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SEZNAM ZKRATEK

1-HA ... 1-hydroxyanthrachinon

2-HA ... 2-hydroxyanthrachinon

1,2-DHA ... 1,2-dihydroxyanthrachinon

1,4-DHA ... 1,4-dihydroxyanthrachinon

1,2,4-THA ... 1,2,4-trihydroxyanthrachinon

1,3,6,8-THA ... 1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinon
1-Ac-2,4,5,7-THA ... 1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinon
1-Ac-2,4,5,7,8-PHA ... 1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinon
A ... plocha piku

ACN ... acetonitril

AS ... faktor asymetrie piku

CZE ... kapilarni zénova elektroforéza

DMSO ... dimethylsulfoxid

ELISA ... enzymové€ vdzana imunosorpCni analyza

Fp, ... objemovy pritok mobilni fize

h ... vySka piku

H ... vy§kovy ekvivalent teoretického patra

HCOOH ... mravenci kyselina

H,O ... voda

HPLC ... vysokoucinné kapalinova chromatografie

IR ... infraCervena oblast

k ... retencni faktor

Kp ... distribu¢ni konstanta

L ... délka kolony

LC-MS ... kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
MEKC ... micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie
MeOH ... methanol

MF ... mobilni faze

M; ... relativni molekulova hmotnost

MS ... hmotnostni detekce



n ... pocet teoretickych pater

NMR ... nuklearni magnetick4 rezonance
NP-HPLC ... kapalinova chromatografie s normélnimi fazemi
R;, ... rozliSeni

RIA ... radioimunoanalyza

RP-HPLC ... kapalinova chromatografie s obracenymi fdzemi
tM ... mrtvy ¢as

Ir ... retencni Cas

t'’r ... redukovany reten¢ni ¢as

T ... teplota

TEA ... triethylamin

TLC ... tenkovrstva chromatografie

UV ... utrafialové oblast

Vi ... objem mobilni faze

VM ... mrtvy retencéni objem

VR ... retencni objem

V’Rr ... redukovany reten¢ni objem

Vs ... objem stacionarni faze

VIS ... viditeln4 oblast

Wh, W1, Wy ... Sitka piku pfi zdkladné

w2 ... Sitka piku v poloviné jeho vySky
aip ... selektivita

A ... vlnova délka

o ... sm€rodatni odchylka



1 UVOD
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Chinonova barviva jsou nejrozsifenéjSi skupinou piirodnich barviv. Najdeme je
v kofenech a kufe rostlin a stromi, mohou se podilet na zbarveni nékterych druhi hub a
barevnych vyméskid nékterych druhG broukd. Do skupiny chinonovych barviv patii
derivaty benzochinonu, naftochinonu, anthrachinonu a dal$ich. U téchto derivati se
velice Casto nachdzi jedna nebo vice hydroxylovych skupin, nakteré byva Casto
navazéna cukernd slozka, zejména glukosa nebo L-thamnosa. ' Chinonové skupiny se
také podili na fotosyntéze rostlin a bakterii, ddle se také vyskytuji v nékterych
vitaminech dileZitych pro Zivot, napf. ve vitaminu K.

Hydroxylované derivaty anthrachinonu se pouZivaly jiZ od starov€ku k barveni
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textilif, a také pfikresleni map.8 NejvétSi vyznam mezi t€mito barvivy ma

alizarin. ' Od konce 19. stoleti jsou pro barveni textilii vyuZivana syntetickd, podstatné

N

levné)$i a dostupnéj$i barviva. Hydroxyderivaty anthrachinonu maji v soucasnosti
uplatnéni v zemédélstvi a v potravindiském a farmaceutickém primyslu.

Byla provedena fada analytickych studii na rostlinach, které se pouZzivaji naptiklad
v tradi¢ni ¢inské medicin€é (napt. Rubia tinctorum, Aloe sp., Cassia angustifolia a
mnoho dal§ich). Béhem nich bylo prokazano, Ze tyto rostliny, jejichZ nejriiznéjsi ¢asti se
pouzivaji k 1é¢eni fady zdravotnich problémi a onemocnéni (napf. nechutenstvi, bolesti
hlavy, cholera, priijem, horec¢ka, hemeroidy) nebo maji protinddorové a protimutagenni
t¢inky, obsahuji celou fadu anthrachinonovych derivati. ° =12

Hydroxylované derivaty anthrachinonu byly také nalezeny pfi studiu sekundérnich
metabolitli vieckovytrusnych hyfomycet rodu Geosmithia, konkrétné pak ve fialové
sporulujicim druhu Geosmithia lavendula. Houby rodu Geosmithia Ziji v symbidze
s kiirovcovitymi (Scolytinae). Kirovce muZeme najit vliyku a dfevé témét vSech
stromt, dale se pak nachdzeji v ovoci, semenech, v fapicich listi, v duZning vétvicek,
ve stoncich bylin nebo ve vzduSnych kotfenech mangrovii. Za pomoci dievokaznych hub
ni¢i ktrovci miliony stromi rocén€ v celé holarktické oblasti, dal$i druhy hub si
pro zménu péstuji jako potravu pro své larvy. 13-17

Derivéty objevené v sekunddrnich metabolitech druhu Geosmithia lavendula by se
daly vyuzit jako velmi stabiln{ barviva a mofidla textilii. Objev t&€chto ptirodnich barviv

poukazuje na to, Ze lze v ptirodé nalézt fadu zcela novych derivati anthrachinonu, které



by mohly slouzit jako levna barviva, proto je velice dileZité pokraCovat ve studiu
hydroxylovanych derivéti anthrachinonu.

Kromé¢ barviv miZeme v pfirodé najit icelou fadu piirodnich pigmenti.
K nejvyznamnéj$i skupiné pigmentii patii pteriny, které jsou zodpovédné za
ruznobarevnost hmyzu. Tvoii prfedev§im Zluté a Cervené zbarveni hmyzu. Pteriny jsou
soucasti motylich kiidel, vosich a v¢elich tél nebo je miZeme najit v kiZi a o¢ich ryb. 18

Diéle se miZeme setkat s pteriny i v lidskych té€lnich tekutindch. Do popfedi zajmu se
v posledni dobé dostal hlavné neopterin, ktery by mohl slouZit jako vyznamny
biomarker nékterych onemocnéni, zejména pak rakovinnych onemocnéni.

Udvou druhi knézic (Graphosoma lineatum a Graphosoma semipunctatum)
muiZeme najit pteriny v jejich éerveném vystrazném zbarveni Stitu a §titkti na hibetni
strané jejich téla. Na knéZicich rodu Graphosoma zatim nebyla provedena Zadna studie.
Avsak je znamo, Ze podle ro¢niho obdobi méni svoji barvu od syt€ ervené na jafe az
po riZzovozlutou &i svétle hnédou na podzim. Zmeéna zbarveni bude zfejmé zplisobena
zménami koncentraci leukopterinu a erythropterinu.

Zmény zbarveni pusobi pro knéZice jako ochrana. Syté cervnena barva pisobi jako
vystraha pro pfipadné predatory knéZic (hlavné ptaky) a svétlé zbarveni na podzim je
ochranné, nebot’ knéZice pak maji barvu podobnou okoli¢natym rostlindm (napf. méacka,
srpek, krabilice, svinutec, fenykl, kerblik), na kterych Ziji, tim jsou chranény pted ptaky,
ktefi se jimi Zivi.

Vzhledem k Sirokému pouZiti a pokracujicimu vyzkumu derivatid anthrachinonu a
pterinu je dileZité vypracovavat nové analytické metody, zaméfené na jejich vyuZiti pro

konkrétni udel.



1.1 CILE PRACE:

- Vypracovani analytické HPLC metody pro separaci dvou majoritnich
(1-acetyl-2,4,5,7-tetra- a 1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinon)
a jednoho minoritniho (1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinon) metabolitu, které jsou
izolovény z houby rodu Geosmithia lavendula.

- Vypracovani  analytické HPLC metody proseparaci  smési
monohydroxy-, dihydroxy- a trihydroxyderivati anthrachinonu.

- Vypracovani analytické metody pro separaci ¢tyf vybranych derivath
pterini, kterd by nédsledné umoznila analyzu pigmentu obsaZeného v erveném
vystrazném zbarveni ploStic Graphosoma lineatum a Graphosoma
semipunctatum metodou HPLC (zjistit, ¢im je zplsobena barevna variabilita

vystrazného zbarveni v riiznych ro¢nich dobach).



2 TEORETICKA CAST

2.1 ANTHRACHINONY A JEJICH HYDROXYDERIVATY

Derivéaty anthrachinonu lze rozdélit podle zdroje jejich vyskytu v piirodé€, podle

strukturniho uspofadani ¢i poctu substituentl. V této préci je pouZito déleni podle poctu

hydroxylovych skupin.
2.1.1 Monohydroxyderivaty anthrachinonu

Do této skupiny patfi 1-hydroxy-9,10-anthrachinon, u kterého byla studovana
schopnost tvofit vodikové vazby 19 a 2-hydroxy-9,10-anthrachinon. Oba tyto derivaty
se pouzivaji jako pfirodni barviva.

1-hydroxy-9,10-anthrachinon se dd4 mimo jiné pouZit jako reagen¢ni Cinidlo ve
spektrometrickych a fotometrickych analyzéch kovii a spole¢né se solemi kovi jako
ptisady do komplexi, které se pak daji pouZit pro urCeni struktury piirodnich

hydroxyanthrachinon. 2°

2.1.2 Dihydroxyderivaty anthrachinonu

Mezi tyto deriviaty se fadi nejzndméjSi a nejCastéji se vyskytujici hydroxylovany
derivat anthrachinonu - alizarin (1,2-dihydroxyanthrachinon). Je to ¢ervené barvivo,
které bylo spole¢né s purpurinem (1,2,4-trihydroxyanthrachinon) a xanthopurpurinem
(1,3-dihydroxyanthrachinon) izolovdno z kofene mofteny barvitské (Rubia tinctorum).
Alizarin bylo prvni synteticky vyrobené barvivo (v roce 1868 Graebem a spol.), v roce
1871 byla jeho syntéza vylepSena a primyslové se vyrabél aZz do roku 1930, kdy byl
v praxi vystiidan modernimi syntetickymi barvivy.?' Alizarin se pouZivd k barveni
textilii, tapet nebo jako maliisk4 barva. 2

Quinizarin (1,4-dihydroxyanthrachinon) je hnédofialovy prasek, ktery se ziskava
z indické moteny (Rubia cordifolia). Po rozpusténi v acetonitrilu je to oranZové barvivo,

které se na Vychodé pouZiva k barveni tkanin.



Aloe-emodin (2-hydroxymethyl-4,5-dihydroxyanthrachinon) byl nalezen v rostliné
Aloe vera a také v listech a kofenech dalSich rostlin. Velice ¢asto ho doprovazi i jeho
glykosidicka forma. Svoji strukturou je velmi podobny emodinu a vykazuje cytostatické
Géinky. »

Déle sem jeSt¢ patii danthron (1,8-dihydroxyanthrachinon) a anthrarufin
(1,5-dihydroxyanthrachinon).

1,5-dihydroxyanthrachinon se pouzivd pfistudiu tautomerniho a konformacniho
isomerismu  pfirodnich hydroxyanthrachinonii. MuZe se vyskytovat ve dvou
konformernich formach - sjednim nebo dvéma intermolekularnimi vodikovymi
maustky. 2

1,8-dihydroxyanthrachinon se vyskytuje jako soucast projimadel a v tradiéni ¢inské
medicin€ (nachazi se v rostlindch Rumex japonicus, Cassia senna a aloi). Bylo zjiSté€no,

%e sniZuje neurotoxicitu vyvolanou p-amyloidy. *°
2.1.3 Trihydroxyderivaty anthrachinonu

Purpurin (1,2,4-trihydroxyanthrachinon) patfi mezi barviva izolovand z motfeny
barviiské (Rubia tinctorum). Diive byla tato barviva hojné pouZivana k barveni textilii.
Spole¢n€ s alizarinem se pouZival k barveni az do doby, kdy byl alizarin pfipraven
synteticky.

Emodin (6-methyl-1,3,8-trihydroxyanthrachinon) se nachazi v podob¢ glykosidu —
fragulinu v kofeni rebarbory a v bukové kife. Lze ho také najit v nékterych houbéch
rodu Penicillium a v rostlindich bézn¢€ pouZivanych v tradi¢ni ¢inské medicin€, které

vykazuji protinddorovou aktivitu. *
2.1.4 Tetrahydroxyderivaty anthrachinonu

Karminovd kyselina (7-B-D-glukopyranosyl-3,5,6,8-tetrahydroxy-1-methyl-9,10-
-dioxoanthracen-2-karboxylova kyselina) je cervené barvivo. PouZivd se k barveni
alkoholickych ndpojii nebo drazé, v cytologii a jako indikator. Je izolovéana z tél

samicek ¢ervce nopalového (Coccus cacti L.), ktery Zije ve Stfedni a JiZzni Americe.



Lakaové kyselina je souhrnny ndzev pro pét velmi si podobnych hydroxylovanych
derivati anthrachinonu, které se v pifrod¢ vyskytuji vesmési. Ziskdva se
z pryskyfi¢énych skotdpek, které obsahuji sekret hmyzu Coccus lacca, ktery Zije
na stromech rodu Genus ficus v Indii.

Quinalizarin (1,2,5,8-tetrahydroxyanthrachinon) byl pouzZit pro vytvofeni nové
matrice, pomoci které se dé stanovit kobalt ve vitaminech, uran ve vodnich pramenech a

méd’, kadmium, kobalt, olovo, zinek a mangan ve vzorcich fi¢ni vody. 26

2.2 PTERINY

Obr. 1: Graphosoma lineatum, ptevzato z >’

Historie pterint se piSe od roku 1889, kdy Hopkins izoloval Zluty pigment z kfidel
lepidoptera — bélaska. '**®  Pteriny patii spolen€ s lumaziny mezi derivaty
pyrazino[2,3-d]pyrimidinového kruhu, tzv. pteridinu. Spole¢né¢ s melaniny a
s karotenoidy jsou pteriny nejdulezitéjSimi pigmenty zajiSt'ujicimi riznobarevnost
hmyzu. ® Nasvétle se rozkladaji nartzné derivaty pterinu; jsou to fotosenzitivni
slougeniny. '8

Hydroxy- a aminoderivéty pterinu se nachdzeji v kfidlech motyld a jiného hmyzu,
vtéle vos a vCel, vkiZzi a vocich n€kterych ryb, v jatrech, vkvasnicich a také
ve Spendtu. Pteriny jsou bezbarvé nebo Zluté a v roztoku fluoreskuji. Leukopterin
nalezneme v kiidlech bélasku. Dal$im derivatem pteridinu je kyselina listova, kterd je
nezbytnéd pro rust né€kterych mikroorganismi, nebo Zluté¢ zbarveny riboflavin (vitamin
B12).! U ¢lovéka byly pteriny nejprve nalezeny v moci, kde se nachazi zejména

xanthopterin, biopterin a neopterin. '®



VétSina zlutych a Cervenych zbarveni u hmyzu je zpisobend pteriny. Erythropterin,
isoxanthopterin a leukopterin jsou oznatovany jako nejdileZit&jsi slozky. Zluté
zbravené druhy hmyzu obsahuji stejné mnoZstvi pterini jako Cerven€ nebo oranZoveé
zbarvené druhy. Rozdily ve zbarveni jsou zpisobeny pfedevSim riznym mnoZstvim
pfitomného erythropterinu vzhledem k leukopterinu. U nékterych druhii hmyzu se podili
na zbarveni ikyselina mocova. Pokles mnoZstvi erythropterinu je €asto doprovédzen
zvySenym mnoZstvim leukopterinu. Nejvétsi obsah leukopterinu se nachazi ve Zlutém
zbarveni, v &erveném je ho nejméng. *°

Pteridiny plni také mnoho fyziologicky dileZitych roli. SlouZi jako kofaktory mnoha
enzymi, napiiklad v hydroxylaénich reakcich nebo pfikonverzi tyrosinu
na 3,4-dihydroxyfenylalanin (DOPA) — prekurzor melaninu. Ugastni se na inaktivaci
toxickych metabolickych zbytkd dusiku a jsou nenahraditelné pfii pienosu elektronti
do bunék a spole¢né s puriny slouzi jako depotni forma produkti vylu€ovéani. Hraji

31-33

dilezitou roli v humanni mediciné a pravdépodobné se ucastni ifotosyntézy

. . 34
v rostlinach.

2.2.1 DERIVATY PTERINU

Derivaty pterinu se dé€li podle velikosti substituentli na konjugované (na pteridinovy
kruh maji vézané malé substituenty — patfi sem napf. biopterin, neopterin,
molybdopterin, onkopterin) a nekonjugované (maji na pteridinovy kruh védzané vétsi
substituenty — sem patii napf. methanopterin). 18

Biopterin je esencidlni kofaktor v syntéze katecholamini a serotoninovych
neurotransmiterd a oxidd dusiku. Biopterin také stimuluje mitézu u trypanosomy
Crithidia flagellata. Redukovana forma biopterinu — 5,6,7,8-tetrahydrobiopterin je
kofaktorem mnoha monooxygenas aromatickych aminokyselin a NO-synthasy. '*
Pacienti se snizenym obsahem tetrahydrobiopterinu maji sniZenou produkci NO, proto
mohou byt postiZeni mentélni retardaci nebo trpét epilepsii ¢i zmatenosti. >

Neopterin je meziprodukt v syntéze biopterinu, je vylu¢ovan ve velkém mnoZstvi
lidskymi monocyty/makrofagy po stimulaci interferonu y.

Molybdopterin je nutny jako kofaktor umnoha redoxnich enzymi, napf.
u xanthindehydrogenasy. Patfi mezi zakladni struktury molybdenovych kofaktorti

oxidoreduktas jako je napiiklad nitratreduktasa, sulfitoxidasa, xanthinoxidasa. '®



Onkopterin je siln¢ bazicky pteridin, vyskytujici se v moci pacientd trpicich
rakovinou. Je sloZeny ze dvou markeri rakoviny — pteridinu a polyaminu.

Methanopterin najdeme v methanogennich bakteriich, kde ma podobnou funkci jako
kyselina listova v metabolismu jednouhlikatych zbytku. 18

Dal$imi derivaty pterinu jsou drosopterin, leukopterin, xanthopterin a sepiapterin.

Drosopterin je ¢erveny pigment.

Leukopterin je spolecné s erythropterinem a isoxanthotepterinem zodpovédny
za tvorbu ¢erveného a Zlutého zbarveni u Dysdercus sp. 36

Xanthopterin je Zluty pigment, ktery je spolecné€ s leukopterinem soucasti motylich
kiidel.

Sepiapterin je Zluty pigment, ktery byl izolovan z hnédé mutované formy rodu

Drosophila. 3
2.3 STUDOVANE ANALYTY
2.3.1 ANTHRACHINONY

Monohydroxyderivaty anthrachinonu

1-hydroxyanthrachinon

O OH
o M, =122422

2-hydroxyanthrachinon

O
oo
O

M, =22422
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Dihydroxyderivaty anthrachinonu

1,2-dihydroxyanthrachinon = alizarin

o) OH
9% :
o M, =240,22

1,4-dihydroxyanthrachinon = quinizarin
O OH

O OH M, =240.22

Trihydroxyderivaty anthrachinonu

1,2,4-trihydroxyanthrachinon = purpurin

0 OH
o900 :
0 OH M, =256.21

Tetrahydroxyderivaty anthrachinonu

1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinon

OH O OH

HO I I I OH

o}
o s M,=31622
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1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinon

OH O OH

HO I ‘ I OH

0 M, =27221

Pentahydroxyderivaty anthrachinonu

1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinon
OH 0 OH

HO I | I OH

OH O
0 M, =33222

2.3.2 PTERINY

Leukopterin

2-amino-4,6,7(3H,5H,8H)-pteridintriol

OH
N._ _OH
N A
/lk “ ;[
HN- N7 N7 O M, = 195,14
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Isoxanthopterin

2-amino-4,7(3H,8H)-pteridindion

0]
N
HN | AN
)\\
HoN N N o
H

M. =179,14
Xanthopterin
2-amino-4,6(3H,5H)-pteridindion
H
N (0]
] f
/‘\ =

HoN N N

H M, =197,15

Biopterin

2-amino-4-hydroxy-6-(L-erythro-1°,2‘-dihydroxypropyl)pteridin

0] OH
N CHs
N I AN
)I\ OH
HNT SN N
H

M, =1237,22
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2.4 METODY POUZIVANE K ANALYZAM STUDOVANYCH SLOUCENIN

2.4.1 ANTHRACHINONY
K analyze ptirodnich barviv se nej€ast€ji vyuZivaji nasledujici metody:
e mikrochemické dikazy
e clektrochemické metody
e spektralni metody
e clektromigracni metody

e chromatografické metody

Mikrochemické diikazy *°
Jsou to jednoduché, selektivni reakce barviv s €inidly, které lze pouZit k identifikaci
konkrétnich pfirodnich barviv. Dnes jsou vyuZivany pfedevsim k orienta¢nim dikaziim

pfirodnich barviv.

Elektrochemické metody °

Pfi analyze nékterych anthrachinonovych barviv se da vyuzit i elektrochemickych
metod. Vyuzivaji jevy spojené s pfenosem elektrického niboje pies fdzové rozhrani
a s transportem nabitych €astic v roztoku.

Voltametricky bylo zji$téno, Ze odezva detektoru pro polyhydroxyanthrachinony je
linearné zavisld na po¢tu —OH skupin navazanych na jejich anthrachinonovy fetézec.
Tento fakt byl ovéfen pro 1-hydroxy-, 2-hydroxy-, 1,2-dihydroxy-, 1,4-dihydroxy-,
1,8-dihydroxy- a 1,2,5,8-tetrahydroxy-9,10-anthrachinon. **

Spektralni metody >°

Detekce a identifikace pfirodnich barviv se ¢asto provddi prostfednictvim
spektrdlnich metod, které vyuZivaji absorpce ¢i emise kvant energie molekulami
analyzovanych latek. Patii sem infracervena spektrometrie (ve spojeni s Fourierovou
transformaci), Ramanova spektrometrie, rentgenova fluorescenéni spektrometrie,
absorp¢ni fluorescenéni spektrometrie a molekulové absorpéni spektrometrie v UV/VIS
oblasti. Struktura neznamych latek se urCuje pomoci nuklearni magnetické rezonance

(NMR). Pomoci NMR bylo z methanolického extraktu listl rostliny Cassia angustiflia
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izolovano a strukturné uréeno sedm zndmych a jeden novy glykosilovany derivat
anthrachinonu. *

Spektrometrie v UV/VIS oblasti je nejpouzivanéjsi ze vSech spektralnich metod. Je
to metoda citliv4, jednoducha a hlavné levna.

Z kotene rostliny Rubia yunnanensis byly izolovany a pomoci IR spektrometrie
popsany Ctyfi nové naftohydrochinony spole¢né s dalS§imi jedenacti slozkami; jednou
z nich byl napf. i xanthopurpurin. 40
Vodikové vazby u 1-hydroxy-9,10-anthrachinonu byly studovény 1 s vyuZitim

Ramanovy spektrometrie. 18

Elektromigrani metody °

Elektromigraéni metody jsou zaloZeny na pohybu nabitych molekul v elektrickém
poli. Jsou to metody obecn€ poskytujici vysokou ucinnost a dostateCnou rychlost
separace. VyZaduji mald mnoZstvi vzorku a ostatnich ¢inidel.

Derivéty anthrachinonu (chrysophanol, emodin, cassiamin A a B izolované z rostliny
Cassia siamea) byly separovany micelarni elektrokinetickou kapildrni chromatografii. *!
Pro separaci a uréeni ti anthrachinont z Xanthophytum attopvensis pierre byla pouZita

kapilarni elektroforéza v nevodném prostiedi. 2

Chromatografické metody > > >4

Spole¢né s elektromigracnimi metodami patfi chromatografické metody k nejvice
pouzivanym metoddm pro separaci piirodnich latek. Pro identifikaci a stanoveni
anthrachinonovych derivati se velmi c¢asto vyuZivd tenkovrstvd chromatografie
(pro svoji jednoduchost a minimalni naroky na laboratorni vybaveni) a vysokoti¢inna
kapalinovd chromatografie (HPLC) ve spojeni s UV-VIS nebo hmotnostni detekci
(pro vysokou separaéni Gcéinnost, citlivost detekce a rychlou identifikaci sloucenin). 3
Jsou zndma i stanoveni smési anthrachinoni pomoci plynové chromatografie (GC). a6

Pomoci TLC a HPLC byla identifikovdana pifitomnost deviti riznych derivati
anthrachinonu z Cerstvych kofenid 172 druhi Aloe. Pro kapalinovou chromatografii byla
pouZita gradientova eluce Cerpajici ze dvou systému — ACN a 45/55 (v/v) ACN/voda.
Byla pouZzita kolona Phenomenex Spherisorb 3 ODS 2, 100 x 4,6 mm 1.D. 4
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Na silikagelové desce bylo ve vyvijejici soustavé hexan/aceton/terc-butanol (85/10/5
v/v/v) separovano pét nejvyznamnéj$i anthrachinoni z rebarbory. 3 Nejvice pouZivanou
chromatografickou metodou pro jejich identifikaci je vSak vysokou€inna kapalinova
chromatografie na obracenych fézich.

Metodou RP-HPLC byly separovany hydroxylované derivity anthrachinonu
v mobilnich fazich ACN/H,0 s 1% piidavkem HCOOH pii riznych pomérech vodné a
organické slozky a pfi pH vodné slozky mobilni fidze v rozmezi 2,2 - 2,8, dale v mobilni
fazi MeOH/0,2 M octanovy pufr, rozmezi pH3,5-5,5 a vmobilni (fazi
MeOH/0,1 M citratovy pufr pH 2,5 (izokraticky i za pouZiti gradientové eluce). 4

Pomoci HPLC byly stanoveny hydroxyderivaty anthrachinonu v kofeni rostliny
Rheum emodi zapouziti kolony Purospher-Star RP-18e, 250x4,6 mm LD.
s gradientovou eluci. Mobilni faze se skladala ze dvou systémi — ACN/MeOH (95/5,
v/v) a voda/octovi kyselina (99,9/0,1, (v/v) pH 3,5). !

Stanoveni lucidinu v motfené barvitské (Rubia tinctorum) bylo provedeno pomoci
HPLC nakolon¢ Purospher RP-18e, 125x4 mm LD. v mobilni fazi 45/55 (v/v)
ACN/200 mM octanovy pufr pii pH 4,2. *

2.4.2 PTERINY

NejcCastéji byly pteriny stanovovany v lidské moc€i, v plazmé, vséru nebo

Yo wew s

v mozkomiSnim moku. Nejkriti¢t€jSim bodem stanoveni pterinii je samotnd tprava
vzorku pfed vlastni analyzou. 28
Ke stanoveni pterinti se pouZivaji nasledujici metody:
e chromatografické metody
e imunometody

e mikroskopie

e clektronova spektrometrie
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Chromatografické metody

Pro analyzu pterinti z nékterych druhit hmyzu byly pouZity chromatografické metody
— nejcastéji papirovd chromatografie a chromatografie na tenké vrstve. 27.29.31,33, 35

Dile pak byla provddéna separace pterini pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie. 32,4850 Analyty byly detekovdny pomoci fluorescenciho detektoru kviili
svoji schopnosti fluoreskovat.

Pomoci HPLC byl nalezen isoxanthopterin, 7-methylxanthopterin a
isoxantholumazin v extraktech zruménice pospolné (Pyrrhocoris apterus). K této
separaci byla pouZita kolona C18 p-Bondapak (30 x 0,9 cm L.D.), mobilni faze 4/96
(v/v) MeOH/10 mM fosfatovy pufr pH 3,2 a fluorescenéni detektor. *2

Vséru byl neopterin stanovovan za pouziti dvoudimensiondlni HPLC
s automatickym pfepindnim mezi tfemi riznymi kolonami (LiChrospher 100 RP-18,
35x4mm LD., LiChrospher 100 RP-18, 50x4mm LD a LiChroCart ODS,
125 x 4 mm 1.D.). K detekci byl pouZzit fluorescen¢ni detektor. Pro toto stanoveni byla
pouZita gradientova eluce. Mobilni faze se skladala ze tfech riznych elu¢nich soustav —
vodny roztok 9 mM octanového pufru (pH 5,1), ethandiol — propan-2-ol (75/25 v/v) a
acetonitril — propan-1-ol (65/35 v/v). *®

Neopterin obsaZzeny v moci lidi vystavenych ptisobeni kfemicitého prachu byl
stanovovan pomoci HPLC za pouZiti fluorescen¢nitho i UV detektoru. Kolona byla
pouzita C18 (130 x 8 mm L.D.), mobilni faze 2,5/97,5 MeOH/15 mM fosfatovy pufr,
pH=70. 49

Stanoveni onkopterinu, neopterinu a biopterinu v lidské moc¢i bylo providdéno za
pomoci HPLC s gradientovou eluci a fluorescenénim detektorem. Byla pouZita kolona
Purospher RP-18, 250 x 4 mm [.D., mobilni faze obsahovala 50 mM fosfatovy pufr
(pH 3) a 100/15 (v/v) 50 mM fosfitovy pufr (pH 3)/ACN. *°

Imunometody

Zjistilo se, Ze neopterin je ukazatelem buné¢né imunitni odpovédi, proto se pouziva
pro diagnostiku a 1écbu v klinické praxi. Pomoci metody ELISA nebo RIA Ize méfit
mnoZstvi neopterinu v moci, v séru, v cerebrospindlni tekuting, v synovidlni tekutiné a

ve slinach. Tyto metody jsou vhodné pro &asté opakovani a denni pouziti. **
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Metoda ELISA ¥ byla pouZita k uréeni mnoZstvi neopterinu v séru lidi, ktefi byl
vystaveni plisobeni kfemiku. U pacientl, ktefi byly v kontaktu s kiemikem byly
nalezeny zvySené hodnoty neopterinu v séru a v moci. Na zékladé¢ této studie by mohla
byt proto identifikovdna silikéza pomoci stanoveni neopterinu v téchto télnich

tekutinach.

Mikroskopie

Pomoci svételné a elektronové mikroskopie byla studovdna rozdilnd mnoZstvi
erythropterinu a leukopterinu u hmyzu rodu Dysdercus. Fixace na podlozni sklicko se

musela provadét nevodnymi rozpoustédly, kvili rozpustnosti pterinii ve vodé. 30
Elektronova spektrometrie

Uréeni a zméfeni elektronovych spekter pterini a jejich derivatl je dileZité
pro uréeni jejich struktury. Zejména proto, Ze se hojné vyskytuji v pfirodé a databaze
jejich spekter tak mtiZe byt pouZita pro studium novych analogii rodiny pterint. Jejich
elektronova spektra jsou charakterizovéana silnou absorpci v UV a modro/fialové oblasti.

Mnoho z nich silng fluoreskuje. >’

2.5 HPLC > *!:>2

Vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie se vyvinula z chromatografie plynové.
Stacionarni faze se skladaji z malych Castic pravidelného tvaru a jednotné velikosti,
které homogenné vypliiuji celou kolonu. Tento jev spole¢né s vysokym tlakem mobilni
faze zaruCuje vysokou ucinnost systému. Vzorku se davkuji jen velmi mald mnoZstvi
(tddoveé desitky mikrolitri). K detekci se pouZivaji vysoce citlivé detektory, jejichZ
signdl je zaznamenan pocitacem.

Prostfednictvim HPLC lze analyzovat Sirokou Skéalu analyti: ionty, poldrni a
nepolarni latky, malo tékavé, tepelné€ nestabilni i1 vysokomolekularni latky. Separace se

da pomérné dobie regulovat zménou stacionarni nebo mobilni faze.
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Nejbéznéjsi pouzivanou technikou chromatografie je elu¢ni technika. Létky, které
maji byt rozdéleny jsou naddvkovany do kolony a poté unaSeny kontinualné protékajici

mobiln{ fazi. Schéma kapalinového chromatografu je na obr. 2.

/—
',.J/ R:\ CHROMATOGRAM
£ 1
um 3 iky |
~ |pumpa | | IFpiks
| — ' a2 ] ]
mobilni [E‘ R
fézc T : retendni &as {min)

’ \' x g R
davkovaci pocitac

kohout sclr — -
smyc¢kou scparaéni B
kolona detektor O

S [T E;j

Obr. 2: Schéma kapalinového chromatografu (pfevzato z 52y,

Po rozdéleni latek ziskdme v pocita¢i zdznam - chromatogram. Ten se sklada
z eluénich kfivek, neboli pikl separovanych latek.

Z chromatogramu se pak da odecist mrtvy Cas kolony (fm), to je Cas, ktery stravi
latky v mobilni fazi, a retencni Casy (zr) jednotlivych analytl, ty jsou pro rizné latky
odlisné a zdvisi na dobé, po kterou jsou jednotlivé analyty zadrZovény staciondrni fazi.
Z téchto veli¢in miZe byt vypocitin mrtvy objem kolony (Vy) — vztah (1), retencni
objemy jednotlivych analyti (VR) — vztah (2), kde F, je objemovy pritok mobilni faze,

a také redukované hodnoty reten¢nich cCasi (#’r) a objemil (V’g) — vztah (3),

respektive (4).
Vu=F,ty =V, (D
Ve =F, 1g (2)
'e=1tg—1, (3)
V=V, -V, @)

Redukované reten¢ni hodnoty, na rozdil od prostych hodnot objemtl nebo ¢asti, jsou
nezavislé na délce kolony a da se pomoci nich vyjadfit retencni faktor — vztah (5), kde

Kbp je distribu¢ni konstanta, V; je objem stacionarni a V,,, objem mobilni faze.
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k=te_Yr_g L (5)

2.5.1 Stacionarni faze

U naplitovych kolon je dilleZita velikost a uspofadani ¢4stic. Cfm men3imi &4sticemi
je kolona naplnéna, tim je ucinnost separace vys$i. BéZn€ pouZivané kolony jsou
naplnény ¢asticemi o velikosti 5 nebo 10 pm, dostupné jsou ale i komer¢ni naplné
s ¢asticemi o velikosti 2 pm i menSimi.

Je moZné pouZit i monolitické kolony, které jsou vyplnény polymerem o definované
porovitosti. Tyto kolony maji velkou mechanickou stabilitu a odolnost vii¢i zmé€nédm pH
a zarucuji vysokou uc¢innost separace i pfi vysokych pritocich mobilni faze.

Nejbéznéji pouzivané napliiové kolony maji délku 5 - 25 cm, vnitini primér nékolik
milimetrd (3, 4 aZ 4,6 mm), objem nadavkovaného vzorku byva v rozsahu 1-20 pl a

prutok mobilni faze se pohybuje v rozmezi 0,5 az 1,5 ml/min.
2.5.2 Mobilni faze

Mobilni faze se v kapalinové chromatografii vyrazné podili na separacnim procesu.
SloZeni mobilni faze se d4 ovlivnit zménou sloZeni rozpoustédel, pH, iontové sily,
iontové-parovymi ¢inidly apod. Mobilni fize je charakterizovdna zejména polaritou a
selektivitou, v detektoru by méla davat minimdlni signdl, mit nizkou viskozitu,
stlaCitelnost a byt malo toxicka.

Polarita je schopnost rozpoustédla podilet se na polarnich interakcich.

Selektivita — vztah (6) je definovéna jako relativni retence dvou sousednich analyti.

Cim je hodnota a; ; vétsi, tim je systém selektivngjsi.

Q, = == (6)

t‘RZ —_ k2 KD.Z
t'Rl kl KD,]
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2.5.3 Popis separac¢niho déje

Separace vysokoucinnou kapalinovou chromatografii probihd v separacni kolon¢
naplnéné staciondrni fazi (sorbentem), kterou protékd mobilni faze (eluent). Déleni
probiha na zakladé rozdilnych interakci mezi mobilni fazi a analytem, interakci mezi
mobilni a staciondrni fazi a rozdé€lovani analytu mezi mobilni a staciondrni fazi
(tzv. solvofobni teorie). Rozdilné analyty jsou tedy rozdiln€ zadrZzovany a zpoZd'ovany
kolonou a do detektoru doputuji v riznych reten¢nich €asech.

Separa¢ni mechanismy v HPLC se daji rozdélit podle zpisobu zadrZzovéani a déleni
separovanych latek na nékolik skupin:

e rozdélovaci chromatografie

e adsorp¢ni chromatografie

e gelova permeacni chromatografie

e iontové-vymeénna chromatografie

e iontové parova chromatografie

e afinitni chromatografie

Podle povahy mobilni faze rozliSujeme dva druhy HPLC:

e chromatografie s normélnimi fizemi (NP-HPLC) — stacionarni faze je polarni a
mobilni faze je nepolarni (nej€asté€ji pentan, heptan, chloroform a jejich smesi)

e chromatografie s obracenymi (=reversnimi) fizemi (RP-HPLC) — stacionarni
faze je nepolarni, mobilni fize je polarni (nejcastéji methanol, acetonitril,

tetrahydrofuran, voda a jejich smési)

Reversni chromatografii (reversni separacni méd) se da rozdélit Siroké spektrum
latek. Stacionarni fazi je nejCastéji silikagel, ktery je modifikovan nepoldrni sloZkou,
nejCastéji oktylem nebo oktadecylem. Diky nepolarnimu charakteru lze tyto stacionarni
faze velmi dobie kombinovat s poldrnimi organickymi rozpoustédly, které se daji smisit
s pufrem, vodou, kyselinami, bazemi, iontové-padrovymi <¢inidly nebo chirdlnimi
selektory, pouZivanymi jako sloZka mobilni faze.

Reversni separaéni méd md fadu vyhod, protoZe jej muZeme pouZit pro Siroké

spektrum analytdi, miZeme si vybrat ze Siroké §kaly staciondrnich i mobilnich fézi, je to
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jednoduch4, rychld a dobie reprodukovatelnd metoda a pfi pouZiti vodnych MF se da
aplikovat i na biologické materialy.

Pro pfipravu reversnich staciondarnich fazi se nejcastéji pouziva silikagelovy nosic.
Tyto stacionarni faze jsou stabilni jen v omezeném rozsahu hodnot pH (3 — 7).

Separace latek zavisi narozdilu jejich retencnich objemti (Vr) a na Sifce jejich
koncentracnich profild (wyp) — vztah (7), kde wy, je Sitka piku pfizdkladn€é a o je
smérodatna odchylka.

w, = 40 (7)
Ze vztahu (7) lze pak snadno vypocitat pocet teoretickych pater n v koloné, ktery

2w

uréuje separaéni déinnost kolony — vztah (8). Cim vys3i je poéet teoretickych pater (n),

e 3 e

tim vyss8i je separacni ucinnost kolony a tim niZ$i je vySkovy ekvivalent teoretického

patra (H) — vztah (9), kde L je délka kolony, tg je retenci €as analytu a w); je Sitka piku

v poloviné jeho vysky.

2
n=5,545-[ d. ] (8)
Wi
2
H=£=L- M2 9)
n 5545 | 1,

Kromé selektivity a; » charakterizuje miru separace dvou piki i rozliSeni R;;, které je
definovano vztahem (10), kde w; a wj je Sitka piki pfi zdkladné dfive, respektive pozdéji
eluyjicich pikti. Aby doslo k rozliSeni dvou latek aZ na zdkladni linii, musi byt hodnota
Ri; 2 1,5.

— 2'(tR,i _tR,j)= 2'AI‘R (10)

W’.+Wj W,-+Wj

i.j

Faktor asymetrie piku (AS) je veli€ina, ktera charakterizuje miru odli§nosti daného
piku od jeho gaussovského tvaru. Optimélni hodnota faktoru asymetrie se pohybuje

v rozmezi 0,98 — 1,02 a v idedlnim pfipad¢ miiZe nabyvat hodnoty 1,00.
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2.5.4 Instrumentace v HPLC

Schéma kapalinového chromatogramu je uvedeno na obr. 2. Na ultrazvuku nebo
v odplyniovaci mobilni fidze odplynénd mobilni fize je ptivddéna ze z4sobni lahve
do erpadla. Cerpadlo musi byt vysokotlaké a musi zajisfovat konstantni,
reprodukovatelny a bezpuzini pritok mobilni fize. NejCastéji se pouZivaji Cerpadla
dvoupistovd. Z Cerpadla je mobilni fize vedena na ddvkovaci kohout se smyckou.
Vzorek se dodadvkovaci smycky davkuje injekéni stiikackou. Déavkovani je
reprodukovatelné a d4 se snadno automatizovat. Po nadavkovani je vzorek ptivadén
na kolonu. Jeji plast’ je nejcastéji vyroben z nerezové oceli. Odtud putuje analyt
do detektoru a signal z detektoru je vyhodnocen pomoci pocitace. Jednotlivé casti
kapalinového chromatogramu jsou propojeny spojovacimi kapilarami.

Materiél, ktery se pouzivd v HPLC, musi byt mechanicky a chemicky odolny a
povrchové neaktivni, aby nepfispival k rozmyvani elu¢nich kfivek analyti. Proto se
nejcasté€ji pouziva nerezova ocel, sklo nebo né€které plasty.

Na detektory jsou kladeny vysoké poZadavky, zvlasté pak signdl detektoru by mél

byt stabilni a reprodukovatelny, ddle by mél byt detektor dostate¢né citlivy.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 POUZITE CHEMIKALIE

e acetonitrii R CHROMASOLV pro kapalinovou chromatografii (99,8%,
Sigma-Aldrich, Némecko)

e methanol CHROMASOLV pro vysokot¢innou kapalinovou chromatografii
(99,9%, Sigma-Aldrich, Némecko)

e octova kyselina (99%, p.a., Lach Ner, CR)

e amoniak — vodny roztok (min. 25%, p.a., Lachema, CR)

e kyselina fosfore¢na (85%, p.a., Lach Ner, CR)

e hydrogenfosfore¢nan sodny, dodekahydrat (p.a., Penta, CR)

e dihydrogenfosfore¢nan sodny, dihydrat (p.a., Penta, CR)

e kyselina borité (p.a., Penta, CR)

e tetraboritan sodny, dekahydrat (p.a., Lachema, CR)

e triethylamin (99,5%, Sigma Aldrich, Belgie)

¢ hydroxid sodny (p.a., Lach Ner, CR)

e deionizovana voda

analyty:

1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinon,  1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinon  a
1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinon byly izolovany v Mikrobiologickém
dstavu AV CR skupinou Dr. Fliegera; jejich struktura byla uréena pomoci NMR a
hmotnostni spektrometrie. '®
1-hydroxy-, 2-hydroxy- a 1,2-dihydroxy-9,10-anthrachinon byly izolovany
v Mikrobiologickém tistavu AV CR s &istotou vyssi nez 98 % °
1,4-dihydroxy-9,10-anthrachinon (> 95,0 % (HPLC), Fluka, Némecko)
1,2,4-trihydroxy-9,10-anthrachinon (standard, Fluka, Némecko)
6-biopterin (97%, Sigma Aldrich, Némecko)
leukopterin (95%, Sigma Aldrich, Némecko)
isoxanthopterin (97,5%, Sigma Aldrich, Némecko)

xanthopterin, monohydrat (97%, Sigma Aldrich, Némecko)
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3.2 POUZITE PRISTROJE

Pevné vzorky byly védZeny na analytickych vahidch model APX-100 (Denver
Instrument, Némecko).

K proméfeni UV/VIS spekter studovanych latek byl pouzit UV/VIS spektrofotometr
model PU 8800 (Pye Unicam, UK).

Fluorescen¢ni spektra derivatd pterinu byla proméfena na spektrofluorimetru ABS2
(Amico, USA).

K separaci vzorki byl pouZit kapalinovy chromatograf, ktery se skladal
z vysokotlaké gradientové pumpy Beta 10 s degasserem DG 3014, UV/VIS detektoru
Saphire 800 (Ecom, CR) a Sesticestného ventilu Rheodyne 7725i (Cotati, California,
USA) se smyckou o objemu 5 pl. Kolona byla po celou dobu analyzy termostatovana
v termostatu LCO 101 (Ecom, CR). Vzorky byly davkovany stitkatkou Hamilton
o objemu 10 pl (Reno, Nevada, USA).

V3echna méfeni provadéna pfi teploté 7=22+2 °C.

Ke sbéru a vyhodnoceni nameérenych dat byly pouZity programy CSW32 (DataApex,
CR) a Origin 7.0 (OriginLab Corporation, USA).

Pufr pouZivany v mobilnich fazich byl upraven na poZadované pH pomoci pH-metru
model 3510 (Jenway, UK).

Separace byly provddény na kolon€ LiChroCart 125-4 Cartridge Purospher RP-18e,
125 x 4,0 mm L.D., velikost zrméni 5 um (Merck, Némecko) s predkolonkou LiChroCart
4-4 Purospher RP-18¢, 10,0x4,0mm LD (Merck, Némecko), nakoloné
Zorbax Extend-C18, 150x 4,6 mm LD., velikost zméni 5 pm s pfedkolonkou
12,5x 4,6 mm LD., velikost zrnéni 5 um (Agilent, USA), na koloné LiChrospher
100 RP-8, 125 x 4,0 mm LD., velikost zrméni S pm (Merck, Némecko) s predkolonkou
4-4 LiChrospher 60 RP-select B, 10,0 x 4,0 mm L.D. (Merck, Némecko) a na koloné
250-4 Spherisorb ODS-2, 250 x 4,6 mm L.D., velikost zméni 5 um (Waters, USA)
s pfedkolonkou 4-4 LiChrospher 60 RP-selectB, 10,0x4,0mm LD. (Merck,

Némecko).
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3.3 POSTUPY

3.3.1 Piiprava pufri

Pufr pouZity propiipravu  mobilnich fdzi proseparaci 1,3,6,8-THA,
1-Ac-2,4,5,7-THA a 1-Ac-24,5,7,8-PHA, byl 25mM octan amonny. Do 450 ml
deionizované vody bylo ptidano 0,725 ml octové kyseliny a pH tohoto roztoku bylo
upraveno na poZadovanou hodnotu (pH =3.,5; 4,0; 4,5; 5,0 nebo 5,5) pfidavkem
ptislusného objemu vodného roztoku amoniaku. Poté byl objem pufru v odmérmné barice
doplnén na celkovy objem 500 ml.

Pufr opH4,0 byl pouZit promobilni faze MeOH/25 mM octanovy pufr a
ACN/25 mM octanovy pufr.

Pro mobilni fazi MeOH/ACN/25 mM octanovy pufr byly pouZity vSechny hodnoty
pH pufru.

Pro separaci analyti 1-HA, 2-HA, 1,2-DHA, 1,4-DHA a 1,2,4-THA byl pouzit
10 mM tetraboritan sodny (pH = 8,5 a 9,5), 20 mM fosfét sodny (pH = 3,5; 4,5; 5,5; 6,5
a 7,5), 20mM octan sodny (pH=4,5), 200mM octan sodny (pH=4,5) a
0,1 % triethylaminoctanovy pufr (pH = 4,5).

Tetraboritan sodny byl pfipraven rozpuSténim 1,905 g tetraboritanu sodného
v necelych 500 ml deionizované vody a pH bylo poté upraveno zapomoci
koncentrované kyseliny borité na poZadovanou hodnotu pH a objem byl doplnén
v odmémé barice na celkovy objem 500 ml.

Fosfatovy pufr o pH 6,5 byl pfipraven smichdanim 0,1264 g dihydrogenfosfore¢nanu
sodného s 0,0941 g hydrogenfosforeCnanem sodnym a jejich rozpuSténim v 500 ml
deionizované vody. Fosfatovy pufr opH 7,5 byl pfipraven smichianim 0,0245 g
dihydrogenfosfore¢nanu sodného s 0,796 g hydrogenfosfore¢nanem sodnym a jejich
rozpusténim v 500 ml deionizované vody. Dals{ fosfore¢nanové pufry byly pfipraveny
pfidinim 0,678 ml kyseliny fosfore¢né do 450 ml deionizované vody a néslednou
upravou pH roztoku pomoci pH-metru piidavkem vodného roztoku amoniaku aZz
na poZadovanou hodnotu pH. Objem pufru byl vodmémé barice poté doplnén

na celkovy objem 500 ml.
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Vodny roztok 0,1% triethylaminoctanového pufru o pH 4,5 byl pfipraven tak, Ze do
necelych 500 ml bylo pfidano 0,5 ml TEA, pH bylo upraveno na pH-metru pfidavkem
octové kyseliny aZ na poZadovanou hodnotu pH a poté byl objem pufru doplnén na
celkovy objem 500 ml v odmérné barice.

Pro separaci pterini byl pouzit 20 mM fosfat amonny (pH = 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 a
7,0), ktery byl pfipraven stejnym zplusobem jako fosfatové pufry pro separaci

hydroxylovanych anthrachinonti. P¥iprava téchto pufri je popsdna vyse.

3.3.2 Piiprava zasobnich roztoki analyti a jejich Fedéni

Zasobni roztoky 1-HA, 2-HA, 1,2-DHA, 1,4-DHA, 1,2,4_TAH, 1-Ac-2,4,5,7-THA a
1-Ac-2,4,5,7,8-PHA byly pfipraveny rozpusténim 0,5 mg pevného vzorku v 1 ml
MeOH.

Zasobni roztok smésného vzorku 1,3,6,8-THA a 1-Ac-2,4,5,7-THA byl pfipraven
rozpusténim 0,4 mg pevného vzorku v 0,8 ml MeOH.

Vsechny pfipravené zéasobni roztoky mély koncentraci ¢ =0,5 mg/ml a byly
uchovény v chladu a v temnu.

Pro vlastni separaci byly tyto vzorky piili§ koncentrované, a proto byly 10x zfedény
(100 pI  vzorku v 900 ul methanolu), jejich vyslednd koncentrace pak byla
¢ =0,05 mg/ml.

Pti piipravé smési analyti 1,3,6,8-THA, 1-Ac-2,4,5,7-THA a 1-Ac-2,4,5,7,8-PHA
byly pouZity fedéné vzorky zdsobnich roztokil a byly smichiny v poméru 1:1 (analyt
1,3,6,8-THA je dostupny pouze ve smé€sném vzorku s 1-Ac-2,4,5,7-THA).

Zasobni roztoky leukopterinu, isoxanthopterinu, xanthopterinu a 6-biopterinu byly
pfipraveny rozpusténim 0,25 mg pevného vzorku v 2 ml dimethylsulfoxidu (DMSO).
Vzorky byly uchovavdny vtmavych vialkdch pfilaboratorni teploté v uzaviené
krabicce, aby byly chrdnény pred svétlem.

Pro zjistén{ latek obsaZenych ve §titku z knéZice pasované byly vystithany ze Stitku
knéZice cCervné zabarvené pruhy, které byly nasledné rozdrceny a rozpustény
v dimethylsulfoxidu. Vznikly roztok byl piefiltrovdn, aby z n&j byly odstranény zbylé

& P

nerozdrcené Stitky a byl uchovéavan taktéZ v temnu za laboratorni teploty.
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3.3.3 Priprava studovanych latek k proméieni jejich UV-VIS a fluorescenénich

spekter

K proméfeni UV-VIS spekter studovanych hydroxylovanych anthrachinonti byly
pouZity 20x ziedéné zasobni roztoky 1-Ac-2,4,5,7-THA a 1-Ac-2,4,5,7,8-PHA, jejich
koncentrace tedy byla ¢ = 0,025 mg/ml.

Byly proméfovany methanolické roztoky obou analytli v kyveté délky / = 1 cm oproti
methanolu.

K prométeni absorp¢nich spekter mono-, di- a trixydroxyderivati anthrachinonu byly
pouzity zasobni acetonitrilové roztoky analyti, které byly nafedény smési 33/67 (v/v)
ACN/20 mM boritovy pufru (pH 9,5) na koncentrace fadové 107 - 10* M. Redici
roztok byl pouzit jako slepy vzorek pro uréeni absorpéniho pozadi. >

K proméfeni UV-VIS spekter a fluorescenénich spekter zkoumanych pterind byly
pouZity jejich zasobni rozotky, které mély koncentraci 0,6 mg/ml.

Byly proméfeny roztoky vSech analyti v DMSO v kyveté délky /=1cm oproti
DMSO.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 SEPARACE POLYHYDROXYANTHRACHINONOVYCH DERIVATU
IZOLOVANYCH Z HOUBY RODU GEOSMITHIA

4.1.1 DETEKCE

K zajisténi dostatecné citlivosti detekce byla proméfena UV-VIS spektra
analyzovanych latek: 1-Ac-2,4,5,7-THA a 1-Ac-2,4,5,7,8-PHA. Spektra byla proméfena
v rozpéti vinovych délek 200 — 800 nm. Nameérend lokalni maxima jsou zaznamenana

v tabulce 1.

Tabulka 1: Vinové délky lokdlnich maxim analyti, tuéné vyznaceny hodnoty lokalnich maxim,

pfi kterych mély analyty nejvy3si absorbanci.

analyt A (nm)
1-Ac-2,4,5,7-THA 224 256 292 311 455
1-Ac-2,4,5,7,8-PHA 225 271 320 537 -

Standard 1,3,6,8-THA nebyl k dispozici, protoze je minoritni sloZzkou pigmentu
ziskaného z houby Geosmithia lavendula, a proto nemohlo byt jeho UV-VIS spektrum
proméieno. Pifedpokladalo se, Ze dany analyt bude mit obdobné absorp¢ni vlastnosi jako
majoritni analyt 1-Ac-2,4,5,7-THA.

Pro detekci samotného 1-Ac-2,4,5,7-THA a smési 1-Ac-2,4,5,7-THA a 1,3,6,8-THA
byla zvolena vlnové délka 290 nm. Pro detekci samotného 1-Ac-2,4,5,7,8-PHA, smési
1-Ac-2,4,5,7,8-PHA a  1-Ac-2,4,57-THA a smési 1-Ac-2,4,5,7,8-PHA,
1-Ac-2,4,5,7-THA a 1,3,6,8-THA byla zvolena vlnova délka 270 nm.

4.1.2 SEPARACE STUDOVANYCH ANALYTU

K separaci analytll izolovanych z houby rodu Geosmithia lavendula byla pouZita
oktadecylova staciondrni fdze a byl pouZit reversni separacni méd. V prubéhu celého
experimentu bylo pracovano izokraticky a byl sledovédn vliv slozeni mobilni faze a
pritokové rychlosti na retenci studovanych analytii. Jako organicky modifikator mobilni

faze byl pouZit methanol, acetonitril a nazavér i smés acetonitrilu s methanolem
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ve smési s vodnym pufrem, 25 mM octanem amonnym, jehoZz pH se pohybovalo

v rozmezi 3,5 az 5,5.

4.1.2.1 Methanol jako organicky modifikator mobilni faze

Organickym modifikdtorem byl nazaddtku zvolen methanol (MeOH), protoze
studované latky se v ném dobfe rozpoustély. Druhou sloZzkou mobilni faze byl 25 mM
octanovy pufr opH=4,0. V mobilnich fizich orizném objemovém poméru
MeOH/25 mM octanovy pufr byly proméfeny nejprve samostatné vzorky
1-Ac-2,4,5,7-THA a 1-Ac-2,4,5,7,8 -PHA. Poté byla proméfena smés 1-Ac-2,4,5,7-
THA a 1,3,6,8-THA. V tabulce 2 jsou sumarizovdny vysledky ziskané proméfenim
vlivu obsahu MeOH naretenci 1-Ac-2,4,5,7-THA ptidvou riuznych pritokovych

rychlostech mobilni faze.

Tabulka 2: Vliv obsahu MeOH v mobilni fazi MeOH/25 mM octanovy pufr pH4,0 a
prutokové rychlosti mobilni fize na retenci 1-Ac-2,4,5,7-THA, UV detekce pii 4 = 290 nm, kde

k je retencni faktor, AS je faktor asymetrie.

F,=0,7 ml/min F,=1,3 ml/min
MeOH (%) k AS k AS
90 0,52 0,78 - -
80 1,04 0,84 1,17 1,00
70 1,93 0,60 2,56 1,00
60 8,08 0,61 7,37 0,60

( - ... neméieno)

Ztabulky 2 je vidét, Ze se sniZenim obsahu organické sloZky v mobilni fazi se

------

modifikatoru v mobilni fazi.
Za stejnych experimentdlnich podminek (sloZzeni mobilnich fazi) jako pro
1-Ac-2,4,5,7-THA, byla zméfena i smés 1-Ac-2,4,5,7-THA a 1,3,6,8-THA. Vysledky

jsou uvedeny v tabulce 3.
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Tabulka 3: Vliv obsahu MeOH v mobilni fizi MeOH/25 mM octanovy pufr pH4,0 a
prutokové rychlosti mobilni fiaze na retenci smési 1-Ac-2,4,5,7-THA a 1,3,6,8-THA, UV
detekce pfi 4=290nm, kde k, a k, je retenéni faktor 1-Ac-2,4,5,7-THA, respektive

1,3,6,8-THA, R, ; je jejich vzdjemné rozliSeni a a, , je selektivita.

F,=0,7 ml/min Fn=1,3 ml/min
MeOH (%) ky k; Ry ai ki ky R, ai
90 - 0,52 - - - - - -
80 1,10 1,91 2,56 1,74 1,21 2,17 2,76 1,80
70 2,40 4,27 4,16 1,78 2,76 4,90 3,47 1,78
60 7,17 12,71 6,10 1,77 7,53 13,59 5,55 1,79

( - ... neméreno)

Ztabulky 3 je patrné, Ze 1,3,6,8-THA byl nakoloné¢ ve viech proméfovanych
mobilnich fazich podstatné déle zadrZovan neZ jeho acetylovany analog. Se sniZujicim
se obsahem MeOH v mobilni fazi dochazelo v pfipadé obou derivati k prodluZovani
retence, selektivita i rozliSeni mezi obé€ma derivaty stoupaly se sniZujicim se obsahem
MeOH v mobilni fazi. V Zadné z vySe proméfovanych mobilni fazich bohuzel nedoslo
k eluci 1-Ac-2,4,5,7,8-PHA do 120 minut. Naobr.3 je ukazka rozdéleni smési
1-Ac-2,4,5,7-THA a 1,3,6,8-THA zméfené pii sloZzeni mobilni fize 80/20 (v/v)
MeOH/25 mM octanovy pufr pH 4,0 a priitoku mobilni faze 1,3 ml/min.

300 - .
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Obr. 3: Separace 1-Ac-2,4,5,7-THA (pik 1) a 1,3,6,8-THA (pik2) v mobilni fizi 80/20
ACN/25 mM octanovy pufr pH 4,0 a prutoku F,,, = 1,3 ml/min, UV detekce pfi A = 290 nm.
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Zavér:

Bylo zji$téno, Ze bindrni mobilni fdze MeOH/25 mM octanovy pufr pH 4,0 je vhodna
k rozdéleni smési 1-Ac-2,4,5,7-THA a 1,3,6,8-THA. K velmi dobrému rozdéleni
(R12 =2,8) dochézi jiZz ve velmi kratkém eluénim Case (do 3 minut). SniZenim obsahu
MeOH (pritokové rychlosti) l1ze snadno pfevést analytickou separaci do preparativniho
modu.

BohuZel je tato mobilni faze nevhodna pro analyzu 1-Ac-2,4,5,7,8-PHA.

4.1.2.2 Acetonitril jako organicky modifikator mobilni faze

Protoze se 1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinon podafilo z kolony vymyt
¢istym acetonitrilem (ACN), byly vyzkouSeny mobilni fadze s ACN jako organickym
modifikatorem. Jako druha slozka mobilni faze byl opét pouZit 25 mM octanovy pufr
pH4,0. Nejprve byly proméfeny samostatné vzorky 1-Ac-2,4,5,7,8-PHA a
1-Ac-2,4,5,7-THA.

V tabulce 4 jsou uvedeny vysledky, které byly ziskdny proméfenim vlivu obsahu
ACN na retenci obou acetylovanych derivatd pfi prutokové rychlosti Fp, = 0,7 ml/min.
V reversnim separa¢nim médu ma ACN jako organicky modifikator mobilni faze vyssi

elu¢ni silu neZ MeOH, proto byl nejvyssi proméfovany obsah ACN v mobilni fazi niZ§i

neZ v ptipadé methanolickych mobilnich féz{ (viz kap. 4.1.2.1).

Tabulka 4: Vliv obsahu ACN v mobilni fazi ACN/25 mM octanovy pufr pH 4,0 na retenci
1-Ac-2,4,5,7,8-PHA a 1-Ac-2,4,5,7-THA, pifi prutoku F,=0,7 ml/min, UV detekce pfi

A =270 nm, kde k je reten¢ni faktor, AS je faktor asymetrie.

1-acetyl-2,4,5,7,8-penta- 1-acetyl-2,4,5,7-tetra-
ACN (%) k AS k AS
50 0,48 0,72 1,56 1,06
30 7,90 0,61 10,91 0,56
27 15,62 1,46 18,69 0,93
26 14,98 0,47 17,90 0,60
25 17,26 0,53 19,58 0,61

Z tabulky 4 je vidét, Ze se sniZujicim se obsahem ACN v mobilni fazi se zvySuje
retence obou studovanych analyti. Pfi nejvy$§im proméfovaném obsahu ACN

dochézelo k velmi rychlé eluci 1-Ac-2,4,5,7,8-PHA, sniZzenim obsahu ACN v mobilni
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fazi na 30 obj. % a niZe doslo k podstatnému prodlouZeni retence obou derivati, keré
bylo doprovazeno zhorSenim symetrie piki.

V tabulce 5 jsou zaznamenany hodnoty retence, rozliSeni a selektivity ziskané pri
separaci smési 1-Ac-2,4,5,7-THA a 1-Ac-2,4,5,7,8-PHA v zévislosti na tfech obsazich
ACN v mobilni fazi. Z tabulky 4 vyplynulo, Ze pfi téchto obsazich ACN v mobilni fazi
(27 - 25 obj. %) by mohlo dojit k dostatecnému rozdéleni obou analytli i ve smési a

nasledné i v realném vzorku.

Tabulka 5: Vliv obsahu ACN v mobilni fazi ACN/25 mM octanovy pufr pH 4,0 a pritoku
F,,=0,7ml/min. naretenci a rozliSeni smési 1-Ac-2,4,5,7,8-PHA a 1-Ac-2,4,5,7-THA, UV
detekce pii A=270nm, kde k; a k, je retencni faktor 1-Ac-2,4,5,7,8-PHA, respektive

1-Ac-2,4,5,7-THA, R, je jejich vzajemné rozliSeni a a; ; je selektivita.

ACN (%) ky k; R, Qa2
27 10,43 12,09 2,16 1,16
26 15,20 17,64 2,42 1,16
25 16,65 19,48 2,73 1,17

Z tabulky 5 je zfejmé, Ze i s velmi malym sniZenim obsahu ACN v mobilni fazi doslo
ke znatelnému zvySeni rozliSeni, zatimco selektivita zlstala prakticky nezménéna.
Pfi porovndni hodnot reten¢nich faktori naméfenych v identickych mobilnich fazich
(pro jednotlivé derivaty (tabulka 4) versus derivaty ve smési (tabulka 5)) je patmé, Ze
ve smési doslo ke zkraceni jejich retenénich faktori. Tento jev neni neobvykly a byva
zplsoben vzdjemnym ovliviiovdnim analytti ve smési. Na obr. 4 je ukédzka separace
smési 1-Ac-2,4,5,7,8-PHA a 1-Ac-2,4,5,7-THA.

BohuZel v acetonitrilovych mobilni fazich se nepodafilo detekovat 1,3,6,8-THA.
Vzhledem k absenci jeho standardu a vzhledem k tomu, Ze ve smésném vzorku s jeho
acetylovanym analogem je minoritni slozkou, nelze rozhodnout, zda v acetonitrilovych
mobilnich fazich dochazelo ke koeluci 1,3,6,8-THA s 1-Ac-2,4,5,7-THA nebo retence
1,3,6,8-THA byla natolik vysoka, Ze jeho pik jiZ nemohl byt detekovan.
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Obr. 4: Separace smési 1-Ac-2,4,5,7,8-PHA (pik 1) a 1-Ac-2,4,5,7-THA (pik 2) v mobilni fazi
25/75 (viv) ACN/25 mM octanovy pufr pH 4,0 a pritoku mobilni faze F,, = 0,7 ml/min, UV
detekce pfi 4 =270 nm.

Zavér:

V bindrni mobilni fazi ACN/25 mM octanovy pufr pH 4,0 je moZné rozdélit smés
1-Ac-2,4,5,7-THA a 1-Ac-2,4,5,7,8-PHA aZ nazdkladni linii. Separace probihé
v ¢asovém intervalu do 45 minut. BohuZel v acetonitrilové mobilni fazi nedoSlo

k detekci 1,3,6,8-THA.

4.1.2.3 Ternarni mobilni faze methanol/acetonitril/octanovy pufr

Vzhledem k tomu, Ze 1,3,6,8-THA nebyl detekovdn v mobilni fazi s acetonitrilem
jako organickym modifikatorem a 1-Ac-2,4,5,7,8-PHA neeluoval v mobilnich fazich
obsahujicich methanol, byla vyzkouSena ternarni mobilni faze s proménlivym obsahem
MeOH a ACN. Vodnou sloZzku mobilni faze tvofil 25 mM octanovy pufr o rtiznych
hodnotéach pH (3,5 - 5,5).

Jako prvni byl hleddn nejvhodné;jSi objemovy pomér vSech tii sloZek mobilni faze
za pritomnosti 25 mM octanového pufru pH 4,0. Vliv sloZeni mobilni fize na retenci a
separaci byl proméfen pro 1-Ac-2,4,5,7,8-PHA, smésny vzorek 1-Ac-2,4,5,7-THA a
1,3,6,8-THA a smés 1-Ac-2,4,5,7,8-PHA s 1-Ac-2,4,5,7-THA (vpoméru 1:1).
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Vysledky jsou uvedeny v tabulce 6, ze které je vidét, Ze pokud doSlo v dané fazi
k vysoké retenci jednoho z analytli, dal§i analyty (jejich smési) jiZz v této fazi nebyly
meéfeny (napf. mobilni faze s 40% MeOH a 10% ACN). Stejny princip byl aplikovan
ipokud jeden zanalyti mél velmi kriatkou retenci nebo podobnou s dalSimi
proméfovanymi analyty.

Ztabulky 6 vyplyvd, Ze akceptovatelnych retenci a dobrého rozliSeni
1-Ac-2,4,5,7,8-PHA a 1-Ac-2,4,5,7-THA (kriticky pér) je dosaZeno pti vysokém obsahu
25 mM octanového pufru v mobilni fazi. Pfi zvySujicim se obsahu MeOH v mobilni fazi
se retence a rozliSeni jednotlivych analytl sniZuji. V tabulce je tu¢né€ vyznacena mobilni
faze, jejiZ objemové poméry se jevily jako nejvhodnéjsi. Mobilni faze 15/35/50 (v/v/v)
MeOH/ACN/25 mM octanovy pufr pH 4,0 poskytovala dostatecné kratkou retenci
1,3,6,8-THA, dileZitou pro jeho detekci, a rozliSeni téméi na zdkladni linii smési
1-Ac-2,4,5,7,8-PHA a 1-Ac-2,4,5,7-THA (R = 1,13).

Pi1 tomto sloZeni (objemovych pomérech) mobilni faze byla prométena zavislost
retence smési vSech tf{ studovanych latek na hodnoté pH 25 mM octanového pufru
vrozmezi 3,5-5,5 a vysledky jsou shrnuty v tabulce 7. Z tabulky 7 je patrné, Ze se
vzrustajicim pH mobilni faze klesaji retenéni faktory vSech studovanych latek.
RozliSeni 1-Ac-2,4,5,7,8-PHA a 1-Ac-2,4,5,7-THA se se vzristajici hodnotou pH
nejprve zvySuje (maxima dosahuje pfi pH =4,5) a pak zacind klesat. RozliSeni mezi

1-Ac-2,4,5,7-THA a 1,3,6,8-THA se se stoupajici hodnotou pH pufru zvySuje.
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Tabulka 7:

Vliiv

pH 25mM octanového pufru

v mobilni

fazi

15/35/50  (v/vlv)

MeOH/ACN/25 mM octanovy pufr na retenci a rozliSeni smési 1-Ac-2,4,5,7,8-PHA (k),
1-Ac-2,4,5,7-THA (k) a 1,3,6,8-THA (k3); prutok mobilni faze 0,7 ml/min, UV detekce pfi

A =270 nm.
pH ki ks k3 R Ra3 a2 023
3,5 3,07 3,33 5,75 0,56 6,12 1,08 1,73
4,0 1,93 2,42 4,32 0,96 5,89 1,25 1,79
4,5 1,56 2,01 3,94 1,21 6,70 1,29 1,96
5,0 1,35 1,72 3,80 0,63 7,00 1,27 2,21
5,5 0,80 1,20 3,44 0,89 7,04 1,50 2,87

Jako nejvyhodnéjsi experimentdlni podminky pro separaci vSech tii studovanych

derivatl se jevi mobilni fazi o sloZzeni 15/35/50 (v/v/iv) MeOH/ACN/25 mM octanovy

pufr o pH = 4,5, pritoku mobilni faze 0,7 ml/min. Na obr. 5 je uvedena separace smési

1-Ac-2,4,5,7,8-PHA, 1-Ac-2,4,5,7-THA a 1,3,6,8-THA za téchto podminek.

odezva (mV)

80

-40

¢as (min)

Obr. §: Separace 1-Ac-2,4,5,7,8-PHA (pik 1), 1-Ac-2,4,5,7-THA (pik 2) a 1,3,6,8,-THA (pik 3)
v mobilni fazi 15/35/50 (v/v/iv) MeOH/ACN/25 mM octanovy pufr opH=4,5 a pritoku
0,7 ml/min, UV detekce pii A = 270 nm.
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Zavér:

Vhodnou mobilni fazi pro separaci‘ smesi vSech tii derivati se ukazala byt ternarni
mobilni fize MeOH/ACN/25 mM octanovy pufr s nizkymi obsahy obou organickych
slozek. V mobilni fazi 15/35/50 (v/v/iv) MeOH/ACN/25 mM octanovy pufr byl
sledovan i vliv pH pufru na retenci a separaci studovanych analyti. Jako nejvyhodné;si
se jevila hodnota pH =4,5. Jako nejvhodné;j$i experimentalni podminky byla vybrina
mobilni faze o sloZeni 15/35/50 (v/v/v) MeOH/ACN/25 mM octanovy pufr o pH =4,5
pii prutoku mobilni faze 0,7 ml/min, pii pouZiti této mobilni faze doSlo v rdmci smési
vSech tii derivati k nejlepSimu rozdéleni 1-Ac-2,4,5,7,8-PHA a 1-Ac-2,4,5,7-THA a
derivét 1,3,6,8-THA byl jesté dobie detekovatelny.

38



42 SEPARACE MONO-, DI- A TRIHYDROXYLOVANYCH
ANTHRACHINONU

4.2.1 DETEKCE

K zajisténi dostatecné citlivosti detekce studovanych latek byla promeéfena spektra
jednotlivych latek vrozsahu vlnovych délek 150 - 500 nm.” V tabulce 8 jsou
zaznamendna lokédlni maxima studovanych latek. Jako nejvhodnéjsi vinova délka byla

vybrdna A = 254 nm

Tabulka 8: Vinové délky loklnich maxim studovanych analytd °

analyt A (nm)
1-HA 198 248 400
2-HA 196 242 304
1,2-DHA - - 250
1,4-DHA 224 248 280
1,2,4-THA - 200 254

4.2.2 SEPARACE STUDOVANYCH ANALYTU

4.2.2.1 Vliv obsahu acetonitrilu v mobilni fazi na retenci analytu

Vzhledem k tomu, Ze je zndmo, Ze né€které ze studovanych derivati tvoifi pevnou
intramolekularni vodikovou vazbu (zejména 1-HA a 1,4-DHA), 17 byla pro separaci
studovanych hydroxyderivati anthrachinonu vybrdna jako prvni kolona Zorbax
Extended-C18. Tato kolona umoZiiuje préci i pfi vysSich hodnotich pH pufru. Nejprve
byl sledovan vliv obsahu organického modifikatoru — acetonitrilu — v mobilni fazi
ACN/boratovy pufr na retenci hydroxylovanych derivétii anthrachinonu. Byly testoviny
mobilni faze 80/20, 60/40 a 40/60 (v/v) ACN/10 mM boritovy pufr. Pii obou
proméfovanych hodnotich pH boritového pufru (9,5 a 8,5) eluovala vétSina analyti
z kolony s mrtvym Casem.

V tabulce 9 jsou uvedeny pouze ty vysledky, kdy derivat eluoval v Case delSim neZ je
mrtvy c¢as, tzn. vysledky pro deriviaty 1-HA a 1,4-DHA. Ztabulky je ziejmé, Ze pfi
vysokych hodnotich pH pufru v mobilnich fazich jsou analyty 2-HA, 1,2-DHA a

1,2,4-THA kompletn€ disociovany, tudiz zna¢né€ polarni, a proto eluuji prakticky
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s mrtvym Casem. U derivatd 1-HA a 1,4-DHA, které jsou podstatn€ méné¢ polarni diky
intramolekuldrni vodikové vazbé uskutectiované mezi chinoidnim kyslikem a
hydroxylovou skupinou v poloze1l (event.4), je retence vysokd 1 pit nejvyssi
proméfované hodnot¢ pH pufru v mobilnich fazich s nizkym obsahem organického

modifikatoru (40 obj. %).

Tabulka 9: Hodnoty reten¢nich faktori (k) derivati 1-HA a 1,4-DHA v MF ACN/10 mM
boratovy pufr o rtizném poméru organického modifikdtoru a pufru a rizné hodnoté pH pufru,

prutok F,, = 0,7 ml/min, UV detekce pfi A =254 nm.

pH ( fgﬁ;’;‘l fl;’)IF I-HA 1,4-DHA
80/20 k 0,68 0,75
9,5 60/40 k 1,67 3,09
40/60 k 8,47 11,91
85 60/40 k 1,97 3,89
40/60 k 8,82 14,19

Niz8§i hodnoty pH pufru byly realizovany pomoci fosfitového pufru. Byl pouzit
20 mM fosfatovy pufr o pH =7.,5; 6,5; 5,5 a 4,5. SloZeni mobilni faze bylo 80/20, 60/40
a 40/60 ACN/20 mM fosfatovy pufr. Vysledky jsou zaznamenény v tabulce 10.

Tabulka 10: Vliv obsahu acetonitrilu a hodnoty pH fosfatového pufru na retenci 1-HA, 2-HA,
1,2-DHA, 1,4-DHA a 1,2,4-THA v MF ACN/20 mM fosfatovy pufr, prutok F,, = 0,7 ml/min,
UV detekce pii 4 = 254 nm, kde k je retencni faktor.

SloZeni MF

pH (ACN/pufr) 1-HA 2-HA 1,2-DHA  1,4-DHA 1,2,4-THA
80720 k 0,93 0,18 0 2,02 0
) 60/40 k 2,07 0,42 0 5,78 0
40/60 k 9,51 1,52 0,56 15,88 0
80/20 k 0,72 0,40 0,20 2,24 0
6,5 60/40 k 2,18 0,80 0,59 6,16 0
40/60 k 9,88 3,31 2,18 16,23 0,23
80/20 k 0,84 0,46 0,51 2,17 0
5,5 60/40 k 2,23 0,91 0,98 5,89 0,82
40/60 k 9,95 3,83 3,85 16,50 2,26
80/20 k 0,82 0,50 0,57 2,26 0,66
4,5 60/40 k 2,33 0,92 1,03 5,82 1,41
40/60 k 10,05 4,09 4,38 16,56 6,68
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Z tabulky 10 je patrné, Ze s klesajici hodnotou pH pufru se zvySuji reten¢ni faktory
derivati 2-HA, 1,2-DHA a vyrazné 1,2,4-THA. Pro tyto derivaty v zdsad¢ plati, Ze ¢im
je nizsi hodnota pH pufru, tim je menSi stupen jejich disociace a tim je vyssi jejich
retence v RP separaénim systému. Retence u derivati 1-HA a 1,4-DHA je pii daném
obsahu acetonitrilu v MF v rozmezi pH pufru 4,5 - 7,5 prakticky neménna a pokles
jejich retence je patrny aZ pii hodnoté pH vyssi neZz 7,5. Ze ziskanych vysledkl je
ziejmé, Ze alespoii pro ¢astecnou disociaci derivati 1-HA a 1,4-DHA je tfeba pH pufru
vyssi nez 7,5.

Vramci vSech proméfovanych hodnot pH pufru nejvy$Sich retenci bylo vidy
dosahovdno v mobilnich fazich s nejniz§im proméfovanym obsahem acetonitrilu. Ze
studovanych derivatli nejpomaleji eluoval 1,4-DHA a nejrychleji 1,2,4-THA pii vysSich
hodnotdch pufru a 1,2-DHA pfi niZSich proméfovanych hodnotich pH fosfatového
pufru. Lze tedy predpokladat, Ze pfi pouZiti mobilni faze s niz§i hodnotou pH pufru a
nizkym obsahem ACN bude moZné vzajemné rozliSeni analytl i ve smési.

Pii pouziti kolony Zorbax Extended C-18 vSak byla pozorovana nizkd symetrie pikt
a vzhledem k tomu, Ze se ukdzalo jako vyhodné€jsi pouZiti niz§ich hodnot pH pufru, byla
tato kolona vyménéna za kolonu Purospher C18. Na této koloné byla vyzkouSena
separace smési studovanych analyti: 1-HA, 2-HA, 1,2-DHA. 1,4-DHA a 1,2,4-THA
(v poméru 4:1:2:4:2).

V ramci optimalizace separacnich podminek byla pro separaci této smeési vyzkouSena
fada mobilnich fazi o rizném sloZeni:

1) ACN/20 mM fosfatovy pufr, pH = 4,5 (obsah ACN: 45 — 35 obj. %)
2) ACN/0.1 % triethylaminoctanovy pufr, pH = 4,5 (obsah ACN: 50 — 30 obj. %)
3) ACN/25 mM octanovy pufr, pH = 4,5 (obsah ACN: 45 - 35 obj. %)

NejlepSich podminek pro rozdéleni vySe uvedené smési za podminek izokratické
eluce bylo dosaZeno v mobilni fazi o sloZeni 45/55 (v/v) ACN/25 mM octanovy pufr
o pH 4,5. Vysledky tohoto méfeni jsou zaznamenany v tabulce 11, kde jsou uvedeny
hodnoty reten¢nich faktorti, rozliSeni a faktorti asymetrie jednotlivych analytli ve smési.
VSechny analyty se od sebe oddélily. Par analyti 2-HA a 1,2-DHA se bohuZel

nepodarilo rozdélit aZ na zakladni linii, jejich vzdjemné rozliSeni je 0,64. Toto rozliSeni
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je vsak nejlepsi, jakého bylo v priibéhu izokratickych eluci dosazeno. Chromatograficky

zaznam této separace je uveden na obrazku 6.

Tabulka 11: Separace smési 2-HA, 1,2-DHA, 1,2,4-THA, 1-HA a 1,4-DHA v mobilni fazi
45/55 (v/v) ACN/25 mM octanovy pufr o pH 4,5, prutok F,,=0,7 ml/min, UV detekce pfi
A =254 nm, p = 60 bar (k — reten¢ni faktor, R — rozliSeni, AS — faktor asymetrie).

2-HA 1,2-DHA 1,2,4-THA 1-HA 1,4-DHA
k 2,90 3,10 8,37 12,12 16,81
R - 0,64 19,03 8,08 7,69
AS 0,84 2,14 1,04 0,98 0,93
50
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Obr. 6: Separace smési 2-HA (pik 1), 1,2-DHA (pik 2), 1,2,4-THA (pik 3), 1-HA (pik 4) a
1,4-DHA (pik 5) v mobilni fazi 45/55 (v/v) ACN/25 mM octanovy pufr o pH 4,5; priutoku
Fin=0,7 ml/min, UV detekce pii 4 =254 nm.

Zavér:

Mobilni faze s boratovym pufrem nejsou vhodné pro separaci smési studovanych
analytli, protoZe vétSina studovanych analyti eluuje v piitomnosti boratu o vysoké
hodnoté pH s mrtvym ¢asem. Mobilni faze s fosfatovym pufrem je pro separaci smési
vySe uvedenych analytd lepSi, zejména pak je vhodnd MF s niZ§im obsahem
organického modifik4toru a nizkou hodnota pH pufru. Jako nejvhodnéjsi se z hlediska

separace analyti ve smési jevila mobilni faze o slozeni 45/55 (v/v) ACN/25 mM
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octanovy pufr o pH 4,5. V této mobilni fazi a za podminek izokratické eluce eluovaly

z kolony vSechny analyty do 30 minut.

4.2.2.2 Gradientova eluce smési anthrachinonu

Protoze vzdjemné rozliSeni analyti 2-HA a 1,2-DHA nebylo pfi izokratické eluci
dostateéné veliké a naopak retence pozdé€ji eluujicich derivati byla vsokd, byla
vyzkouSena pro separaci smési i gradientova eluce. Byl pouZzit acetonitril jako organicky
modifikator mobilni faze ve smési s 25 mM octanovym pufrem o pH 4,5.

V tabulce 12 jsou schematicky uvedeny vSechny programy, které byly vyzkouSeny
pfi hledani nejvhodnéjSiho gradientového programu pro rozdéleni smési studovanych
analyti.

Jako prvni byl vyzkouSen gradientovy program (program 1), ktery se skladal ze ti{
krokti. V prvnim kroce probihala izokratickd eluce analyti pfi sloZeni mobilni faze
40/60 ACN/20 mM octanovy pufr o pH 4,5, tento krok trval 15 minut. Ve druhém kroce
byl gradientem navySen obsah ACN v mobilni fazi na 60 obj. % b&éhem 5 minut. Ttetim
krokem byla opét izokratickd eluce pfi sloZzeni mobilni faze 60/40 ACN/20 mM
octanovy pufr o pH 4,5. Za téchto podminek doslo k dobrému rozliSeni analyti 2-HA a
1,2-DHA, avSak pozdé&ji eluujici analyty mély zbyte¢né vysoké retence, proto byl
vyzkouSen program 2.

Pf1 pouZiti programu 2 se zkratila retence pozdé€ji eluujicich analytli, avSak jejich
symetrie a vzdjemné rozliSeni se zhorsilo.

Kviili nepfili§ dobrym vysledkiim pfi pouZiti programu 2, byl vyzkousen program 3.
Pii této sepraci doSlo k lepSimu rozliSeni pozdé€ji eluujicich analyti a ke zlepSeni
symetrie pikd, avSak analyty 2-HA a 1,2-DHA ztratily vzdjemné rozliSeni. Tato

separace je pro ilustraci uvedena na obrazku 7.
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Tabulka 12: Seznam vSech pouZitych programi pro gradientovou eluci smési studovanych

analyti, mobilni fize se sklddala z ACN/25 mM octanového pufru o pH4,5 v riznych

objemovych pomérech, pritok byl konstantni F,, =0,7 ml/min, UV detekce pifi 4 =254 nm.

Tucné je zvyraznén nejvhodnéjsi gradientovy program.

0-15min 15 -20 min 20 - 35 min
program 1 - -
40/60 40/60 =60/40 60/40
0-13,5min  13,5-20min 20 - 35 min
program 2 - -
40/60 40/60 ->80/20 80/20
0- 10 min 10 - 15 min 15 - 20 min 20 - 35 min
program 3 -
20/80 ->50/50 50/50 50/50 -80/20 80/20
0-9 min 9 - 14 min 14 - 25 min
program 4 - -
40/60 40/60 ->80/20 80/20
0 -8 min 8 - 13 min 13 -25 min
program 5 - -
40/60 40/60 > 80/20 80/20
0-75min  7,5-12,5min 12,5 - 25 min
program 6 - -
40/60 40/60 ->80/20 80/20
0-7,5 min 7,5 - 10 min 10 - 25 min
program 7 - -
40/60 40/60 -80/20 80/20
0 -7 min 7 - 10 min 10 - 25 min
program 8 - -
40/60 40/60 ->80/20 80/20
0-5min 5-7 min 7 - 25 min
program 9 - -
40/60 40/60 ->80/20 80/20
0 - 5 min 5 -7 min 7 - 9 min 9 - 10 min 10 - 25 min
program 10
40/60 40/60 ->60/40 60/40 60/40 ->80/20 80/20
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Obr. 7: Separace smési: koeluce 2-HA a 1,2-DHA (pik 1), 1,2,4-THA (pik 2), 1-HA (pik 3) a
1,4-DHA (pik 4) pfi pouZiti gradientového programu 3, prutok F,, = 0,7 ml/min, UV detekce pfi
A =254 nm.

Kviili koeluci analyti 2-HA a 1,2-DHA a také kvili del3i retenci vSech analytt byl
navrzen program 4. Pfi jeho pouZiti se zkrétila retence analytu 1,2,4-THA, avsak stéle
byla celé analyza pfili§ dlouhé (do 25 min).

Program 5 navrétil vzajemné rozliSeni analytim 2-HA a 1,2-DHA, ale retence vSech
analytdl byla stile pfili§ vysokd, program 6 pfinesl dal3i zlepSeni rozliSeni mezi analyty
2-HA a 1,2-DHA a program 7 umozZnil dalSi zkraceni retence vSech analytii ve smési.

Pti programu 8 doS$lo k dalSimu zkriceni retence vSech analytd, avSak vzijemné
rozliSeni a symetrie pikii nebyly dobré. Program 9 dale zkrétil retenci vSech analytl ve
smési, avSak symetrie pikd byla stdle nedostate¢nd pro rozdéleni analyti aZ na zakladni
linii.

Nejlepsi separace smési probehla pii programu 10, hodnoty reten¢nich faktord,
asymetrie piki a hodnoty rozliSeni jsou zaznamenany v tabulce 13. Prvnim krokem
gradientového programu byla izokraticka eluce po dobu 5 minut pii sloZzeni mobilni faze
40/60 ACN/25 mM octanovy pufr o pH 4,5. Druhy krok zménil béhem 2 minut sloZeni
mobilni fiaze na 60/40 ACN/25 mM octanovy pufr o pH4,5. Mobilni faze 60/40
ACN/25 mM octanovy pufr o pH 4,5 byla poté vyuZzita k 2 minutové izokratické eluci.
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Pak nasledovala zména mobilni fize na 80/20 ACN/25 mM octanovy pufr o pH 4,5,
tento krok trval pouze 1 minutu. Do konce separace pak probihala izokratick4 eluce pii
separa¢nich podminkdch 80/20 ACN/25 mM octanovy pufr o pH 4,5. Na obazku 8 je
vidét samotnd seprace celé smési, pii které bylo dosazeno nejvyssiho rozliSeni mezi
analyty 2-HA (pik 1) a 1,2-DHA (pik 2), a to R =0,85. Tvar piku, néleZejici derivati

1,2-DHA vsak vykazoval zna¢nou asymetrii. Doba analyzy nepifekroc¢ila 15 min.

Tabulka 13: Separace smési 2-HA, 1,2-DHA, 1,2,4-THA, 1-HA a 1,4-DHA pii pouZiti
gradientového programu 10, sloZeni mobilni fize ACN/25 mM octanovy pufr o pH 4,5, prutok
Fn=0,7 ml/min, UV detekce pfi 4 = 254 nm, p = 60 bar (k — reten¢ni faktor, R — rozliSeni, AS —

faktor asymetrie).

2-HA 1,2-DHA 1,2,4-THA 1-HA 1,4-DHA

k 3,27 3,58 491 5,83 6,85
R - 0,85 4,15 8,23 8,84
AS 1,15 3,69 1,26 1,13 1,58
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Obr. 8: Separace smési 2-HA (pik 1), 1,2-DHA (pik 2), 1,2,4-THA (pik 3), 1-HA (pik 4) a
1,4-DHA (pik 5) pfi pouZiti programu 10; pritok F,, = 0,7 ml/min, UV detekce pfi A = 254 nm.
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Zavér:

Byl hledén nejvhodnéjsi gradientovy program, ktery by zajistil retenci vSech analyti
ve zkoumané smési tak, aby analyza byla dostate¢né rychla a rozliSeni analyti 2-HA a
1,2-DHA bylo co nejvétsi. Jako nejvhodnéj$i program pro gradientovou eluci smési
studovanych analyti byl nalezen program 10, pii kterém nebyla retence Zadného

z analytd del$i neZ 15 minut a 2-HA se téméf dplné oddélil od 1,2-DHA.
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4.3 SEPARACE PTERINU

4.3.1 DETEKCE

Pro nalezeni nejvhodnéjSich podminek pro detekci studovanych pterini byla
proméiena jejich UV/VIS a fluorescen¢ni spektra. V tabulce 14 jsou zaznamendna
lokdlni maxima studovanych pterini v UV/VIS oblasti, pro méfeni byla jako

nejvhodné;jsi vinova délka zvolena 4 = 290 nm.

Tabulka 14: Vinové délky lokalnich maxim analytt v UV/VIS oblasti.

analyt A (nm)
biopterin 280 358
isoxanthopterin 290 348
leukopterin 304 340
xanthopterin 278 390

Tabulka 15: Vinové délky lokalnich maxim analyti ve fluorescencni oblasti.

analyt A (nm)
emisni excitaéni
biopterin 429 342
isoxanthopterin 402 376
leukopterin 416 365
xanthopterin 465 363

V tabulce 15 jsou zaznamenana lokalni maxima fluorescen¢nich spekter studovanych
latek, spektra byla méfena z diivodu ptirozené fluorescence studovanych ptering.

Pii méfeni fluorescen¢niho spektra biopterinu bylo zesileni fotondsobice nastaveno
na 900 V, emisni spektrum bylo méfeno pii excitaéni vlnové délce 427 nm, excitacni
spektrum bylo méfeno pfi emisni vinové délce 380 nm. U isoxanthopterinu bylo zesileni
fotondsobice nastaveno na 600 V, emisni spektrum bylo méfeno pfi excitacni vlnové
délce 376 nm, excitaéni spektrum bylo méfeno pifi emisni vinové délce 355 nm. Pti
proméreni danych spekter leukopterinu bylo zesileni fotondsobice nastaveno na 1200 V,
emisni spektrum bylo méfeno pfi excitaéni vinové délce 416 nm, excitaéni spektrum
bylo méfeno pii emisni vlnové délce 365 nm. Na zavér pak zesileni fotondsobice pro
xanthopterin bylo 650 V, emisni spektrum méfeno pii excitaéni vlnové délce 465 nm a

excitacni spektrum pfi vinové délce 361 nm.
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Pro pouziti fluorescen¢niho detektoru by byla vhodnd excitacni A =372 nm a emisni

A =428 nm.

4.3.2 SEPARACE STUDOVANYCH ANALYTU

Vzhledem k velice Spatné rozpustnosti standardi latek v béZnych organickych
rozpoustédlech bylo pro jejich pievedeni do roztoku vyzkouSeno né€kolik rozpoustédel

(methanol, acetonitril, voda a dimethylsulfoxid). Ackoliv byly v literatufe 30,32

nalezeny
zdznamy o velice dobré rozpustnosti téchto derivati ve vodé a ostatnich béZnych
organickych rozpoustédlech, nemohu toto tvrzeni potvrdit, nebot’ se rozpoustéla jen
velice nepatrnd mnoZstvi analytl, kterd pfi analyze nebyla detekovatelni. Nejlépe se
standardy rozpoustély v dimethylsulfoxidu (DMSO), proto bylo toto rozpoustédlo
pouZito pro piipravu zdsobnich roztokli vSech &tyf standardd — xanthopterinu,
isoxanthopterinu, leukopterinu a biopterinu.

Pro optimalizaci separace byly pouZity mobilni fize s vysokym obsahem vodného
roztoku 20 mM fosfitového pufru vkombinaci s methanolem jako organickym
modifikatorem mobilni fize. Tento postup byl zvolen na zikladé¢ obdobné studie
separace derivatii pterinu z ruménice pospolné, kdy pii nizkém obsahu methanolu
(4 obj. %) v mobilni fazi byly studovény analyty xanthopterin a isoxanthopterin. 32
V priibéhu optimalizace byl kvili rychlé retenci analyti i v mobilnich fazich s velmi

nizkym obsahem organického modifikdtoru studovan také vliv stacionarni faze

na pribéh separace.
4.3.2.1 Separace na koloné Purospher C18

Pro nalezeni vhodnych podminek metody pro separaci pterini byla nejprve pouZita
kolona Purospher C18. Na zakladé¢ dostupné literatury byly testovany mobilni féze,

ve kterych byl vysoky obsah 20 mM fosfatového pufru o hodnoté pH 3,0 s methanolem

jako organickym modifik4dtorem mobilni faze. Vysledky jsou shnrnuty v tabulce 16.
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Tabulka 16: Vliv obsahu MeOH v mobilni fizi na eluci xanthopterinu, isoxanthopterinu,
leukopterinu a biopterinu v mobilni fizi MeOH/20 mM fosfiatovy pufr pH 3,0, pritok
F = 0,7 ml/min, UV detekce pii 4 =290 nm, kde £ je retenc¢ni faktor.

SloZeni MF xanthopterin isoxanthopterin leukopterin biopterinu
20/80 k 0,19 0,15 0 0
15/95 k 0,21 0,24 0,13 0,16
10/90 k 0,24 0,52 0,21 0,32

5/95 k 041 0,88 0,36 0,62

Z tabulky 16 je vidét, Ze 1 v mobilnich fazich s nizkym obsahem methanolu byla
retence vSech derivati kratka. Se sniZujicim se obsahem methanolu v MF se retence
velmi mim¢ prodluZzovala a v mobilni fazi s nejniZz§im proméfovanym obsahem
methanolu v mobilni fazi (5/95 MeOH/20 mM fosfatovy pufr pH 3,0) vSechny
studované analyty eluovaly do 10 minut. Pro mobilni fazi o tomto sloZeni byl sledovany
vliv pH 20 mM fosfatového pufru na retenci analytii a symetrii piki s ohledem najit
takovou hodnotu pH pufru vedouci k prodlouZeni retence derivati pterinu. Byly
pfipraveny pufry o hodnotach pH 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 a 7,0). Vysledky dosaZené pfi

riznych hodnotéch pH pufru jsou sumarizovany v tabulce 17.

Tabulka 17: Vliv zmény pH fosfatového pufru na retenci analyti a symetrii pikd v mobilni fazi
5/95 MeOH/20 mM fosfatovy pufr, priutok F,, =0,7 ml/min, UV detekce pti 4 =290 nm (k —

reten¢ni faktor, AS — faktor asymetrie).

pH pufru xanthopterin isoxanthopterin leukopterin biopterin
25 k 0,35 0,85 0,30 0,45
’ AS 0,50 0,35 0,38 0,29
3.0 k 0,41 0,88 0,36 0,62
’ AS 0,73 0,46 0,75 0,96
3.5 k 0,52 0,94 0,43 0,71
’ AS 0,70 0,33 0,45 0,41
40 k 0,60 0,98 0,49 0,75
’ AS 0,69 0,25 0,30 0,29
45 k 0,48 0,89 0,48 0,55
’ AS 1,26 0,38 0,37 0,40
70 k 0,29 0,67 0,23 0,25
’ AS 1,46 0,27 0,80 0,38

Z tabulky 17 je patrné, Ze pii zvySujicim se pH fosfatového pufru retencni faktory
rostou, nabyvaji maxima pfi hodnoté¢ pH 4,0 a pak opét klesaji. Mimé se zlepSuje

1 symetrie piki do hodnoty pH 3,0 a pak se opét zhorSuje. Nejvice symetrické piky byly
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N

pozorovany pii pouZziti 20 mM fosfatového pufru o pH 3,0, a proto bylo v dalsi ¢asti

préace pracovéno s touto hodnotou pH fosfatového pufru.

Zavér:

Pti pouziti kolony Purospher C18 bylo z hlediska retence a pfipadné separace pterind
nalezeno jako nejlepsi sloZeni mobilni faze 5/95 (v/v) MeOH/20 mM fosfatovy pufr
pH 3,0. VSechny analyty eluovaly z kolony pfi té€chto podminkéch do 10 minut, av§ak

retence nebyla dostate¢né velikd, aby se daly analyty od sebe oddélit ve smési.

4.3.2.2 Separace na koloné LiChrospher 100 RP-8

Cwvw 2/

kratka a tudiZ nebylo na kolon€ Purospher moZné rozdélit analyty ve smési, byla jako
druhd vyzkouSena kolona LiChrospher 100 RP-8. Tato staciondrni faze obsahuje
oktylovy fetézec navdzany na silikagelovy nosi¢ a tudiZ je tato stacionarni faze
polarngjsi neZ kolona Purospher C18 s navdzanym oktadecylovym fetézcem. PouZitd
mobilni faze se sklddala opét z20 mM fosfatového pufru o hodnoté¢ pH 3,0
s methanolem jako organickym modifikatorem mobilni fize a byly proméroviny MF

s nizkym obsahem methanolu. Vysledky jsou shrnuty do tabulky 18.

Tabulka 18: Vliv slozeni mobilni fize MeOH/20 mM fosfitovy pufr pH 3,0 na retenci
studovanych analytu, prutok F, =0,7 ml/min, UV detekce pfi 4 =290 nm, kde k je retenci

faktor.
SloZzeni MF xanthopterin isoxanthopterin leukopterin biopterin
20/80 k 0,10 0,15 0,10 0
10/90 k 0,38 0,59 0,23 0,36
5/95 k 0,47 0,81 0,32 0,65
3/97 k 0,50 0,91 0,31 0,76

Ztabulky 18 lze vidét, Ze se sniZujicim se obsahem organického modifik4toru
v mobilni fazi dochdzelo k ndristu retencnich faktorti. Oproti ptredpokladu doslo
v korespondujicich MF k velmi mimmému zkriceni retence u leukopterinu a
isoxanthopterinu, u xanthopterinu a biopterinu se retence lehce prodlouZila na koloné

LiChrospher 100 RP8 vzhledem ke koloné Purospher C18. Nejvétsich rozdili
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v reten¢nich faktorech bylo dosaZeno v mobilni fazi o poméru acetonitril/pufr 3/97 (v/v)
a pii tomto sloZeni MF byla vyzkouSena i separace smési analytii, a proto byly
pfipraveny 3 smési. Prvni smés se sklddala z xanthopterinu a isoxanthopterinu (pomér
1:1), druhd smés byla pfipravena z leukopterinu a isoxanthopterinu (pomér 3:7) a
posledni smés obsahovala xanthopterin, isoxanthopterin a leukopterin (pomér 2:2:1).
Vzhledem ktomu, Ze biopterin eluoval v retenénich c¢asech velice blizkych
xanthopterinu, nebyl pouZit pro pfipravu Zadné smési standardui, protoZe by se od néj ve
smési nedal oddélit.

Zatimco doSlo k pé¢knému rozdéleni obou bindrnich smési, ptfi separaci ttisloZkové
smési (leukopterin, xanthopterin a isoxanthopterin) dochédzelo ke koeluci analyti
leukopterinu a xanhtopterinu.

Na obrizku9 je zaznamenan chromatogram analyzy smeési leukopterinu a
isoxanthopterinu pti separacnich podminkach 3/97 (v/v) MeOH/20 mM fosfatovy pufr
pH 3,0. Vz4djemné rozliSeni téchto dvou analyti bylo 2,57.

odezva (mV)
o
T

¢as (min)

Obr. 9: Separace smési leukopterinu (pik 1) a isoxanthopterinu (pik 2) v mobilni fazi 3/97
MeOH/20 mM fosfatovy pufr pH 3,0 pfi pritoku F, = 0,7 ml/min a UV detekci 4 = 290 nm.

Na obrazku 9 je vidét, Ze leukopterin jeSt¢ nemd dostate¢né vysokou retenci pro

Uplné oddéleni se od mrtvého €asu. VSechny analyty eluovaly z kolony v ¢ase krat§im

nez 5 minut.
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Zavér:

Pouziti kolony LiChrospher 100 RP-8 nepfineslo podstatnéjsi prodlouZeni retence
vSech vSech studovanych analytd. Nejvhodnéj$i mobilni fazi pro analyzu pterini na této
kolon¢ se jevila mobilni faze 3/97 (v/v) MeOH/20 mM fosfatovy pufr pH 3,0 o pritoku
mobilni faze F,, = 0,7 ml/min a pfi UV detekci A =290 nm. V této mobilni fazi se podatilo
i oddélit leukopterin od isoxanthopterinu a xanthopterin od isoxanthopterinu. Pfi

separaci xanthopterinu ve smési s leukopterinem dochézelo k jejich vzajemné koeluci.

4.3.2.3 Separace na koloné Spherisorb ODS-2

ProtoZe vyména oktadecylové stacionarni faze za oktylovou staciondrni fazi
nepfinesla vyraznéji del$i eluci derivati pterinu, byla jako tfeti testovana kolona
Spherisorb ODS-2. Tato kolona obsahovala opét vizané oktadecylové fetézce na
silikagelovy nosi€, aviak na rozdil od dvou predchozich kolon byla dvakrét tak dlouha.
Pro reten¢ni a separacni chovani sledovanych analytd byla pouZita opét mobilni faze,
kterd se skladala z methanolu a 20 mM fosfatového pufru o pH 3,0. Vysledky ziskané

pro rizny obsah methanolu v MF jsou shrnuty v tabulce 19.

Tabulka 19: Vliv sloZeni mobilni fize MeOH/20 mM fosfatovy pufr pH 3,0 na retenci

studovanych analytdi, pritok F, =0,7 ml/min, UV detekce pfi 4 =290 nm, kde k je retencni

faktor.

SloZzeni MF xanthopterin isoxanthopterin leukopterin biopterin
20/80 k 0,15 0,20 0,12 0,20
10/90 k 0,41 0,76 0,37 0,50

5/95 k 0,72 1,44 0,67 0,98

Z tabulky 19 je patrné, Ze zdvislost reten¢nich faktorti na obsahu methanolu v MF méa
obdobny trend jako v pfipadé dvou jiZ proméfenych staciondrnich fazi, tedy se
sniZujicim se obsahem organického modifikatoru v mobilni f4zi dochézi k prodlouzeni
retence vSech studovanych analytd. Pfi porovnani retencnich faktorti jednotlivych
analyti ziskanych v mobilni fazi 5/95 (v/v) MeOH/20 mM fosfatovy pufr pH 3,0 na
vSech tfech testovanych staciondrnich fazi (tab. 15 vs. 17 vs. 18) je zfejmé, Ze nejvyssi

hodnoty byly ziskdny na koloné Spherisorb ODS-2. VSechny analyty eluovaly z kolony
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do 10 minut. BohuZel ani za téchto experimentdlnich podminek nedosSlo k oddéleni
leukopterinu od xanthopterinu. Separace smési leukopterinu a isoxanthopterinu a
xanthopterinu a isoxanthopterinu se vSak zlepSila. Na obr. 10 je vidét separace smési

leukopterinu a isoxanthopterinu.

14

12

10

odezva (min)
(o2}
T

Obr. 10: Separace smési leukopterinu (pik 1) a isoxanthopterinu (pik 2) pfi separacnich
podminkéch 5/95 MeOH/20 mM fosfatovy pufr pH 3,0, pritok F, = 0,7 ml/min, UV detekce pri
A =290 nm.

Za relativné optimalizovanych separa¢nich podminek byl analyzovén realny vzorek.
Nejprve byl piipraven vzorek ze Stitkti knéZic (viz kap. 3.3.2). Redlny vzorek byl
naddvkovan na kolonu a na obrdzku 11 je vidét jeho seprace v MF 5/95 (v/v)
MeOH/20 mM fosfatovy pufr pH 3,0 pfi pritoku mobilni faze Fi, = 0,7 ml/min a UV
detekci pfi A = 290 nm.
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Obr. 11: Separace redlného vzorku ziskaného ze Stitki knéZice pdasované pii separa¢nich
podminkach 5/95 MeOH/20 mM fosfatovy pufr pH 3,0, prutok F, = 0,7 ml/min, UV detekce pfi
A =290 nm.

Na obrazku 11 je vidét, Ze se z rozdrcenych $titkd do roztoku dostaly 3 latky. Podle
srovnani retencich Casti se standardy lze predpoklddat, Ze pik 2 patii leukopterinu a
pik 3 isoxanthopterinu (separace této smeési je na obrazku 10). Pik 1 neodpovida retenci
Zadného z naSich standardu. Pro potvrzeni identifikace piki 2 a 3 byla pouzita metoda
standardniho piidavku. K redlnému vzorku (90 pl) bylo pfidano10 pl zasobniho roztoku
standardu isoxanthopterinu a 10 pl zasobniho roztoku leukopterinu. Takto pfipraveny
vzorek byl opét analyzovén za identickych experimentalnich podminek. Vysledek této

analyzy je zaznamenan na obrazku 12.
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Obr. 12: Separace smési redlného vzorku ziskaného ze Stitkd knéZice pasované s piidavkem
leukopterinu (pik 2) a isoxanthopterinu (pik 3) pfi separa¢nich podminkéch 5/95 MeOH/20 mM
fosfatovy pufr pH 3,0, prutok F,, = 0,7 ml/min, UV detekce pfi 4 = 290 nm.

Z porovnani chromatogrami na obr. 11 a 12 je zfejmé, Ze pik 2 odpovidé standardu

leukopterinu a pik 3 standardu isoxanthopterinu.

Zavér:

Bylo nalezeno vhodné sloZeni mobilni faze pro analyzu smési standardii leukopterinu
a isoxanthopterinu a xanthopterinu a isoxanthopterinu. Pfi pouZiti kolony Spherisorb
ODS-2 a mobilni faze 5/95 (v/v) MeOH/20 mM fosfatovy pufr pH 3,0 doSlo také
k separaci smési latek izolovanych ze §titkli knéZice pasované. Separace tohoto vzorku
probihala do 10 minut. Na zdkladé¢ srovnani jednotlivych piki s proméfenymi
standardnimi latkami a na zdklad¢ ptidavki standardi k redlnému vzorku byly
v redlném vzorku identifikovany 2 analyty — leukopterinu a isoxanthopterin. Pik ¢. 1 na
chromatogramu se nepodafilo identifikovat. Vzhledem ktomu, Ze nebyl dostupny
erythropterin ve formé standardu, je mozné, Ze tento pik nélezel pravé erythropterinu.

Ptiprava erythropterinu a identifikace piku 1 bude pfedmétem dal$iho studia.
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5 ZAVER

Byla vypracovana analyticki HPLC metoda pro separaci 1-acetyl-2,4,5,7-tetra-,
1,3,6,8-tetra- a 1l-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinoni - sekundarnich
metaboliti produkovanych houbou Geosmithia lavendula. Pro separaci byla pouZita
kolona Purospher RP-18e.

Byly nalezeny vhodné vinové délky pro UV detekci studovanych analyti.

Bylo zji§t€no, Ze bindrni mobilni faize MeOH/25 mM octanovy pufr pH 4,0 je vhodna
pro separaci smési 1-acetyl-2,4,5,7-tetra- a 1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinonu, bohuzel
v téchto methanolickych mobilnich fazich nedochazi k eluci
1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinonu.

Acetonitril jako organicky modifikdtor mobilni fize byl zhlediska separace
1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinonu ~ podstatné¢ ~ vyhodnéj§i.  Separace
1-acetyl-2,4,5,7,8-penta- a 1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu s dostate¢nym
rozliSenim probé&hla aZ pfi nizkém obsahu acetonitrilu jako organického modifikétoru
v mobilni fazi 25/75 (v/v) ACN/25 mM octanovy pufr pH 4,0 pti pritoku mobilni faze
0,7 ml/min. BohuZel v acetonitrilovych mobilnich fazich nebylo moZné detekovat
1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinon.

Vhodnou alternativou pro separaci smési vSech tii derivati se ukazala byt ternarni
mobilni faze MeOH/ACN/25 mM octanovy pufr s nizkymi obsahy obou organickych
sloZzek. V mobilni fazi 15/35/50 (v/v/v) MeOH/ACN/25 mM octanovy pufr byl
sledovan i vliv pH pufru na retenci a separaci studovanych analyti. Jako nejvyhodnéjsi
se jevila hodnota pH =4,5. NejvhodnéjSi experimentdlni podminky se skladaly z
mobilni faze o sloZeni 15/35/50 (v/v/v) MeOH/ACN/25 mM octanovy pufr o pH =4,5
pfi pritoku mobilni faze 0,7 ml/min, pfi nichZ do§lo v ramci smési vSech tii derivati
k nejlep$imu rozdéleni 1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinou a
1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu a 1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinon byl jesté
dobfie detekovatelny.

Dale byla vyvinuta analytickdi HPLC metoda pro separaci smési 1-hydroxy-,
2-hydroxy-, 1,2-dihydroxy-, 1,4-dihydroxy- a 1,24-trihydroxyanthrachinonu. Pro vyvoj

metody byly vyzkouSeny dvé kolony - Zorbax Extend-C18 (umozZilujici pracovat i
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v oblasti pH vys§i nez 7) a PurospherRP-18e (vykazujici dobrou symetrii pikd diky
sniZenému obsahu kovii v silikagelové matrici a Gi¢inné deaktivaci silanolovych skupin).

Jako organicky modifikdtor mobilni fiaze byl zvolen acetonitril, ve kterém se
studované derivaty dobie rozpoustély, vodna slozka reversniho separa¢niho médu byla
realizovana riznymi typy pufrii (boritovy, fosfitovy, octanovy). Byl sledovan vliv
obsahu acetonitrilu, typu pufru a jeho hodnota pH (v rozmezi 4,5 - 9,5) na retencni
chovani jednotlivych derivati i jejich smési. Bylo zjiSténo, Ze vys$i obsah acetonitrilu a
vys$8i hodnoty pH pufru v mobilni fazi nejsou pro retenci vétSiny analytd vhodné,
protoZze dochazi k jejich velmi rychlé eluci. Za podminek izokratické eluce se jako
nejvhodnéjSi podminky pro separaci smési 1-hydroxy-, 2-hydroxy-, 1,2-dihydroxy-,
1,4-dihydroxy- a 1,24-trihydroxyanthrachinonu jevila mobilni fazi 45/55 (v/v)
ACN/25 mM octanovy pufr o pH 4,5 pfi pritoku mobilni faze 0,7 ml/min.

Kvili nizkému rozliSeni analyti 2-hydroxy- a 1,2-dihydroxyanthrachinonu byl
hledan vhodny gradientovy program pro separaci celé studované smési tak, aby analyza
smési byla dostate¢né rychld a rozliSeni 2-hydroxy- a 1,2-dihydroxyanthrachinonu bylo
co nejvetsi. Z deseti testovanych programti se jako nejlepsi ukazal program 10, sloZeny
z péti krokil, kombinujici linearni gradientovou i izokratickou eluci P¥i pouZiti tohoto
programu eluovaly vSechny analyty ve smési v €ase kratSim neZ je 15 minut a bylo
dosazeno nejvysSiho rozliSeni mezi analyty 2-hydroxy- a 1,2-dihydroxyanthrachinonu
(R =0,85).

Na zévér byla navrZena analytickd HPLC metoda pro separaci ¢tyf standardi
derivath pterinu (xanthopterin, isoxanthopterin, leukopterin a biopterin), které by mohly
byt obsazené v cCerveném zbarveni Stitku knéZice péasované (Graphosoma
semipunctatum).

Byly nalezeny vhodné vinové délky pro UV a fluorescenéni detekci studovanych
analyti.

Separacni systém byl v tomto piipadé realizovan binarni mobilni fazi s methanolem
Jako organickym modifikdtorem. Pro zajisténi dostate¢né retence jednotlivych derivata
pterint byly studovany mobilni faze s velmi nizkym obsahem methanolu (20 - 3 obj. %)
v kombinaci s 20 mM fosfatovym pufrem o pH 2,5 - 7, nebo pouze 3,0. Postupné byly
testovany tfi kolony — Purospher C18, LiChrospher 100 RP-8 a Spherisorb ODS-2.

Prvni dvé se liSily délkou navdzaného alkylového fetézce. Na obou kolonich dochéazelo
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k velmi rychlé eluci studovanych analytd iv mobilnich fazich s nejniZz§im
proméfovanym obsahem methanolu. Na koloné¢ LiChrospher 100 RP-8 v mobilni fazi
5/95 (v/v) MeOH/20 mM fosfitovy pufr pH3,0 doSlo sice krozdéleni smési
leukopterinu a isoxanthopterinu a smési xanthopterinu a isoxanthopterinu, avSak pfi
separaci smési leukopterinu a xanthopterinu dochazelo k jejich vzajemné koleluci.

Jako tfeti byla vyzkouSena opét oktadecylova staciondrni faze, avSak dvojnisobné
délky. Za pouziti této kolony doslo k prodlouZeni retence vSech derivati v testovanych
mobilnich fazich. Nejvhodnéj$i mobilni fazi byla opét smés 5/95 (v/v) MeOH/20 mM
fosfatovy pufr pH 3,0. Za téchto podminek doSlo k eluci vSech studovanych analyti,
analyza nepfesdhla 10 minut a také doSlo k separaci smési leukopterinu a
isoxanthopterinu a smési xanthopterinu a isoxanthopterinu. Za téchto optimalizovanych
podminek byl analyzovdn redlny vzorek, izolovany ze Stitki knéZice pasované.
Na zdklad€¢ srovnéni jednotlivych piki ziskanych separaci redlného vzorku s piky
korespondujicimi se standardy byly identifikovany 2 ze 3 piku redlného vzorku, a to
jako leukopterin a isoxantopterin. Pro potvrzeni identifikace byla pouZita metoda

standardniho pridavku. Tteti pik se nepodatilo identifikovat.

59



6 LITERATURA

[1] Moravcovd, J.: Biologicky aktivni prirodni ldtky. Vysokd Skola chemicko-
technologicka v Praze, Fakulta potravindiské a biochemické technologie, Ustav chemie
pfirodnich latek; V Praze 2006 (interni studijni pomicka). Dostupné na URL:
<http://www.vscht.cz/lam/new/bapl2003-01.pdf> [cit. 5.3.2009]

[2] Ahmed, S.; Fujii, S.; Kishikawa, N.; Ohba, Y.; Nakashima, K.; Kuroda, N.:
Selective determination of quinones by high-performance liquid chromatography
with on-line post column ultraviolet irradiation and peroxyoxalate chemiluminescence

detection. Journal of Chromatography A 1133, 76-82 (2006).

[3] Novotna, P.: Stanoveni barviv vyskytujicich se v historickych textiliich metodami

HPLC a CE. Diplomova prace. PfF UK v Praze, Katedra analytické chemie 1998.

[4] Novotnd, P.; Pacikova, V.; Bosikova, Z.; Stulik, K.: High-performance liquid
chromatographic determination of some anthraquinone and napthoquinone dyes

occuring in historical textiles. Journal of Chromatography A 863, 235-241 (1999)

[5] Svobodova, E.: Kapildrni elektroforéza anthrachinonovych barviv pouZivanych
v uméleckych dilech. Diplomové prace. PfF UK v Praze, Katedra analytické chemie
2006.

[6] Orska-Gawrys, J.; Surowiec, I.; Kehl, J.; Rejniak, H.; Urbaniak-Walczak, K.;
Trojanowicz, M.: Identification of natural dyes in archeological Coptic textiles by liquid
chromatography with diode array detection. Journal of Chromatography A 989,
239-248 (2003).

[7] Szostek, B.; Orska-Gawrys, J.; Surowiec, I.; Trojanowicz, M.: Investigation
of natural dyes occurring in historical Coptic textiles by high-performance liquid
chromatography ~ with UV-VIS and mass spectrometric detection. Journal

of Chromatography A 1012, 179-192 (2003).

60



[8] Blanc, R.; Espejo, T.; Lopez-Montes, A.; Torres, D.; Crovetto, G.; Naval6n, A.;
Vilchez, J. L.: Sampling and identification of natural dyes in historical maps and

drawings  byliquid  chromatography  with diode-array  detection.  Journal

of Chromatography A 1122, 105-113 (2006).

[9] Ismail, N. H.; Ali, A. M.; Aimi, N.; Kitajima, M.; Takayama, H.; Lajis, N. H.:
Anthraquinones from Morinda elliptica. Phytochemistry 45:8, 1723-1725 (1997).

[10] Zhang, H.-X.; Liu, M.-C.: Separation procedures for the pharmacologically
active components of rhubarb. Journal of Chromatography B 812, 175-181 (2004).

[11] Verma, S.C.; Singh, N.P.; Sinha, A. K.: Determination and locational
variations in the quantity of hydroxyanthraquinones and their glycosides in rhizomes
of Rheum emodi using high-performance liquid chromatography. Journal

of Chromatography A 1097, 59-65 (2005).

[12] Liu,C.-L.; Zhu,P.-L.; Liu, M.-C.: Computer-aided development of
a high-performance liquid chromatographic method for the determination of

hydroxyanthraquinone derivates in Chinese herb medicine rhubarb. Journal of

Chromatography A 857, 167-174 (1999).

[13] Kolaiik, M.: Fascinujici svét podkorniho hmyzu: houbové symbiézy. Ziva 2,
73-75 (2004).

[14] Kubatova, A.; Kolatik, M.; Prasil, K.; Novotny, D.: Bark beetles and their
galleries: well-known for little known fungi, case of Geosmithia. Czech Mycology 55,
1-18 (2004).

[15] Kolatik, M.: Host preference, taxonomy, diversity and host range of fungi
associated with bark beetles with an emphasis on the genus Geosmithia in temperate

Europe. Disertacni prace. PftF UK v Praze, Katedra botaniky 2006.

61



[16] Kiesinova, Z.: Studium sekunddrnich metabolitii houby Geosmithia Lavendula.

Diplomova prace. PfF UK v Praze, Katedra analytické chemie 2007.

[17] Vanikova,J.: Separace polyhydroxyanthrachinonovych derivdtu metodou

HPLC. Bakalafska prace. PfF UK v Praze, Katedra analytické chemie 2007.

[18] Tomandl, J.: Pteriny. Chemické listy 92, 689-697 (1998).

[19] Cho,D. W, Kim,S.H., Yoon, M.; Jeoung, S.Ch.: Transient Raman
spectroscopic studies on the excited-state intramolecular reverse proton transfer

in 1-hydroxyanthraquinone. Chemical Physics Letters 391, 314-320 (2004).

[20] Fain, V.Y.; Zaitsev,B.E.; Ryabov, M. A.: Metal complexes with
1-hydroxyanthraquinone and its derivates: Electronic absorption spectra and ligand

structures. Russian Journal of Coordination Chemistry 32, 610-613 (2006).

[21] Sousa, A. T. de; Bessler, K. E.; Lemos, S. S.; Ellena, J.; Gatto, C. C.: Organotin
complexes of Alizarin and Purpurin. Zeitschrift fiir anorganische und allgemeine

Chemie 635, 106-111 (2009).

[22] Copikova, J.; Uher, M.; Lapéik, O.; Moravcovd, J.; Draar, P: Pfirodni barevné
latky. Chemické listy 99, 802-816 (2005).

[23] Cardenas, C.; Quesada, A. R.; Medina, M. A.: Evaluation of the anti-angiogenic
effect of aloe-emodin. Cellular and Molecular Life Sciences 63, 3083-3089 (2006).

[24] Fain, V.Y.; Zaitsev, B. E.; Ryabov, M. A.: Tautomeric and conformational
isomerism of natural hydroxyanthaquinones. Chemistry of Natural Compounds 42:3,

269-276 (2006).

[25] Kwon, Y.-S.; Koh, J.-Y.; Song, D.-K.; Kim, H.-Ch.; Kwon, M.-S.; Choi, Y.-S.;

Wie, M.-B.: Danthron inhibits the neurotoxicity induced by various compounds causing

62



oxidative damages including B-amyloid (25-35) in primary cortical cultures. Biological

and Pharmaceutical Bulletin 27:5, 723-726 (2004).

[26] Kumar, M.; Rathore, D. P. S.; Singh, A. K.: Quinalizarin anchored on Amberlite
XAD-2. Anew matrix forsolid-phase extraction of metal ions for flame atomic
absorption spectrometric determination. Fresenius Journal of Analytical Chemistry 370,
377-382 (2001).

[27]  obrazek  ploStice, pfevzato  zinternetu, dostupné na  URL:

<http://farm1.static.flickr.com/71/173893285_a7b1a45437.jpg?v=0> [cit. 24.9.2008]

[28] Watt, W. B.: Pteridine biosynthesis in the butterfly Colias eurytheme. Journal
of Biological Chemistry 242:4, 565-572 (1967).

[29] Niva, C. C.; Takeda, M.: Color changes in Halyomorpha brevis (Heteroptera:
Pentatomidae) correlated with distribution of pteridines: regulation by environmental
and physiological factors. Comparative Biochemistry and Physiology B 132, 653-660
(2002).

[30] Melber, C.; Schmidt, G. H.: Body colouration related to the deposition
of pteridines in the epidermis and other organs of Dysdercus species (Insecta;
Heteroptera: Pyrrhocoridae). Comaparative Biochemistry and Physiology A 116:1,
17-28 (1997).

[31] Socha, R.; Némec, V.: Coloration and pteridine pattern in a new, yolk body
mutant of Pyrrhocoris apterus (Heteroptera: Pyrrthocoridae). FEuropean Journal

of Entomology 93, 525-534 (1996).

[32] Porcar, M.; Bel, Y.; Socha, R.; Némec, V.; Ferré, J.: Identification of pteridines
in the firebug, Pyrrhocoris apterus (L) (Heteroptera, Pyrrhocoridae)
by high-performance liquid chromatography. Journal of Chromatography A 724,
193-197 (1996).

63



[33] Socha, R.; Némec, V.: Pteridine analysis in five body-color mutations of
Pyrrhocoris apterus (Heteroptera, Pyrrhocoridae). Acta Entomologica Bohemoslovaca

89, 195-203 (1992).

[34] Cabrerizo, F. M.; Thomas, A. H.; Lorente, C.; Dantola, M. L.; Petroselli, G.;
Erra-Balsells, R.; Capparelli, A. L.: Generation of reactive oxygen species during the

photolysis of 6-(hydroxymethyl)pterin in alkaline aqueous solutions. Helvetica Chimica

Acta 87, 349-365 (2004).

[35] Zorzi, G.; Redweik, U.; Trippe, H.; Penzien, J. M.; Thony, B.; Blau, N.:
Detection of sepiapterin in CSF of patients with sepiapterin reductase deficiency.

Molecular Genetics and Metabolism 75, 174-177 (2002).

[36] Melber, Ch.; Schmidt, G. H.: Quantitative variations in the pteridines during
the post-embryonic development of Dysdercus species (Heteroptera: Pyrrhocoridae).

Comparative Biochemistry and Physiology B 108:1, 79-94 (1994).

[37] Ziegler, 1.; McDonald, T.; Hesslinger, Ch.; Pelletier, I.; Boyle, P.: Development
of the pteridine pathway in the zebrafish, Danio rerio. Journal of Biological Chemistry
275, 18926-18932 (2000).

[38] Grygar, T.; Kuckova, S:; Hradil, D.; Hradilové, D.: Electrochemical analysis
of natural solid organic dyes and pigments. Journal of Solid State Electrochemistry 7,

706-713 (2003).

[39] Kinjo, J.; Ikeda, T.; Watanabe, K.; Nohara, T.: An anthraquinone glycoside
from Cassia angustifolia leaves. Phytochemistry 37:6, 1685-1687 (1994).

[40] Liou,M.-J.; Wu,P.-L.; Wu, T.-S.: Constituents of the roots of Rubia
yunnanensis. Chemical and Pharmaceutical Bulletin 50 (2), 276-279 (2002).

64



[41] Koyama,J.; Morita, l.; Tagahara, K.; Bakari,J.; Aqil, M.: Capillary
electrophoresis of Anthraquinones from Cassia siamea. Chemical and Pharmaceutical

Bulletin 50 (8), 1103-1105 (2002).

[42] Li, Y.; Qi S.; Chen,X; Hu,Z: Separation and determination
of the anthraquinones in Xanthophytum attopvensis pierre by nonaqueous capillary

electrophoresis. Talanta 65, 15-20 (2005).

[43] Bosdkov4, Z.; Coufal, P.; Jelinek, L.; Pacdkovd, V.; Seveik, J. G. K.; Stulik, K.:
Analytické separacni metody. Skriptum Univerzity Karlovy v Praze. Dotisk 1. vydani.

Praha, Nakladatelstvi Karolinum, 2005.

[44] Boséakova, Z.; Persl, J; Jegorov, A: Determination of lucidin in Rubia tinctorum
aglycones by an HPLC method with isocratic elution. Journal of High Resolution
Chromatography 23:10, 600-602 (2000).

[45] Derksen, G. C. H.;  Niederldnder, H. A. G.; Beek, T. A.van:  Analysis
of anthraquinones in Rubia tinctorum L. byliquid chromatography coupled

with diode-array UV and mass spectrometric detection. Journal of Chromatography A

978, 119-127 (2002).

[46] Husain, S.; Sarma, P. N.; Rao, K. S. R.; Lakshmi, V. V. S.: Separation and
determination of reaction mixtures of anthraquinone by gas chromatography. Journal

of chromatography A 685, 356-359 (1994).
[47] Wyk, B.-E.; Yenesew, A.; Dagne, E.: Chemotaxonomic survey
of anthraquinones and pre-anthraquinones in roots of Aloe Species. Biochemical

Systematics and Ecology 23:3, 267-275 (1995).

[48] Huber,J. F. K.;Lamprecht, G.: Assay of neopterin in serum by means of

two-dimensional high-performance liquid chromatography with automated column

65



switching using three retention mechanisms. Journal of Chromatography B 666,

223-232 (1995).

[49] Altindag, Z. Z.; Baydar, T.; Isimer, A.; Sahin, G.: Neopterin as a new biomarker
for the evaluation of occupational exposure to silica. International Archives of

Occupational and Environmental Health 76, 318-322 (2003).

[50] Tomandl, J.; Tallov4,J; Tomandlova, M.; Palyza, V.: Determination of total
oncopterin, neopterin and biopterin in human urine by high performance liquid
chromatography with solid phase extraction. Journal of Separation Science 26, 674-678
(2003).

[51] Wormell, P.; Gready, J. E.: Electronic spectra of some pterins and deazapterins.

Chemical Physics 179, 55-69 (1994).

[52] Coufal, P.: High Performance Liquid Chromatography, HPLC. Dostupné
na URL: <http://www.natur.cuni.cz/~pcoufal/hplc.html> [cit. 9. 3. 2009]

66



