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1. Uvod a cil

1.1. Uvod

Soucasné analytické metody sméfuji k automatizaci, miniaturizaci a ke zkracovani doby analyz.
Je uz dlouho znamo, Ze elektronicka zatfizeni jsou mnohem piesnéjsi a rychlejsi nez cloveék. Z hlediska
stranky finanéni a ekologické je zadouci snizovat pouzita mnozstvi vzorke, ¢inidel a rozpoustédel. Setii
se zdroje, naklady, pfiroda a hlavné lidské zdravi, protoze organicka rozpoustédla maji hodné
negativnich dopadt. V primyslu se ¢asto musi kontrolovat velké série vzorkt rychle a levné. Pouzivané
metody by mély byt robustni a uplatnit se v Sirokém spektru pouziti. Vhodné je, aby se mezi sebou daly
rizn¢ kombinovat. Jedny ztéchto metod jsou Sekvencni injekéni analyza a Sekvencéni injekéni
chromatografie. Obé dvé metody jsou zaloZeny na stejném systému. Sekvencni injekéni chromatografie
by se dala pokladat za kombinaci Sekvenéni injekéni analyzy a kapalinové chromatografie, protoze se u
nich pouzivaji chromatografické kolony. Sekven¢ni injekéni chromatografie do jisté miry spliuje tyto
pozadavky. Pouzivané objemy vzorki a mobilnich fazi v této praci nepiesahuji 4 ml u mobilnich fazi a
10 pl u vzorkd.

Tato diplomova prace se zabyva tvorbou separa¢ni metody na modernich chromatografickych
kolonach v nizkotlakém systému a porovnanim hlavnich chromatografickych charakteristik pouzitych
kolon. Nejdiive se projednavaji teoretické oblasti (nejvyznamnéjsi analytické metody a typ pouzitych
kolon), dulezité vlastnosti a piiblizeni pouzitych fenolickych kyselin. Pak se pfistupuje k vlastnimu
experimentalnimu vyvoji metody. Zjist'uje se, jaké sloZzeni mobilni faze je nejlepsi a jaké vlastnosti maji
kolony. Zjisténé vlastnosti kolon se srovnavaji mezi sebou a nakonec se stanovi, ktera je pro tuto
analyzu nejvhodnéjsi.

Vétsina pouzitych informacénich zdroji pochazi z Internetu (pfedev§im databaze ScienceDirect,

Wikipedia) a zbytek pochazi ze tfi ucebnic a dvou prednasek.
1.2. Cil prace

Cilem této prace je vyvinout separacni metodu na systému Sekvencni injek¢ni chromatografie
pomoci modernich chromatografickych kolon a porovnat hlavni chromatografické charakteristiky

pouzitych kolon. M4 se tato metoda optimalizovat pro sedm fenolickych kyselin a melo by se zjistit,

ktera kolona je z celkového pohledu pro analyzu nejvhodné;si.
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2. Teoreticka cast

2.1. Sekven¢ni injek¢éni analyza

2.1.1. Systém SIA a jeho souéasti'

Tato technika z rodiny pratokovych analytickych metod byla vyvinuta J. RGzickou a kolektivem
analytiki z Washingtonské univerzity za ucelem odstranéni nékterych nevyhod pritokové injekeni
analyzy. Umoziuje automatizovat instrumentalni analyzu velkého mnozstvi vzorkt a tak zhospodarnit a
zvysit efektivitu b&Znych stanoveni. Prvni lanek popisujici tuto progresivni metodu vysel roku 19907,

Princip SIA bude vysvétlen v nasledujicich tadcich. Analyt obsazeny v roztoku vzorku se
pfevede na vhodny detekovatelny produkt reakci s Cinidlem a posléze se zméfi urcitd analyticka
vlastnost vzniklého produktu (napt. absorbance nebo transmitance pii dané vinové délce).
Charakteristickym rysem této metody jsou oddélené méfici cykly a zmény pfimého a zpétného toku
nosného média. Nejdiive jsou zony nosné kapaliny, vzorku a Cinidla jednorazové aspirovany za pomoci
selekéniho vicecestného ventilu a pistové pumpy. Pak se pohyb pistu ¢erpadla obrati do opa¢ného sméru
a tak se promisi vzorek a ¢inidlo. Vznikly produkt se dopravi do detektoru a tim konci jeden cyklus.
Analyticky signal je v jednoduchém pfipadé pik. Jedna se o zdznam zmény koncentra¢niho gradientu
vysledného produktu pii pruchodu detektorem.

Systém SIA je tvofen jednokandlovym dvousmérnym pistovym cerpadlem, vicecestnym
selekénim ventilem, vhodnym detektorem, misici civkou (slozi i jako pojistka proti vniku vzorku a
¢inidel do pumpy) a spojovacimi plastovymi trubi¢kami.

Cerpadlo je vstupni jednotka SIA systému. Nejdiive se pouZivala pistova pumpa s mechanickou
vackou, ktera poskytovala proud se sinusovou geometrii toku. K nasati urcitého roztoku dochazelo
v oblastech nulového toku, aby se zabranilo nedefinovanému promiseni zon.

Lze pouzit i peristalticka Cerpadla s opatfenim proti pulzacim. Vzhledem k relativné nizkym
nakupnim cenam jsou Siroce dostupné. Maji niz§i mechanickou odolnost, a tak se pouzivaji jako
pomocné pumpy, ale mohou se pouzit i samostatne. V tomto piipade by se méla tyto ¢erpadla pouzivat
na maximalni pumpovaci frekvenci, aby se dosahlo co nejvétsi piesnosti v systému SIA’.

Injekéni pumpy nabizeji vysoce pfesny tok bez pulzaci, ale vyzaduji kalibraci pfed prvnim
pouzitim, musi pracovat s omezenym mnoZstvim kapalného média a jsou relativné drahé”.

Novéjsi typy Cerpadel jsou ovladany presnymi krokovymi elektromotory a pocet krokti definuje
délku pistu.

Pumpy v SIA hlavné vyrabéji firmy Alitea a Cavro. Obcas byly pouzity také automatické byrety
Crison nebo upravené samocinné titratory Allela.

Selekeni ventil je dalsi ¢ast systému. VEtSinou se pouZzivaji 6,8, a 10-cestné ventily firmy Valco.

Jednodussi ventily firmy Rheodyne obcas slouzi ve funkci dopliku. Selekéni ventily fidi poradi zon
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¢inidel a vzorku, zajistuje pripojeni vSech roztokl k systému, jejich nasati do pumpy a ptechod zon pies
detektor. Pocitac tidi a kontroluje casovani poloh ventilu a synchronizaci s cerpadlem.

Misici civky obvykle maji nelinedrni geometrii. Slouzi k promichani zén nebo obsahuji
reaktivni napln, napiiklad magnetické polymerni ¢astice s aktivnim povrchem. Ve vétSin€ pripadt je
civka umisténa mezi Cerpadlo a ventil a druha mize byt mezi ventilem a detektorem (u rychle
probihajicich reakci se ale nepouziva).

Pouziti a volba detektori zavisi na druhu analytické reakce. Vyuzivaji se hlavné
spektrofotometrické, elektrochemické a fluorescencni s pirislusnymi prutokovymi celami. Konstrukce
t&chto cel dovoluje vyuzivat pii Gerpani nizkotlaké pumpy’.

Pro uskuteénéni jednoduchych spektrofotochemickych analyz byla panem Ruzickou a
kolektivem navrhnuta koncepce chemickych senzor s obnovitelnym citlivym povrchem. Je tvotfen
¢inidlem, které je navazano na inertni polymerové ¢astice s mikrometrovymi rozmery. Tento povrch se
muze pied kazdou analyzou obnovit, tudiz kovalentni pevna vazba je nezadouci. Pti riznych méfenich
byla pouzita i univerzalni slozend membranova cela pro prutokové meéfeni chemiluminiscence a
absorbance a mikroobjemovou celu pro komplikovangjsi SIA analyzy. Pfi perfuznich studiich zivych
bungk se aplikuji fontanové cely. Z oblasti elektrochemie se uplatiuji ampérometrické prutokové cely a
iontove selektivni a enzymové elektrody.

Spojovaci trubicky se skladaji z rizného materialu, predev§im chemicky odolnych polymerd.
Jejich vnitini pramér je 0,5 — 0,8 mm’.

Mechanické soucasti SIA systému jsou propojeny s pocitaCem pomoci prislusnych
hardwarovych médii, protoze prave pocitac fidi cely proces analyzy, sbéru, uchovani a zpracovani dat.
Stejné dulezitou soucasti jako hardware je i kvalitni software pracujici se SIA. Programy jsou
distribuovany pod rtiznymi nazvy, napi. Flowtek, Fialab, Labpro, LabVIEW®* atd. Obsluhujici program
musi umét zpracovat a vhodn¢ prezentovat ziskana data. Bé€Zné€ se vypocitava vyska, plocha a dalsi
charakteristiky pikti. Nékteré programy maji moznost tvorby grafl, kalibrace a tvorbu vlastnich mensich
programil fidicich pfimo pribéh analyzy. Kdyby chybéla byt jen jedna z téchto dvou dualezitych
komponent (hardware nebo software), neSlo by automatizované meéfit za pomoci SIA.

Systém SIA lIze prizplisobit konkrétnim pozadavkim riznymi dopliiky, napiiklad jednotkami

pro kapalinovou extrakci, dialyzu a difuzi plynti pfes membranu.
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Obr. 1 Schéma systému sekvenéni injekéni analyzy™®
1 — pumpa, 2 — vicecestny ventil, 3 — vzorek, 4 — misici civka, 5 — Z cela, 6 — UV-VIS lampa, 7

— detektor, 8 — pocitac, 9 — odpad, 10 — mobilni faze.

2.1.2. VyuZiti SIA v praxi'”?

SIA umoznuje analyzy velkych mnozstvi vzorki produktivng, relativné rychle a dostatecné
spolehlivé a presné. Je to jedna z alternativnich metod, kterou 1ze pouzit v mnoha ptirodnich oborech a
vyzkumu. Nachazi uplatnéni v kontrole Zzivotniho prostfedi, medicing, biologii, chemii, fizeni
technologii, monitorovani biotechnologii, petrochemii a analyzach radioizotopi. Metody kontroly
v téchto oborech jsou zvlaste dulezité, protoze nam prehledné a jasné€ predkladaji data pro monitorovani
a kontrolu procesti, efektivni vyuziti ¢asu, financi, surovin a ostatnich zdroji a dal$i naklddani se
zplodinami a primyslovym odpadem. SIA tak mtize byt efektivné vyuzita jako nastroj k minimalizovani
vznikajicich $kod na Zivotnim prostiedi a dal§imu zdokonalovani vyroby. Siika pouziti jasné dokazuje
pruznost a prizptisobivost této analytické metody.

Velkd vyhoda SIA systému spocivd v tom, Ze mize provadét pocetné komplexni reakce
v Sirokém spektru podminek bez vyrazngjSi ptfestavby spojovaciho materialu. Spotiebuje také velmi
malo objemu vzorku a ¢inidla, a tak vyrazné redukuje vznikajici odpad pii analyzach.

V ekologickych oborech nasla SIA uplatnéni piredev§im pii kontrole kvality vody nejriznéjsiho
puvodu, predev§im odpadni. Je mozno stanovit vice druhil ionti najednou bez potieby separace nebo
opakovaného méfeni s riznymi &inidly. Tak lze ve vodé zjistit obsah vapenatych iontd, soubézné Ca™ a
Mg"* (za tvorby barevnych komplexii a spektrofotometrické detekce) a totéz pro ionty Fe™. Véapenaté

ionty (napf. z papirenskych vod) lze zachytit jako komplexy vapenato-o-cresolftaleinové. Tyto

komplexy se pak detekuji spektrofotometricky pii 620 nm.
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Je znamo, Ze vysoky obsah fosfatil, dusicnantl a dusitanti ve vodé velkou mérou ptispiva ristu
sinic a jinych mikroorganizmi. V praci Omse a kolektivu® byla popsana analyza dusitant a dusi¢nand
z odpadnich vod tzv. Greiss-llosvayovou metodou. Dusi¢nan byl redukovan hydrazinem v alkalickém
prostiedi na dusitan. Ten se poté smisil se sulfanylamidem a naftylethylendiaminem. Vznikl barevny
komplex, ktery se detekoval spektrofotometricky pii 540 nm. Ke stanovovani fosfatli v odpadni vodé
pouzili van Staden a Taljaard® modrou molybdenovou metodu. Vznikl modry molybdenfosfatovy
komplex. Ten ovSem pomalu vznika, a tak proud nosného média byl na dvé minuty zastaven, aby se
zajistilo zvyseni selektivity.

Odpadni voda z papiren obsahuje hodné vapenatych iontl a tak papirny tuto kapalinu recykluji,
aby snizili objem pouzité a odpadni vody". Tato akce oviem pomalu zvy3uje obsah vapenatych iontd ve
vodé€, coz papirndm piindsi jisté problémy tykajici se vyroby produktt. Diky tomuto jevu je velmi
dulezité monitorovat obsah ionti vapniku ve vod¢. Nyman a Ivaska vyvinuli SIA metodu pro stanoveni
volného ionizovaného vapniku. Toto stanoveni je zaloZeno na tvorbé komplexd vapenatych iontd a o-
kresolftaleinu. Tento komplex byl detekovan spektrofotometricky pii 620 nm. Hoicik, ktery také tvori
komplexy s o-kresolftaleinem, byl maskovan pomoci 8-hydroxychinolinu. Vyvinuta metoda byla
testovana on-line piimo v provozu finské papirny”.

Z aniontl se stanovuji najednou chloridy a fluoridy za pomoci iontové selektivnich elektrod.

Srazeci reakce s barnatymi ionty lze vyuzit pfi stanovovani sirand. Fosfore¢nany byly urCovany
samostatné nebo soubézné s kiremicitany. Pfi stanoveni amoniaku a organickych sloucenin, ze kterych
lze vytésnit vhodnymi zasaditymi reakcemi amoniak, se vyuziva difize amoniaku pfes membranu do
vhodného ¢inidla, které prevede tento plyn na detekovatelné reakéni produkty. Amoniak poté reaguje
s acidobazickym indikatorem a detekuje se spektrofotometricky nebo konduktometricky.

Herbicidy Ize také stanovit touto metodou. Wilmer, Trau, Rennenberg a Spener™ se zabyvali
stanovenim obsahu kyseliny 2,4-dichlorofenoxyoctové.Tato analyza byla uskuteCnéna tak, Ze vyzkumny
tym pouzil ampérometrickou detekci, enzymovy systém peroxidazy a alkalické fosfatizy a mysi
protilatky IgG. Odezvu pak sledovali pomoci platinové elektrody.

Systém SIA byl pouzit i k detekei stopovym mnozstvi tézkych kovil. Zde nasla vyuziti on-line
prekoncentrace extrakci analyti do tenké vrstvy organického rozpoustédla, ktery byl vytvoren na sténé
SIA systému. Tato metoda byla usp&né pouzita pii spektrofotometrickych analyzach vanadu’,
molybdenu® a chromu™ v rozliénych mocenstvich. U kadmia, médi, rtuti, india, olova, cinu a thalia
byla pouzita SIA metoda v kombinaci s rozpoustéci voltametrii™.

SIA byla uspésné spojena i s n€kterymi imunoanalytickymi metodami, a diky tomu se vyvijely
specialni detekéni cely, které umoziuji zakotveni protilaitek nebo antigenti pfimo v systému, naptiklad
pomoci elektromagnetického pole. V nékterych métenich se vyuzivala tzv. jet-ring cela. Diky ni Ize

sledovat pribéh vazby antigen-protiladtka. NosiCem protilatky jsou vétSi Castice sorbentu. Sleduje se

"V pribéhu vyroby a chemickych se do papiru piidava uhli¢itan vépenaty, aby papir byl neprisvitny®.
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napiiklad luminiscence komplext antigen-protilatka nebo volnych znacenych protilatek. Jet- ring cela se
umisti takovym zplUsobem, Ze mezi ni a detektorem vznikne tenka Stérbina, kterou neprojde
suspendovany sorbent, ale latky rozpusténé v nosném mediu projdou déle do detektoru. Pak vétsi castice
odnese zpétny proud nosného média. Tohoto usporadani se pouzilo pii stanoveni sodiku a lithia®,
chromu®, 1gG®, glukozy® a dokonce bunék ledvin®.

Ethanol a glukéza ve vin€ a pivu byly stanovovany pomoci ampérometrické detekce a vyuziti
enzymovych elektrod. Pfi tomto méfeni byla vyuzita upravena jet-flow cela. Méla pohyblivou ¢ast,
ktera nasedala na prizor detektoru®.

Byly uspésné provedeny i analyzy methylxantind, riznych inzulinti a albuminti v lidském séru
pomoci reakci s monoklonalnimi protilatkami. Detekce byla provadéna fluorescenénim mikroskopem®.

Podobné¢ slouzi i fontanova cela, ve které se nejcastéji sleduji jednotlivé bunky rtiznych kultur.
Analyticky vyuzivané enzymy jsou latky proteinového charakteru, z toho vyplyva, ze jsou citlivé na
teplo, vysoké odchylky od jejich optimalniho pH a silné mechanické déje, naptiklad tfepani. Jsou
relativné drahé, protoze se vyrabéji naroénymi biotechnologickymi postupy. Zakotveni v reakéni civce
SIA soustavy snizuje jejich spotiebu a umozni jejich obnovu. Tato metoda se uspéSné a Siroce vyuziva
pfi stanoveni glukézy pomoci zakotvené glukoza oxidazy a nasledné reakce peroxidu vodiku
s luminolem®”’.

SIA systém naSel uplatnéni i ve farmaceutickych analyzach. Pomoci této metody byly

% trimeprazinu, prometazinu a perfenazinu tvoficich barevné

stanovovany obsahy penicilinu®®
komplexy s palladiem™, komplexii bromazepamu a Zeleznatych iontd’', barevnych komplexi
ciprofloxacinu a norfloxacinu se Zelezitymi ionty .

Barnett a spolupracovnici vyvinuli SIA metodiku pro dvé rozdilné analyzy morfinu, ve
vodném”® prosttedi a nevodném’. Morfin byl extrahovan opakujici se postoupnosti vodnych a
nevodnych extrakci z maku setého (Papaver somniferum L., Papaveraceae). Takto ziskany vytazek ale
obsahuje celou fadu dalSich alkaloidt, rozpusténé a suspendované pevné ¢astice a organicky balast.
Vzorky byly odebirany z riznych bodt progrese slozité extrakce, ru¢né€ zfedény a oddelené stanoveny.
Vysledky pak byly porovnany se standardni HPLC metodou. Detekce byla chemiluminiscencni, protoze
se vyuzila reakce morfinu s manganistanem draselnym v kyselém prostiedi a nasledné oxidace morfinu
na fluoreskujici produkt. Diky shodé okolnosti kodein a dalSi alkaloidy nevykazovaly
chemiluminiscenci po reakci s manganistanem draselnym.

Stanoveni morfinu ve vodném prostiedi bylo pivodné vyvinuto pro techniku FIA, ktera se ale
ukézala jako nevhodna, protoze pouzitd organicka rozpoustédla rychle rozkladala trubicky peristaltické
pumpy. Naopak u metody SIA bylo prokazano, ze je vice nez vhodna pro tento typ analyzy, jelikoz
vzorek se nikdy nedostane do kontaktu s trubickami pumpy. Pfi stanoveni morfinu v nevodném
prostiedi byl pouzit vodny roztok cinidla (KMnO,), pfiCemz se chemiluminiscence vyskytovala
v heterogennim prostiedi. Ziskané vysledky velmi dobie korelovaly s daty ze standardniho systému

HPLC.
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Z anorganickych iontii, které jsou obsazeny v léCivych ptipravecich a doplicich stravy, byly
analyzovany Zelezité ionty se spektrofotometrickou detekci. Sultan a Desai sledovali v kinetické studii
proces oxidace kyseliny askorbové”.

Vyuziti této metody se uplatnilo také v oborech farmaceutické technologie a to k disolu¢nim
testfim ibuprofenu v oby&ejnych tabletach, obalenych tabletach a kapslich’®. Chemometrické metody se
pouzily pii zdokonaleni stanoveni neselektivniho beta-blokatoru s ISA oxprenonolu’’. Warfarin
vykazuje v ptitomnosti cyklodextrinu fluorescenci a takto byl také stanoven’.

V petrochemickém a nuklearnim prumyslu vznikd mnoho hlavnich i vedlej$ich produktt, které
je tieba dikladné monitorovat, protoZze maji v drtivé vétSiné piipadd vysoce negativni vliv na Zivotni
prostiedi a zdravi ¢loveka i po mnoha letech. Vzorky z téchto oborti patii k tém nejslozitéjsim a nejhtie
se s nimi zachazi, protoze vykazuji teratogenni, mutagenni, kancerogenni ucinky a vazné¢ poskozuji
nukleové kyseliny. Proto je velmi dilezité pouzivat k analyzam téchto vzorkl technologie, které
maximalné¢ zamezi pfimému 1 nepfimému kontaktu pracovnikli s témito latkami. Grate a
spolupracovnici” piedstavili metodu sekvenéni injekéni analyzy pro stanoveni radioizotopu *’Sr z
Gilozi§té nuklearniho odpadu Hannaford (Severni Dakota, USA). *Sr je produkt kontrolovaného i
nekontrolovaného jaderného $tépeni izotopt plutonia a uranu, predeviim **U. Radioizotop *’Sr ma
polodas rozpadu 28,8 let a degraduje se P~ rozpadem®. Patfi mezi vysoce nebezpetné latky, protoze se
s velkou ochotou zabudovava do kosti zivo¢ichii misto vapniku. Je to logické, protoZe stroncium a
vapnik patfi do II. A skupiny periodické soustavy prvki, a tudiz na zaklad¢ platnosti periodického
zékona lze odvodit, Ze tyto prvky budou mit velmi podobné chemické vlastnosti. Pi stanovovani *’Sr se
nejdiive separoval tento radioizotop pomoci extrakéni kolony. Jeji sorbent selektivné vaze °°Sr jako
crownetherovy komplex v kyselém prostfedi. Pak bylo *Sr stanoveno pritokovym scintiladnim
pocitatem na zakladé zaporného beta zareni.

Technika sekvenéni injek¢ni analyzy naSla uplatnéni také v petrochemii. Aparaturu SIA Ize
jednoduse pizptisobit pro metodu kolorimetrické titrace. Taylor a spolupracovnici® vyvinuli metodu
pro stanoveni bromového Cisla vydestilovanych latek z ropy. Piredpokladdm, Ze princip této analyzy
spo¢iva v odbarvovdni roztoku brému ve vysoce inertnim organickém rozpoustédle (napf.
tetrachlormethanu)’. Brom ve formé bromného kationtu se aduje na méné substituovany uhlik ve dvojné
vazb&. Tim se zméni jeho forma a piivodné ervenohnédy® roztok se odbarvi. Je to spolehlivy test na
pritomnost dvojnych vazeb olefinti’. Detekce byla provadéna spektrofotometricky pti 470 nm, ktera se
ale obtizné uskuteciiovala. Taylor a spolupracovnici tedy navrhli ziménu spektrofotometrické detekce
za ampérometrickou, protoze by mohla vést k lepsim vysledkim.

Al-Swaidan®' sestrojil systém SIA, ktery byl propojen se systémem ICP — MS. Tato soustava
slouzila ke stanoveni olova, niklu a vanadu v surové rop¢€ ze Saudské Arabie. Systém SIA umoznila
ztedit vzorky ropy organickym rozpoustédlem, nez vzorky byly odeslany do hmotnostniho
spektrometru. Tim byly zmirnény problémy spojené s hromadénim organického balastu v propojeni

s hmotnostnim spektrometrem. Byla také snizena spotieba vzorkl a rozpoustédla.
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Uvedeny rozsah (pochopitelné ukazuje jen zlomek vyuziti SIA) pouziti metody SIA jen

dokazuje jednoduchost, robustnost a spolehlivost této metody.

2.2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

2.2.1. Systém HPLC a jeho soucasti™'™"!

Vysokoucinna kapalinova chromatografie patii do skupiny délicich (separac¢nich) metod. Vyvoj
této metody zacal v 70. letech XX. stoleti. Vyuziva dvé navzajem nesmisitelné faze. Stacionarni faze je
pevna, mobilni je kapalna. Princip této metody spociva v mnohonasobném ustalovani délici rovnovahy
mezi stacionarni a mobilni fazi. K procesu déleni latek je mozné vyuzit ¢ty zakladnich délicich
mechanizmi: adsorpce, rozdélovani, iontova vyména a sitovy efekt gelu. VSechny tyto déje jsou vratné
a tak lze najit selektivni a ucinny chromatografickou soustavu k déleni smési organickych latek
rozpustnych ve vodé, organickych rozpoustédlech ¢i ztedénych kyselinach.

Zakladni soucasti vysokou¢inného kapalinového chromatografu jsou: vysokotlaka Cerpadla,
odplynovaé, sméSova¢, manometr, piedkolona, davkova¢, kolona, detektor, sbéra¢ frakci a fidici
pocitac.

Mobilni faze je Cerpana vysokotlakym ¢erpadlem, které zajisti konstantni bezpulzni tok mobilni
faze o malé rychlosti (0,1 — 10 ml/min) za tlaku az 40 MPa. Tato mobilni faze musi byt zbavena
veskerych bublinek plyni, protoze by se jinak do méfeni vnesly zavazné chyby a vysledek by byl velmi
nepiesny. Potla¢ime tak Sum a kolisani tlaku v kolon¢ a zajistime plynulost toku. Vysokotlaké ¢erpadlo
by mélo byt kvalitné vyrobené z odolnych materialfl, jelikoz mobilni faze byvaji casto agresivni'®.

SméSovac svoji funkci pomtize uskutecnit tzv. gradientovou eluci, pfi které se slozeni mobilni
faze konstantné méni. K jedné mobilni fazi se pfimichava druha mobilni faze s vét§im elu¢nim uéinkem
se stalou rychlosti. Vznika tak konstantni koncentraéni gradient mobilni faze. Stejny princip lze vyuzit i
pii tvorbé gradientu pH. Gradientova eluce se pouziva v téch piipadech, kdy izokratickou eluci (slozeni
mobilni faze je stejné po celou dobu) neni mozno dosahnout optimalniho rozdéleni smési. Slozky téchto
smesi se vyrazné lisi svymi elu¢nimi parametry.

Manometr monitoruje tlak mobilni faze v systému. Je dalezité, aby tlak neptekrocil urcitou
hranici, protoze by mohlo dojit k poSkozeni a sniZeni zivotnosti pump, kolon a spojovaciho materialu,
ptipadné dalSich soucasti systému HPLC.

Vzorky lze davkovat manualné (pomoci ventilli, specialni stfikacky) a nebo autosamplerem.
Druhy zpiisob je velmi rychly, pfesny, automatizovany, a proto se hodi pro velké série vzorka'*.

Kolony jsou trubice ze skla, oceli nebo z kombinace obou materialti: sklenéna trubicka je
chranéna pevnym ocelovym pouzdrem. Kolony vétSinou byvaji dlouhé 5 — 30 cm, a jejich vnitini
pramér je 2 — 8 mm. Jsou naplnéné stacionarni fazi, ktera musi byt homogenni a rovnomérna, proto je

vyhodné odebirat jiz naplnéné kolony od vyrobce’. O rozmérech &astic sorbentu plati jednoducha
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umera: ¢im mensi €astice, tim vEtsi separacni povrch a ucinnost, ale i tim vét$i vyvijeny protitlak. Uz
tradiénim kompromisem jsou kolony zaloZenych &asticemi o rozmérech 3 pm a 5 pum. Céstice o
rozmérech 3 mikrometry nabizi vétsi ucinnost a protitlak, zatimco Castice o rozmérech 5 mikrometri
vykazuji tytéz vlastnosti v opacném smyslu slova. Stacionarni faze mohou byt riizného druhu.
V dalsich odstavcich si postupné predstavime nékolik riznych typti sorbentt, které 1ze v metodologii
HPLC pouzit'.

Stacionarni faze silikagelové délime na dvé skupiny: faze pro reverzni chromatografii a pro
chromatografii na normalnich fazich. Oba typy se 1iSi svoji polaritou. Chromatografie na normalnich
fazich pouziva nepolarni mobilni fazi a polarni stacionarni fazi, zatimco reverzni chromatografie, jak uz
znazvu vyplyva, pracuje s fazemi opacnych polarit nez chromatografie na normalnich fazich.
Silikagelové faze vykazuji nejvétsi stabilitu pii pH 2 — 7. Snesou teploty do 60° C a tlak do 35 — 40
MPa. Vzhledem k tomu, ze maji relativné mensi fyzikalné chemickou odolnost, tak se sorbent jesté dale
povrchove upravuje. Na volné silanolové zbytky se chemickou cestou navazou nejriznéjsi organické
zbytky, naptiklad oktadecyl, fenylhexyl, amidové, diolové, kvartérni aminové, sulfonové atd. Tato
technologie zasadné¢ zméni charakteristiku povrchu ¢astic sorbentu. Tak miZeme ménit polaritu ¢i
iontovyménnou aktivitu kolony. Pro zvyseni stability a snizeni chvostovani pikd se pouziva endcapping,
coz je fyzikalné-chemicky proces, ktery redukuje pocet volnych silanolovych skupin na nepolarni
silikagelové fazi chemickou reakci'’.

Jako dalsi sorbenty se pouzivaji polymerni latky a jako prvni byly zkoumany polyvinylbenzeny.
Tyto latky maji velky adsorb¢ni povrch, protoze jejich struktura je makroporézni. Snesou §iroky rozsah
pH 1 — 14 a vydrzi relativné vysoké teploty az 200° C. Maji ale par nevyhod. Muze se s nimi pracovat
do velikosti tlaku jen 20 MPa. Stabilita funk¢nich skupin polymeru zasadné ovliviuje celkovou stabilitu
kolony a jeji u¢innost zavisi na organické slozce mobilni faze. Vyvoj v této oblasti Sel kupiedu a dnes
jsou k dispozici mechanicky i chemicky odoln€jsi kolony, avsak i tak nezatlacily do pozadi chemicky
véazané nepolarni stacionarni faze'’.

Hybridni staciondrni faze se skladaji ze silikagelu a polymert. Touto kombinaci materialii se
dosahlo zvySené odolnosti kolony. Lze s nimi pracovat v rozmezi pH 1 — 12, vydrzi teploty do 100° C a
snesou tlak 35 — 40 MPa. Vy$$i mechanické stability je mozno dosahnout pouzitim ,bridged
ethyl/siloxane silica hybrid“ technologii, kterd je zaloZena na tvorbé ethylenovych mustkd
v silikagelové matrici. Nékteré kolony tohoto typu jsou plnény sorbentem, jehoz ¢astice jsou velké jen
1,7 pm. Budou mit mnohonasobné¢ vétsi adsorbéni povrch, tudiz vysokou uc¢innost a ovSem velmi
vysoky protitlak. Vzhledem k rozmériim ¢astic sorbentu je tieba pouzit k separacim vysoké tlaky az 100
MPa. Tyto kolony takové hodnoty vydrzi, a proto se miizou pouzit pro ultrat¢innou neboli ultratlakovou
kapalinovou chromatografii'’.

Dalsi material, z n€hoZ je mozné vyrobit sorbent do kolon, je porézni grafiticky karbon. Sklada
se z prouzkli uhliku ve formé grafitu. Je vysoce inertni, robustni a odolny. Kolony vydrzi velké rozmezi

teplot i pH. Grafit diky své specifické struktuie vykazuje velmi odliSnou selektivitu retence nez klasické
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kolony. Elektronové interakce m — m a ionizované vazby maji mnohem vétsi vliv nez hydrofobicita
materialu. Velkou roli zde hraji i sterické a izomerni rozdily, a tak na kolonach s timto sorbentem lze
rozdélit strukturalni izomery nebo chiralni analyty'.

Monolitické faze se vyznacuji naprosto odliSnou strukturou nez klasické ¢asticové stacionarni
faze. Jsou tvoreny jedinym monolitickym kusem porézniho materialu, coz mize byt specialni druh
silikagelu, nebo tplné odlisny material, napt. polymer. Vyrabi se technologii radikalové polymerizace
monomertl bud’ pfimo in situ v trubicce nebo se monolit vyrabi odd€lené. Pory tohoto materialu jsou
velikosti dvojiho typu — makropdéry a mezopory. Makropory maji rozméry obvykle 1 — 2 um a tak
razantné snizuji odpor kolony a umoziuji pouziti vysSich pritoktt mobilni faze bez odpovidajiciho
narustu protitlaku. Mezopory jsou velké vétSinou 12 nm. Diky této vlastnosti zvétSuji povrch dostupny
pro separaci a tak tyto kolony vykazuji velmi dobrou separa¢ni u¢innost. Monoliticky sorbent ma
nékolik vyhod. Jeho pouzitim se dosahne podstatného zkraceni doby analyzy, protoze kolony plnéné
timto sorbentem maji vysokou u¢innost i pfi pouziti vysokych pratokd mobilni faze. Tyto kolony
umoziuji pouZziti vysokych pritoki diky velké poréznosti materialu a vyviji nizky protitlak, coz se
odrazi v mens$im namahani a del$i zivotnosti zafizeni HPLC. Vydrzi delsi dobu a vysledky analyz
provadénych na téchto kolonach budou mit lepsi reprodukovatelnost, protoze jejich sloupec oplyva
vyssi stabilitou. Kolony zaloZzené na monolitickém sorbentu nasly uplatnéni také v nizkotlakych
pratokovych  systémech, napf. vsekvenéni injek¢ni chromatografii, anebo v kapilarni
elektrochromatografii.

Predkolona je mensi kolona, jejichz hlavni funkci je ochrana hlavni kolony pied zanesenim
veétsimi dispergovanymi ¢asticemi v analyzovaném roztoku, napt. krevnimi proteiny. Pomaha prodlouzit
Zivotnost kolony'*.

V HPLC metodologii je pouzitelnych mnoho typt detektord. Idealni detektor by mél mit
vysokou citlivost a co nejsir§$i spektrum zabéru, protoze se stanovuji nejriznéjsi latky v roztoku
v koncentracich ng az pg/ml. Casto je tfeba stanovit viechny oddélené latky. Vykazuje nezavislost
odezvy na zméné mobilni fize pifi gradientové eluci a samotnd odezva detektoru je dokonale
reprodukovatelna a linearni. Detektory pouzivané v praxi se tomuto idedlu vice ¢i méné jen blizi.
V nasledujicich odstavcich budou piedstaveny zakladni typy detektort.

Mezi nejvyznamnéjsi patfi spektrometrické detektory. Princip jejich cinnosti spociva
v prométovani intenzity elektromagnetického vinéni pii urcité vinové délce, kterou analyzovand latka
ve formé roztoku nejvice absorbuje. Vyuzivd se predev§im ultrafialovd Cast spektra, viditelnd cast
mnohem mén¢ a infracervena ¢ast témer vitbec ne.

Pouzivaji se hlavné UV detektory a nebo UV-VIS detektory ne¢kolika rozdilnych typa.

Detektory UV-VIS s libovolné volitelnou vinovou délkou se také pouzivaji, protoze je lze
aplikovat na Siroké spektrum latek.

Skenovaci UV detektory snimaji béhem néckolika vtefin celé absorpcni spektrum v maximu piku

hodnocené latky.
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je trojrozmérny: prvni rozmér (Sitka) je vyhrazen vlnové délce, druhy rozmér (délka) patii ¢asovému
pribéhu analyzy a tfeti rozmér (vySka) informuje o vySce piku. Sniméd absorpcni spektrum, hodnoti
analyzovanou latku pifi nékolika rozdilnych vlnovych délkdch najednou a porovnava poméry
absorbanci. Je fizen pocitacem.

UV-VIS detektory patii mezi b&Zn& pouzivané v analyze latek. Vykazuji vysokou citlivost (107
— 10" g/ml) a mizou se pouzit p¥i gradientové eluci.

Fluorescen¢ni detektory se pouzivaji v piipadech, kdy analyzovana latka vykazuje fluorescenci.
Nefluoreskujici latky je mozno pievést vhodnymi derivatiza¢nimi Cinidly na fluoreskujici produkty.
Tyto detektory maji uzsi spektrum pouziti nez UV-VIS detektory, ale jsou citlivejsi (10° — 107'% g/ml),
vykazuji vyssi selektivitu a 1ze je pouzit pii gradientové eluci.

Refraktometrické detektory se aplikuji na stanoveni indexu lomu mezi eluatem z kolony a Cistou
mobilni fazi. Mohou vyhodnotit prakticky kazdou latku, ale pti analyzach se pouzivaji malokdy, protoze
maji relativné velké nevyhody. Ke spravnému méfeni musi byt umistény v prostiedi s konstantni
teplotou, protoZe jejich odezva vysoce zavisi na tomto parametru. Vykazuji mensi citlivost (10° g/ml) a
nelze je vyuzit pfi gradientové eluci.

Pro detekci analyti se HPLC kombinuje i s hmotnostnim spektrometrem. Vystup dat je v
podobé hmotnostniho spektra, coz znazoriiuje Cetnost iontd ve vztahu k poméru hmotnost-pocet naboja.
Soustava HPLC-MS je velmi citliva, vysoce selektivni a pfinasi spoustu udaji. Hmotnostni spektrometr
je naro¢ny na obsluhu a finance.

Existuje vice typu elektrochemickych detektorti, napf. konduktometricky, potenciometricky,
ampérometricky, coulometricky, voltametricky, polarograficky. Pouzivaji se pii detekci latek, u nichz se
vyskytuji elektrochemické reakce na piechodu elektroda — eluent. Monitoruji elektrochemickou
veli¢inu, jejiz hodnota je zavisla na koncentraci dané latky v roztoku. Detektory jsou vysoce citlivé (107
— 10" g/ml), nelze je ale pouzit pii gradientové eluci.

Evaporative light scattering detecor (odpatovaci, svétlo rozptylujici detektor) se aplikuje
k detekovani latek, které ve své molekularni struktuie neobsahuji zadny fluorofor nebo chromofor. Jako
priklad lze pouzit polyethylenglykoly, mastné kyseliny, dextriny, polymethylmetakrylatd a jiné latky.
Princip tohoto detektoru spociva ve tfech krocich. Prvni fize je nebulizace. Kapalina vychazejici
z kolony spole¢né s plynnym dusikem (o pratoku 0,4 az 1,5 ml/min) je protlacena vysokym tlakem
skrze jehlu do komiirky. V komdrce tak vznika disperze kapicek. Velikost a stejnomérnost kapicek maji
vysoky vliv na citlivost a reprodukovatelnost detekce. V druhé fazi prochdzi tato mlha vyhiivanou
trubickou, kde dojde k odpateni rozpoustédla. Vysledkem je aerodisperze suchych ¢astecek vzorku a par
mobilni faze. Ve tetim kroku je tento jemny dym dostava do detekcni cely, kde se jeho Castice stfetnou
s laserovym paprskem, ktery je vyzatfovan laserovou diodou. Svétlo rozptylené ¢asticemi pak dopadne
na kiemikovou fotodiodu. Ta wvytvori elektricky signal, ktery je po zesileni nakonec zpracovan

elektronicky.
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ELS detektor patii mezi univerzalni detektory. Vyznatuje se vyssi citlivosti (10° g/ml),
relativné lepsi citlivosti, rozliSenim, rychlosti a stabilni zakladni linii oproti refraktometrickému
detektoru. ELS detektor neni ovliviiovan teplotou okoli a kolony. V porovnani s ostatnimi detektory
ovsem ma nekolik nevyhod, a tim jsou mensi linearni rozsah a nizsi citlivost. Cenové vychazi 1épe nez
hmotnostni spektrometr a pro obsluhujici personal neklade tak vysoké pozadavky v oblasti vzdélani.

Dalsi detektor se nazyva Corona™ Charged Aerosol Detector (tento nazev je chranény).
Detektor CAD™ m4 §iroky linearni dynamicky rozsah 10° — 10" g/ml, a proto se vyuZiva pro analyzu
vzorkll, kde jsou zkoumané latky v Sirokém rozpéti koncentraci. Poskytuje stalou a velmi dobie
reprodukovatelnou odpovéd’. Tento detektor lze pouzit pro analyzy nejriznéjsich chemickych entit pro
stanoveni obsahu latek nebo pro analyzy vyuzivajici relativni hmotu. Tento detektor je vysoce
univerzalni. Mulze pracovat s jakymkoliv kapalinovym chromatografem a na obsluhu je velmi
nenarocny.

Sbérac frakci nachazi své uplatnéni v pripadech, kdy je tfeba ziskat jednotlivé slozky analytu.

Pocitac s patfiénym programovym vybavenim patii mezi nejdilezitéjsi ¢asti HPLC systému,
protoze pravé on tidi pribéh analyzy, ptijem, zpracovani a uskladnéni ziskanych dat.

Trendy v HPLC sméfovaly k miniaturizaci vybaveni, zvySovani separa¢ni ucinnosti a
prodlouzeni zivotnosti kolon, zvySovani citlivosti metod, urychleni analyzy, snizeni spotieby
rozpoustédel a snizeni i ceny analyzy'’.

Jistym pielomem v historii kapalinové chromatografie se stalo zavedeni kolon s ¢asticemi
mensimi nez 2 um. Jejich citlivost a separace jsou lep$i, avSak za cenu vysSSich tlakd. Efekty mimo
kolonu jsou vyrazngjsi u separaci v menSich méfitkach, a tudiz je veledtlezité minimalizovat
mimokolonovou disperzi. V roce 2004 byl zvefejnén prvni systém pro separaci za velmi vysokych tlakt.
Nové vybaveni mohlo pracovat do tlakii az 1 000 barr, coz je 15 000 psi” a velikost ¢stic staciondrni
faze poklesla na 1,7 um. Tato nova technologie byla pojmenovana ultrau¢inna kapalinova
chromatografie, aby se odlisila od vysokou¢inné kapalinové chromatografie. Bylo dokazano, Ze Cas
analyzy miize byt zkracen az na 1 — 2 minuty bez ztraty rozli$eni a citlivosti** *> .

Jeden ze zptisobt, jak snizit vysoky tlak, je zvyseni teploty. Cas analyzy miize byt také zkracen
pomoci zahtevu kolony, a to bez ztraty rozliSeni. Se zvySenim teploty se snizuje viskozita mobilni faze a
tudiz i zpétny tlak kolony. Systémy s maximalnim pouzitelnym tlakem 400 bar mohou byt tak pouzity
s kolonami s ¢asticemi pod 2 um bez pretézovani pump. Predehfivani mobilni faze je dilezité k tomu,
aby se zabranilo moznému poskozeni kolony a spoju v disledku rozmyvani zon analyti. Dalsi dobrou

moznost predstavuji monolitické kolony (viz vySe) a core-shell kolony (viz nize).

1 bar je 100 kPa. 15 000 psi ptiblizné ¢ini 103,421 355 MPa. 1 psi se rovna 6,895 757 kPa a je to tiha 1 libry
(453,6 g) na &tvereéni palec (6,4516 cm?)™.
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Obr. 2 Schéma HPLC*
1,2 — mobilni faze, 3 — vysokotlaké pumpy, 4 — sméSovaé, 5 — manometr, 6 — davkovac,

7 — predkolona, 8 — kolona, 9 — detektor, 10 zapisovaé, 11 — pocita¢, 12 — sbérac frakci

2.2.2. Vyuziti HPLC v praxi"'

vvvvvv

farmaceuticky vyznamnych latek, ktera je rozdélena do Ctyfech zdkladnich smérd. V prvni problematice
je pouziti HPLC zna¢né jednoduchou cestou k identifikaci ucinné latky, stanoveni obsahu a stanoveni
Cistoty. Pti vhodnych chromatografickych podminkach je mozno ziskat jedinou analyzou potiebna data
ke vSem tfem cilim. Tak lze snadno zjistit obsah a mnozstvi pfipadnych rezidui a navic identifikovat
ucinnou latku v 1é¢ivém piipravku, zvlasté v kombinovanych piipravcich. Proto HPLC mizeme najit v
kontrolnich laboratorich vétSiny vyrobct 1€¢iv (napt. Sanofi Aventis, Merck, Krka, Roche) a statnich
organii povéfenych dohledem na 1é¢ivé piipravky (SUKL, FDA, EDQM" atd.).

Ve druhé problematice, kterd se tyka stability 1éCiv, podava HPLC piiblizny obraz o pritbéhu
rozkladného procesu a umoznuje kvantitativné sledovat tibytek 1éciva a zarovent monitorovat rozkladné
produkty po strdnce identifikacni a obsahové. Tuto aplikaci oceni hlavné vyrobci 1€Civ, zvlasté
originalnich.

Ve tietim sméru, coZ jsou rostlinna 1é¢iva, 1ze pomoci HPLC metodologie hodnotit zastoupeni a
zaroven obsah riiznych sekundarnich metaboliti rostlinné premény latek, napt. alkaloidy, glykosidy,
saponiny a silice.

Ctvrty smér kontrolng analytické problematiky, ktery sleduje 1é¢iva a metabolity v télnich

tekutinach je v soucasnosti jeden z nejvice se rozvijejicich trendt. Pfed HPLC analyzou je tfeba nejdiiv

23



1é¢ivo a pripadné jeho metabolity extrahovat do vhodného rozpoustédla z analyzované télni tekutiny.
Existuje i druhd moznost, a tou je uprava télni tekutiny. Zptisob Upravy zavisi na charakteru tekutiny,
obecné se zbavi vSech bunck a bunéénych soucésti, deproteinizuje se a podstoupi ultrafiltraci. V této
problematice je velkd vyhoda, ze metodika HPLC je selektivni a 1ze s ni jak urcovat latky, tak stanovit
jejich mnozstvi.

HPLC nachazi veliké uplatnéni i v analyze potravin. Tasioula-Margari a Okogeri popisuji
simultanni stanoveni fenolickych latek a tokoferolli v panenském olivovém oleji, ktery byl vyroben
zoliv odriidy Lianolia z regionu Prevezza, Recko. Byl pouzit HPLC model Shimadzu a kolona pro
reverzni chromatografii Cs. Detekce byla zajisténa UV spektrometrem pii 280 nm".

Zeraik a Yariwake vyvinuli HPLC metodu pro stanoveni celkové mnoziny flavonoidd dien¢
mucenky jedlé (Passiflora edulis Sims f. flavicrapa, Passifloraceae). Plody byly sesbirdny ve mésté
Bauru, stat Sdo Paulo, Brazilie. Eluce byla na reverznich fazich a gradientova. Detekce byla provadéna
UV-DAD spektrofotometrem a spektra jednotlivych flavonoidi byla snimana pti 200 — 400 nm'®.

HPLC se osvédCila v monitorovani polutanti v Zivotnim prostiedi. Williamson a
spolupracovnici popisuji metodu HPLC stanoveni hlavnich polutantd charakteru polyaromatickych
uhlovodikll ve vodé, sedimentu a pfistrojii se semipermeabilni membranou. Zkoumalo se celkem 15
ruznych aromatickych polycyklickych uhlovodikd, které byly rtiznymi zptisoby extrahovany ze svych
ptvodnich materii. Vlastni analyza byla provedena HPLC systémem na reverzni fazi Cg. Polycyklické
aromaty byly detekovany pomoci programovatelného skenovaciho fluorometru'”.

Van Elteren a spolupracovnici stanovovali obsah anorganického arsenu (piesnéji obsah iontt
arsenitych a arseni¢nych) z mineralnich vod z péti riznych stanovist’ ve Slovinsku. Lahve s mineralnimi
vodami byly zakoupeny ve stejny ¢as v supermarketu Mercator ve mésté Novo Mésto, Slovinsko. Vody
byly pfed analyzou odplynény desetiminutovou ultrazvukovou sonifikaci. V HPLC systému byla
pouzita anionty meénici kolona a predkolona. Detekce probihala pomoci spektroskopu atomové
fluorescence'.

Metodologie vysokoucinné chromatografie nasla své uplatnéni v petrochemickém primyslu.
Pasadakis a spolupracovnici popisuji metodu identifikace specifickych aromatickych sloucenin tezkych
frakci ropy pomoci soustavy HPLC a UV detekce pomoci diode array detektoru. Vzorky byly ziskany
od vakuové destilaéni jednotky rafinérie Motor Oil Hellas, Athény, Recko. Jednalo se o HPLC na

normalnich fazich. Detekce byla zajisténa DAD-UV spektrometrem'’.
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2.3.  Sekven¢ni injekéni chromatografie

2.3.1. Systém SIC a jeho souéasti’’

V metodologii sekvencni injekeni analyzy je mozno simultanné analyzovat jednoduché smési za
pomoci neseparacnich postuptl. Nejjednodussi priklad je pouziti selektivnich detektorti, které snimaji u
kazdé slozky smési jinou charakteristiku. Toho vyuzili Zisiou a spolupracovnici a tento tym popsal
metodologii SIA, kterou pouzil ke stanoveni naproxenu ve formé komplexu naproxen-f-cyklodextrin.
Jako vzorky poslouzily tablety Naprosyn 250 a 500 mg (Roche) a Reuxen 205 a 500 mg (Tecnifar).
Tyto tablety byly rozdrceny, rozpustény ve vod¢ a pak piimo analyzovany. Detekce byla fluorimetricka
pti vinovych délkach 280 nm a 356 nm*'.

Min a spolupracovnici vyvinuli metodu SIA pro on-line analyzu glukdzy a penicilinu v prub&hu
tohoto tymu. Chemiluminiscen¢ni detektor glukozy byl zaloZen na reakci glukozy s enzymem glukéza-
oxidazou, pfi niz vznika peroxid vodiku. Penicilin je penicilazou pfeménén na kyselinu penicilanovou,
ktera je pak detekovana bud’ chemiluminiscenéné nebo spektrofotometricky”.

Problémy s analyzou smési byly jednoduse vyfeSeny zavedenim kratké monolitické kolony do
systému SIA a timto spojenim vznikla sekvenéni injekéni chromatografie. Tato metoda byla poprvé
popsana roku 2003 a uplatnila se Gsp&Sné zejména na poli farmaceutické analyzy.

Systém sekvenéni injekéni chromatografie je postaven na zakladnim vybaveni SIA. Patii mezi
nizkotlaké (do 2,5 MPa) prutokové metody. Chromatografickou ¢ast predstavuje kratkd monoliticka
kolona, ktera je umisténa mezi Z pritokovou celou a vicecestnym ventilem. SIC slouzi jako dobry
automaticky analyzator pro rychlou chromatografickou analyzu. Nabizi moZnost snadného zachazeni a
upravy vzorku. Tato vlastnost snizuje riziko chyb, které vznikaji v disledku selhani lidského faktoru.
RovnéZ umoznuje analyzu vzorki biologicky nebezpeénych.

Obsah pouzivanych pump c¢ini 5,0 nebo 10,0 ml. Mens§i pumpy dokdzou vyvinout vyssi
pracovni tlak. Rychlost pratoku mobilni faze byva ptizptisobena délce kolony a tvaru pikid. Objem
vzorku zavisi na délce kolony a ¢ini obvykle 10 — 20 pl.

Mobilni fize je zalozena na methanolu nebo acetonitrilu. Pouzité mnoZzstvi mobilni faze je
takovy objem, kterym se vymyji vSechny substance z kolony.

Monolitické kolony jsou pouzivany v sekvencni injekéni analyze, protoze jejich uspotradani
mikro- a mezopdra vykazuje maly protitlak pti relativn€ vysoké rychlosti pratoku mobilni faze. Délka
kolony se vybira v zavislosti na chromatografickych vlastnostech v§ech zkoumanych latek ve vzorku,
obvykle jsou dlouhé 25 — 50 mm. Vlastnosti téchto kolon byly podrobnéji pojednany v kapitole o
vybaveni HPLC.

Detekce je provadéna vétsinou DAD detektorem. Byva kombinovan se Z celou o optické aktivni

délce 10 mm. Jsou pouzivany najednou dvée az tii vinové délky, kdyz je potieba zvysit selektivitu.
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Cely systém je kontrolovan piislunym softwarem (napf. FIAlab™) podle predem daného

programu.

9

Obr. 3 Schéma systému sekvenéni injekéni chromatografie®
1 — pumpa, 2 — vicecestny ventil, 3 — vzorek, 4 — kolona s predkolonou, 5 — Z cela, 6 — UV-VIS
lampa, 7 — detektor, 8 — pocitac, 9 — odpad, 10 — mobilni faze.

2.3.2. Vyuiziti SIC v praxi®

Nejdiive se pomoci sekvencni injekéni chromatografie analyzovaly relativné jednoduché smési,
napiiklad roztoky, sirupy, kapky. Tyto kapalné ptipravky, které nevykazuji zaddné interferujici
nesluditelnosti a obsahuji 2 — 5 zkoumanych latek, mohou byt pfimo analyzovany po predchozim
natfedéni mobilni fazi. Bylo vyvinuto hodné¢ metod pro analyzu Sirokého spektra kapek a sirup.

Chocholous a spolupracovnici zpracovali metodu pro stanoveni nafazoliniumnitratu a
methylparabenu v roztocich pomoci sekvencni injekéni chromatografie a detekci UV-DAD. Vzorky
byly piipraveny zkapek Sanorin® 0,5 %o. Méfeni bylo provadéno na systému FIAlab® 3 000
s monolitickou kolonou Chromolith™ Flash RP-18 (25 mm x 4,6 mm, Merck). Detekce byla zajiSténa
UV-DAD detektorem pii vinovych délkiach 220 a 256 nm**,

Chocholous a spolupracovnici popsali metodu pro simultanni stanoveni triamcinolon acetonidu
a kyseliny salicylové na systému SIC a DAD detekci. Testovany lécivy ptipravek byl topicky roztok
Triamcinolon IVAX. Analyza probihala na systému FIAlab® 3 000 s monolitickou kolonou Onyx™
Monolithic C18. Detekce byla zajisténa UV-DAD detektorem pti vinové délce 240 nm®.

Polotuhé a tuhé ptipravky musi byt pred analyzou upraveny, naptiklad extrakci do vhodného
organického rozpoustédla, protoZze zkoumané latky jsou zapracovany do komplexniho souboru

pomocnych latek pro zptesnéni divkovani a snadnéjsi aplikaci.
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Satinsky a spolupracovnici vyvinuli metodu pro stanoveni sodné soli diclofenaku a konzervantt
methylparabenu a propylparabenu na soustavé SIC s detekci DAD. Polotuhy piipravek Dicofenac 1,0 %
pochdzel od firmy Herbacos-Bofarma Ltd. Tato smés pak byla sonifikovana ultrazvukem a
centrifugovana. 10 pl supernatantu byl analyzovan systémem FIAlab® 3 000 s kolonou Chromolith®
Flash RP-18e. Zkouman¢ latky byly monitorovany UV-DAD detektorem®®.

Satinsky a spolupracovnici popsali metodu sekvenéni injekéni chromatografie pro stanoveni
ambroxolium hydrochloridu a doxycyklinu za monitoringu UV detekeci. Analyzované 1éCivé pripravky
byly Doxycyclin® AL comp. cps., Doxyhexal® 200 tbl. a Ambrosan® tbl Analyza byla provedena na
systému FIAlab® 3 000 s kolonou Chromolith® Flash RP-18e. UV detekce byla pii vinové délce 213
nm”’.

Byly vyvinuty i izola¢ni metody plné zalozené na Sekven¢ni injekéni chromatografii. Tato
oblast se tyka této prace jen okrajové a tak bude stacit jen jeden priklad.

Qiao a spolupracovnici popsali metodu izolace plutonia z pevnych vzorki. Byla pouzita ptida
z Déanska a Irského mote. Separace probihala v deviti anionty ménicich kolonadch a samotné ionty
plutonia a dal§ich prvka t&z§ich nez thalium byly detekovany pomoci hmotnostni spektrometrie®.

2.4 Casticové kolony core-shell”~

Koncept pevnych castic obalenych porézni vrstvou saha az do prelomu 60. a 70. let dvacatého
stoleti. Jako prvni je piedstavili vefejnosti Horvath a spolupracovnici’” **. Tyto &astice se staly prvni
komeré¢ni HPLC naplni, kterd vykazovala piesvéd¢ivé vysledky. Nejmladsi zavedeni pevné Castice

s porovitou slupkou je tak zvana fused-core (core-shell) Gastice™.

(a) fused core particle (b) sub 2 pm porous particle

Obr. 4 Vzhled fused-core &astic™ — vlevo fused-core &astice, vpravo totdlné porovita ¢astice
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Skladaji se z pevného, vysoce inertniho a nepropustného jadra, které je obaleno vrstvou
porézniho silikagelového materidlu. Jadro ma pramér 1,7 um a vrstva je tenkd 0,5 um. Jeden
z nejvetsich benefitd téchto fused-core castic je kratkd difuzni draha (v nasem piipadé 0,5 um) ve
srovnani s celoporéznimi ¢asticemi (u nich mize tvotit difuzni draha podle rozméru ¢astice naptiklad 3

um).

Ascentis Express Particle Totally Porous Particle

Diffusion Path

1.7

2.7 um

Obr. 5 Schéma fused-core &astic Ascentis Express™'

Tento vyrazny rys zajistuje vynikajici kinetiku transferu hmoty a lep§i vykonost pii vysSich
rychlostech mobilni faze. Velmi vyzna¢na a unikatni vlastnost fused-core ¢astic je jejich vysoka
stejnomeérnost velikosti. To usnadnuje plnéni téchto kolon s velkou robustnosti. Co je dulezité, tak 2,7
um fused-core ¢astice vytvareji ptiblizné jen polovinu protitlaku ¢astic o rozméru 1,8 wm, coz umoziuje
pouzivat kolony plnéné fused-core casticemi i pti tradicnich HPLC systémech. Prvni kolony plnéné
timto typem ¢astic byly zavedeny na trh v roce 2007°*. Jedna se o kolony tvarové i rozmérové shodnymi
s tradi¢nimi kolonami, i kdyz se mohou rozméry lisit. U kolon s fused-core 2,7 um ¢asticemi lze pouzit
frity s 2 um pory (tytéz frity, které se obvykle pouzivaji u kolon s 3 — 5 pm ¢asticemi). Tim se stanou
kolony mén¢ vnimavé k problémtim pii pfipojeni, které jsou evidentni u kolon s ¢asticemi o rozmérech
méné nez 2 pum a frity s pérovitosti 0,5 pm. Plati to zvlasté pro farmaceutické vzorky se slozitou
matrici. Retence, selektivni chovani a spotfeba vzorkl pro fused-core kolony jsou cilem praktického
zajmu ve farmaceutickém primyslu. Tyto charakteristiky fused-core ¢astic a totalné poréznich Castic
srozméry pod 2 pum byly predmétem systematického vyhodnoceni v praci Abrahima a
spolupracovniki®®. Rovnéz byla srovnavana efektivita kolony a pokles protitlaku. Abrahim a
spolupracovnici srovnavali zakladni charakteristiky (retenci, selektivitu, kapacitu vzorku, efektivitu
kolony a protitlak) u kolony Ascentis Express C18 s fused-core ¢asticemi a kolony Zorbax Eclipse Plus
C-18 s casticemi mensimi nez 2 pm nebo kolonou Water Acquity BEH C18.

Retencni faktor u kolony Ascentis byl mensi nez u kolony Zorbax. Mohlo by to byt zptisobeno

mensi dostupnou plochou povrchu, srovnano s klonou Zorbax. Avsak v praci Cunliffa a Maloneyho
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bylo hlaseno, Ze stejna retence byla zjisténa u kolony s fused-core ¢asticemi a kolony Aquity s ¢asticemi
o rozmérech 1,7 pm’®. To miiZe znadit retenéni rozdily mezi stacionarnimi fizemi Zorbax C18 a
Acquity. Rozdil reten¢niho faktoru mezi kolonou s fused-core ¢asticemi a kolonou Zorbax by mohly byt
snadno vyrovnany vhodnym slozenim mobilni faze.

U selektivnich charakteristik Abrahim a spolupracovnici zjistili, Ze semiporézni fused-core
Castice a porézni Castice s rozméry pod 2 um maji mirn€é vyssi selektivitu pro nepolarni i polarni
slouceniny, které testovali. Rozdil byl vyrazné€jsi pii pouzitych vysokych koncentracich organiky.
Selektivni vlastnosti obou kolon byly dale podrobeny riznym testim selektivity. Z testovaciho
protokolu, ktery byl zalozen na metodologii Tanaky a spolupracovniki’', vyplynulo, Ze obé zkoumané
kolony maji srovnatelné povrchové pokryti a hydrofobni selektivitu. Bylo tak usouzeno diky
srovnatelnym hodnotam retencnich faktorti pentylbenzenu a hodnot methylénové selektivity. Ostatni
testy, zvlaste ty, které zkousi vodikové mistky, obsah reidualni silanolovych zbytki a iontovyménnou
kapacitu, také neukazaly zadny velky rozdil mezi dvémi zkouSenymi kolonami. Na druhou stranu
v trifenylen/o-terfenylovém testu byl pozorovan znatelny rozdil v selektivité. Hodnoty pro fused-core
¢astice C18 byly pfiblizné¢ o 30 % vétsi nez pro 1,8 um porézni ¢astice C18. Tyto vysledky by mohly
byt pti¢teny rozdilim prostorového rozlozeni, které jsou zpusobeny variacemi povrchové silanizace
a/nebo morfologii silikagelovych ¢astic.

Kapacita vzorkt patfi mezi nejdilezitéjsi vlastnosti kolony, které jsou velice podrobné
zkoumané pii vyvoji nové stacionarni faze, protoze mize vyrazné¢ ovlivnit linearni dynamicky rozsah
daného analytu. Kolony s vys$$i kapacitou obvykle poskytuji vétsi linearni dynamicky rozsah. Celkovy
objem fuzovaného jadra v povrchové poréznich 1,8 um ¢asticich, ktery neposkytuje zadnou retenci,
miiZze byt stanoven na 25 % hodnot 2,7 pm poréznich ¢astic. Kapacita vzorku by tudiz méla byt pro
kolonu s fused-core casticemi ptiblizné o 25 % nizs$i nez u kolony s ¢asticemi menSimi nez 2 pm.
Vysledek Abrahima a spolupracovnikli naznacuje, ze kolona plnéna Cisté poréznimi ¢asticemi mize
vykazovat mirn€ vys$i linearni dynamicky rozsah nez kolona s fused-core casticemi.

Aby mohla byt srovndvéana t€innost dvou zkoumanych kolon (fused-core ¢éstice a Cisté porézni
castice), tak van Deemterovy kiivky byly zakresleny za pouziti hodnot ti¢innosti, které byly vypocitany
pro interval rychlosti 0,6 az 10 mm/s. Jako testovany analyt byl pouzit benzofenon. slozeni mobilni faze
bylo mirn€ upraveno tak, aby dvé zkoumané kolony mély obdobny retencni faktor. Ukézalo se, ze 1,7
um castice jsou ucinnéjsi (nizsi vyska teoretickych pater), nez 2,7 um fused-core Castice za optimalni
linearni rychlosti a vy§ (0,3 — 1,0 cm/s). Uéinnost, ktera byla ziskana pouzitim fused-core &astic, ma
primérné hodnoty na 85 % hodnot pro 1,7 um c¢astice v tomto rozmezi rychlosti. Bylo odhadnuto, ze
svah kiivky pro fused-core Castice je o 25 % niz8i nez pro 1,7 um Castice. Je to zplisobeno niz§im
odporem transferu hmoty fused-core ¢astic. Vysledky ukazuji, ze ¢astice s pevnym jadrem by mély byt
vhodnéjsi pro rychlé separace ve vyssich pritocich. Minimalni vySka patra je ale pro Castice s pevnym

jadrem o 18 % vétsi nez pro 1,7 pm Cisté porézni Castice, kvtli vetsi velikosti ¢astic s pevnym jadrem.
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Efektivita kolon stoupa se zmensovanim primeéru ¢astic, ale vyvijeny protitlak stoupa mnohem
rychleji nez efektivita. Tlak je nepfimo imérny druhé mocniné velikosti ¢astic. Proto pro mmnoho
aplikaci kapalinové chromatografie s vysokym rozliSenim je tfeba pouzit systémy vyvijejici vysoky tlak.
Castice s vysokou uéinnosti, ale vyvijenym nizkym protitlakem, by byla vhodngjsi kandidat pro tradiéni
systémy kapalinové chromatografie. Fused-core Castice o rozmérech 2,7 pum, které jsou vyrobeny
z porézni vrstvy obklopujici pevné jadro, nabizeji moznost s niz§im protitlakem a nepatrn€ snizenou
Gi¢innosti (ve srovnani se 1,8 um &asticemi). Abrahim a spolupracovnici ve své praci® zjistili, ze pokles
tlaku diky vétsi velikosti Castic s fuzovanym jadrem (2,7 um versus 1,8 pm) byl ¢astecné mirnén
pusobenim vétsi drsnosti povrchu ¢astic. Zdvojnasobeni délky kolony (na 100 mm) s fused-core
¢asticemi produkovalo o 12 % mensi protitlak nez kolona s ¢isté poréznimi 1,8 um ¢asticemi o délce 50
mm. Podminky v obou pfipadech byly identické. Tento poznatek naznacuje, Ze kolony s fused-core
¢asticemi maji mnohem vétsi G¢innost na jednotku tlaku (vztaZzeno na kolony s ¢asticemi o rozmerech
mensich nez 2 pm).

Chocholous a spolupracovnici popsali novou aplikaci kolony s fused-core ¢asticemi (Ascentis®
Express C18 od firmy Supelco™ Analytical) a propojili ji do systému sekvenéni injekéni
chromatografie. Kolonu rovnéZ porovnavali s monolitickou kolonou Chromolith® Performance RP-18¢
100-3 od firmy Merck. Jako analyty byla pouzita skupina estrogenti a vnitini standard ethylparaben.

Monolitické kolony s malym vnitinim pramérem predstavuji jeden z trendi kapalinové
chromatografie. Tyto kolony vykazuji niz§i mrtvy objem a napomahaji rychlejsi separaci bez zvyseného
lepsi vyuziti mobilni faze. Monoliticky sorbent, jak uz bylo dfive psano, ma velmi vysokou porozitu a
obsahuje dva typy poru, které zlepSuji separa¢ni ti¢innost kolony a snizuji protitlak.

Pouzita monolitickd kolona byla vybrana na zakladé vysledki provéfovani separace riznych
typti monolitickych kolon. Kolona Chromolith® Performance RP-18e 100 vykazala nejlepsi vysledky,
smés analytti byla kompletné rozdélena, délka analyzy a spotieba mobilni faze byla vyhovujici.

Zakladni chromatografické parametry byly vypocteny z experimentdlnich dat, jako retencni
casy, symetrie piku, pocet teoretickych pater a jejich vyska.

Separace zkouSené smési analyti byla UspéSn€ dosazena u obou kolon, avSak rozdilnymi
cestami (délka kolony, primér a struktura stacionarni faze). Uginnost separace byla popsana pottem
teoretickych pater, kolona Ascentis vykazuje pfiblizn¢ o 30 — 50 % nizs§i pocCet pater nez kolona
Chromolith. Na druhou stranu kolona Ascentis vykazala niz$i (a proto lepSi) hodnoty vyskového
ekvivalentu pro teoretické patro. V oblasti rozliseni pikli vysledky obou kolon byly stejné. Z toho
vyplyva, Ze kolony s fused-core ¢asticemi a s nizkym mrtvym objemem vykazuji stejnou separacni
ucinnost vzhledem k del§im a tenkym monolitickym kolonam za podminek stejného pritoku mobilni
faze™,

V této praci byly srovnavany nékteré chromatografické charakteristiky tfi fused-core kolon od

firmy Sigma — Aldrich, Supelco Analytical, Bellefonte, PA, USA.
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Kolona Ascentis Express C-18 je dlouhda 30 mm. Jeji vnitini primér je 4,6 mm a castice maji
pramér 2,7 um. Snese teploty do 60° C. Operacéni spektrum pH lezi v intervalu 2 — 9. Pory maji velikost
90 A*. Na silikagelovém povrchu &astic je nakondenzovan oktadecylovy uhlikaty zbytek, jak ukazuje

obrazek 4.

Obr. 6 Struktura C18 zbytki*

Kolona Ascentis Express RP-Amide je dlouha 30 mm. Jeji vnitini pramér je 4,6 mm a Castice
maji pramér 2,7 pm. Snese teploty do 100° C. Jeji rozmezi pH je 2 — 9. Péry maji velikost 90 A*’. Na

silikagelovém povrchu ¢astic jsou nakondenzovany amidové zbytky, jak je vidét na obrazku 5.

(CHabiCHy
(CH2)14CHy

Obr. 7 Struktura RP-Amidovych zbytki*®
Kolona Ascentis Express Phenyl-Hexyl je dlouha 30 mm. Jeji vnitfni pramér je 4,6 mm a

castice maji pramér 2,7 um. Snese teploty do 100° C vcetné, jeji pH rozsah ¢inni 2 — 9. Rozmér pori je

90 A*. Na povrchu &astic jsou fenyl-hexylové zbytky.

046

Obr. 8 Struktura fenyl-hexylovych zbytki
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2.5 Fenolické kyseliny™ 4”442

Fenolické kyseliny v rostlinném organizmu vznikaji jako diilezité meziprodukty metabolizmu
sekundarnich metaboliti. Kyseliny zkoumané v této praci Ize rozdélit do dvou skupin: derivaty kyseliny
hydroxyskoticové a derivaty kyseliny gallové.

Biosyntéza téchto dvou skupin fenolickych kyselin, zacind fotosyntézou. Po mnoha krocich
vznikne Sikimat, pak chorizmat, aromatické kyseliny a nakonec kyselina skoficova, coz je kli¢ova
slou¢enina pro tvorbu vyse popisovanych fenolickych kyselin®”.

Ze skoticové kyseliny vznika kyselina vanilova, ferulovda a mnoho jinych meziproduktt
k fenolickym glykosidiim, jejichz aglykon je odvozen z fenolu a jeho jednoduchych derivati. Uvedeme
tii priklady drog, které obsahuji tyto latky. Jsou to vanilkovy plod, Fructus vanillae (matecna rostlina
Vanilla planifolia ANDR., Vanilla tahitensis MOORE, Orchidaceae), vrbova kira, Cortex salicis
(matecna rostlina Salix alba L., Salix purpurea L., Salicaceae), list medvédice, Folium uvae-ursi
(mateéna rostlina Arctostaphlos uva-ursi L., Ericaceae)™.

Druha skupina cest metabolizmu kyseliny skoficové vede pfes kyselinu o-kumarovou ke
kumariniim. Jako piiklad rostlin obsahujici kumariny mizou byt naptiklad mora¢ vétsi (Ammi maius L.,
Apiaceae), komonice 1ékaiska (Melilotus officinalis L., Fabaceae) nebo mafinka vonna (Asperula
odorata L., Rubiaceae)™.

Tteti a posledni skupina cest vede k tvorbé kyseliny p-kumarové, ktera je velmi ddlezitym
substratem pro biosyntézu flavonoidl a kyseliny kavové. Zde jsou nékteré priklady rostlin obsahujici
flavonoidy: pohanka (Fagopyrum vulgare T. NESS, Polygonaceae), jehlice trnita (Ononis spinosa L.
Fabaceae), violka téfbarevna (Viola tricolor L., Violaceae) a mnoho jinych rostlin®.

Kyselina kavova je dalsi vcelku dulezity meziprodukt biosyntézy sekundarnich metaboliti
rostlin. Z kyseliny kdvové vznikaji mnoho vyznamnych latek.

Jeden znich je galanthamin. Tento alkaloid se ziskdva zejména ze snézenky kavkazské
(Galanthus woronowii, Amaryllidaceae). Galanthamin patfi z farmakologického hlediska mezi
inhibitory acetylcholinesterazy a pouziva se proti demencim™.

Dalsi latkou je kolchicin, respektive dalsi alkaloidy octunu jesenniho (Colchicum autumnale L.,
Colchicaceae). Kolchicin sam o sobé€ patii mezi velmi silné ucinné latky a je to jed de€liciho vieténka.
Pouziva se jen velmi omezené a to k 16¢bé& akutniho zachvatu dny™.

Kyselina gallova je hlavni surovinou pro tvorbu hydrolysovatelnych tfislovin. Vyskytuji se
témér ve vSech Celedich vyssich rostlin ve vétSim 1 menSim mnozstvi kvalitativnim 1 kvantitativnim,
celedi Papaveraceae a Brassicaceae tiisloviny neobsahuji. Jako ptiklady drog obsahujici tfisloviny byly
zvoleny nasledujici rostliny: dubénky, Gallae (matecna rostlina dub barvivy, Quercus infecta OLIV.,
Fagaceae), list maty, Folium menthae ( mate¢na rostlina mata peprna, Mentha xpiperita L., Lamiaceae),

&aj, Folium theae (mate¢na rostlina Camellia sinesis [L.] O. Kuntze, Theaceae)™.
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Tab. 1 Zakladni vlastnosti kyselin*'

K. gallova K. vanillova K. protokatechova K. syringova
Sumarni vzorec C,HgOs CsHgO, C,HgO4 CoH ;05
Hmotnost (g/mol) 170,11954 168,14672 154,12014 198,1727
Rozdélovaci 0,7 1,4 1,1 1,0
koeficient

K. sinapova

K. ferulova

K. o-kumarova

K. p-kumarova

Sumarni vzorec C]]H]zOs C10H1004 C9H303 C9H803
Hmotnost (g/mol) 224,02998 194,184 164,15802 164,15802
Rozdélovaci 1,5 1,5 1,5 1,5
koeficient
0] OH
© COH OH
- 0 o ~
H.C CH,
HO
HO OH ot -
OH OH 0 OH
Kyselina gallova Kyselina vanillova Kyselina protokatechova Kyselina syringova
0 0 0 0
H3CO S
3 I;A/LOH CHBOUVLOH @MOH /@/\\)LOH
HO HO OH HO
OCH3;
Kyselina sinapova Kyselina ferulova Kyselina o-lumarova Kyselina p-kumarova

Obr. 9 Strukturalni vzorce kyselin®’.
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3. Prakticka cast

3.1.  Pouzité pristroje, chemikalie a pfiprava vzorki

3.1.1. Pouzité pristroje

Systém SIChrom™ (FIAlab®, Bellewue, WA, USA)

Kolona Ascentis Express C-18, 30 mm x 4,6 mm, 2,7 um, Sigma — Aldrich, Supelco Analytical,
Bellefonte, PA, USA

Kolona Ascentis Express RP-Amide, 30 mm X 4,6 mm, 2,7 pm, Sigma — Aldrich, Supelco Analytical,
Bellefonte, PA, USA

Kolona Ascentis Express Phenylhexyl, 30 mm % 4,6 mm, 2,7 um, Sigma — Aldrich, Supelco
Analytical, Bellefonte, PA, USA

Osmicestny ventil z nerezové oceli (VICI® Valco Instruments, TX, USA)

Pumpa S17 (Sapphire™ Engeneering, MA, USA)

Vahy analytické Sartorius Analytic

Lampa UV D-1 000-CE (Analytical Instrument Systems Inc., USA)

Detektor CCD UV-VIS USB 4 000 (Ocean-optics, FL, USA)

Ultrazvukova lazen

Z cela Ultem®” SMA, efektivni délka 20 mm (FIAlab®, Bellewue, WA, USA)

Digitalni pHmetr, Hanna Instruments

spojovaci PEEK trubicky o vnitfnich primérech 0,25 a 0,5 mm

opticka vlakna o vnitinim praméru 0,6 mm (FIAlab®, Bellewue, WA, USA)

3.1.2. Pouzité chemikalie

Kyselina p-kumarova, Cistota > 98,0 %, Sigma — Aldrich, Steinheim (Némecko)
Kyselina o-kumarova, Cistota 97,0 %, Sigma — Aldrich, Steinheim (Némecko)
Kyselina gallova, Sigma — Aldrich, Steinheim (Némecko)

Kyselina vanillova, Cistota > 97,0 %, Sigma — Aldrich, Steinheim (Némecko)
Kyselina ferulova, Cistota 99,0 %, Sigma — Aldrich, Steinheim (Némecko)
Kyselina protokatechova, Cistota > 97,0 %, Sigma — Aldrich, Steinheim (Némecko)
Kyselina sinapova, Cistota 98,0 %, Sigma — Aldrich, Steinheim (Némecko)
Kyselina syringova, Cistota 95,0 %, Sigma — Aldrich, Steinheim (Némecko)
Methanol for HPLC, Chromasolv, Sigma — Aldrich

Acetonitril for HPLC, Chromasolv, Sigma — Aldrich

Voda destilovana
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Kyselina fosfore¢na 85 %

Kyselina octova koncentrovana

3.1.3. Priprava mobilnich fazi

Nejprve se v odmérném valci odméfilo pozadované mnozstvi acetonitrilu a bylo pielito do lahve
na mobilni fazi. Pak se odmétilo pozadované mnozstvi destilované vody a bylo pielito k acetonitrilu.
Lahev byla tésné uzaviena a dvakrat dikladné protfepana. Mobilni faze byla minimalné¢ pét minut
odvzdusnéna na ultrazvukové lazni. Poté se upravilo pH na pozadovanou hodnotu pomoci kyseliny
fosforecné 85% nebo ze zacatku kyseliny octové koncentrované, mobilni faze byla opét dikladné
protfepana a odvzdusnéna minimalné¢ 1,5 minut na ultrazvukové lazni. Slozeni mobilni faze se v

pribéhu jedné analyzy nemeénilo, byly to izokratické eluce.

3.1.4. Priprava vzorki

Nejprve byly pripraveny roztoky standardd. Odvazilo se 25 mg kazdé kyseliny zvlast,
kvantitativné se mnozstvi pfevedla do 25 ml odmérné banky a doplnila po rysku methanolem pro
HPLC. Nakonec byl obsah v bankach dukladné protfepan. Koncentrace standardnich roztoki tedy byla
priblizné 1 mg/ml. Vzorky byly pfipravovany fedénim mobilni fazi v riznych pomeérech (jak to méfeni
vyzadovalo), ob¢as i michany dohromady (kdyZ se zkoumala selektivita kolon) a fadn¢ protiepany.

V tabulce 2 jsou piesné koncentrace roztokl standardd jednotlivych kyselin a jsou uvedeny i

koncentrace roztokli pouzitych pro méfeni opakovatelnosti.

Tab. 2 Koncentrace roztoki standardi a roztoki pro opakovatelnost

kyselina standard (mg/ml) | 0,1 mg/ml 0,01 mg/ml 0,001 mg/ml

protokatechova 1,012 0,1012 0,01012 0,001012
vanilova 1,008 0,1008 0,01008 0,001008
ferulova 1,02 0,102 0,0102 0,00102
o-kumarova 1,008 0,1008 0,01008 0,001008
p-kumarova 1,016 0,1016 0,01016 0,001016
sinapova 0,996 0,0996 0,00996 0,000996
syringova 1 0,1 0,01 0,001
gallova 1,028
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3.1.5. Schéma pouzitého SIC piistroje

Pouzivany SIC pfistroj se skladal z pistové pumpy, osmicestného ventilu, kolony s ptedkolonou,
Z cely, zdroje UV-VIS, DAD detektoru, pocitace s prislusnym softwarem, trubickami o vnitinim

rozméru 0,25 mm a 0,5 mm a nadob na mobilni fazi a odpad.

Obr. 10 Schéma pouZivaného p¥istroje SIC*
1 — pumpa, 2 — osmicestny ventil, 3 — vzorek, 4 — kolona s predkolonou, 5 — Z cela, 6 — UV-VIS
lampa, 7 — CCD detektor, 8 — pocitac, 9 — odpad, 10 — mobilni faze, 11 — tlakova pojistka
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4. Vysledky a diskuze

4.1. Vyvoj metody

4.1.1. Vybér mobilni faze

Obecné vlastnosti mobilni faze byly uréeny typem kolon srovnavanych v této praci (jednalo se o
chromatografii na reverznich fazich) a rozd€lovacim koeficientem pouzitych kyselin. Jako zaklad
mobilni faze byla pouzita voda a acetonitril. Hodnota pH pak byla nejdiive upravovana kyselinou
octovou, ale pak se brzo pteslo na 85% kyselinu fosforecnou. Nasledujici fadky popisuji postupnou

optimalizaci slozeni mobilni faze pro jednotlivé kolony.

4.1.1.1. Kolona C-18

Byl pouzit vzorek pfipraveny nafedénim (5 000x) standardu kyseliny p-kumarové (jeho
koncentrace je tedy 0,2032 pg/ml).

Jako prvni byla pouzita mobilni faze skladajici se z vody a acetonitrilu v poméru 50:50. Jeji pH
bylo upraveno na 2,8 kyselinou octovou koncentrovanou. Kyselina p-kumarovd se vymyla tésné za

impulzem mrtvého objemu a je vidét mirné chvostovani (obr. 11).
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Obr. 11 Chromatograf vzorku kyseliny p-kumarové za pouziti mobilni faze voda:acetonitril (50:50)

(280 nm)
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Dalsi pouzita faze se skladala ze 75 ml mobilni faze acetonitril:voda (50:50) a ptidavku 5 ml
vody. K 68 ml této mobilni faze bylo ptidano jesté 10 ml vody. Byl pouZit vzorek ptipraveny nafedénim
(5 000x) standardu kyseliny p-kumarové. Pik kyseliny p-kumarové se zcela spojil s impulsem mrtvého
objemu a nebyl rozeznatelny.

Nasledna pouzita faze se skladala z 23 dilt acetonitrilu a 77 dili vody a jeji pH bylo upraveno
na 2,21 85% kyselinou fosforeCnou. Byl pouzit vzorek pfipraveny nafedénim (5 000x) standardu

kyseliny p-kumarové. Pik kyseliny p-kumarové neni rozlisitelny (obr. 12).
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Obr. 12 Chromatograf vzorku kyseliny p-kumarové za pouziti mobilni faze z 35 ml acetonitrilu a 65

ml vody, ktera celkové byla s vét§im ptidavkem vody. (280 nm)
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Pti identifikaci pikli byla pouZzita mobilni faze o slozeni acetonitril:voda (15:85) a jeji pH bylo
upraveno na 2,44 85% kyselinou fosforecnou. Vzorek byl smési standardnich roztoki kyselin
protokatechové, p-kumarové, vanilové, ferulové, o-kumarové, sinapové a syringové. Koncentrace
kyselin ve vzorku byla 20 ug/ml (koncentrace kyseliny protokatechové byla 20,24 ug/ml, kyseliny
vanilové 20,16 pg/ml, ferulové 20,4 pg/ml, o-kumarové 20,16 pg/ml, p-kumarové 20,32 pg/ml,
sinapové 19,92 pg/ml a syringové 20 pg/ml). Pik 4 byl trochu nepravidelny, tvarem pfipominal spiSe
rovnoramenny trojihelnik a na pfedni stran€¢ mél jemny hrbolek, protoze nalezel dvéma kyselindam
(ferulova a sinapova).

Pouzita mobilni faze se jevila jako vyhovujici pro vSechny kyseliny, ale ne pro kyselinu o-
kumarovou, protoZe tato kyselina se zacala vymyvat z kolony az na samotném konci analyzy. Tato
kolona vykazuje dva dvojité piky, a to pro kyseliny vanilovou a syringovou a pro kyseliny ferulovou a

sinapovou.
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Obr. 13 Chromatograf opakovatelnosti kolony C18 p¥i koncentraci 0,1 mg/ml (280 nm)
1 — pik kyseliny protokatechové, 2 — pik kyselin vanilové, 3 - pik kyseliny
p-kumarové, 4 — pik kyselin ferulové, 5 — pik kyseliny o-kumarové, 2 neocislované piky jsou

ziejmé piky rozkladnych produkti.
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Pro méteni kalibrace a opakovatelnosti (koncentrace vzorkt viz dale) byla pouZita mobilni faze
o slozeni 239 ml vody a 45,5 ml acetonitrilu. Jeji pH bylo upraveno na 2,36 pomoci 85% kyseliny
fosforecné. Z obrazku 14 lze jasné vidét, Ze toto slozeni mobilni faze se ukazalo jako vyhovujici pro
separaci kyselin. Piky jsou od sebe dokonale rozdéleny, a je dokonce vidét, Ze smés neni Uplné Cista.
Vyskytuji se v ni n¢které necistoty, které ale nebyly identifikovany. VSechny oc¢islované piky vykazuji

dobrou symetrii a velmi mirn€ chvostuji.
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Obr. 14 Chromatograf opakovatelnosti méreni na koloné C18 pii koncentraci 0,1 mg/ml (280 nm)
1 — pik kyseliny protokatechové, 2 — pik kyselin vanilové, 3 - pik kyseliny
p-kumarové, 4 — pik kyseliny ferulové, 5 — pik kyseliny o-kumarové, 2 neocislované piky jsou

ziejmé piky rozkladnych produkti.
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4.1.1.2. Kolona RP-Amide

Na zaklad¢é zkuSenosti z pfedchozich analyz na koloné¢ C18 byla nejprve vyzkouSena mobilni
faze o slozeni 84 dili vody a 16 dilii acetonitrilu. Jeji pH bylo upraveno na 2,36 pomoci 85% kyseliny
fosforecné (jedna se o naprosto identickou mobilni fazi, ktera byla pouzita pii métfeni kalibrace a
opakovatelnosti kolony C18). Vzorek vznikl smiSenim 100 ul roztoku standardu kazdé zkoumané
kyseliny (kromé kyseliny gallové) a doplnénim do 1 000 pl pouzitou mobilni fazi. Z této smesi bylo
odebrano 100 ul a doplnéno do 1ml (koncentrace pro jednotlivé kyseliny jsou: protokatechova 10,12
ug/ml, vanilova 10,08 ug/ml, ferulova 10,2 ug/ml, o-kumarova 10,08 pg/ml, p-kumarova 10,16 pg/ml,
sinapova 9,96 ug/ml, syringova 10 pg/ml). Zakladni linie je vyrazné€ pod nulovou linii. Piky jsou sice

zcela oddg€lené, ale jsou nizké navzdory vysoké koncentraci vzorkll a vyskytuje se jich malo (obr.15).
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Obr. 15 Chromatograf vzorku smeési kyselin za pouziti mobilni faze z 84 dilt vody a 16 dil

acetonitrilu. (280 nm)

41



Byla namichana dal$i mobilni faze o sloZeni acetonitril : voda (15 : 85), jeji pH bylo upraveno
na hodnotu 2,38 pomoci 85% kyseliny fosforecné. K 20 ml této faze bylo vzdy postupné ptidavano
200 pl acetonitrilu, 400 upl, 600 pl az po koneénych 1400 pl acetonitrilu. Budou uvedeny
chromatogramy pro pfidavky 200, 800 a 1 400 ul acetonitrilu. Vzorek je stejny jako u obrazku 15. Piky

jsou vyraznéjsi a o néco vyssi nez v predchozim piipadé (obr. 16).
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Obr. 16 Chromatograf vzorku smési kyselin za pouziti mobilni faze acetonitril : voda (15 : 85) a

smiSené v poméru 200 pl acetonitrilu na 20 ml mobilni faze. (280 nm)
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Slozeni dal$i mobilni faze bylo acetonitril : voda (15 : 85) a smiSené v pomeru 800 ul
acetonitrilu na 20 ml mobilni faze. Vzorek je stejny jako u obrazku 11. Toto sloZzeni mobilni faze se
ukazalo jako naprosto nevhodné, protoze na chromatogramu nelze rozeznat zadné piky. Je jasné vidét

jen impuls nalezejici mrtvému objemu (obr. 17).
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Obr. 17 Chromatograf vzorku smési kyselin za pouziti mobilni faze acetonitril : voda (15 : 85) a

smiSené v poméru 800 pl acetonitrilu na 20 ml mobilni faze. (280 nm)
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Mobilni faze o slozeni acetonitril : voda (15 : 85) s pfidavkem 1 400 ul acetonitrilu na 20 ml
mobilni faze vykazuje jiz lepsi vysledky. Piky jsou zietelné a oddé€lené, ale je jich celkove deset, coz je
prilis mnoho. Ve vzorku ziejmée zacaly reagovat kyseliny samy se sebou anebo se ¢astecné rozlozily. To
indikuje skupina pikd v asovém intervalu 300 az 350 sekund. Pik s retenénim ¢asem pftiblizné 430
sekund ukazuje chvostovani doptedu. Tento jev je ale spiSe charakteristicky pro plynovou

chromatografii (obr. 18).
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Obr. 18 Chromatograf vzorku smési kyselin za pouziti mobilni faze acetonitril : voda (15 : 85) a

smiSené v poméru 1 400 ul acetonitrilu na 20 ml mobilni faze. (280 nm)
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Pro identifikaci pikii na koloné¢ RP-Amide se namichala nova faze o slozeni dvacet dild
acetonitrilu a 80 dild vody. Hodnota pH byla upravena na 2,4 pomoci 85% kyseliny fosforecné. Byl
ptipraven také novy vzorek. Bylo smiSeno 20 pl standardniho roztoku kazdé zminované kyseliny
(krom¢ gallové) a doplnéno do 1 000 ul mobilni fazi (koncentrace kyseliny protokatechové byla 20,24
pg/ml, kyseliny vanilové 20,16 pg/ml, ferulové 20,4 pg/ml, o-kumarové 20,16 pg/ml, p-kumarové
20,32 pg/ml, sinapové 19,92 ng/ml a syringové 20 pg/ml). SloZeni této mobilni faze je vyhovujici. Piky
jsou zfetelné a jsou jasn¢ oddéleny. Dva velmi nezfetelné piky mezi piky 4 a 5 indikuji moznost necistot

ve vzorku (obr. 19).
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Obr. 19 Chromatograf identifikace piki kolony RP-Amide (280 nm)
1 — pik kyseliny protokatechové, 2 — kyseliny syringové, 3 — pik kyseliny vanilové, 4 — pik
kyseliny sinapové, 5 — pik kyseliny ferulové, 6 — pik kyseliny p-kumarové, 7 — pik kyseliny o-

kumarové
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Pro méfeni opakovatelnosti kolony RP-Amide byla namichana faze o slozeni 22 dila
acetonitrilu a 78 dild vody. Hodnota pH byla upravena na 2,4 pomoci 85% kyseliny fosforecné. Vzorek
se skladal ze 100 pl roztokd standardu vSech kyselin (kromé gallové; je to tedy celkem 700 pl) a
dopInén do 1 000 pl mobilni fazi (celkova koncentrace vzorku je 0,1 mg/ml pouzité kyseliny). Piky jsou
velmi jasné odliSitelné. Piky 1, 2 a 3 nejsou dokonale rozdélené a s kyselinou sinapovou (pik 4) se

koeluuje neidentifikovana latka (obr. 20). Slozeni mobilni faze je vyhovujici.
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Obr. 20 Chromatograf opakovatelnosti méreni na koloné RP-Amide pri koncentraci 1 (280 nm)
1 — pik kyseliny protokatechové, 2 — kyseliny syringové, 3 — pik kyseliny vanilové, 4 — pik
kyseliny sinapové, 5 — pik kyseliny ferulové, 6 — pik kyseliny p-kumarové, 7 — pik kyseliny o-

kumarové
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4.1.1.3. Kolona Phenyl-Hexyl

Jako prvni mobilni faze byla u této kolony vyzkousena faze o slozeni 22 dilti acetonitrilu a 78
dild vody. Hodnota pH byla upravena na 2,4 pomoci 85% kyseliny fosfore¢né. Vzorek se skladal ze
smési 20 pl standardnich roztokti v§ech kyselin (krom¢ gallové) a byl doplnén mobilni fazi do 1 000 pl
(celkova koncentrace kazdé kyseliny je 0,05 mg/ml). Na chromatogramu je rozeznatelnych Sest piku, tii
z nich jsou od sebe velmi Spatné oddélené. Jsou spise lokalizovany spiSe do prvni poloviny analyzy,
konec posledniho piku je u retencniho ¢asu 400 sekund. Druhy pik ukazuje docela vyrazné chostovani

(obr. 21).
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Obr. 21 Chromatograf vzorku smési kyselin za pouziti mobilni faze acetonitril : voda (22 : 78)

(280 nm)

47



Byly namichany dal$i mobilni faze ve slozeni 20 dili acetonitrilu a 80 dilt vody. Hodnota pH
vyla upravena 2,4 pomoci 85% kyseliny fosforecné. K 15 ml této mobilni faze se postupné pfidavalo 0,3
ml, 0,5 ml, 0,7 ml, 1 ml, 1,2 ml a 1,6 ml supercisté vody. Budou uvedeny chromatogramy pro pridavky
0,3 ml vody, 0,7 ml vody a 1,5 ml vody.

Chromatogram pro ptidavek 0,3 ml vody na 15 ml mobilni faze ukazuje, Ze se retencni Casy
vsech pikt prodlouzily. Stejn¢€ jako v ptedchozim ptipadé sttedni skupina ¢tyt pikii se téméf neoddélila,

ale ma §irsi interval retencnich ¢asi. Druhy pik ukazuje docela vyrazné chvostovani (obr. 22).
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Obr. 22 Chromatograf vzorku smési Kyselin za pouziti mobilni faze acetonitril : voda (20 : 80) a

smiSené v poméru 0,3 ml vody na 15 ml mobilni fize. (280 nm)
Pouzitd mobilni faze s ptidavkem 0,7 ml vody o trochu zkratila retencni ¢asy pikd, je vSak videét,

ze stfedni skupina Ctyt spojenych pikli se téméf nezménila oproti pfedchozimu pfipadu. Prvni a druhy

pik vykazuji docela vyrazné chvostovani (obr. 23).
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Obr. 23 Chromatograf vzorku smési kyselin za pouziti mobilni faze acetonitril : voda (20 : 80) a

smiSené v poméru 0,7 ml vody na 15 ml mobilni faze. (280 nm)

SloZeni mobilni faze s pfidavkem 1,6 ml vody nezménilo témér nic. Retencni Casy se nepatrné
prodlouzily, skupina ¢tyf spojenych piki zlstava neoddélena a prvni dva piky vykazuji docela vyrazné

chvostovani (obr. 24).
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Obr. 24 Chromatograf vzorku mixtury kyselin za pouZiti mobilni faze acetonitril : voda (20 : 80) a

smiSené v poméru 1,6 ml vody na 15 ml mobilni faze. (280 nm)
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Nasledujici mobilni faze byla pouzita pro opakovatelnost kolony Phenyl-Hexyl. Jeji slozeni
bylo 16 dilt acetonitrilu a 84 dili vody. Hodnota pH byla upravena na 2,46 pomoci 85% kyseliny
fosforecné. Vzorek byl pripraven smiSenim 100 pl roztoku standardu kyseliny protokatechové,
vanilové, p-kumarové, ferulové a o-kumarové a naslednym doplnénim do 1 000 ul mobilni fazi (celkova
koncentrace pouzitych kyseliny je 0,1 mg/ml). Tato kolona vykazuje dva dvojité piky a to pro kyseliny
vanilovou a syringovou a pro kyseliny ferulovou a sinapovou. Délka analyzy se zkratila ptiblizné o
jednu tietinu ve srovnani s predeslym chromatogramem, jinak piky se nijak vyrazné¢ nezménily. Piky

v tésném sousedstvi piki kyselin p-kumarové a ferulové jsou ziejmé piky necistot (obr. 25).
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Obr. 25 Chromatograf opakovatelnosti méreni na koloné Phenyl-Hexyl pfi koncentraci 1
(280 nm)
1 — pik kyseliny protokatechové, 2 — pik kyselin vanilové, 3 — pik kyseliny p-kumarové,
4 — pik kyseliny ferulové, 5 — pik kyseliny o-kumarové
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4.1.2. Vybér pritokové rychlosti

Nejdiive byla vyzkousena u kolony C18 prutokova rychlost 10 pl/s a analyza probéhla bez
problému. Jakmile se v mobilni fazi zvysil podil vody (a tim i viskozita mobilni faze), zvysil se i
protitlak nad inosnou mez pumpy a bezpeCnostni pojistka povolila. Pojistka byla zasunuta zpét do
puvodni polohy a pritokova rychlost byla snizena na 8 ul/s a pak nasledné na 6 ul/s, nebot’ se situace
opakovala. Pfi méfeni dat k identifikaci, kalibraci a opakovatelnosti byla pritokova rychlost nastavena
opét na 10 pl/s. Veskeré nasledné analyzy u kolony C18 probéhly bez problémt.

U kolony RP-Amide byla nejdiive pti prvni analyze pouzita pritokova rychlost 10 pl/s, ale pak
se ptreslo na pratokovou rychlost 6 pl/s (ziejmé z divodu prevence vyssiho opotiebovani pumpy). Tato
hodnota byla pouzita pti vSech nasledujicich analyzach na koloné¢ RP-Amide.

U kolony Phenyl-Hexyl byla zprvu pouzita pritokova rychlost 6 pl/s véetné identifikace. Pro
meieni opakovatelnosti byla pritokova rychlost zvySena na 10 pl/s. V pribéhu méfeni se zjistilo, Ze

povolila bezpecnostni tlakova pojistka, a tudiz byla prutokova rychlost sniZzena na 8 pl/s.

4.1.3. VInova délka

Detekce probihala pomoci detektoru UV-VIS USB 4 000 (Ocean-Optics, FL, USA). Pfi vSech
analyzach se snimaly najednou tfi vinové délky: 250 nm (kyseliny protokatechova a vanilova), 280 nm
(kyseliny syringova a o-kumarova) a 290/325 nm (kyseliny sinapova, ferulovd a p-kumarova).
Odpovida to ultrafialovému zateni. Frekvence snimani UV zafeni byla 20 Hz. VSechny chromatogramy

v této praci byly snimany pii 280 nm.
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4.1.4. Program analyzy

Pro kone¢né analyzy identifikace, kalibrace a opakovatelnosti na koloné¢ C18 byly pouzity 2

programy. Kazdy z nich je popsan pomoci tabulky.

Tab. 3 Program pro méreni identifikace a kalibrace na koloné C 18

Jednotka

Cinnost

Zacatek analyzy

Vicecestny ventil

Piepnuto na vstup 2

Pumpa Nasati 3600 pl mobilni faze rychlosti 70 pl/s
Pumpa Vyckat do dokonceni akce

Pumpa Pauza 4 s

Vicecestny ventil Ptepnuto na vstup 4

Pumpa Nasati 10 pl vzorku rychlosti 5 ul/l

Pumpa Vyckat do dokonceni akce

Vicecestny ventil

Ptepnuto na vstup 3

Analyza nového vzorku

Pumpa Vytlaceni celkového obsahu 3 610 pl rychlosti 10 ul/s
Pumpa Pauza 10 s
Spektrometr Skenovani absorbance
Spektrometr Meéfeni referenéniho spektra
Pumpa Vyckat do dokonceni akce
Konec analyzy
Spektrometr Konec detekce

Tab. 4 Program pro méreni opakovatelnosti na koloné C 18

Jednotka

Cinnost

Zacatek analyzy

Vicecestny ventil

Ptepnuto na vstup 2

Pumpa

Nasati 3600 pl mobilni faze rychlosti 70 pl/s

Pumpa Vyckat do dokonceni akce

Pumpa Pauza 4 s

Vicecestny ventil Ptepnuto na vstup 4

Pumpa Nasati 10 pl vzorku rychlosti 10 pl/l
Pumpa Vyckat do dokonceni akce

Vicecestny ventil

Piepnuto na vstup 3

Analyza nového vzorku

Pumpa Vytlaceni celkového obsahu 3 610 pl rychlosti 10 pl/s
Pumpa Pauza 10 s
Spektrometr Skenovani absorbance
Spektrometr Meéfeni referencniho spektra
Pumpa Vyckat do dokonceni akce
Konec analyzy
Spektrometr Konec detekce

Program pro konecné analyzy identifikace, kalibrace a opakovatelnosti kolony RP-Amide byl

pouzit jen jeden. Popisuje ho nasledujici tabulka.
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Tab. 5 Program pro méreni identifikace, kalibrace a opakovatelnosti na koloné RP-Amide

Jednotka

Cinnost

Zacatek analyzy

Vicecestny ventil

Ptepnuto na vstup 2

Pumpa

Nasati 3800 pl mobilni faze rychlosti 70 pl/s

Pumpa

Vyckat do dokonceni akce

Pumpa

Pauza 4 s

Vicecestny ventil

Ptepnuto na vstup 4

Pumpa

Nasati 10 pl vzorku rychlosti 10 pl/l

Pumpa

Vyckat do dokonceni akce

Vicecestny ventil

Ptepnuto na vstup 3

Analyza nového vzorku

Pumpa Vytlaceni celkového obsahu 3 810 pl rychlosti 6 ul/s
Pumpa Pauza 10 s
Spektrometr Skenovani absorbance
Spektrometr Meéfeni referencniho spektra
Pumpa Vyckat do dokonceni akce
Konec analyzy
Spektrometr Konec detekce

U konecnych analyz identifikace, kalibrace a opakovatelnosti kolony Phenyl-Hexyl byly
pouzity 2 programy. Pro méteni identifikace byl pouzit tentyz program, ktery je uveden v tabulce 4. Pro
méfeni opakovatelnosti nejvys$$i koncentrace byl pouzit program, ktery je uveden v tabulce 5.
Pro zbyvajici koncentrace opakovatelnosti a celou kalibraci byl pouzit tentyz program s nizsi

pritokovou rychlosti pres kolonu (8 pl/s).

Tab. 6 Program pro méreni identifikace, kalibrace a opakovatelnosti na koloné Phenyl-Hexyl

Jednotka

Cinnost

Zacatek analyzy

Vicecestny ventil

Ptepnuto na vstup 2

Pumpa

Nasati 3800 pl mobilni faze rychlosti 70 pl/s

Pumpa

Vyckat do dokonceni akce

Pumpa

Pauza 4 s

Vicecestny ventil

Piepnuto na vstup 4

Pumpa

Nasati 10 pl vzorku rychlosti 10 pl/l

Pumpa Vyckat do dokonceni akce
Vicecestny ventil Ptepnuto na vstup 3
Analyza nového vzorku
Pumpa Vytlaceni celkového obsahu 3 810 pl rychlosti 10 pl/s
Pumpa Pauza 10 s
Spektrometr Skenovani absorbance
Spektrometr Me¢feni referencniho spektra
Pumpa Vyckat do dokonceni akce
Konec analyzy
Spektrometr Konec detekce
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4.2.  Vysledky

4.2.1. Selektivita

Selektivita vSech tfi kolon byla rozdilna. Nejvyssi selektivitu pro Sest kyselin ma kolona RP-
vykazuje nejvétsi selektivitu kolona C18 a nejmensi selektivitu kolona Phenyl-Hexyl. Kolony C18 a
Phenyl-Hexyl vykazovaly na chromatogramu pét piki, z toho dva dvojité piky, jak ukazuje ilustrativni
obrazek 27. Poradi kyselin na obou kolonach bylo stejné. Prvni pik nalezel kyseliné protokatechové,
druhy pik kyselinam vanilové a syringové, tieti pik pattil kyselingé p-kumarové, ¢tvrty pik kyselindm

ferulové a sinapové a paty pik kyselin¢ o-kumarové (obr. 26).

2,5000
2,0000 I
3
1,5000 5
1 2 7\

1,0000 ’

0,5000

0,0000 . J .

0,0po0 50,0000 100,004 150,0000 200,0000 250,0000 300,0000 350,0000 400,0000 450,0000 500,0000

-0,5000 J/
-1,0000

Obr. 26 Chromatograf opakovatelnosti kolony C18 pri koncentraci 0,1 mg/ml (280 nm)
1 — pik kyseliny protokatechové, 2 — dvojity pik kyselin vanilové a syringové, 3 - pik kyseliny
p-kumaroveé, 4 — dvojity pik kyselin ferulové a sinapové, 5 — pik kyseliny o-kumarové,

2 neocislované piky jsou ziejme piky rozkladnych produktt.
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Kolona RP-Amide jevila o poznani lepsi separaci, protoze jeji chromatogram ukazoval vSech

sedm pikd. Jejich poradi je uvedeno na obr. 27.
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Obr. 27 Chromatograf identifikace piki kolony RP-Amide (280 nm)
1 — pik kyseliny protokatechové, 2 — kyseliny syringové, 3 — pik kyseliny vanilové, 4 — pik
kyseliny sinapové, 5 — pik kyseliny ferulové, 6 — pik kyseliny p-kumarové, 7 — pik kyseliny o-

kumarové

4.2.2. Kalibrace

Kalibraéni kiivka byla stanovena pro kazdou pouzitou kyselinu (kromé kyseliny gallové) na
vSech tfech kolonach. Pro kolonu C18 byly pfipraveny dva standardy, jeden pro smés kyselin
protokatechové, vanilové, p-kumarové, ferulové a o-kumarové a jeden pro smés kyselin sinapové a
syringové. Tytéz dva standardy byly pouzity i pro kolonu Phenyl-Hexyl. Pro kolonu RP-Amide byl
ptipraven pouze jeden standard, ktery obsahoval v§ech sedm fenolickych kyselin.

Prométena koncentracni fada byla v intervalu 0,7812 pg/ml az 0,1 mg/ml. Zacinalo se nejvyssi

Tvwr

objemu vzorku a nafedila se stejnym mnozstvim mobilni faze.
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4.2.2.1. Kolona C18

Pro tuto kolonu byly namichany dva roztoky standardd, jak uz bylo psano vyse. Nasledujici
tabulky popisuji kalibra¢ni data pro vSechny méiené latky. VeSkeré métené koncentrace latek jsou
zaznamenany v piislusnych tabulkach.

Tabulka 6 popisuje kiivku pro kyselinu protokatechovou. Jak je vidét na obrazku 29, kiivka
neni linearni. Korela¢ni koeficient je 0,9707 a rezidualni odchylka je 0,0864. Limit kvantifikace je

0,7906 pg/ml a limit detekce je 0,2635 pg/ml.

Tab.7 Kalibracni data kyseliny protokatechové na koloné C18

Koncentrace (mg/ml) | Odezva | Pocet bodi 8
0,1012 0,9206 | Smérnice 9,23944
0,0506 0,6526 | Absolutni ¢len 0,072093
0,0253 0,4208 | Korelaéni koeficient | 0,97074
0,01265 0,2281 | Rezidualni odchylka | 0,086401
0,006325 0,1166
0,0031625 0,0589
0,0015813 0,0312
0,0007906 0,0107
1,00:00
0,9000 i
0,8000 /"
0,7000 /'
E 0,6000 //
o 05000
3 0, 2000 /
0,3000 /
0, 2000 /
0, 1000 -
0, 0000 T T T T T 1
0, 0000 00,0200 0,0400 0,0600 00,0800 00,1000 01200
Koncentrace mg/ml

Obr. 28 Kalibra¢ni kirivka pro kyselinu protokatechovou na koloné C18
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Tabulka 7 obsahuje data pro kyselinu vanilovou. Kalibra¢ni kiivka ukazuje, Ze linearita
odpovédi je presné€jsi nez u kyseliny protokatechové. Korelaéni koeficient je 0,9942 a rezidualni

odchylka je 0,4550. Limit kvantifikace je 0,788 pug/ml a limit detekce je 0,2627 pg/ml.

Tab. 8 Kalibrac¢ni data kyseliny vanilové na koloné C18

Koncentrance (mg/ml) | Odezva | Pocet bodi 8
0,1008 1,1106 | Smérnice 11,18577
0,0504 0,6704 | Absolutni ¢len 0,031945
0,0252 0,3637 | Korela¢ni koeficient 0,994216
0,0126 0,1808 | Rezidualni odchylka 0,45496
0,0063 0,0910
0,00315 0,0471
0,001575 0,0258
0,000788 0,0124

1,2000

0,2000
. /
g 0,5000 /

00,0000 T T T T T 1
0,0000 0,0200 0,0400 0,0600 0,0800 0, 1000 0,1200

Koncetrace mg/ml

Obr. 29 Kalibraéni krivka pro Kkyselinu vanilovou na koloné C18
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Kalibracni kiivka pro kyselinu p-kumarovou je tvotena téméf piimkou. Korelacni koeficient je
0,9992 a rezidualni odchylka je 0,0033. Limit kvantifikace je 1,5875 pg/ml a limit detekce je
0,5292 pg/ml.

Tab. 9 Kalibracni data kyseliny p-kumarové na koloné C18

Koncentrance (mg/ml) | Odezva | Pocet bodu 7
0,1016 0,2168 Smérnice 2,110912
0,0508 0,1176 Absolutni ¢len 0,005345
0,0254 0,0624 Korelacni koeficient 0,99924
0,0127 0,0306 Rezidualni odchylka | 0,003285
0,00635 0,0170
0,003175 0,0108
0,0015875 0,0078

0,2500

0,2000
0,1500 /
0,1000

0,0500 /

00,0000 T T T T T 1
0,000 0,0200 0,0400 0,0500 0,0800 0, 1000 0,1200

\

Koncetrace mg/ml

Obr. 30 Kalibra¢ni krivka pro kyselinu p-kumarovou na koloné C18

58



Kalibra¢ni kiivka pro kyselinu ferulovou je téméf piimka. Korela¢ni koeficient je 0,9992 a

rezidualni odchylka je 0,0204. Limit kvantifikace je 0,7969 ng/ml a limit detekce je 0,2656 pg/ml.

Tab. 10 Kalibraéni data kyseliny ferulové na koloné C18

Koncentrace (mg/ml) Odezva | Pocet bodii 8

0,102 1,3649 | Smérnice 13,49694
0,051 0,7378 | Absolutni ¢len 0,010512
0,0255 0,3704 | Korela¢ni koeficient 0,999217
0,01275 0,1804 | Rezidualni odchylka 0,020362
0,006375 0,0897

0,0031875 0,0465

0,00159375 0,0235

0,000796875 0,0135

1,6000

0,8000 //
10,6000

10,2000 /'
0,0000 T T T T T 1

0,000 0,020 0,040 0,060 0,080 0,100 0,120

Odezva

Koncentrace mg/ml

Obr. 31 Kalibra¢ni krivka pro kyselinu ferulovou na koloné C18
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Kalibracni kiivku pro kyselinu o-kumarovou lze popsat jako dvé piimky spojené ve velmi
tupém uhlu. Korelacni koeficient je 0,9945 a rezidudlni odchylka je 0,0389. Limit kvantifikace je
0,7850 pg/ml a limit detekce je 0,2617 pg/ml.

Tab. 11 Kalibra¢ni data kyseliny o-kumarové na koloné C18

Koncentrace (mg/ml) | Odezva | Pocet bodii 8
0,1008000 0,9633 | Smérnice 9,774444
0,0504000 0,5902 | Absolutni ¢len 0,020681
0,0252000 0,2900 | Korela¢ni koeficient 0,994456
0,0126000 0,1425 | Rezidualni odchylka 0,038915
0,0063000 0,0714
0,0031500 0,0401
0,0015750 0,0218
0,0007850 0,0089
1,2000
1,0000
0,8000 /
3
3 0,6000
o

0,4000 /
0,2000
0,0000 / . . : : : .

0,0000000 0,0200000 0,0400000 0,0600000 0,0800000 0,1000000 0,1200000

Koncentrace mg/ml

Obr. 32 Kalibraéni k¥ivka pro kyselinu o-kumarovou na koloné C18
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Kalibracni ktivku pro kyselinu sinapovou tvoii velmi mirny oblouk. Korela¢ni koeficient je
0,9945 a rezidualni odchylka je 0,0463. Limit kvantifikace je 0,1556 pg/ml a limit detekce je
0,0519 pg/ml.

Tab. 12 Kalibracni data kyseliny sinapové na koloné C18

Koncentrace (mg/ml) | Odezva | Pocet bodi 8
0,01992 1,16188 | Smérnice 58,84697
0,00996 0,69190 | Absolutni ¢len 0,037823
0,00498 0,38694 | Korela¢ni koeficient | 0,994451
0,0024900 0,20130 | Rezidualni odchylka | 0,046323
0,0012450 0,10197

0,0006225 0,05419

0,0003113 0,02532

0,0001556 0,01439

1,40000

¥

1,20000 /
1,00000

g 0,30000

M~

3] //

3 0,60000 /
0,40000

0,20000

0,00000 T T T T 1
0,00000 0,00500 0,01000 0,01500 0,02000 0,02500

Koncentrace mg/ml

Obr. 33 Kalibracni krivka pro kyselinu sinapovou na koloné C18
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Kalibraéni kiivka pro kyselinu syringovou je témé&f dokonala piimka. Ctvrty bod méFeni byl
vypustén, protoze vykazoval prili§ velké odchylky v odezvé. Korela¢ni koeficient je vétsi nez 0,9999 a

rezidudlni odchylka je 0,0045. Limit kvantifikace je 0,1563 pg/ml a limit detekce je 0,0521 pg/ml.

Tab. 13 Kalibracni data kyseliny syringové na koloné C18

Koncentrace (mg/ml) | Odezva | Pocet bodi 7
0,02 0,76474 | Smérnice 38,06515
0,01 0,37330 | Absolutni ¢len 9,18x107
0,0050 0,19238 | Korela¢ni koeficient | 0,999891
0,0012500 0,04526 | Rezidualni odchylka | 0,004546
0,0006250 0,02423
0,0003125 0,01108
0,0001563 0,01115

0,30000

0,80000

0,70000
0,60000 /

0,50000 /

0,40000 /

0,30000 /

0,20000 /

0,10000

0,00000 / T T T T 1

0,00 0,01 0,01 0,02 0,02 0,03

Odezva

Koncetrace mg/ml

Obr. 34 Kalibra¢ni krivka pro Kkyselinu syringovou na koloné C18
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4.2.2.2. Kolona RP-Amide

Pro tuto kolonu byl namichan jeden roztok standardii, protoze chromatogram ukazoval vSech
sedm pikd. Nasledujici tabulky popisuji kalibra¢ni data pro vSechny métené latky. Veskeré metené
koncentrace latek jsou zaznamenany v piislusnych tabulkach.

Kalibra¢ni kiivka pro kyselinu protokatechovou vykazuje Siroké rozmezi odezev a pro nizsi
koncentrace je odezva linearni. Korelacni koeficient je 0,9870 a rezidualni odchylka je 0,1138. Limit

kvantifikace je 0,7906 pg/ml a limit detekce je 0,2635 pg/ml.

Tab. 14 Kalibra¢ni data kyseliny protokatechové na koloné RP-Amide

Koncentrace (mg/ml) | Odezva | Pocet bodi 7
0,1012000 1,6777 Smérnice 16,86986
0,0506 1,1246 Absolutni ¢len 0,075126
0,01265 0,3606 Korela¢ni koeficient | 0,986992
0,006325 0,1889 Rezidualni odchylka | 0,113793
0,0031625 0,0895

0,00158125 0,0405

0,000790625 0,0184

1,8000
P

1,6000
1,4000 /
1,2000 /

1,0000 /

0,8000 /

0,6000 /

0,4000 /

0,2000 -

Odezva

0,0000 T T T T T 1
0,0000000 00200000 O0400000 O0,0600000 00800000 O,1000000 O,1200000

Koncentrace [mg/mil)

Obr. 35 Kalibraéni krivka pro kyselinu protokatechovou na koloné RP-Amide
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Kalibracni kiivka pro kyselinu syringovou ukazuje, Ze pro malé¢ koncentrace je odpoveéd
linearni, ale u vyssich se mirn¢ odlisuje. Bod pro ¢tvrtou nejvyssi koncentraci (0,0250 mg/ml) musel byt
vypustén, protoze odezva (ktera ma hodnotu 0,2702) vykazovala pfili§ velkou odchylku. Korelacni
koeficient je 0,9888 a rezidualni odchylka je 0,1030. Limit kvantifikace je 0,7813 pg/ml a limit detekce
je 0,2604 pg/ml.

Tab. 15 Kalibra¢ni data kyseliny syringové na koloné RP-Amide

Koncentrace (mg/ml) | Odezva | Pocet bodii 6
0,1000000 1,4741 Smérnice 15,54397
0,05 0,9561 Absolutni ¢len 0,0000728
0,0125000 0,1408 Korela¢ni koeficient | 0,98883
0,0062500 0,0686 Rezidualni odchylka | 0,103045
0,0031250 0,0302
0,00078125 0,0144

1,6000

1,4000 /
1,2000

3 /
0,6000
0,4000 /
0,2000 /
0,0000 / T T T T T 1

0,0000000 0,0200000 00400000 O0,0600000 0,0800000 O,1000000 0,1200000

Koncentrace (mg/mil)

Obr. 36 Kalibracni krivka pro kyselinu syringovou na koloné RP-Amide
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Kalibra¢ni ktivka pro kyselinu vanilovou vykazuje velmi podobné charakteristiky jako
v predchozich ptipadech u kolony RP-Amide. Odezva pro ¢Ctyfi nejmensi koncentrace je linearni, pro tfi
zbyvajici lezi uz odezvy v urcitém intervalu. Korelacni koeficient je 0,9930 a rezidualni odchylka je

0,0673. Limit kvantifikace je 0,7875 pg/ml a limit detekce je 0,2625 pg/ml.

Tab. 16 Kalibraé¢ni data kyseliny vanilové na koloné RP-Amide

Koncentrace (mg/ml) | Odezva | Pocet bodu 7

0,1008 1,3552 Smérnice 13,73291
0,0504 0,8508 Absolutni ¢len 0,034718
0,0126 0,2339 Korela¢ni koeficient | 0,993015
0,00630 0,1198 Rezidualni odchylka | 0,067303
0,003150 0,0587

0,001575 0,0257

0,0007875 0,0106

Odezva

0,2000 /
0,0000 / ; . . . . |

0,0000 0,0200 0,0400 0,0600 0,0800 0,1000 0,1200

¥

Koncentrace (mg/mil)

Obr. 37 Kalibraéni k¥ivka pro kyselinu vanilovou na koloné RP-Amide
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Kalibracni ktivka pro kyselinu ferulovou se jen malo blizi k pfimce a jsou vidét i mirné
odchylky v ¢asti ¢tyf nejmensSich koncentraci. Korelacni koeficient je 0,9944 a rezidualni odchylka je

0,0654. Limit kvantifikace je 0,7969 pg/ml a limit detekce je 0,2656 pg/ml.

Tab. 17 Kalibra¢ni data kyseliny ferulové na koloné RP-Amide

Koncentrace (mg/ml) | Odezva | Pocet bodi 7
0,1020 1,4669 Smérnice 14,77165
0,0510 0,8986 Absolutni ¢len 0,021762
0,0128 0,2309 Korela¢ni koeficient | 0,994421
0,0064 0,0847 Rezidualni odchylka | 0,065402
0,0031875 0,0578
0,00159375 0,0249
0,000796875 0,0135

1.6

- /ﬁ

1,2

d
/

D T T T T T 1
0,0000 0,0200 0,0400 0,0500 0,0800 0,1000 0,1200

Koncentrace (mg/ml)

Obr. 38 Kalibracni krivka pro kyselinu ferulovou na koloné RP-Amide
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Kalibracni kiivka pro kyselinu sinapovou je pro Ctyfi nejmensi koncentrace linearni, pro vyssi
koncentrace vSak vykazuje urcitou odchylku. Korelacni koeficient je 0,9932 a rezidualni odchylka je

0,0444. Limit kvantifikace je 0,7781 pg/ml a limit detekce je 0,2627 pg/ml.

Tab. 18 Kalibracni data kyseliny sinapové na koloné¢ RP-Amide

Koncentrace (mg/ml) | Odezva | Pocet bodi 7
0,0996000 0,9003 Smérnice 9,264351
0,0498000 0,5650 Absolutni ¢len 0,019947
0,0124500 0,1483 Korela¢ni koeficient | 0,993158
0,0062250 0,0735 Rezidualni odchylka | 0,044397
0,0031125 0,0364

0,0015563 0,0147

0,0007781 0,0090

1,0000

0,9000 /
0,000
0,7000 /
0,6000 /
: e
2 0,5000 /
0,4000
0,3000 /
0,2000 //

0,1000
0,0000 / . ; i i . !

0,0000000 0,0200000 00400000 00600000 O,0800000 O,1000000 01200000

Koncentrace (mg/ml)

Obr. 39 Kalibracni krivka pro kyselinu sinapovou na koloné RP-Amide
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Kalibracni kiivka pro kyselinu p-kumarovou vykazuje linearni odezvu pro nizsi koncentrace a
mirné odchylky pro vyssi koncentrace. Korela¢ni koeficient je 0,9943 a rezidualni odchylka je 0,0797.
Limit kvantifikace je 0,7938 ng/ml a limit detekce je 0,2646 pg/ml.

Tab. 19 Kalibra¢ni data kyseliny p-kumarové na koloné RP-Amide

Koncentrace (mg/ml) | Odezva | Pocet bodi 7

0,1016 1,7802 Smérnice 17,94848
0,0508 1,0961 Absolutni ¢len 0,033052
0,0127 0,2825 Korela¢ni koeficient | 0,994336
0,00635 0,1363 Rezidualni odchylka | 0,079748
0,003175 0,0659

0,0015875 0,029

0,00079375 0,018

2

1,8

16 //
1,4 /

12 /

/

0,6 /

0,4 /
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Obr. 40 Kalibra¢ni krivka pro Kkyselinu p-kumarovou na koloné RP-Amide
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Kalibracni kiivka pro kyselinu o-kumarovou vykazuje stejné charakteristiky jako predchozi
kalibra¢ni kiivky pro ostatni kyseliny. Korela¢ni koeficient je 0,9966 a rezidualni odchylka je 0,0411.
Limit kvantifikace je 0,7875 pg/ml a limit detekce je 0,2625 pg/ml.

Tab. 20 Kalibra¢ni data kyseliny o-kumarové na koloné RP-Amide

Koncentrace (mg/ml) | Odezva | Pocet bodi 7
0,1008000 1,1846 Smérnice 11,9857
0,0504000 0,6991 Absolutni ¢len 0,01752
0,0126000 0,1718 Korela¢ni koeficient | 0,996565
0,0063000 0,0873 Rezidualni odchylka | 0,041085
0,0031500 0,0422

0,0015750 0,0193

0,0007875 0,0108

1,4000

1,2000 /
1,0000

0,8000 /

0,6000 /

0,4000 /

0,2000

Odezva

0,0000 T T T T T 1
0,0000000 00200000 O0400000 O0,0600000 00800000 O,1000000 O,1200000
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Obr. 41 Kalibraéni krivka pro Kkyselinu o-kumarovou na koloné RP-Amide
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4.2.2.3. Kolona Phenyl-Hexyl

Pro tuto kolonu byly namichany dva roztoky standardd, protoze ma selektivitu srovnatelnou
s kolonou C18. Chromatogram ukazoval dva dvojité piky. Kalibra¢ni data jsou obsazena v nasledujicich
tabulkach, a to v€etné méfenych koncentracich.

Kalibracni ktivka pro kyselinu protokatechovou vykazuje v ¢asti nizSich koncentraci relativné
linearni odezvu, ve vyssich koncentracich lze uz vidét jistou odchylku. Korelacni koeficient je 0,9870 a

rezidualni odchylka je 0,1034. Limit kvantifikace je 0,7906 ug/ml a limit detekce je 0,2635 pg/ml.

Tab. 21 Kalibracni data kyseliny protokatechové na koloné Phenyl-Hexyl

Koncentrace (mg/ml) | Odezva Pocet bodi 7
0,1012 1,5236 Smérnice 15,28877
0,0506 1,0180 Absolutni ¢len 0,07035
0,01265 0,3427 Korela¢ni koeficient | 0,986936
0,006325 0,1604 Rezidualni odchylka | 0,103354
0,0031625 0,0811
0,00158125 0,0398
0,000790625 0,0224

1,6000

1,4000 /

1,2000

1,0:000

0,8000

0,6000 /

0,4000 /

0,2000 /

0, 0000 ( T T T T T 1
0,0:000 20,0200 0,0:400 0,000 0,0800 0,10:00 0,1200

Koncentrace (mg/ml)

Odezva

Obr. 42 Kalibracni krivka pro kyselinu protokatechovou na koloné Phenyl-Hexyl
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Kalibrac¢ni kivka pro kyselinu vanilovou v ¢asti nizSich koncentraci vykazuje linearni odpovéd'.
Cast vyssich koncentraci uz ukazuje mirnou odchylku. Korelaéni koeficient je 0,9971 a rezidualni

odchylka je 0,0380. Limit kvantifikace je 0,7880 pg/ml a limit detekce je 0,2627 pg/ml.

Tab. 22 Kalibraéni data kyseliny vanilové na koloné Phenyl-Hexyl

Koncentrace (mg/ml) | Odezva Pocet bodi 7

0,1008 1,2014 Smérnice 12,03256
0,0504 0,6937 Absolutni ¢len 0,022154
0,0126 0,2032 Korela¢ni koeficient 0,997089
0,0063 0,0918 Rezidualni odchylka | 0,037986
0,00315 0,0443

0,001575 0,0223

0,000788 0,0132

1,4000

1,2000 /
1,0000

0,8000 /

0,6000 //

0,4000 /

0,2000
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Obr. 43 Kalibracni krivka pro kyselinu vanilovou na koloné Phenyl-Hexyl
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Kalibracni kiivka pro kyselinu p-kumarovou ukazuje v ¢asti nizSich koncentraci zavislost
blizkou ptfimce, v Casti vyssich koncentracich je opét mirna odchylka od idedlni piimky. Korelacni
koeficient je 0,9983 a rezidualni odchylka je 0,0460. Limit kvantifikace je 0,7938 pg/ml a limit detekce
je 0,2646 pg/ml.

Tab. 23 Kalibra¢ni data kyseliny p-kumarové na koloné Phenyl-Hexyl

Koncentrace (mg/ml) | Odezva Pocet bodi 7
0,1016000 1,9228 Smérnice 19,13565
0,0508000 1,0743 Absolutni ¢len 0,021267
0,0127000 0,2950 Korela¢ni koeficient 0,99833
0,0063500 0,1337 Rezidualni odchylka | 0,046029
0,0031750 0,0622

0,0015875 0,0311

0,0007938 0,0169

2,5000

2,0000
1,5000

1,0000 /
0,5000 /

0,0000 T T T T T 1
0,0000000 0,0200000 O,0400000 O0,0600000 00800000 O,1000000 O1200000

Odezva

Koncentrace (mg/ml)

Obr. 44 Kalibraéni krivka pro kyselinu p-kumarovou na koloné Phenyl-Hexyl
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Kalibracni pfimka pro kyselinu ferulovou se v obou c¢astech velmi blizi idedlni pfimce.

Korelacni koeficient je 0,9997 a rezidualni odchylka je 0,0125. Limit kvantifikace je 0,7969 pg/ml a

limit detekce je 0,2656 pg/ml.

Tab. 24 Kalibra¢ni data kyseliny ferulové na koloné Phenyl-Hexyl

Koncentrace (mg/ml) | Odezva Pocet bodi 7
0,102 1,3462 Smérnice 13,25114
0,051 0,7001 Absolutni ¢len 0,005147
0,01275 0,1874 Korela¢ni koeficient 0,999746
0,006375 0,0841 Rezidualni odchylka 0,012477
0,0031875 0,0409
0,00159375 0,0203
0,000796875 0,0118
16
1,4
- / /
1
g /
g 0,8
3 /
0.6 /
0,4
0,2
D T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Koncentrace (mg/ml)

Obr. 45 Kalibraéni krivka pro kyselinu ferulovou na koloné Phenyl-Hexyl
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Kalibrac¢ni kiivka pro kyselinu o-kumarovou vykazuje v obou ¢astech tvar, ktery je velmi blizky
prfimce. Korelacni koeficient je 0,9999 a rezidualni odchylka je 0,0085. Limit kvantifikace je
0,7875 pg/ml a limit detekce je 0,2625 pg/ml.

Tab. 25 Kalibra¢ni data kyseliny o-kumarové na koloné Phenyl-Hexyl

Koncentrace (mg/ml) | Odezva Pocet bodi 7

0,1008 1,2048 Smérnice 13,00785
0,0504 0,6192 Absolutni ¢len 0,001196
0,0126 0,1608 Korelacni koeficient | 0,999852
0,0063 0,0689 Rezidualni odchylka | 0,008511
0,00315 0,0351

0,001575 0,018

0,0007875 0,0103

14

¥

12 /

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Koncentrace (mg/mil)

Obr. 46 Kalibra¢ni krivka pro kyselinu o-kumarovou na koloné Phenyl-Hexyl
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Kalibrac¢ni kiivka pro kyselinu sinapovou je prekvapivé spojitd a nema vyrazné ¢asti pro nizsi a
vys$$i koncentrace. Jeji tvar je velmi jemny oblouk, ktery se hodné blizi ptimce. Korelacni koeficient je
0,9944 a rezidualni odchylka je 0,0511. Limit kvantifikace je 0,7781 pg/ml a limit detekce je
0,2593 pg/ml.

Tab. 26 Kalibraé¢ni data kyseliny sinapové na koloné Phenyl-Hexyl

Koncentrace (mg/ml) | Odezva Pocet bodi 8
0,0996 1,2644 Smérnice 12,87555
0,0498 0,7549 Absolutni ¢len 0,035776
0,0249 0,417 Korela¢ni koeficient 0,994366
0,01245 0,2113 Rezidualni odchylka 0,051067
0,006225 0,104
0,0031125 0,0522
0,00155625 0,0237
0,000778125 0,0135

14

Prad

1? /
/

g 08
[ |
3 /
3 0,6

04

0,2

o T T T T T 1
0] 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Koncentrace (mg/ml)

Obr. 47 Kalibraéni krivka pro Kkyselinu sinapovou na koloné Phenyl-Hexyl
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Kalibrac¢ni ktivka pro kyselinu syringovou je prakticky ptimka. Korelacni koeficient je 0,9999 a
rezidudlni odchylka je 0,0049. Limit kvantifikace je 0,7813 pg/ml a limit detekce je 0,2604 pg/ml.

Tab. 27 Kalibraéni data kyseliny syringové na koloné Phenyl-Hexyl

Koncentrace (mg/ml) | Odezva Pocet bodi 8
0,1 0,9206 Smérnice 9,239373
0,05 0,4703 Absolutni ¢len 0,001193
0,025 0,235 Korela¢ni koeficient 0,999899
0,0125 0,1221 Rezidualni odchylka 0,004905
0,00625 0,0543
0,003125 0,0271
0,0015625 0,0139
0,00078125 0,0069
1
0,9 »
0,8 /
0,6
% 0.5 /
8 o A
0.3 /
01
o T T T T 1
o 0,02 0,04 0,06 0,08 01 0,12
Koncentrace [mg/mil)

Obr. 48 Kalibrac¢ni krivka pro Kyselinu syringovou na koloné Phenyl-Hexyl
4.2.2. Opakovatelnost

Opakovatelnost byla proméfena na pouzitych kolondch pro vSech sedm kyselin. U kazdé
kyseliny se prométovaly tii koncentrace a kazda koncentrace se proméfovala Sestkrat. Vzorky s nejvyssi

koncentraci (0,1 mg/ml) byly namichany ze 100 pl roztoki standardii kyselin a doplnény do 1 000 pl

mobilni fazi. Vzorky se stfedni koncentraci (0,01 mg/ml) byly ptfipraveny tak, Ze se z roztoku o nejvyssi
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koncentraci odebralo 100 pl, které byly nasledn¢ doplnény do 1 000 pl. Pfi pripravé roztokd s nejnizsi
koncentraci (postupovalo se stejné, ale 100 pl se odebiralo z roztoku se stfedni koncentraci.

Pro kolony C18 a Phenyl-Hexyl byly namichany dvé série vzorkd, protoze kolony vykazuji dva
dvojité piky. Prvni série obsahovala kyselinu protokatechovou, kyselinu vanilovou, kyselinu p-
kumarovou, kyselinu ferulovou a kyselinu o-kumarovou. Ve druhé sérii se analyzovaly kyseliny
syringova a sinapova. Pfesné koncentrace kyselin jsou v tabulce 2.

Z vyslednych dat pak byla spocitana relativni smérodatna odchylka pro retencni Casy a pro

odezvu podle vzorce z I. dilu Ceského 1ékopisu 2009 :

100 i — y)?
wsp = 2 /2(11_3)

RSD., —relativni smérodatna odchylka

b% — prumér jednotlivych hodnot
Vi — jednotlivé hodnoty vyjadiené jako plocha piku, vyska piku nebo pomér ploch u metody
vnitiniho standardu (zde se jedna o vysku piku, o hodnotu odezvy)

4.2.2.1. Kolona C18

Od kazdého roztoku standardu byly namichany tfi koncentrace (0,1 mg/ml, 0,01 mg/ml a 0,001

mg/ml) a kazda koncentrace byla proméfovana Sestkrat.

Tab. 28 Relativni smérodatné odchylky kolony C18 pro koncentraci 0,1 mg/ml

Pramért (s) RSD % prot  [Primér odezev [RSD % pro odezvu
Protokatechova [126,43 0,2293 1,467 1,8707
Vanilova 155,89 0,2293 1,267 1,8707
Parakumarova 204,09 0,4356 1,964 2,6607
Ferulova 231,8 0,2612 1,427 1,6266
Orthokumarova 364,27 0,4146 1,399 1,1304
Sinapova 157,77 0,1486 1,197 0,2792
Syringova 231,4 0,1616 0,721 0,9662
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Tab. 29 Relativni smérodatné odchylky kolony C18 pro koncentraci 0,01 mg/ml

Primért (s) RSD % prot [Pramér odezev [RSD % pro odezvu
Protokatechova [126,61 0,4817 0,290 3,8664
'Vanilova 157,05 0,7151 0,171 3,7951
Parakumarova 207,55 1,6959 0,251 6,2537
Ferulova 238,1 1,6643 0,155 6,4789
Orthokumarova [376,05 2,4917 0,141 3,0960
Sinapova 156,84 0,0543 0,164 1,6578
Syringova 231,67 0,1107 0,068 3,1755

Tab. 30 Relativni smérodatné odchylky kolony C18 pro koncentraci 0,001 mg/ml

Pramért (s) [RSD % prot  [Primér odezev [RSD % pro odezvu
Protokatechova [125,91 0,2627 0,030 6,7129
'Vanilova 156,58 0,5031 0,019 17,4766
Parakumarova 205,92 0,4976 0,020 17,2553
Ferulova 237,13 0,5115 0,019 12,7004
Orthokumarova (370,29 0,5194 0,015 77,7575
Sinapova 164,65 1,1233 0,015 7,8554
Syringova 256,63 2,6313 0,006 23,5722

4.2.2.2. Kolona RP-Amide

Od kazdého roztoku standardu byly namichany tfi koncentrace (0,1 mg/ml, 0,01 mg/ml a 0,001

mg/ml) a kazda koncentrace byla proméfovana Sestkrat.

Tab. 31 Relativni smérodatné odchylky kolony RP-Amide pro koncentraci 0,1 mg/ml

Primért_(s) [RSD % prot  |[Primér odezev [RSD % pro odezvu
Protokatechova (183,34 0,6510 1,659 2,1463
Syringova 208,27 0,6077 1,555 0,9668
Vanilova 228,21 0,9980 1,250 0,6372
Ferulova 294,28 1,1814 1,803 2.,5446
Sinapova 345.9 1,6717 1,857 2,8265
Parakumarova 412,78 1,9529 1,581 3,9128
Orthokumarova |592.,89 2,4042 1,278 3,6214
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Tab. 32 Relativni smérodatné odchylky kolony RP-Amide pro koncentraci 0,01 mg/ml

Priamért (s) RSD % prot  |Primér odezev [RSD % pro odezvu
Protokatechova (181,14 0,4391 0,310 1,4043
Syringova 207,28 0,3517 0,247 0,8993
'Vanilova 226,79 0,5126 0,247 0,8993
Ferulova 292,25 0,5567 0,275 1,8137
Sinapova 342,05 0,6881 0,264 2,1530
Parakumarova (406,02 1,0262 0,204 1,9046
Orthokumarova (580,49 1,0342 0,143 1,9683

Tab. 33 Relativni smérodatné odchylky kolony RP-Amide pro koncentraci 0,001 mg/ml

Primért (s) RSD % prot  |Primér odezev [RSD % pro odezvu
Protokatechova |180,64 0,0920 0,031 5,6643
Syringova 206,97 0,2662 0,024 5,9581
Vanilova 226 0,2941 0,018 09,1364
Ferulova 291,48 0,2036 0,028 12,5155
Sinapova 333,18 6,2199 0,027 38,8908
Parakumarova 404,14 0,5320 0,020 18,6366
Orthokumarova (576,75 0,6670 0,016 11,7436

4.2.2.3. Kolona Phenyl-Hexyl

Od kazdého roztoku standardu byly namichany tii koncentrace (0,1 mg/ml, 0,01 mg/ml a 0,001

mg/ml) a kazda koncentrace byla promefovana Sestkrat.

Tab. 34 Relativni smérodatné odchylky kolony Phenyl-Hexyl pro koncentraci 0,1 mg/ml

Primért (s) RSD % prot  [Primér odezev [RSD % pro odezvu
Protokatechova (140,16 0,3364 1,117 9,3901
Vanilova 174,98 0,5506 1,023 12,4254
Parakumarova (231,46 1,3009 1,341 16,8575
Ferulova 258,91 1,6950 1,345 10,8517
Orthokumarova (369,65 1,8429 1,107 16,8288
Syringova 203,08 0,1407 1,239 0,5485
Sinapova 310,01 0,1710 1,463 0,6558

79



Tab. 35 Relativni smérodatné odchylky kolony Phenyl-Hexyl pro koncentraci 0,01 mg/ml

Primért (s) [RSD % prot  [Pramér odezev [RSD % pro odezvu
Protokatechova (139,83 0,4218 0,220 1,4702
Vanilova 176,64 0,6218 0,138 2,2622
Parakumarova 235,86 0,7941 0,160 6,3314
Ferulova 264,14 0,7321 0,152 3,4245
Orthokumarova (380,19 0,7383 0,114 5,0312
Syringova 202,81 0,1872 0,159 2,2910
Sinapova 310,28 0,1373 0,160 2,8444

Tab. 36 Relativni smérodatné odchylky kolony Phenyl-Hexyl pro koncentraci 0,001 mg/ml

Priamért (s) [RSD % prot  [Primér odezev [RSD % pro odezvu
Protokatechova [140,38 0,5388 0,021 6,6996
'Vanilova 177,87 0,5928 0,013 10,9390
Parakumarova (239,29 1,0156 0,011 15,1515
Ferulova 267,71 0,9225 0,014 13,0687
Orthokumarova (387,44 0,9981 0,013 7,3982
Syringova 202,13 0,1353 0,016 5,5879
Sinapova 308,51 0,2232 0,016 8,0131

4.2.3. Symetrie

Data, ze kterych vychazely vypocty symetrie pikd, byly pfebrany z méteni opakovatelnosti

cvwvr

vytiskl, manualné se preméfily potiebné rozméry pikti a ziskand data se pak zpracovala v programu

Excel podle vzorct uvedenych v I. dilu Ceského 1ékopisu 2009 :

Wo,05
Ag =
2d
A — faktor symetrie piku
W05 — §ifka piku v jedné dvacetiné jeho vysky (v centimetrech)
d — vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku vzestupnou ¢asti piku v jedné dvaceting

jeho vysky (v centimetrech)
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4.2.3.1. Kolona C18

Naésledujici tabulka popisuje faktor symetrie piku a vychozi data pro vSechny tfi koncentrace.

Tab. 37 Faktory symetrie piku pro kolonu C18

0,1 mg/ml Wo,05 (cm) d (cm) Ag
Protokatechova | 0,541667 0,116667 | 2,5
Vanilova 0,675 0,2 1,6875
p-Kumarova 0,883333 0,341667 | 1,311508
Ferulova 1,008333 0,383333 | 1,329861
o-Kumarova 1,591667 0,55 1,4625
Sinapova 0,716667 0,225 1,636111
Syringova 0,983333 0,341667 | 1,460317
0,01 mg/ml Wo,05 (cm) d (cm) A
Protokatechova | 0,533333 0,133333 | 2,208333
Vanilova 0,683333 0,2 1,708333
p-Kumarova 0,791667 0,25 1,625
Ferulova 0,983333 0,333333 | 1,482639
o-Kumarova 1,283333 0,533333 | 1,209091
Sinapova 0,691667 0,2 1,729167
Syringova 0,916667 0,3 1,527778
0,001 mg/ml W05 (cm) d (cm) A
Protokatechova | 0,533333 0,15 1,9375
Vanilova 0,591667 0,2 1,479167
p-Kumarova 0,666667 0,233333 | 1,458333
Ferulova 0,866667 0,316667 | 1,468254
o-Kumarova 1,208333 0,525 1,157275
Sinapova 0,583333 0,2 1,477778
Syringova 0,65 0,291667 | 1,106944
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4.2.3.2. Kolona RP-Amide

Tabulka 37 popisuje faktor symetrie pro kolonu RP-Amide. Obsahuje potfebna data pro

vSechny tfi koncentrace.

Tab. 38 Faktory symetrie piku pro kolonu RP-Amide

0,1 mg/ml Wo,05 (cm) d (cm) A
Protokatechova | 0,558333 0,191667 | 1,465278
Syringova 0,633333 0,266667 | 1,205556
Vanilova 0,566667 0,258333 | 1,115278
Ferulova 1,025 0,383333 | 1,364385
Sinapova 0,983333 0,516667 | 0,955556
p-Kumarova 1,183333 0,583333 | 1,015152
o-Kumarova 1,525 0,733333 | 1,040923
0,01 mg/ml Wo,05 (cm) d (cm) A
Protokatechova | 0,408333 0,125 1,708333
Syringova 0,508333 0,191667 | 1,347222
Vanilova 0,458333 0,183333 | 1,256944
Ferulova 0,641667 0,291667 | 1,102778
Sinapova 0,825 0,408333 | 1,010417
p-Kumarova 0,883333 0,433333 | 1,020833
o-Kumarova 1,158333 0,583333 | 0,99359
0,001 mg/ml Wo,05 (cm) d (cm) A
Protokatechova | 0,375 0,15 1,316667
Syringova 0,458333 0,183333 | 1,256944
Vanilova 0,391667 0,166667 | 1,222222
Ferulova 0,55 0,25 1,116071
Sinapova 0,708333 0,308333 | 1,144841
p-Kumarova 0,775 0,366667 | 1,059028
o-Kumarova 1,016667 0,591667 | 0,844751
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4.2.3.3. Kolona Phenyl-Hexyl

Naésledujici tabulka obsahuje faktor symetrie pro kolonu Phenyl-Hexyl a popisuje vSechny tii

koncentrace.

Tab. 39 Faktory symetrie piku pro kolonu Phenyl-Hexyl

0,1 mg/ml W05 (cm) d (cm) Ag
Protokatechova | 0,608333 0,183333 | 1,7125
Vanilova 0,716667 0,258333 | 1,4
p-Kumarova 0,966667 0,416667 | 1,180556
Ferulova 0,875 0,441667 | 0,996759
o-Kumarova 1,433333 0,633333 | 1,138095
Syringova 0,766667 0,275 1,427778
Sinapova 1 0,383333 | 1,319444
0,01 mg/ml W05 (cm) d (cm) A
Protokatechova | 0,591667 0,158333 | 2,041667
Vanilova 0,683333 0,233333 | 1,480556
p-Kumarova 0,733333 0,333333 | 1,131944
Ferulova 0,833333 0,35 1,200397
o-Kumarova 1,375 0,591667 | 1,162247
Sinapova 1,308333 0,2 3,270833
Syringova 1,016667 0,358333 | 1,44246
0,001 mg/ml Wo,05 (cm) d (cm) A
Protokatechova | 0,541667 0,15 1,979167
Vanilova 0,6 0,25 1,3
p-Kumarova 0,65 0,308333 | 1,097222
Ferulova 0,725 0,316667 | 1,180556
o-Kumarova 1,066667 0,483333 | 1,11918
Sinapova 0,583333 0,2 1,516667
Syringova 0,783333 0,358333 | 1,114286
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4.2.4. Utinnost a zdanlivy pocet teoretickych pater

Chromatogramy méfeni opakovatelnosti poskytly potfebna data k vypoctim ucinnosti a
zdanlivého poctu teoretickych pater. VSechny chromatogramy byly vytisknuty a u kazdého piku se
manualné premétily pozadované rozméry. Vysledna data pak byla zpracovana v programu Excel podle

vzorce z 1. dilu Ceského 1ékopisu 2009 :
2

t
N =554 (1)
Wh
N — zdanlivy pocet teoretickych pater
tr — retenéni Cas (nebo objem) nebo vzdalenost podél zakladni linie od bodu nastiiku ke kolmici

spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce (zde retencni cas v sekundach)

Wy — §itka piku v poloviné jeho vysky (v centimetrech)
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4.2.4.1. Kolona C18

Naésledujici tabulka popisuje zdanlivy pocet teoretickych pater pro vSechny tfi koncentrace a

obsahuje data potiebna k vypoctim.

Tab. 40 Zdanlivy pocet teoretickych pater pro kolonu C18

0,1 mg/ml t. (s) t.(cm) |wy,(cm) [N

Protokatechova | 126,4273 16,2250 |0,2000 |5366,9616
Vanilova 155,893517,5083 10,3000 |3470,1987
p-Kumarova 204,0913 | 10,0583 |0,4167 |3228,3774
Ferulova 231,8048 | 11,4250 |0,5000 |2892,5587
o-Kumarova 364,2657| 17,6083 10,5750 |5195,2994
Sinapova 157,7655|7,7417 |0,2750 [4390,4932
Syringova 231,3980 | 11,5167 |0,4000 |4592,4388

0,01 mg/ml t. (s) t,(cm) |wy,(cm) [N
Protokatechova | 126,6122|6,2500 |0,2000 |5410,1563

Vanilova 157,0472 17,7417 10,2000 | 8300,7763
p-Kumarova 207,5497 19,9417 10,3333 {4927,9997
Ferulova 238,0990 11,4000 |0,4583 |3427,3352
o-Kumarova 376,0472 | 18,4750 |0,6250 |4840,8165
Sinapova 156,8413 |7,8000 |0,2500 |5392,8576
Syringova 231,6720 (11,3917 10,4250 |3980,2142

0,001 mg/ml t. (s) t.(cm) |wy(cm) |N
Protokatechova | 125,9140 | 6,1917 0,2000 5309,6380

Vanilova 156,5807 | 7,6833 |0,2167 |6966,6647
p-Kumarova 205,9243 19,8083 10,3083 | 5606,0794
Ferulovia 237,1327 (11,2833 10,3917 |4597,8138
o-Kumarova 364,2657 | 18,3333 10,6250 |4766,8622
Sinapova 164,6513 |8,1250 |0,2333 | 6717,4267
Syringova 256,6305 | 12,4833 10,3583 | 6723,5166
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4.2.4.2. Kolona RP-Amide

Nasledujici tabulka popisuje zdanlivy pocet teoretickych pater kolony RP-Amide pro vSechny

tfi koncentrace a obsahuje také potiebna data.

Tab. 41 Zdanlivy pocet teoretickych pater pro kolonu RP-Amide

0,1 mg/ml t. (s) t, (cm) wp(cm) | N

Protokatechova | 183,3392|5,6833 |0,2667 |2516,3935
Syringova 208,2730 | 6,4667 |0,2750 |3063,4114
Vanilova 228,2137|7,0667 |0,3000 |3073,9477
Ferulova 2942832 19,0667 |0,4000 |2846,3289
Sinapova 345,9025110,6833 |0,4750 |2802,4386

p-Kumarova 412,7753 12,7750 ]0,5000 [3616,5259
o-Kumarova 592,8863 18,3917 |0,6667 |4216,3287

0,01 mg/ml t. (s) t, (cm) wp(em) |N
Protokatechova | 181,1378|5,6167 |0,1667 |6291,7226

Syringova 207,2812 16,3750 10,2000 |5628,7266
Vanilova 226,7863 | 7,0250 10,2000 | 6835,0616
Ferulova 292,2473 18,9667 10,3000 |4949,1351
Sinapova 342,0468 | 10,5250 10,3000 |6818,8551

p-Kumarova 406,0153 1 12,4917 10,4000 |5402,9451
o-Kumarova 580,4922 17,8333 10,5667 | 5486,8045

0,001 mg/ml t. (s) t,. (cm) wp(em) |N
Protokatechova | 180,6355 | 5,6083 0,1833 5184,3526

Syringova 206,9662 | 6,3833 | 0,2000 |5643,4518
Vanilova 226,0028 | 7,0083 | 0,2000 |6802,6680
Ferulova 291,4765 18,9167 10,2750 |5824,3765
Sinapova 333,1823 /10,4167 |0,3167 |5994,6330

p-Kumarova 404,1355 12,3583 10,4167 |4873,6244
o-Kumarova 576,7502 17,7667 |0,5833 |5139,1120
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4.2.4.3. Kolona Phenyl-Hexyl

Naésledujici tabulka popisuje zdanlivy pocet teoretickych pater kolony Phenyl-Hexyl pro

vSechny tfi koncentrace a obsahuje data potfebna ke zpracovani vypocta.

Tab. 42 Zdanlivy pocet teoretickych pater pro kolonu Phenyl-Hexyl

0,1 mg/ml t. (s) t. (cm) wp(ecm) [N

Protokatechova | 140,1563 16,9583 |0,2333  |4926,8195
Vanilova 174,9792 | 8,6833 |0,2917 |4910,3123
p-Kumarova 231,4558 | 11,3917 |0,3667 |5347,3848
Ferulova 258,9067 (12,7417 |0,4167 |5180,6557
o-Kumarova 369,6460| 17,8583 10,6167 |4646,1226
Syringova 203,0833 (8,3833 [0,3000 |4326,1415
Sinapova 310,0050| 12,7917 |0,4000 |5665,5757

0,01 mg/ml t. (s) t. (cm) wy(cm) |N
Protokatechova | 139,8333 16,9500 |0,6167 |703,6852

Vanilova 176,6432 |8,7750 10,2167 |9086,9850
p-Kumarova 235,8647 (11,5333 10,4583 |3507,9756
Ferulova 264,1433 12,9167 ]0,4000 |5776,8446
o-Kumarova 380,1900 | 18,9083 |0,6667 |4456,5500
Syringova 202,8150 | 8,4000 ]0,2000 |9772,5600
Sinapova 310,2758 |1 12,8583 10,4083 |5493,5041

0,001 mg/ml t. (s) t, (cm) wp(em) |N
Protokatechova | 140,3800 | 6,9833 |0,1833 | 8038,0821

Vanilova 177,8670 | 8,8333 |0,2417 | 7401,5981
p-Kumarova 239,2913 11,8750 ]0,3667 |5810,7761
Ferulovia 267,7130 | 13,2667 |0,3833 | 6635,6005
o-Kumarova 387,4398 | 19,2667 |0,5833 |6043,5114
Syringovia 202,1300 | 8,3667 10,2417 | 6640,2005
Sinapovi 308,5053 | 12,7583 |0,3750 |6412,6143
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4.2.5. RozliSeni

Vychézelo se z méfeni opakovatelnosti. Kazdy chromatogram z méfeni opakovatelnosti se
vytiskl a vSechny piky byly ru¢né preméteny, aby se ziskala pozadovana data. Ziskana data poté byla

zpracovana v programu Excel podle vzorce z I. dilu Ceského lékopisu 20097 :

1,18 (tgz — tp1)
Wh1 + Wpa

R, — rozliSeni

tr; a tg; — retenéni ¢asy nebo vzdalenosti podél zakladni linie od bodu nasttiku ke kolmicim
spusténym z vrcholti dvou sousednich piki, pfi¢emz plati, Ze tr, > tr; (zde retenéni ¢as v
sekundach)

w1 @ wy,— Sitky pikdl v poloviéni vysce (v centimetrech)
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4.2.5.1. Kolona C18

Naésledujici tabulka popisuje rozliseni kolony C18 pro vSechny tii koncentrace a obsahuje data

pottebna ke zpracovani.

Tab. 43 RozliSeni pro kolonu C18

0,1 mg/ml t. () t.(cm) |wy(cm) |Rs
Protokatechova | 126,4273 | 6,2250 | 0,2000 | 3,0287
Vanilova 155,89357,5083 10,3000 |4,1986
p-Kumarova 204,0913 (10,0583 [0,4167 |1,7593
Ferulova 231,8048 | 11,4250 |0,5000 |6,7873
o-Kumarova 364,2657| 17,6083 |0,5750
Sinapova 157,7655|7,7417 10,2750 | 6,5993
Syringova 231,3980 | 11,5167 |0,4000

0,01 mg/ml t. (s) t.(cm) |wy(cm) |Rs
Protokatechova | 126,6122 | 6,2500 | 0,2000 | 4,4004
Vanilova 157,0472|7,7417 10,2000 |4,8675
p-Kumarova 207,5497 19,9417 10,3333 | 2,1737
Ferulova 238,0990 | 11,4000 |0,4583 |7,7063
o-Kumarova 376,0472 | 18,4750 |0,6250
Sinapova 156,8413 | 7,8000 |0,2500 |6,2788
Syringova 231,6720| 11,3917 |0,4250

0,001 mg/ml t. () t.(cm) |wy(cm) |Rs
Protokatechova | 125,9140 | 6,1917 0,2000 42244
Vanilova 156,5807 | 7,6833  |0,2167 |4,7762
p-Kumarova 205,9243 19,8083 |0,3083 | 2,4864
Ferulova 237,1327 11,2833 |0,3917 |8,1826
o-Kumarova 364,2657 | 18,3333 |0,6250
Sinapova 164,6513 18,1250 |0,2333 | 8,6921
Syringova 256,6305 | 12,4833 |0,3583
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4.2.5.2. Kolona RP-Amide

Nasledujici tabulka popisuje rozliSeni kolony RP-Amide pro vSechny tfi koncentrace a

obsahuje data potiebna ke zpracovani vypoctu.

Tab. 44 RozliSeni pro kolonu RP-Amide

0,1 mg/ml t. (s) t. (cm) wp(em) | R

Protokatechova | 183,3392 | 5,6833 0,2667 1,7065
Syringova 208,2730 | 6,4667 |0,2750 1,2313
Vanilova 228,2137|7,0667 10,3000 |3,3714
Ferulova 294,2832 19,0667 |0,4000 |2,1802
Sinapova 345,9025110,6833 10,4750 |2,5315

p-Kumarova 412,7753 12,7750 ]0,5000 |5,6809
o-Kumarova 592,8863 18,3917 |0,6667

0,01 mg/ml t. (s) t. (cm) wp(em) | R

Protokatechova | 181,1378 | 5,6167 |0,1667 |2,4405
Syringova 207,2812 16,3750 |0,2000 1,9175
Vanilova 226,7863 | 7,0250 | 0,2000 |4,5823
Ferulova 292,2473 18,9667 |0,3000 |3,0647
Sinapova 342,0468 | 10,5250 |0,3000 |3,3152

p-Kumarova 406,0153 (12,4917 |0,4000 |6,5205
o-Kumarova 580,4922 17,8333 |0,5667

0,001 mg/ml t. (s) t, (cm) wp(em) | R
Protokatechova | 180,6355 | 5,6083 0,1833 2,3857

Syringova 206,9662 | 6,3833 | 0,2000 | 1,8438
Vanilova 226,0028 | 7,0083 10,2000 |4,7407
Ferulovia 291,4765 18,9167 |0,2750 |2,9915
Sinapova 333,1823 /10,4167 |0,3167 |3,1243

p-Kumarova 404,1355 (12,3583 10,4167 |6,3818
o-Kumarova 576,7502 17,7667 |0,5833

90



4.2.5.3. Kolona Phenyl-Hexyl

Naésledujici tabulka popisuje rozliseni kolony Phenyl-Hexyl pro vSechny tfi koncentrace a

obsahuje potfebna data k vypoctim.

Tab. 45 RozliSeni pro kolonu Phenyl-Hexyl

0,1 mg/ml t. (s) t. (cm) wip(cm) | R
Protokatechova | 140,1563 | 6,9583 | 0,2333 | 3,8771
Vanilova 174,9792 | 8,6833 10,2917 | 4,8544
p-Kumarova 231,4558 11,3917 10,3667 |2,0336
Ferulova 258,9067 (12,7417 |0,4167 |5,8429
o-Kumarova 369,6460 | 17,8583 |0,6167
Syringova 203,0833 8,3833 |0,3000 |7,4312
Sinapova 310,0050 | 12,7917 |0,4000

0,01 mg/ml t. (s) t.(cm) whp(cm) | R
Protokatechova | 139,8333 16,9500 |0,6167 |2,5842
Vanilova 176,6432 |8,7750 10,2167 |4,8220
p-Kumarova 235,8647 | 11,5333 |0,4583 1,9017
Ferulova 264,1433 (12,9167 |0,4000 |6,6283
o-Kumarova 380,1900 | 18,9083 |0,6667
Syringova 202,8150 | 8,4000 |0,2000 |8,6479
Sinapova 310,2758 12,8583 10,4083

0,001 mg/ml t. (s) t. (cm) wy(cm) | R
Protokatechova | 140,3800 | 6,9833 |0,1833 |5,1365
Vanilova 177,8670 | 8,8333 10,2417 | 5,9000
p-Kumarova 239,2913 | 11,8750 |0,3667 |2,1896
Ferulova 267,7130 | 13,2667 |0,3833 | 7,3241
o-Kumarova 387,4398 | 19,2667 |0,5833
Syringova 202,1300 | 8,3667 10,2417 | 8,4035
Sinapova 308,5053 | 12,7583 |0,3750
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5. Zavér

Kolona RP-Amide se pro separaci ukazala jako nejvhodnéjsi, protoze dokazala oddélit ze smési
vSech sedm fenolickych kyselin. Kolony C18 a Phenyl-Hexyl nemély dost vysokou selektivitu.
Nedokazaly odd¢lit od sebe kyselinu vanilovou od kyseliny syringové a kyselinu ferulovou od kyseliny
sinapove.

Kalibra¢ni kiivky kolony C18 maji tvar velice blizky pfimce, bud’ to jsou mirné oblouky az
hyperboly (kyseliny protokatechova, vanilova, o-kumarova a sinapova) nebo piimky (kyseliny p-
kumarova, ferulova a syringova). Odezvy pro rtizné koncentrace jsou prakticky v linearnim vztahu.

Kalibracni kiivky kolony Phenyl-Hexyl vykazuji smisené charakteristiky. Kyseliny
protokatechova, vanilova, ferulova, o-kumarova a p-kumarova maji kalibraéni kiivky stejné jako na
koloné RP-Amide a se stejnym rozdélenim. Avsak kiivka kyseliny sinapové je velmi mirny oblouk a
kiivka kyseliny syringové je piimka. Tato kolona z celkového pohledu vétSinou nebude poskytovat
linearni odezvu. (Nabizi se tu neovéfena domnénka, ze je to zpusobeno specifickou substituci
fenylového jadra kyselin sinapové a syringové.)

Kolona C18 je pro méfeni nejvhodnéjsi z pohledu linearity zavislosti odezvy na koncentraci.

Rezidualni smérodatné odchylky vSech tfi kolon se rlizné¢ pohybuji v zavislosti na pouzité
koncentraci.

Kolona C18 vykazuje nejmensi RSD reten¢niho ¢asu i odezvy pfi koncentraci 0,1 mg/ml ze
vSech tfi kolon. Kolona RP-Amide ma nejmensi RSD odezvy pti koncentraci 0,01 mg/ml a RSD ¢asu
pti koncentraci 0,001 mg/ml ze vsech tii kolon. Kolona Phenyl-Hexyl ukazuje nejmensi RSD casu pfi
koncentraci 0,01 mg/ml a nejmensi RSD odezvy pii koncentraci 0,001 mg/ml ze vSech tii kolon .

Jestli se hodnota faktoru symetrie piku rovna pravé 1, tak to znaci idealni symetrii piku.

Pti vSech koncentracich kolona RP-Amide vykazuje nejvice soumérné piky. Vibec nejvice soumérny
pik v této praci je pik kyseliny sinapové pro koncentraci 0,01 mg/ml u kolony RP-Amide. Jeho faktor
symetrie piku je 1,0104.

Utinnost kolony se &asto vyjadiuje jako zdanlivy poget teoretickych pater.

Ze vsech tii kolon pro vSechny koncentrace kolona RP-Amide vykazuje nejvétsi ucinnost.
Vibec nejvyssi ucinnost 8 008 895 teoretickych pater je pro kyselinu protokatechovou o koncentraci
0,01 mg/ml a na koloné RP-Amide.

Nejvyssi hodnoty rozliSeni pii vSech koncentracich vykazuje kolona RP-Amide. Viibec nejvyssi
hodnota rozliSeni je mezi piky kyselin p-kumarové a o-kumarové.

Optimalni podminky pro kolonu C18 jsou nasledujici: mobilni fdze o slozeni 239 ml vody a
45,5 ml acetonitrilu (pH 2,36), objem mobilni fdze 3 600 pl, pratokova rychlost 10 pl/s a mnozstvi
vzorku 10 pl.
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Optimalni podminky pro kolonu RP-Amide jsou tyto: mobilni faze o slozeni 22 dili acetonitrilu
a 78 dilt vody (pH 2,4), objem mobilni faze 3 800 ul, pritokova rychlost 6 pl/s a mnozstvi vzorku 10
pl.

Nejlepsi podminky pro kolonu Phenyl-Hexyl jsou nasledujici: mobilni faze o slozeni 16 dilt
acetonitrilu a 84 dild vody (pH 2,46), objem mobilni faze 3 800 pl, pritokova rychlost 10 pl/s a
mnozstvi vzorku 10 pl.

Podatilo se vyvinout separacni techniku na vSech tfech pouzitych kolonach. Z celkového

pohledu je nejlepsi pro analyzu kolona RP-Amide.
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6. Abstrakt

6.1 Abstrakt v jazyce Ceském

Tato diplomova prace se zabyva vyvojem separa¢ni metody na modernich chromatografickych
kolonach v systému Sekven¢ni injekéni chromatografie (SIC). Systém SIC byl zalozen na systému
SIChrom™ (FIAlab®, Bellewue, WA, USA) s osmicestnym ventilem z nerezové oceli (VICI® Valco
Instruments, TX, USA) a pumpou S17 (Sapphire™ Engeneering, MA, USA).

Pouzité vzorky byly pfipraveny rozpusténim 25 mg ruznych fenolickych kyselin (kyselina
protokatechova, kyselina vanilova, kyselina p-kumarova, kyselina ferulova, kyselina o-kumarova,
kyselina sinapova a kyselina syringova) ve 25 ml methanolu.

Pouzité kolony byly tfi, a to kolona Ascentis Express C-18 (30 mm X 4,6 mm, 2,7 um, Sigma —
Aldrich, Supelco Analytical, Bellefonte, PA, USA), kolona Ascentis Express RP-Amide (30 mm x 4,6
mm, 2,7 pm, Sigma — Aldrich, Supelco Analytical, Bellefonte, PA, USA) a kolona Ascentis Express
Phenyl-Hexyl (30 mm x 4,6 mm, 2,7 um, Sigma — Aldrich, Supelco Analytical, Bellefonte, PA, USA).
Jejich sorbent patii do skupiny ¢astic s pevnym jadrem.

Mobilni faze byla tvofena roztokem vody a acetonitrilu v riznych pomérech a jeji pH bylo
upravovano na 2,4 pomoci 85% kyseliny fosforecné.

Podminky pro kolonu C18 jsou nasledujici: mobilni faze o slozeni 16 dild vody a 84 dilt
acetonitrilu (pH 2,36), objem mobilni faze 3 600 pl, prutokova rychlost 10 ul/s a mnozstvi vzorku 10 pl.

Podminky pro kolonu RP-Amide jsou tyto: mobilni faze o slozZeni 22 dili acetonitrilu a 78 dild
vody (pH 2,4), objem mobilni faze 3 800 ul, prutokova rychlost 6 ul/s a mnozstvi vzorku 10 ul.

Podminky pro kolonu Phenyl-Hexyl jsou nasledujici: mobilni faze o sloZeni 16 dild acetonitrilu
a 84 dilt vody (pH 2,46), objem mobilni faze 3 800 pl, pratokova rychlost 10 ul/s a mnozstvi vzorku 10
ul. VSechny analyzy probehly za izokratickych podminek.

Absorbance byla méfena pfi 250 nm (kyseliny protokatechova a vanilovd), 280 nm (kyseliny
syringovd a o-kumarovd) a 290/325 nm (kyseliny sinapova, ferulovd a p-kumarovd) UV detekci.
Pouzity UV zdroj byla Lampa UV D-1 000-CE (Analytical Instrument Systems Inc., USA) a pouzity
detektor byl detektor CCD UV-VIS USB 4 000 (Ocean-optics, FL, USA). Pouzita pritokova cela je
Z cela Ultem® SMA, efektivni délka 20 mm (FIAlab®, Bellewue, WA, USA).

Separacni metoda byla vyvinuta pro kazdou kolonu a zékladni separacni charakteristiky kolon
byly navzajem srovnany. Kolona RP-Amide byla v selektivité nejlepsi, separovala vSechny kyseliny, ale
kolony C-18 a Phenyl-Hexyl nedokazaly separovat dvé dvojice kyselin. Na kalibraci se nejvice
osvédCila kolona C18, protoze jeji kalibra¢ni kiivky jsou velmi blizké pfimce. Pti vysokych
kolon jak pro retencni Cas, tak pro odezvu. Kolona RP-Amide mé4 nejmensi RSD odezvy pii stfednich

koncentracich a RSD ¢asu pfi nizkych koncentracich ze vSech tfi kolon. Kolona Phenyl-Hexyl ukazuje
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nejmensi RSD Casu pfi stfednich koncentracich a nejmensi RSD odezvy pfi nizkych koncentraci ze
vSech tii kolon. Kolona RP-Amide ukazuje nejvice soumérné piky pii vSech koncentracich a ma
nejvyssi ucinnost. Nejvyssi hodnoty rozliseni byly rovnéz naméteny u kolony RP-Amide.

Podatilo se vyvinout separacni techniku na vSech tfech pouzitych kolonach. Z celkového

pohledu je nejlepsi pro analyzu kolona RP-Amide.
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6.2 Abstrakt v jazyce anglickém

This diploma thesis deals with the development of the separation method in the system of the
Sequential Injection Chromatography (SIC). The used SIC system was based on the system SIChrom™
(FIAlab®, Bellewue, WA, USA) with the eight port stainless steel multi-position valve (VICI® Valco
Instruments, TX, USA) and with the pump S17 (Sapphire™ Engeneering, MA, USA).

The samples were prepared by dissolving of 25 mg of various phenolic acids (protocatechuic
acid, vanillic acid, p-coumaric acid, ferulic acid, o-coumaric acid, sinapinic acid and syringic acid) in 25
ml of methanol.

Three fused-core particle columns were used in this thesis : the column Ascentis Express C-18
(30 mm x 4,6 mm, 2,7 pm, Sigma — Aldrich, Supelco Analytical, Bellefonte, PA, USA), the column
Ascentis Express RP-Amide (30 mm x 4,6 mm, 2,7 pm, Sigma — Aldrich, Supelco Analytical,
Bellefonte, PA, USA) and the column Ascentis Express Phenyl-Hexyl (30 mm x 4,6 mm, 2,7 pm,
Sigma — Aldrich, Supelco Analytical, Bellefonte, PA, USA).

The mobile phase was prepared by mixing water and acetonitrile in different ratios. Its pH was
adjusted by the 85% phosphoric acid to the value of 2,40.

The conditions for the column C18 are as followed: the mobile phase 16:84 (acetonitrile:water
v/v; pH 2,36), the volume of the mobile phase 3 600 pl, the flow velocity 10 ul/s and the volume of the
sample 10 pl.

The conditions for the column RP-Amide are as followed: the mobile phase 22:78
(acetonitrile:water, v/v; pH 2,40), the volume of the mobile phase 3 800 pl, the flow velocity 6 ul/s and
the volume of the sample 10 pl.

The conditions for the column Phenyl-Hexyl are as followed: the mobile phase 16:84
(acetonitrile:water, v/v; pH 2,46), the volume of the mobile phase 3800 ul, the flow velocity 10 ul/s and
the volume of the sample 10 pl.

Analyses were isocratic.

The absorbance was monitored at 250 nm (vanillic and protocatechuic acids), 280 nm (syringic
and o-coumaric acids) and 290/325 nm (sinapinic, ferulic and p-coumaric acids). The used UV source
was the lamp UV D-1 000-CE (Analytical Instrument Systems Inc., USA) and the used detector was the
detector CCD UV-VIS USB 4 000 (Ocean-optics, FL, USA).

The used flow cell was the Z-cell Ultem® SMA, effective length 20 mm (FIAlab®, Bellewue,
WA, USA).

The separation method was developed for each column and the basic separation features of the
columns were compared to each other.

The column RP-Amide was the best one in the selectivity because it separed all seven acids.

The columns C18 and RP-Amide were not able to separe two pairs of acids. The two peaks were the
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double peaks and it was found out that the double peaks belonged to vanillic and syringic acids and
ferulic and sinapinic acids.

The column C18 was the best one in the calibration because its calibration curves approach very
much to the straight line.

The column C18 exhibits the lowest relative standard deviation (RSD) for the retention time and
the response in the field of the high concentrations.

The column RP-Amide has the lowest RSD of the response for the middle concentrations and
the lowest RSD of the retention time for the low concentrations.

The column Phenyl-Hexyl shows the lowest RSD of the retention time for the middle
concentrations and the lowest RSD of the response for the low concentrations.

The column RP-Amide reports the most symmetrical peaks for the all concentrations and it has
the highest effectiveness. The highest values of the peak resolution were measured by the column RP-
Amide, too.

The separation method was developed for all three columns successfully.

The column RP-Amide is the best column for the analysis in this diploma thesis.
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