HPLC - SMB - Osmometry MLL KNALUER

Schnelle Analyse wasserloslicher Vitamine mit dem Smartline HPLC System

Zusammenfassung

Eine effiziente Basislinientrennung von Vitamin C und vier B-Komplex Vitaminen aus Vitamintabletten wurde an
einer C18-Phase erreicht, die speziell fir Anwendungen mit wassrigen mobilen Phasen entwickelt wurde. Die
herausragende Leistung der vorgestellten Methode wurde durch den Einsatz des Smartline HPLC Systems und
des statischen SmartMix Mischers erzielt.

Einleitung

Vitamine sind biologisch aktive Substanzen, die als Steueragenzien des normalen Wachstums und der Gesundheit
von belebten Organismen fungieren. Wahrend der Vitamingehalt von Nahrungsmitteln oft nur einige Mikrogramm
pro 100 g betragt, treten die Vitamine aber haufig begleitet von einem Uberschuss chemisch ahnlich reagierender
Substanzen auf. Die Analyse von wasserl6slichen Vitaminen mit traditioneller Umkehrphasen-HPLC ist nicht
moglich, da die hoch polaren Verbindungen an den konventionellen C18-Saulen nicht retardiert werden. Thiamin
und Ascorbinsaure (Vitamin C) zum Beispiel zeigen praktisch keine Retention an Standard C18-Material.
Analytische Umkehrphasenmethoden mit lonenpaar-Reagenzien wurden als potentielle Lésung des Problems
vorgeschlagen. Diese Methoden tendieren jedoch zu einer ungeniigenden Reproduzierbarkeit von Saule zu Saule,
die von nicht voraussehbaren Vorgangen bei der Wechselwirkung der paarbildenden Reagenzien mit der
Kieselgeloberflache und der gebundenen Phase verursacht werden.

In diesem Beitrag konzentrieren wir uns auf die HPLC-Analyse von Vitamintabletten mit Vitamin C und vier B-
Komplex Vitaminen: Thiamin(B1), Riboflavin(B2), Nicotinamid(B3) und Pyridoxin(B6). Es wurde eine speziell
modifizierte C18-Phase und eine saure mobile Phase eingesetzt, um eine hinreichende Retention fir eine gute
Trennung zu erzielen.

Probenvorbereitung
Wasserlosliche Vitamine kénnen aus einfachen Matrices wie homogenisierten Vitamintabletten im Ultraschallbad
mit Wasser leicht extrahiert werden. Nur 250 mg der Gesamtprobe wurden in einen 50 ml Kolben gegeben, mit
etwa 40 ml 0,5%iger Oxalsaure geruhrt und etwa 20 min im Ultraschallbad behandelt. Dann wurde die Probe
abgekuhlt und mit 0,5%iger Oxalsaure auf 50 ml aufgefillt. Vor der Injektion wurde die Probe durch ein 0,45 ym
Spritzenfilter geleitet.

Experimentelles

Alle Standardlésungen wurden mit 0,5% Oxals&ure in bidestilliertem Wasser bereitet. Ein vorlaufiger Standard von
drei wasserloslichen Vitaminen wurde durch Einwaage von Thiamin (10 mg), Pyridoxin (20 mg) und Riboflavin
(10 mg) in einen 100 ml Kolben und Auffullen auf 100 ml mit 0,5%iger Oxalsaure hergestellt (V1). In einen zweiten
100 ml Kolben wurden 70 mg Ascorbinsdure und 20 mg Nicotinamid eingewogen, mit 70 ml 0,5%iger Oxalsaure
verdinnt. Nach Zugabe von 10 ml der Lésung V1 wurde das Volumen mit 0,5%iger Oxalsdure auf 100 ml
gebracht. Die Endkonzentration der Vitamine betragt nun:

Thiamin 0,010 pg/ul
Pyridoxin 0,020 pg/ul
Riboflavin 0,010 pg/pl
Ascorbinsaure 0,70 pg/pl
Nicotinamid 0,20 pg/pl

HPLC-Parameter

Saule: ProntoSil 120 5um C18 AQ 150 x 3 mm (Bestellnummer 15CF184PSJ)
Eluent A: 50 mM H3PO, (eingestellt auf pH 2,5)

Eluent B: ACN

Gradient: 0-2 min 99% A, 2-8,5 min 30% A; 8,5-11 min 30% A; 11,02-15 min 99% A
Fluss: 0,6 ml/min

Druck: 77 bar

Detektion: UV bei 268 nm oder Wellenlangenprogramm (siehe Abb. 1)

Inj. Vol.: 10 pl

Temperatur: 40 °C
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Instrumentierung

KNAUER Smartline HPLC-System mit Autosampler 3900, Pumpe 1000 mit 10 ml/min Pumpenkopf, statischem
SmartMix Mischer, Manager 5000 mit Degassereinheit und Niederdruckgradientenmodul, Saulenofen 4000 und UV
Detektor 2600 mit analytischer Durchflusszelle.

Ergebnisse

Weil jedes der Vitamine ein Absorptionssmaximum bei leicht unterschiedlichen Wellenlangen hat (Abb. 1) wurde
zur Optimierung der Empfindlichkeit mit einem Wellenlangenzeitprogramm gemessen. Abbildung 2 zeigt das
Chromatogramm einer Vitamintabletten-Probe. Die Analysenergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengefasst.
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Abb. 1 Wellenldngenspektren von 5 wasserldslichen Vitaminen
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Abb. 2 Trennung von 5 Vitaminen einer Vitamintablette
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Tabelle 1

Peak | Substanz tg [min] Flache Asymmetrie ESTD

# [mg/Tablettenkern]
1 Oxalsaure 1,328 2877790 1,18 -

2 Thiamin (Vitamin B1) 1,742 509181 2,04 1,26

3 Ascorbinsaure (Vitamin C) | 2,185 12239574 | 1,05 63,5

4 Nicotinamid (Vitamin B3) 2,877 4208215 1,00 16,2

5 Pyridoxin (Vitamin B6) 4,538 695962 0,90 1,71

6 Riboflavin (Vitamin B2) 6,436 395154 1,25 1,26

Leistungsfahigkeit der HPLC-Methode

Nachweisgrenze (Limit of detection, LOD, S/N-Verhaltnis = 3)

Substanz LOD [ng]
Oxalsaure -
Thiamin (Vitamin B1) 17,5
Ascorbinsadure (Vitamin C) 59
Nicotinamid (Vitamin B3) 20
Pyridoxin (Vitamin B6) 8
Riboflavin (Vitamin B2) 2

Reproduzierbarkeit:

Retentionszeiten von 10 Laufen < 0,2 % RSD

Flachen von 10 Laufen <3%RSD

Schlussfolgerungen

Eine schnelle Trennung von 5 wasserldslichen Vitaminen ist bei guter Peaksymmetrie leicht mit Umkehrphasen-
HPLC realisierbar unter Verwendung einer ProntoSil C18 AQ S&ule und einem Smartline HPLC-System. Durch die
effiziente Gradientenmischung mit dem SmartMix Mischer konnte das Basislinienrauschen minimiert werden und
dadurch eine sehr niedrige Nachweisgrenze der Analyten erreicht werden. Weiterhin wurde eine sehr gute
Reproduzierbarkeit der Retentionszeiten von < 0,2% RSD erzielt.

Fur weitere Informationen Uber diese Applikation oder in ihr erwahnte Produkte, besuchen Sie bitte
www.knauer.net/weltweit um lhren ortlichen KNAUER-Partner zu finden oder schreiben Sie an info@knauer.net.
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