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1. UVOD



,Prohlasuji, Ze tato prace je mym plavodnim autorskym dilem, které jsem
vypracovala samostatné. VesSkera literatura a dalsi zdroje, z nichZ jsem pii zpracovani

Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury a v praci fadné citovany.*



Vysokou¢inna  kapalinova chromatografie — High Performace Liquid
Chromatography (HPLC) je v soucasné dobé jedna z nejprogresivnéjsich,
nejmodernéjSich a nejvice pouzivanych analytickych metod. Jednd se o separacni
metodu, kterd umoziuje kvalitativni i kvantitavni hodnoceni analyzovanych latek.
Hlavni ptfednosti HPLC spocivaji v citlivosti stanoveni, rychlosti analyzy, pouziti
minimalniho mnozstvi vzorku. Dalsi velkou pfednosti je moznost automatizace.
Soucasné nejmodernéjsi HPLC chromatografy jsou vybavené automatickymi
davkovaci, které mohou po nastaveni piislusnych parametrii provadét analyzu bez
obsluhy operatora. Umoziuji analyzovat Sirokou Skalu sloucenin od anorganickych
iontll az po polymerni slouceniny a také termolabilni a neté¢kavé slouceniny. Z tohoto
davodu je vyuziti HPLC velmi Siroké. Je srovnatelna s GC, avSak ma vétsi vyuziti,
protoze fada léCiv je netckava.

Fumagillin je antibiotikum, které se pouziva pro 1é¢bu nosemové nakazy vcel, jejimz
ptvodcem je Nosema apis. V CR byla ukon&ena registarce 29.11.1999, aviak uvazuje

se o celoevropské registraci za nove stanovenych podminek.



2. TEORETICKA CAST



2.1. Definice a rozdéleni zakladnich chromatografickych metod

Chromatografické metody jsou vysoce ucinné¢ separaéni metody, umoziujici
oddéleni jednotlivych slozek analyzované smési a zaroven jejich kvalitativni i
kvantitativni hodnoceni. Jejich piednosti vyniknou ptedevsim pfi analyzach smési latek,
kdy ostatni analytické metody, jako napt. spektrofotometrické, nelze principialné
pouzit. Jelikoz veskeré technické produkty a velka vétSina ptirodnich latek jsou slozité

smési, maji chromatografické metody analyzy prvorady Vyznam.(l)

Zakladnim obecnym principem chromatografickych metod je nestejnomérné
rozdélovani slozek smési mezi staciondrni a mobilni fazi. Predpokladem
nestejnomerného rozdeleni je rizna afinita jednotlivych slozek k uvedenym fazim nebo
jejich nestejna schopnost difundovat do nich.®

V soucasné dobé se pouziva mnoho typl chromatografickych metod, které se 1isi z
hlediska povahy
e Separacniho d¢je
¢ Pouzité techniky
e Zpusobu vyvijeni

e Skupenstvi pohyblivé a nepohyblivé faze



DELENI PODLE POVAHY SEPARACNIHO PROCESU

Nazev Povaha hlavniho
chromatografické (urcujiciho)

metody procesu

adsorp¢ni adsorpce

rozdélovaci extrakce, rozpousténi
iontové vyménna elektrolyticka

interakce a difze

gelova difuze
afinitni specificka interakce s
afinantem

e ADSORPCNI

Podstatou separace je rozdilnd adsorbovatelnost délenych latek na aktivni povrch
sorbentu. Zpiisob a sila absorpce znacné zavisi na povaze adsorbentu, na chemickém
sloZzeni adsorbované latky a také na sloZeni mobilni faze. Podle fyzikalné¢ chemické
povahy se adsorbenty dé€li na polarni a nepolarni. Mezi polarni patfi: oxidy a soli a
nepolarni: aktivni uhli, silikagel s chemicky vazanou nepolarni fazi.®

Zavislost mezi mnoZstvim neadsorbované latky a jeji koncentraci v roztoku
vyjadiuje adsorpcni izoterma. K rozdé€leni latek ze smési dojde, jestlize jsou rizné silné

, .. e o . (1
adsorbovany, tj. jejich adsorp¢ni izotermy maji rizné smérnice.®

e ROZDELOVACI

Smés slozek, rozpusténa v soustavé dvou nemisitelnych nebo omezené misitelnych
kapalnych fazi, se mezi n¢ déli podle rozpustnosti jednotlivych slozek v jednotlivych
fazich. Distribuce slozek je uréovéana rozdélovaci konstantou. Uginnost déleni slozek je
tedy umérna velikosti rozdilu v jejich rozdélovacich konstantdch. Jedna faze je
stacionarni (zakotvend). Druha faze se po jejim povrchu zvolna pohybuje, a proto se

nazyva fdze mobilni neboli pohybliva. Tyto dvé faze musi byt vzijemné nasyceny, tj.



musi byt v rovnovaze, aby bchem chromatografického procesu nedochazelo ke
koncentra¢nim zméndm pouzitého rozpoustédlového systému.(z)

Pti rozd€lovaci chromatografii se zpravidla uziva dvoufazovy systém, pti¢emz jedna
faze byva bohatsi na organicka rozpoustédla a druha na vodu. Zakotvend byva faze
vodna, a to na pevnych hydrofilnich nosi¢ich jako je silikagel, kifemelina, Skrob,
hydrofilni gely, praskova celul6za nebo filtraéni papir. Faze organicka byvé zpravidla
mobilni. V nékterych ptipadech je vSak vyhodnéjsi nasytit hydrofobné impregnovany
nosi¢ organickou fazi a fazi vodnou volit jako mobilni. Jedna se o tzv. systém
obracenych fazi (RP-reversed phase), kdy organické hydrofilni rozpoustédlo slouZi jako
zakotvend faze a mobilni fazi je hydrofilni rozpoustédlo. Tento systém se pouziva v

kapalinové chromatografii nej¢astéji a je vhodny k déleni méné polarnich latek.?

e IONTOVE VYMENNA

Iontové vyménna chromatografie probihd na iontoméni¢ich. Ion iontoménice je
vyménén za ion obsazeny v mobilni fazi nebo ve vzorku. Separace probiha na principu
soutézeni ionexu o tyto ionty.

Pti technice iontové vymény jde o separaci iontil, proto je vzdy pouzivana vodna
mobilni faze. Stacionarni faze- (iontoméni¢, ionex) je zpravidla makromolekularni
matrice obsahujici kyselou nebo bazickou funkéni skupinu. Katexy jsou iontoménice s
kyselou funkéni skupinou (sulfo-kyselina, karboxylova kyselina) nesouci zaporny
naboj, anex obsahuje bazickou funk¢ni skupinu (aminoskupinu) a je nositelem kladného
naboje. lon obsaZeny v ionexu byva vyménén za ion obsaZeny v mobilni fazi nebo ve
vzorku a na principu soutéZeni ionexu o tyto ionty dochézi k separaci. Podobné probiha
také ligandova vymeéna, kdy na iontomeénic¢i, obvykle katexu, je zachycen iontovou
vymeénou vhodny kov, na takto upravenou kolonu se ptivadi mobilni faze obsahujici
latku schopnou vytvaret s vdzanym kovem komplex (ligand). Iontoméni¢ova technika
se vyuziva, jak pfi ptipravé vzorkl pro chromatografické analyzy (SPE), tak v HPLC,

o " T Lo 4
zfidka v ploSném uspotadani kapalinoveé chromatograﬁe.( )

e GELOVA
Gelovou chromatografii se déli latky podle velikosti molekul. Staciondrni faze je
tvofena specialnim gelem s pory. Prochazi-li kolonou s gelem smés molekul o rizné

velikosti, jsou men$i molekuly zpoZzd'ovany vice oproti vétSim tim, Ze zapadaji do
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dutinek gelu. Jednotlivé komponenty jsou eluovany v potadi odpovidajicim klesajici

molekulové hmotnosti.®

e AFINITNI

Afinitni chromatografie vyuziva biologickych schopnosti latek specificky a vratné
vazat jiné latky. Hlavni specificky ptsobici slozkou je afinitni ligand kovalentné vazany
na pevny nosi¢. Pfi proliti kolony roztokem obsahujicim biologicky aktivni latku
uréenou k izolaci se zachyti pouze tato biologicky aktivni slozka. Specificky sorbovana
latka je eluovana pomoci rozpustného afinantu nebo zménou slozeni mobilni faze. Jako
afinanty se nejCastéji pouzivaji rizné peptidy, aminokyseliny, enzymy, antigeny,

protilétky.(e)

DELENI PODLE POUZITE TECHNIKY

e FRONTALNI

Tato technika spociva ve stalém privadéni roztoku délené smési na kolonu az do
konce chromatografického procesu. Naptiklad u tfislozkové smési z kolony zprvu
vychazi jen Cistd mobilni faze. Pak se objevi a trvale vytéka slozka A, kterd ma
nejmensi afinitu ke stacionarni fazi, a je proto nejméné brzdéna. Pozdéji zacne vytékat
smés A+B, jestlize slozka B ma stfedné velkou afinitu, a nakonec po nasyceni
stacionarni faze slozkou C, ktera ma nejvetsi afinitu, vytéka roztok obsahujici slozky
A+B+C ve stejném sloZeni, v jakém byl pfivadén na kolonu. Tato metoda byla vyvinuta

k G&elim analytickym.®

e ELUCNI

Na kolonu se vnese jen mald ¢ast roztoku smési (napt. A,B,C) a kolona se eluuje
mobilni fazi (rozpouStédlem) E, ktera ma ke stacionarni fazi menSi afinitu neZ
kterdkoliv ze slozek. Kazda slozka se mlze vymyvat nezavisle na druhych, nemusi
jedna druhou vytésiovat. Slozky vytékaji také v potfadi podle afinit. Jejich zény jsou
proto pii postupu kolonou velmi ¢asto oddéleny zonou Cisté mobilni faze, nedotykaji se.

SloZky opoustéji kolonu ve formé& zcela oddélenych pikﬁ.(z)
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Elu¢ni chromatografie miize byt ve 3 variantach
1. prosta (izokraticka) - k eluci se pouziva stale stejna mobilni faze. Tato metoda
je vhodna pro ptipady, kdy se délené latky od sebe pfili§ nelisi v afinité¢ ke
stacionarni fazi, takze jejich zony se eluuji v nepftilis dlouhych intervalech.®
2. vicestupinova - pfi eluci méné polarnim rozpoustédlem se eluuji dobte nekteré
slozky, jiné jsou pfili§ sorbovany a pro jejich eluci se zvoli polarnéjsi
rozpoustédlo
3. gradientova - pfi eluci se postupné plynule méni koncentrace polarnéjsi slozky
v mobilni fazi nebo pH mobilni faze. Tento zpisob se pouziva hlavné pti déleni
komplikovanéjsich smési a jeho cilem je zkradceni doby analyzy a ziskani

ostiejsiho rozdéleni latek®

e VYTESNOVACI

Princip této metody spociva v tom, ze se na chromatografickou kolonu jednorazoveé
vnese jen Cast chromatografické smési (napf. obsahujici v roztoku slozky A,B,C),
potom se az do konce chromatografovani kontinualné ptivadi roztok latky D, kterd ma
ke stacionarni fazi vétsi afinitu. Proto tato latka (vytésiiovadlo) uvoliluje ze stacionéarni
faze vSechny predem zadrzené slozky. Slozka A, kterda ma nejmensi afinitu, opousti

kolonu prvni. Jako posledni vytéka vytésiovadlo D.®
DELENI PODLE ZPUSOBU VYVIJENI

e Chromatografie sloupcova
e Chromatografie v plosném uspotadani - tenkovrstva

- na papife(z)

DELENI PODLE SKUPENSTVI POHYBLIVE FAZE

e Chromatografie kapalinovd — mobilni fazi je kapalina a stacionarni fazi je
nemisitelnd kapalina nebo pevna latka
e Chromatografie plynova— mobilni fazi je plyn a stacionarni fazi je kapalina nebo

pevna latka (L.12)
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2.2. Teorie zakladniho chromatografického procesu

Charakteristickou veli¢inou pro kazdou chromatografickou latku v daném
chromatografickém systému je reten¢ni Cas tr nebo retencni objem Vg. Retenéni Cas je
doba, kterd uplyne od nastfiku vzorku po dosazeni maxima elucni kiivky a retencni
objem je protekly objem mobilni faze za tuto dobu. Tyto dvé veli¢iny spolu souviseji
vztahem :

Ve =tz o Fy,
kde F. je objem mobilni faze proteklé kolonou za jednotku ¢asu (objemova rychlost
toku).
Retencni objem Vg je dan souctem dvou objemovych veli¢in

Vi, =V 4V,
kde V'r je redukovany reten¢ni objem (n€kdy byva oznacovan jako skute¢ny retencni
objem) a V, - mrtvy objem piedstavujici celkovy objem, ktery zaujima mobilni faze od
mista nastfiku pies kolonu az po detektor. Vg miizeme také nazyvat zdanlivym elu¢nim
objemem. Mrtvy objem se zjisti experimentalné jako retencni objem nesorbujici se
latky.

Analogicky plati tento vztah i pro retencni ¢as:

t, =t +t,,
kde ¢'r je skuteény retencni Cas a ty je mrtvy ¢as kolony, tj. ¢as latky, ktera se v koloné
nezadrzuje.

V literatutfe se Casto uvadéji tzv. elucni (retencni) poméry. Je to v podstaté pomer

redukovaného elu¢niho objemu latky 2 k redukovatelnému retencnimu objemu latky
1.0

K charakterizaci retence se pouzivda bezrozmérna veli€ina K oznaCovana jako
kapacitni pomér, pro niz plati nasledujici vztahy:

, .

Vi, —Vy :V'R -ty tg

Vi Vu t, Ly

K=

Kapacitni pomér je veliCina, kterd vyjadiuje pomér celkového mnozstvi

chromatografované latky ve stacionarni fazi k celkovému mnozstvi latky ve fazi

13



mobilni a je pfimo tmérna konstant¢ Kp, ktera je vyjadienim poméru koncentraci
chromatografované latky v obou fazich. Pro kapacitni pomér plati :

K=Kje Vs =K, S
VM
Vs je objem stacionarni faze, Vi je objem mobilni faze v kolon¢ a S je oznaceni pro
fazovy pomér v kolong.®
K popisu ucinnosti separace latek se pouziva veli¢ina rozliSeni Rs.
— 1’18(tR2 _tRl)

(t2 > ty)
w,, +wh,

Ry

tr1 @ trz — retencni Casy nebo vzdalenosti podél zakladni linie od bodu nastiiku ke
kolmicim spusténym z vrcholii dvou sousednich piki, Wy @ Why — Sitka piku v poloviéni
vysce. RozliSeni vétsi nez 1,5 odpovida rozdéleni pikl na zékladni linii.

K hodnoceni ucinnosti kolony se pouziva zdanlivy pocet teoretického patra N. Pti
vypoc¢tu mnozstvi teoretickych pater se vychéazi z retencniho Casu tg testované latky a

ze Sitky piku wy, pfi jeho bazi.

2
N - 5,54£t_Rj
Wi,

Ke srovnani ucinnosti riznych kolon se uziva parametru vyskovy ekvivalent
teoretického patra H, ktery se vypocita z délky kolony L vyjadiené v metrech a z poctu

teoretickych pater N:

H=—
N

Vyskovy ekvivalent teoretického patra je urovan fadou parametrti jako je napf.
teplota, viskozita, mobilni faze, vlastnosti chromatografované latky, pfiCemz
nejdulezitéjSim parametrem je prutokova rychlost mobilni faze kolonou. Pritokova
rychlost U je charakterizovana znamou Van DEEMTEROVOU rovnici :

H :A+E+CU
U

kde A je ptispevek turbulentni difuze, B je prispévek molekularni difuze, C je prispévek
odporu vici prevodu hmoty k vyskovému ekvivalentu teoretického patra. Aby separace
byla ucinna, hodnoty H by mély byt v rozmezi 0,01-1,00 mm. Dal§imi faktory
ovlivitujicimi tuto veli¢inu je mimokolonovy mrtvy objem a objem analyzovaného

vzorku.
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Dosazenim vySe uvedenych rovnic do vztahu pro parametr rozliSeni dvou pika je

mozné odvodit a popsat tfi faktory, na kterych je rozliSeni zavislé. Je to uc¢innost,

-

DalSim dualezitym faktorem je selektivita kolony , kterd je vyjadfena relativni

selektivita a kapacita:

retenci r. Je mirou relativni separace 2 slozek smési.

:tRZ_tM :t,ﬂ

te —ty  ty
tro retencni Cas sledovaného piku, tr; retencni Cas referen¢niho piku (obvykle pik
odpovidajici zkouSené latce), ty mrtvy cas nebo vzdélenost podél zakladni linie od
bodu nastiiku ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho nezadrzované slozce.

Faktor symetrie piku As se vypocita ze vzorce:

WO,OS

° o 2d
w0,05 je sitka piku v jedné dvacetiné jeho vysky, d je vzdalenost mezi kolmici
spusténou z vrcholu piku a vzestupnou casti piku v jedné dvacetiné jeho vysky.
Hodnota faktoru symetrie 1,0 znaci Gplnou (idealni) symetrii piku.(7‘8’9’1o)
Pomér signalu k Sumu (S/N), ktery ovliviiuje piesnost stanoveni obsahu slozek, se

vypocita ze vzorce:

5 _2H

N h

H je vyska piku odpovidajictho dané latce na chromatogramu piedepsan¢ho
porovnavaciho roztoku métenou od vrcholu piku k extrapolované zakladni linii signélu,
ktery se sleduje na vzdalenosti rovné dvacetindsobku $itky piku v poloviné jeho vysky,
h je rozpéti Sumu pozadi na chromatogramu ziskaného pii slepé zkousce a
zaznamenavan¢ho na vzdélenosti rovné dvacetinasobku S§itky piku v poloviné jeho
vySky na chromatogramu piedepsaného porovnavaciho roztoku, a to pokud mozno
rovnomé&rné na obé¢ strany od mista, kde by se mél nachazet sledovany pik.(ll)

Opakovatelnost odezvy se vyjadiuje jako odhad relativni smérodatné odchylky
(RSD%) v procentech pro fadu naslednych méfeni porovnavaciho roztoku a vypocita se

Ze vzorce:
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—\2
RsD% = 220 ¢ >y, -y)

y n-1

yi jsou jednotlivé hodnoty vyjadiené jako plocha piku, vyska piku nebo pomér ploch u
metody vnitfniho standardu; y - prumér jednotlivych hodnot; n - pocet jednotlivych
hodnot.

Test zpisobilosti systému predstavuje nedilnou soucast metody a slouzi k zajisténi
pfiméfené ucinnosti chromatografického systému. Pro hodnoceni uc¢innosti kolony se
pouzivaji nasledujici parametry: zdanliva uc¢innost, kapacitni faktor, rozliSeni, relativni
retence a faktor symetrie. Faktory, které mohou ovlivnit chromatografické chovani,
zahrnuji slozeni mobilni faze, jeji iontovou silu, teplotu a zdanlivé pH, pratokovou
rychlost, délku kolony, teplotu a tlak, charakteristiku stacionarni faze, véetné porozity,
velikosti a typu €astic, specifického povrchu a u nosic¢l pouzivanych v chromatografii s
obracenymi fazemi rozsah chemické modifikace (odstranéni povrchovych silanolovych

skupin, obsah vazaného uhliku atd.).%*)
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2.3. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie-High Performace Liquid Chromatography
(HPLC) je v soucasné dob¢ jedna z nejprogresivnéjSich analytickych metodik, ktera
nachazi stale vétsi uplatnéni ve vSech oblastech analyzy 1éciv. HPLC je Siroce
vyuzivana ve vSech modernich 1ékopisnych monografiich. Umoznuje analyzu tepelné
nestalych nebo netékavych latek a polymert a odstrafiuje tak hlavni nedostatek plynové
chromatografie.®*?

Chromatografie vyuziva déleni analyzovanych latek mezi dvéma fazemi, z nichz
jedna je stacionarni - nepohyblivd a druhd je mobilni - pohybliva. V pribéhu
chromatografického procesu dochazi k postupnému, mnohokrat opakovanému
vytvareni rovnovaznych stavii délenych latek mezi stacionarni fazi, ktera je v kolon¢
nebo plo$né vrstvé, a mobilni fazi, kterd unasi separované latky. Pfi styku stacionarni i
mobilni faze s délenymi latkami dochazi k vzajemnym interakcim, které jsou zakladnim

predpokladem separace.(lz)

Vyvoj

Zaklady vlastni chromatografie poloZil rusky botanik, fyziolog a biochemik M.S.
Cvet v roce 1906, ktery jako prvni rozdélil na sloupci sorbentu chlorofyl na jeho slozky:
chlorofyl a, chlorofyl b a karotenoidy. Na jeho pracich jsou zaloZeny vSechny pozd¢jsi
chromatografické techniky.

Teprve zacatkem Cctyficatych let, po objeveni rozdélovaci chromatografie, se
kolonové kapalinova chromatografie rozvinula ve své klasické podobé. V roce 1952
dokonce Martin a Synge dostali za své prace v oboru chromatografie Nobelovu cenu za
chemii. PouZivaly se kolony s naplni tvofenou hrubymi ¢asticemi (o priméru 100 az
200 pm 1 vice), mobilni faze kolonou protékala jen plisobenim gravitacni sily a eluat se
musel odebirat po frakcich. Zafatkem padesatych let byly prvnimi kapalinovymi
chromatografy analyzovany aminokyseliny. V poloviné Sedesatych let se objevily prvni
gelové chromatografy. Koncem Sedesatych let, zacatkem sedmdesatych let doslo k
prudkému rozvoji teorie a instrumentace kapalinové chromatografie a na trh byly
uvedeny komercni pfistroje, které umoznily praci pfi zvySenych tlacich. Rozvoj
mikroelektroniky umozZnil detekci na podkladé kontinudlniho méfeni absorpce zafeni v

UV, ¢ VIS oblasti. Mohutné zvySeni separacni uc¢innosti analytickych kolon bylo
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uskutecnéno v prvni poloviné sedmdesatych let za pouziti techniky plnéni kolon

tiidénymi mikropartikularnimi sorbety o velikosti ¢astecek 5-10 pm.®"

2.3.1 Instrumentace v HPLC
Kapalinovy chromatograf se skadda z ¢asti, které¢ zabezpec€uji transport mobilni faze
(zasobniky mobilni faze, vysokotlaké Cerpadlo s Cidlem pro méieni tlaku), davkovani

vzorku (manudlni ¢i automatické), separaci latek (chromatograficka kolona), detekci,

registraci signalu a vyhodnocovani chromatografického zaznamu (prito¢ny detektor,
).(13)

zapisovac, integrator, ptipadné pocitac a tiskarnu

¢
1| 2] |% .

Z,3: zésobniky mobilni faze, C: &erpadlo, PG: programator gradientu, DZ: ddvkovaci

zafizeni, K: kolona, D: detektor, PC: pocitac

2.3.1.1. Zasobniky mobilni faze

Pii izokratické eluci je mobilni fiaze vedena z jednoho ze zasobnikd do
vysokotlakého cerpadla. Pti gradientové eluci se pfivadéna mobilni faze z obou (nebo 1
vetsitho poctu) zdsobnikli misi podle programu ve sméSovaci zatizeném bud pied a
nebo za vysokotlakym éerpadlem.m

Konstrukénim materidlem zasobniki byva nejcastéji sklo, plasty (polyethylen,
polypropylen) nebo nerezova ocel. Mobilni fazi je tfeba zbavit pohlcenych plynd a
zaroven zabranit odpafovani rozpoustédel, a proto jsou zasobniky opatfeny vicky s
nékolika otvory jimiz prochazeji kapilary vedouci mobilni f4zi a eventudlné piivadéjici

helium pouzivané pro odplynéni mobilni faze. Mezi dalSi metody pouzivané k

18



odplynéni patii ultrazvuk a vakuum. U modernich chromatografii je degaser vétSinou

soucasti HPLC sestavy.(lo,u)

2.3.1.2. Cerpadla mobilni faze

Obecnym pozadavkem na fuknci Cerpadel je, aby davkovani bylo plynulé, tj. bez
pulst, které by mohly zpisobit vykyvy v detektoru. Déale musi Cerpadlo zajistit
konstatni prutok, umoznujici kvalitativni 1 kvantitativni analyzu. Zarovén je tieba, aby
konstrukéni material byl chemicky odolny proti korozivnim u¢inkiim. Moderni HPLC
vyzaduje, aby vystupni tlaky na Cerpadlech se pohybovaly v rozmezi od 1 do 60 MPa.
Dulezita je velka presnost a dobra reprodukovatelnost prutoktt v celém rozsahu
pracovnich tlaké. (1014

Z praktického hlediska byvaji Cerpadla rozd€lovana na pulsni a bezpulsni. Puslni
cerpadla maji objem pracovni komory pomérné maly a potifebného pritoku se dosahuje
mnohokrat opakovanym stlaenim a vypuzenim mobilni faze z pracovni komory

¢erpadla. Bezpulsni pracuji s objemem pracovni komory daleko vétsim, 100 az 500 ml,

v vy r v r V.o s v v 12 7
coz umoznuje provést bez opétovného plnéni cerpadla fadu analyz.( )

2.3.1.3. Davkovaci zafizeni

Kvalita separace latek na chromatografické kolon¢ zavisi od kvality davkovani
vzorky. Kratké a rychlé davkovani zvySuje pfedpoklad dosdhnuti tzkych, ostrych
elucnich vin. Na davkovani vzorku se pouzivaji manudlni a automaticka davkovaci
zafizeni.

Manuélni davkovaci zafizeni jsou jednoduchd, nendkladnd, piesnd. Pracuji na
principu davkovaci smycky se zndmym objemem, kterd je soucasti dvoupolohového
ventilu umoziujiciho zménu toku mobilni faze do kolony .

Automatickeé davkovaci zatfizeni vyrazn€ zvysuje produktivitu prace. Jeho soucasti je
zasobnik Casto na nékolik desitek vzorkl a ddvkovani je fizeno programem. (15)
2.3.1.4. Chromatografické kolony a jejich naplné

Kolony pro HPLC jsou z materidlu, ktery musi odoldvat relativné vysokym
pracovnim tlakiim a zarovenl chemickému pisobeni mobilnich fazi a separovanych
slozek. Materidlem chromatografickych kolon je vétSinou antikorozni ocel nebo
specidlné tvrzené borosilikatové sklo, I1ze pouzit 1 kombinaci obou materialti. Pro

analytické aplikace se pievazné pouzivaji kolony plnéné porovitymi naplnémi o
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praméru 3-10 pm o délce 5-30 cm a vnitinim pramérem 3-4 mm. Uginnost separace,
doba analyzy a pracovni tlak se zvysuji s rostouci délkou kolony a naopak klesaji s
rostoucim primérem c¢astic naplné. Pii praci s kolonami o priméru mensim nez 2 mm
se jednd o tzv. mikrokolonovou kapalinovou chromatografii, jejiz vyhodou je hlavné
snizeni spotieby mobilni faze 1 vzorku a zvySeni citlivosti detekce. Materialy pro plnéni
kolon jsou vétSinou zaloZeny na anorganické matrici (silikagel, oxid hlinity, porovité
sklo), na niz mohou byt chemicky vazany nebo zakotveny rtizné stacionarni faze, méné
Casto se pouziva organickych gelti rizné struktury, které mohou byt rovnéz chemicky
modifikovany. Charakter stacionarni faze zavisi na chromatografickém systému. V
HPLC se vyskytuje "normalni faze" a "obracena faze". U normalnich fazi je stacionarni
faze polarni, mobilni fazi byva nepolarni rozpoustédlo (pentan, hexan). U obracenych
fazi je stacionarni faze nepolarni a mobilni faze polarnéjsi. Jedna se o RP-reversed-
phase (systém s obracenymi fdzemi). V HPLC je vyuzivan asi v 80 9. (116.17.18)

Kolony obsahujici chemicky vazané stacionarni faze. Na hydroxylové skupiny na
povrchu silikagelovych ¢astic jsou vhodnou chemickou reakci navazany razné radikaly.
Zpravidla se jednd o uhlovodikové fetézce obsahujici 18, popiipadé 8 uhlikovych
atomll - nepoldrni chemicky vazané faze, nebo radikal obsahuje tfiuhlikaty fetézec
zakon¢eny skupinami —NH; , -CN aj. - stiedné polarni faze. Tyto kolony jsou stabilni
jen v rozmezi pH 3-7,5, u modernich kolon po dalSich tpravach nosi¢e v rozmezi pH 2-
10. Pfi nizkém pH dochazi k hydrolyze chemicky vdzaného organického ligandu, pfi
vyssim pH dochazi k rozpousténi silikagelové matrice, coz vede ke ztraté separacnich
vlastnosti kolony. Také tepelna stabilita silikagelovych castic je omezena, teplotni
hranice je do 60 °C. Tyto nedosatky odstraniuji zirkoniové kolony. Jedna se o kolony s
nosi¢em ZrO,. Castice sorbentu jsou mechanicky velmi stabilni, nezavislé na iontové
sile mobilni faze, nebobtnaji ani nedochdzi k jejich kompresi. Na rozdil od
silikagelovych nosici jsou stabilni v celém rozsahu hodnot pH (0-13, 14). Kolony jsou
tepeln¢ stabilni az do 100 °C a pfi specidlni Upravé dokonce az do 150 °C popf.
200 °C.1®

Monolitické kolony tvofi jediny kus porovitého materialu, ktery vznikd zesiténim
polymerni smési. Monolit vznikd jednokrokovou radikalovou polymeraci smési
monomera v pfitomnosti porogeniho roztoku. Nejvétsi vyhodou monolitickych kolon
jsou jejich hydrodynamické vlastnosti. Podle chemické podstaty a zplisobu piipravy se

mohou monolitické stacionarni faze rozd¢lit na fdze s modifikovanym silikagelem a na

20



faze na bazi organickych polymert (polyakrylamidu, akrylamidu nebo polystyrenu).
Vyhodou je, Ze se mohou pouzivat vyssi priutoky mobilni faze.

Chiralni stacionarni faze se pouzivaji pti hodnoceni opticky aktivnich 16¢iv. 19

2.3.1.5. Detektory

Detektory slouzi k indikaci latek vychazejicich z chromatografické kolony. Sleduji
pomoci vhodného snimace nekterou z vlastnosti eluatu a signal se po zesileni ptivadi do
zapisovace, ktery poskytuje zaznam zavislosti intenzity daného signalu na case. K
detekci separovanych latek se zpravidla vyuziva urCitych jejich vlastnosti, jimiz se tyto
latky lisi od slozek mobilni faze.

Na detektor se kladou zejména tyto pozadavky:

e linearita odezvy v co nejsir§im rozmezi koncentraci

e dostatecné velky pomér mezi Sumem a métenou hodnotou

e vysoka citlivost

e reprodukovatelnost odezvy na zméné sloZzeni mobilni faze pti gradientové eluci

e mala citlivost ke zménam pritoku a tlaku

e univerzalnost - detekce vSech oddélenych slozek vzorku®”

Detektory mtizeme rozdélit do dvou zékladnich skupin :

a) selektivni detekrory, jejichZ signal je imérny koncentraci samotné detegované
latky v eluatu

b) univerzalni (nespecifické) detektory, jejichz odezva je umérna urcité celkové
vlastnosti fluatu, tj. jak solutu, tak 1 sloZzek mobilni faze.

Nejpouzivanéjsi jsou spektrofotometrické detektory pracujici v ultrafialové (a popf.
viditeln¢) oblasti, nasleduji detektory fluorimetrické a elektrochemické (vSechny

selektivni) a refraktometrické (univerzalni). V dneSni dobé€ je relativné casté spojeni

HPLC/MS. Toto spojeni je vSak finan¢né nakladné.

Spektrofotometrické detektory

Proméiuji absorbci elektromagnetického zateni urCité vinové délky slozkami fluatu
protékajici celou detektoru. K detekei 1éCiv se vyuziva pfedev§im UV oblast spektra,
mnohem méné oblast viditelnd a minimaln¢ infraCervena oblast spektra — v praxi se

uplatiuji piedev§im UV detektory, even. UV-VIS detektory.
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Lze je délit do ¢tyt zékladnich typii:

1. UV detektor s fixni vinovou délkou (nejcastéji 254 nm a nebo 280 nm, pii nichz

absorbuje vétSina 1éCiv). Uspotfadani je zpravidla dvoupaprskové a méfi rozdil
absorbance mezi mérnou a srovnavaci celou, v niz maze byt bud’ vzduch, nebo mobilni
faze. Tyto detektory jsou nejlevnéjsi a dosahuji pomérné vysoké citlivosti.

2. UV detektor s proménou vinovou délkou - libovolné¢ ménitelna dle potieb

3. Scanning UV detektor - snimaji béhem nékolika sekund absorpéni spektrum v

maximu piku hodnoceného 1é¢iva. Umoziiuji volit libovolnou vinovou délku zateni pro
detekcei, ve€tSinou v rozmezi 190 nm do 400 nm az 600 nm.

4. Photodiode-array detektor - umoznuji rychly zaznam spektra bez pieruseni

chromatografické separace. Jsou zalozeny na souc¢asném meéteni signalu velkého poctu
miniaturnich plosnych fotodiod. Hodnoti 1é¢ivo soucasné pii nckolika vilnovych
délkach.

Spektrofotometrické detektory jsou v analyze 1éCiv pouzivany nejcastéji, vyznacuji

se zna¢nou citlivosti (10™°az 10'°g/ml) a Ize je pouzit pfi gradientové eluci.t?)

Fluorimetrické detektory

Fluorimetrické detektory jsou zalozeny na principu fluorescence a méfeni sekundarniho
zateni (emisniho), které latka vyda po absorpci primarniho elektromagnetického zareni
(excitacniho). Latky, které nefluoreskuji, 1ze mnohdy derivatizaci s vhodnymi ¢inidly

prevést na fluoreskujici derivaty. Tyto detektory jsou méné univerzalni nez UV

detektory, ale citliv&jsi (min. detek. mnoz. az 10™° g/ml), selektivngjsi a jsou rovnéz

pouzitelné pfi gradientové eluci. 22

Elektrochemické detektory

Jsou tfetim nejcastéji pouzivanym typem selektivnich detektorti a slouzi k detekci
latek schopnych elektrochemické reakce tj. oxidaéné€ - reduk¢nich zmén, jez probihaji
na fazovém rozhrani roztok — elektroda.

Ampérometrické detektory méti proud vyvolany prichodem redukovatelné nebo
oxidovatelné latky pritokovou celou, v niz jsou umistény elektrody s vloZenym
pracovnim napétim. Pouzivd se dvouelektrodovych nebo castéji tiielektrodovych
systétml (skladajici se z mérné, srovnavaci a pomocné elektrody). Promeétuji

elektrochemickou veli¢inu, jejichz hodnota je zavisld na koncentraci analyzovaného
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léciva. Jsou znacné citlivé (107 az 10™** g/ml), ale vétSina z nich nelze pouZit pfi
gradientové eluci. Ampérometrické detektory pouzivaji tuhych, mérnych elektrod,
zhotovenych nejcastéji ze skelného uhliku, grafitovych vlaken, grafitové pasty, platiny,
zlata. Jejich nevyhodou je zanaSeni, postupna dezaktivace jejich povrchu produkty
oxidace a redukce a necistotami z mobilni faze, coz vyzaduje Castou rekalibraci
detektoru.

Polarografické detektory pracuji s rtutovou kapkovou elektrodou, u niz se na rozdil
od tuhych elektrod pravidelné obnovuje povrch.

Elektrochemické detektory umoziuji dosdhnout velmi vysoké citlivosti pfi nizké
cené. Kladou vSak vysoké néaroky na cistotu a dokonalé odplynéni mobilni féaze.
Mobilni tize musi byt vodiva, proto nelze pouzit v systémech s normalnimi fazemi.

Coulometrické detektory méfi ndboj potiebny k oxidaci ¢i redukei celkového
mnozstvi latky pfi jejim pratoku mérnou celou, coz umoznuje dosahnout vyssi citlivosti

detekce nez u ampérometrickych detektort. 2

Refraktometrické detektory

Tyto detektory jsou stile nejCastéji uzivanymi nespecifickymi (univerzalnimi)
detektory. Poskytuji odezvu umeérnou rozdilu indexti lomu eluatu v mérné cele a
srovnavaci kapaliny (mobilni faze) v referen¢ni cele. Pii analytickém hodnoceni 1éCiv
se pouzivaji ojedinéle pro pomérné velké nevyhody — pfedevSim vyrazné€ mensi

citlivost (10°® g/ml ), nutnost termostatovéni a nelze pouZit p¥i gradientové eluci.®*)

Spojeni HPLC a MS predstavuje atraktivni a velmi u¢innou analytickou techniku,
kterd uspokojuje pozadavky kladené na analyzu slozitych organickych latek. Vyhody
hmotnostniho spektrometru oproti ostatnim detektoriim jsou dany jednak jeho citlivosti,
selektivitou a univerzalnosti, a jednak mnozstvim informaci o struktufe analyzované
latky. Umoznuje analyzovat latky s relativni molekulovou hmotnosti nad 20 tisic.™
2.3.1.6. Zarizeni pro zpracovani dat (vyhodnocovaci zarizeni)

Vyhodnocovaci zafizeni slouzi k vyhodnocovédni vysledki ziskanych z odezvy
detektoru. Jsou vybavené mikroprocesorem, stdle béznéjsi je pouZzivani pocitacl s
obrazovkou, tiskarnou. Hlavni vyhodou pocitacli je, Ze automaticky kontroluji, zda
ptistroj dodrzuje nastavené parametry a jsou schopné zasahovat do jeho rezimu a vést

analyzu v optimalnich, pfedem ur¢enych podminkéch.(7‘13)
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2.3.2. Kvalitativni a kvantitativni analyza v HPLC chromatogramu
Ke kvalitativni a kvantitativni analyze slouzi chromatograficka kiivka. Stanoveni

1é¢iv metodou HPLC je v fad¢ 1ékopisnych ¢lankd spojeno se zkouskami na Cistotu.

Zakladni kvalitativni charakteristikou je reten¢ni ¢as tg , coz je Cas od nastiiku
vzorku na kolonu k maximu chromatografického piku. Nejcastéjsim diukazem
totoznosti je shoda retenéniho Casu chromatografického piku 1é¢iva v analyzovaném
vzorku s reten¢nim ¢asem piku standardu. Nékteré UV detektory umoziuji v maximu
chromatografického piku sejmout UV spektrum, shoda UV spekter vzorku a standardu
je dalsi identifikacni charakteristikou.

Zakladni kvantitativni charakteristikou je plocha piku, pfipadné vySka piku. Na
zaklad¢ zjisténych ploch pikd se obsah latky ve vzorku urCuje pomoci standardu.
Pouziva se bud’ metoda vnéjsiho nebo vnitiniho standardu.®?)

Metoda vnéjSiho standardu

Pfi této metod¢ se porovndva plocha piku stanovované slozky s plochou piku
standardu, chromatografovaného za stejnych podminek. Jako vnéjsi standard se pouziva
u substanci tzv. chemicka referen¢ni latka, nebo u slozenych 1ékovych ptipravkl jedna
z analyzovanych slozek smési. Koncentrace stanovovanych slozek smési se pak
vypocita z poméru ploch (vySek) pikl jednotlivych stanovovanych latek a plochy piku
vnéjsiho standardu.#?Y
Metoda vnitiniho standardu

Pifi této metod€ se pfidava piesné zndmé mnoZstvi standardni latky (jina latka s
podobnou chemickou strukturou a podobnymi fyz.-chem. vlastnostmi) do analyzované
smési pred vlastni analyzou. Po dikladném promichéni se vzorek nastfikuje na kolonu.
Koncentrace stanovovanych slozek se vypocitd z poméru ploch (vyse) piki
jednotlivych separovanych slozek a plochy piku vnitiniho standardu. Protoze standard a
vzorek jsou pii soucasném chromatografovani vystaveny stejnym vliviim, dochazi tim k
jejich eliminaci. Metoda vnitiniho standardu je méné ¢asoveé narocna a hlavné presnéjsi,
protoZe neni zatiZzena chybou dvojiho néstfiku. Vnitini standard vSak musi byt eluovan
v blizkosti pikil, které budou vyhodnocovany, musi mit podobnou koncentraci jako
hodnocené latky a musi byt chemicky inertni. Po vyhodnoceni ploch pikil vypocitime
pomér ploch a sestrojime kalibracni kiivku jako zavislost poméru ploch na

koncentraci.>*2%)

24



2.4. Validace analytickych metod

Analytické metody pouzivané pro monitorovani kvality 1é¢iv musi byt vhodné,
pfesné a spolehlivé. Vhodnost, pfesnost a spolehlivost musi byt experimentalné
ovefena, doloZena a tento proces se nazyva validace analytické metody. Jedna se o sérii
reprodukovatelné a spolehlivé vysledky. Cilem validace je dat praktické hranice, ve
kterych je zkuSebni postup pouzitelny , a zajistit, aby pii opakovaném postupu daval
stejné vysledky. Validace je oddéleny akt. Obecné se nejprve definuji pozadavky na
zkusebni metodu. Vyvine se metoda, najdou se optimalni podminky a tfetim bodem je
validace, tj. pomoci experimentalnich dat se prokaze, Zze je metoda vhodna pro dany
ucel, Ze spliuje na zacatku definované pozadavky.

Obecné analytické parametry, ovéfované pii validaci metod, jsou:
e piesnost (opakovatelnost, reprodukovatelnost)
e linearita, rozsah
e spravnost
e detekeni a kvantitativni limit
o selektivita

e robustnost

PRESNOST

Je to mira shody mezi jednotlivymi vysledky metody opakované provadéné s
homogennim vzorkem. Podle podminek opakovani metody se rozliSuje opakovatelnost
a reprodukovatelnost. Pfi stanoveni opakovatelnosti se metoda provadi jednim
analytikem na tomtéZ pfistroji, se stejnymi Cinidly, na jednom homogenizovaném
vzorku. Reprodukovatelnost se provadi v riznych laboratofich na jednom
homogenizovaném vzorku. Pfesnost se vyjadii jako relativni smérodatnd odchylka z

minimalné 6 nezavislych analyz.

LINEARITA
Schopnost metody davat vysledky pfimo imérné koncentraci stanovované latky ve

vzorku. ROZSAH je interval mezi dvéma hladinami koncentrace stanovované latky.

25



SPRAVNOST
Je odchylka vysledku metody od spravné hodnoty. Spravné hodnota se zjisti
1. bud’ jinou, nezévislou metodou, jejiz spravnost je ovérena
2. analyzou modelového vzorku tj. placeba
3. analyzou vzorku s ptidavkem standardni latky.

Vyjadfuje se jako rozdil hodnot nebo jako vytéznost (recovery):

nalezena hodnota * 100 / skute¢na hodnota

DETEKCNI A KVANTITATIVNI LIMIT
Jedna se o citlivost metody, jsou to parametry, které je nutné dolozit u metod pro

stanoveni necistot. Detekéni limit je pouze pro limitni testy, tj. test zjistujici jen je-li

cvwr

Sv v

spravnosti.

SELEKTIVITA

Schopnost metody zméfit spravné a specificky stanovovanou latku v pfitomnosti
jinych latek. Selektivita se vyjadiuje jako rozdil mezi vysledky analyzy vzorku bez
necistot a vzorku s pfidanymi rozkladnymi produkty, sloZkami placeba nebo riznymi

nedistotami.

ROBUSTNOST

Mira reprodukovatelnosti vysledkt ziskanych analyzou jednoho homogenniho
vzorku Vv riznych laboratofich, riznymi analytiky, na rGznych pfistrojich a s riznymi
¢inidly. Jednd se o miru schopnosti metody davat spravné a ptesné vysledky 1 pii
mensSich zménach pracovnich podminek, ke kterym dochazi pfi provadéni metody v

jiné laboratofi, i kdyZ popsany postup ziistava zachovan.®
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2.5 VLASTNOSTI FUMAGILLINU

Strukturni vzorec

Sumarni vzorec

C26H3407

Chemicky nazev
5-Methoxy-4-(1,5-dimethyl-1,2-epoxy-4-hexenyl)-1-oxaspiro [2.5]oct-6-yl
hydrogen(all-E-)-2,4,6,8-dekatetraendioat

M, 458,53
Pouziva se ve formé baze a nebo bicyklohexylamoniové soli, ktera ma:

- chemicky nazev Fumagillin(1,1 -Bicyklohexyl)-4-amoniova stil

- sumarni vzorec C,;H_,NO,

- M, 639,87
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2.5.1. Fyzikalné-chemické vlastnosti fumagillinu

Vzhled: bledézluty prasek

Rozpustnost: prakticky nerozpustny ve vod¢ (naopak sil je ve vodé€ rozpustna),
ziedénych kyselinach, nasycenych uhlovodicich, rozpustny ve vétSin€ jinych
rozpoustédel, ve vodném roztoku Na,CO, a alkalického hydroxidu

Uskladnéni: pii teploté 15-25 °C, chranit pied svétlem

UVmax: 335 nm, 351 nm @29

2.5.2. Farmakologické vlastnosti fumagillinu

Charakteristika: Fumagillin je antibiotické 1é¢ivo, produkované houbou Aspergillus

fumigatus, které je specifickym lékem nosemové nikazy vcel, jejimz plvodcem je
prvok Nosema apis. Podavé se na jatfe vcelstviim, u nichz neprobihd normalni vyvoj.
Preventivné se pfidava do potravy na jafe, ptip. na konci léta.
Indikace: nosemova nakaza vcel, G¢inkuje také na rod Entamoeba u §impanzi a pstu
Kontraindikace: Piipravek se nesmi pouzivat v dob¢ sniisky medu, jmenovité od

15.dubna do 30.srpna.

Déavkovani: K ptipravé 1é¢ivého pokrmu se nejprve rozpusti obsah jedné lahvicky v
malém mnozstvi vody a poté se pfilije za stalého michani k 25 I ochlazeného cukrového
roztoku. Takto pfipraveny sirup se zkrmuje po ditkkladném protfepani a promiseni,
béhem 2-3 tydnll, vZdy vecer. V piipadech, kdy vcely zeslablé nosematézou nepiijimaji
1éCivy sirup, nandsi se na v€elami pokryty plat. Celkové mnozstvi 5 1 1é¢ivého sirupu,
potiebné k 1é¢bé jednoho vceliho roje, se podava v dennich davkach 0,25-05 I. V
ptipadé¢ silného napadeni je tieba cely postup zopakovat po 48 hodinach. Jedno baleni
postaci k 1é¢bé péti veelstev.

Mechanismus ucinku: Blokuje uskupeni krevnich cév, tim Ze se vaze na enzym
(24,25)

methioninaminopeptidasu. Nepiisobi na spory.
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2.5.3. Prehled praci zabyvajici se analyzou fumagillinu

Pro analyzu fumagillinu byly vypracovany studie vyuzivajici nejriiznéjsi metodiky.

Analytické hodnoceni bylo nejcastéji  provadéno pomoci HPLC, event.

spektrofotometrie nebo tenkovrstvé chromatografie.

Laboratory studies on the photostability of fumagillin, the active ingredient of
Fumidil B*?

stacionarni faze : Cig , mobilni faze: acetonitril : voda : kyselina octova
(500:500:1,5), A=350 nm

Trace analysis of fumagillin in honey by liquid chromatography-diode array-
electrospray ionization mass spectrometry 2"

staciondrni faze: Cig, mobilni fize: vodny roztok octanu amonného (20 mM):
acetonitril v poméru 61:39, v/v

Elisa and HPLC methods analysis of fumagillin its decomposition products in
honey 28

stacionarni faze: Cig, mobilni faze: acetonitril : voda : ledova kyselina octova
(500:500:1,5)

Monitoring of selected metabolites and biotransformation products from
fermentation broths by high-performance liquid chromatography *°

staciondrni faze: Cjg , mobilni faze: acetonitril : vodny roztok kyseliny
fosforecné nebo acetonitril : kysely fosfatovy pufr

Determination of fumagillin by high performance liquid chromatography ¥

stacionarni faze: Cig , mobilni faze: acetonitril : voda: ledova kyselina octova

(500:500:1,5), v/v/v, A=351 nm
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2.6. Med

vvvvvv

sladkou hmotu vytvafenou vcelami z nektaru nebo z medovice, které vcely sbiraji,
pretvaieji pomoci vyméska hltanovych 714z a zraly uskladiiuji v plastech. Uéelem zrani
je pretvoreni fidkych, a tedy 1 mikrobidln¢ nestalych pfirodnich §tav na hutné a
mikrobialné stalé zimni zasoby - med. Pfi zrani se méni i chemické sloZeni ptivodnich
surovin. Pfedevsim se $té€pi sachardza na inertni cukr a soucasné z jednoduchych cukrii
vznikaji cukry slozit&jsi.

Existuji rizné druhy medu: kvétovy, lesni, listovy.(31’32)

2.6.1. Chemické vlastnosti medu

Voda je v medech obsazena v mnozstvi 15-21 %. Nevyzralé medy maji i vice vody
a jsou nachylné ke kvaseni.

Susina medu je tvofena z vice nez 95 % rliznymi cukry. Z ostatnich latek jsou v
medu obsazeny bilkoviny, aminokyseliny, organické kyseliny, minerdlni latky,
vitaminy, barviva, aromatické latky, hormony a dal$i stovky pfirodnich latek.

Cukry Vétsinu cukerné susiny medt tvoii fruktéoza (ovocny cukr) a glukoza
(hroznovy cukr). Sachardza je pfirozenou soucasti nektaru a medovice, ale enzymaticky
se Stépi. Enzym invertdza obsaZeny v hltanovych Zzlazach vcel §tépi sachardzu
cukry (oligosacharidy, dextriny) jsou pfitomny zejména v medovicovych medech. Z
oligosacharidt hlavné maltoza.

Kyseliny jsou obsazeny ve vSech druzich medt a zptsobuji kyselou reakci a chut’.
Zakladni kyselinou je kyselina glukonové, obsazena spiSe ve formé laktonu. Déle je to
kyselina citronova, jable¢nd, jantarova a v malém mnozstvi kyselina octova, mravenci,
maselna, mlécna, stavelova, glykolova a alfa-ketoglutarova.

Aminokyseliny se vyrazné podileji na chutovych vlastnostech. Pievazujici
aminokyselinou je prolin.

Bilkoviny a peptidy Molekulova hmotnost bilkovin se pohybuje od 40 do 400 000.
Jedna se o nizkomolekuldrni latky, peptidy. Ostatni jsou vysokomolekularni

tzn.enzymy, jako napf. invertaza, diastaza, glukdézooxidaza.
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Mineralni latky jsou v medech pfitomny az do koncentrace 1 %, vétSinou jsou
rostlinného ptiivodu. Z makrobiogennich prvka absolutné ptfevazuje draslik. Po ném
nasleduji sodik, vapnik, hoicik. Ze stopovych prvki jsou vyznamné zastoupeny: zelezo,
méd’, zinek a mangan.

Latky hormonalniho charakteru Acetylcholin je pfirozenym pienaseCem vzrucht
v perifernim nervovém systému.

Barviva Z flavonoidnich rostlinnych barviv byl prokazan kvercetin a rutin. V
medech lze zjistit 11-13 rtznych barviv, patficich mezi flavonoidy, antokyany a
produkty degradace cukrd.

Vitaminy Med obsahuje pfedev§im thiamin, riboflavin a kyselinu pantotenovou.

Aromatické latky Je obsazeno velké mnozstvi aromatickych latek a dalSich
biologicky aktivnich latek. Jejich vyzkum neni zcela dokoncen.

Prirodni toxické latky Hlavnim zdrojem toxickych latek jsou viesovité rostliny.

Mikroorganismy Nejsou s vyjimkou kvasinek schopné ristu.

Tukové latky Med obsahuje asi 0,015 % rtznych lipidi napt.: estery cholesterolu,

triglyceridy, volné kyseliny a volny cholesterol.®V

2.6.2 Fyzikalni vlastnosti medu

Zavislosti fyzikalné-chemickych vlastnosti medu na slozeni se vyuzivé ke kontrole
kvality medu.

Specificka hmotnost je zavisla na obsahu vody. M¢fi se pyknometricky.

Viskozita je zavisla pfedev§im na obsahu vody v medu, teplot¢ a chemickém
sloZeni.

Index lomu svétla n® je zavisly predeviim na obsahu vody a teplots.

Opticka otacivost Medy staceji rovinu polarizovaného svétla zpravidla doleva,
protoze ve vét§iné medl pievazuje fruktdza. Vyjimeéné se vyskytuji pravotocivé medy.

Barva je zavisla predevS§im na botanickém plivodu medu, zpisobu zpracovani a
délce skladovéani. Z rostlinnych barviv ovliviiuji barvu medu flavonoidy, antokyany,
karotenoidy, xantofyly a chlorofyly.

Hygroskopicita Jestlize ponechame med v oteviené nadobé ve vlhkém prostiedi,
fidne, protoze pfijima vodu z okoli. V suchém prostiedi naopak obsah vody v medu

klesa.
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Krystalizace je dana tim, Ze med je piesycenym roztokem cukri. Vzhledem k tomu,
ze z cukrli pfitomnych v medu je ve vod¢ nejméné rozpustnd glukdza, je i stupeit

y e 31
piesyceni nejvice zavisly na tomto cukru.®V
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3. CIL PRACE
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Cilem prace bylo vypracovani optimalnich chromatografickych podminek pro HPLC

analyzu fumagillinu a vypracovani metodiky izolace z medu.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1. Pouzity chromatograficky materidl, pFistroje, pomiicky

a chemikalie

Chromatograficky material

- Chromatograficka kolona 4x150 mm I.D. s naplni Separon SGX C18, 7 um,
Tessek, Praha, Ceska Republika

- Chromatograficka kolona 4x150 mm LD. s naplni Separon SGX C8, 7 pm,
Tessek, Praha, Ceska Republika

- Chromatografickd kolona 3x150 mm L.D. s ndplni Separon SGX NHy, 7 um,
Tessek, Praha, Ceska Republika

- Chromatograficka kolona 4x150 mm L.D. s naplni Separon SGX CN, 7 pum,
Tessek, Praha, Ceska Republika

- Chromatograficka kolona 250x4 mm L.D. s ndplni Lichrosorb RP-18C, 5 um,
Merck, Némecko

- Chromatograficka kolona 250 x 4 mm L.D. s naplni Lichrosorb DIOL, 10 pum,
Merck, Némecko

- Separacni kolonka 9x20 mm s ndplni Separon SGX C18, 60 pum, Tessek,
Praha, Cesk4 Republika

Piistroje

Kapalinovy chromatograf HP1000 (Hewlett-Packard)
Analytické vahy, Helago, Ceska Republika

Acidimetr 333, Druopta, Praha, Ceska Republika
Spektrofotometr Shimadzu, UV-2401 PC, Schimadzu, Japonsko
Ultrazvukova lazen K10, Kraintek, Slovensko

Zatizeni na SPE, Supelco, Némecko

Nylonovy filtr 0,45 um

Dusik (Linde Pardubice, CR)

Pomiicky

Mikrostiika¢ka - 100 pl, Hamilton, Svycarsko

Laboratorni sklo
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Chemikalie

Fumagillin, Chinoin Budapest, Mad’arsko

Octan amonny p.a., Balex - Pardubice, Ceska republika
Fosfore¢nan draselny kysely p.a., Lachema-Brno, Ceska republika
Methylalkohol p.a., Penta, Praha, Ceska republika

Acetonitril PhEur, Merck, Némecko

Tetrabutyl-ammonium bromid p.a., Lachema-Brno, Ceska republika
Siran sodny krystalicky p.a., Lachema-Brno, Ceska republika
Kyselina fosfore¢na 85% p.a., Lachema-Brno, Ceska republika
Hydroxid sodny p.a., Lachema-Brno, Ceska republika

Ledova kyselina octové p.a., Lachema-Brno, Ceska republika
Dichlormethan p.a., Balex-Pardubice, Ceska republika

Octan ethylnaty p.a., Lachema-Brno, Ceska republika
Chloramphenicolum, Galenické laboratot Ostrava

Sulpirid, Sigma-Aldrich, Némecko

4-Chloroacetanilid 97%, Sigma-Aldrich , Némecko

Nimesulid , Sigma-Aldrich, Némecko

Voda ¢isténa reverzni osmozou

Med
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4.2. Vyvoj chromatografickych podminek pro

stanoveni fumagillinu

Pro stanoveni fumagillinu bylo nutné najit vhodné zakladni chromatografické
podminky, které zahrnuji volbu optimalni stacionarni faze, mobilni faze, pritokové
rychlosti a vhodné vinové délky pro UV detekcei. Nésledn€ pro zjisténi eventualniho

obsahu fumagillinu v medu bylo zapotiebi najit vhodnou izola¢ni metodu.

Vybér stacionarni a mobilni faze

Jako stacionarni faze byla nejprve pouzita chromatograficka kolona s néplni
Separon SGX C18 (7 um), 4x150 mm (¢islo 1). Déle chromatografickd kolona s
naplni Separon SGX C8, (7 um), 4x150 mm (Cislo 2). Poté chromatograficka kolona
s naplni Lichrosorb DIOL,10 pm, (¢islo 3). Dalsi chromatograficka kolona s néplni
Lichrosorb RP-18C (5 pm), 250x4 mm (¢islo 4). Pata chromatograficka kolona byla
s naplni nitrilovou (7 pm) 4x150 mm. Sestd chromatograficka kolona byla aminova
kolona (7 um), 3x150 mm. K piipravé vzorku byla pouzita separa¢ni kolonka S
naplni Separon SGX C18 (60 um), 9x20 mm.
Na jednotlivych kolonach byly zkouSeny tyto mobilni faze:
na koloné ¢.1:

e methanol : voda 60:40 (v/v)

e methanol : okyselena voda na pH 3,20 upraveno 10% H3PO, ; 60:40 (v/v)

e methanol : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l; pH 4,8) 60:40 (v/v)

e methanol : fofore¢nanovy pufr (KH,PO,0,05 mol/l; pH 3,08 - upraveno

10% H3PO,) 60:40 (v/v)

e acetonitril : fosfore¢nan amonny 70:30 (v/v)

e methanol : octan amonny (0,05 mol/l) 60:40

e methanol : octan amonny (0,005 mol/l) 60:40

na koloné ¢.2:
e methanol : voda (pH 3,1- upraveno 10% H3;PQO,) 60:40 (v/v)
e methanol : fosforecnan draselny 60:40 (v/v)

e acetonitril : voda : ledova kyselina octova 50:50:0,15 (v/v/v)
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methanol : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mo/l; pH 4,8) 60:40 (v/v)
acetonitril : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l; pH 4,8) 60:40 (v/v)

methanol : siran sodny (0,02 mol) 60:40 (v/v)
methanol : octan amonny (0,005 mol) 60:40 (v/v)

na koloné ¢.3:

methanol : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l) 60:40 (v/v)

acetonitril : voda : ledova kyselina octova 50:50:1,5 (v/v/v)
acetonitril : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l; pH 3,04 - upraveno
10% H3PO,) 60:40 (v/v)

na koloné ¢.4:

methanol : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l) 60:40 (v/v)

na koloné ¢. 5:

methanol : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l) 60:40 (v/v)

acetonitril : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l; pH 3,08 - upraveno
10% H3PO,) 60:40 (v/v)

methanol : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l; pH 3,08 - upraveno
10% H3PO,) 60:40 (v/v)

methanol : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l; pH 6,02 - upraveno
10% NaOH + 10 mg tetrabutylammonium bromid) 60:40 (v/v)

acetonitril : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l; pH 3,06 - upraveno
10% H3PO,) 40:60 (v/v)

acetonitril : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l; pH 3,60 - upraveno
10% H3PO,) 50:50 (v/v)

acetonitril : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l; pH 3,60 - upraveno
10% H3PQO,4) 55:45 (v/v)

acetonitril : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l; pH 3,08 - upraveno
10% H3PO,4) 50:50 (v/v)
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e acetonitril : fosforecnanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l; pH 3,08 - upraveno
10% H3PO4) 55:45 (V/v)

e aceton : fosfore¢nanovy pufr (KH,PO, 0,05 mol/l; pH 3,64 - upraveno 10%
H3PO,) 60:40 (v/v)

e methanol : octan amonny (0,005 mol) 60:40 (v/v)

e methanol : siran sodny (0,02 mol) 60:40 (v/v)

na koloné ¢.6:

e methanol : octan amonny (0,005 mol/l) 60:40 (v/v)

VInova délka byla vybrana na zakladé zmeéteni spektra fumagillinu. Ten vykazoval
4 maxima vlnovych délek (202 nm, 241 nm, 335 nm a 349 nm). Pro analyzu byla
zvolena vinova délka s nejvyraznéjsi absorbanci, coz bylo 335 nm.

Analyza probihala pti pratokovych rychlostech od 0,4 — 1,0 ml/min.

Vybér vnitiniho standardu
Pro kvantitativni analyzu byla zvolena metoda vnitiniho standardu. Pfi vybéru

vhodného standardu byly zkoumany tyto latky.

e chloramfenikol

e sulpirid

e 4-chloracetanilid

e nimesulid

e tetracyklin
Z vytipovanych 1é¢iv - chloramfenikol, sulpirid a 4-chloracetanilid neabsorbovaly pii
vlnové délce 335 nm. Tetracyklin nevyhovoval z divodu kratkého reten¢niho ¢asu.
Nimesulid byl pfi vybéru vnitiniho standardu nejvhodnéjsi, jeho pik byl symetricky a

oba piky se dé€lily az na zékladni linii.

Priprava mobilni fize

Ke stanoveni fumagillinu byla pouzita mobilni fdze methanol : octan amonny
(0,005 mol/l) v poméru 60:40. Nejdiive byl pfipraven vodny roztok octanu amonného,
ktery byl prefiltrovan ptes nylonovy filtr- 0,45 pm. Takto pfipraveny roztok se smicha s

methanolem v uvedeném poméru.
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Priprava modelového vzorku pro analyzu

Bylo navazeno 10,0 g medu, pfidano 10,0 ml methanolu, 300 ul roztoku
fumagillinu (vodny roztok o koncentraci 0,05 mol/l). Vzorek byl nasledné
homogenizovan a 10 min tfepan na tfepacce. Pak zfiltrovan a 5,0 ml filtratu bylo
podrobeno solid-phase extrakci. Nejprve byla separa¢ni kolonka aktivovana pomoci
5,0 ml vody a 5,0 ml methanolu. Poté byl aplikovan vzorek, balastni latky vymyty
5,0 ml vody a analyzovana latka eluovana 2,0 ml methanolu. Takto pfipraveny vzorek
byl vysusen dusikem do sucha a suSina rozpusSténa v 0,5 ml methanolu. Vysledny

vzorek byl nastfikovan na kolonu (20 pl).

Piiprava vnitiniho standardu
0,125 g nimesulidu bylo rozpusténo v 25,0 ml methanolu, z tohoto roztoku byl
odebran 1,0 ml, ktery byl dan do 10 ml odmérné baiiky a doplnén methanolem po

rysku.

Priprava zasobniho roztoku

Zasobni roztok pouzivany pro pfipravu kalibra¢nich roztokli a vzorku pro
samostatnou analyzu fumagillinu byl pfipraven néasledujicim zpasobem: 0,1 g
fumagillinu bylo navazeno do 100 ml odmérné banky a doplnéno methanolem po

znacku (1 mg/ml).

Piiprava vzorku medu (placebo)

Bylo navaZzeno 10g medu, pfidano10,0 ml methanolu. Vzorek byl homogenizovan a
10 min. tfepan na tfepacce a nasledné zfiltrovan. 5,0 ml filtratu bylo podrobeno solid —
phase extrakci. Poté byl vzorek vysusen dusikem do sucha a susina rozpusténa v 0,5 ml

methanolu. Vysledny vzorek byl nastfikovan na kolonu.
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4.2.1. Validace metody

Z valida¢nich parametrti byla ovéiena linearita a extrak¢éni uc€innost.
Linearita

Linearita metody byla ovéfena na zakladé¢ kalibracni kiivky. Kalibra¢ni kiivka byla
sestrojena jako zavislost poméru ploch fumagillinu ku nimesulidu na pfislusnych
koncentracich. Pro jeji sestaveni byly pouzity roztoky o 4 raznych koncentracich
fumagillinu (6,8 pg/ml; 8,5 ug/ml; 11,9 ug/ml; 14 pg/ml ), kdy kazdy vzorek obsahuje
1,0 ml zasobniho roztoku nimesulidu . Kalibracni roztoky byly ptipraveny nafedénim
ptislusného mnozstvi zédsobniho roztoku fumagillinu methanolem na objem 10,0 ml a
nastfikovany na kolonu. M¢feni bylo provedeno tfikrat u kazdé koncentrace vzorku.
Ziskané udaje byly vyhodnoceny, zpracovany do tabulky a na jejich zaklad¢ sestrojena

kalibra¢ni kiivka, ktera byla nésledné pouzita i pro stanoveni fumagillinu.
Extrak¢ni Gcinnost

Extrakéni G€innost byla ovéfena pomoci ploch piku fumagillinu ve vzorku a plochy

piku standardniho roztoku fumagillinu.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE
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5.1. Vyvoj chromatografickych podminek pro HPLC analyzu

fumagillinu

STACIONARNI FAZE

Pii vyvoji optimalnich chromatografickych podminek pro hodnoceni fumagillinu
byly vyzkouSeny rtzné stacionarni faze. Jako nejvhodnéjSi stacionarni faze byla
vybrana chromatografické kolona 3x150 mm L.D. s naplni Separon SGX NHj;, 7 um, od
firmy Tessek.

MOBILNI{ FAZE

Byly vyzkouseny rtizné mobilni faze v riznych pomérech. Nejvhodnéjsi mobilni
faze byla smes methanol : octan amonny (vodny roztok 0,005 mol/l) v poméru 60:40.
Tato faze poskytovala nejlep$i zadznamy. Pii pouziti ostatnich mobilnich fazi
nedochézelo k Gplnému rozdéleni pikli nebo retencni ¢asy zkoumanych latek byly velmi
blizké a tudiz se piky navzéajem piekryvaly a nebyly rozdéleny na zakladni linii.

Priitokova rychlost byla zvolena 1,0 ml/min, tlak se pohyboval od 25 do 27 bar.

DETEKCE
Detekce byla provadéna v oblasti UV spektra, fumagillin mél 4 maxima, pti 202 nm,
241 nm, 335 nm a 349 nm. Nejvhodnégjsi vinova délka byla pfi 335 nm, protoze

vykazovala nejvyraznéjsi absorbanci.
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Obr. €.1 : Absorpcni spektrum fumagillinu
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Nimesulid byl pti vybéru vnitiniho standardu nejvhodnéjsi, jeho pik byl symetricky

a oba piky se d¢lily az na zakladni linii.

Obr. ¢.2 : Absorp¢ni spektrum nimesulidu
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Obr. €. 3 : Chromatograficky zaznam fumagillinu (methanolicky roztok 1mg/ml)
Chromatografické podminky: kolona 3x150 nm L.D. s n4plni Separon SGX
NH,, 7 um; mobilni faze : methanol : octan amonny (vodny roztok 0,005
mol/l, v/v) v poméru 60 : 40, pritokova rychlost 1 ml/min, A= 335 nm,
nastiik: 20 pl
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Obr. €. 4 : Chromatograficky zaznam vnitiniho standardu (nimesulid 1mg/ml v
methanolu), chromatografické podminky viz obr.¢.1
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Obr. €. 5: Chromatograficky zdznam fumagillinu a vnitiniho standardu,

chromatografické podminky viz obr. €. 1
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Obr. €. 6 : Chromatograficky zaznam extraktu medu, chromatografické podminky viz

obr. ¢. 1
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Obr ¢. 7 : Chromatograficky zdznam medu s pfidanym fumagillinem a vnitinim

standardem, chromatografické podminky viz obr. €. 1
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Z validacnich parametra byla ovéiena linearita fumagillinu, kde byla pouzita metoda
kalibra¢ni kiivky. K jejimu sestrojeni byly pouzity ¢tyii koncentrace fumagillinu (viz.

Kapitola 4.2.1)

Tabulka ¢.1: Hodnoty pro koncentraci kalibracni kiivky

vzorek Plocha Pomér ploch prumér
Fumagillin  nimesulid fum/nimesulid

510.6 904.5 0,566

1 513.1 944.1 0,543 0,548
514.5 958.6 0,537
653.1 965.1 0,677

2 656.2 966.8 0,679 0,677
651.9 967.9 0,674
931.2 999.3 0,932

3 924.1 088.7 0,935 0,933
914.2 980 0,933
1039.1 959.5 1,083

4 1054 987.8 1,067 1,084
1067.6 969.6 1,101
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Pro vyhodnoceni chromatografickych zaznama byla sestrojena kalibra¢ni kiivka
(zéavislost koncentrace fumagillinu na poméru ploch fumagillinu ku nimesulidu), ktera
vykazuje linearni priibéh v rozmezi danych koncentraci. Jeji parametry jsou:

Rovnice regresni primky: y = 0,076x + 0,0424
Korela¢ni koeficient: R? = 0,9999
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6. ZAVER
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V diplomové praci byly vypracovany optimalni chromatografické podminky pro
HLPC analyzu fumagillinu v medu a postup izolace tohoto 1é¢iva z medu. Méfeni bylo
provadéno na chromatografické koloné o rozmeérech 3x150 mm L.D. s néplni Separon
SGX NH2, Sum. Byla pouzita mobilni faze ve slozeni methanol : octan amonny (vodny
roztok 0,005 mol/l, v/v ) v poméru 60:40, pratokova rychlost 1 ml/min pfti tlaku 25 az
26 bar. Vzorky byly nastfikovany v objemu 20 p/1.

Pro stanoveni fumagillinu v medu byla vypracovand metoda vnitiniho standardu. Pti
zvolenych podminkach nejvice vyhovoval nimesulid. Z valida¢nich parametri byla
ovétena linearita na zakladé kalibra¢ni kiivky, kde rovnice regresni pfimky je
y = 13,408 x — 0,5671 a korelacni koeficient je R? = 0,9999. Bylo dosazeno extrakéni

udinnosti 56 %.
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SOUHRN

Analytické hodnoceni 1é¢iv s vyuzitim

chromatografickych metod III.

Diplomova prace

Kristyna Stry¢kova

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové,

Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv

V této diplomové praci byly vypracovany optimalni chromatografické podminky pro
HPLC analyzu fumagillinu v medu a postup izolace tohoto 1é¢iva z medu. Optimalni
vysledky poskytovala analyza na koloné firmy Tessek s naplni Separon SGX NHy, za
pouZziti mobilni faze ve sloZeni methanol : octan amonny (vodny roztok 0,005 mol/l,
v/v) v poméru 60:40, pti pratokové rychlosti 1 ml/min a tlaku 25 az 26 bar. Detekce
byla provadéna pii 335 nm pomoci UV detektoru.

Pro stanoveni fumagillinu v medu byla vypracovand metoda vnitiniho standardu.
Pii zvolenych podminkach nejvice vyhovoval nimesulid. Z valida¢nich parametrii byla

ovéfena linearita na zdkladé kalibracni kiivky.
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The thesis draws up the optimum chromatographic conditions for the HPLC analysis
of fumagillin in honey and the procedure of the isolation of the drug from honey. The
optimum results were provided by the analysis on the Tessek column with the Separon
SGX NHj; filling, while using the mobile phase composed of methanol : ammonium
acetate (aqueous solution 0.005 mol/l, v/v) in the ratio of 60:40, at a flow rate of 1
ml/min and pressure of 25 to 26 bar. The detection was performed at 335 nm using the
UV detector.

The internal standard method was drawn up for the determination of fumagillin in
honey. Nimesulid suited the selected conditions most. As far as the validation

parameters are concerned, the linearity was verified on the basis of calibration curve.
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