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SEZNAM ZKRATEK

A ... plocha piku

ACN ... acetonitril

AS ... faktor asymetrie piku

CZE ... kapilarni zénova elektroforéza

F ... objemovy pritok mobilni faze

h ... vySka piku

H ... vyskovy ekvivalent teoretického patra

HCOOH ... kyselina mravenci

H,O ... voda

HPLC ... vysokouéinna kapalinova chromatografie

IR ... infracervena oblast

k ... reten¢ni faktor

Kp ... distribu¢ni konstanta

K., k. ... koeficienty pro soubor analytickych vysledkii o poctu n (nej¢astéji pro hladinu
vyznamnosti 0,05)

L ... délka kolony

Ly, ... interval spolehlivosti

LC-MS ... kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

MEKC ... micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie

MeOH ... methanol

MS ... hmotnostni detekce

n ... pocet teoretickych pater

NMR ... nukledrni magneticka rezonance

NP-HPLC ... kapalinova chromatografie s normalnimi fazemi

O\, On ... kritéria pro vylouceni odlehlych vysledki podle Deanova a Dixonova testu
Ok ... kritické kritérium pro vylouceni odlehlych vysledkl podle Deanova a Dixonova
testu

R ... rozpéti souboru

R, ... rozliSeni

RP-HPLC ... kapalinovéa chromatografie s obracenymi fazemi



s ... smérodatna odchylka

s, RSD ... relativni smérodatna odchylka
Iv ... mrtvy ¢as

I ... retencni Cas

t'’r ... redukovany retenéni ¢as

TLC ... tenkovrstvd chromatografie
UV ... utrafialova oblast

Vi ... objem mobilni faze

VM ... mrtvy retenéni objem

Vk ... retencni objem

V'’k ... redukovany reten¢ni objem

Vs ... objem stacionarni faze

VIS ... viditeln4 oblast

We, W1, W1 ... Sitka piku pii zdkladné

wip ... Sitka piku v poloving jeho vysky
X1y Xns Xn-15 Xmaxs Xmin -.. NaME&fené hodnoty
X ... sttedni hodnota

ais ... selektivita

A ... vlnova délka

o ... smérodatna odchylka



1 UVOD

Yo

hmyzu. Ktrovce najdeme v lyku a dfevé naprosté vétSiny stromu, ale také uvniti ovoce,
v semenech, v fapicich listd, v duznin¢ vétvicek, ve stoncich bylin, véetné kapradin, ¢i
ve vzdudnych kofenech mangrovli. Mnozi z nich dokaZou Zit ve zcela odlisnych tkanich
Sirokého spektra hostiteld a riznymi zpisoby k tomu vyuzivaji symbiotické houby.
Za pomoci dfevokaznych hub zni¢i kirovci miliony stromt ro¢né v celé holarktické
oblasti, jiné houby zase péstuji jako vyhradni potravu pro své larvy.

Jiz na konci kiidy pravdépodobné zacala symbidza kirovch s vieckovytrusnymi
houbami z tadu Ophiostomatales na jehlicnanech - araukariich. VétSina karovetl si
»Sv€“ houby piendsi v mykangiich (mikroskopickych zlaznatych prohlubnich
vyplnénych olejovitymi tekutinami). Do mykangii se klrovclim zachytavaji spory
symbiotickych hub rostoucich v jejich rodném poZerku a ven jsou vyplavovany jen
tehdy, kdyz ktrovec tvofi zavrt v novém hostitelském stromé a jeho mykangia vyluéuji
zvySené mnozstvi olejovitych latek. Spory hub byvaji pienaseny také roztoci, ktefi se na
kdirovce pfichytavaji a cestuji spolu s nim."?

Vyzkum kirovcl na katedie botaniky Ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy
spolu s Mikrobiologickym tstavem Akademie véd Ceské republiky (MBU AV CR)
odhalil, Ze nékteré druhy ktrovcl jsou spojeny s vieckovytrusymi hyfomycety rodu
Geosmithia. Tyto dtive ptehlizené houby jsou asociovany s asi 40 druhy kirovcu, které
napadaji listnaté stromy, byliny i konifery po celém svété. Je znamo jiz sedm druht
téchto hub a dalsi jesté nejsou popsany. Jeden kirovec muze prenaset aZ 5 riznych
druhli rodu Geosmithia. V soucasné dobé probiha studium sekunddrnich metabolitii
téchto hub, které by mohlo vést k nalezeni novych, komerén¢ vyuzitelnych latek,
a mohlo by pfispét k odhaleni ekologické role téchto hub v pozercich karovei.?

Pro prvni studie sekundarnich metaboliti byl vybran fialové sporulujici druh
Geosmithia lavendula, ktery se hojné vyskytuje na n€kolika druzich klirovcl v oblasti
Sttedozemniho mote. Tento vyrazny fialovy pigment se pievazné sklada
z hydroxylovanych anthrachinoni (tetra- a pentahydroxyderivati), i1 kdyz jejich
produkce je u dobfe kultivovatelnych hub (jako jsou Geosmithia spp.) velmi vzacna.

Tyto pigmenty by se daly vyuzit jako velmi stabilni barviva a mofidla textilii.



Vyznamné jsou také proto, Ze hydroxylované anthrachinony vykazuji fadu biologickych
aktivit (antibakterialni, antifungalni, cytostatickou, antimalarickou). Druh Geosmithia
lavendula obsahuje celou fadu zatim neidentifikovanych extracelularnich produktu.
Jejich identifikaci a testy na biologickou aktivitu se zabyva tym z MBU AV CR vedeny

Dr. M. Fliegerem. Analyza ostatnich druht rodu Geosmithia se ptipravuje.

CiL PRACE

Tato prace se zabyva vypracovanim analytické HPLC metody pro separaci dvou
majoritnich  (1-acetyl-2,4,5,7-tetra- a 1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinon)
ajednoho minoritniho (1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinon) metabolitu, které jsou

izolovany z houby rodu Geosmithia lavendula.



2 TEORETICKA CAST

2.1 HYDROXYDERIVATY ANTHRACHINONU

Chinonova barviva jsou nejrozsifené€j$i skupinou ptirodnich barviv. Lze je nalézt
v kofenech a kufe rostlin a stromu, dale se mohou podilet na celé¢ fadé zbarveni
nékterych druhG hub a barevnych vymeéskd né€kterych druhd broukt. Do skupiny
chinonovych barviv patii derivaty benzochinonu, naftochinonu, anthrachinonu
a dalSich. U téchto derivati se velice ¢asto nachédzi jedna nebo vice hydroxylovych
skupin, na které byva cCasto navazana cukerna slozka, zejména glukosa nebo
L-rhamnosa.*

Hydroxylované derivaty anthrachinonu se pouzivaly jiz od starovéku k barveni
textilii.>*7 Od konce 19. stoleti jsou pro barveni textilii vyuZivana syntetickd, podstatné
levné;jsi a dostupnéjsi barviva, a v sou¢asnosti nachazeji hydroxyderivaty anthrachinonu
uplatnéni v zemédé€lstvi a v potravinaiském a farmaceutickém primyslu.

Byla provedena fada studii rostlin, které se pouzivaji napiiklad v tradi¢ni ¢inské
mediciné. Bé¢hem nich bylo prokazéano, Ze tyto rostliny, jejichZ nejriizn€jsi Casti se
pouzivaji k 1éCeni fady zdravotnich problémi a onemocnéni (napi. nechutenstvi, bolesti
hlavy, cholera, prijem, hore¢ka, hemeroidy), obsahuji celou fadu anthrachinonovych
derivati.®

Derivaty anthrachinonu lze rozdélit podle zdroje jejich vyskytu v ptirodé,

strukturniho uspofadani ¢i poctu substituenta.
2.1.1 Monohydroxyderivaty anthrachinonu
Do této skupiny patfi 1-hydroxy-9,10-anthrachinon, u kterého byla studovana

schopnost tvofit vodikové vazby °, a 2-hydroxy-9,10-anthrachinon. Oba tyto derivaty se

pouzivaji jako ptirodni barviva.



2.1.2 Dihydroxyderivaty anthrachinonu

Mezi tyto derivaty se fadi nejznaméjs$i 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) izolovano z kofene moteny barviiské (Rubia tinctorum).

Quinizarin (1,4-dihydroxyanthrachinon) je hnédofialovy prasek, ktery se ziskava
z indické moieny (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 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 u¢inky."

Dale sem je$t¢ patéi danthron (1,8-dihydroxyanthrachinon) a anthrarufin

(1,5-dihydroxyanthrachinon).

2.1.3 Trihydroxyderivaty anthrachinonu

Purpurin (1,2,4-trihydroxyanthrachinon) patii mezi barviva izolovana z mofeny
barvitské (Rubia tinctorum), dfive byla tato barviva hojné pouzivana k barveni textilii.
Spoleéné s alizarinem se pouzivala k barveni azZ do 19. stoleti, kdy byl alizarin pfipraven
synteticky.

Emodin (6-methyl-1,3,8-trihydroxyanthrachinon) se nachazi v podobé glykosidu —
fragulinu v kofeni rebarbory a v bukové kufe. Lze ho také najit v nékterych houbach
rodu Penicillium a v rostlinach bézné pouzivanych v tradi¢ni ¢inské medicing, které

vykazuji protinadorovou aktivitu.'

2.1.4 Tetrahydroxyderivaty anthrachinonu

Karminova kyselina (7-pB-D-glukopyranosyl-3,5,6,8-tetrahydroxy-1-methyl-9,10-
dioxoanthracen-2-karboxylova kyselina) je Cervené barvivo. Pouzivd se k barveni
alkoholickych napoju nebo drazé, v cytologii a jako indikator. Je izolovéna z tél

sami¢ek ¢ervce nopalového (Coccus cacti L.), ktery Zije ve Stiedni a Jizni Americe.



Lakaova kyselina je souhrnny ndzev pro pét velmi si podobnych hydroxylovanych
derivati anthrachinonu, které se v pfirodé vyskytuji ve smési. Ziskava se
z pryskyfi€nych skofapek, které obsahuji sekret hmyzu Coccus lacca, ktery Zije na
stromech rodu Genus ficus v Indii.

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

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

2.2 ANALYZOVANE LATKY
2.2.1 Tetrahydroxyderivaty anthrachinonu
1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinon

OH O OH

HO O‘O OH

0]
0] OH

1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinon

OH O OH

HO O‘O oH

0]
2.2.2 Pentahydroxyderivaty anthrachinonu
1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinon

OH O OH

HO I I I OH

OH O
O OH



2.3 METODY POUZIVANE K ANALYZE PRIRODNiCH BARVIV
K analyze ptirodnich barviv se nej¢astéji vyuZivaji nasledujici metody:
e mikrochemické dikazy
e celektrochemické metody
e spektralni metody
e elektromigra¢ni metody

e chromatografické metody

Mikrochemické dikazy >’

Jsou to jednoduché, selektivni reakce barviv s Cinidly, slouzZici k piedb&éZnému
odliSeni pfirodnich a syntetickych barviv, poptipadé¢ k identifikaci konkrétnich
pfirodnich barviv. Dnes jsou vyuZivany ptedev§im k orienta¢nim dikazim pfirodnich

barviv.

Elektrochemické metody ’

Pii analyze né€kterych anthrachinonovych barviv se da vyuzit i elektrochemickych
metod. Vyuzivaji jevy spojené s pienosem elektrického naboje ptes fazové rozhrani
a s transportem nabitych ¢astic v roztoku.

Voltametricky bylo zjisténo, Ze odezva detektoru pro polyhydroxyanthrachinony je
linearné zavisla na poétu —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 piirodnich barviv se <&asto provadi prostiednictvim
spektralnich metod, které vyuzivaji absorpce ¢i emise kvant energie molekulami
analyzovanych latek. Patfi sem infracervena spektrometrie (ve spojeni s Foutierovou
transformaci), Ramanova spektrometrie, rentgenova fluorescencni spektrometrie,
absorpéni fluorescen¢ni spektrometrie a molekulova absorpéni spektrometrie v UV/VIS
oblasti. Struktura neznamych latek se ur¢uje pomoci NMR.

Spektrometrie v UV/VIS oblasti je nejpouzivanéjsi ze viech spektralnich metod. Je

to metoda citliva, jednoducha a hlavné levna.



Z kofene rostliny Rubia yunnanensis byly izolovany a pomoci IR spektrometrie
popsany Ctyii nové naftohydrochinony spole¢né s dalSimi jedenacti slozkami, jednou
z nich byl nap#. i xanthopurpurin."

Vodikové vazby u 1-hydroxy-9,10-anthrachinonu byly studovdny i s vyuzitim

Ramanovy spektrometrie.’

Elektromigraéni metody ’

Elektromigra¢ni metody jsou zaloZeny na pohybu nabitych molekul v elektrickém
poli. Jsou to metody obecné poskytujici vysokou ucinnost a dostateénou rychlost
separace. VyZaduji mala mnozZstvi vzorku a ostatnich ¢inidel.

Derivaty anthrachinonu (chrysophanol, emodin, cassiamin A a B izolované z rostliny
Cassia siamea) byly separovany micelarni elektrokinetickou kapilarni chromatografii."
Chromatografické metody > "

Spole¢né s elektromigraénimi metodami patfi chromatografické metody k nejvice
pouzZivanym metodam pro separaci piirodnich latek. Pro identifikaci a stanoveni
anthrachinonovych derivati se velmi ¢asto vyuziva tenkovrstva chromatografie (pro
svoji jednoduchost a minimalni naroky na laboratorni vybaveni) a HPLC ve spojeni
s UV-VIS nebo hmotnostni detekci (pro vysokou separa¢ni u¢innost a citlivost detekce).

Na silikagelové desce bylo ve vyvijejici soustavé hexan/aceton/terc-butanol
(85:10:5) separovano pét nejvyznamnéjsi anthrachinoni z rebarbory.'® Nejvice
pouzivanou chromatografickou metodou je vysokoucinna kapalinova chromatografie na
obracenych fazich. Metodou RP-HPLC byly separovany hydroxylované derivaty
anthrachinonu v mobilnich fazich ACN/H,O s 1% piidavkem HCOOH p#i riznych
pomérech vodné a organické slozky a pH vodné slozky mobilni faze v rozmezi 2,2 - 2,8,
dale v mobilni fazi MeOH/0,2 M octanovy pufr, rozmezi pH 3,5 - 5,5 a v mobilni fazi
MeOH/0,1 M citratovy pufr pH 2,5 (izokraticky i za pouziti gradientové eluce).”*

V literatufe nebyly doposud publikovany Zadné udaje o separaci analytd studovanych

v této praci.



2.4 HPLC > ™"

Vysokoucinna kapalinova chromatografie se vyvinula z chromatografie plynové na
zacatku 70. let minulého stoleti. Stacionarni faze obsahuji malé ¢astice pravidelného
tvaru a jednotné velikosti, které homogenné vypliuji celou kolonu. Tento jev spole¢né
s vysokym tlakem mobilni faze zaru€uje vysokou ucinnost systému. Vzorku se davkuji
jen mala mnozstvi, v fadech desitek mikrolitri. K detekci se pouzivaji vysoce citlivé
detektory, jejichz signal je zaznamenavan pocitatem.

Prostfednictvi HPLC lze analyzovat Sirokou $kalu vzorka: ionty, latky polarni
i nepolarni, malo tékavé, tepelné¢ nestabilni i vysokomolekularni. Touto metodou
muZeme rozdélit az 80 % vSech zndmych latek. Separace se da velice dobie ovliviiovat
zménami stacionarni nebo mobilni faze.

Nejbéznéjsi pouzivanou technikou chromatografie je eluéni technika. Latky, které
maji byt rozdéleny, jsou nadavkovany do kolony a poté unaseny kontinualné protékajici

mobilni fazi. Schéma kapalinového chromatografu je uvedeno na obr. 1.

CHADM A OGRAM
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Obr. 1: Schéma kapalinového chromatografu (ptevzato z ')

Po rozdéleni latek ziskame v pocita¢i zdznam — chromatogram. Ten se sklada
z elucnich kfivek, neboli pikii separovanych latek.

Z chromatogramu se pak da odecist mrtvy ¢as kolony (#u), to je Cas, ktery stravi latky
v mobilni fazi, a reten¢ni ¢asy (#r) jednotlivych analyti, ty jsou pro rizné latky odlisné a
zavisi na dobé&, po kterou jsou jednotlivé analyty zadrZovany stacionarni fazi. Z té€chto

veli¢in miZe byt vypocitan mrtvy objem kolony (Vu) — vztah (1), reten¢ni objemy

10



jednotlivych analytd (Vr) — vztah (2), kde Fi, je objemovy pritok mobilni faze, a také

redukované hodnoty reten¢nich ¢ast (¢ 'r) a objemu (V' ’r) — vztah (3), respektive (4).

vV, =F,-t, =V, (1)
Ve=F,1, @)
I',=t, 1, (3)
V'e=V,-V, (4)

Redukované retenéni hodnoty, na rozdil od prostych hodnot objemi nebo ¢ast, jsou
nezavislé na délce kolony a da se pomoci nich vyjadfit retenéni faktor — vztah (5), kde
Kb je distribuéni konstanta, V; je objem stacionarni a ¥, objem mobilni faze.

V' V,

k:tizV :KD.V" (5)
M M

m

-~

Latky lze eluovat z kolony n€kolika zpisoby:
a) mobilni fazi o konstantnim slozeni - izokratickou eluci
b) zménou elu¢ni sily skokem

¢) kontinualni zménou eluéni sily podle uréitého programu - gradientovou eluci
2.4.1 Stacionarni faze

U napliiovych kolon je dileZita velikost a uspofadani ¢astic. Cim mensimi &asticemi
je kolona naplnéna, tim je 0innost separace vys$si. Bézné€ pouzivané kolony jsou
naplnény c¢asticemi o velikosti 5 nebo 10 um, dostupné jsou ale i komeréni naplné
s Casticemi o velikosti 2 um i menS$imi.

Je mozné pouzit i monolitické kolony, které jsou vyplnény polymerem o definované
porovitosti. Tyto kolony maji velkou mechanickou stabilitu a odolnost vii¢i zménam pH
a zarucuji vysokou ucinnost separace i pii vysokych priitocich mobilni faze.

Nejbéznéji pouzivané napliové kolony maji délku 5 - 25 cm, vnitini primeér n¢kolik
milimetrti (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.

11



2.4.2 Mobilni faze

Mobilni faze se v kapalinové chromatografii vyrazné podili na separa¢nim procesu.
SloZeni mobilni faze se da ovlivnit zménou slozeni rozpoustédel, pH, iontové sily,
iontové-parovymi Cinidly apod. Mobilni faze je charakterizovana zejména polaritou
a selektivitou, v detektoru by méla davat minimalni signal, mit nizkou viskozitu,
stladitelnost a byt malo toxicka.

Polarita je schopnost rozpoustédla podilet se na polarnich interakcich.

Selektivita — vztah (6) je definovana jako relativni retence dvou sousednich analyt.

Cim je hodnota a,, vét3i, tim je systém selektivn&jsi.

Q=" =7"=7— (6)

2.4.3 Popis separacniho déje

Separace vysokoucinnou kapalinovou chromatografii probiha v separa¢ni koloné
naplnéné stacionarni fazi (sorbentem), kterou protékd mobilni faze (eluent). D¢leni
probiha na zaklad€ rozdilnych interakci mezi mobilni fazi a analytem, interakci mezi
mobilni a stacionarni fazi a rozdélovani 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 zptiisobu zadrZzovani a déleni
separovanych latek na n€¢kolik skupin:

e rozdé€lovaci chromatografie

e adsorpéni chromatografie

e gelova permeacéni chromatografie

e iontové-vyménna chromatografie

e iontové-parova chromatografie

e afinitni chromatografie

12



Podle povahy mobilni faze rozliSujeme dva druhy HPLC:

e chromatografie s normalnimi fazemi (NP-HPLC) — stacionarni faze je polarni
a mobilni faze je nepolarni (nejCastéji pentan, heptan, chloroform a jejich smési).

¢ chromatografie s obracenymi fazemi (RP-HPLC) — stacionarni faze je nepolarni,
mobilni faze je polarni (nejéastéji methanol, acetonitril, tetrahydrofuran, voda
a jejich smési).

Reversni chromatografii se da rozdélit Siroké spektrum latek. Stacionarni fazi je
nejcasté]i silikagel, ktery je modifikovan nepolarni slozkou, nejcastéji oktylem nebo
oktadecylem. Diky nepolarnimu charakteru lze tyto stacionarni faze velmi dobie
kombinovat s polarnimi organickymi rozpoustédly, které se daji smisit s pufrem, vodou,
kyselinami, bazemi, iontové-parovymi ¢inidly nebo chirdlnimi selektory, pouzivanymi
jako slozka mobilni faze.

K separaci analytli se nejéastéji vyuZivaji reversni stacionarni faze, které maji fadu
vyhod:

e pouziti pro Siroké spektrum analytt

e dé se pouZit Sirokd Skala mobilnich fazi

e reversni  chromatografie = je  experimentdln¢  jednoducha,  rychla

a reprodukovatelna metoda

e reversni chromatografie se svodnymi mobilnimi fazemi da aplikovat i na

biologické materialy

a i n¢kolik nevyhod:

e maji velmi komplikovany mechanismus, ktery zatim neni zcela objasnén

¢ nejcasté]i pouzivané staciondrni faze jsou na bazi silikagelu, silikagelova matrice

je stabilni jen v omezeném rozsahu pH

Separace latek zavisi na rozdilu jejich reten¢nich objemt (V) a na Sifce jejich
koncentracnich profild (w,) — vztah (7), kde w, je Sitka piku pii zdkladné¢ a O je
smérodatna odchylka.

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

uréuje separa¢ni Gginnost kolony — vztah (8). Cim vy3si je pocet teoretickych pater (n),
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tim vys3i je separacni Gcinnost kolony a tim nizsi je vySkovy ekvivalent teoretického

patra (H) — vztah (9), kde L je délka kolony.

2
n=5545.| Lr ®)
Wi
2
H = £ = L Wiz 9)
n 5545 1,

Kromé selektivity a,, charakterizuje miru separace dvou piki i rozlileni R;j, které je
definovana vztahem (10), kde w; a w; je Sitka piku pii zdkladné dfive, respektive pozdéji
eluyjicich piki. Aby doslo k rozliseni dvou latek aZ na zékladni linii, musi byt hodnota
Rij = 15.

2:(te, ~te,) 2-A,

R = =
" W, 4w, W, +w, (10)

Faktor asymetrie piku (A4S) je veli¢ina, ktera charakterizuje miru odli$nosti daného
piku od jeho gaussovského tvaru. Optimalni hodnota faktoru asymetrie se pohybuje

v rozmezi 0,98 — 1,02 a v idedlnim ptipad¢é miiZze nabyvat hodnoty 1,00.
2.4.4 Instrumentace v HPLC

Schéma kapalinového chromatogramu je uvedeno na obr. 1. Na ultrazvuku
odplyn&na mobilni faze je ptivadéna ze zasobni lahve do &erpadla. Cerpadlo musi byt
vysokotlaké a musi zajist'ovat konstantni, reprodukovatelny a bezpuzlni pritok mobilni
faze. NejCastéji se pouzivaji Cerpadla dvoupistova. Z ¢erpadla je mobilni faze vedena na
davkovaci kohout se smyckou. Vzorek se do davkovaci smycky davkuje injekéni
stifkatkou. Davkovani je reprodukovatelné a da se snadno automatizovat. Po
nadavkovani je vzorek pfivadén na kolonu. Ta je nejéastéji vyrobena z nerezové oceli.
Odtud putuje analyt do detektoru a signal z detektoru je vyhodnocen pomoci pocitace.
Jednotlivé ¢asti kapalinového chromatogramu jsou propojeny spojovacimi kapilarami.

Material, ktery se pouzivda v HPLC, musi byt mechanicky a chemicky odolny
a povrchové neaktivni, aby nepfispival k rozmyvéni elu¢nich kfivek analytii. Proto se
nejcastéji pouziva nerezova ocel, sklo nebo nékteré plasty.

Na detektory jsou kladeny vysoké pozadavky, zvlasté pak signal detektoru by mél
byt stabilni a reprodukovatelny, dale by mél byt dostate¢né citlivy.
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Detektory nejcastéji pouzivané v HPLC:

e spektrofotometricky detektor — nejpouzivanéjsi z detektorti kvili svoji
jednoduchosti, univerzalnosti, dostate¢né Sirokému linearnimu dynamickému
rozsahu a kompatibilité s gradientovou eluci

e fluorimetricky detektor — selektivni a citlivy detektor pro latky schopné
fluorescence

o refraktometricky detektor — méné citlivy a selektivni detektor, zaloZeny na
méfeni indext lomu

o clektrochemické detektory — selektivni detekce, méti se vodivost nebo elektricky
proud odpovidajici oxidaci nebo redukci analytt

e hmotnostni detektor (MS) — univerzalni, vysoce selektivni a citlivy detektor,

umoziuje identifikaci analytii na zakladé poméru jejich hmotnosti a ndboje

2.5 STATISTICKE VYHODNOCEN{ ANALYTICKYCH VYSLEDKU "* "

Kazdé méfeni je vétSinou zatizeno n€jakou chybou. Chyby jsou pfi€inou toho, ze pii
opakovanych meéfeni stejnych vzorki stejnymi postupy dostdvame vysledky, které se
mohou lisit od skute¢né hodnoty i mezi sebou navzajem.

Chyby, kterymi mohou byt vysledky zatizeny se déli na chyby ndhodné, hrubé
a systematické. Chyby systematické zat€¢Zuji vysledky analyzy jednim smérem, jejich
pfi¢inu Ize v principu odhalit, pokud se nejedna o analyzu neznamého vzorku. Chyby
nahodné jsou pfi¢inou odchylek mezi stfedni hodnotou a jednotlivymi vysledky méfeni.
Tyto chyby ovliviiuji pfesnost analyzy.

Nezbytnou soucasti kazdé analyzy je urceni piesnosti méfeni hodnoty stanovované
veliCiny. Pfesnost analyzy se urCuje statistickym zpracovdnim opakovanych méteni
vysledkai.

Odlehlé vysledky se daji vyloucit pomoci Deanova a Dixonova testu pro odlehlé
vysledky. Naméfené hodnoty musi byt sefazené od nejmensi po nejvétsi, z tohoto
uspofadani se vypocitd rozpéti R souboru vysledkil podle vzorce (11), kde xm. je
nejvétsi z namérenych hodnot a x,,;, je nejmensi z naméfenych hodnot.

R = xmax _xmin = xn _xl (11)
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Pak se vypo¢ita kriterium Q, podle vztahu (12) a kriterium Q, podle vztahu (13), kde O,

a @, jsou kritéria pro vylou€eni odlehlych vysledkd podle Deanova a Dixonova testu.

X, — X,
0 ==z (12)
xn _xn—l
0, r— (13)

Kritéria O, a Q, se pak porovnavaji stabelovanou kritickou hodnotou kritéria pro
vylou¢eni odlehlych vysledki Ok pro dany poc¢et méfeni n v souboru. Pokud je Q,> Ok
nebo O,> Ok, pak jsou dané vysledky podle Deanova a Dixonova testu odlehlé a musi
byt vylouc¢eny ze souboru méteni.

Jako stfedni hodnota se pro maly pocet méfeni pouziva median, pro velky pocet
meéfeni lze pouzit aritmeticky primér z naméfenych hodnot.

Smérodatna odchylka s pro mensi soubory analytickych vysledki se odhaduje
z vypocitaného rozpéti souboru a tabelovaného koeficientu k,, ktery je tabelovan pro n
méfeni (nejcastéji pro hladinu vyznamnosti 0,05). Vypocet smérodatné odchylky s je
dan vztahem (14). Cim je smérodatna odchylka mensi, tim jsou vysledky piesngjsi.

s=k, R (14)

Relativni smérodatna odchylka s, se vypocita podle vztahu (15), kde X je velikost
sttedni hodnoty vysledkl. Vyjadiuje se v procentech, to znamend po vynasobeni
vysledku 100.

§
S, ==

r

(15)

X

Mira shodnosti naméfenych hodnot je dana intervalem spolehlivosti L, ktery udava
interval, v némzZ se nachazi hledany parametr s jistou pravdépodobnosti. Pti hodnoceni
soubori vysledkii se nejéastéji pouziva koeficient spolehlivosti 0,95. Interval
spolehlivosti L, se vypocita podle vztahu (16), kde K, je tabelovany koeficient pro
soubor vysledkli o poétu méfeni » (pro hladinu vyznamnosti 0,05).

L,=K, R (16)
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 POUZITE CHEMIKALIE

e acetonitril R CHROMASOLV pro kapalinovou chromatografii (Sigma-Aldrich,
Némecko)

e methanol CHROMASOLV pro vysokou¢innou kapalinovou chromatografii
(Sigma-Aldrich, Némecko)

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

e amoniak — vodny roztok (min. 25%, p.a., Lachema, Neratovice, 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
istavu AV CR skupinou Dr. Fliegera; jejich struktura byla uréena pomoci NMR a

hmotnostni spektrometrie.”
3.2 POUZITE PRISTROJE

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

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

K separaci vzorkii byl pouzit kapalinovy chromatograf, ktery se skladal
z vysokotlaké pumpy model PU 4015, UV detektoru model PU 4020 (Pye Unicam,
Cambridge, UK) a S3esticestného ventilu Rheodyne 77251 (Cotati, CA, USA) se
smy¢kou o objemu 20 pul. Vzorky byly davkovany stfikatko Hamilton o objemu 25 pl
(Reno, Nevada, USA). Pii proméfovani teplotni zavislosti byla kolona termostatovana
v termostatu Mistral model Spark (Mistral, Holandsko). Pokud neni uvedeno jinak, byla

vSechna meéfeni provadéna pii teploté 22 + 2 °C.
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Pufr pouzivany v mobilnich fazich byl upraven na poZzadované pH pomoci pH-metru
model 3510 (Jenway, UK). Mobilni faze byly sonifikovany na ultrazvuku model
LC 30H (Némecko).

Me¢fteni byla provadéna na koloné¢ LiChroCart 125-4 Cartridge Purospher RP-18e,
125 x 4,0 mm L.D., velikost zrnéni 5 pm (Merck, Némecko) a byla pouzita pfedkolonka
LiChroCart 4-4 Purospher RP-18e, 1,0 x 4,0 mm 1.D. (Merck, Némecko).

Ke sbéru a vyhodnoceni naméfenych dat byly pouzity programy CSW32 (DataApex,
Praha, CR) a Origin 7.0 (OriginLab Corporation, USA).

3.3 POSTUPY

3.3.1 Vybér kolony

Na zakladé literarnich udaji >° byla pro separaci studovanych analyti vybrana
kolona Purospher RP-18e. Kolona Purospher je vhodnd pro déleni kyselin, bazi
i chelata¢nich ¢inidel. V silikagelové matrici této kolony je oproti jinym druhiim kolon
snizen obsah kovi a volné silanolové (—OH) skupiny jsou dodate¢né deaktivovany. Tato
kolona v fad¢ ptfipadi vykazuje uspokojivou reprodukovatelnost vysledkd, vysokou

separa¢ni Gi¢innost dosaZzenou velmi dobrou symetrii piki.”'

3.3.2 Priprava pufru

Pufr, pouzity na pfipravu v§ech mobilnich fazi, byl 25 mM 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) piidavkem
pfislusného objemu vodného roztoku amoniaku. Poté byl objem pufru v odmérné barice
doplnén na celkovy objem 500 ml.

Pufr o pH 4,0 byl pouZit pro mobilni faze MeOH/25 mM octanovy pufr
a ACN/25 mM octanovy pufr.

Pro mobilni fazi MeOH/ACN/25 mM octanovy pufr byly proméfeny vSechny
hodnoty pH pufru.
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3.3.3 Priprava zasobnich roztoku analyti a jejich Fedéni

Zasobni roztoky 1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu a
1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinonu byly pfipraveny rozpusténim 0,5 mg
pevného vzorku v 1 ml MeOH.

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

Vsechny piipravené zasobni roztoky mély koncentraci c¢=0,5 mg/ml a byly
uchovavény v chladu a temnu.

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

Pfi ptipravé smési vice analyti byly pouzity fedéné vzorky zasobnich roztokt a byly

smichany v poméru 1:1.

3.3.4 Priprava studovanych latek k proméreni jejich UV-VIS spektra

K prométeni UV-VIS spekter zkoumanych analytd byly pouZity 20x ziedéné zasobni
roztoky 1-acetyl-2,4,5,7-tetra- a 1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinonu, jejich
koncentrace tedy byla ¢ = 0,025 mg/ml.

Byly proméfovany methanolické roztoky obou analyti v kyveté o délce /=1 cm

oproti methanolu.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 DETEKCE

K zajisténi dostate¢né citlivosti detekce byla proméfena UV-VIS spektra
analyzovanych latek — 1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu a 1-acetyl-2,4,5,7,8-
pentahydroxyanthrachinonu. Spektra byla proméfena v rozpéti vinovych délek

200 - 800 nm. Ziskané dil¢i vysledky jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1. Vinové délky lokalnich maxim analyta (¢ = 0,025 mg/ml)

analyt A (nm)

1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinon 224 256 292 311 455
1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinon 225 271 320 537 -

Standard 1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinonu nebyl k dispozici, protoZe je minoritni
slozkou pigmentu ziskaného z houby Geosmithia lavendula, a proto nemohlo byt jeho
UV-VIS spektrum proméfeno, ale ptedpokladalo se, Ze tento analyt bude vykazovat
obdobné absorpéni vlastnosti jako 1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinon.

Pro detekci samotného 1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthachinonu a smési
l-acetyl-2,4,5,7- a 1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinonu byla zvolena vlnova délka
290 nm. Pro detekci samotného 1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinonu, smési
l1-acetyl-2,4,5,7,8-penta- a 1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu a smési
1-acetyl-2,4,5,7,8-penta-, 1-acetyl-2,4,5,7-tetra- a 1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinont

byla zvolena vlnova délka 270 nm.
4.2 SEPARACE STUDOVANYCH ANALYTU
4.2.1 Volba separaéniho systému
Jak jiZ bylo uvedeno v kapitole 3.3, byla pro separaci studovanych analytti vybrana
oktadecylova stacionarni faze a bylo méfeno v reversnim separa¢nim modu. V pribéhu

celého experimentu bylo pracovano izokraticky a byl sledovan vliv slozeni mobilni

faze, pratokové rychlosti a teploty na retenci studovanych analytt. Byly pouzity mobilni
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faze MeOH/25 mM octanovy pufr, ACN/25 mM octanovy pufr, MeOH/ACN/25 mM
octanovy pufr, pH pufru vrozmezi 3,5 az 5,5 s proménnym obsahem organického

modifikatoru v mobilni fazi.

4.2.2 Methanol jako organicky modifikator mobilni faze

Vzhledem k tomu, Ze vSechny studované analyty jsou dobfe rozpustné v methanolu,
byl jako prvni organicky modifikator mobilni faze zvolen methanol. Druhou slozkou
mobilni faze byl 25 mM octanovy pufr o pH =4,0. V mobilnich fazich o rizném
objemovém poméru MeOH/25 mM octanovy pufr byly proméfeny nejprve samostatné
vzorky 1-acetyl-2,4,5,7-tetra- a 1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinonu. Poté
byla proméfena smés 1-acetyl-2.4,5,7- a 1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinonu. V tabulce 2
jsou sumarizovany vysledky ziskané proméfenim vlivu obsahu MeOH na retenci
1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachninonu p#i dvou riznych priatokovych rychlostech

mobilni faze.

Tabulka 2. Vliv obsahu MeOH v mobilni fazi MeOH/25 mM octanovy pufr pH 4,0 a prutokové
rychlosti mobilni faze na retenci l-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu (¢ = 0,05 mg/ml),

UV detekce pfi 4 =290 nm, kde £ je retencni faktor, AS je faktor asymetrie

o Fn=0,7 ml/min F,=1,3 ml/min
MeOH (%) k AS % 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
( - ... neméfeno)

Z tabulky 2 je vidét, Ze se sniZenim obsahu organické slozky v mobilni fazi se
zvySuje retence analytu. Tento trend je patrny pro obé proméfované priatokové rychlosti.
Piky jsou symetri¢t&jsi pti vy$Sim obsahu organického modifikatoru v mobilni fazi.

Na obr. 2 je ukazka chromatogramu 1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu pii
sloZeni mobilni faze 80/20 (v/v) MeOH/25 mM octanovy pufr pH 4,0 a pritoku mobilni

faze 1,3 ml/min.
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Obr. 2. Separace l-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu pii separaénich podminkach
80/20 (v/v) MeOH/25 mM octanovy pufr pH4,0 a pritok 1,3 ml/min, UV detekce pii
A=290 nm

Za stejnych experimentalnich podminek (sloZeni mobilnich fazi) jako pro
1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachninon, byla zmétena 1 smes
1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu a 1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinonu.
Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3. Vliv obsahu MeOH v mobilni fazi MeOH/25 mM octanovy pufr pH 4,0 a pritokové
rychlosti mobilni faze na retenci smési I-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu a
1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinonu, UV detekce pii 4 =290 nm, kde 4 a k; je retencni faktor
1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu, respektive 1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinonu, R,

je jejich vzajemné rozliseni a a, , je selektivita

MeOH Fn=0,7 ml/min Fn=1,3 ml/min
(%) k k> Ri> a2 ky ka R Q12
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
( - ... neméfeno)

Z tabulky 3 je patmné, Ze 1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinon byl na kolon¢ ve vSech

proméfovanych mobilnich fazich podstatné déle zadrzovan nez jeho acetylovany

22



analog. Se sniZujicim se obsahem MeOH v mobilni fazi dochazelo v ptipadé obou
derivatl k prodluZzovani retence a selektivity i rozliSeni mezi obéma derivaty stoupaly se
snizujicim se obsahem MeOH v mobilni fazi. V Zadné z vySe promé&fovanych mobilni
fazich bohuzel nedoSlo k eluci 1-acetyl-2,4,5,7,8-penthydroxyanthrachinonu do
120 minut. Na obr.3 je ukazka rozdéleni smési 1-acetyl-2,4,5,7- a
1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinonu zméfené pii slozeni mobilni faze 80/20 (v/v)

MeOH/25 mM octanovy pufr pH 4,0 a pratoku mobilni faze 1,3 ml/min.
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Obr. 3. Separace 1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu (pik 1) a

1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinonu (pik 2) v mobilni fazi 80/20 ACN/25 mM octanovy pufr
pH 4,0 a pritoku F, = 1,3 ml/min, UV detekce pii 4 =290 nm

Zavér:

Bylo zjisténo, Ze binarni mobilni faze MeOH/25 mM octanovy pufr pH 4,0 je vhodna
k rozdéleni smeési 1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu a
1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinonu. K velmi dobrému rozdéleni (R,, = 2,8) dochazi jiz
ve velmi kratkém eluénim case (do 3 minut). SniZenim obsahu MeOH (prutokové
rychlosti) 1ze snadno pfevést analytickou separaci do preparativniho modu.

Bohuzel je tato mobilni faze nevhodna pro analyzu

1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinonu.
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4.2.3 Acetonitril jako organicky modifikator mobilni fize

Protoze se 1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinon podafilo z kolony vymyt
Cistym acetonitrilem, byly vyzkouSeny mobilni faze s acetonitrilem jako organickym
modifikatorem. Jako druha slozka mobilni faze byl opét pouzit 25 mM octanovy pufr
pH 4,0. Nejprve byly proméfeny samostatn¢ vzorky 1-acetyl-2,4,5,7,8-penta- a
1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu.

V tabulce 4 jsou uvedeny vysledky, které byly ziskany proméfenim vlivu obsahu
ACN na retenci obou acetylovanych derivati pii priutokové rychlosti F,, = 0,7 ml/min.
V reverznim separaénim mddu mé acetonitril jako organicky modifikator mobilni faze
vy$si eluéni silu neZ methanol, proto byl nejvyssi proméfovany obsah ACN v mobilni

fazi nizsi nez v ptipadé methanolickych mobilnich fazi (viz kap. 4.2.2).

Tabulka 4. Vliv obsahu ACN v mobilni fazi ACN/25 mM octanovy pufr pH 4,0 na retenci
I-acetyl-2,4,5,7,8-penta- a l-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu (¥, = 0,7 ml/min,
koncentrace obou analytii ¢ = 0,05 mg/ml), UV detekce pii A =270 nm, kde £ je retencni faktor,
AS je faktor asymetrie

0 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

( - ... neméfeno)

Z tabulky 4 je vidét, Ze se snizujicim se obsahem ACN v mobilni fazi se zvySuje
retence obou studovanych analytl. Pfi nejvy$Sim proméfovaném obsahu acetonitrilu
dochazelo k velmi rychlé eluci 1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinonu, sniZenim
obsahu ACN v mobilni fazi na 30 obj. % a niZe do$lo k podstatnému prodlouZeni
retence obou derivatli doprovazenému zhorSenim v symetrii pika.

V tabulce 5 jsou zaznamenany hodnoty retence, rozliSeni a selektivity ziskané pti
separaci smési 1-acetyl-2,4,5,7-tetra- a 1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinnonu

v zavislosti na tiech obsazich ACN v mobilni fazi. Z tabulky 4 vyplynulo, Ze pfi téchto
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obsazich acetonitrilu v mobilni fazi (27 - 25 obj. %) by mohlo dojit k dostate¢nému

rozdéleni obou analytli i ve smé&si a nasledné i v redlném vzorku.

Tabulka S. Vliv obsahu ACN v mobilni fazi ACN/25 mM octanovy pufr pH 4,0 a pritoku
Frn=0,7ml/min. na retenci a rozliSeni smési Il-acetyl-2,4,5,7,8-penta- a
1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu, UV detekce pfi A =270 nm, kde &, a : je retencni
faktor 1-acetyl-2,4,5,7,8-penta-, respektive l-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu, R, je

jejich vzajemné rozliSeni a a; » je selektivita

Fn=0,7 ml/min

o
ACN (/o) ky k> R a2
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 sniZzenim obsahu acetonitrilu v mobilni
fazi doSlo ke znatelnému zvysSeni rozliSeni, zatimco selektivita zustala prakticky
nezménéna. Pfi porovnani hodnot retenénich faktori naméfenych v identickych
mobilnich fazich (pro jednotlivé derivaty (tabulka4) versus derivaty ve smési
(tabulka 5)) je patrné, Ze ve smési do§lo ke zkraceni jejich reten¢nich faktorti. Tento jev
neni neobvykly a byva zptisoben vzajemnym ovliviiovanim analytd ve smési. Na obr. 4
je  ukazka  separace smési  l-acetyl-2,4,5,7.8-penta- a  1-acetyl-2,4,5,7-
tetrahydroxyanthrachinonu.

Bohuzel v acetonitrilovych  mobilni  fazich se nepodafilo detekovat
1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinon. 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-tetrahydroxyanthrachinonu s 1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonem nebo
retence 1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinonu byla natolik vysoka, ze jeho pik jiz nemohl

byt detekovan.
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Obr. 4. Separace smési 1-acetyl-2,4,5,7,8-penta- (pik 1) a

1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu (pik 2) v mobilni fazi 25/75 (v/v) ACN/25 mM
octanovy pufr pH 4,0 a pritoku mobilni faze F,, = 0,7 ml/min, UV detekce pii A =270 nm

Zavér:

V bindrni mobilni fazi ACN/25 mM octanovy pufr pH 4,0 je mozné rozdélit smés
1-acetyl-2,4,5,7-tetra- a 1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinonu aZ na zakladni
linii. Separace probiha v ¢asovém intervalu do 45 minut. Bohuzel v acetonitrilové

mobilni fazi nedoslo k detekci 1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinonu.

4.2.4 Ternarni mobilni faze methanol/acetonitril/octanovy pufr

Vzhledem k tomu, Ze 1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinon nebyl detekovan v mobilni
fazi s acetonitrilem jako organickym modifikatorem a
1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinon neeluoval v mobilnich fazich obsahujicich
methanol, byla vyzkouSena terndrni mobilni faze s proménlivym obsahem MeOH a
ACN. Vodnou slozku mobilni faze tvofil 25 mM octanovy pufr o riznych hodnotach
pH (3,5 - 5.9).

Jako prvni byl hledan nejvhodnéjsi objemovy pomér vSech tfi slozek mobilni faze za
pritomnosti 25 mM octanového pufru pH 4,0. Vliv sloZeni mobilni faze na retenci a

separaci byl prométen pro 1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinon, smésny vzorek
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l-acetyl-2,4,5,7- a 1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinonu a smés 1-acetyl-2,4,5,7,8-penta-
s l-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonem (v poméru 1:1). Vysledky jsou uvedeny
v tabulce 6, ze které je vidét, Zze pokud doslo v dané fazi k vysoké retenci jednoho
z analytd, dalsi analyty (jejich smési) jiz v této fazi nebyly méfeny (napf. mobilni faze
s 40% MeOH a 10% ACN). Stejny princip byl aplikovan i pokud jeden z analyti m¢l
velmi kratkou retenci nebo podobnou s dal§imi proméfovanymi analyty.

Ztabulky 6 vyplyva, Ze akceptovatelnych retenci a dobrého rozliseni
1-acetyl-2,4,5,7,8-penta- a 1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu (kriticky par) je
dosazeno pti vysokém obsahu 25 mM octanového pufru v mobilni fazi. Pti zvySujicim
se obsahu MeOH v mobilni fazi se retence a rozlieni jednotlivych analytd snizuji.
V tabulce je tlusté¢ 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-tetrahydroxyanthrachinonu,
dilezitou pro jeho detekci, a rozliSeni témét na zakladni linii smési 1-acetyl-2,4,5,7,8-
penta- a 1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu (R = 1,13).

Pii tomto sloZeni (objemovych pomérech) mobilni faze byla proméfena zavislost
retence smeési vSech tfi 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-acetyl-2,4,5,7,8-penta- a 1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu se se
vzrustajici hodnotou pH nejprve zvysuje (maxima dosahuje pii pH = 4,5) a pak zacina
klesat. Rozliseni mezi 1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonem a 1,3,6,8-

tetrahydroxyanthrachinonem se se stoupajici hodnotou pH pufru zvysuje.
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Tabulka 7. Vliv pH 25mM octanového pufru v mobilni fazi 15/35/50 (v/v/v)
MeOH/ACN/25 mM octanovy pufr na retenci a rozliSeni smési 1-acetyl-2,4,5,7,8-
pentahydroxyanthrachinonu (k;), 1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxynthrachinonu (k;) a 1,3,6,8-
tetrahydroxyanthrachinonu (k;); pritok mobilni faze 0,7 ml/min, UV detekce pfi 4 =270 nm

pH ki k; k3 Ry, Rys 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

Vzhledem ktomu, Ze pfi Zadnych doposud proméfovanych experimentalnich
podminkach nedo$lo k rozdéleni 1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinonu a
1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxynthrachinonu aZ na zakladni linii, byl jest€ sledovéan vliv
teploty na retenci a separaci vSech tii analyti Pro teplotni studii byla zvolena mobilni
faze 15/35/50 (v/v/iv) MeOH/ACN/25 mM octanovy pufr o pH = 4,5, ve které bylo pro
smés vSech tfi analyti dosazeno doposud nejlepSiho rozliSeni kritického paru. Vliv
teploty byl sledovan v teplotnim intervalu 10-38 °C. Ziskané vysledky jsou

sumarizovany v tabulce 8.

Tabulka 8. Vliv teploty kolony na retenci a rozliSeni smési 1-acetyl-2,4,5,7,8-
pentahydroxyanthrachinonu (k;), 1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu (k) a 1,3,6,8-
tetrahydroxyanthrachinonu (k;) v mobilni fazi 15/35/50 (v/v/iv) MeOH/ACN/25 mM octanovy
pufr o pH 4,5; pritok mobilni faze 0,7 ml/min, UV detekce pii A =270 nm

T(OC) ki ky ks R 1,2 R2,3 a2 023
10 2,11 2,84 5,65 1,67 6,82 1,35 1,99
12 2,00 2,70 5,37 1,69 6,79 1,35 1,99
14 1,87 2,54 5,00 1,68 6,10 1,36 1,97
16 1,80 2,46 4,82 1,71 6,31 1,37 1,96
18 1,69 2,30 4,51 1,70 6,32 1,36 1,96
20 1,65 2,24 4,32 1,69 6,56 1,36 1,93
22 1,55 2,13 4,12 1,67 6,27 1,37 1,93
24 1,48 2,06 3,97 1,79 6,20 1,39 1,93
26 1,40 1,96 3,77 1,77 6,06 1,40 1,92
28 1,31 1,85 3,56 1,71 5,80 1,41 1,92
30 1,30 1,77 3,38 1,44 5,75 1,36 1,91
32 1,21 1,68 3,21 1,51 5,45 1,39 1,91
34 1,13 1,60 3,06 1,51 5,66 1,42 1,91
36 1,08 1,52 2,93 1,41 5,17 1,41 1,93
38 1,01 1,44 2,75 1,32 4,66 1,43 1,91
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Z tabulky 8 vyplyva, Ze se zvy3ujici se teplotou klesaji reten¢ni faktory studovanych
latek ve smési. Vzajemné rozliSeni analytd 1-acetyl-2,4,5,7,8-penta- a 1-acetyl-2,4,5,7-
tetrahydroxyanthrachinonu se se vzristajici teplotou nejprve zvySuje (maximum pfi
24°C) a pii teplot¢ vy$si nez 24 °C jejich vzijemné rozliSeni klesa. Rozliseni
1-acetyl-2,4,5,7- od 1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinonu v rozmezi teplot 10— 38 °C
klesa. Selektivita studovanych analytd 1-acetyl-2,4,5,7,8-penta- a l-acetyl-2,4,5,7-
tetrahydroxyanthrachinonu  srostouci  teplotou  roste, zatimco  selektivita
1-acetyl-2,4,5,7- od 1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinonu vykazuje opaény trend. Jako
nejvyhodnéjsi experimentalni podminky pro separaci v§ech tfi studovanych derivati se
jevi mobilni fazi o slozeni 15/35/50 (v/v/v) MeOH/ACN/25 mM octanovy pufr
o pH =4,5, pratoku mobilni faze 0,7 ml/min a teploté kolony 7'=24 °C. Na obr. 5 je
uvedena separace smési l-acetyl-2,4,5,7,8-penta-, 1-acetyl-2,4,5,7-tetra- a

1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinonu za téchto podminek.
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Obr. 5. Separace 1-acetyl-2,4,5,7,8-penta- (pik 1), 1-acetyl-2,4,5,7-tetra- (pik2) a
1,3,6,8,-tetrahydroxyanthrachinonu (pik 3) v mobilni fazi 15/35/50 (v/v/v) MeOH/ACN/25 mM
octanovy pufr o pH = 4,5 a pratoku 0,7 ml/min, 7= 24 °C, UV detekce pfi 4 =270 nm

Pro mobilni fazi o sloZeni 15/35/50 (v/v/v) MeOH/ACN/25 mM octanovy pufr
opH=4,5, pti teploté¢ kolony T =24°C a prutoku mobilni faze 0,7 ml/min, byla
proméfena a statisticky vyhodnocena opakovatelnost separace smési latek

l1-acetyl-2,4,5,7,8-penta-, 1-acetyl-2,4,5,7-tetra- a 1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinonu.
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Méfeni bylo provedeno celkem 8x a statisticky byly zpracovany retenéni ¢asy, plochy a
vysky pikl studovanych analyti a hodnoty jejich vzajemného rozliseni.

V tabulce 9 jsou shrnuty statisticky zpracované retenéni ¢asy, plochy a vysky piki a
vz4jemna rozliSeni vSech tii studovanych analyti (hodnota ks = 0,351 a K5 = 0,290 pro
vypocet smérodatné odchylky s, respektive intervalu spolehlivosti L,, — pievzato

z tabulek ).

Tabulka 9. Statistické vyhodnoceni separace 1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinonu
(index 1), 1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu (index 2) a
1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinonu (index 3) v mobilni fazi 15/35/50 (vIviv)
MeOH/ACN/25 mM octanovy pufr pH 4,5, pritok mobilni faze 0,7 ml/min, 7= 24 °C, kde

jsou retenéni Casy, A plochy pikd, 4 vysky piki a R rozliSeni studovanych analyti

statisticky
zpracovana prameér s RSD (%) Lin
veli¢ina

IR 3,706 0,004 0,095 0,003
Ira 4,635 0,004 0,076 0,003
Ir3 7,426 0,011 0,142 0,009
A 1383,332 21,549 1,558 17,804
A, 1405,391 14,018 0,997 11,581
A 39,417 1,071 2,718 0,885
h 63,695 1,115 1,751 0,922
h, 84,930 0,926 1,091 0,765
hy 1,970 0,067 3,385 0,055
R, 1,998 0,026 1,283 0,021
Ry 5,952 0,135 2,271 0,112

Z tabulky 9 je vidét, ze relativni smérodatna odchylka sledovanych veli¢in
neptesdhla u zddného ze studovanych analytt 3,5 %. Nejvyssi RSD byly vypoditany pro
vyS§ky a  plochy pik, zeyména pak pro  minoritni = metabolit

1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinon.
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5 ZAVER

Byla vypracovana nova analytickd HPLC metoda pro separaci 1-acetyl-2,4,5,7-tetra-,
1,3,6,8-tetra- a 1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinoni — sekunddrnich
metabolitl produkovanych houbou Geosmithia lavendula.

Byly nalezeny vhodné vinové délky pro UV detekci studovanych analytd.

Bylo zji§téno, Ze binarni mobilni faze 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 modifikator mobilni faze byl zhlediska separace
1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinonu  podstatné ~ vyhodné&js$i.  Separace
1-acetyl-2,4,5,7,8-penta- a 1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu s dostate¢nym
rozliSenim prob€hla aZ pi#i nizkém obsahu acetonitrilu jako organického modifikatoru
v mobilni fazi 25/75 (v/v) ACN/25 mM octanovy pufr pH 4,0 pfi 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
slozek. 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 analytd. Jako nejvyhodnéjsi se jevila
hodnota pH = 4,5. Pii tomto pH byla provedena i teplotni studie v teplotnim rozmezi 10
— 38 °C. Jako nejvhodnéjsi experimentalni podminky byly vybrany - 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 a teploté kolony 7 = 24 °C, pfi nichz doslo v rdmci smési vSech
tii derivati k nejlepSimu rozdéleni 1-acetyl-2,4,5,7,8-pentahydroxyanthrachinou a
1-acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyanthrachinonu a 1,3,6,8-tetrahydroxyanthrachinon byl
jeste dobre detekovatelny.

Za optimalizovanych separa¢nich podminek byla provedena opakovatelnost separace
smési vSech tii derivatli a pro vybrané reten¢ni a separacni charakteristiky byla ur¢ena
relativni smérodatnd odchylka, ktera pro Zadny vyhodnocovany parametr nepiesahla

3,5 %.
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