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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva studiem separace alkaloidii chinovniku spole¢né
s kofeinem a jeho dvéma hlavnimi metabolity pomoci kapalinové chromatografie v systému
S obracenymi fazemi. V teoretické casti je nejprve charakterizovana metoda kapalinové
chromatografie, coz zahrnuje instrumentaci kapalinového chromatografu, fazové systémy
a popis procesu optimalizace chromatografickych separaci. V druhé polovin¢ teoretické casti
jsou popsany jednotlivé skupiny alkaloidd, jejich vlastnosti a vyuziti. Cile experimentalni
prace spocivaly V optimalizaci izokratické separace na péti chromatografickych kolonach
avybéru dvou nejvhodnéjSich kolon pro dané separace, které byly nasledné vyuzity

pro tvorbu metody za podminek gradientové eluce.

KLiICOVA SLOVA
Alkaloidy

Kapalinova chromatografie
Optimalizace izokratické eluce

Gradientova eluce



ANNOTATION

This diploma thesis deals with the study of the separation of cinchona alkaloids
together with caffeine and its two main metabolites using liquid chromatography
in a reversed-phase system. In the theoretical part, at first, the method of liquid
chromatography is characterized, which includes the instrumentation of the liquid
chromatograph, phase systems and a description of the optimization process
of chromatographic separations. In the second half of the theoretical part, individual groups
of alkaloids are described including their properties and uses. The goals of the experimental
work consisted of the optimization of isocratic separation on five chromatographic columns
and the selection of the two most suitable columns for the given separations, which were
subsequently used to create a method under gradient elution conditions.

KEYWORDS

Alkaloids

Liquid chromatography
Optimization of isocratic elution

Gradient elution
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UVvOD

Alkaloidy jsou vyznamnou skupinou pfirodnich latek s Sirokym celosvétovym
zastoupenim, jejichz molekuly se vyznacuji bazickou povahou, heterocyklickou strukturou
a pritomnosti atomu dusiku. Alkaloidy se studuji predev§im pro své fyziologické ucinky
na zivé organismy, které¢ byvaji ¢asto doprovazeny toxicitou. V této praci byly analyzovany
alkaloidy chinovniku a nékteré purinové alkaloidy. Alkaloidy chinovniku maji vyuziti
zejména v 1¢€katstvi pti 16cbé maldrie, ale hlavni alkaloid kiry chinovniku chinin je dilezity
také pro potravinatsky primysl, kde slouZzi jako latka k upravé hotké chuti ndpojti. Purinové
alkaloidy, mezi které patii napiiklad kofein, teobromin a teofylin, jsou soucasti oblibenych
napoji a potravin konzumovanych lidskou populaci na denni bazi, hlavné kvuli svym
stimulaénim u¢inklim. Na zdklad¢é nejriznéjSich studii se v pribchu let ukazala jako
nejvhodnéjsi metoda pro identifikaci a stanoveni tohoto typu latek vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC) spojena se spektrofotometrickou detekci, ktera byla rovnéz vyuzita

V této praci.

Cilem diplomové prace bylo nalezeni vhodnych podminek separace, piedevs§im
slozeni mobilni faze, pro analyzu vybranych alkaloidd pomoci metody HPLC
se spektrofotometrickou detekci. Z toho divodu byla nejdiive vypracovana literarni reSerSe
obecné o systému HPLC, kde byl obsazen rovnéz pribéh optimalizace chromatografickych
separaci. Déle byly v literarni reSersi rozebirdny jednotlivé skupiny alkaloid{i, u nichZ byly
také porovnavany rizné studie zabyvajici se analyzou alkaloidii pouzitych v experimentalni
praci. Cilem experimentalni ¢asti bylo porovnat vhodnost n¢kolika riznych kolon (uréenych
pro separace V systému s obracenymi fazemi) pro vyuZiti pfi separaci vybranych alkaloidd.
Na zéklad¢ vysledkli izokratické eluce byly vybrany nejlep$i kolony, u kterych byla

vytvoiena metoda separace za podminek gradientové eluce.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Chromatografie je separacni technika, jejimz principem je déleni latek mezi dvéma
fazemi, z nichZz jedna faze je zakotvena v koloné (stacionarni) a druhd faze se pohybuje
kolonou (mobilni). P#i postupu latek kolonou dochazi k transportu molekul
mezi jednotlivymi fazemi, pficemz se neustale obnovuje rovnovaha mezi fazi stacionarni
a fazi mobilni. Pti pouziti kapalinové chromatografie je pohyblivou fazi kapalina, ktera
prochéazi stacionarni fazi (sorbentem). Nepohybliva faze zde miize byt pouzita bud’ tuha
ve form¢ Castecek o velikosti jednotek az desitek mikrometri, nebo kapalna. V piipade
kapalné staciondrni faze se mize jednat o vrstvu tenkého filmu na vnitini sténé kapilary,
nebo o tenkou kapalnou vrstvicku nanesenou na tuhych c¢asticich [1]. Pfi separaci latka
prochéazi kolonou a kazda jeji molekula ptfechazi nékolikrat z mobilni fdze do stacionérni
anaopak. Jak dlouho latka zlstdva v sorbentu je déno silami vzdjemnych interakci.

S rostouci silou interakci roste doba, kterou latka v sorbentu setrvava [2].

V minulosti k pritoku mobilni faze chromatografickou kolonou slouzila pouze
gravitaéni sila a eluat se musel jimat jednotlivé po frakcich, ve kterych se stanoveni latek
provadelo klasickymi metodami (kolorimetrie apod.). Tento zplsob byl ovSem velmi
zdlouhavy a neefektivni, coz vedlo ke vzniku moderni vysokoucinné kapalinové
chromatografie. Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie vznikla az poté, kdy laboratorni
pfistroje dosahly vysokého technického stupné, jelikoz k toku mobilni faze kolonou
JiZ nevyuziva pouze gravitacni sily, ale je vedena do kolony pomoci vysokotlakych ¢erpadel.
Dal§imi nezbytnostmi modernich kapalinovych chromatografii jsou také davkovaci zatizeni,
univerzalni nebo selektivni stacionarni faze a vysoce citlivy detektor, ktery detekuje
analyzované latky automaticky. VSechna tato zdokonaleni vedla k dosaZeni daleko vys$si

uéinnosti separace a zkraceni celkové doby analyzy [2].

Pod pojmem HPLC je dnes znamy pfistroj, ktery jako prvni sestrojil madarsko-
americky chemicky inzenyr Csaba Horvath ze svého laboratorniho zafizeni. Technika HPLC
byla postupné zdokonalovana aZ do dnes$ni doby, kdy zaujima na poli analyzy organickych

latek dominantni postaveni [8].
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1.1.1  Instrumentace

Moderni kapalinovy chromatograf pracuje tak, ze vysokotlaké Cerpadlo davkuje
kontinualné za stalého priatoku mobilni fazi na kolonu, kterd je dlouhd obvykle 2-30 cm,
S vnitinim primérem 0,1 - 6 mm. Kolona je plnéna sorbentem, jehoz Castice jsou jemné
a vykazuji idealné uzkou distribuci velikosti, pfiCemz v soucasné dobé jsou obvyklé
velikosti 2,5 — 10 pm. Cim mensi je velikost ¢astic, tim roste ucinnost separace, ale zaroven
jsou kladeny wvy$§i naroky na instrumentaci. K dosazeni dostatecné rychlého pratoku
mobilni faze, je nutné dodat Cerpadlem vyssi pracovni tlak, az 40 MPa. Diky vysokému
tlaku se zaroven vyrazné zkracuje celkovy Cas analyzy. Eluat z kolony dale postupuje
k detektoru a jeho signal se nasledné zpracuje v pocita¢i nebo integratoru. Vysledny signal

detektoru muze byt umérny bud’ koncentraci separovanych latek nebo jejich hmotnosti [3].

A

Obrdzek 1: Schéma kapalinového chromatografu [3]

Popis: 1 - zasobnik mobilni faze, 2 - pruto¢ny odplynova¢ mobilni faze, 3 - vysokotlaké ¢erpadlo, 4 -
davkovac vzorki (autosampler), 5 — termostat kolony, 6 — separa¢ni kolona, 7 - detektor, 8 - poéitac¢ s

chromatografickou datovou stanici

1.1.1.1 Zasobniky mobilni faze
Diive se jako zasobniky mobilni faze pouZzivaly nddoby z nerezové oceli, protoze
nektera rozpoustédla pouzivand jako mobilni faze jsou vysoce korozivni. V dnes$ni dobé¢

se piredevsim z bezpe¢nostnich divodil pouzivaji prithledné nadoby ze skla, na kterych jsou
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rysky oznacujici objem. Objem zasobnikt se pohybuje nejcastéji v rozmezi 0,25 — 2,5 litru.
Aby nedochazelo k tniku par rozpoustédel, jsou zasobniky opatfeny inertnimi plastovymi
vicky s predvrtanymi otvory pro teflonové hadicky, ¢imz je sniZzeno riziko pozaru

Vv laboratofi [2, 4].

1.1.1.2 Odplyiiovaé

Odvzdusnéni mobilni faze je dulezitym krokem, diky kterému je dosazeno
reprodukovatelnosti retencnich ¢ast a zaroven také objemu nastfikii. Dale je diky odplynéni
zarucen stabilni pritok mobilni faze, nizky Sum nulové linie a vysoka citlivost nékterych
chromatografickych detektord. Mobilni fize se odvzdusiuje pomoci ¢ty metod,
které se mohou navzajem kombinovat. Mezi tyto metody patii vakuova filtrace a sonikace,
probublavani mobilni faze heliem, vakuovy degaser, nebo ohfev mobilni faze, v piipade,

7e¢ mobilni faze neni tékava [5].

1.1.1.3 Cerpadla

Dulezitou soucasti HPLC systému jsou cCerpadla mobilni faze, ktera zajist'uji
konstantni, reprodukovatelny a bezpulsni pritok mobilni faze systémem. HPLC kolony
obsahuji velmi malé c¢astice kladouci velky odpor, coz znamend, Ze je nutné pouZiti
vysokych vstupnich tlaktli, aby bylo dosazeno optimalnich pritoki mobilni fidze. Pracovni
tlaky cerpadel se pohybuji v fadu desitek MPa (az 40 MPa; u specializované instrumentace
az 150 MPa). Konstrukéni material musi byt stejné jako u ostatnich ¢asti chromatografu

odolny vii¢i plisobeni agresivnich chemikalii (napf. nerezova ocel, titan nebo keramika).

V dnes$ni dobé¢ ve vétSing piipadi prevazuje pouziti pistovych cCerpadel. Tato Cerpadla
pracuji na jednoduchém principu injekéni stiikacky s konstantnim objemovym pritokem
mobilni faze. Pistova komora ma objem 10-400 pl a stfidavy pohyb pistu umoznuje sani
a vytlak. Moderni kapalinové chromatografy pouzivaji pfevazné cerpadla se dvéma
pistovymi komorami, jejichz pracovni cykly se rychle stfidaji taky, aby nedochézelo

k nezadoucim tlakovym pulzim [3, 6].
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1.1.1.4 Davkovaci zaFizeni

Vnaseni vzorki na kolonu se realizuje pomoci davkovaciho ventilu, coz jsou dnes
vyhradné smyckové ventily, nejcastéji Sesticestné. Vzorky se zavadi injek¢éni stiikackou
do smyc¢ky o daném objemu, ktery se pohybuje v rozmezi od nanolitri po mikrolitry.
Déavkovaci ventil ma dvé polohy, pfiCemz v prvni poloze se vzorek nejdiive davkuje
do smycky a mobilni faze prochazi z ¢erpadla na kolonu. Po pfepnuti ventilu do druhé

polohy prochéazi mobilni faze smyc¢kou a unasi vzorek na kolonu [6].

Spole¢né¢ s minimalizaci manualnich ukonli jako zdroje zbytecnych chyb
se Vv soucasnosti pristupuje k automatizaci davkovani pomoci autosamplerd. Autosampler je
sofistikované zafizeni, mezi jehoz pifednosti patii vysokd piesnost a dlouhodoba
spolehlivost. Hlavnimi ¢astmi automatického davkovace jsou piihradka pro vzorky
a injektor. V prihradce pro vzorky je mozné skladovat velké mnozstvi vzorkd k analyze
ve specidlnich lahvickach (vialkach). Ulohou injektoru je vybrat pozadovanou vialku,
propichnout jeji septum, odebrat ptesny objem vzorku a nasledné tento objem dodat

na kolonu [7].

Obrazek 2: Schéma Sesticestného smyckového davkovace [6]

Popis: a — plnéni smycky, b — davkovani vzorku na kolonu

1,4 — ptipojeni smycky; 2 — ptivod mobilni faze od Cerpadla; 3 — pfipojeni kolony; 5,6 —

odpad; nastiik v poloze 4
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1.1.1.5 Kolony

Dal8i vyznamnou soucdsti chromatografického systému je kolona, kterd musi byt
vhodné¢ zvolena, protoze kvalita kolony a jeji naplné urcuje celkovy vysledek
chromatografické separace. Kolony jsou rovné trubice s vnitinim primérem od desitek
mikrometri az po nékolik centimetri a délce nejcastéji do 30 centimetrd. Material kolony
musi spliovat kritéria, mezi kterd patii odolnost vic¢i vysokym pracovnim tlakiim
(u bé&Znych kolon az 60 MPa), ale i chemickému pusobeni mobilnich fazi a separovanych
latek. Zaroven tento material nesmi byt katalyzatorem, jelikoz by mohlo dojit k rozkladu
vzorku béhem analyzy. Dal$im kritériem je hladky vnitini povrch, proto se jako konstrukéni
material nejcastéji pouziva antikorozni ocel s leSténym wvnitinim povrchem nebo

za ptredpokladu nizsich pracovnich tlakt (do 10 az 20 MPa) specialné tvrzené borosilikatové

sklo [1].

Moderni HPLC chromatografy byvaji vybaveny navic také predkolonou, coz je kratka
kolona, zatazena za Cerpadlem tésné pted chromatografickou kolonou, se staciondrni fazi
stejnou jako chromatografickd kolona. Ptedkolony se zafazuji z divodu zachyceni

mechanickych necistot a latek, které by se mohly na kolonu nevratn€ navéazat a poSkodit ji.

ProtoZe teplota kolony vyznamné ovliviiuje separaci analytd, jsou v modernich HPLC
systémech také bézné konstruované kolonové termostaty, diky kterym se dosahuje zvySeni
reprodukovatelnosti retencnich Casti. Kolonové termostaty je mozné rozd¢lit na dva hlavni
typy. Prvni typem jsou teplovzdusné, které mohou byt dale rozdéleny na termostaty pasivni
a termostaty s nucenym ob&hem temperovaného vzduchu (cirkulaéni). Pasivni termostaty
jsou jednodus$si zatizeni pracujici bez cirkulace temperovaného vzduchu na rozdil
rychleji a svyssi presnosti. Druhym typem kolonovych termostati jsou termostaty
kapalinové (olejové). Vyhodou kapalinovych termostatii je moZnost piesnéj$iho nastaveni
teploty a také zajiSténi kvalitngj$iho ptenosu tepla. Kapalinové termostaty se vyuzivaji

predevsim pii ohfevu na teploty vyssi nez 100 °C [5].

1.1.1.6 Detektory
Za chromatografickou kolonou nasleduje detektor, jehoz signal je vyhodnocovan
zapomoci pocitate nebo nékterého zdalSich vyhodnocovacich zafizeni. Detektory

zaznamenavaji uritou vlastnost systému, ze které lze reprodukovatelné pomoci zndmého

20



vztahu urcit koncentraci. Na zakladé vyhodnoceného signalu se detektory rozliSuji
na univerzalni a selektivni. U univerzalnich detektori odpovidd signal vlastnosti celého
eluatu, oproti tomu selektivni detektory méfi signal pouze analyzované latce. Pouziti
selektivnich detektori byva vyhodnéjsi, protoze maji vyssi citlivost oproti detektorim
univerzalnim. Mezi nejcastéji pouzivané detektory v HPLC analyzach patii

vvvvvv

spektrometr [6].

Spektrofotometrické detektory

Nejcastéjsimi detektory pii HPLC separacich jsou spektrofotometrické detektory,
protoze jsou relativné jednoduché a spolehlivé [6]. Zakladnim principem
spektrofotometrickych detektorti je, Ze separované latky absorbuji zafeni v ultrafialové
a viditelné oblasti spektra (190-800 nm). Podminkou je ovSem schopnost separované latky
absorbovat zateni v této oblasti. Mezi latky schopné absorpce v ultrafialové a viditelné (UV-
VIS) oblasti se fadi hlavné slouceniny obsahujici nasobné vazby nebo aromaticka jadra.
Kvantitativni zastoupeni analyzované latky se vyjadiuje Lambert-Beerovym zikonem,
kde je vyjadiena velikost absorpce pomoci absorbance (A), ktera je timérna koncentraci
absorbujici slozky (c), tloust'ce absorbujici vrstvy (1) a molarnimu absorpénimu koeficientu
(¢), coz je konstantni veli¢ina pro danou latku. Vyjadieni Lambert-Beerova zakona

znazornuje Rovnice 1 [5].

Rovnice 1: Lambert-Beeriv zdkon
A=¢-l-c
€ ... molarni absorp¢ni koeficient
1 ... tloustka kyvety

c ... koncentrace analytu

Zdrojem zéafeni mulzZe byt napiiklad nizkotlakd rtutovd vybojka s interferencnim
filtrem, ktery umoznuje vybér vinové délky detekce, nejcastéji 253,7 nm. Tento zptlisob

detekce se vyskytuje u levnéjSich pfistroji. Dal§im moznym zdrojem je deuteriova vybojka,
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kde je mozné vlnovou délku pomoci monochromatoru programovat ve Skale 190 az 600 nm.
plosnych fotodiod upevnénych na 1-2 cm dlouhé desti¢ce z kfemiku. Zateni prochazi
mérnou celou, dale je rozlozeno holografickou mtizkou, az nakonec dopadd na systém
fotodiod. Kazda z fotodiod detekuje zafeni jedné vinové délky a detektor je schopen
vSechny pfedem zvolené vinové délky jednotlivych fotodiod detekovat a nasledn¢ integrovat
vSechny chromatogramy. Tyto detektory umoziuji CasteCnou identifikaci latky, jelikoz

pro kazdy pik na chromatogramu poskytuji UV spektra v realném case [3].

7

Obrdzek 3: Schéma detektoru s diodovym polem [3]
Popis: 1 — zdroj zafeni, 2 — §térbina, 3 — ¢ocka, 4 — clona, 5 — mérna cela, 6 — holograficka

miizka, 7 — fotodiodové pole

Fluorescen¢ni detektory

Principem fluorescen¢nich detektorti je absorpce primarniho a nasledné vyzatreni
sekundarniho elektromagnetického zareni. Fluorescencni detektory jsou velmi selektivni
pro latky, které jsou schopny pfirozené fluorescence (prevazné latky obsahujici polycyklické
nenasycené slouceniny) nebo je mozné je na fluoreskujici derivat pifevést vhodnou
derivatiza¢ni reakci (napfiklad reakci s dansylchloridem ¢i o-ftaldialdehydem), pti které

se do molekuly zavadi funkéni skupiny schopné fluorescence.

Latka absorbuje primarni excitacni zafeni ze zdroje (rtutové, deuteriové, wolframové
nebo xenonové vybojky, nebo lasery), coz zplsobi, ze se elektrony excituji na vyssi
energetické hladiny a nasledné se molekula vraci do zédkladniho energetického stavu. Jednim

22



ze zpusobl, jak se latka muze zbavit ziskané prebytecné energie, je jeji zpétné vyzafeni
ve formé fluorescence (sekundarni zafeni). Sekundarni zafeni je zachycovano fotonasobi¢em
konstruovanym pod thlem 90° ke zdroji zaieni, aby bylo zachyceno co nejvétsi mnozstvi

zateni emitovaného a minimalni mnozstvi zafeni excita¢niho [5, 6].

Refraktometrické detektory

Nejstar§imi detektory v kapalinové chromatografii jsou detektory refraktometrické
Tyto detektory pracuji na principu porovnavani indexu lomu eluatu v mérné cele s indexem
lomu mobilni faze v referen¢ni cele detektoru. Citlivost refraktometrickych detektort je
0 dva az tfi fady niz8i nez u detektorti spektrofotometrickych a zavisi na velikosti rozdilu
mezi indexem lomu eludtu a mobilni faze, ¢im vétsi tento rozdil je, tim citlivejsi je detekee.
Pro stabilni odezvu pfi refraktometrické detekci je nutné, aby v pribchu méteni nekolisala

teplota, proto musi byt detekéni cela vybavena termostatem [5].

Elektrochemické detektory

Elektrochemické detektory se rovnéz vyznacuji vysokou selektivitou, a to pro latky,
které se daji oxidovat nebo redukovat (jsou elektroaktivni). Analyty protékaji mérnou celou
detektoru, kde se nachazi elektrody s vlozenym napétim. Méfenou veli¢inou muze byt
elektrodovy potencidl, proud nebo kapacita a detekovany elektricky signal odpovida
latkovému mnozstvi slozky vzorku. Mezi tyto detektory se fadi detektory amperometrické
a coulometrické. Pfi amperometrické detekci je méfen proud vyvolany prichodem
elektroaktivni latky mérnou celou, kdeZto pii jesté citlivéjsi coulometrické detekci je mé&fen

naboj, ktery je tieba k oxidaci nebo redukci veskeré latky pti prutoku celou detektoru [5].

Vodivostni detektory

Do skupiny univerzalnich detektori se fadi detektory vodivostni, které jsou ovSem
méng¢ citlivé. Jejich konstrukce je jednoduchd, skladaji se z valcové pratocné cely se dvéma
kovovymi elektrodami. Na elektrody se vklada stiidavé napéti, aby nedochazelo k jejich
polarizaci a méfi se elektrickd vodivost eluatu z kolony. Vodivostni detekce je vyuzivana

predev§im v iontové chromatografii [3, 5].
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Hmotnostni detektor

On-line spojeni vysokou¢inné kapalinové chromatografie a hmotnostniho
spektrometru je v modernich analytickych laboratofich v soucasnosti jiz béznou zalezitosti.
Od ostatnich detektorti se hmotnostni spektrometr odliSuje tim, ze mimo univerzalni

a vysoce selektivni detekce slozek vzorku umoznuje zaroven jejich identifikaci [3].

Hmotnostni spektrometr se sklada ze tii ¢asti, a hmotnostni detekce tedy probiha
ve tiech krocich. Prvni ¢asti hmotnostniho spektrometru je iontovy zdroj, ktery prevadi
neutrdlni molekuly na nabité castice (ionty). Pro spojeni kapalinové chromatografie
s hmotnostn¢ spektrometrickou detekci (HPLC-MS) se nejcastéji pouZzivaji ionizaéni
techniky pracujici za atmosférického tlaku, coz je ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka
ionizace za atmosférického tlaku (APCI), fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI)
nebo ionizace laserem za casti matrice (MALDI). Nasledujicim krokem je rozdé€leni ionth
vV hmotnostnim analyzatoru dle poméru jejich hmotnosti ku naboji (m/z). Mezi vhodné
hmotnostni analyzatory patii kvadrupdly, iontové nebo orbitdlni pasti ¢i analyzatory doby
letu. Hmotnostni analyzator ionty dale urychluje a fokusuje je na detektor, ktery signal iontt

bud’ zachycuje nebo nasobi [3, 6].

Vystupem hmotnostniho detektoru je hmotnostni spektrum, coz je graf, pomoci n¢hoz
lze wurCit strukturu analyzované latky. Osa x =zobrazuje jednotlivé hodnoty m/z
analyzovanych iontli a osa y intenzitu iontového proudu (odezvu detektoru). Takovy graf
ovSem neni pfili§ vhodny pro vyhodnocovani, proto se pfevadi do normalizovaného tvaru,
ktery zobrazuje jednotlivé ionty jako piky v ¢arové form¢ a na ose y je vynesena relativni

intenzita iontového proudu, pii¢emz nejintenzivngjsi pik spektra ma hodnotu 100 % [6].

1.1.2 Systémy HPLC

Chromatografickym systémem se oznacuje kombinace stacionarni a mobilni faze
pro danou separaci. Mechanismus separace zavisi na vzdjemnych interakcich slozek vzorku,
stacionarni a mobilni fazi. Neiontové latky se separuji pfedevSim ve dvou zdkladnich
modech, a to Vv systémech s normalnimi fazemi (NP-LC) a systémech s obracenymi fazemi
(RP-LC). Mechanismus separaci v NP-LC i RP-LC je dan polaritou slozek vzorku
a fazového systému. V nékterych specidlnich piipadech lze vyuzit také dalSi techniky,
naptiklad iontovou chromatografii, gelovou chromatografii, bioafinitni chromatografii,

micelarni chromatografie a dalsi [3].
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1.1.2.1 Systém s normalnimi fizemi

Charakteristickym rysem systémd snormdlnimi fazemi je pouZziti polarnich
stacionarnich fazi, témi mohou byt anorganické adsorbenty (silikagel, oxid hlinity),
nebo organické faze (aminové, nitrilové, diolové a dalsi), které jsou chemicky navazany
na povrch anorganického adsorbentu. Velikost retence latek siln¢ zavisi na zvolené mobilni
fazi, kterd je v systémech s normalnimi fizemi vzdy méné polarni nez stacionarni féze.
Mobilni fazi jsou typicky nepolarni organicka rozpoustédla, pfiCemz se vétSinou vyuzivaji
jejich dvouslozkové smési, naptiklad propanol s n-hexanem. Eluce latek probiha tak,
polarit. Modifikaci kapalinové chromatografie na normalnich fazich (NP-LC) je v posledni
dobé& velmi oblibena chromatografie hydrofilnich interakci (HILIC), pomoci niZ je moZné
ve vodné-organickych mobilnich fazich separovat latky, které se v Ccisté organickych

rozpoustédlech zadrzuji pfilis silné [3].

1.1.2.2 Systém S obracenymi fizemi

Separace v NP-LC rezimu se jiz piili§ neprovadi, nebot je postupné nahradily systémy
s obracenymi fazemi (RP-LC) a v soucasné dobé se timto zptisobem provadi okolo 90 %
separaci. RP-LC systémy jsou prvni volbou hlavné z diivodu bezpec€nosti, protoze polarni
rozpoustédla maji nizsi teploty varu a zaroven jsou mén¢ hotlava. Pro separace v rezimu RP-
LC je typické pouziti polarnich mobilnich fazi, které obsahuji nejcastéji vodu a jedno
nebo vice organickych rozpoustédel, nejcasteji methanol ¢i acetonitril. Stacionarni faze jsou
V tomto rezimu zpravidla nepoléarni a skladaji se ze silikagelu s chemicky navdzanou funkéni
skupinou. Mezi takové nepolarni skupiny se fadi hlavné oktadecylové, oktylové a dalsi
alkylové nebo arylové. Vyhodou reverznich fazi je, Ze na nich lze rozdé€lit velké mnoZstvi
ruznorodych latek, od nepolarnich, pies stfedné polarni, az po siln¢ polarni a nékdy i latky

iontové [3, 8].

Prakticky nejpouzivanéj$imi kolonami v RP-LC jsou nepolarni oktadecylsilikagelové
(C18) kolony. Oktadecylsilikagel obsahuje 18 atomu uhliku, které jsou navazané na oxid
kfemicity. Diky dlouhému uhlikovému fetézci maji tyto stacionarni faze vet$i povrch
pro interakci s protékajicim eluatem, coz zajiStuje del$i dobu jejich vzajemné interakce.
Vzorek se na C18 kolonach tedy eluuje pomaleji a jeho slozky se 1épe separuji [9]. Hlavni

nevyhodu tohoto typu kolon ptedstavuje jejich nepfili§ vysoka chemicka stabilita. Mobilni
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faze pouzita pro separaci na tomto typu kolony by neméla vykazovat pH vyssi nez 8-10,
protoze srostoucim pH se zvySuje vliv zbytkovych silanolovych skupin, coz v praxi
zpusobuje chvostovani piki separovanych latek. Klasické C18 kolony jsou navic specifické
tim, Ze pfi separaci nelze pouzit jako mobilni fazi 100 % vodu, jelikoz by velmi
pravdépodobné mohlo dojit az k hydrofobnimu kolapsu. Hydrofobni kolaps zplisobuje velky
rozdil v polarité¢ vodné mobilni faze s polaritou hydrofobnich fetézci, které v tomto piipade

nemohou byt smaceny, a tak dochazi k jejich zhrouceni [3, 5].

1.1.3  Optimalizace chromatografické separace

Pojem optimalizace chromatografické separace oznacuje proces, kdy se postupnymi
zménami rdznych faktort ovliviiyjicich déleni latek hledaji nejvhodnéjsi podminky
pro separaci urcitych latek v daném chromatografickém systému. Z faktort, které ovliviiuji
separaci latek, Ize jmenovat naptiklad sloZeni staciondrni ¢i mobilni faze, rozméry ¢éastecek
napln¢ a kolony, prutok mobilni faze nebo pracovni teplota. Toto jsou proménné, jejichz
zménou je mozné ovlivnit nekteré ze Clenti pfispivajicich k rozliSeni, coz je ucinnost,

selektivita a retence (kapacita). Vztah pro rozliSeni znazorniuje Rovnice 2.

Rovnice 2: Obecny vztah pro vypocet rozliseni

o= () (o)

N ... pocet teoretickych pater (ac¢innost)
o ... retencni/elucni pomér (selektivita)

k ... reten¢ni faktor (retence)

Clen uginnosti zavisi na rychlosti pritoku mobilni faze, délce chromatografické
kolony, velikosti ¢astic naplné a také pracovni teploté. Clen selektivity ma na rozlideni latek
nejveétsi vliv, kdy 1 pfi malé zméné tohoto faktoru dochazi k vyznamnému ristu rozliseni,
ucinnosti nebo kapacity. Selektivitu lze ovlivnit vyménou stacionarni ¢i mobilni faze,
rychlosti pratoku mobilni faze, zménou teploty a v programované eluci se vyskytuje

moznost upravit strmost gradientu. Posledni ¢len retence je mozné ovlivnit vyménou
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stacionarni nebo mobilni fadze, mnozstvim stacionarni faze, teplotou a rovnéz strmosti

gradientu.

Pfed vlastnim procesem optimalizace je tfeba nejprve definovat separa¢ni problém,
ktery se ma feSit. Nutnosti je znalost vlastnosti vzorku, zda mé jednoduché slozeni,
nebo obsahuje vice slozek a zda jsou tieba jeho pifedbézné upravy. Dale se dle charakteru
latek ve vzorku voli detek¢ni systém a nésledné dle povahy vzorku také samotny separacni
systém. Po zvoleni systému kolona-mobilni faze se ptistupuje k prvnimu pokusu o rozdéleni
latek ve vzorku, kdy k uspokojivému rozdéleni dochazi velmi ziidka, a proto prichazi
natadu vlastni optimalizace, jejimz cilem je nalezeni takovych podminek, kdy separace
probihd pfi optimalnim rozliSeni (nejcastéji s hodnotou 1,5) v nejkrat§im mozném cEase

a €0 nejniz§im mnozstvim vzorku [2, 10, 11].

1.1.3.1 Optimalizace izokratické eluce

Jak jiz bylo vySe zminéno, rozliSeni jednotlivych latek ve vzorku pii chromatografické
separaci nejvyznamnéji ovliviiuje Clen selektivity, kterou Ize ovlivnit slozenim stacionarni
¢i mobilni faze. Z tohoto faktu tedy vyplyva, Ze nejvhodnéjsim zpisobem optimalizace
déleni latek na dané koloné je zména slozeni mobilni faze. V systémech s obracenymi
fazemi plati, ze s vy$$im zastoupenim organického rozpoustédla a jeho klesajici polaritou
vV mobilni fazi dvouslozkovych systémil dochazi ke sniZeni retence. Pfi izokratické eluci je
sloZzeni mobilni faze konstantni po celou dobu analyzy, proto separace vyzaduji dlouhé

analyzy a s tim spojenou velkou spotiebu rozpoustédel jako mobilnich fazi. Z toho divodu

je vhodné izokratické separace optimalizovat a cely proces tim zjednodusit [5, 11].

Vlastni optimalizace probihd tim zplsobem, Ze se provede analyza pii zvolenych
pocatecnich podminkach a na zaklad¢ ziskaného chromatogramu se podminky pro dalsi
analyzy upravuji (méni se procentualni zastoupeni organické slozky v mobilni fazi).
Podminky se upravuji do té doby, nez se dosahne pozadovaného rozliSeni jednotlivych
slozek vzorku. Vyhodnoceni optimalnich podminek separace se provadi riznymi zplsoby,

jednim z nejjednodussich postupii je pomoci okénkovych diagramd.

Okénkové diagramy graficky znazornuji zavislost rozliSeni sousednich pikd jako
funkci jedné ¢i vice proménnych, které maji vliv na chromatografické separace, jako je
teplota nebo slozeni mobilni faze. Z okénkovych diagraml je mozné vizudlné odecist

podminky, za kterych je dosazeno pozadovaného rozliSeni v co nejkrat§im case. Grafy
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se vyhodnocuji tak, ze se na ose y nalezne hodnota pozadovaného rozliseni latek (nejcastéji
1,5) a vynese se pomyslna rovnobézka s osou x. Nasledn¢ se na ose x odeCte hodnota
optimalniho slozeni mobilni faze pro toto rozliSeni. V jednodusSich diagramech
(kde nedochazi ke zméné poradi eluce jednotlivych dvojic) se odecitd hodnota,
diagrami (kde se pifi zméné podminek meéni poradi dvojic) je to hodnota x vrcholu

nejvyssiho trojuhelniku (okna), ktery tato pomyslna ¢ara protina [12, 13].

1.1.3.2 Optimalizace gradientové eluce

Gradientovou eluci charakterizuje prace s mobilni fazi, jejiz slozeni se méni s Casem
a tato ¢asova zmeéna koncentrace je oznacovana jako profil gradientu. Obvykle se provadi
s dvouslozkovou mobilni fazi, kdy jedna ze slozek mobilni faze vykazuje mnohem vyssi
eluéni silu nez slozka druha. Pouziti gradientové eluce se nejvice uplatiiuje, kdyz vzorek
obsahuje slozky, které se na dané kolon¢ velmi zadrzuji a pfili§ tim prodluzuji izokratické
analyzy, nebo také v pfipadé, ze piky latek naméfenych izokratickymi metodami jsou moc
Siroké. Gradientovd eluce se tedy provadi za Ucelem zkraceni celkové doby analyzy
a ziskani uzsich pikl, coz vede ke zlepSeni detekénich limitli. Pti optimalizaci gradientu je
podobné jako u izokratickych separaci nutné naméfit nejméné tii experimenty, které maji
rozdilnou napftiklad strmost gradientu, pocatecni koncentraci organické slozky mobilni faze
nebo 1 celkovou délku analyzy. Podminky gradientu se ¢asto optimalizuji empiricky. Prvni
gradient byva linedrni a pocate¢ni koncentrace slozky s vyssi elu¢ni silou se voli v rozmezi
0-5 %. Matematicky popis optimalizace gradientové eluce je na rozdil od izokratické
optimalizace slozité&jsi. Vztah pro rozliSeni gradientové eluce znazornuje Rovnice 3. Z toho
divodu se k matematickému popisu optimalizaci gradientu vyuZzivaji rtizné pocitacové
programy. Z takovych programil lze jmenovat Drylab, Chromswordauto, Osiris nebo také
ACD/LC simulator [11, 14].
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Rovnice 3: Vztah pro vypoéet rozliSeni v gradientové eluci

VN 1 kg,
4

R, = e In=2=
12 G-(1+by) ke

N ... pocet teoretickych pater
G ... koeficient komprese pikt
by ... strmost gradientu

Ka1, Kaz ... retenéni faktory dvou latek separujicich se na poc¢atku gradientu

1.2 Alkaloidy

Alkaloidy ptedstavuji skupinu pfirodnich latek, které se nachazi v riznych formach
po celé planeté. Nejvice alkaloidii pochazi zrostlinné ftiSe, v soucasné dobé bylo
pojmenovano vice nez 40 000 takovych sloucenin. Nazvy mnoha alkaloidi byly odvozeny
znazva rostlin, ve kterych se nachazi, pricemz rostlina se povazuje za zdroj daného
alkaloidu v piipadé, Ze obsahuje vice nez 0,001 % tohoto alkaloidu. I kdyz se alkaloidy
izoluji prevazné z rostlinnych zdroji, byly také prokazany v télech n&kterych zvirat, hmyzu,

moftskych bezobratlych zivoéichl a né€kterych mikroorganismech [22].

Z chemického hlediska jsou alkaloidy definovany jako komplexni, pfevazné
heterocyklické, dusikaté slouceniny, jejichz specifickou vlastnosti je bazicita, ze které byl
odvozen jejich nazev. Tyto slouceniny zpisobuji rizné fyziologické zmény u Zivych

organismu a Casto také byvaji toxické.

Obvykle se alkaloidy klasifikuji dle svého pivodu do tii hlavnich skupin, a to pravé
alkaloidy, pseudoalkaloidy a protoalkaloidy. Za pravé alkaloidy se povazuji heterocyklické
dusikaté slouceniny, kde dusik v daném heterocyklu pochazi z nékteré aminokyseliny. Pravé
alkaloidy jsou velmi reaktivni latky a pro ¢lovéka 1 jiné Zivo€ichy byvaji toxické 1 v nizkych
davkach. Do této skupiny se fadi alkaloidy odvozené od pyridinu (napf. nikotin), piperidinu
(napf. piperin), pyrrolizidinu (napf. echinatin), chinolizidinu (napf. lupanin) a chinolinu
(napt. chinin). Protoalkaloidy jsou rovnéz slouceniny odvozené od aminokyselin,
ale na rozdil od pravych alkaloidi neni dusikovy atom pfimo vazany uvniti aromatického
systétmu. Do skupiny protoalkaloidii patii kapsaicinoidy jejichz zakladni skelet tvofi

vvvvvv

jsou pseudoalkaloidy, protoze dusik v jejich molekule nema plivod v aminokyseling.
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Pseudoalkaloidy mohou vznikat z prekurzord a postkurzori aminokyselin, pfi amina¢nich
a transaminacnich reakcich, nebo dokonce také zneaminokyselinovych prekurzort.
Pseudoalkaloidy Ize rozdé€lit do dvou skupin vzhledem k jejich zdkladnim skeletim,

a to na alkaloidy purinové (napi. kofein) a terpenoidni (napf. tomatin) [15, 16].

Protoze se tato prace zabyva separaci chinolinovych a purinovych alkaloidu,

podrobnéji budou popsany predevsim tyto dveé skupiny.

1.2.1  Chinolinové alkaloidy
Chinolinové¢ alkaloidy vychézi z indolovych prekurzorti a jejich molekuly obsahuji
heterocyklus chinolinu (Obrdzek 4). Nejvyznamnéjsimi zastupci této skupiny jsou alkaloidy

chinovniku, jejichz struktura je odvozena ze zakladniho skeletu rubanu (Obrdzek 5).

X

Z
N

Obrazek 4: Struktura chinolinu

Obrazek 5: Struktura rubanu

Hlavnim pfirodnim zdrojem chinolinovych alkaloidt je kira kofent, vétvi a kment
riznych odrid chinovniku (Cinchona). Kura chinovniki obsahuje cca 5-8 % alkaloidu,
pficemz z tohoto celkového mnozstvi pifipada asi 70 % chininu. V ktfe chinovnikt
se vyskytuje také opticky izomer chininu chinidin. Dal$im z alkaloidii kiiry chinovniku je

cinchonidin, ktery ma stejné prostorové uspotfadani jako chinin, ale na rozdil od chininu
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neobsahuje metoxylovou skupinu. Poslednim zdstupcem je cinchonin, ktery vykazuje
optickou izomerii s cinchonidinem a jehoz prostorové uspofadani odpovida chinidinu [16,
17].

1.2.1.1 Chinin

Nejrozsifengj$im alkaloidem vyskytujicim se v kute chinovniku je chinin (Obrdzek 6).
Jeho molekula obsahuje bazicky aromaticky heterocyklus, zvany chinolinovy kruh,
a postranni fetézec, ktery se sklada ze sekunddrniho alkoholu, alkenu a cyklického aminu.

Obvykle se chinin pouziva ve formé soli, nejc¢astéji ve formé dihydrochloridu [23].

Obrazek 6: Struktura chininu

Vizualné se chinin nijak nelisi od ostatnich alkaloidd, vyskytuje se jako bily amorfni
prasek, ktery po case hnédne na vzduchu. Chinin taje pti 177 °C a jeho dekadicky
logaritmus rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda (log P) je roven 3,44, coz vypovida
0 jeho hydrofobicité. Ve vodé je rozpustny Spatn€, ale dobife se rozpousti v alkoholu,
chloroformu a dalsich polarnich rozpoustédlech. Ze smyslovych vlastnosti chininu pievlada

chut,, ktera je typicky velmi hotka [26].

Diky svym vyraznym chutovym vlastnostem nachazi chinin vyznamné uplatnéni
Vv potravinaiském pramyslu. Chinin se uplatiiuje jako standardni latka pro hotkou chut
a vyuziva se k upravé hotkosti riznych alkoholickych i nealkoholickych napoju. Z takovych

napoju lze jmenovat napiiklad tonik, tonikovou vodu ¢i vermut [20].

Jiz od déavnych dob se chinin pouziva jako uCinné antimalarikum, protoze plisobi
na lidsky organismus antipyreticky (snizuje télni teplotu) a vykazuje specifickou toxicitu

vici prvokim rodu Plasmodium, kteti malarii zptisobuji a nemaji vuci chininu zadnou
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rezistenci [20]. Lécba chininem musi byt provadéna pod lékaiskym dohledem, jelikoz
se jeho uzivani spojuje rovnéz s nékterymi nezadoucimi ucinky, typicky s cinchonismem,
hypoglykemii (pokles krevniho cukru) nebo 1 méné Castou hypotenzi (sniZzeni krevniho
tlaku). Cinchonismus se projevuje zvonénim v usich, poruchami slySeni vysokych tont,
poruchami vidéni, uzkostnymi stavy, bolestmi hlavy, ¢i hypotenzi. Cinchonismus
se pii 1écbé chininem objevuje pomérné Casto, ale brzy po vysazeni 1ékt jeho ptiznaky

postupn¢ vymizi [25].

1.2.1.2 Chinidin

Chinidin (Obrdzek 7) je optickym izomerem hlavniho alkaloidu kiry chinovniku
chininu. Pivodné byl extrahovan zkiry chinovniku, ale v dne$ni dobé se jiz b&zné
syntetizuje chemicky. Podobn¢ jako chinin disponuje chinidin antimalarickymi ucinky,
srde¢niho rytmu chinidinu je jeho plsobeni na napétové fizené sodikové a draslikové
kanaly, ¢imz ovliviluje akéni potencial srdce a inhibuje fibrilaci, pfi které dochazi

k nekoordinovanym kontrakcim svalovych vlaken v srdci [27, 28, 29, 30].

Obrazek 7: Struktura chinidinu

1.2.1.3 Cinchonin

Dalsim alkaloidem ktry chinovniku je cinchonin (Obrdzek 8), ktery se strukturné
podobé chinidinu. Jediny rozdil spoc¢iva v tom, Ze cinchonin postrada metoxylovou skupinu
na chinolinovém jadie a v jeho molekule ji v této poloze nahrazuje atom vodiku [30].

Ptitomnost metoxylové skupiny nemd zadny vliv na antimalarickou aktivitu chinolinovych
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alkaloidt, z ¢ehoz vypliva, ze cinchonin také disponuje antimalarickymi ucinky [31]. Dnes
se cinchonin pouzivé pfedevsim jako heterogenni organokatalyzator, protoze byla prokazana

jeho vysoka selektivita k enantiomeram pii chiralnich reakcich [32, 33].

Obrazek 8: Struktura cinchoninu

1.2.1.4 Cinchonidin

Poslednim pfibuznym této rodiny alkaloidl je opticky izomer cinchoninu s ndzvem
cinchonidin (Obrdzek 9). Strukturni vztah cinchonidinu a chininu je identicky jako vztah
cinchoninu a chinidinu. Lisi se tedy pouze v piitomnosti methoxyskupiny [30]. Stejn¢ jako
ostatni alkaloidy kury chinovniku ma protimalarické G¢inky a podobné jako cinchonin je
cinchonidin a jeho derivaty vyuzivan jako katalyzator pfi enantioselektivnich reakcich [31,

32, 34].

Obrazek 9: Struktura cinchonidinu
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1.2.2  Purinové alkaloidy

Malou, ale velmi vyznamnou skupinou alkaloidi jsou alkaloidy purinové, jelikoz maji
nejvetsi uplatnéni v potravinarském primyslu. Zakladnim stavebnim prvkem purinovych
alkaloidu je xantin (Obrdzek 10), coz je oxidacni produkt purinu (Obrdzek 11), podle néhoz
byla cela tato skupina pojmenovana [16]. Purinové jadro se sklada ze dvou kruht,
a to Sesti¢lenného pyrimidinového a péticlenného imidazolového. Skupina purinovych
alkaloidi se vymezuje na metylované derivaty xantinu a vychazi ze stejnych prekurzori jako
puriny nukleovych kyselin. Tvorba jejich zakladni struktury probihd spojovanim jedno-
a dvou- uhlikatych sloucenin (napiiklad glycinu, glutaminu, kyseliny mravenci, CO2

nebo aspartatu) a nasledné se tato zakladni struktura metyluje pomoci S-adenosylmethioninu

[17].
N SN

Obrazek 10: Struktura purinu
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Obrdazek 11: Struktura xantinu

Z divodu rozsifeni této skupiny latek v zivych hmotdch po celé planeté¢ a také
specifického zpusobu biosyntézy, ktery nemd nic spolecného s nukleovymi kyselinami,
nebyvaji tyto latky klasifikovany Cisté jako alkaloidy a v dneSni dobé€ se setkdvame spise
S 0znacenim purinové baze. V ptirodé jsou alkaloidy obsahujici purinovy cyklus zastoupeny

Vv riiznych pomérech v mnoha rostlinach. Purinové alkaloidy se vyskytuji jako hlavni slozky
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v semenech kavovniku, listech ¢ajovniku, listech maté, guarané, ¢i semenech kakaovniku.
Lidé tyto rostlinné produkty vyuzivaji predev§im k pfipravé napoja, které maji diky obsahu

purinovych alkaloidd stimula¢ni G¢inky na lidsky organismus [17, 18].

1.2.2.1 Kofein

Trividlnim nazvem kofein se bézné oznacuje organickd molekula slozend ze ctyt
zakladnich prvka (uhliku, vodiku, dusiku a kysliku) se systematickym nazvem 1,3,7-
trimethylxantin. Kofein je ptirodni alkaloid nachézejici se v mnoha rostlinach (kavovniku,
¢ajovniku, maté a dalSich), ze kterych se mlze ziskédvat dvéma zptsoby. Z ptirodnich zdroji
1ze kofein ziskat bud’ pfimou extrakci pomoci organickych rozpoustédel nebo ho lze izolovat
jako vedlejsi produkt pifi vyrobé bezkofeinovych vyrobkt. Kofein je mozné ziskavat také

polosyntetickou cestou, ktera spociva v metylaci ruznych xantini naptiklad teofylinu

QY Ch
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¢i teobrominu.

Obrazek 12: Struktura kofeinu

Za pokojové teploty se kofein projevuje jako stabilni nereaktivni bily praSek
bez zapachu s jemné nahoiklou chuti. Jakmile se teplota za¢ne zvysovat k teploté blizici
se bodu tani, zacina tato latka piechazet z pevné faze do plynné (cca pii 160 °C). Hodnota
log P se pro kofein pfiblizné€ rovna nule, coZ znamena, ze rozpustnost v oleji a vode je témét
identicka. Kofein je rozpustny v chloroformu, ale i ve vodé. Rozpustnost ve vodé je mozné
zvysit zahfivanim nebo piidavkem alkalickych benzoath, citrath ¢i salicylatd do vodného

roztoku [19].

V dnes$ni dobé se kofein fadi k nejrozsifenéjsim slozkdm potravin po celém svété. Lidé
si ho oblibili hlavné pro jeho stimula¢ni G¢inky na lidsky organismus a na denni bazi

ho uzivaji ke zlepSeni bdélosti, nalady, zvySeni energetické hladiny, a dokonce i sportovniho
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vykonu. Kofein se v n€kterych potravinach vyskytuje pfirozené. K takovym patii naptiklad
kava, ¢aj nebo kakao, a tudiz také Cokolada a vyrobky zni. Zaroveinn se ovSem kofein
do potravin muze piidavat uméle, kdy vznikaji potraviny s koncentrovanou davkou kofeinu
ve srovnani s béznymi potravinami. Piikladem mohou byt razné energetické napoje,

zvykacky nebo dokonce kofeinové tablety [35].

Kofein se vstiebava v zaludku a tenkém stfevé béhem 45 minut od poziti a jakmile je
absorbovan pies tenké stfevo do jaterniho obéhu, volné pronika do vSech télesnych tkani.
K pocateCnimu metabolismu dochéazi jesté pred vstupem do obéhu pomoci enzymu
cytochromu P450 pfitomného ve stievni sténé. Primarni metabolismus neni pfili§ efektivni
ajeho hlavni metabolismus probiha v jatrech, kde kofein metabolizuje predevS§im systém
oxidaz cytochromu P450. Tyto enzymy transformuji kofein N-demetyla¢nimi reakcemi
na ptibuzné dimetylxantiny, ze kterych 84 % ptipada paraxantinu, 12 % teobrominu a4 %
teofylinu. Vylou¢eni kofeinu z lidského téla se charakterizuje pomoci polocasu rozpadu,
ktery se pohybuje od 2 do 4,5 hodin, jeho zminéné metabolity maji tyto polocasy rozpadu

ovSem vyssi a v lidském téle se zadrzuji delsi dobu [46, 47].

1.2.2.2 Teobromin

Velmi podobnou molekulu kofeinu ptedstavuje rovnéz piirodni alkaloid
S trivialnim nazvem teobromin. Jedinym strukturnim rozdilem oproti molekule kofeinu je
jedna chybégjici methylova skupina v heterocyklickém systému xantinu a systematicky
ho tedy Ize pojmenovat 3,7-dimetylxantin. Pfirodnim zdrojem teobrominu jsou susena zrala

semena kakaovniku, ale zaroven lze teobromin vyrabét také synteticky z xantinu.
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Obrazek 13: Struktura teobrominu
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Fyzikalné-chemické vlastnosti teobrominu se rovnéz podobaji vlastnostem kofeinu.
Teobromin se v ¢isté formé vyskytuje jako bily krystalicky prasek s hotkou chuti, ktery
pii zahtati na teplotu piiblizn€¢ 260 °C sublimuje. Mezi dal$i vlastnosti patii neptili§ dobra
rozpustnost ve vod¢ a alkoholu, kterd se ovSem vyrazné zlepsi ptidavkem soli ze zasaditych

roztokd, jako je salicylat vapenaty, octan sodny nebo salicylat sodny.

Na lidsky organismus pusobi teobromin stimula¢né na centralni nervovy systém,
ale ve srovnani s kofeinem je tento efekt vyrazné nizsi. Silnéjsi efekty v souvislosti
s lidskym organismem vykazuje spise z hlediska vazodilatace (rozsifovani krevnich cév)

a odvodnovani organismu.

Zajimavosti je, ze obsah teobrominu v ¢okolad¢ se pohybuje mezi 0,5-2,7 %, coz je
dostate¢né nizka koncentrace pro to, aby ho lidé mohli bezpe¢né¢ konzumovat. Uvadi se,
7e néktera zvitata. naptiklad psi, teobromin metabolizuji pomaleji a tato latka jim muze

zpusobit otravu [20, 21].

1.2.2.3 Teofylin

Teofylin je dal$im z rodiny sloucenin s purinovym heterocyklem, ktery patii mezi tfi
nejdalezitéjsi metylxantiny. Podobnost s kofeinem a teobrominem vyplyva jiz
ze systematického nazvu 1,3-dimetylxantin a stejné¢ jako jeho strukturni analogy se
vyskytuje v né€kterych ptirodnich produktech. Ve stopovém mnozstvi ho piirozené obsahuji

kakaové boby a Cajové listy, ze kterych byl puvodné extrahovan. V soucasnosti se teofylin
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Obrazek 14: Struktura teofylinu

vyrabi spise synteticky [36, 37].

Fyzikalné-chemické vlastnosti teofylinu se piili§ nelisi od jeho ptibuznych

metylxantini. Extrahovany ¢i syntetizovany teofylin se ma podobu bilého prasku
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bez zapachu s hotkou chuti, jeho teplota tani dosahuje 273 °C a jeho hodnota log P ma
zapornou hodnotu blizici se nule (-0,02). Ve studené vod¢ a organickych rozpoustédlech
se rozpousti Spatn€, lépe se rozpousti v horké vodé, ale nejlepSi rozpustnost vykazuje

v alkalickych roztocich [38].

Teofylin se diky své biologické aktivité vyuziva pro 1é¢bu respiraénich onemocnéni,
hlavné astmatu a chronické plicni obstruk¢éni nemoci. Jeho vyhodou je nizka cena a Siroka
dostupnost. Mechanismus terapeutického ucéinku teofylinu spoc¢iva v uvolnéni hladkého
svalstva pradusek za ti€elem uvolnéni dychacich cest. DalSim uc¢inkem na lidsky organismus
je zvyseni srde¢ni frekvence a krevniho tlaku, ¢imz ovlada prutok krve v ledvinach a ptisobi

protizanétlivé [39, 40].

1.2.3  Pyridinové alkaloidy
Pyridinové alkaloidy jsou slouceniny, kde zaklad molekuly tvoii pyridinové jadro
(Obrazek 15), odvozené z nikotinové kyseliny, a jeho pfidruZzenou jednotku mize tvofit

bud’ pyrrolidinovy (Obrdzek 16) nebo piperidinovy (Obrdzek 17) kruh.

Obrdzek 15: Struktura pyridinu
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Obrazek 16: Struktura pyrrolidinu
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az 10 % nikotinu. Nikotin v tabakovych listech témét vzdy doprovazi i dalsi pyridinové

alkaloidy, z nejvice zastoupenych lze jmenovat nornikotin, antabin a anabasin. V nizkych
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koncentracich ptsobi nikotin na lidsky organismus stimula¢né, ve vétSich davkach zvysuje
dychaci a pohybovou aktivitu a v takovych davkach muize vyvolavat zalude¢ni nevolnosti.
Velmi vysoké davky zpusobuji svalovy trfes, ktery muze koncit koématem. Nebezpeci
pro ¢lovéka predstavuje rovnéz pyrolyticky produkt nikotinu kyanovodik, ktery vznika

pfti spalovani ususenych tabakovych lista [16, 41].

1.2.4  Piperidinové alkaloidy

Pod pojmem piperidinové alkaloidy se skryva okolo 700 znamych sloucenin. Jedna
se o derivaty esencialni aminokyseliny L-lysinu, které ve své molekule obsahuji
piperidinovy kruh (Obrdzek 17). Mezi vyznamné piirodni alkaloidy této skupiny se tadi
napiiklad lobelin, ktery ma lé¢ebné ucinky na dychaci tustroji (ptisobi proti astmatu
a podporuje dychani), nebo piperin, ktery se nachazi v pepfi, jemuz spoleéné s chavicinem
dodava ostrou chut’ [16, 22, 41].

Obrazek 17: Struktura piperidinu

1.25 Pyrrolizidinové alkaloidy

Pyrrolizidinové alkaloidy piedstavuji rozsahlou skupinu alkaloidd, kterych bylo dosud
identifikovano vice nez 500 a v piirodé je produkuje okolo 6000 druhti rostlin. Tyto latky
patii mezi derivaty aminokyseliny ornithinu a jejich struktura vychazi z molekuly
pyrrolizidinu (Obrazek 18). V piirodé se vyskytuji ve form¢ svych esterti (necint), v poloze
7 mohou obsahovat hydroxylovou skupinu, navic mohou mit hydroxylovanou také polohu
2 a 6. Vétsina pyrrolizidinovych alkaloidd pro ¢lovéka a domaci zvitata vykazuje toxicitu,
kterou urcuje piitomnost dvojné vazby v poloze 1 a 2. Tyto sloufeniny se v jatrech
transformuji na toxické pyrrolové struktury, které poSkozuji jatra a zaroven jsou
karcinogenni. Ze zastupcl lze jmenovat echinatin ¢i heliotrin nachazejici se v kostivalu

1ékai'ském [16, 22].
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Obrazek 18: Struktura pyrrolizidinu

1.2.6  Chinolizidinové alkaloidy

Podobné jako pyridinové nebo piperidinové alkaloidy tako skupina alkaloidd vychézi
Z aminokyseliny lysinu, pficemz chinilizidinové alkaloidy ve své struktufe obsahuji
chinolizidinovy heterocyklus (Obrdazek 19). Nejvyznamnéj$imi alkaloidy této skupiny
se nachdzi ve vSech odriidach vi¢itho bobu (lupiny) a patii mezi né napiiklad lupanin
¢ispartein. VIC¢i bob predstavuje hospodatsky dualezitou rostlinu, protoze produkuje
lusténiny hodnotné pro lidskou stravu i zvifeci krmivo. Jednotlivé lupinové alkaloidy
vykazuji riznou toxicitu, proto je nutné jejich obsah Vv lupinovych bobech snizovat,
coz se provadi nejéastéji  extrakci mletych bobt vodou (macfenim ¢i  vafenim).
Timto procesem dochéazi az k stondsobnému snizeni obsahu alkaloidt, které se ndsledné

vyuzivaji predevsim jako pesticidy [16, 22].

Obrazek 19: Struktura chinolizidinu

1.2.7  Steroidni glykoalkaloidy

Zakladni skelet steroidnich glykoalkaloid je tvofen tfemi kondenzovanymi
Sesticlennymi kruhy s jednim kruhem pétiClennym. Tato struktura piipadd cholestanu
(Obrazek 20), ktery ma puavod v cholesterolu. V piirodé se nachazeji vétSinou ve formé
estert a glykosidii. Primarné se vyskytuji v rostlinné tisi jako slozky ekonomicky dilezitych
rostlin, které slouzi jako potraviny. Z rostlin je obsahuji brambory, rajcata, lilek a dalsi.
Piitomnost steroidnich glykoalkaloidi byla ovSem prokazana 1 V{i§i ZzivocCisné,
napiiklad v ropusim jedu. Steroidni glykoalkaloidy maji vyznamné postaveni také

v medicing, protoze vykazuji Sirokou Skélu biologickych ucinkd jako jsou antimikrobidlni,
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analgetické, hepatoprotektivni, imunomodulacni, protirakovinné ¢i neurogenetické [16, 41,

42, 43].

Obrazek 20: Struktura cholestanu

1.2.8 Kapsaicinoidy

Néazev kapsaicinoidy odpovida skupiné protoalkaloidli, které se v ptirod¢ vyskytuji
ve form¢ vanililamidd, derivati odvozenych od vanillylaminu (Obrdzek 21). Kapsaicinoidy
vznikaji jako sekundarnimi metabolity nékterych rostlinnych produktl, ptevazné zeleniny,
které dodéavaji hotkou chut’ tzv. Stiplavost. NezndméjSim z rodiny kapsaicinoidii s nazvem
kapsaicin je aktivni slozkou chilli papri¢ek. Pro svou Stiplavou chut' se pouziva jako
potravinova pfisada s jedine¢nym Uc€inkem na senzoricky systém bolesti. VyuZiti kapsaicinu
se neomezuje pouze na kulinaiské aplikace, ale ma rovnéz terapeutické ucinky pii 1é¢bé
nekterych onemocnéni naptiklad neuropatické bolesti, poruchdch mocového systému
¢iobezity. Jeho farmakologické aplikace jsou vSak znacné omezené kvuli celé tade

nezadoucich a toxickych ucinku [16, 44, 45].

0
- NH,

HO

Obrazek 21: Struktura vanillylaminu
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1.2.9  Analyza vybranych alkaloidi separa¢nimi technikami

1.2.9.1 Analyza alkaloidi chinovniku

Alkaloidy chinovniku maji Sirokou skalu vyuziti v riznych oborech vcetné 1€kaistvi,
aproto pro jejich kvalitativni i kvantitativni analyzu jiz bylo vyvinuto mnoho rtiznych
chromatografickych postupii. Publikovdno bylo jiz mnoho praci, které se zabyvaly
separacemi alkaloidi pomoci chromatografic na tenké wvrstvé [57, 58], plynové
chromatografie [59, 60] ¢i kapilarni elektroforézy [61, 62, 63], Zadna ze zminénych technik
ale nedosahovala vysledki vysokoucinné kapalinové chromatografie a tyto techniky

ptedstavuji pouze moznou alternativu k propracovanym HPLC postuplim.

Zdaleka nejrozsifenéj$im typem separaci se pro tento typ latek ukazaly RP-HPLC
analyzy na silikagelu s chemicky vazanymi stacionarnimi fazemi, pravdépodobné z divodu
jejich obecné platnych vyhod, véetné pfiznivé ceny mobilnich fazi a jejich propustnosti
pro UV zafeni, dale reprodukovatelnosti retenénich ¢asti, kompatibilit¢ s vodnymi vzorky
a celkové vysoké ucinnosti. Pouziti RP-HPLC ma pii separaci alkaloidii sva omezeni,
stacionarni faze. Tyto problémy lze vyfesit Gpravou podminek separace, napiiklad pouzitim
alternativni staciondrni faze nebo Upravou pH mobilni faze. Prestoze prevdznd vétSina
separaci alkaloidii chinovniku vyuZivda RP-HPLC, rozumné vysledky poskytuji rovnéz
separace na normalnich fazich. Prvni prace vyuzivajici NP-HPLC pro separaci tohoto typu
latek vznikaly uz v pocatcich HPLC [48].

Autori Gatti, Gioia a Cavrini ve své publikaci ptedstavuji jednoduchou a specifickou
metodu pro souCasné stanoveni Ctyf hlavnich alkaloidd klry chinovniku,
jejich dihydroderivati a vitaminu B6. Chromatografickou separaci provadéli pomoci HPLC
s fluorescencni detekci (Aem = 420 Nm S Aex = 330 NM) na koloné Phenomenex Prodigy ODS
(délka: 250 mm; vniténi pramér: 3,2 mm; zrnitost: 5 um). Jednalo se o izokratické separace
Vv reverznim modu. Mobilni faze obsahovala 0,5 M fosfatovy pufr, pfipraveny ptidavanim
kyseliny ortofosfore¢né do vodného roztoku triethylaminu do poZadované hodnoty pH 3,

a acetonitril (88:12, v/v) [50].

Bajtai, llisz, Berkwcz, Fiilopa, Lindner a Péter se zabyvali diastereo- a enantioseparaci
pfirodnich i syntetizovanych analogl alkaloidG chinovniku. Autofi zde aplikovali metody

kapalinové chromatografie na normalnich fazich a superkritické fluidni chromatografie,
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kde pouzivali stacionarni faze na bazi chiralnich polysacharidi a mobilni fazi tvofila
bud’ smés n-hexanu, alkoholu a dietanolaminu, nebo oxid uhlicity, alkohol a diethanolamin.
Porovnavaly se separace na sedmi kolonach Chiralpak IA-IG (délka: 250 mm; vnitini
pramér: 4,6 mm; zrnitost: 5 um). Analyty byly detekovany pomoci UV detektorti pti vinové
délce 215-230 nm [51].

Bekoe, Orman, Adjabui a dal$i vyvinuli HPLC metodu zaméfenou na chinolinové
a indolchinolinové alkaloidy pro hodnoceni antimalarickych ptipravki a jejich vychozich
materiald. Separace danych alkaloidi byla provedena na kolon¢ Zorbax (délka: 250 mm;
vnitini priumér: 4,6 mm; zrnitost: 5 um) V izokratickém elu¢nim systému s mobilni fazi
slozenou z metanolu a destilované vody s 0,1% kyseliny trifluoroctové (15:85, v/v). Detekce
probihala na UV detektoru pti vinové 223 nm [52].

Holmfred, Cornett, Maldonado, Rensted a Hansen publikovali optimalizovanou HPLC
metodu UCinnou pro separaci a kvantifikaci ¢ty hlavnich alkaloidd kary chinovniku.
K separacim vyuzili kolonu Kinetex XB-C18 (délka: 150 mm; vnitini pramér: 2,1 mm;
zrnitost: 2,6 pm) Vv systému s reverznimi fazemi. Pracovalo se v podminkéach gradientu,
kde organickou slozku mobilni faze tvofil 100% methanol a vodna faze obsahovala 0,2 M
pufr mravencanu amonného s 0,1% kyseliny mraven¢i (pH 3,5). Latky byly detekovany
pomoci dvou typu detektort, a to fluorescenéni (Aem = 420 nm Skex = 330 nm) a UV
detektor (250 a 330 nm) [53].

1.2.9.2 Analyza piibuznych metylxantina

Kofein spole¢né s jeho metabolity teobrominem a teofylinem jsou pravdépodobné
ucinky, proto jim vénuje pozornost hlavné potravindisky a farmaceuticky pramysl.
K soucasnému stanoveni vSech tfi alkaloidli v rGznych matricich bylo do této doby
aplikovano velké mnoZstvi chromatografickych technik. V soucasnosti se vSak nejcasteji
pfistupuje k vyuziti kapalinové chromatografie, kdy se ve vétSin€ postupil uplatituji separace
na reverznich fazich s UV detekci. Navrzeny byly také metody RP-LC pracujici
s fosforimetrickou [64, 65], hmotnostné spektrometrickou [66, 67, 68] ¢i elektrochemickou
detekci [69, 70, 71]. Jako vhodnou alternativni technikou se ukazala i iontova [72]
nebo micelarni kapalinova chromatografie s UV detekci [24], které rovnéz poskytuji

uspokojivé vysledky [49].
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Bispo spolecné s kolektivem dalSich autorti vyvinuli analytickou metodu pro soucasné
stanoveni tii metylxantin (kofeinu, teobrominu a teofylinu) v napojich a vzorcich moci.
Tato metoda je zalozena na RP-HPLC separaci a nevyzaduje zadny extrakéni krok
ani derivatizaci. Separace provadéli na koloné Bondesil C18 (délka: 150 mm; vnitini
primér: 4 mm; zrnitost: 5 um) Smobilni fazi obsahujici alkohol (metanol ¢i etanol),
destilovanou vodu a kyselinu octovou (20:75:5, v/v/v). Identifikace latek zde byla provedena

pii vinové délce 273 nm pomoci UV detektoru [54].

Srdjenovic, Djordjevic-Milic, Grujic, Injac a Lepojevic piedstavili rychlou a selektivni
RP-HPLC metodu pro separaci tfi hlavnich metylxantinQ, kterou lze pouzit pro rutinni
kontrolu kvality potravin, ndpoji a rostlinnych produkti. Separaci provadéli na koloné
Zorbax Eclipse XDB-C8 (délka: 150 mm; vnitini pramér: 4,6 mm; zrnitost: 5 pum),
kde vodnou fazi tvofila destilovana voda s 0,1 % tetrahydrofuranu a organickou slozku ¢isty
acetonitril. Slozky byly smiseny v poméru 90:10, v/v a k detekci byl vyuzit UV detektor

s nastavenou vinovou délkou 273 nm [55].

Huck, Guggenbichler a Bonn ve své studii porovnavali analyzu kofeinu, teobrominu
a teofylinu pomoci infracervené spektroskopie v blizké oblasti (NIRS) s HPLC ve spojeni
s UV ahmotnostné spektrometrickou detekci s ionizaci elektrosprejem (HPLC-ESI-MS).
K HPLC-UV separaci pouzivali dvé kolony, a to neporézni Kovasil (délka: 33 mm; vnitini
pramér: 4,6 mm; zrnitost: 1,5 um) a porézni Nucleosil MS-C18 100-5 C18 (délka: 250 mm;
vnitini pramér: 4,6 mm; zrnitost: 5 um). Mobilni faze obsahovala destilovanou vodu s 0,1 %
kyseliny octové a acetonitril (98:2, v/v) a k detekci byla zvolena vinova délka 280 nm.
HPLC-ESI-MS separace provadéli pouze na neporézni koloné Kovasil MS-C18 za pouziti
stejné mobilni faze jako pifi HPLC-UV separacich. Tyto optimalizované HPLC metody byly
vyhodnoceny jako vhodné referencni metody pro NIRS analyzu této skupiny alkaloidu [56].
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2  EXPERIMENTALNI CAST

Naplni experimentalni ¢asti bylo navrhnout a optimalizovat izokratickou metodu
pro pét riznych kolon pfi separaci vybranych alkaloidii pomoci kapalinové chromatografie
Vv systému s obracenymi fazemi ve spojeni s UV/VIS detektorem. Pouzitymi alkaloidy byly
konkrétn¢ cinchonin, kofein, chinidin, hydrochinin, hydrochinidin, cinchonidin,
hydrocinchonin, teofylin, teobromin a chinin. Pii izokratickych separacich se hledalo
optimalni slozeni mobilni faze pro jednotlivé kolony a na zéklad€ izokratickych dat byly
nasledn¢ vybrany dv¢ kolony, na kterych se dané latky delily nejlépe a tyto dveé kolony byly

vyuzity pro tvorbu metody v podminkach gradientové eluce.

2.1 Material a chemikalie

2.1.1  Pristrojové vybaveni
Navazovani chemikalii a standardnich latek bylo provedeno na analytickych

digitalnich vahach (Sartorius, Usti nad Labem, Cesk4 republika).

K odméfovani objemt v fadech mikrolitrit byly pouzity automatické mikropipety

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Analyza za izokratickych podminek byla provadéna pomoci HPLC systému Agilent
1260 Infinity (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA), jehoZ soucasti bylo binarni
¢erpadlo, autosampler, termostat kolony a UV/VIS spektrofotometricky detektor, schopny

m¢éfit jednu konkrétni vinovou délku.

Separace s vyuZzitim gradientové eluce byly provedeny za vyuziti UHPLC systému
Agilent Infinity Il PRIME (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA), ktery se skladal
z kvartérniho ¢erpadla, autosampleru, termostatu kolony, detektor s diodovym polem (DAD)
a MS detektoru typu jednoduchého kvadrupdlu (ten ovSem nebyl v této praci vyuzit).

Tento systém byl vyuzit pro gradientové separace z divodu niz$iho zpozdéni gradientu.
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2.1.2 Kolony

Pro tuto praci bylo vybrano pét kolon uréenych pro separaci v mddu reverznich fazi:

1. Luna Omega Polar C18 (délka: 150 mm; vnitini pramér: 3 mm; zrnitost: 3 pum;
Phenomenex, Torrance, CA, USA)

2. Luna Omega PS C18 (délka: 150 mm; vnitini primér: 3 mm; zrnitost: 3 um;
Phenomenex, Torrance, CA, USA)

3. Kinetex Biphenyl (délka: 150 mm; vnitini pramér: 2,1 mm; zrnitost: 2,6 pm;
Phenomenex, Torrance, CA, USA)

4. ACE C18-PFP (délka: 150 mm; vnitini praimér: 3 mm,; zrnitost: 3 um; Advanced
Chromatography Technologies, Aberdeen, UK)

5. Kinetex Polar C18 (délka: 150 mm; vnitini primér: 3 mm; zrnitost: 2,6 pm;

Phenomenex, Torrance, CA, USA)

2.1.3  Chemikalie
«  Acetonitril (HPLC grade, Scharlau, Barcelona, Spanélsko)
*  Demineralizovana voda opatiena purifikaci v systému Mili-Q® (Merck KGaA,
Darmstadt, Némecko)
*  Kyselina octova (> 99,8 %, Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA)
*  Metanol ((= 99,9 %, Honeywell, Charlotte, NC, USA)
*  Octan amonny (> 98 %, Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA)

2.14  Standardni latky
«  Cinchonin (&isty, Lachema, Brno, Ceskoslovensko)
«  Cinchonidin (96 %, Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA)
*  Hydrocinchonin (> 95 %, Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA)
*  Hydrochinidin (> 95 %, Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA)
»  Hydrochinin (96 %, Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA)
*  Chinidin (> 98 %, Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA)
*  Chinin (> 98 %, Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA)
*  Kofein (ze zasob Univerzity Pardubice)
»  Teobromin (> 98 %, Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA)
*  Teofylin (> 99 %, Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA)

*  Thiomocovina (ze zadsob Univerzity Pardubice)
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2.2 Priprava roztoki standardu

Nejdiive byly piipraveny zasobni roztoky jednotlivych standardii o koncentraci
1 mg/ml. Na analytickych vahach byl navazen 1 mg kazdého standardu, ktery byl nasledné
preveden do vialky a rozpustén v 1 ml metanolu, s vyjimkou chininu, ktery se v Cistém
metanolu rozpoustél Spatné. Zasobni roztok chininu byl pfipraven tak, ze byl navazen 1 mg

této latky, ktery byl rozpustén ve 1 ml smési metanolu a destilované vody (1:1).

Z takto pfipravenych zdsobnich roztokl byly pfipraveny roztoky standardi (kazdy
zvlast a smés) o koncentraci 10 mg/l a celkovy objem byl doplnén destilovanou vodou
naobjem 1 ml. Stejnym zptsobem byl piipraven i roztok thiomocoviny, ktery byl vyuzit
pro zjisténi mrtvého Casu u kazdé kolony. Tyto roztoky byly nasledné pouzity pro HPLC

analyzy.

2.3 HPLC analyza standardi

2.3.1.1 Separace za izokratickych podminek

Analyzy standardnich roztoki byly provadény v systémech s obracenymi fazemi. Jako
mobilni faze byl pouzit acetonitril (ACN) a destilovana voda, jejichz vzajemné poméry
byly v pribéhu optimalizace ménény. Z divodu bazickych vlastnosti alkaloidd byl nutny
ptidavek kyseliny octové, a to konkrétné 0,1 % (v/v). Pro separaci latek na 3. koloné
(Kinetex Biphenyl) byl navic nutny také ptidavek octanu amonného jako pufru
0 koncentraci 5 mM. Teplota kolony byla udrZzovana na hodnoté 30 °C, objem davkovany
na kolonu byl nastaven na 1 pl a pro detekci latek byla pouzita vinova délka 250 nm. Pritok
mobilni faze byl pro kolony €. 1; 2; 4 a 5 nastaven na hodnotu 0,4 ml/min. Z diivodi niz§iho
vnitiniho priiméru kolony €. 3 a tlakovych limitid systému byl pratok u této kolony nastaven

na hodnotu 0,27 ml/min.

Hodnoty urovni koncentraci ACN v mobilni fazi byly voleny pro kazdou kolonu
individualné v rozmezi 2-30 %, pfi¢emz pro kazdou kolonu, resp. byly vyuzity 4 takové
urovné. Pouzité koncentrace ACN jako organického modifikatoru mobilni faze pro kazdou

kolonu jsou shrnuty v Tabulce 1.
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Tabulka 1: Rozdéleni mobilnich fizi u jednotlivych kolon

Kolona Mobilni faze Koncentrace ACN Prutok
1. | Luna Omega Polar C18 ACN/H,0 + 0,1 % CH3;COOH 10, 15, 20, 25 % 0,4 ml/min
2.  Luna Omega PS C18 ACN/H,0 + 0,1 % CH3;COOH 2,5,10,13% 0,4 ml/min

) ) ACN/H,0 + 0,1 % CH3COOH )
3. | Kinetex Biphenyl 5, 10, 15, 20, 25,30 % = 0,27 ml/min
+5 mM CH3;COONH,

4.  ACE C18-PFP ACN/H:0 + 0,1 % CH3COOH 10, 15, 20, 25 % 0,4 ml/min

5. Kinetex Polar C18 ACN/H:0 + 0,1 % CH3COOH 3,6,9,12% 0,4 ml/min

2.3.1.2 Gradientova eluce

Na zaklad¢ vysledkt optimalizaci za izokratickych podminek eluce, byly vybrany dvé
nejlepsi kolony, které byly vyuzity pro separace za podminek gradientové eluce. Separace
Vv izokratickém moédu pro dané latky dopadly nejlépe na 1. a 4. koloné (Luna Omega Polar

C18 a ACE C18-PFP), a tudiz byly upfednostnény prave tyto.

Analyza byla provadéna v systému sobracenymi fazemi pfirizné strmych
gradientovych profilech. Mobilni faze zde byla tvofena smési destilované vody s 0,1 % (v/v)
kyseliny octové (slozka A) a acetonitrilu (slozka B). Pritok byl nastaven na 0,5 ml/min,
davkovany objem na 1 pl a teplota kolony byla udrzovana na 30 °C. K detekci latek byl
vyuzit DAD detektor. Pribéh findlniho profil gradientu pro kolonu Luna Omega Polar C18
byl nasledujici: 5-20 % B od 0 do 30 min. Pribéh finalniho profilu gradientu pro kolonu
ACE C18-PFP byl nasledujici: 5-25 % B od 0 do 15 min.
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3  VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Optimalizace izokratické eluce

Izokratickd analyza byla provedena na kapalinovém chromatografu Agilent 1260
Infinity v systému sreverznimi fazemi, jehoZz soucasti je spektrofotometricky UV/VIS
detektor. Vzhledem k odlisnym hodnotam vinovych délek absorpénich maxim jednotlivych
latek byla na zaklad¢ informaci z dostupnych zdroji k detekci zvolena vinova délka 250 nm,

pii které bylo mozno detekovat vSechny latky.

Na jednotlivych kolonach byl nejprve proméien smésny roztok pii vhodné koncentraci
acetonitrilu (ACN). Na zaklad¢ reten¢niho ¢asu posledniho piku v chromatogramu byla
vybrana vhodna délka analyzy a néasledné byl celkem ve tiech opakovanich proméfen kazdy
standard zvlast. Nasledné byl tento proces urychlen a vhodna doba analyzy byla pro kazdou
latku hodnocena individualng. Takto byly pro kazdou kolonu naméfeny Ctyti rizné urovné
koncentrace ACN v mobilni fazi, s vyjimkou separace na tteti kolon¢, kde bylo nutné pouzit
Sest urovni koncentrace ACN. Zaroven byl na kazdé koloné promeéfen trikrat roztok

thiomo€oviny pro ziskéni hodnoty mrtvého objemu kolony.

Ze zmétenych chromatogramii byly odecteny retencni casy jednotlivych latek.
U roztoku thiomocoviny se odecitala kromé reten¢niho (mrtvého) ¢asu navic take Sitka piku
v poloviné¢ jeho vysky a tato data byla nasledné pouzita pro vypocdet ucinnosti
chromatografické kolony pomoci Rovnice 4. Reten¢ni Casy jednotlivych latek slouzily
pro vypocet retenéniho faktoru k dle Rovnice 5, jehoz logaritmické hodnoty byly pouzity
k sestrojeni retenc¢nich modeld, které poskytly zékladni informace pro vypocet rozliSeni
jednotlivych dvojic latek (Rovnice 6). Linearni regresi experimentalnich dat byly urceny
parametry modelu a a m, které slouzily K vypoctu rozliseni (Rovnice 2). Vypoctené hodnoty
rozliSeni byly pouZity k sestrojeni okénkovych diagrami, znichz se nasledné odecitala

hodnota koncentrace ACN, pfi které ma separace optimalni pritbéh.
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Rovnice 4: Vypocet uidinnosti chromatografické kolony

t 2
N = 5,545 - <—M>
Wy 5

N ... Gcinnost kolony
tm ... mrtvy ¢as kolony

Wos ... Sitka piku v poloving vysky

Rovnice 5: Vypocet retenéniho faktoru k

k ... reten¢ni faktor
tr ... retencni Cas latky

tm ... mrtvy cas kolony

Rovnice 6: Izokraticky retenéni model
logk =a—-m-@acn
k ... reten¢ni faktor
a ... parametr modelu (usek)
m ... parametr modelu (smérnice)

¢acn -.. koncentrace ACN

3.1.1  Luna Omega Polar C18

Separace latek na prvni kolon¢ prob&hly beze zmény poiadi eluce latek, coz je patrné
z retenénich modelu (Priloha 1). Pro tuto kolonu byly proméieny koncentrace acetonitrilu
10, 15, 20 a 25 %. Hodnoty reten¢nich faktori vypoctené z primérnych retencnich Cast
ze ti analyz pro jednotlivé latky jsou uvedeny v Tabulce 2. Uginnost této kolony, vypoétena
z mrtvého Casu 2,115 minut, se rovnala 4567 teoretickych pater a z okénkového diagramu

(Obrazek 22) byla odectena optimalni koncentrace ACN pro danou separaci, ktera Cinila
14,7 %.
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Tabulka 2: Hodnoty retenénich faktorii pro kolonu Luna Omega Polar C18

Koncentrace ACN
Latka
10 % 15 % 20 % 25%
Cinchonin 6,132 2,338 1,001 0,425
Kofein 2,893 1,228 0,635 0,368
Chinidin 12,044 4,385 1,627 0,721
Hydrochinin 20,839 6,670 2,332 0,987
Hydrochinidin 17,675 5,952 2,151 0,940
Cinchonidin 7,126 2,861 1,074 0,445
Hydrocinchonin 9,279 3,664 1,408 0,617
Teofylin 1,358 0,585 0,282 0,141
Teobromin 0,881 0,376 0,171 0,072
Chinin 14,272 4,769 1,693 0,711
Obrazek 22: Okénkovy diagram pro kolonu Luna Omega Polar C18
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3.1.2 Luna OmegaPS C18

Tato kolona umoziuje separaci latek i pifi 0 % organického rozpoustédla,
proto se pracovalo s mobilnimi fazemi o koncentracich acetonitrilu 2, 5, 10 a 13 %.
Z reten¢nich modela (Priloha 2) vyplyva, Ze pfi separaci latek na druhé koloné jiz byly
pozorovany zmény potadi eluce separovanych latek. Hodnoty retencnich faktorti vypoctené
Z reten¢nich ¢ast jednotlivych latek jsou uvedeny v Tabulce 3. Uginnost této kolony,
vypoctena z mrtvého Casu 1,993 minut, se rovnala 5229 teoretickych pater a z okénkového

diagramu (Obrazek 23) byla odectena optimalni koncentrace ACN pro danou separaci,

ktera Cinila 5,7 %.

Tabulka 3: Hodnoty retenénich faktorii pro kolonu Luna Omega PS C18

Latka

Cinchonin
Kofein

Chinidin
Hydrochinin
Hydrochinidin
Cinchonidin
Hydrocinchonin

Teofylin

© 00 N oo o B~A W DN e

Teobromin

Chinin

[EY
o

3%
13,162
41,442
29,940
71,000
53,601
16,856
22,975
16,388

9,041
41,774

Koncentrace ACN

5%
2,777
9,973
5,651

11,769
9,086
3,264
4,455
4,400
2,419
7,185
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10 %
0,460
3,270
1,075
2,270
1,788
0,607
0,907
1,492
0,809
1,385

13 %
0,055
1,678
0,241
0,675
0,512
0,131
0,194
0,764
0,397
0,329



Obradzek 23: Okénkovy diagram pro kolonu Luna Omega PS C18
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—R24 ——R25 R2,10 R34 ——R35 ——R36 ——R37 R3,9
R4,5 R4,8 R56 ——R5,8 R510 —R6,7 ——R68 ——RG6,9

3.1.3  Kinetex Biphenyl

Separace latek na tfeti kolon¢ probihaly pon€kud komplikovangji nez na ostatnich
kolonach. Tato kolona méla uzsi vnitini primér, a tudiz bylo nutné snizit velikost pritoku,
protoze vysoké tlaky pifi vys$Sim pritoku piesahovaly tlakovy limit pouZité instrumentace.
V mobilnich fazich s kyselinou octovou se na této koloné analyzované latky vibec nedélily.
Pro prabéh separaci na této koloné byl pouzit piidavek pufru 5 mM octanu amonného
do mobilnich fazi, které zde obsahovaly 5, 10, 15, 20, 25 a 30 % acetonitrilu, pficemz
se pouzivalo jiné rozmezi koncentraci pro méné zadrZzované latky, stfedné zadrzované
anejvice zadrzované. Retenéni modely (Priloha 3) ukazuji, ze pofadi eluce se v tomto
piipadé neméni, ale nékteré dvojice latek zde nejsou viibec separovany. Hodnoty retencnich
faktori vypoctené zprimérnych retencnich cast jednotlivych latek jsou uvedeny
v Tabulce 4. Na této kolon¢ nebylo dosazeno rozliSeni 1,5 pro vSechny analyzované latky.
Nejvyssi mozné rozliSeni vSech latek by bylo dosazeno pii 21,9 % ACN, ovSem hodnota
rozliSeni kritického paru latek hydrochinin-hydrochinidin (4-5) a teofylin-teobromin (8-9)
by &inila 0,257. U¢innost této kolony, vypoétena z mrtvého Gasu 1,36 minut, se rovnala 1664
teoretickych pater a z okénkového diagramu (Obrdzek 24) byla odectena koncentrace ACN
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pro danou separaci, ktera ¢inila 12,1 %, ale ani na této tirovni nedochazelo k separaci vSech

dvojic latek.

Tabulka 4: Hodnoty retenénich faktorii pro kolonu Kinetex Biphenyl

Koncentrace ACN

Latka
5% 10 % 15 % 20 % 25 % 30 %
1  Cinchonin 43,369 10,009 3,395 1,353
2 Kofein 4,247 1,463 0,680 0,350
3 Chinidin 18,691 5,906 2,154 1,281
4 Hydrochinin 25,622 7,862 2,764 1,375
5 | Hydrochinidin 25,648 7,976 2,846 1,426
6  Cinchonidin 37,698 8,873 3,176 1,265
7  Hydrocinchonin 58,599 13,357 4,669 1,826
8  Teofylin 5,962 1,276 0,482 0,234
9  Teobromin 5,110 0,982 0,349 0,164
10 Chinin 17,108 5,380 1,961 1,003
Obrazek 24: Okénkovy diagram pro kolonu Kinetex Biphenyl
2,5 N
\
2
1,5 \
1
\
0,5
I
: —
0
0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
¢ ACN
—R14 ——R15 R1,6 R1,7 —R110 ——R34 ——R35
—R36 —R3,7 ——R310 R4,5 R4,6 R4,10 R5,6
R5,7 R5,10 ——R6,7 R6,10 =——R7,10 —R89 ——R1.3
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3.14 ACE C18-PFP

Na ctvrté kolon¢ se méfily koncentrace acetonitrilu 10, 15, 20 a 25 %. V grafu
reten¢nich modeltu (Priloha 4) lze pozorovat zménu pofadi eluce pouze pii nejvyssi
koncentraci ACN, kde maji reten¢ni Casy vSech latek podobné a velmi nizké hodnoty.
Hodnoty retenénich faktori vypoctené z priimérnych retencnich ¢asti jednotlivych latek jsou
uvedeny v Tabulce 5. U&innost této kolony, vypoétend zmrtvého ¢asu 1,873 minut,
se rovnala 4576 teoretickych pater a z okénkového diagramu (Obrdzek 25) byla odectena
optimalni koncentrace ACN, pro danou separaci, ktera Cinila 14,4 %. V této separaci byla

zvolena koncentrace s rozlisenim 1, jelikoz dvojice latek chinidin-hydrocinchonin (3-7)

nad rozliSeni 1,5 na této kolon€ rozdélit nelze.

Tabulka 5: Hodnoty retenénich faktorii pro kolonu ACE C18-PFP

Latka

[EN

Cinchonin
Kofein

Chinidin
Hydrochinin
Hydrochinidin
Cinchonidin
Hydrocinchonin

Teofylin

©O© 00 N oo o b~ w DN

Teobromin

[uny
o

Chinin

10 %
5,833
2,894
11,012
19,634
16,745
8,142
0,911
1,345
0,725
12,558

Koncentrace ACN

15 %
1,876
1,135
3,094
4,824
4,297
2,127
2,746
0,537
0,297
3,574
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20 %
0,646
0,572
1,041
1,527
1,433
0,745
0,985
0,270
0,152
1,187

25%
0,336
0,341
0,534
0,736
0,724
0,359
0,503
0,177
0,069
0,563



Obrazek 25: Okénkovy diagram pro kolonu ACE C18 PFP

R 25
2
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1
0,5
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—R3,10 —R4,5 —R4,10 —R5,10 —R6,7
—R7,10 —R8,9 R1,2

3.1.5 Kinetex Polar C18

Pata kolona stejné¢ jako druhd kolona umoZiovala separace latek pii 0 % ACN.
Pro separace na této koloné¢ byly pouZzity mobilni fdze o koncentraci acetonitrilu 3, 6, 9
a 12 %. Na této kolon¢ byly u nékterych latek také pozorovany zmény v poradi eluce, coz je
patrné zretenéniho modelu (Priloha 5). Hodnoty retencnich faktord vypoctené
z primémych retenénich &asii jednotlivych latek jsou uvedeny v Tabulce 6. Uginnost této
kolony, vypoctend z mrtvého casu 1,613 minut, se rovnala 3601 teoretickych pater
a z okénkového diagramu (Obrdzek 26) byla odeétena optimalni koncentrace ACN

pro danou separaci, ktera ¢inila 1,4 %.
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Tabulka 6: Hodnoty retenénich faktorii pro kolonu Kinetex Polar C18

Koncentrace ACN

Latka
3% 6 % 9% 12%
Cinchonin 6,713 2,093 0,853 0,255
Kofein 15,804 5,367 2,630 1,249
Chinidin 14,856 4,194 1,665 0,567
Hydrochinin 32,496 8,418 3,273 1,099
Hydrochinidin 24,830 6,576 2,621 0,900
Cinchonidin 8,543 2,552 1,060 0,318
Hydrocinchonin 11,478 3,400 1,440 0,483
Teofylin 6,675 2,410 1,236 0,588
Teobromin 3,646 1,304 0,664 0,309
Chinin 20,472 5,427 2,195 0,679
Obrazek 26: Okénkovy diagram pro kolonu Kinetex Polar C18
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3.1.6  Srovnani pribéhu separaci na jednotlivych kolonach

Pro separaci na kolon¢ Luna Omega Polar C18 byla vyhodnocena jako optimalni
koncentrace mobilni faze pro separaci 14,7 % ACN. Pii této koncentraci jsou vybrané
alkaloidy rozd¢leny alespoi na zakladni linii za pomérné kratky ¢as v porovnani s ostatnimi
kolonami (do 20 minut; méftitko Casové osy je nastaveno do 100 min pro porovnani
S ostatnimi pouzitymi kolonami). Jako nejvice problematické se zde jevi dvojice latek
cinchonin-cinchonidin (1-6) a chinidin-chinin (3-10). Teoretickou separaci vychazejici

z vysledkl optimalizace pro tuto kolonu znazornuje Obrazek 27.

Obrdzek 27: Teoreticky model chromatogramu za optimdlnich podminek na koloné Luna Omega Polar C18
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Poi‘adi eluce: teobromin (9), teofylin (8), kofein (2), cinchonin (1), cinchonidin (6), hydrocinchonin (7),
chinidin (3), chinin (10), hydrochinidin (5), hydrochinin (4)

U kolony Luna Omega PS C18 se ukézala jako nejvhodnéjsi separace pii koncentraci
ACN 5,7 %, kdy se latky deli také pomérné rychle. Z okénkového diagramu této kolony je
patrné, ze pii izokratické eluci se sice vSechny latky déli, ale pouze ve velmi Gzkém rozsahu
koncentraci ACN. Pti koncentraci 5,7 % ACN se latky déli do 30 minut, ale vSechny dvojice
nejsou rozseparovany az na zakladni linii. Kritickou dvojici je v téchto podminkach dvojice
hydrochinin-hydrochinidin (4-5), ale na zakladni linii nedosahuje ani dvojice chinidin-
hydrocinchonin (3-7). Teoretickou separaci vychazejici z vysledki optimalizace pro tuto

kolonu znazoriuje Obrazek 28.
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Obrazek 28: Teoreticky model chromatogramu za optimalnich podminek na koloné Luna Omega PS C18
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Poradi eluce: cinchonin (1), teobromin (9), cinchonidin (6), hydrocinchonin (7), teofylin (8), chinidin (3),
chinin (10), hydrochinidin (5), kofein (2), hydrochinin (4)

Nejméné¢ vhodné vlastnosti pro separaci danych alkaloidi vykazala kolona Kinetex
Biphenyl, na které byla zvolena jako optimalni koncentrace 12,1 % ACN v mobilni fazi.
Problémem je, ze ani pii této koncentraci neni vétSina latek rozdélena na zakladni linii
anekteré dvojice, konkrétné¢ chinidin-chinin (3-10) a hydrochinin-hydrochinidin (4-5),
se neseparuji vibec. Separace na této kolon¢ vyzaduji také velmi dlouhou dobu analyzy,
kdy pii koncentraci 12,1 % posledni latky eluuji az pfed 57. minutou. Na této kolon¢ byla
také zaznamenana vyrazné niz$i separacni ucinnost v porovnani s ostatnimi kolonami.
Teoretickou separaci vychazejici z vysledkti optimalizace pro tuto kolonu znazornuje

Obrazek 29.

Obrazek 29: Teoreticky model chromatogramu za optimdlnich podminek na koloné Kinetex Biphenyl
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Poradi eluce: teobromin (9), teofylin (8), kofein (2), cinchonindin (6), cinchonin (1), chinin + chinidin (10+3),
hydrocinchonin (7), hydrochinidin + hydrochinin (5+4)

Na koloné¢ ACE-C18 PFP kvtli dvojici latek chinidin-hydrocinchonin nebylo mozné

dosahnout rozd€leni vSech alkaloidii s rozliSenim alesponn 1,5. Ztoho divodu byla
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vyhodnocena jako optimalni koncentrace ACN 14,4 %, pfi které je hodnota rozliSeni rovna
1. Tato kolona pfti optimalni koncentraci ACN umoziuje nejkratSi dobu analyzy ze vSech
pouzitych kolon, kdy vSechny latky eluuji do 15 minut. Teoretickou separaci vychazejici

z vysledkl optimalizace pro tuto kolonu znazornuje Obrazek 30.

Obrazek 30: Teoreticky model chromatogramu za optimdlnich podminek na koloné ACE-C18 PFP
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Poi‘adi eluce: teobromin (9), teofylin (8), kofein (2), cinchonin (1), cinchonidin (6), hydrocinchonin (7),
chinidin (3), chinin (10), hydrochinidin (5), hydrochinin (4)

U kolony Kinetex Polar C18 byla urcena jako optimalni koncentrace 1,4 % ACN. Tato
hodnota miize byt pouZzita ovSem pouze v teoretické roving, protoze v praktickém uziti mize
byt na této koloné¢ pouzita mobilni faze o koncentraci minimalné¢ 3 % ACN, a to kvuli
moznosti zhrouceni C18 fetézcl stacionarni faze. Pti teoretické koncentraci 1,4 % ACN jsou
vSechny latky separovany na zdkladni linii, ale vyZaduji velmi dlouhou dobu analyzy,
protoze posledni latka eluuje az v 88. minuté. Teoretickou separaci vychazejici z vysledki

optimalizace pro tuto kolonu znézoriiuje Obrdzek 31.

Obrdzek 31: Teoreticky model chromatogramu za optimdlnich podminek na koloné Kinetex Polar C18
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Poi‘adi eluce: teobromin (9), teofylin (8), cinchonin (1), cinchonidin (6), kofein (2), hydrocinchonin (7),
chinidin (3), chinin (10), hydrochinidin (5), hydrochinin (4)
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Pro teoretickou predstavu o danych separacich byly vypracovany optimalizace
separaci. Tyto optimalizace vychézely zjiz zminovanych reten¢nich modeld, které sice
nemély idedlné linedrni charakter, ale k porovnani jednotlivych kolon byly ziskané
informace dostateCné. Na zdkladé¢ provedenych optimalizaci byly jako nejvhodnéjsi
pro danou separaci vybrany kolony Luna Omega Polar C18 a ACE C18-PFP (1. a 4.
kolona), protoze umoznily rozdéleni vSech vybranych alkaloidii ze smési s vhodnym
rozliSenim za rozumny c¢as. NejhorSi schopnosti separace tohoto typu sloucenin vykazala
tieti pouzita kolona (Kinetex Biphenyl), na které nebylo mozné nalézt takové optimalni
podminky, pfi kterych by byly vSechny latky rozdéleny alesponl na zékladni linii. Spole¢né
pro vsech pét kolon bylo podobné elucni poradi latek, ve kterém byly pozorovany pouze
drobné¢ zmény. Mezi nejméné zadrzované latky s nejkratSimi reten¢nimi ¢asy na vSech
kolonach patfily teobromin (9), teofylin (8) a cinchonin (1). Naopak nejvice zadrzovanymi

s nejdelsimi retenénimi ¢asy byly hydrochinin (4) a hydrochinidin (5).

3.2 Analyza v podminkach gradientu

Po zhodnoceni separaci v izokratickych podminkach nasledovala tvorba gradientu,
ke které se pristoupilo za ucelem zkraceni celkové doby analyzy, dosazeni uzSich pikid
atimi vyS$ich intenzit. Gradientové eluci byly podrobeny pouze dvé nejlepsi kolony

z ptfedchozich izokratickych separaci, jmenovité¢ Luna Omega Polar C18 a ACE C18-PFP.

Gradientové separace byly provedeny na kapalinovém chromatografu Agilent Infinity
Il PRIME v systému s reverznimi fazemi, jehoZ soucasti je DAD, ze které¢ho byla navic
ziskana spektra jednotlivych latek (Priloha 7-16). K detekci latek byla stejné jako
pfiizokratické eluci nastavena vlnova délka 250 nm. Duavod pouziti odliSeného
chromatografu bylo v tomto pfipadé nedokonalé miseni mobilnich fazi prvnim piistrojem,
které je v ptipad¢ gradientové eluce kritické. Chromatograf pouzity pro urceni izokratickych
retencnich dat také vykazoval vyrazné vyssi zpozdéni gradientu (0,9 ml [73]) v porovnani

se systémem Agilent Infinity II PRIME (0,11 ml [74]).

K analyzdm byly pouzZity stejné roztoky latek o koncentraci 10 mg/l jako
pti izokratické eluci. Smésné roztoky latek byly podrobeny rtiznym strmostem gradientu
(Priloha 6), pricemz strmost gradientu byla postupné snizovana, dokud nebylo dosazeno
uspokojivého rozlisSeni vSech latek v piijatelné dobé analyzy. Ziskané chromatogramy jsou

znazornény na Obrdzcich 32 a 33.
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Obradzek 32: Chromatogram v podminkdch gradientu na koloné Luna Omega Polar C18
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Poradi eluce: teobromin (9), teofylin (8), kofein (2), cinchonin (1), cinchonidin (6), hydrocinchonin (7),
chinidin (3), chinin (10), hydrochinidin (5), hydrochinin (4)

Obrdzek 33: Chromatogram v podminkdch gradientu na koloné ACE C18-PFP
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Poradi eluce: teobromin (9), teofylin (8), kofein (2), cinchonin (1), cinchonidin (6), hydrocinchonin (7),
chinidin (3), chinin (10), hydrochinidin (5), hydrochinin (4)

Pro tyto dvé pouzité kolony bylo elucni potradi latek totozné a odpovidalo teoretickym
modelim ziskanych pfi optimalizaci separace za izokratickych podminek. LepSi separaéni
vlastnosti pro gradientové analyzy méla kolona ACE C18-PFP, protoze umoznila separace
vybranych alkaloidii v krat§im Case a zarovenl na ni bylo mozné rozdélit vSechny latky
na zakladni linii. V porovndni s kolonou Luna Omega Polar C18 byly ziskany také
vyznamné uzsi piky, z ¢ehoz vyplyvaji 1 vyssi intenzity jednotlivych piki, pfedevsim u vice
zadrzovanych latek. Piky siln€ zadrZzovanych latek na kolon¢ Luna Omega Polar C18 mély
také tendenci vyraznéji chvostovat (Obrdzek 32). ZlepSeni separace na kolon¢ Luna Omega
Polar C18 by mohlo byt dosaZeno snizenim strmosti gradientu, coz by ale mélo za nasledek

vyznamné prodlouzeni analyzy a sniZeni citlivosti detekce.
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4  ZAVER

Byla vypracovana literarni reSerSe, ktera se zabyva obecné metodou HPLC, procesem
optimalizace této metody a dale se podrobné zabyva alkaloidy a jejich stanoveni pomoci
metody HPLC. V experimentalni ¢asti prace byla optimalizovana metoda pro analyzu
vybranych chinolinovych a purinovych alkaloidd za izokaratickych podminek eluce.
Vysledky zizokratické eluce byly dale vyuzity k vytvoreni optimalni chromatografické

metody pro analyzu danych latek v podminkach gradientové eluce.

Prvni polovina teoretické ¢asti je vénovana metodé¢ HPLC, kde je podrobné popsana
instrumentace kapalinového chromatografu, fazové systémy a znac¢na Cast se zabyva také
procesem optimalizaci chromatografickych separaci, hlavné pii izokratické eluci. Druha
polovina teoretické Casti je pak zamétena na alkaloidy, z vétsi ¢asti na alkaloidy chinolinové
a purinové. Alkaloidy jsou zde popsany v obecné roviné a dale jsou rozdéleny do skupin na
zaklad¢ své struktury. Jednotlivé skupiny alkaloidil jsou popsany z hlediska jejich vlastnosti
a vyuziti, vcetné nejdilezitéjSich zastupci. Dalsi cast se pak zabyva shrnutim

Jiz publikovanych vysledka v oblasti HPLC analyzy chinolinovych a purinovych alkaloidi.

Cilem této diplomové prace byla optimalizace podminek chromatografické separace
a vybér vhodné kolony pro analyzu vybranych alkaloidii. Ze skupiny purinovych konkrétné
kofeinu, teobrominu a teofylinu. Z chinolinovych to byl cinchonin, cinchonidin, chinin,

chinidin, hydrocinchonin, hydrochinin a hydrochinidin.

Chromatografické separace byly provedeny v systému s obracenymi fazemi na péti
riznych kolonach v izokratickych podminkach se spektrofotometrickou detekci. Kolona
Luna Omega PS C18 umoziovala rozdéleni vSech vybranych alkaloidii za pomérné kratkou
dobu, ale optimalni rozmezi koncentraci ACN bylo pfili§ Gzké, coz by mohlo negativné
ovlivnit rozliSeni jednotlivych dvojic v podminkach gradientové eluce. Kolona Kinetex
Biphenyl se ukazala jako nevhodna jiz pfi izokratickych separacich, kdy nekteré z dvojic
latek vibec nebyla schopna rozdélit, a tudiz by postradalo smysl pro tuto kolonu zkouset
gradientové analyzy. Na kolon¢ Kinetex Polar C18 lze od sebe vSechny latky dokonale
separovat, ale pouze teoreticky, protoze optimalni podminky byly nalezeny pfi koncentraci
niz8i nez 3 % ACN a pfi této koncentraci by mohlo dojit ke zhrouceni C18 fetézch
stacionarni faze této kolony. Navic kolona Kinetex polar C18 vyZzaduje pfilis dlouhé doby

analyz. Nejlepsi vysledky pro izokratické separace poskytly kolony Luna Omega Polar C18
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a ACE C18-PFP, na kterych bylo dosazeno rozdéleni alkaloidi témét na zakladni linii
za relativn¢ kratké ¢asy (do 30 minut) v porovnani s kolonami ostatnimi. Pro kolonu Luna
Omega Polar C18 byla po provedeni optimalizace zjiSt€na optimalni koncentrace
acetonitrilu v mobilni fazi 14,7 % a pro kolonu ACE C18-PFP 14,4 % ACN. Tyto dvé
kolony byly dale vyuzity k optimalizaci gradientové eluce, kdy vyznamné lepsiho prub&hu
separace bylo dosazeno na koloné¢ ACE C18-PFP. Z vysledného chromatogramu bylo patrné
rozdéleni vSech latek na zakladni linii v krat§Sim Casovém useku a také uzsi piky s vySsimi

intenzitami.
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PRILOHY

P¥iloha 1: Retenéni modely ldtek pro kolonu Luna Omega Polar C18

® Cinchonin

@ Cinchonidin

Latka
Cinchonin
Kofein
Chinidin
Hydrochinin
Hydrochinidin
Cinchonidin
Hydrocinchonin
Teofylin
Teobromin

Chinin

® Kofein

@ Hydrocinchonin

1,543
1,020
1,883
2,177
2,075
1,661
1,749
0,769
0,666
2,003

Chinidin

® Teofylin

74

Hydrochinin

@ Teobromin

7,694
5,943
8,197
8,860
8,530
8,076
7,894
6,541
7,220
8,714

¢ ACN

® Hydrochinidin

® Chinin

R2
0,999
0,990
0,998
0,996
0,996
1,000
0,999
0,998
1,000
0,997
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Piiloha 2:

log k

Retencéni modely latek pro kolonu Luna Omega PS C18

® Cinchonin

® Cinchonidin

Latka
Cinchonin
Kofein
Chinidin
Hydrochinin
Hydrochinidin
Cinchonidin
Hydrocinchonin
Teofylin
Teobromin

Chinin

@ Kofein

@ Hydrocinchonin

1,537
1,750
1,780
2,103
1,985
1,540
1,663
1,351
1,101
1,907

Chinidin

@ Teofylin
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Hydrochinin

® Teobromin

20,617
12,151
18,253
17,680
17,637
18,405
17,994
11,638
11,854
18,300

@ Hydrochinidin

@ Chinin

=Y
0,983
0,968
0,990
0,986
0,986
0,991
0,989
0,973
0,976
0,988



Priloha 3: Retencni modely latek pro kolonu Kinetex Biphenyl

log k
S, g
e
0,3
-1
¢ ACN
@ Cinchonin ® Kofein Chinidin @ Hydrochinidin
@ Cinchonidin @ Hydrocinchonin @ Teofylin ® Teobromin @ Chinin
Latka a m R?
1 Cinchonin 2,570 9,974 0,988
2 | Kofein 1,297 7,169 0,988
3 | Chinidin 2,389 7,860 0,975
4 | Hydrochinin 2,640 8,529 0,988
5 | Hydrochinidin 2,625 8,424 0,988
6  Cinchonidin 2,486 9,738 0,998
7 | Hydrocinchonin 2,698 9,951 0,998
8 | Teofylin 1,144 9,284 0,971
9  Teobromin 1,097 9,860 0,969
10 ' Chinin 2,425 8,268 0,987
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Pitiloha 4: Retenéni modely latek pro kolonu ACE C18-PFP

15

1

0,5

0

0,p5

-0,5

-1

-1,5

¢ ACN
® Cinchonin ©® Kofein Chinidin @ Hydrochinidin
@ Cinchonidin @ Hydrocinchonin @ Teofylin ® Teobromin @ Chinin
Latka a m R?

Cinchonin 1,557 8,360 0,986
Kofein 1,031 6,168 0,983
Chinidin 1,865 8,833 0,982
Hydrochinin 2,179 9,555 0,982
Hydrochinidin 2,067 9,138 0,981
Cinchonidin 1,749 9,041 0,979
Hydrocinchonin 1,830 8,808 0,983
Teofylin 0,664 5,885 0,974
Teobromin 0,513 6,712 0,997
Chinin 1,953 9,049 0,988
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0.3
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Priloha 5: Retencni modely latek pro kolonu Kinetex Polar C18

1,3
0,8
0,3
02 0,02 0,14
-0,7
¢ ACN
® Cinchonin ® Kofein Chinidin Hydrochinin @ Hydrochinidin
® Cinchonidin @ Hydrocinchonin @ Teofylin @ Teobromin @ Chinin
Latka a m R?
Cinchonin 1,284 15,496 0,997
Kofein 1,515 12,056 0,990
Chinidin 1,606 15,517 0,996
Hydrochinin 1,954 16,076 0,995
Hydrochinidin 1,827 15,739 0,995
Cinchonidin 1,384 15,563 0,996
Hydrocinchonin 1,484 15,005 0,996
Teofylin 1,131 11,519 0,991
Teobromin 0,875 11,699 0,992
Chinin 1,763 16,103 0,995
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Priloha 6: ZkouSené strmosti gradientii na vybranych kolondch

Gradient 1 Gradient 2 Gradient 3
Kolona Koncentrace Doba = Koncentrace Doba = Koncentrace Doba
acetonitrilu | analyzy = acetonitrilu = amalyzy @ acetonitrilu = analyzy
Luna Omega Polar
C18
ACE C18-PFP 5-10 % 30 min 5-15% 15 min 5-25% 15 min

5-10 % 30 min 5-15% 30 min 5-20 % 30 min

Piiiloha 7: UV spektrum cinchoninu
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Piiloha 8: UV spektrum kofeinu
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Priloha 9: UV spektrum chinidinu
DAD1 8.514
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Piiloha 10: UV spektrum hydrochininu
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Piiloha 11: UV spektrum hydrochinidinu

DAD1 9.166

378

364

334

294

210

100 200 300 400 500 600
Absorbance [mAU]

81



Wavelength [nm]

Wavelength [nm]

400

380

360

340

320

300

280

260

240

220

200

400

380

360

340

320

300

280

260

240

220

200

Piiloha 12: UV spektrum cinchonidinu
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Piiloha 13: UV spektrum hydrocinchoninu
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P#iloha 14: UV spektrum teofylinu
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Piiloha 15: UV spektrum teobrominu
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P#iloha 16: UV spektrum chininu
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