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Separace a detekce smésnych vzorkil sekven&ni injek&ni chromatografii

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka oblasti analytické chemie, konkrétné
chromatografické separace. Pouziva automatizovanou metodu sekvenéni injekenf
analyzy. Tyk4 se pfiklad(i, kdy se b&zns pouZiva pro ¢asové a nakladova efektivni
~separaci obsahovych latek ve smé&sném vzorku gradientova eluce. Tyka se seriove
analyzy vzorkll u nichz se pfedpoklada, Ze obsahuje sloZky- analyty s vysoce
rozdilnym retengnimi vlastnostmi vii&i nastavenym chromatografickym podminkam
systému mobilni a stacionarni faze.

Dosavadni stav techniky

Kapalinova chromatografie na reverzni stacionamnl fazi b&ina vyuZiva izokratické
sloZeni mobilni faze b&hem separace jednotlivych latek vzorku tzv. izokraticks eluce.
V piipadé nedostatedné selektivity separaénich podminek pro jednotlivé latky Ize tyto
jednodu$e upravit zmé&nou sloZeni mobilni faze béhem separace (nejéastaji plynulou
zménou poméru rozpoustédel v mobilni fazi) tzv. gradientova eluce. Sekvenéni
injekéni  chromatografie (SIC) je jednou z mozZnosti jak provadét kapalinovou
chromatografii. SIC vyuZiva nejéast&ji monolitickou chromatografickou kolonu (rdzné
delky a priméru) s reverzni stacionami fazi C18 pro jeji nizky odpor vi&i protékajici
mobilni fazi. Nedostupnost jinych druhd stacionérnich fazi monolitickych kolon a
omezena moznost vyuZiti &asticovych kolon (diky jejich vy38imu odporu vogi
protekajici mobilni f4zi) omezuje 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., Pospiilova M., Solich P.: Talanta (77)
2008, 566-570).

Pro detekci smé&snych vzorki s pfedpokladanymi, vysoce rozdilnym vlastnostmi
analytld  vaéi nastavenym chromatografickym podminkam je nutné pouzit
chromatografii s mé&nicimi se chromatografickymi podminkami (gradientova eluce).
Pfi gradientové eluci jsou pro jednotiivé analyty vytvafeny co nejvhodn&jsi
chromatografické podminky plynutou zmé&nou sloZeni mobiini faze.




Pri gradientové eluci se pracuje s mobilni fazi, jejiz sloZeni se mé&ni s &asem.
takZe v prib&hu separace dochazi k plynulé zmé&neé poméru rozpoustédel tvofici
mobilni fazi a tim k zvySovani eluéni sily mobilni faze a tim i urychleni eluce
(vymyvani} latek z chromatografické kolony [Lahdesmaki I., Carroll A.D., Wood J.,
Klein G.D., Scampavia L.D.: FlAlab Instruments, Brochures/Sichrom (2008)). Zména
elugni sily mobilni faze umoziiuje zajistit selektivitu chromatografického systému a
‘zarovell urychlit proces separace.. Vzhledem ke zvySujicimu se zastoupeni
organického rozpoustédlia v mobilni f4zi se zvySuje jeho spotfeba. Po skon&eni
separace gradientovou eluci je tfeba upravit podminky na koloné Zpét na pocateény
stav, tedy je tfeba kolonu dostate&n& dlouhou dobu promyvat mobilni fazi o slozeni
stejném jako na poatku analyzy, timto dochazi k prodiuzovani &asu analyzy a stejné
tak k dal3i spotfeb& mobilni faze.

Pii sériovém méfeni vzorkli za podminek gradientové eluce tvofi vyznamny
¢asovy usek doba kdy jsou po ukon&eni méfeni ustalovany chromatografické
podminky v systému na plvodni (kolona je promyvana mobilni fazi o pavodnim
sloZeni) pied analyzou dalSiho vzorku. Tento &asovy Usek prodluZuje &as celé
analyzy a také se spotfebovava mobilni fazi.

Spotfeba rozpoustédel mobilni faze se zvyuje se zvySujicim se pom&rem jejich
zastoupeni beéhem gradientové eluce a zéroved b&hem ustalovani pavodnich
podminek pied analyzou dal$iho vzorku.

Pfevod metody separace gradientovou eluci (zejména gradientového profilu) z
jednoho pfistroje na druhy muiZe byt problematicky, protoe jejich smé&$ovaci
‘systémy (&erpadla) pro vytvateni gradientového profilu eluéni sily mobilni faze
mohou byt odlidna. Gradientova eluce mlze byt pouzita jak v pfipad& vysokouginné
kapalinové chromatografie tak v metodé sekvenéni injek&ni chromatografie {SIC) pro
zmenu selektivity separace b&hem analyzy [Jandera P., Churagek J.. Gradient
Elution in Column Liquid Chromatography. Elsevier, Amsterdam 1985).

Alternativnim pfistupem pro &asové zefektivnéni analyzy serie podobnych
vzorkll je systém sdvéma a vice paralelng& zapojenymi chromatografickymi
kolonami, kdy jsou jednotlivé vzorky postupn& davkovany na jednotlivé kolony se
stejnou  optimalni mobilni a stacionarni fazi pro dané sloZky ve vzorcich. Vystupy
z jednotlivych kolon jsou pfepindny do detektoru v zévislosti na pravé vymyvané
~sloZce vjednotlivych vzorcich. Sestava vyZaduje dvé (nebo vice) jednoduchych




Cerpadel a ventil pro pfepinani vystupu z kolon do detektoru. Bohu3el diky trvaléemu
toku mobilnich fazi je jejich spotfeba vy3si [Lindgvist A., Hilke S., Skoglund E.:
Journal of Chromatography 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 odstrariuje separace a detekce sloZek v serii podobnych
smésnych vzorkl s pfedpokladanymi, vysoce rozdilnym viastnostmi sloZek vigi
nastavenym chromatografickym podminkam sekvenéni injek&ni chromatografii, ktera
‘podle vynalezu spogiva v tom, Ze se ty2 smésny vzorek separuje nejméné na dvou
kolonach s rizné nastavenymi chromatografickymi podminkami, pfitemz se ze
smésneho vzorku na kazdé kolon& pfednostné separuji slozky s podobnymi
vlastnostmi vigi nastavenym, pro né& optimalnim chromatografickym podminkam, a
eluaty jednotlivych sloZek ze v8ech chromatografickych kolon postupné prochazi
jednou detekéni celou spektrofotometrického detektoru.

Chromatografické podminky se upravuji zmé&nou délky kolony a/nebo zméno
stacionarni faze kolony a/nebo zmé&nou sloZeni mobilni f4ze a/nebo rychlosti pritoku
mobilni faze.

Zafizeni k provadéni separace a detekce podle vynéalezu spodiva v tom, Ze
sestava z pistové pumpy (1), propojené se selek&nim ventilem (5), ktery je dale
propojen s prvnim zasobnikem (2) prvni mobilni faze a se druhym zasobnlkem (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
‘pfipojeny pfes smé&Sovaci T bod (12)- k pritokové cele (8) UV- VIS detektoru
(10}, prutokova cela je pfipojena k lahvi (12) s odpadem.

Novy analyticky pfistup vyuZivd nové dvou chromatografickych kolon pro
separaci a stanoveni latek a roz&ifuje moZnosti chromatografické analyzy sloZit&jsich
vzorkd (zvy3uje selektivitu méfeni). Dvoukolonova chromatografie je zalofena na
izokratické eluci (nemé&nnych podminkéch analyzy). KaZd4 chromatograficka kolona




mé optimalni chromatografické podminky pro riznou skupinu sloZek obsaZenych ve
vzorku. Latky s meni schopnosti retence ke stacionami fazi jsou separovany na
prvni koloné a jsou promyvany optimaini prvni mobilni fazi a latky s véti schopnosti
retence ktéZe stacionami fazi jsou separovany na druhé koloné , v niz jsou
optimalni chromatografické podminky pro tyto sloZky, které jsou odlidné od prvni
kolony, (s odli§nou délkou, stacionarni fazi a odpovidajici optimalni druhou mobilni
fazi).

Kazda kolona je promyvana stale stejnou mobilni fazi, odpada nutnost
promyvani stacionarni faze mobilnf fazi s plivodnim sloZenim pied analyzou dal$iho
vzorku. Eliminovén je problém una$eni zékladni linie pfi zmé&né slozeni mobilni faze
za podminek gradientové eluce, pii zachovan! vysoké reprodukovatelnosti a snadné
pfenositeinosti metody na jiny pfistroj. Pro kaZdou skupinu latek se pouziva
specifickd (optimaini) kolona a mobilni faze, optimalini pritokova rychlost mobilni
faze, optimalni objem vzorku.

PfestoZe siln&ji zadrZované latky nejsou vymyty z prvni kolony pfed dalgim
nadavkovanim vzorku na tuto kolonu, nemajf viiv na naslednou analyzu. Jsou velmi
pomalu vymyvany z prvni kolony ve velmi vysokém retennim &ase a Zaznamenany
jen jako malé zvySeni zakladni linie - piky jsou velmi rozmyté. Experimentainé bylo
ovéfeno, Ze zadrZovani t&chto latek na kolon& nesnifuje Uginnost prvni kolony
vazbou na aktivni mista jeji stacionami faze. Druha kolona je pouzita pro separaci
latek silngji zadrZovanych na prvni kolon&, zatimco slabgji zadrZzované Iatky nejsou
zadrZovany na druhé kolon& viibec a vymyvaji se s $umem mrtvého objemu kolony.
Takto Ize s vyhodou pouZit druhou krat$l kolonu, vy88i pritok druhé mobilni faze
nebo druhou mobilni fazi s vy3si eludni silou. Variabilita systému je vysoka diky
siroke nabidce chromatografickych kolon, smési mobilni faze, pritokovych rychlosti
“mobilni faze a nastfikovych objeml vzorku.

~ Vyznamna je uspora mobilni faze v porovnani s metodou s gradientovou
zménou eluéni sily mobilni faze, vynechén je krok promyvani kolony pfed
opakovanym nastfikem jako pii metodé s gradientovou zménou elugni sily mobilni
faze, tomu odpovida i &asova (spora.

Vysledny &as analyzy a spotfeba mobilni faze v pfipadé dvoukolonového
systemu je niZ3i nejméné o 30% v porovnani se shodnou analyzou v médu
gradientové eluce. Pro dvoukolonovy systém neni tfeba dvojice pump se




sméSovaCem vytvafejicim gradient mobilni faze. Systém je vybaven pistovou
pumpou a selekénim ventilem.

Sekvencni injekéni chromatografie podle vynalezu umozfiuje sériové
stanoveni vzorkl o znamém sloZeni s pfedpokladanym rozsahem mnoZstyi
jednotlivych sloZek. Je Casové Uspornéjsi a sniZuje spotfebu rozpoustédel mobilni
faze v porovnani se sekvenéni injek&ni chromatografii s gradientovou eluci.

Chromatografické podminky jsou co nejvhodn&ji pro jednotlivé skupiny
sloZzek vytvafeny vyb&rem co nejvhodnéjsi kolony se stacionarni fazi a co
“nejvhodné&jSim sloZenim mobilni faze, které se b&hem mé&feni neméni.

Pfi sériovém méfeni vzorkdl diky neménnym chromatografickym podminkam je
¢as pro obnovu zafizeni pro analyzu nového vzorku nulovy.

- SloZeni mobilni faze zplsobem podle vynalezu je oviivnéno i vyb&rem druhé
kolony, coZ v pfipadé krat$i kolony umoZiuje pouzit mobilni fazi s men3im
mnoZstvim organického rozpoustédia v porovnani s gradientovou eluci.

Davkovani vzorku na vice kolon (oddélena separace sloZek s rozdilnymi
retenénimi vlastnostmi) umoZfiuje i variabilitu davkovaného mnoZstvi vzhledem
k pfedpokladané odezvé detektoru pro piedpokladanou koncentraci siofek — vy3si
nadavkované mnoZstvi umoZni zvydit odezvu detektoru, tedy sniZit nejniz&i limit
stanoveni (limit kvantifikace), tato moZnost u gradientové eluce neni.

Sekventni injekéni chromatografie podle vynalezu umozZfiuje analyzu
(kvalitativni i kvantitativni) u vzorku se znamym sloZenim a s obsahem t&chto analytl
v kalibrovaném rozsahu, ktery je pfedem experimentalné ovéren.

Podminky méfeni v sekven&ni injek&ni chromatografii podle vynélezu jsou
-optimalizovany vzhledem k sloZeni analyzovaného vzorku. Vybrany jsou vhodné
kolony pro dané skupiny sloZek, vybrano je vhodné sloZeni mobilnich fazi pro
jednotlive kolony, vybrano je vhodné mnoZstvi vzorku davkované na jednotlivé
kolony, vybrano je vhodné mnoZstvi mobilni faze pro jednotlivé kolony a priitokova
rychlost mobilnich fazi pro jednotlivé kolony. Spektrofotometricky detektor je
nastaven vzhledem k absorpénim vlastnostem jednotlivych sloZzek. V&echny vy3e
uvedené podminky jsou nastaveny v programu potitate ovladajiciho cely systém a
jsou b&hem méfeni neménné.




Ptehled obrazkd na vykresech
Na obr. 1 je znazornéno schema zafizeni

Piiklady provedeni vynalezu

Vystupni kontrola pii vyrobé lé&ivych ptipravk( (zejména tablety) s obsahem
paracetamolu, kofeinu a propyphenazonu byla provadéna na zafizen! znazorné&ném
na obr 1.

Zafizeni sestavd 2z pistové pumpy 1, propojené se selek&nim ventilem S,
ktery je dale propojen s prvnim zasobnikem 2 prvni mobilni faze a se druhym
zésobnikem (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 pfipojeny pfes sméSovaci T bod 12 k priitokové cele 8  UV-VIS
detektoru 10, pritokova cela pfipojena k lahvi 11 s odpadem . Pritokova cela 8je
ozafovana UV lampou. Pistova pumpa 1 a osmicestny selekéni ventil Sa UV-VIS
detektor 10 jsou ovladany osobnim poéitatem 13.

Stanovenl obsahovych Ilatek vtabletdch s paracetamolem, kofeinem,
propyphenazonem se provadélo za pouZiti kyseliny salicylové jako vnitfntho
standardu. V prvni kolon& 6 byla pouZita mobilni faze (sloZeni acetonitril:voda =
10:90). Jako prvni kolona 6 byla pouZita komeréné vyrdbéna chromatograficka
monoliticka kolona s chemicky modifikovanym silikagelem fetézci 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 pouzita komer&né vyrab&n& chromatograficka monoliticka kolona s chemicky
modifikovanym silikagelem fetézci C18 (10 mm x 4,6 mm) Mobilni faze v druhé
kolongé 7 méla_sloZeni acetonitril:voda = 30:70 Druh4 kolona 7 byla pouzita pro
separaci a nasledné spektrofotometrické stanoveni propyphenazonu. Kalibra&ni
rozsah méfeni je pro paracetamol 1,2 - 150,0 yg mi™ pfi korelaci 0,999: pro kofein
1,6 — 200,0 pug ml™ pfi korelaci 0,999 a pro propyphenazon 2,4 — 300,0 pug mi™ pfi
korelaci 0,999.

Sekvence méfeni TC — SIC:




Na zakladé potitatového programu bylo pfesné mnoZstvi prvni mobilni faze
nasato pohybem pistu peristaltické pumpy 1 z prvnitho z&sobniku 2 pres vystup
selekéniho ventilu 5 do zasobniku peristaltické pumpy 1, poté vzorek byl nasat
pumpou 1 pfes selekéni ventil § z tfetiho z&sobniku 4 do hadicky spojujici vstup
selekéniho ventilu 5 a vystup pumpy 1

, otoZenim sméru pritoku pomoci prvni
mobilni faze byl vzorek vymyvén z haditky pfes selek&énf ventil 5 dale na prvni
chromatografickou kolonu 6 a pak byl vymyvan celym objemem prvni mobilni faze ze
zasobniku pumpy 1 do pritokové cely 8 detektoru a déale 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
sloZzek s podobnymi vlastnostmi vii&i nastavenym chromatografickym podminkam
v prvni chromatografické kolon& 6 nové analyza pokra&ovala separaci na druhé
chromatografické kolon& 7, kde se separovaly dalsi sloZky vzorku s podobnymi
viastnostmi  vO&i nastavenym chromatografickym podminkdm na druhé
chromatografické koloné 7. Pfesné mnoZstvi druhé mobilni faze bylo nasato
pohybem pistu peristaltické pumpy 1 z druhého z&sobniku druhé mobilni faze 3 pies
'vf/stup selekéniho ventilu 5 do zasobniku peristaltické pumpy 1. Vzorek je nasat
pumpou 1 pfes selekeni ventil 5 z tfetiho zasobniku vzorku 4 do hadigky spojujici
vstup selekeniho ventilu § a vystup pumpy 1. Otogenim sméru pritoku pomoci druhé
mobilnf faze je vzorek vymyvan z haditky pfes selekéni ventil 5 dale na druhou
chromatografickou kolonu 7 a pak vymyvan celym objemem druhé mobilni faze ze
zasobniku 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 kolony druhou mobilni fazi.

- Po vyhodnoceni &asového zaznamu zdetektoru se op&t do obou
chromatografickych kolon nastfikne novy vzorek.

Primyslova vyuZitelnost

Separace a detekce smésnych vzork( podle vynalezu je vyuZitelnd ve
farmaceutickém, nebo potravinafském priimyslu pfi vystupni kontrole vyrobkdi.
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Patentové naroky

1. Separace a detekce smésnych vzorkll sekvenéni injekdni chromatografii s
pfedpokladanymi, vysoce rozdilngm vlastnostmi sloZek vOé&i nastavenym
chromatografickym podminkam vyznagujici se tim, Ze se ty3 smésny vzorek separuje
nejméné na dvou kolonach s rlizn& nastavenymi chromatografickymi podminkami,
pfitemz se ze smésného vzorku na kadé kolon& prednostné separuji slozky
s podobnymi vlastpostmi viéi nastavenym, pro né optimainim chromatografickym
podminkémfﬁﬁi%jednotlivﬁch sloZzek ze v3ech chromatografickych kolon prochazi
jednou detekeni celou spektrofotometrického detektoru.

2. Separace a detekce podle naroku 1 vyznadujici se tim, Ze chromatografické
podminky se upravuji zmé&nou délky kolony a/nebo zménou stacionarni faze kolony
a/nebo zménou sloZeni mobilni f4ze a/nebo rychlosti pritoku mobilni faze.

3. Zatizeni k provadéni separace a detekce podle naroku 1 a 2 vyznaduijici se tim, Ze
sestava z pistové pumpy (1), propojené se selekénim ventilem (5), ktery je dale
propojen s prvnim zasobnikem (2) prvni mobilni faze a se druhym zasobnikem (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
pfipojeny pfes sméSovaci T bod (12)- k prutokové cele (8) UV- VIS detektoru (10),
pritokova cela je pfipojena k lahvi (12) s odpadem.
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