpokladanym rozsahem mnoZstvi jednotlivych slozek. Je asové aspornéjsi a sniZuje
spottebu rozpoustédel mobilni fize v porovnini se sekvenéni injekéni chromatografii s gradien-
tovou eluci.

Chromatografické podminky co nejvhodnéj3i pro jednotlivé skupiny slozek jsou vytvifeny vybé-
rem co nejvhodnéjsi kolony se stacionarmni fazi a co nejvhodnéj$im slozenim mobilni faze, které
se béhem méfeni neméni.

PFi sériovém méfeni vzorkli diky nemé&nnym chromatografickym podminkam je ¢as pro obnovu
zafizeni pro analyzu nového vzorku nulovy.

Slozeni mobilni faze zpiisobem podle vynalezu je ovlivnéno i vybérem druhé kolony, coZ v pfi-
padé krat$i kolony umoZiuje pouZit mobilni fazi s men$im mnoZstvi organického rozpoustédla
v porovnani s gradientovou eluci.

Davkovani vzorku na vice kolon (oddélena separace slozek s rozdilnymi retenénimi vlastnostmi)
umoziiuje i variabilitu davkovaného mnozstvi vzhledem k pfedpoklidané odezvé detektoru pro
predpokladanou koncentraci sloZzek — vyisi naddvkované mnozstvi umozni zvysit odezvu detek-
toru, tedy sniZit nejnizii limit stanoveni (limit kvantifikace), tato moZnost u gradientové eluce
neni.

Sekvenéni injekéni chromatografie podle vynalezu umoZiuje analyzu (kvalitativni i kvantitativ-
ni} u vzorku se znamym sloZenim a s obsahem téchto analyti v kalibrovaném rozsahu, ktery je
pfedem experimentalné ovéfen.

Podminky méteni v sekvenéni injekéni chromatografii podle vynalezu jsou optimalizovany
vzhledem k sloZeni analyzovaného vzorku. Vybrany jsou vhodné kolony pro dané skupiny slo-
zek, vybrano je vhodné slozeni mobilnich fazi pro jednotlivé kolony, vybrano je vhodné mnoz-
stvi vzorku davkované na jednotlivé kolony, vybrano je vhodné mnozstvi mobilni faze pro jed-
notlivé kolony a pritokova rychlost mobilnich fazi pro jednotlivé kolony. Spektrofotometricky
detektor je nastaven vzhledem k absorpénim vlastnostem jednotlivych slozek. Viechny vySe uve-
dené podminky jsou nastaveny v programu poditade ovladajiciho cely systém a jsou béhem
méfeni nemeénné.
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Piehled obrazki na vykresech

Na obr. | je znazornéno schéma zafizeni

Ptiklady provedeni vynalezu

Vystupni kontrola pti vyrobé é¢ivych piipravkii (zejména tablety) s obsahem paracetamolu,
kofeinu a propyfenazonu byla providéna na zafizeni znazornéném na obr. 1.

Zatizeni sestava z pistové pumpy 1, propojené se selekénim ventilem 3, ktery je dale propojen
s prvnim zasobnikem 2 prvni mobilni faze a se druhym zasobnikem 3 druhé mobilni fize a se
tietim zasobnikem 4 vzorku a s prvni chromatogratickou kolonou 6 a s druhou chromatografic-
kou kolonou 7. Vytoky obou kolon jsou pfipojeny pfes sméSovaci T bod 12 k pratokové cele 8
UV-VIS detektoru 10, priitokova cela pfipojena k lahvi 11 s odpadem. Pritokova cela § je oza-
fovana UV lampou 9. Pistova pumpa 1 a osmicestny selekéni ventil 5 a UV-VIS detektor 10 jsou
ovladany osobnim poditatem 13,

Stanoveni obsahovych latek v tabletich s paracetamolem, kofeinem, propyfenazonem se prova-
d¢lo za pouziti kyseliny salicylové jako vnitiniho standardu. V prvni koloné 6 byla pouZita
mobilni fize o sloZeni acetonitril : voda = 10 : 90. Jako prvni kolona 6 byla pouZita komeréné
vyribéné chromatografickd monolitickd kolona s chemicky modifikovanym silikagelem fet&zci
CI8 (25 + 5 mm x 4,6 mm) — prvni kolona s chemicky modifikovanym silikagelem tetézci C18
(25 + 5 mm x 4,6 mm) — prvni kolona byla pouZita pro separaci a nasledné spektrofotometrické
stanoveni pfi 210 nm paracetamolu, kofeinu a kyseliny salicylové. Jako druha kolona 7 byla pou-
zita komeréné vyrdbéna chromatograficka monoliticka kolona s chemicky modifikovanym sili-
kagelem fetézci C18 (10 mm x 4,6 mm). Mobilni faze v druhé koloné 7 méla sloZeni acetonit-
ril:-voda = 30 : 70. Druha kolona 7 byla pouzita pro separaci a nasledné spektrofotometrické sta-
noveni propyfenazonu. Kalibra¢ni rozsah méfeni je pro paracetamol 1,2 az 150,0 ug ml' p#i
korelaci 0,999; pro koefin 1,6 az 200,0 ug ml™' pii korelaci 0,999 a pro propyfenazon 2,4 az
300,0 ug ml™* pti korelaci 0,999.

Sekvence méieni TC - SIC:

Na zaklade potitaového programu bylo presné mnozstvi prvni mobilni fize nasato pohybem
pistu peristaltické pumpy 1 z prvniho zasobniku 2 pfes vystup selekéniho ventilu 5 do zdsobniku
peristaltické pumpy 1, poté vzorek byl nasat pumpou 1 pies selekéni ventil 5 z tietiho zasobniku
4 do hadi¢ky spojujici vstup selekéniho ventilu 5 a vystup pumpy 1, otoleniin sméru pritoku
pomoci prvii mobilni faze byl vzorek vymyvan z haditky pfes selek&ni ventil 5 déle na prvni
chromatografickou kolonu 6 a pak byl vymyvén celym objemem prvni mobilni fize ze zdsobniku
pumpy 1 do pritokové cely 8 detektoru a dale z pritokové cely 8 detektoru do lahve 11 pro
odpad. UV-VIS detektor zaznamenava absorbanci béhem celé doby promyvani prvni kolony
prvni mobilni fazi. Po separaci viech sloZek s podobnymi vlastnostmi vii¢i nastavenym chroma-
tografickym podminkam v prvni chromatografické koloné 6 nové analyza pokracovala separaci
na druhé chromatografické koloné 7, kde se separovaly dalsi slozky vzorku s podobnymi vlast-
nostmi vi¢i nastavenym chromatografickym podminkam na druhé chromatografické koloné 7.
Presné mnoZstvi druhé mobilni faze bylo nasato pohybem pistu peristaltické pumpy 1 z druhého
zasobniku druhé mobilni faze 3 pies vystup selek&niho ventilu 5 do zasobniku peristaltické
pumpy L. Vzorek je nasat pumpou | pres selek&ni ventil 5 z tfetiho zisobniku vzorku 4 do hadig-
ky spojujici vstup selekéniho ventilu 5 a vystup pumpy 1. Otoéenim sméru pritoku pomoci druhé
mobilni faze je vzorek vymyvin z hadicky pfes selekéni ventil 5 dale na druhou chromatografic-
kou kolonu 7 a pak vymyvan celym objemem druhé mobilni faze ze zasobniku pumpy 1 do pri-
tokové cely 8 detektoru a dale z pritokové cely 8 detektoru do lahve 1] pro odpad. UV-VIS
detektor zaznamenava absorbanci béhem celé doby promyvani kolony druhou mobilni fazi.
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Po vyhodnoceni &asového zaznamu z detektoru se opét do obou chromatografickych kolon
nastiikne novy vzorek.

Primyslova vyuZitelnost

Separace a detekce smésnych vzorki podle vynalezu je vyuZitelna ve farmaceutickém, nebo
potravinafském primysiu pti vystupni kontrole vyrobki.

PATENTOVE NAROKY

1. Separace a detekce smésnych vzorki sekvenéni injekEni chromatografii s vysoce rozdilnymi
retenénimi viastnostmi slozek va¢i nastavenym chromatografickym podminkam, vyznadu-
jici se tim, Ze se tyZ smésny vzorek odd&lené separuje nejméné na dvou kolonach s rizné
nastavenymi chromatografickymi podminkami, pfi¢emz se ze smésného vzorku na kazdé kolonég
piednostné separuji slozky s podobnymi retenénimi vlastnostmi viici nastavenym, pro né opti-
malnim chromatografickym podminkam, a eluaty jednotlivych sloZek ze viech chromatogratic-
kych kolon postupné prochazi jednou detekeni celou spektrofotometrického detektoru.

2. Separace a detekce podle naroku 1, vyznaé&ujici se tim, Zc chromatografické
podminky se upravuji zménou délky kolony a/nebo zménou stacionarni faze kolony a/nebo zmé-
nou slozeni mobilni faze a/nebo rychlosti pritoku mobilni faze.

3. Zatizeni k provadéni separace a detekce podle narokii 1 22, vyznaduji ci se tim,
e sestdva z pistové pumpy (1), propojené se selekénim ventilem (5), ktery je dale propojen
s prvnim zasobnikem (2) prvni mobilni faze a se druhym zdsobnikem (3) druhé mobilni faze a se
tfetim zasobnikem (4) vzorku a s prvni chromatografickou kolonou (6) a s druhou chromatogra-
fickou kolonou (7), vytoky obou kolon jsou pfipojeny pfres sméovaci T bod (12) k priatokové
cele (8) UV~ VIS detektoru (10), pritokova cela je pfipojena k lahvi (11) s odpadem.

1 vykres
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