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ANOTACE

Diplomova préce je vénovana analyze alkaloidii chinovniku. Analyza probihala za vyuziti
vysokoucinné kapalinové chromatografie se spektrofotometrickym detektorem. Analyza byla
provadéna Vv systému s gradientovou eluci. Cilem prace bylo najit vhodnou kolonu

pro separaci alkaloidli chinovniku a optimalizovat podminky chromatografické separace.

KLICOVA SLOVA

Alkaloidy, alkaloidy chinovniku, chinin, chinidin, cinchonin, cinchonidin, kapalinova

chromatografie, spektrofotometricka detekce

ANOTATION

The diploma thesis is devoted to the analysis of the cinchona alkaloids. Analysis was performed
using high performance liquid chromatography whith spectrophotometric detector. Analysis
was performed by a gradient elution. The aim of the diploma thesis was to find a suitable
column for the separation of cinchona alkaloids and to optimize the conditions

of chromatographic separation.

KEYWORDS

Alkaloids, cinchona alkaloids, quinine, quinidine, cinchonine, cinchonidine liquid

chromatography, spectrophotometric detection
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ADI — ptipustny denni ptijem
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C18 — oktadecylsilyl

ESI — ionizace elektrosprejem

HILIC — hydrofilni interakéni chromatografie
HPLC — vysokot¢inna kapalinova chromatografie
NP-HPLC — chromatografie s normalnimi fazemi
ODS - oktadecylsilyl

RP-HPLC — chromatografie s obracenymi fazemi
SPE — extrakce tuhou fazi

TSP — termosprejova hmotnostni spektrometrie
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UVOD
Tématem prace jsou alkaloidy chinovniku a metoda jejich stanoveni kapalinovou
chromatografii s gradientovou eluci. Alkaloidy jsou organické dusikaté latky se slozitou
strukturou. Jedna se o pfirodni slouc¢eniny, které mohou mit jak pozitivni, tak negativni uc¢inek
na zdravi lidského organismu. Alkaloidy chinovniku se fadi k heterocyklickym pravym
alkaloidum, které se ziskavaji ze stromu rodu Cinchona a Remijia. Nejznaméjsi alkaloidem
chinovniku je chinin, ktery se diky své hoiké chuti vyuzivd v potravindiském primyslu
jako prostiedek k hoif¢eni tonizujicich nealkoholickych i alkoholickych napoju. Dalsi
vyznamnou oblasti, ve které se chinin vyuziva, je medicina, kde naSel uplatnéni jako 1ék

na malarii. V 1ékafstvi se se vyuzivaji i dalsi alkaloidy chinovniku, chinidin a cinchonidin.

Tato diplomova prace se zabyvad analyzou alkaloidii chinovniku. K analyze byla vyuzita
vysokoué¢inna kapalinova chromatografie se spektrofotometrickou detekci. Nejprve byla
hledana vhodna kolona pro separaci, a nasledné probihala optimalizace podminek separace
za vyuziti standardd alkaloidii chinovniku. Pro separace byla vyuzita gradientova eluce

a jako mobilni faze byly vyuzity voda a acetonitril.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Alkaloidy chinovniku

Alkaloidy jsou organické alkalické dusikaté latky, které maji slozitou a vysoce riznorodou
strukturu. Jsou klasifikovany na zdkladé jejich chemické struktury a taxonomie druhi,
ze kterych byly izolovany [1; 2]. Alkaloidy mohou byt rostlinné, Zivo¢isné, moiské
nebo se mohou vyskytovat v houbach. Jejich ucinek mize mit jak pozitivni, tak i negativni
dopad nazdravi lidského organismu [3; 4]. Alkaloidy jsou tedy pfirodni slouceniny,
které se déli na dvé hlavni skupiny, heterocyklické a neheterocyklické [1]. Heterocyklické
alkaloidy jsou rozsahlejsi skupinou alkaloida a déle se dé€li podle obsazenych heterocyklickych
sloucenin. Dal$im béznym d¢lenim, které se pouziva, je déleni na alkaloidy pravé,
protoalkaloidy a pseudoalkaloidy. Alkaloidy chinovniku fadime mezi heterocyklické pravé

alkaloidy, které¢ obsahuji chinolinové jadro [5].

1.1.1 Historie

Prvni zminka o alkaloidech chinovniku pochazi od augustinianského mnicha Antonia
de la Calanchy, ktery v Limé v Peru (v té dob¢ $panélské kolonii) napsal: ,,V zemi Loja je strom
,horecek®, s klirou skoficové barvy, ze kterého Lojané odlévaji prasky, které se piji ve vaze
dvou malych minci, a tim 1é¢i horecky.“ Ze zminky neni jasné, zda mél Antonia de la Calancha
na mysli pouziti kiiry domorodci nebo napadajicimi Spanély [6]. V poloving 17. stoleti
se v Evropé zacal strom oznacovat jako ,,quinquina“. Tento nazev byl zaloZen na oznaceni
»quina-quina“, coz byl udajné nazev stromu a kiiry v rodném peruanském jazyce. Nésledné
se ukdzalo, Ze nazev ,,quina-quina‘“ domorodi obyvatelé Peru piivodné pouzivali pro jiny strom.
Evropané tento nazev zaménili a zacali ho pouzivat pro strom, ktery 1é¢il malarii [6]. V roce
1742 svédsky botanik Carl Linné pojmenoval rod stromu Cinchona. Tento nazev byl odvozen
od jména hrabénky z Chinchénu, manzelky Spanélského mistokrale v Peru v 30. letech
16. stoleti. Podle legendy byla hrabénka v Peru infikovdna malarii a byla vylé¢ena kirou
stromu. Pot¢ ji idajné€ uvedla do Evropy, ¢imz zahajila jeji pouzivani. Pfibéh legendy vSak neni
podlozen fakty [6]. V roce 1820 dva francouzsti védci, Joseph Bienaimé Caventou a Pierre

Joseph Pelletier, izolovali z kiry chinovniku antimalarickou latku, kterou pojmenovali chinin

[6].

1.1.2 Chinovnik
Rod Cinchona (Cesky chinovnik) je strom ptivodem z Jizni Ameriky, ktery se tadi do celedi

Rubiaceae. Jedna se o stalezelené kefe a stromy, které mohou riust az do vysky 20 m.

13



Taxonomové zatadili do rodu Cinchona riizné poéty druhti (30, 40 az 65), pravdépodobné kvili
existenci mezidruhovych forem v prirozené populaci. Po diikladné studii ¢eledi Rubiaceae bylo

rozpoznano pouze 23 planych druhi [7].

Tyto stromy nesou protilehlé eliptické az vej¢ité kopinaté listy s celym okrajem. Kvéty jsou
malé s lalo¢natym kalichem spojenym na zakladné a maji rizovou, krémovou az hnédou barvu.
Kvéty vydavaji nadhernou vini. Plodem chinovniku je podlouhla tobolka, kterd obsahuje
40 az 50 okfidlenych semen [7]. Kura rtznych druhG chinovniku obsahuje ¢tyfi hlavni
alkaloidy, kterymi jsou chinin, chinidin, cinchonin a cinchonidin [2]. Chinovnik pochézi
z vychodnich svahi oblasti And, kde roste od Kolumbie az po Bolivii (Peru, Ekvador,
Venezuela). NejdilezitéjSimi producenty stromu rodu Cinchona jsou Indonésie spoleéné

s Afrikou. Jihoamerické zemé, odkud stromy pochazeji, se staly méné dulezitymi producenty
[8]

Pro komeréni Ucéely se péstuji tfi hlavni druhy chinovnikd, konkrétné jde o Cinchona
succirubra, Cinchona officinalis ,, ledgeriana®“ a Cinchona calisaya. Spole¢né s témito
odriidami se péstuji 1 hybridy pro zajisténi nejvyssiho obsahu alkaloida v kiife. Naptiklad kdra
Cinchona succirubra obsahuje 5 — 7 % alkaloidi, Cinchona calisaya dava kiru s obsahem 4 —
7 % alkaloidl, zatimco kira C. officinalis ,, ledgeriana “ muze obsahovat 5 — 14 % alkaloidd.
Vybrané hybridy chinovniku mohou za ptiznivych podminek kultivace pfinést az 17 %
alkaloidl v kiife. Analyza riznych typt kary chinovniku ukazuje, ze nejhojnéjsim alkaloidem
je chinin, ktery obvykle zahrnuje 50 — 90 % souctu vSech obsaZenych alkaloidii. Komerénim
produktem je kilira z kmene a kofenli chinovniku. Sklizeni kliry se obvykle provadi po 6 — 10
letech. Kiira na stromech ¢aste¢né regeneruje, proto lze kiiru z jednoho stromu sklidit 1 vicekrat.
Zalezi na druhu a kultiva¢ni technice [8]. Alkaloidy chinovniku se daji ziskat i ze stromi rodu
Remijia, ktery patii stejn¢ jako rod Cinchona do ¢eledi Rubiaceae. Tyto stromy a kefe jsou
rozsifeny v Jizni Americe od Kolumbie az po Bolivii. Kiira stromti Remijia obsahuje mensi

mnozstvi alkaloid chinovniku, proto se vyuziva méné [8; 9].

1.1.3 Chemické sloZeni alkaloida chinovniku

Alkaloidy chinovniku obsahuji asi tficet riznych, v nékterych ptipadech stereoizomernich,
rostlinnych bazi, které byly z vét§i Casti izolovany z klry subtropickych stromii druhu
Cinchona a Remijia. Narozdil od mnoha jinych pfirodnich produkti jsou tyto alkaloidy

k dispozici v né€kolika diastereomernich formach, které jsou separovany v priamyslovém

24
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vyznamnych alkaloidi chinovniku, které lze izolovat z kiry chinovniku, je znazornéna

na obrazku 1.

Absolutni konfigurace v

Cislo Nézev R R? C-8 c-9 C-3
1 Chinin OMe Vinyl S R R
a Dihydrochinin OMe Ethyl S R R
b Epichinin OMe Vinyl S S R
C Epidihydrochinin OMe Ethyl S S R
d Epivinyl chinin OMe Vinyl S R S
e Epivinyl epichinin OMe Vinyl S S S
f Cuprein OH Vinyl S R R
g Dihydrocuprein OH Ethyl S R R
2 Chinidin OMe Vinyl R S R
a Dihydrochinidin OMe Ethyl R S R
b Epichinidin OMe Vinyl R R R
o Epidihydrochinidin OMe Ethyl R R R
d Epivinyl chinidin OMe Vinyl R S S
e Epivinyl epichinidin OMe Vinyl R R S
f Cupreidin OH Vinyl R S R
g Dihydrocupreidin OH Ethyl R S R
3 Cinchonidin H Vinyl S R R
a Dihydrocinchonidin H Ethyl S R R
b Epicinchonidin H Vinyl S S R
a Epidihydrocinchonidin H Ethyl S S R
4 Cinchonin H Vinyl R S R
a Dihydrocinchonin H Ethyl R S R
b Epicinchonin H Vinyl R R R
c Epidihydrocinchonin H Ethyl R R R

Obrazek 1: Alkaloidy chinovniku vyskytujici se v ¢eledi Rubiaceae

Prevzato a upraveno z: [8]
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Struktura alkaloidti chinovniku je tvofena centralni hydroxylovou skupinou a chinolinovym
a chinuklidinovym kruhem. Struktura ma celkem 4 chiralni jadra a jednotlivé alkaloidy se 1isi

konfiguraci ve dvou rozhodujicich stereogennich centrech (C8 a C9) [10; 2].

Chinin je v zékladnim stavu bezbarva krystalicka latka bez zapachu, ktera je malo rozpustna
ve vodé. Ve své bezvodé formé taje pti 177 °C. Chinidin je stereoizomer chininu. Lisi
se stereochemii v chiralnich centrech 8 a 9, které v tomto piipadé maji konfiguraci (R) — 8
a (S) — 9. Cinchonin je dialezity minoritni alkaloid. Od chininu se li§i pouze nepfitomnosti
methoxyskupiny. Cinchonidin ma stejny stericky vztah k cinchoninu jako chinidin k chininu.

To znamena, Ze je to stereoizomer cinchoninu [10].

1.1.4 Syntéza chininu

Rozséahlé péstovani chinovniku pro jeho vyuziti k 16€bé malérie podnitilo v minulosti intenzivni
vyzkum, jak v oblasti objasnéni chemické struktury, tak i1 v oblasti celkové syntézy.
Do vyzkumu se zapojilo mnoho slavnych chemiki jako jsou napiiklad Pauster, Rabe,
Woodward a Prelog. Prvni, kdo navrhl spravnou zakladni chemickou strukturu chininu, byl
P. Rabe. Kompletni stereochemickou strukturu chininu poté popsal V. Prelog. V roce 1944
R. B. Woodward a W. E. Doering provedli prvni uspéSnou formalni syntézu chininu. Dal$imu,
kdo provedl GspéSnou syntézu chininu byli naptiklad J. Gutzwiller a M. R. Uskovi¢. A¢koli byl
synteticky chinin pfili§ drahy a nedovedl tak konkurovat chininu izolovanému z kiry
chinovniku, vysledkem vyzkumu byl nakonec vyvoj aktivnich, synteticky snadno dostupnych
antimalarik. BohuZel kmeny plasmodia casem ziskaly rezistenci vic¢i vétSin€ syntetickych

antimalarik, proto je pouZzivani chininu k 1é¢bé malarie stale aktualni [8; 12].

1.1.5 Vyuziti

V medicing se chinin pouziva jako antimalarikum, coz znamena jako 1€k pro 1écbu malarie.
| ptesto, ze byl chinin z Casti nahrazen syntetickymi l€ky (napf. chlorochinem), je stale
vyznamnym lékem proti malarii u kment, které jsou rezistentni na léky [2]. Zaroven bylo
prokazano, ze ptidavek cinchoninu do smési chininu a chinidinu zvysuje u¢innost 1é¢by malarie
zpusobené kmenem Plasmodium falciparum [13]. Chinin muze byt katalyticky pfeménén
na chinidin, a proto je vyuzivan jako hlavni zdroj produkce chinidinu [14]. U chinidinu
se zjistilo, Ze ma vliv na srde¢ni ¢innost, proto se ve formé sulfatu pouziva pii 1écbé srdecnich
arytmii [14; 2]. Cinchonidin, ktery ma slabsi u¢inek nez chinin, se pouziva

jako antispasmodikum p#i ¢erném kasli [13].
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Vedle vyuziti v 1€katstvi nasly alkaloidy chinovniku uplatnéni i v dal$ich oblastech. Naptiklad
se alkaloidy chinovniku a jejich derivaty pouzivaji jako rozliSovaci Cinidla, katalyzatory,

ligandy a také jako selektory v enantioselektivni analyze [8].

Alkaloidy chinovniku se pouzivaji i v kosmetice diky svym stahujicim G¢inktim, t¢inkiim proti
luptim a G¢inktm, které stimuluji rast vlast. Soli chininu se ptidavaji do Sampond, vlasovych
oleju a vod [1]. MuzZou se pouzivat i jako pfidavek do krému na opalovani, repelenti proti

molum a insekticidam [13].

1.1.6 VyuZziti v potravinarstvi

V potravinaistvi se z alkaloidi chinovniku vyuziva zejména chinin, ktery je bran jako standard
hotkosti a prostfedek k hotceni tonizujicich nealkoholickych i alkoholickych napojt. Typickym
ptikladem napoje, ktery obsahuje chinin je tonik [15].

Prahova hodnota pro vjem hotké chuti chininu je zhruba 10 mg/1. Jeho ptidavek do potravin je
regulovan vyhlaskou 447/2004 Sb. o pozadavcich na mnozstvi a druhy latek uréenych
k aromatizaci potravin, podminky jejich pouziti, poZzadavky na jejich zdravotni nezavadnost
a podminky pouziti chininu a kofeinu. Tato vyhlaSka udava, Ze chinin smi byt pouzit k vyrobé
potravin piimo nebo jako soucdst aromatu. Déale udéva ze chinin smi byt pouZzit ve formé

chininsulfatu nebo ve form¢ chinin hydrochloridu [16].

Ptipustné mnozZstvi pro nealkoholické népoje a alkoholické napoje (s vyjimkou piva, vina
a lihovin) je 75 mg/l. Pro lihoviny je povolené mnozstvi 300 mg/l. Veskeré napoje a potraviny
musi byt oznaCeny terminem ,,0bsahuje chinin®. Napoje obsahujici chinin nejsou vhodné

pro t¢hotné Zeny, jelikozZ mohou vyvolat i potrat [16; 15].

1.1.7 Toxicita

Intoxikace chininem a chinidinem se oznacuje jako cinchonismus. Jeden gram chininu navozuje
tzv. ,,chininovou opilost a konzumace nad 5 g chininu zplsobuje akutni otravu. Smrtelna
davka muze byt uz 10 g. Pfipustny denni ptijem (ADI) chininu pro dospélé osoby je 40 mg/kg
[15; 17].

Mezi ptiznaky patii naruseni sluchu, zvonéni v usich, zavrate, narusené nebo rozmazané vidéni,
narusené vnimani barev, gastrointestinalni poruchy, vazodilatace (rozSifeni cév), poceni, bolesti
hlavy, horecka, zmatenost. Tyto pfiznaky se objevuji pii stiedné zvysSené koncentraci chininu
Vv plazm¢. S vyssi davkou chininu se objevuji stale vaznéj$i poruchy zraku a srdecni

a neurologické priznaky. Pfivelkém predavkovani se muze objevit silné zvraceni, bolesti

17



bficha a prijem. K otravé miize dojit jak jednordzovym predavkovanim, tak nahromadénim
chininu béhem 1é¢by malarie. U pacientl trpicich malarii zptisobenou zimni¢kou Plasmodium
falciparum jsou znAmymi komplikacemi anémie a akutni intravaskularni hemolyza se selhanim

ledvin [17].

Predavkovani chinidinem stejné jako pfedavkovani chininem zptsobuje nevolnost, zvraceni,
bolesti bficha a prajem. Pti predavkovani chinidinem jsou bézné hypokalcemie a metabolicka

acidoza [17].

1.2 Kapalinova chromatografie

Chromatografie je separa¢ni technika, ktera je zalozena na principu déleni latek mezi dvé faze,
pohyblivou a nepohyblivou [18]. Pohybliva faze se oznacuje jako mobilni a v piipadé
kapalinové chromatografie jde o kapalinu. Nepohybliva faze, oznacovana jako staciondrni,
muze byt ve form¢é tuhé latky, kapaliny nanesené na tuhych ¢asticich nebo ve formé filmu

kapaliny na vnitini sténé kapilary [19].

K déleni latek je mozné vyuzit riizné separacni mechanismy jako je adsorpce, iontova vymeéna
a rozd€lovani mezi dvé nemisitelné kapaliny [20]. Doba, kterou separovana latka stravi
na povrchu staciondrni faze, je zavisla na velikosti interakce dané latky a stacionarni faze.
Tim je urceno pofadi, v jakém jednotlivé slozky vychazi z kolony. Obecné plati, ze ¢im véEtsi

je interakce, tim pozdé&ji slozka opousti kolonu a tim ma vétsi retenéni Cas [18].

Klasické kolonové uspofadani nedosahuje potiebné u€innosti separace, ale stalo se zékladem
pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC), pfi které se k pohybu mobilni faze
pouziva Cerpadlo zatazené pied kolonou, které zajistuje konstantni pritok mobilni faze [18;

21].

Ve vysokoucinné kapalinové chromatografii se k separaci latek bézné vyuziva tzv. izokraticka
eluce, pfi niZ se kolona promyva mobilni fazi s konstantnim sloZenim po celou dobu analyzy
[20]. Pokud je analyzovana smés latek, které se podstatné 1isi v elu¢nich ¢asech nebo se nékteré
slozky smési nedaji eluovat viibec a zlstavaji v koloné€, je vyhodné pouzit k separaci
tzv. gradientovou eluci [18; 20]. Jeji princip spoc¢iva v pouZiti mobilnich fazi, jejichz sloZeni je
mozné v prubéhu analyzy ménit, ¢im dochazi ke zméné€ elucni sily nebo selektivity mobilni
faze pfimo béhem separace [22]. Zména slozeni mobilni faze mize mit linearni i nelinearni

charakter a tidi se pfedem zvolenym casovym harmonogramem [18]. Pokud se Kk tvorbé
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gradientu pouzivaji dvé slozky, jedna se o tzv. binarni gradient mobilni faze. V ptipad¢ pouziti

tii slozek, které se v ¢ase méni, pouzivame oznaceni ternarni gradient [23].

O kvalité separace rozhoduje u¢innost kolony, a ptedevsim pouzity chromatograficky systém.
Podle relativni polarity stacionarni a mobilni faze se rozliSuje chromatografie s normalnimi
fazemi a chromatografie s obracenymi fazemi. V systémech s normalnimi fazemi je stacionarni
faze polarnéjsi nez mobilni faze. V Systémech s obracenymi fazemi je naopak polarnéjsi

mobilni faze nez faze stacionarni [24].

1.2.1 Chromatografické systémy s normalnimi fazemi (NP-HPLC)

Pro separaci latek v systémech s normalnimi fazemi se vyuzivaji polarni stacionarni faze
a mobilni faze, které maji nizsi polaritu nez faze stacionarni. V tomto systému dochazi k soutézi
mezi molekulami vzorku a mobilni fazi o aktivni absorpéni centra na povrchu stacionarni faze
[20; 25]. Retence je urCovana specifickymi mezimolekularnimi interakcemi latky s povrchem
stacionarni faze a nespecifickymi interakcemi latky s mobilni fazi. S rostouci polaritou

analyzovanych slozek se zvySuje retence latek na koloné. Naopak s rostouci koncentraci

polarniho rozpoustédla v mobilni fazi retence latek klesa [25].

Polarita latky je ovliviiovana tvorbou intramolekuldrni vodikové vazby, coZ se projevuje
v selektivité déleni. Dochazi k uplatnéni i sterickych efektt, a proto jsou mezi riznymi izomery
latek velké rozdily v retenci. Funkéni skupiny, které stericky stini polarni skupinu molekuly,
jsou pficinou sniZeni retence latky. Selektivita déleni pro sousedni homology klesé s rostoucim

poctem uhliki v alifatické fadé [25].

Jak uz bylo zminéno pro separaci v systému s normalnimi fdzemi se vyuZivaji polarni
stacionarni faze. Mezi nejcastéjSi pouZivané stacionarni faze patii silikagel, ktery lze pfipravit
S rizn€ nastavenymi fyzikalnimi vlastnostmi. V ptipadé adsorpcni kapalinové chromatografie
ma velky specificky povrch (> 200 m?/g), velky objem pori (> 0,7 ml/g) a stfedni primér port
(8 — 15 nm). S rostoucim objemem pora klesa specificky povrch adsorbentu a tim i retence
analyzovanych latek. Povrch silikagelu je mirné€ kysely, a proto zadrzuje silnéji latky bazické
nez latky kyselé a neutralni [20]. Dal$imi pouzivanymi stacionarnimi fazemi jsou polarni
chemicky véazané skupiny na silikagelovém nosic¢i. MlizZou to byt napiiklad aminoskupiny,

hydroxyskupiny a kyanoskupiny [25].

1.2.2 Chromatografické systémy s obracenymi fazemi (RP-HPLC)
Pro separaci latek v systému s obracenymi fazemi se vyuzivad polarni mobilni faze. VétSinou
jde o smés vody s polarnimi organickymi rozpoustédly (alkoholy, acetonitril, dioxan,
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tetrahydrofuran). Elu¢ni sila mobilni faze roste s klesajici polaritou organického rozpoustédla,

tedy v obraceném potadi nez pii chromatografii s normalnimi fazemi [20].

Stacionarni faze ma v tomto systému nepolarni charakter. Na téchto staciondrnich fazich
neexistuji aktivni adsorpcni centra, kterd by byla schopna polarnich interakci. Povrch
stacionarni faze je schopen interagovat pouze velmi slabymi silami, které jsou mnohem slabsi

nez polarni interakce mezi mobilni fazi a analyzovanou latkou [25].

Selektivita nepolarnich staciondrnich fazi k malo poldrnim organickym latkdm je urCovana
vlastnostmi mobilni faze. Vzajemné polarni interakce mezi molekulami vody jsou tak silné,
7e K jejich piekonani je potfeba znacné energie. Slabé disperzni interakce mezi molekulami
vody a molekulami malo polarni organické latky tuto energii nemohou poskytnout. Proto jsou

tyto latky ve vod¢ a vodnych roztocich malo rozpustné a jsou z mobilni faze vytlatovany

fazi [20].

Jako stacionarni faze se vétSinou pouziva silikagel ve form¢e nosice, na kterém je navazany

dlouhy uhlikaty fetézec. Nejpouzivanéjsi stacionarni fazi je Cis [25].

RP-HPLC je nepochybné nejpouzivanéjsi systém chromatografie diky vyhodam, jako je
separa¢ni kapacita latek rtiznych polarit, pouziti mobilnich fazi s niz§imi ndklady a nizkou
toxicitou a také rychla rovnovaha po zméné eluce v gradientu. Vyuziva se zejména pro latky
se stfedni a nizkou polaritou. Systém s obracenymi fazemi je vhodny i pro separaci polarnich
a bazickych latek. V tomto pifipadé¢ je vSak nutné pouzit napiiklad staciondrni faze
se zabudovanymi polarnimi skupinami, které zachovavaji charakter reverzni faze, ale maji

odlignou selektivitu, v kombinaci s vysoce vodnymi mobilnimi fazemi [26].

1.3.3 Hydrofilni interak¢ni kapalinova chromatografie (HILIC)

Hydrofilni interakéni chromatografie je alternativni rezim RP-HPLC, ktery se pouZziva
pro separaci polarnich slou¢enin. Uspé$né se pouzivé pro separaci sacharidil, peptidi, proteint
[27], 1éka, toxind, rostlinnych extraktii a dalSich sloucenin pro potravinaisky a farmaceuticky
prumysl [28]. Zkratku HILIC poprvé navrhl Alpert v roce 1990 k popisu systému kapalinové
chromatografie, kdy se vyuziva polarni stacionarni faze stejné jako v NP-HPLC, ale pouzita
mobilni faze je podobna jako v systému RP-HPLC [29]. Tato separacni technika byla
pouzivana od roku 1975 v HPLC pro analyzu cukrt a oligosacharidii. Tyto separace vSak mély
omezenou pouzitelnost, protoze kviili detekci pomoci indexu lomu mohly byt provadény pouze

za izokratickych podminek [30].
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K HILIC separaci lze pouzit rizné typy polarnich kolon. Typické stacionarni faze se skladaji
z klasického oxidu kiemicitého nebo silikagelu [29], které mohou byt modifikované mnoha
polarnimi funk¢énimu skupinami, jako jsou skupiny amidové, nitrilové, diolové, karbaméatové
¢i polyhydroxylové [31]. Specialné pro HILIC separace byly vyvinuty stacionarni faze na bazi
polyimidu kyseliny jantarové. Déle byly vyvinuty polymerni kolony s chemicky vazanymi
amidickymi ¢i zwitteriontovymi sulfobetainovymi ¢i fosforylcholinovymi skupinami.
Perspektivnim povrchem pro HILIC separace je také silikagel typu C s hydrosilovanym
povrchem [31]. Pfestoze pocet komeréné dostupnych kolon, které jsou uréené specialné
pro HILIC separace, roste, stale neexistuje zadna univerzalni stacionarni faze jako C18 v RP-
HPLC. Razné typy separanich materidli pro HILIC maji rizné reten¢ni charakteristiky

a separacni selektivity [29].

Typické mobilni faze, které se pouzivaji pro HILIC separace, jsou polarni organicka
rozpoustédla misitelna s vodou. Nejcastéji se vyuziva acetonitril [26], ale lze pouzit
i tetrahydrofuran, dioxan nebo alkoholy [29]. Pro tradi¢ni metody v HILIC se pouziva smés
rozpoustédel, ktera obsahuje vysokou koncentraci organického rozpoustédla, coz mize byt
mnozstvi prevysSujici 80 % organického rozpoustédla [26]. Do mobilnich fazi se pridavaji
iontové prisady, jako je octan amonny a mravencan amonny, které se pouzivaji k fizeni
pH a iontové sily mobilni faze. V systému HILIC mohou ovliviiovat polaritu analytu, coz vede

K rozdilnym zménam v retenci.

Separace HILIC se mohou provadét bud’ v izokratickém reZimu s konstantnim vysokym
procentem organického rozpoustédla, nebo s gradienty, které zacinaji vysokym procentem

organického rozpoustédla a kon¢i vysokym podilem rozpoustédla vodného [29].

HILIC separace Ize snadno kombinovat s nékolika detekénimi technikami jako je absorpce
ultrafialového svétla, fluorescence, index lomu, rozptyl odparovaciho svétla a hmotnostni
spektrometrie. Detekce hmotnostnim spektrometrem je idedlni pro analyzu polarnich sloucenin,
které jsou rozpustné ve vode, protoze vysoky obsah organického rozpoustédla v mobilni fazi
vede k jeho rychlému odpatovani béhem ionizace elektrosprejem. Oproti RP-HPLC je zde

desetinasobné zvysena citlivost, protoze organické rozpoustédlo je mnohem tekavejsi [29].

1.3.4 Instrumentace v kapalinové chromatografii
Kapalinovy chromatograf se sklada z nasledujicich ¢asti: zafizeni pro uchovani a manipulaci
s mobilni fazi, davkovaciho zafizeni, kolony, detektoru a pfistroje pro zaznam a vyhodnoceni

dat [25]. Schéma kapalinového chromatografu je znazornéno na obrazku 2.
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Obrazek 2: Schéma instrumentace HPLC

Prevzato a upraveno z: https://ibsen.com/wp-content/uploads/HPLC-illustration_T-1024x366.png  staZeno
12.2.2021

1.3.4.1 Cerpadla
Funkci cerpadla je zajisténi konstantniho pritoku mobilni faze s ptesnosti lepsi nez 1 %.
Material cCerpadla (keramika, nerezova ocel, plast) musi byt takovy, aby nedochazelo

ke znecisténi mobilni faze ani k poskozeni ¢erpadla [21].

Mezi nejznaméjsi typy cerpadel se fadi pneumaticka cerpadla, membranova cerpadla, Cerpadla
injekéniho typu a pistova Cerpadla. Prvni dva zminéné typy se téméf nepouzivaji kvili jejich
konstrukéni naro€nosti. U €erpadel injekéniho typu je nevyhodou omezeny objem mobilni faze,
ktery vyzaduje Casté plnéni, a také ¢as potfebny k dosazeni stabilniho pritoku mobilni faze
[25]. U pistového cerpadla je nevyhodou kolisani pratoku mobilni faze s ¢asem vlivem stiidani
saci a vytlacné faze. Kvili tomu dochazi k rusivym tlakovym rdzim. Tato nevyhoda se da

eliminovat pouzitim dvou a vice pistovych ¢erpadel a v sérii zapojenych cerpadel [21].

1.3.4.2 Davkovaci zarizeni

Nastiik vzorku do kolony se provadi bud’ nastiikem pomoci injekéni stiikacky nebo pomoci
davkovaciho kohoutu. Davkovani injek¢ni stiikackou ma zna¢né nevyhody z hlediska udrzeni
tlaku, tésnosti a vnaseni stop materialu injekéni stiikacky [21]. V dnesSni dobé pievazuji
davkovaci systémy, které vyuzivaji Sesticestny kohout s davkovaci smyckou. Principem je,
ze se vzorkem naplni davkovaci smycka a nasledné se kohout pfepne do druhé polohy,
kdy eluent protéka smyckou a vzorek je unasen do kolony [19]. Funkce Sesticestného ventilu je

znazornéna na obrazku 3.

22



VZOREK  ODPAD VZOREK  ODPAD

Obrdazek 3: Schéma funkce Sesticestného davkovaciho ventilu
Prevzato z: https://dokumenty.upce.cz/FCHT/kbbv-vk/instrumentalni-met-anal/kapalinova-chromatografie.pdf

stazeno 12.2.2021

1.3.4.3 Kolony

Separace vzorku probiha na kolong, ktera je plnéna sorbentem [25]. Material kolony musi byt
chemicky inertni, musi odoldvat vysokym tlakiim a vnitini povrch plasté¢ kolony musi byt
dostatecné hladky. Nejcastéji pouzivany material pro vyrobu kolon je nerezova ocel, plasty
nebo sklo [22]. Hojn¢ jsou vyuzivany i piedkolonky, které slouzi jako ochrana hlavni kolony
[21].

Pro rizné aplikace lze vyuzit kolony rizné délky, priméru a s riznymi sorbenty. Pro rutinni
analyzy se vyuzivaji kolony s délkou 10 az 25 cm, vnitinim primérem 2,1 az 5 mm a plnéné

Casticemi o velikosti 1 az 10 pm [25; 21].

1.3.4.4 Detektory
Vybér detektoru je pro analyzu nesmirné dilezity. Mezi poZzadované vlastnosti, které by mél
detektor mit, patii vysoka citlivost, Siroky linearni rozsah, selektivita a nezavislost na zmény

prutoku a slozeni mobilni faze [20].

Detektory mtizeme délit naptiklad na destruktivni a nedestruktivni. V ptipadé destruktivnich
detektorti dochazi k rozlozeni analyzované latky, zatimco u nedestruktivnich detektort miizeme
po analyze jimat jednotlivé frakce [20]. DalSim typem déleni mize byt rozdéleni

na koncentra¢ni a hmotnostni detektory. Koncentra¢ni detektory reaguji na zménu hmotnostni
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koncentrace slozky nezévisle na rychlosti pfivodu slozky do detektoru. Naproti tomu

hmotnostni detektory reaguji na zménu hmotnostniho toku slozky do detektoru [25].

Nejcastéji pouzivané detektory pracuji na principu absorpce zafeni v UV a viditelné oblasti,
na principu fluorescence nebo na meéfeni indexu lomu. V poslednich letech jsou velmi

vyuzivané systémy HPLC spojené s hmotnostnim spektrometrem [32].

1.3.44.1 Spektrofotometricky detektor

Jeden z nejpouzivanéjsich detektort je dnes spektrofotometricky UV/VIS detektor. Je zalozen
na principu absorpce zafeni v UV a viditelné oblasti, tedy v oblasti vinovych délek
0d 190 do 800 nm. Vykazuje vysokou citlivost pro vétSinu analyzovanych latek

za predpokladu, ze jsou schopny absorbovat zafeni v dané oblasti vinovych délek [25; 24].

Spektrofotometricky detektor je zalozen na stejném principu jako UV spektrofotometr a sklada
se ze tii hlavnich ¢asti. Prvni Casti je zdroj zafeni. Jako zdroj zafeni se pouzivd naptiklad
deuteriova vybojka, kterd emituje zafeni v Sirokém rozsahu vinovych délek. Dalsi ¢asti
detektoru je mérna cela o objemu 5 az 10 pl a optické délce 10 mm, kterou protéka eluent.

Posledni ¢asti je fotonasobié, ktery méfi zmény intenzity zateni [18].

Kvantitativni stanoveni je zalozeno na Lambert-Beerové zakoné (rovnice (1)), ktery vyjadiuje
vztah mezi tloustkou absorbujici vrstvy (1), koncentraci absorbujici slozky (c¢) a vlastni velikosti

absorpce, ktera je vyjadiena jako absorbance (A). Kazda latka ma svou absorpéni konstantu (&)

[25].
A=l'2?=1£i-ci (1)

1.3.4.4.2 Hmotnostni spektrometr

Spojeni hmotnostniho spektrometru a HPLC je dnes uz rutinni zalezitost. V minulosti se toto
spojeni potykalo s fadou problémi, z nichZ nejvétsi byly vysoky pritok mobilni faze v HPLC
a obrovské rozdily tlakli mezi separaci iontli a hmotnostni detekci. Separace iontl probiha

za atmosférického tlaku, zatimco hmotnostni detekce vyzaduje vysoké vakuum [32].

Detekce hmotnostnim spektrometrem poskytuje spektralni tdaje, které se pouzivaji k uréeni
molekulové hmotnosti, identifikaci latek a k jejich kvantifikaci, coz je vnimano jako nejveétsi
vyhoda této detekce. Analyza probiha ve tfech hlavnich krocich. Nejprve dochazi k ionizaci
vzorku, nasleduje rozdéleni iontli podle poméru m/z (hmotnost/naboj) a nakonec probiha

detekce iontl v detektoru [25].
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V prvnim kroku hmotnostni detekce dochazi k prevedeni neutrdlni molekuly na ionty.
Nejpouzivangj$imi ioniza¢nimi technikami jsou ionizace elektrosprejem (ESI) chemicka
ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) [32].
Po ionizaci jsou ionty pfevedeny do hmotnostniho analyzatoru, ve kterém dojde k rozd€leni
iontll podle poméru m/z a nasledn¢ dojde K jejich urychleni a fokusaci. Jako hmotnostni
analyzatory se vyuzivaji kvadrupo6l, analyzator doby letu nebo iontova past. Pro zvySeni
selektivity je mozné zaradit n¢kolik analyzatorti za sebou, coz se oznacuje jako tandemova

hmotnostni spektrometrie [25].

1.4 Aplikace HPLC v analyze

V této kapitole diplomové prace bude prezentovan piehled praci, které se zabyvaly analyzou
alkaloidt chinovniku. Nejcastéji se pro separaci alkaloidd chinovniku pouziva RP-HPLC [33;
34; 35; 36; 37; 38; 39], ackoliv byly zkouseny i jiné separa¢ni mechanismy HPLC. Byly pouzity
rizné detekéni systémy, jako je UV detekce [39; 35], fluorescenéni detekce [39; 37] nebo
hmotnostni spektrometrie [36]. Nékteré prace se zabyvaji analyzou alkaloidi chinovniku jako
skupiny, jiné se zabyvaji farmaceutickou analyzou chininu a chinidinu a separaci metabolita
téchto slouc¢enin produkovanych v télnich tekutinach [40]. Z dostupné literatury neni ziejmé,

Ze by se n€kdo zabyval analyzou alkaloidl chinovniku pomoci HILIC chromatografie.

Holmfred a kol. optimalizovali metodu HPLC pro separaci ¢tyi hlavnich alkaloidd v kife
chinovniku (chinin, chinidin, cinchonin, cinchonidin). Metoda umoznuje separaci téchto
alkaloidi za 26 minut s limitem kvantifikace 5 pg/g ze vzorku 50 mg kiry chinovniku.
Pii analyze byla pouzita UV detekce pii250 nm a 330 nm. Zaroven byla zkousena
i fluorescenéni detekce s pouzitim 330 nm pro excitaci a 420 nm pro emisi. Pro analyzu byla
pouzita kolona Kinetex XB — C18. Mobilni faze byla sloZena ze dvou slozek, (A) 0,2 M pufr
mraven¢anu amonného s 01 % Kyselinou mraven¢i a vodou (10:90, v/v) a (B) 100 % methanol.
Priitok mobilni faze byl 0,2 ml/min a k analyze byla pouzita gradientova eluce. Gradient byl
18 % B od 0 do 10 minut, poté linearné rostl z 18 % B na 35 % B od 10 do 25 minut, nasledoval
navrat na 18 % B po 26 minutach. Celkova doba analyzy byla 40 minut. Teplota kolony byla
50 °C. Aby nedochazelo k rozsifeni piku, bylo kontrolovano pH mobilni faze a jako optimalni
bylo stanoveno pH 3. Jedinou nevyhodou je pouziti methanolu misto acetonitrilu, jelikoz jeho

vys$i viskozita ve smési ma za nasledek vyssi protitlak béhem gradientové eluce [39].

Gatti a kol. vyvinuli jednoduchou a specifickou metodu stanoveni Ctyi hlavnich alkaloidt

chinovniku, jejich derivati a pyridoxin-hydrochloridu (vitamin B6) pomoci HPLC
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s fluorescencni detekci s pouzitim 330 nm pro excitaci a 420 nm pro emisi. Chromatograficka
separace byla provedena na kolon¢ Phenomenex Prodigy ODS za izokratickych podminek.
Extrakce alkaloidu z kiry chinovniku byla provadéna ultrazvukem. Jako mobilni faze byla
pouzita smés triethylamin fosfatového pufru (pH 3, 0,05 M) a acetonitrilu (88:12, v/v) pii
prutoku 0,4 ml/min. Popsané chromatografické podminky umoznuji dobry tvar piku a efektivni

rozliSeni testovanych sloucenin [37].

Abdulrahman a kol. popsali separaci a identifikaci riznych alkaloidi chinovniku s pouzitim
HPLC propojené s termosprejovou hmotnostni spektrometrii (TSP). Lyofilizované bunky (3 g)
chinovniku byly rozemlety, homogenizovany ve 36 ml 0,2 M H2SO4-CHCI3 (1:1) a nasledné
vlozeny do ultrazvuku. Nasledné byl vzorek zfiltrovan a promyt 9 ml 0,2 M H>SOa.
CHClIs se nechala dekantovat a vodna faze byla zalkalizovana 10 M NH4OH na pH 9,5 — 10
a nasledné se nechala projit kolonou Extrelut. Lipofilni slozky byly eluovany CHCls, ktery byl
poté odparen do sucha. Zbytek byl rozpustén v 1 ml CH3OH, nechal se projit kolonou C18 Sep-
Pak a nasledné byl promyt dalSimi 2 ml CH3OH. Chromatografické4 separace byla provedena
za izokratickych podminek na koloné C18 Waters pBondapak. Jako mobilni faze byla pouzita
smés vody, methanolu a kyseliny octové (71:25:4) s piidavkem 0,01 M octanu amonného
pii prutoku 0,1 ml/min. Detekce byla provadéna pomoci fluorimetru (excitace pii 250 nm,
emise pii 418 nm) a také pomoci kvadrupdlového hmotnostniho spektrometru. Podminky
iontového zdroje TSP byly optimalizovany pfibliznymi teplotami: zdroj, 200 °C; tryska,
190 °C; komora, 230 °C. Alkaloidy chinovniku byly monitorovany pti m/z 295 a 325 a vnitini
standard byl monitorovan pii m/z 330. Tato metoda poskytuje rychly, citlivy a selektivni test

komer¢né dalezitych alkaloidt chinovniku [36].

Keene a kol. provadéli separaci tfinacti alkaloid chinovniku ve vzorcich listli stromu rodu
Cinchona metodou HPLC s UV detekci pti 280 nm. Nejprve byly listy (10 g) rozemlety
na prasek a nasledné byly macerovany v methanolu (50 ml x 2). Methanolové extrakty byly
spojeny, odpafeny do sucha a poté extrahovany (25 ml x 3) 2 % H2SO4. Vodné kyselé podily
byly spojeny, zalkalizovany roztokem NH4OH, a poté extrahovany (3x) do stejného objemu
chloroformu. Chloroformové podily byly spojeny, promyty vodou, suseny nad bezvodym
siranem sodnym a odpafeny do sucha. Alkaloidové extrakty byly zvdzeny a ndsledn¢ znovu
rozpu$tény v chloroformu, ¢imZ byla ziskana konec¢nad koncentrace 5 mg/ml pro analyzu
pomoci HPLC. Chromatograficka separace byla provadéna za izokratickych podminek
na kolong, ktera byla plnéna 5 pum LIChrosorb Si 60. Mobilni fazi tvotila smés chloroformu,

methanolu a hydroxidu amonného (500:70:1) pti priatoku 1,5 ml/min. Touto metodou bylo

26



dosazeno dobrého rozliseni pro vSechny referen¢ni alkaloidy kromeé cinchoninu a cinchonidinu,
které se v tomto systému prekryvaly. Tato analyza ukézala, ze navzdory ptitomnosti chininu
a chinidinu v listech chinovniku, je obsah téchto alkaloidi velmi nizky ve srovnani s jejich

obsahem v kufe. Proto listy nelze povazovat za komercni zdroj téchto alkaloida [41].

Horie a kol. vyvinuli metodu pro stanoveni extraktu alkaloidii chinovniku v napojich pomoci
HPLC s UV detekei pti 230 nm a fluorescenc¢ni detekci pii 405 nm pro cinchonin a cinchonidin
a 450 nm pro chinidin a chinin (excitace pii 235 nm). Pro kazdy typ vzorku byla zvolena jina
pfiprava. Sycené napoje byly odplynény pomoci ultrazvukové 1azné a vlozeny do kartuse SPE.
Poté, co byla patrona promyta 10 ml vody a nasledn¢ 5 ml 15 % methanolu, byly alkaloidy
chinovniku eluovany 10 ml methanolu. Eluat byl filtrovan pies 0,45 um membréanovy filtr.
Ovocné napoje byly navazeny do centrifugacni zkumavky a centrifugovany pti 4000 ot/min
po dobu 5 minut. Cast supernatantu byla vlozena do patrony SPE. Dalsi postup byl stejny
jako v ptipadé sycenych napoju. Napoje s obsahem alkoholu vys$sim nez 10 % byly upraveny
na pH 10 pomoci 28 % NHsOH a vlozeny do kartuse SPE. Dalsi postup byl stejny
jako v pripadé piedchozich vzorki. Chromatograficka separace byla provadéna na L-koloné
ODS s LiChrospher® 100 RP-18e. Jako mobilni faze byla pouzita smeés methanolu a 20 mmol/l
dihydrogenfosfore¢nanu draselného (30:70, v/v). Teplota kolony byla 40 °C. Vsechny
alkaloidy chinovniku byly jasné oddéleny béhem 24 minut. Detekéni limit této metody byl
2 ug/ml [35].

Hermans-Lokkerbol a kol. provedli separaci nékterych indolovych a chinolinovych alkaloidi
chinovniku pomoci HPLC s UV detekci pii 275 nm. Chromatografickd separace byla
provedena na kolon¢ LiChrosorb RP-8 Select B. Mobilni faze se skladala z 0,1 M pufru
fosforeCnanu draselného a acetonitrilu (85:15, v/v), ke kterému se nasledné piida
5 nM hexylamin, 85 % kyselina fosfore¢na, ¢imz se ziska pH 3, a 2 % (v/v) tetrahydrofuranu.
Touto metodou bylo dosaZeno pfijatelné separace pro vétSinu sloucenin, S vyjimkou
cinchoninonu a chinidinonu. Pro tyto slou¢eniny bylo nezbytné vytvotit Samostatnou mobilni

fazi, ktera byla tvofena 1 M pufrem octanu sodného, acetonitrilem a tetrahydrofuranem
(80:20:5) [34].

Hobson-Frohock a Edwards provedli separaci alkaloidii chinovniku s pouzitim vazané
kyanopropylové kolony v systému s reverzni fazi jak ve standardni smési, tak v extraktu
rostlinné tkané. Tento extrakt byl pfipraven homogenizaci zmrazené¢ho listu chinovniku

ve fosfatovém pufru o pH 7,5 obsahujicim 0,1 % (hmot./obj.) detergentu Tween 20. Pro detekci
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byl pouzit detektor s proménnou vlnovou délkou pii 231 nm. Mobilni faze se skladala
z kyseliny ortofosforecné (0,0068 M, pufrované na pH 7 0,1 M hydroxidem sodnym),
acetonitrilu, methanolu a tetrahydrofuranu. Prutok mobilni faze byl 1,5 ml/min. Kolona pouzita
pro separaci byla plnéna 5 um Spherisorb CN, vazanym kyanopropylovym sférickym oxidem
kfemicitym. Touto metodou bylo dosaZeno téméf Gplného rozliSeni Ctyt zdkladnich alkaloida

chinovniku [33].

Smith zkoumal aplikace HPLC pro separaci jednotlivych alkaloidii v prodavanych vzorcich
chinidinovych soli a jejich davkovych forem. Pfesné zmétena Cast injekce, tablety nebo kapsle
byla pfenesena do vhodné odmérné banky a ziedéna methanolem, aby byla ziskdna konec¢na
koncentrace cca 1 mg chinidin sulfatu nebo 1,6 mg chinidin glukonatu na 1 ml roztoku. Detekce
probihala pomoci UV detektoru pti 254 nm. Jako mobilni faze byla pouzita smés acetonitrilu,
2-methoxyethanolu a 0,5 M dihydrofosfore¢nanu sodného (15:15:70). Nejprve byly zkouseny
kolony v systému s normalnimi fazemi, napf. Partisil-10, pPorasil, Zorbax-Sil. Nejlepsi
separace bylo dosazeno na koloné Zorbax-Sil. VySe popsany systém rozpoustédel poskytl
adekvétni rozliSeni chinidinu, chininu, dihydrochinidinu, cinchoninu a dihydrocinchoninu.
Nasledné byly zkouseny kolony v systému s reverznimi fazemi, z nichz nejlepsi pro separaci

alkaloidii chinovniku byla kolona pBondapak Phenyl [42].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité pristroje a zarizeni
e Analytické digitalni vahy (Sartorius, Usti nad Labem)
e Mikropipety (Thermo, Scientific, Finsko)
e Ultrazvukova lazen (Fisherbrand, USA)
e Centrifuga (Jet Biofil, Cina)
o UV/VIS spektrofotometr Shimadzu UV-2600 (Kyoto, Japonsko)
- Kyvety 6030-UV (Hellma, Némecko)

K vlastni analyze byl pouzit kapalinovy chromatograf Agilent 1290 Infinity 11 (agilent
Technologies, USA), u kterého byly vyuzity nasledujici soucasti:

e Autosampler G7129B, 1290 Vialsampler (Agilent Technologies, USA)
e Binarni ¢erpadlo G7120A, 1290 High Speed Pump (Agilent Technologies, USA)
e Spektrofotometricky detektor G7114B, 1290 VWD (Agilent Technologies, USA)

Pro separace byly vyuzity nasledujici kolony:

1. InfinityLab Poroshell 120 SB-C18 (délka: 150 mm, vnitini pramér: 3 mm,
zrnitost: 2,7 um, Agilent, USA)

2. Kinetex Polar C18 (délka: 100 mm, vnitini primér: 3 mm, zrnitost: 2,6 pm,
Phenomenex, USA)

3. Kinetex EVO CI18 (délka: 150 mm, vnitini primér: 3 mm, zrnitost: 2,6 um,
Phenomenex, USA)

4. Luna HILIC (délka: 150 mm, vnitini primér: 3 mm, zrnitost 3 um, Phenomenex, USA)

5. Luna Omega SUGAR (délka: 150 mm, vnitini pramér: 3 mm, zrnitost: 3 pm,
Phenomenex USA)

2.2 Pouzité chemikalie
e Acenaften (99 %, Sigma Aldrich, USA)
e Acetonitril (HPLC gradient grade, Merck, Némecko)
e Deionizovana voda pfipravena zafizenim Milli-Q® (Merck, Némecko)
e Ethanol (96 %, Lach-Ner, Ceska republika)
e Kyselina octova (> 99,7 %, Sigma Aldrich, USA)
e Methanol (HPLC gradient grade, Merck, Némecko)
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e Octan amonny (> 98 %, Sigma Aldrich, USA)
e Thiomocovina (> 99 %, Sigma Aldrich, USA)

2.3 Pouzité standardy
e Chinin (chinin sulfat, ze zasob na Katedie analytické chemie)
e Chinidin (p. a., Sigma Aldrich, USA)
e Cinchonin (p. a., Lachema, Ceskoslovensko)
e Kofein (p. a., SUKL, Cesko)
e Hydrochinin (96 %, Sigma Aldrich, USA)
e Hydrochinidin (95 %, Sigma Aldrich, USA)
e Hydrocinchonin (> 95 %, Sigma Aldrich, USA)
e Cinchonidin (96 %, Sigma, Aldrich, USA)

2.4 Pouzité vzorky

Vzorek 1: River Indian Tonic Water
Znacka: River

Vyrobce: MASPEX Czech s.r.o.

Zakoupeno: dne 24. 6. 2021, Billa, Pardubice

Vzorek 2: River Ginger Ale

Znacka: River

Vyrobce: MASPEX Czech, s.r.0.
Zakoupeno: dne 24. 6. 2021, Billa, Pardubice

Vzorek 3: Kinley Tonic Water

Znacka: Kinley

Vyrobce: Coca-Cola HBC Cesko a Slovensko, s.r.0.
Zakoupeno: dne 24. 6. 2021, Globus, Pardubice

Vzorek 4: Kinley Biter Rose
Znacka: Kinley
Vyrobce: Coca-Cola HBC Cesko a Slovensko, s.r.0.
Zakoupeno: dne 24. 6. 2021, Globus, Pardubice
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Vzorek 5: Schweppes Indian Tonic

Znacka: Schweppes

Vyrobce: Schweppes International Limited
Zakoupeno: dne 24. 6. 2021, Globus, Pardubice

Vzorek 6: Schweppes Bitter Lemon

Znacka: Schweppes

Vyrobce: Schweppes International Limited
Zakoupeno: dne 24. 6. 2021, Globus, Pardubice

2.5 Priprava roztoki standardi

Standardni roztoky byly pfipraveny navazenim 2 mg kazdého standardu do sklenéné vialky.
Nasledné byly ptidany 2 ml methanolu, aby koncentrace standardnich roztokti odpovidala 1 g/1.
Vyjimku tvofil chinin, ktery se v ¢istém methanolu $patné rozpoustél, proto byl piipraven
rozpusténim 2 mg latky ve 4 ml smési methanolu a deionizované vody 50:50 (v/v). Tyto roztoky
byly vlozeny do ultrazvukové lazné€ na 20 minut, aby doSlo k Gplnému rozpusténi latek.
K analyze pomoci HPLC sreverzni fazi bylo ze standardnich roztokti odpipetovéano
10 pl do sklenéné vialky a objem byl doplnén methanolem na 1 ml. Zaroven byla vytvoiena
I sm&s vSech standardi. Do sklenéné vialky bylo odpipetovano 10 pul kazdého standardu

a objem byl doplnén pomoci methanolu na 1 ml.

K analyze pomoci HPLC v systému HILIC byly vytvofeny standardni roztoky o stejné
koncentraci jako pro reverzni faze, pouze s rozdilem, ze byly rozpustény v acetonitrilu.
Vyjimku tvofily chinin, cinchonin a hydrocinchonin, které se v ¢istém acetonitrilu Spatné
rozpoustély. Tyto tii standardy byly pfipraveny rozpusténim 2 mg latky ve 4 ml smési
acetonitrilu a deionizované vody 50:50 (v/v). VSechny pfiipravené roztoky byly vlozeny
do ultrazvukové 1azné€ na 20 minut. K analyze bylo ze standardnich roztokd odpipetovano
10 pl do sklenéné vialky a objem byl doplnén acetonitrilem na 1 ml. Zaroven byla vytvorena

I sm¢s vSech standardt stejnym zptisobem jako pro analyzu pomoci HPLC s reverzni fazi.
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2.6 Priprava roztoki vzorki

Netedéné vzorky byly vloZzeny do ultrazvukové lazné na 30 minut. Poté byly prevedeny
do Eppendorf zkumavek a odstied’ovany po dobu 15 minut. K analyze pomoci HPLC bylo
pipetovano nejprve 500 pl kazdého vzorku do sklenénych vialek. Nasledné byly pfipraveny
i vzorky 10x fedéné, kdy bylo pipetovano 50 ul vzorku a bylo piidano 450 ul deionizované
vody.

2.7 Podminky analyzy pomoci HPLC

Analyza standard a vzorkii byla provadéna na kapalinovém chromatografu v systému
S obracenymi fazemi a nésledné i v systému HILIC. V obou systémech byla vyuzita
gradientova eluce Srlznymi profily gradientli, kde mobilni fazi tvofila smés vody (A)
a acetonitrilu (B). Pouzité profily gradientd jsou uvedeny v tabulce 1 a 2 v ¢asti vysledky

a diskuze (kapitola 3). Kolony, které byly k analyze pouzity, jsou uvedeny v kapitole 2.1.

V systému s obracenymi fazemi bylo pro zlepSeni separace k vodné mobilni fazi piidano
0,1 % kyseliny octové. Pritok mobilni faze byl 0,5 ml/min, kromé kolony €. 2 (Kinetex Polar
C18) kde byl pouzit prutok 0,330 ml/min. Doba analyzy byla 25 minut.

V systému HILIC byl pro zlepSeni separace k obéma mobilnim fazim pfidan octan amonny.

Pritok mobilni faze byl 0,5 ml/min a doba analyzy byla 20 minut.

V obou systémech byl davkovany objem 5 ul. Analyzy byly provadény pii teploté kolony

30 °C. Detekce standardl 1 vzorkl probihala pti vinové délce 230 nm.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Ur¢eni vinové délky pomoci UV/VIS spektrometru

Pro zjisténi vinové délky vhodné k detekci v HPLC analyze alkaloidli chinovniku bylo vyuzito
UV/VIS spektrometru. Standardni roztoky alkaloidi chinovniku a kofeinu byly pfipraveny
dle postupu, ktery je popsan v kapitole 2.5. Vzorky v kyveté byly proméfeny proti srovnavaci

kyveté, ktera obsahovala methanol. UV/VIS spektra standardi jsou uvedeny v ptiloze (grafy
P1 az P8).

Spektra byla proméfena v rozmezi vinovych délek 200-400 nm. Absorpéni spektra alkaloida
chinovniku jsou velmi podobna, jelikoz maji i velmi podobnou strukturu. Absorpcni maxima
vSech analyzovanych standardl se pohybovala kolem 230 nm, proto byla tato vinova délka
vybrana pro detekci pfi analyze pomoci HPLC. Pro kofein (graf P4) sice tato vinova délka
neodpovidd absorpénimu maximu, ale byla také pouzita, protoze analyzy byly provadény

pomoci detektoru schopného registrovat pouze jednu vilnovou délku.

3.2 Analyza pomoci HPLC

Standardy a vzorky byly analyzovany jak v systému s reverznimi fazemi, tak i v HILIC
chromatografii v médu s gradientovou eluci. Nejprve byly zméteny retencni charakteristiky
standardi na ¢tyfech vybranych kolonach pii riznych gradientech (tabulky P1 az P22).
Tti z pouzitych kolon byly pro systém s reverzni fazi a ¢tvrta kolona pro HILIC chromatografii.
Z namétenych reten¢nich ¢asi byl nasledné vypocitan retencni faktor v gradientu pro jednotlivé
latky dle rovnice (2). Piestoze je rovnice (2) formalné shodna s vypoctem reten¢niho faktoru
pfi izokratické analyze, ziskané hodnoty pro gradientovou eluci neni mozné piimo srovnavat

s izokratickymi, nebot’ v gradientu reten¢ni faktor latky klesa.

Vzorec pro vypocet retencniho faktoru:
, _t
k==L — 2)

k’—reten¢ni faktor v gradientu
tr — retenéni Cas standardu (min)

tm — mrtvy objem kolony (min)
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3.2.1 Profil gradienti

Pro popis gradientd byla vypoCtena strmost pro kazdy gradient dle rovnice (3). Vypoctené

hodnoty strmosti gradientd jsou uvedeny v tabulkach 1 a 2. Na strmost gradientu ma vliv doba

gradientu a pocatecni a koncovad koncentrace silnéjSiho rozpoustédla. V piipadé systému

S obracenymi fazemi byl silngj$im rozpoustédlem acetonitril. V ptipadé HILIC separaci byla

silngjSim rozpoustédlem voda. U obou pouzitych systéma a u vSech pouzitych kolon byl

nejstrmé;jsi gradient €. 1 a nejpozvolnéjsi gradient €. 3. Obecné plati, Ze ¢im je gradient strmé;jsi,

tim krat$i jsou elu¢ni ¢asy vsech analytt.

Vzorec pro vypocet strmosti gradientu:

Pr—¢
B=""F
tg

B — strmost gradientu (min™)

@1 — koncova koncentrace siln¢j$iho rozpoustédla

¢p — pocatecni koncentrace silngjsiho rozpoustédla

ty — doba gradientu (min)

Tabulka 1: Profil a strmost jednotlivych gradientii pro kolony pouZité v systému s reverznimi fazemi

Gradient ¢. 1 t;=23 min
Typ kolony
t [min] cacn [%] Strmost gradientu [min]
0 5 InfinityLab poroshell 120 SB-C18
23 100 kinetex Polar C18 0,0413
24 5 kinetex EVO C18
Gradient ¢. 2 t;=23 min
Typ kolony
t [min] cacn [%] Strmost gradientu [min]
0 5 InfinityLab poroshell 120 SB-C18
23 70 kinetex Polar C18 0,0283
24 5 kinetex EVO C18
Gradient ¢. 3 t;= 23 min
Typ kolony
t [min] Cacn [%] Strmost gradientu [min™]
0 5 InfinityLab poroshell 120 SB-C18
23 50 kinetex Polar C18 0,0196
24 5 kinetex EVO C18
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Tabulka 2: Profil a strmost jednotlivych gradientit pro kolonu pouZitou v systému HILIC

Gradient ¢. 1 t;=18 min
Typ kolony
t [min] Chz0 [%] Strmost gradientu [min]
0 5
18 55 Luna HILIC 0,0278
19 5
Gradient ¢. 2 t;=18 min
Typ kolony
t [min] Chz0 [%] Strmost gradientu [min]
0 5
18 35 Luna HILIC 0,0167
19 5
Gradient ¢. 3 t;= 18 min
Typ kolony
t [min] Ch2o [%] Strmost gradientu [min™]
0 5
18 20 Luna HILIC 0,0083
19 5

3.2.2 Zpozdéni gradientu

Pfi praci s gradientovou eluci je dalezitym parametrem souvisejicim s danou instrumentaci
tzv. zpozdéni gradientu. To vyjadiuje Cas, za ktery mobilni faze proteCe mezi bodem miseni
slozek mobilni faze a hlavou kolony. Protoze byl v ramci diplomové prace pouzivan systém
s binarnim ¢erpadlem, kde dochazi k miseni slozek mobilni faze ve vysokotlaké casti, je
zpozdéni gradientu ovlivnéno pouze objemem spojovacich kapildr mezi vystupem cerpadla,
autosamplerem a kapilarou pro piipojeni kolony. Zpozdéni gradientu bylo experimentalné
ur¢eno pomoci linearni zmény slozeni mobilni faze o dvou slozkach, a to voda/voda + 0,1 %
(v/v) aceton. K méfeni byla misto kolony pouzita ocelova spojka s nulovym vnitinim objemem
a prutok mobilni faze byl nastaven na 0,3 ml/min. Zpozdéni gradientu bylo uréeno jako zlom
na kiivce absorbance v zdvislosti na ¢ase a odpovidéd piiblizné¢ 0,97 minuty, coz je patrné

z grafu 1. Pii daném pritoku mobilni faze tedy odpovida objemu 0,291 ml.
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Zpozdéni gradientu
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Graf 1: Urceni ¢asu zpozdeéni gradientu pomoci dvouslozkové mobilni faze voda/voda + 0,1 % (v/v) aceton

3.2.3 Separace alkaloidié chinovniku s gradientovou eluci

Pro separaci alkaloidii chinovniku byly pouzity dva systémy, systém s reverznimi fazemi
a HILIC chromatografie. Z dostupné literatury je zjevné, ze systém s reverznimi fazemi
se pouziva bézné [33; 34; 35; 36; 37; 38; 39], proto byla provedena i analyza HILIC
chromatografii, aby bylo mozné dané vysledky porovnat Vramci riznych systémd.
V chromatografii s reverznimi fazemi byly zkouSeny tfi vybrané kolony (kapitola 2.1),
na kterych byly zkouSeny tfi rizné profily gradienta (tabulka 1). Pro HILIC chromatografii
byly testovany dvé kolony (kapitola 2.1), a dale byly zkouSeny tii rizné gradienty (tabulka 2).
V nésledujicich kapitolach jsou shrnuty a diskutovany jednotlivé vlivy testovanych podminek

na separaci alkaloidt.

3.2.3.1 Porovnani kolon v systému s reverznimi fazemi

V systému s reverznimi fazemi byly zkouSeny t#i ruzné profily gradientd (tabulka 1).
Chromatogramy alkaloidd na vSech pouzitych kolonach p#i danych gradientech jsou uvedeny
v piiloze (grafy P9 az P17). Experimentalné zmétené retencni Casy standardi a vypoctené

retenéni faktory jsou také uvedeny v pfiloze (tabulky P1 az P18).

U vSech tfech kolon se jednd o kolony plnéné povrchové poréznimi Casticemi
s oktadecylsilikagelovou fazi. Kolona Kinetex EVO C18 ma navic hybridni organo-

silikagelové castice, které ve své struktufe maji Cast siloxanovych vazeb nahrazenou
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ethylenovymi mustky, proto je tato staciondrni faze stabilni v ¢ist¢ vodnych mobilnich fazich,

ale také v §ir§im rozsahu pH nez bézné oktadecylsilikagelové stacionarni faze.

U kolon Kinetex Polar C18 a Kinetex EVO C18 dochézelo k vyraznému chvostovani pikd,
coz mize byt zpisobeno bazicitou analyzovanych latek, kdy v pfitomnosti dusiku v molekule
dochdzi k interakci se zbytkovymi silanoly na cCasticich naplné kolon. V piipadé¢ kolony
InfinityLab Poroshell 120 SB-C18 se jedna o jiného vyrobce, proto je mozné, ze dodate¢na
uprava castic po navazani C18 fetézcl (tzv. endcapping), ktera se u rtiznych vyrobct lisi, mize
zpusobit nizsi aktivitu zbytkovych silanoll, a tedy mensi chvostovani bazickych latek. Faze
SB-C18 je navic tvofena vazanym diisobutyl-n-oktadecyl silanem [43], ktery stericky brani
pristupu k volnym silanolovym skupinam na povrchu silikagelové ¢astice. DalSim problémem
u kolony Kinetex Polar C18 bylo, ze pfizvolenych gradientech bylo mozné rozdélit
jen omezené mnozstvi latek analyzované smési (grafy P12 az P14). Proto tato kolona nebyla

pro dalsi separace vhodna.

Pokud budeme porovnavat kolony z hlediska retence latek, a tedy délky trvani analyzy, lze
pozorovat, ze nejrychlejsi separace probéhla na koloné¢ Kinetex EVO C18, a to u vsech
zvolenych gradientl. Pro srovnani, analyza s nejpomalejSim, nejméné strmym gradientem ¢. 3
u této kolony trvala 8 minut. U kolony InfinityLab Poroshell 120 SB-C18 trvala analyza

se stejnym gradientem 11 minut a u kolony Kinetex Polar C18 to bylo 12 minut.

3.2.3.2 Vliv profilu gradientu v systému s reverznimi fazemi na separaci

Z pohledu profilu gradientu lze u vSech kolon pozorovat, ze s rostouci strmosti gradientu
a s rostouci koncentraci organického rozpoustédla se elu¢ni Casy latek snizovaly, a analyzy
tudiz probihaly v krat§im case. Reten¢ni Casy analytl tedy byly vzdy nejkratsi pfi gradientu
¢. 1 anejdelsi pti gradientu €. 3 (pro srovnani tabulky P2, P4, P6). Podle teorie gradientové
eluce by mélo pii strméj$im gradientu dochazet k vyssi kompresi pika [44], a v disledku
toho by piky mély byt uzsi. Bohuzel toto chovani nelze jednozna¢né porovnat, jelikoz u kolony
InfinityLab Poroshell 120 SB C18 dochazelo pii gradientech ¢. 1 a 2 k vyrazné koeluci piki
(grafy P9, P10). U kolon od firmy Kinetex dochéazelo pti vSech gradientech k vyraznému
chvostovani pikt, proto ani na téchto kolonach nelze toto chovani porovnat (grafy P11 az P17).
U separaci na koloné¢ Kinetex EVO C18 doslo oproti ostatnim dvéma kolondm ke zméné
eluéniho poradi, kdy se kofein posunul smérem k vyssim eluénim ¢asim (tabulky P14, P16,
P18). U prvnich dvou pouzitych kolon nedoSlo k zadné zméné elu¢niho potadi, které je

Vv piipad€ obou kolon stejné u vSech zkousenych gradientt (tabulky P2, P4, P6, P8, P10, P12).
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Jako nejvhodnéjsi gradient pro kvalitativni 1 kvantitativni analyzu vzorkd byl vybran
nejpozvolnéjsi gradient ¢. 3. Dlivodem byl dostateény ¢as na rozseparovani vSech latek smési,

ale i ptesto byl celkovy ¢as analyzy pomérné kratky (8 minut).

3.2.3.3 Srovnani separace V systému s reverznimi faizemi a v HILIC

Pokud budeme porovnavat separace v systému s reverznimi fazemi a v HILIC chromatografii,
Ize pozorovat, Ze doslo k vyrazné zméné eluéniho pofadi (tabulka 3). | v ramci jednotlivych
gradientd v HILIC chromatografii doslo ke zméné eluéniho potadi, v tomto piipadé v§ak zmény
nebyly tak vyrazné a jednalo se vzdy 0 zménu eluc¢niho poradi dvou analytii, naptiklad chininu

a chinidinu nebo hydrochinidinu a cinchoninu (tabulky P19 az P24).

V HILIC chromatografii doslo k vyraznému zkraceni elu¢nich cast i celkové doby analyzy
(5 minut) oproti chromatografii s reverznimi fazemi. V systému s reverznimi fazemi se dal
pozorovat trend, ktery ukazoval, Ze s pozvolnéj$Sim gradientem se prodluzovaly Casy vSech
analyt. V HILIC chromatografii se tento trend neprojevil a eluéni ¢asy jsou u vSech vybranych
gradientl témétf totozné. Napiiklad ucinchoninu byl retencni ¢as pii  gradientu
¢. 1 (3,451 minut), gradientu ¢. 2 (3,510 minut) a gradientu ¢. 3 (3,418 minut) (tabulky P19
az P24). Protoze analyza probihala ve velmi kratkém c¢ase a ani pii pozvolnéjSim gradientu
nedoslo k prodlouzeni elu¢nich ¢ast, dochazelo k velké koeluci pikt a nebylo mozné rozdélit
vSechny analyty (grafy P18 az P20). Dalsim problémem v HILIC chromatografii bylo,
ze S pozvolnéjsim gradientem dochéazelo u nékterych analytl k prodlouzeni reten¢nich cast, ale
pouze V piipadé analyzy smésného standardu. Tim vznikly rozdily mezi Casy standarda
analyzovanymi zvlast' a mezi Casy standardd analyzovanych ve smési. Piikladem je chinin
a chinidin, které v gradientu ¢. 2 a 3 ve sméném standardu eluovaly v jednom piku, jehoz
retencni Cas byl vyrazné vyssi nez ¢asy jednotlivych standardi (tabulky P21 az P24). Tento jev
byl pravdépodobné zpusobeny rozdilnym obsahem vody ve vzorcich. Jak bylo popsano
Vv kapitole 2.5 (pfiprava roztokl standardil), chinin byl pfipraven rozpusténim 2 mg latky
ve 4 ml smé&si acetonitrilu a deionizované vody 50:50 (v/v), protoZe v Cistém acetonitrilu
se Spatné rozpoustél, a pravdépodobné proto doslo k danému posunu retencnich ¢asi. Jelikoz
realné vzorky tonikd obsahuji velké mnozstvi vody a ptfed analyzou se témét nijak
neupravovaly, pravdépodobné by tim doslo ke zkresleni vysledki analyzy, a proto tato kolona

k analyze vzorki nebyla pouzita.
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Tabulka 3: Porovndni zmény elucniho poradi v systému s reverznimi fazemi a v HILIC chromatografii

Eluéni poradi Infinityl-ab Poroshell Luna HILIC
120 SB-C18

1 kofein kofein
2 cinchonin chinidin
3 cinchonidin chinin
4 hydrocinchonin \/N\/ hydrochinidin
5 chinidin \/ i cinchonin
6 chinin __F hydrochinin
7 hydrochinidin ﬁ__ cinchonidin
8

hydrochinin hydrocinchonin

U kolony Luna HILIC byly testovany i jiné typy gradientl, neZ jsou uvedeny v tabulce 2.
Bohuzel u zadného z ostatnich gradientli nebylo zaznamenano zlepSeni oproti jiz uvedenym
analyzam (grafy P18 az P20). Ptekvapivé dobré separace bylo dosaZeno izokratickou eluci
s mobilni fazi obsahujici 3 % (v/v) vody v acetonitrilu a s pfidavkem 40 mmol/l octanu
amonného do obou slozek mobilni faze (graf P21). | vtéto mobilni fazi vSak nedoslo
k rozdéleni vSech slozek smési. K porovnani byla dale pouzita kolona pro HILIC
chromatografii Luna Omega SUGAR. Jedna se o smésnou amino/amidovou fazi, u které byly
zkouSeny stejné profily gradientl jako v ptipadé kolony Luna HILIC. Pomérné dobré separace
bylo dosazeno pfti gradientu od 5 % do 15 % vody (graf P22). Bohuzel vSak bylo opét rozdéleno
jen 7 analytd z 8. Jelikoz koelujicim analytem byl chinin, jehoz pfitomnost se ofekavala
ve vzorcich, nebyla ani tato kolna vybrana jako vhodna pro analyzu realnych vzorkt. Dal§im
duvodem byl, stejné jako v ptipadé kolony Luna HILIC, efekt velkého obsahu vody ve vzorcich

napoji a kvtli tomu pravdépodobné sniZeni rozliSeni pro jednotlivé latky v téchto vzorcich.

3.2.4 Kvalitativni stanoveni chininu v realnych vzorcich
Kwvalitativni 1 kvantitativni stanoveni chininu ve vzorcich tonikii bylo provedeno na koloné
Kinetex EVO C18. Nejlepsi separace sice bylo dosazeno na koloné InfinityLab Poroshell

120 SB-C18, kde doslo k rozseparovani vSech alkaloidl za relativné kratky cas. Bohuzel v§ak
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pfi praci s touto kolonou doslo ¢asem ke snizeni ucinnosti, a proto nebylo mozné na této koloné
provést také druhou ¢ast experimenttl, tedy analyzu realnych vzorkl. V ptipadé separaci
na kolonach Kinetex Polar C18 a Luna HILIC nebyl pii zvolenych gradientech detekovan
chinin. Jelikoz realné vzorky toniki obsahovaly z alkaloidli chinovniku pouze chinin,

postradalo by pouziti téchto kolon k analyze smysl.

Z vyse uvedenych duvodu byla pro analyzu vzorkii pouzita kolona Kinetex EVO C18. Sm¢s
standardli sice nebyla plné rozseparovana a dochéazelo ke chvostovani pikli, coz je patrné
I z chromatograft (Grafy P15 az P17), ale z vySe uvedenych kolon byla Kinetex EVO C18
nejlepsi volbou. Optimalizovany gradient byl od 5 % do 50 % acetonitrilu. Pritok mobilni faze
byl nastaven na 0,5 ml/min. Do vodné mobilni faze bylo pfidano 0,1 % kyseliny octové.
Davkovany objem vzorkt byl 5 pl. Pro analyzu byla kolona vyhtata na 30 °C a byla pouzita
UV detekce pii vinové délce 230 nm, stejné jako V piipadé standardut. Pro kvalitativni stanoveni

byly pouzity nefedéné vzorky.

U vzorkt €. 1, 3, 5 a 6 bylo kvantitativni analyzou prokazano, Ze obsahuji chinin, jak bylo
deklarovano vyrobcem na obalu danych vzorkd (grafy 3, 5 7, 8). U vzorka €. 2 a 4 chinin
vyrobcem deklarovan nebyl, proto jejich analyza spocivala v ovéfeni, zda vzorky opravdu

chinin neobsahuji a zda nedochazi ke klamani spottebitele (grafy 4, 6).
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Graf 2: Chromatogram vzorku ¢. 1; kolona Kinetex EVO CI18; Gradient ¢. 3; pritok 0,5 ml/min; teplota
kolony 30 °C; UV detekce pri 230nm, analyty: 1, chinin (t = 5,906 min)
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River Ginger Ale
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Graf 3: Chromatogram vzorku ¢. 2; kolona Kinetex EVO CI18; Gradient ¢. 3, pritok 0,5 mi/min; teplota

kolony 30 °C; UV detekce p7i 230nm
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Graf 4: Chromatogram vzorku ¢. 3; kolona Kinetex EVO C18; Gradient ¢. 3; prutok 0,5 ml/min; teplota kolony

30 °C; UV detekce pri 230nm; analyty: 1, chinin (t = 5,934 min)
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Kinley Bitter Rose
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Graf 5: Chromatogram vzorku ¢. 4; Kolona Kinetex EVO CI18; Gradient ¢. 3; pritok 0,5 ml/min; teplota kolony
30 °C; UV detekce pri 230nm

Schweppes Indian Tonic
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Graf 6: Chromatogram vzorku ¢. 5; kolona Kinetex EVO C18; Gradient ¢. 3; pritok 0,5 ml/min; teplota kolony
30 °C; UV detekce pri 230nm; analyty: 1, chinin (t = 5,853 min)
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Schweppes Bitter Lemon
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Graf 7: Chromatogram vzorku ¢. 6; kolona Kinetex EVO CI18; Gradient ¢. 3; pritok 0,5 ml/min; teplota kolony
30 °C; UV detekce pri 230nm; analyty: 1, chinin (t = 6,001 min)

3.2.5 Kbvantitativni stanoveni chininu v realnych vzorcich

Pro kvantitativni analyzu byly pouzity pouze vzorky €. 1, 3, 5 a 6, protoze vzorky €. 2 a4 chinin
neobsahovaly. Dané vzorky byly ptipraveny k méteni dle postupu uvedeného v kapitole 2.6.
Kvantitativni analyza probihala za stejnych podminek jako analyza kvalitativni (kapitola 3.2.4).
Byl ptipraven standardni roztok chininu, z n¢hoz byla ptipravena kalibra¢ni fada. Kazdy roztok
kalibra¢ni fady byl tfikrat proméfen a z experimentalné naméfenych dat (tabulka P23), byla
sestrojena rovnice kalibra¢ni zavislosti (graf 8). Rovnice kalibra¢ni zavislosti a dalsi kalibra¢ni
parametry jsou uvedeny v tabulce 4. Z kalibra¢nich zavislosti a experimentalné namétenych dat
realnych vzorku (tabulka P24) byly vypocteny koncentrace chininu v jednotlivych vzorcich,

které jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 4: Kalibracni parametry

Rovnice kalibracni zavislosti y =4,409x + 1,429
Hodnota spolehlivosti R? 0,997
Smérodatna odchylka smérnice 0,065
Smérodatna odchylka useku 3,182
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Kalibracni zavislost chininu
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Graf 8: Kalibracni zavislost chininu

Tabulka 5: Koncentrace chininu ve vzorcich tonikii

Vzorek Koncentrace chininu[mg/I] smérodatna odchylka
River Indian Tonic Water 337,4 6,95
Kinley Tonic Water 228,2 4,24
Schweppes Indian Tonic 405,3 5,15
Schweppes Bitter Lemon 538,1 8,40

Nejvyssi koncentrace chininu byla namétena v toniku Schweppes Bitter Lemon, u kterého

naméfend koncentrace sedmkrat prekracuje mnozstvi chininu, které je povolenou vyhlaskou

447/2004 Sh. | v ostatnich vzorcich bylo naméfeno vy$si nez povolené mnozstvi chininu.

Jelikoz vyhléaska nestanovuje, Ze vyrobce musi uvést mnozstvi chininu, neni mozné nameéfené

hodnoty nijak porovnat. Vysledky jsou vSak pravdépodobné zkreslené kviili chvostovani pika

pfi analyze.
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4 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo najit vhodnou kolonu pro separaci alkaloidi chinovniku
a optimalizovat podminky chromatografické separace. K analyze byla vyuzita vysokoucinna
kapalinova chromatografie se spektrofotometrickou detekci. Byly vyzkouSeny tfi kolony
uréené pro separace na reverzni fazi a dvé kolony pro separaci v systému HILIC. Nejlepsi
separace bylo dosazeno na kolon¢ InfinityLab Poroshell 120 SB-C18, kde doslo
k rozseparovani vSech alkaloidd za relativné kratky ¢as (11 minut). Bohuzel nebylo mozné
na této kolon¢ provést analyzu realnych vzorki, jelikoz pfi pouzivani této kolony doslo
ke snizeni jeji ucinnosti. Proto byla pro analyzu vzorkt vybrana druha nejlepsi kolona, Kinetex
EVO C18. Pti analyze na této koloné dochdzelo ke chvostovani pikii, proto jsou naméiené
plochy pika ¢asteéné zkreslené. Dalsim divodem, pro¢ byl obsah chininu ve vSech vzorcich
vysS8i, nezje povoleno vyhlaSkou, mize byt piipadnad koeluce dalSich latek pfitomnych

ve vzorcich spolu s chininem, které vzhledem k pouzitému typu detekce nebylo mozné rozlisit.
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Graf P1: UV/VIS spektrum chininu
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Graf P2: UV/VIS spektrum chinidinu

UV/VIS spektrum cinchoninu
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

-0,1
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

A [nm]

Graf P3: UV/VIS spektrum cinchoninu
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Graf P4: UV/VIS spektrum kofeinu

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

UV/VIS spektrum hydrochininu

-0,1
200

220

240 260 280 300

320

340

360

380

A[nm]

Graf P5: UV/VIS spektrum hydrochininu
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Graf P6: UV/VIS spektrum hydrochinidinu
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Graf P7: UV/VIS spektrum hydrocinchoninu
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Tabulka P1: Retencni charakteristika standardii mérenych na koloné InfinityLab Poroshell 120 SB-C18 pri profilu
gradientu ¢. /

Standard tvm [min] ti[min] t2[min] t3[min] tpramer [Min] k’
Chinin 6,207 6,201 6,197 6,202 2,911
Chinidin 6,059 6,056 6,047 6,054 2,818
Cinchonin 5,481 5,483 5,475 5,480 2,456
Kofein 5,191 5,191 5,190 5,191 2,274
Hydrochinin 1,586 6,504 6,505 6,508 6,506 3,103
Hydrochinidin 6,395 6,394 6,385 6,391 3,031
Hydrocinchonin 5,887 5,866 5,872 5,875 2,705
Cinchonidin 5,504 5,499 5,503 5,502 2,470

Tabulka P2: Retencni charakteristika smésného standardu mereného na koloné InfinityLab Poroshell 120 SB-C18
pri profilu gradientu ¢. 1

Poradi Standard tm [min] ti[min] t2[min] t3 [min] tpramer [Min] k’
1 kofein 5,178 5,188 5,183 5,183 2,269
2 cinchonin 5,377 5,387 5,377 5,380 2,393
3 cinchonidin 5,481 5,490 5,480 5,484 2,459
4 hydrocinchonin 1586 5,845 5,848 5,843 5,845 2,687
5 chinidin 5,918 5,919 5,915 5,917 2,732
6 chinin 6,046 6,048 6,042 6,045 2,813
7 hydrochinidin 6,374 6,375 6,371 6,373 3,020
8 hydrochinin 6,482 6,483 6,479 6,481 3,088

Chromatogram smésného standardu pfi gradientu od 5 % do 100 % ACN
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Graf P9: Chromatogram smésného standardu méreného na koloné InfinityLab Poroshell 120 SB-C1 p#i profilu
gradientu ¢. 1; pritok 0,5 ml/min, teplota kolony 30 °C; UV detekce pri 230 nm; analyty; 1, kofein; 2, cinchonin;
3, cinchonidin; 4, hydrocinchonin; 5, chinidin; 6, chinin; 7, hydrochinidin; 8, hydrochinin
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Tabulka P3: Retencni charakteristika standardii mérenych na koloné InfinityLab Poroshell 120 SB-C18 pii profilu
gradientu ¢. 2

Standard tm [min] ti[min] t2[min] t3[min] tpramer [Min] k’
chinin 7,009 7,007 7,012 7,009 3,590
chinidin 6,904 6,899 6,902 6,902 3,519
cinchonin 6,086 6,04 6,087 6,071 2,975
kofein 1577 5,908 5,906 5,912 5,909 2,869
hydrochinin ’ 7,714 7,712 7,723 7,716 4,052
hydrochinidin 7,551 7,549 7,558 7,553 3,945
hydrocinchonin 6,792 6,784 6,791 6,789 3,445
cinchonidin 6,305 6,311 6,315 6,310 3,132

Tabulka P4: Retencni charakteristika smésného standardu mereného na koloné InfinityLab Poroshell 120 SB-C18
pri profilu gradientu ¢. 2

Poradi Standard tm [min] ti[min] t2[min] t3[min] tpramer [Min] k’
1 kofein 5,965 5,963 5,966 5,965 2,905
2 cinchonin 6,137 6,317 6,141 6,198 3,058
3 cinchonidin 6,278 6,278 6,284 6,280 3,112
4 hydrocinchonin 1527 6,777 6,779 6,788 6,781 3,440
5 chinidin 6,879 6,88 6,89 6,883 3,507
6 chinin 7,053 7,054 7,066 7,058 3,621
7 hydrochinidin 7,542 7,546 7,557 7,548 3,942
8 hydrochinin 7,684 7,691 7,699 7,691 4,036

Chromatogram smésného standardu pfi gradientu od 5 % do 70 % ACN
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Graf P10: Chromatogram smésného standardu méreného na koloné InfinityLab Poroshell 120 SB-C1 pri profilu
gradientu ¢. 2; priitok 0,5 ml/min, teplota kolony 30 °C; UV detekce pii 230 nm, analyty; 1, kofein; 2, cinchonin;
3, cinchonidin; 4, hydrocinchonin; 5, chinidin; 6, chinin; 7, hydrochinidin; 8, hydrochinin
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Tabulka P5: Retencni charakteristika standardit mérenych na koloné InfinityLab Poroshell 120 SB-C18 pri profilu
gradientu ¢. 3

Standard tm [min] ti[min] t2[min] t3[min] tpramer [Min] k
chinin 8,860 8,878 8,886 8,875 4,609
chinidin 8,594 8,605 8,596 8,598 4,434
cinchonin 7,466 7,465 7,469 7,467 3,719
kofein 1582 6,941 6,940 6,929 6,937 3,384
hydrochinin 9,767 9,777 9,780 9,775 5,178
hydrochinidin 9,511 9,502 9,509 9,507 5,009
hydrocinchonin 8,419 8,416 8,407 8,414 4,318
cinchonidin 7,747 7,744 7,747 7,746 3,896

Tabulka P6: Retencni charakteristika smesného standardu mereného na koloné InfinityLab Poroshell 120 SB-C18
pri profilu gradientu ¢. 3

Poradi Standard tm [min] ti[min] t2[min] t3[min] toramer [Min] k’
1 kofein 6,925 6,924 6,929 6,926 3,377
2 cinchonin 7,473 7,474 7,478 7,475 3,724
3 cinchonidin 7,715 7,717 7,720 7,717 3,877
4 hydrocinchonin 1589 8,376 8,381 8,377 8,378 4,295
5 chinidin ’ 8,627 8,634 8,628 8,630 4,454
6 chinin 8,897 8,904 8,900 8,900 4,625
7 hydrochinidin 9,485 9,488 9,483 9,485 4,995
8 hydrochinin 9,752 9,756 9,749 9,752 5,164

Chromatogram smésného standardu pfi gradientu od 5 % do 50 % ACN
A-103 100
90

80
70
60
50
40
30
20
10

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

t [min]

Graf P11: Chromatogram smésného standardu méreného na koloné InfinityLab Poroshell 120 SB-CI p¥i profilu
gradientu ¢. 3, prutok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; UV detekce pri 230 nm, analyty; 1, kofein; 2, cinchonin;
3, cinchonidin; 4, hydrocinchonin; 5, chinidin; 6, chinin; 7, hydrochinidin; 8, hydrochinin
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Tabulka P7: Retencni charakteristika standardit mérenych na koloné Kinetex Polar C18 pii profilu gradientu ¢. 1

Standard tm [min] ti[min] t2[min] t3[min] tpramer [Min] k’
chinin 6,403 6,411 6,429 6,414 3,094
chinidin 6,267 6,270 6,274 6,270 3,002
cinchonin 5,730 5,731 5,739 5,733 2,659
kofein 1567 5,089 5,089 5,092 5,090 2,249
hydrochinin ’ 6,846 | 6,850 | 6,852 6,849 3,372
hydrochinidin 6,741 6,740 6,745 6,742 3,303
hydrocinchonin 6,195 6,202 6,207 6,201 2,958
cinchonidin 5,861 5,862 5,862 5,862 2,741

Tabulka P8: Retencni charakteristika smesného standardu méreného na koloné Kinetex Polar C18 pri profilu
gradientu ¢. 1

Poradi Standard tm [min] ti[min] t2[min] t3[min] tpramer [Min] k’
1 kofein 5,076 5,081 4,724 4,960 2,166
2 cinchonin 5,760 5,779 5,490 5,676 2,623
3 cinchonidin nd nd nd nd nd
4 hydrocinchonin 6,176 6,196 5,944 6,105 2,897
5 chinidin 1,567 nd nd nd nd nd
6 chinin nd nd nd nd nd
7 hydrochinidin 6,706 6,727 6,593 6,675 3,261
8 hydrochinin nd nd nd nd nd

nd = nedetekovino

Chromatogram smésného standardu pfi gradientu od 5 % do 100 % ACN
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Graf P12: Chromatogram smésného standardu méreného na koloné Kinetex Polar C18 pri profilu gradientu ¢. I,
prutok 0,330 ml/min; teplota kolony 30 °C; UV detekce pri 230 nm; analyty; 1, kofein; 2, cinchonin; 4,
hydrocinchonin; 7, hydrochinidin
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Tabulka P9: Retencni charakteristika standardit mérenych na koloné Kinetex Polar C18 p#i profilu gradientu ¢. 2

Standard tm [min] ti[min] t2[min] t3[min] toramer [Min] k’
chinin 7,875 7,912 7,919 7,902 4,044
chinidin 7,672 7,684 7,688 7,681 3,903
cinchonin 6,889 6,899 6,903 6,897 3,402
kofein 1567 5,797 5,809 5,800 5,802 2,703
hydrochinin ’ 8,494 8,495 8,500 8,496 4,423
hydrochinidin 8,331 8,339 8,336 8,335 4,320
hydrocinchonin 7,523 7,525 7,531 7,526 3,804
cinchonidin 7,047 7,047 7,048 7,047 3,498

Tabulka P10: Retencni charakteristika smesného standardu méreného na koloné Kinetex Polar C18 pri profilu

gradientu ¢. 2

Poradi Standard tm [min] ti [min] t2 [min] t3[min] tpramer [Min] k’
1 kofein 5,785 5,793 5,786 5,788 2,694
2 cinchonin 6,896 6,898 6,901 6,898 3,403
3 cinchonidin nd nd nd nd nd
4 hydrocinchonin 7,466 7,470 7,481 7,472 3,769
— 1,567
5 chinidin nd nd nd nd nd
6 chinin nd nd nd nd nd
7 hydrochinidin 8,266 8,269 8,278 8,271 4,279
8 hydrochinin nd nd nd nd nd
nd = nedetekovano
Chromatogram smésného standardu pfi gradientu od 5 % do 70 % ACN
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Graf P13: Chromatogram smésného standardu méreného na koloné Kinetex Polar C18 pri profilu gradientu ¢. 2;
pritok 0,330 mi/min; teplota kolony 30 °C; UV detekce pii 230 nm, analyty; 1, kofein; 2, cinchonin; 4,
hydrocinchonin; 7, hydrochinidin
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Tabulka P11: Retencni charakteristika standardii mérenych na koloné Kinetex Polar C18 p¥i profilu gradientu ¢. 3

Standard tm [min] ti[min] t2 [min] t3[min] tpramer [Min] k
chinin 9,778 9,790 9,807 9,792 5,246
chinidin 9,442 9,444 9,444 9,443 5,023
cinchonin 8,301 8,306 8,305 8,304 4,297
kofein 1568 6,610 6,614 6,606 6,610 3,216
hydrochinin ’ 10,567 | 10,568 | 10,583 10,573 5,744
hydrochinidin 10,317 | 10,317 | 10,328 10,321 5,583
hydrocinchonin 8,979 9,133 9,130 9,081 4,792
cinchonidin 8,473 8,480 8,469 8,474 4,405

Tabulka P12: Retencni charakteristika smésného standardu méreného na koloné Kinetex Polar C18 pr¥i profilu
gradientu ¢. 3

Pofadi Standard tm [min] ti [min] t2[min] t3[min] tpramer [Min] k”
1 kofein 6,590 6,584 6,588 6,587 3,202
2 cinchonin 8,239 8,232 8,237 8,236 4,253
3 cinchonidin 8,392 8,386 8,390 8,389 4,351
4 hydrocinchonin 1568 9,036 9,031 9,021 9,029 4,759
5 chinidin ’ 9,386 9,381 9,360 9,376 4,980
6 chinin nd nd nd nd nd
7 hydrochinidin 10,193 | 10,187 | 10,154 10,178 5,492
8 hydrochinin nd nd nd nd nd

nd = nedetekovdno

Chromatogram smésného standardu pfi gradientu od 5 % do 50 % ACN
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Graf P14: Chromatogram smésného standardu méreného na koloné Kinetex Polar C18 pri profilu gradientu ¢. 3;
pritok 0,330 mi/min; teplota kolony 30 °C; UV detekce pii 230 nm, analyty; 1, kofein; 2, cinchonin; 3,
cinchonidin; 4, hydrocinchonin; 5, chinidin; 7, hydrochinidin
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Tabulka P13: Retencni charakteristika standardii mérenych na koloné Kinetex EVO C18 pri profilu gradientu ¢. 1

Standard tm [min] ti[min] t2[min] t3[min] toramer [Min] k’
chinin 4,757 4,741 4,721 4,740 2,494
chinidin 4,500 4,483 4,481 4,488 2,309
cinchonin 4,006 3,993 3,985 3,995 1,945
kofein 1357 4,270 4,286 4,287 4,281 2,156
hydrochinin ’ 4,972 4,969 4,968 4,970 2,664
hydrochinidin 4,807 4,807 4,778 4,797 2,537
hydrocinchonin 4,340 4,340 4,336 4,339 2,198
cinchonidin 4,042 4,043 4,035 4,040 1,978

Tabulka P14: Retencni charakteristika smésného standardu meéreného na koloné Kinetex EVO C18 pri profilu
gradientu ¢. 1

Poradi Standard tm [min] ti[min] t2[min] t3[min] tpramer [Min] k’
1 cinchonin 3,897 3,891 3,891 3,893 1,870
2 cinchonidin 4,004 3,998 3,998 4,000 1,949
3 kofein
2 hydrocinchonin 4,278 4,274 4,274 4,275 2,152
5 chinidin 1357 4,543 4,54 4,54 4,541 2,348
6 chinin 4,755 4,75 4,75 4,752 2,503
7 hydrochinidin nd nd nd nd nd
8 hydrochinin 4,922 4,918 4,917 4,919 2,626

nd = nedetekovano

Chromatogram smésného standardu pfi gradientu od 5 % do 100 % ACN
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Graf P15: Chromatogram smésného standardu méreného na koloné Kinetex EVO C18 pri profilu gradientu ¢. 1,
pritok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; UV detekce pri 230 nm, analyty; 1, cinchonin; 2, cinchonidin; 3, kofein;
4, hydrocinchonin; 5, chinidin; 6, chinin; 8, hydrochinin
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Tabulka P15: Retencni charakteristika standardu mérenych na koloné Kinetex EVO C18 p¥i profilu gradientu ¢. 2

Standard tm [min] ti[min] t2[min] t3[min] tpramer [Min] k
chinin 5,110 5,070 5,101 5,094 2,749
chinidin 4,839 4,847 4,842 4,843 2,564
cinchonin 4,200 4,205 4,204 4,203 2,093
kofein 1359 4,861 4,853 4,849 4,854 2,573
hydrochinin 5,617 5,607 5,615 5,613 3,131
hydrochinidin 5,402 5,409 5,422 5,411 2,982
hydrocinchonin 4,789 4,800 4,802 4,797 2,530
cinchonidin 4,432 4,438 4,441 4,437 2,266

Tabulka P16: Retencni charakteristika smésného standardu méreného na koloné Kinetex EVO CI18 pri profilu
gradientu ¢. 2

Poradi Standard tm [min] ti[min] t2[min] t3[min] tpramer [Min] k’

1 cinchonin 4,262 4,283 4,281 4,275 2,147
2 cinchonidin 4,424 4,441 4,438 4,434 2,264
3 hydrocinchonin

4 chinidin 4,847 4,852 4,844 4,848 2,568
5 kofein 1,359

6 chinin 5,187 5,210 5,210 5,202 2,829
7 hydrochinidin 5,458 5,480 5,484 5,474 3,029
8 hydrochinin 5,702 5,722 5,726 5,717 3,207

Chromatogram smésného standardu pfi gradientu od 5 % do 70 % ACN
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Graf P16. Chromatogram smésného standardu méreného na koloné Kinetex EVO C18 pri profilu gradientu ¢. 2;
prutok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; UV detekce pri 230 nm; analyty; 1, cinchonin; 2, cinchonidin; 3,
hydrocinchonin; 4, chinidin; 5, kofein; 6, chinin; 7, hydrochinidin; 8, hydrochinin

62



Tabulka P17: Retencni charakteristika standardi mérenych na koloné Kinetex EVO C18 pFi profilu gradientu ¢. 3

Standard tm [min] ti[min] t2[min] t3[min] tpramer [Min] k’
chinin 6,029 6,040 6,022 6,030 3,428
chinidin 5,636 5,659 5,640 5,645 3,145
cinchonin 4,724 4,718 4,718 4,720 2,465
kofein 1362 5,516 5,518 5,513 5,516 3,050
hydrochinin ’ 6,704 6,698 6,701 6,701 3,920
hydrochinidin 6,387 6,384 6,390 6,387 3,689
hydrocinchonin 5,471 5,468 5,464 5,468 3,014
cinchonidin 4,972 4,961 4,943 4,959 2,641

Tabulka P18: Retencni charakteristika smésného standardu méreného na koloné Kinetex EVO C18 pri profilu

gradientu ¢. 3

Poradi Standard tm [min] ti[min] t2 [min] t3 [min] tpramer [Min] k’
1 cinchonin 4,701 4,704 4,704 4,703 2,453
2 cinchonidin 4,935 4,937 4,937 4,936 2,624
3 hydrocinchonin
- 5,490 5,493 5,492 5,492 3,032
4 kofein
— 1,362
5 chinidin 5,620 5,624 5,620 5,621 3,127
6 chinin 5,991 5,993 5,989 5,991 3,399
7 hydrochinidin 6,345 6,347 6,345 6,346 3,659
8 hydrochinin 6,693 6,696 6,694 6,694 3,915
Chromatogram smésného standardu pfi gradientu od 5 % do 50 % ACN
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Graf P17: Chromatogram smésného standardu méreného na koloné Kinetex EVO C18 pri profilu gradientu ¢. 3;
prutok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; UV detekce pri 230 nm; analyty; 1, cinchonin; 2, cinchonidin; 3,
hydrocinchonin; 4, kofein; 5, chinidin; 6, chinin; 7, hydrochinidin; 8, hydrochinin
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Tabulka P19: Retencni charakteristika standardit mérenych na koloné Luna HILIC p#i profilu gradientu ¢. 1

Standard tm [min] ti[min] t2[min] t3[min]  tpramer [Min] k
chinin 3,346 3,312 3,289 3,316 0,952
chinidin 3,191 3,175 3,164 3,177 0,870
cinchonin 3,463 3,458 3,459 3,460 1,037
kofein 1700 1,871 1,868 1,869 1,869 0,101
hydrochinin ’ 3,51 3,513 3,513 3,512 1,068
hydrochinidin 3,358 3,367 3,371 3,365 0,981
hydrocinchonin 3,726 3,726 3,729 3,727 1,194
cinchonidin 3,524 3,528 3,531 3,528 1,077

Tabulka P20. Retencni charakteristika smésného méreného na koloné Luna HILIC pri profilu gradientu ¢. 1

Poradi Standard tm [min]  ti[min] t2[min] t3 [min] tpramer [Min] k’
1 kofein 1,864 1,865 1,867 1,865 0,098
2 chinidin 3,277 3,284 3,297 3,286 0,935
3 chinin 3,345 3,350 3,360 3,352 0,973
4 hydrochinidin 1.700 nd nd nd nd nd
5 cinchonin ’ 3,439 3,449 3,466 3,451 1,032
6 hydrochinin
- — 3,530 3,536 3,547 3,538 1,083
7 cinchonidin
8 hydrocinchonin 3,739 3,742 3,747 3,743 1,204
nd = nedetekovano
Chromatogram smésného standardu pfi gradientu od 5 % do 55 % vody
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Graf P18: Chromatogram smésného standardu méreného na koloné Luna HILIC pri profilu gradientu ¢. 1; pritok
0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; UV detekce pii 230 nm, analyty; 1, kofein; 2, chinidin; 3, chinin; 5, cinchonin;
6, hydrochinin; 7, cinchonidin; 8, hydrocinhonin
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Tabulka P21: Retencni charakteristika standardii mérenych na koloné Luna HILIC pii profilu gradientu ¢. 2

Standard tvm [min] ti[min] t2[min] ts3[min] tpramer [Min] k’
chinin 3,119 3,111 3,117 3,116 0,837
chinidin 3,150 3,172 3,191 3,171 0,870
cinchonin 3,527 3,541 3,558 3,542 1,089
kofein 1696 1,868 1,869 1,870 1,869 0,102
hydrochinin 3,650 3,668 3,692 3,670 1,164
hydrochinidin 3,560 3,573 3,583 3,572 1,106
hydrocinchonin 3,914 3,925 3,930 3,923 1,313
cinchonidin 3,754 3,767 3,772 3,764 1,220

Tabulka P22: Retencni charakteristika smésného standardu méreného na koloné Luna HILIC pii profilu gradientu

¢ 2
Poradi Standard tm [min] ti[min] t2[min] t3[min] toramer [Min] k’
1 kofein 1,876 1,873 1,876 1,875 0,106
2 chinin
— 3,418 3,417 3,428 3,421 1,017
3 chinidin
4 cinchonin 3,507 3,506 3,516 3,510 1,070
— 1,696
5 hydrochinidin nd nd nd nd nd
6 hydrochinin 3,653 3,652 3,664 3,656 1,156
7 cinchonidin 3,779 3,778 3,790 3,782 1,230
8 hydrocinchonin 3,964 3,964 3,979 3,969 1,341
nd = nedetekovano
Chromatogram smésného standardu pti gradientu od 5 % do 35 % vody
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Graf P19: Chromatogram smésného standardu méreného na koloné Luna HILIC p¥i profilu gradientu ¢. 2; pritok
0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; UV detekce pii 230 nm, analyty; 1, kofein; 2, chinin; 3, chinidin; 4, cinchonin;
6, hydrochinin; 7, cinchonidin; 8, hydrocinhonin
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Tabulka P23: Retencni charakteristika standardii mérenych na koloné Luna HILIC pFi profilu gradientu ¢. 3

Standard tm [min] ti [min] t2 [min] t3[min] tpramer [Min] k’
chinin 2,975 2,978 3,996 3,316 0,973
chinidin 3,012 3,026 3,039 3,026 0,800
cinchonin 3,486 3,497 3,511 3,498 1,081
kofein 1681 1,866 1,867 1,867 1,867 0,110
hydrochinin ’ 3,617 3,624 3,632 3,624 1,156
hydrochinidin 3,392 3,394 3,401 3,396 1,020
hydrocinchonin 3,920 3,922 3,926 3,923 1,333
cinchonidin 3,668 3,666 3,668 3,667 1,181

Tabulka P24: Retencni charakteristika smésného standardu méreného na koloné Luna HILIC pri profilu
gradientu ¢. 3

Poradi Standard tm [min] ti[min] t2[min] t3[min] toramer [Min] k’
1 kofein 1,866 1,866 1,868 1,867 0,110
2 chinin
— 3,152 3,156 3,161 6,156 0,877
3 chinidin
4 hydrochinidin 1631 3,311 3,314 3,319 3,315 0,972
5 cinchonin ’ 3,414 3,417 3,424 3,418 1,033
6 hydrochinin
- — 3,664 3,668 3,674 3,669 1,182
7 cinchonidin
8 hydrocinchonin 3,928 3,933 3,94 3,934 1,340
Chromatogram smésného standardu pfi gradientu od 5 % do 20 % vody
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Graf P20: Chromatogram smésného standardu meéreného na koloné Luna HILIC pri profilu gradientu ¢. 3; prutok
0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; UV detekce pri 230 nm, analyty; 1, kofein; 2, chinin; 3, chinidin; 4,
hydrochinidin; 5, cinchonin; 6, hydrochinin; 7, cinchonidin; 8, hydrocinhonin
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Chromatogram smésného standardu pfi izokratické eluci s 3 % vody
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Graf P21: Chromatogram smésného standardu mereného na koloné Luna HILIC izokratickou eluci s 3 % vody;

prutok 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; UV detekce pri 230 nm; analyty; 1, kofein; 2, chinidin; 3, chinin; 4,
hydrochinidin; 5, cinchonin; 6, hydrochinin; 7, cinchonidin; 8, hydrocinchonin
Chromatogram smésného standardu pfi gradientu od 5 % do 15 % vody
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Graf P22: Chromatogram smésného standardu méreného na koloné Luna Omega SUGAR pri profilu gradientu
od 5 % do 15 % vody; priitok 0,5 mi/min; teplota kolony 30 °C; UV detekce pii 230 nm, analyty; 1, kofein; 2,

chinidin; 4, hydrochinidin; 5, cinchonin; 6, hydrochinin; 7, cinchonidin; 8, hydrocinchonin

Tabulka P25: Plochy pikii kalibracni Fady chininu

Koncentrace [mg/I] A Az A3 Apramér
10 38,9 44,9 44,5 42,8
20 84,2 88,4 89,1 87,2
40 192,4 189,5 178,9 186,9
60 265,2 260,7 267,3 264,4
80 357,5 350,7 346,8 351,7
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Tabulka P26: Plochy pikii chininu ve vzorcich tonikii

Vzorek A1 Az Az Apramér

River Indian Tonic Water 158,2 146,8 145,6 150,2
Kinley Tonic Water 97,5 102,7 105,9 102,0
Schweppes Indian Tonic 184,8 180,9 174,6 180,1
Schweppes Bitter Lemon 229,1 242,1 244,8 238,7
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