Univerzita Hradec Kralové

Prirodovédecka fakulta

Katedra chemie

Vliv kosmotropnich a chaotropnich Cinidel na separacni
dynamiku glykosidi v HILIC

Bakalarska prace

Autor: Tereza Dolezalova
Studijni program: B1407/Chemie
Studijni obor: 1407R005/Chemie

Vedouci prace: doc. Mgr. et Mgr. Rafael Dolezal, Ph.D.

Hradec Kralové c¢ervenec 2020



Univerzita Hradec Kralové
Piirodovédecka fakulta

Zadani bakalaiskeé prace

Autor: Tereza Dolezalova
Studium: S17CH106BP
Studijni program: B1407 Chemie

Studijni obar: Toxikologie a analyza skodlivin

Nazev bakalaiské Vl]iv kosmotropnich a chaotropnich ¢inidel na separaéni
prace: dynamiku glykosida v HILIC

Nazev bakaldrské Effect of cosmotropic and chaotropic agents on separation dynamics of
price AJ: glycosides in HILIC

Cil, metody, literatura, predpoklady:

Predmétem této bakalafské prace je studium vlivu riznych kosmotropnich a chaotropnich ginidel
na separaci vybranych glykosidi v hydrofilnf interakéni kapalinové chromatografii (HILIC). Pro
analyzu budou zvoleny naptiklad srdeéni glykosidy vyskytujici se v naprstniku éerveném (Digitalis
purpurea), které ovliviiuji transport vapenatych ionth v srdeénich svalovych butikach, a proto se
vyuzivaji v 1&éché srdeéni slabosti. Kromé rostlinnych glykosida budou analyzovany napft.
glykosidy produkované bakteriemi.

Buszewski, B., Noga, S.:Hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC)—a powerful
separation technique, Anal. Bioanal. Chem, 2012, 402:231-247.

Ikeda, Y. et al.: Quantitative HPLC analysis of cardiac glycosides in Digitalis purpurea leaves, ]. Nat.
Prod., 1995, 58(6):897-901.

Garantujici Katedra chemie,

pracoviste: Prirodovédecka fakulta

Vedouci prace: doc. Mgr. et Mgr. Rafael Dolezal, Ph.D.
Oponent: Mgr. Helena Rehulkova, Ph.D.

Datum zadani zdvérefné price: 27.6.2018



Prohlasent:

Prohlasuji, Ze jsem bakalarskou praci vypracovala samostatné, a Ze jsem v seznamu
pouzité literatury uvedla vSechny prameny, z kterych jsem vychazela.

V Hradci Kralové dne Tereza Dolezalova

24.7.2020



Podékovani

Chtéla bych touto cestou podékovat doc. Mgr. et Mgr. Rafaelu DoleZalovi, Ph.D.,
za odborné vedeni, ochotu, pomoc a cas, ktery mi vénoval pii zpracovani mé
bakalarské prace a experimentalniho vyzkumu.

Také dékuji CBV Fakultni nemocnici HK za poskytnuti laboratore a jejiho vybaveni.



Anotace

DOLEZALOVA, T. Vliv kosmotropnich a chaotropnich ¢inidel na separaéni dynamiku
glykosidii v HILIC. Hradec Kralové, 2020. Bakalarska prace na Prirodovédecké
fakulté Univerzity Hradec Kralové. Vedouci bakalarské prace Doc. Mgr. et Mgr.
Rafael Dolezal, Ph.D. 81 s.

Predmétem této bakalarské prace je studium vlivu riznych kosmotropnich
a chaotropnich ¢inidel na separaci vybranych glykosidii v hydrofilni interak¢ni
kapalinové chromatografii (HILIC). Pro analyzu budou zvoleny naptiklad srde¢ni
glykosidy vyskytujici se v naprstniku cerveném (Digitalis purpurea), které ovliviiuji
transport vapenatych ionti v srdecnich svalovych bunkach, a proto se vyuzivaji
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Glycosides are substances which consist of a steroid aglycone and a carbohydrate.
The subject of this bachelor thesis is study of the influence of various cosmotropic
and chaotropic agents on the separation of selected glycosides in hydrophilic
interaction liquid chromatography (HILIC). For the analyses, there will be included
cardiac glycosides that occur in the foxglove (Digitalis purpurea). They are affecting
calcium ion transport in cardiac muscle cells and are therefore used in the treatment
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Uvod

Tato bakalarska prace se zamétuje na studium vybranych glykosidd, jimiz jsou
kardioglykosidy - digoxin a digitoxin, fenylbenzopyronové glykosidy - diosmin
a quercitrin a glykosid produkovany bakterii Streptomyces niveus - novobiocin.

Pro jejich analyzu byla vyuZita hydrofilni kapalinovd chromatografie
a chromatografie na reverzni fazi za pouziti kolony C18. Tyto dva systémy byly mezi
sebou porovnavany. Dale byl zkouman vliv chaotropnich a kosmotropnich ¢inidel se
zamérenim na kvalitu separace a ovliviiovani retencnich cast glykosidi.

Srdec¢ni glykosidy digoxin a digitoxin byly na CBV Fakultni nemocnice Hradec
Kralové zkoumany v ramci vyzkumu vyvoje potencidlnich lé¢iv rakoviny
a Alzheimerovy nemoci. Byly identifikovany jako moZné inhibitory cathepsinu B,
ktery se podili na tvorbé patologické formy amyloidu beta a je nadmérné
exprimovan v tumorech. Odbornici v CBV zamysleli pomoci analytické metody HDX
ovérit vazebny maéd glykosidii digoxinu a digitoxinu a cathepsinu B. Proto byly tyto
glykosidy do bakalarské prace zahrnuty, s cilem bliZe prostudovat jejich analytické
vlastnosti. Ostatni glykosidy byly zahrnuty do téchto studii jako strukturni analoga
uvedenych srdecnich glykosidi.

Systém HILIC byl zvolen, protoZe se jedna o pomérné novou techniku kapalinové
chromatografie a z diivodu polarniho charakteru glykosidi byla piedpokladem
jejich ucinna separace pravé touto metodou. Mechanismus a vliv kosmotropnich
a chaotropnich c¢inidel na separaci v kapalinové chromatografii stale nebyl plné
objasnén, a proto byla také podstatna ¢ast analyz v bakalaifské praci vénovana
studiu jejich piisobeni na vybrané glykosidy.

Prace je ¢lenéna do dvou c¢asti - teoretické a experimentalni. V teoretické ¢asti je
popsana vysokouc¢inna kapalinova chromatografie, jeji charakteristika, typy
chromatografickych systémt, jejich vyhody a nevyhody, volba vhodnych mobilnich
a stacionarnich fazi a princip gradientové a isokratické eluce. Tato Cast se zabyva
také problematikou kosmotropnich a chaotropnich ¢inidel s bliz§im zamérenim na
jejich plisobeni v HILIC. Nasleduje kapitola o glykosidech obecné a jejich klasifikaci
se zacilenim na konkrétnich pét glykosida pouzitych pti analyze.

Experimentalni ¢ast je zamétena na tvorbu vhodnych metod pro separaci glykosidd,
porovnani systémi HILIC a RP-LC pti analyze a vliv kosmotropnich a chaotropnich
Cinidel na retencni Casy studovanych latek. Soucasti této Casti prace jsou tabulky
s vysledky a chromatografy jednotlivych analyz.



1 Teoreticka Cast
1.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie neboli High Performance Liquid
Chromatography (HPLC)! je prevladajici separaéni technikou v moderni
farmaceutické a biomedicinské analyze [1], ktera vyuZiva odliSného rozdélovani
latek ze smési mezi dvéma fazemi - mobilni, kapalnou fazi (MF) a stacionarni fazi
(SF), kterou tvori bud’ pevna latka nebo kapalina ukotvena na tuhém nosici. U tohoto
typu kapalinové chromatografie je MF privadéna do kolony za vysokého tlaku
prostiednictvim ¢erpadla [2]. Kapalinova chromatografie je pouZivana pro analyzu
pevnych a kapalnych latek ¢i roztoki, které jsou rozpustné v MF, a nesmi se
nevratné vazat na SF [3]. Je vhodna napiiklad pro netékavé organické latky, 1éciva,
metabolity nebo toxicka residua [1].

Zakladnimi komponenty kapalinového chromatografického systému jsou (viz. Obr.
1): zasobniky mobilni faze, odplynovac, vysokotlaké cerpadlo, davkovac vzorku -
autosampler ¢i manudlni davkovaci ventil, chromatograficka kolona, termostat,
detektor a pocitac se softwarem pro vyhodnoceni dat [4].

Chromatograficka kolona
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SloZky vzorku pro HPLC analyzu musi mit rozdilnou chemickou strukturu a odliSnou
afinitu k mobilni a stacionarni fazi, diky cemuZ jsou rozdilné distribuovany mezi
oddélené faze, a tim dochazi k separaci. Latka s vyssi afinitou k SF je pri priatoku
mobilni faze vice zadrZovana v chromatografické koloné, ma relativné vyssi retenci

1V soucasné dobé se pro oznaéeni vysokot¢inné kapalinové chromatografie pouZivaji riizné zkratky,
které bud zdtraznuji vysokou tGc¢innost této metody na HPLC pristrojich posledni generace (napf.
UHPLC, Ultra High Performance Liquid Chromatography), nebo se omezuji jen na vyjadieni typu
chromatografie (napt. LC, Liquid Chromatography).
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a vychazi z analytického systému tedy za delsi dobu. Pfi postupu kolonou jsou mezi
vzorkem, stacionarni fazi a mobilni fazi vzajemné ustanovovany dynamické
rovnovahy na zdkladé riiznych nevazebnych interakci - hydrofobni, elektrostatické,
vodikové vazby, halogenové vazby nebo interakce s prenosem naboje (napt. m-m
interakce) [6]. Tyto rovnovahy se vodborné literature charakterizuji napf.
Freundlichovou nebo Lugmuirovou adsorp¢ni isotermou, ackoli jsou proudénim
mobilni faze naruseny a sloZKy vzorku jsou uvolnény ze stacionarni do mobiln{ faze
[3]. (Obr. 2 nize)

vzorek komponenty
A+B B A
smér toku
mobilni faze \l' ‘1’ ‘l’ mobilni faze
— - —

Reatstesessy

Obr. 2 Separace vzorki na koloné. Prevzato z internetu [7].

K separaci latek dochazi uvnitt chromatografické kolony. Ta je sloZena z téla kolony
a z koncovek s fritami. Vyrabi se nejcastéji z nerezové oceli, popripadé miize byt
pouzito specidlné tvrzené sklo nebo polyetherketon [2]. Rozméry kolony se
pohybuji okolo 3 az 25 cm délky, s primérem 4 az 8 mm [3]. Musi byt odolna viici
chemickému pilisobeni mobilnich fazi, vii¢i vysokému tlaku, a jeji vnitini povrch
musi byt pro rychlejsi tok MF co nejhladsi. [2] V souc¢asné dobé existuje cela rada
riznych materidld a technologickych postupi pro vyrobu staciondrnich fazi.
0 stacionarnich fazich bude vice pojednano v dalSich kapitolach.

ProtoZe chromatografickd kolona ma pro funkci HPLC zasadni dileZitost, byva
chranéna predkolonou, ktera predstavuje kratkou kolonu se stejnou SF, jako ma
hlavni kolona [3]. Kochrané chromatografické kolony pred mechanickym
poskozenim lze rovnéZ pouzit in-line filtr s kovovou fritou.

Za chromatografickou kolonou se nachazi detektor. Ten zaznamenava rozdil
v odezvé pii priichodu cisté MF a pri priichodu MF s analytem. Detektory miizeme
délit nékolika zptlsoby:

1) Na koncentra¢ni a hmotnostni detektory.

U koncentra¢niho detektoru (napft. spektrofotometricky detektor) dochazi k odezvé
detektoru R vzavislosti na zméné koncentrace solutu, resp. analytu, v eluatu.
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Odezva neni zavisld na rychlosti MF pri vstupu do detektoru a miize byt
matematicky vyjadiena jako (1):

R = kicy ey
(K1 je konstantou imérnosti)

Hmotnostni detektor (napi. detektor rozptylu svétla) je zavisly na zméné
hmotnostniho toku do detektoru a jeho odezvu lze vyjadrit vztahem (2). Pfi zméné
rychlosti MF dochazi pouze ke zméné vysky piku, plocha piku je stejna.

R =ky (M 4,) 2)

2) Na destrukéni a nedestrukcni systémy. U destrukénich detektort dochazi
k nevratné chemické zméné analytu. Zaradit do této skupiny mizZeme tifeba
hmotnostné spektrometricky detektor nebo plamenovy fotometricky detektor.

3) Na univerzalni a selektivni detektory. Univerzalni detektory maji niZsi citlivost
a patfi k nim refraktometricky detektor, ELSD (odparovaci detektor rozptylu svétla)
a CAD (detektor nabitého aerosolu). K selektivnim detektortim patii UV-VIS
detektor, fluorescenc¢ni detektor nebo vodivostni detektor.

Také vyuzivame tzv. spojené techniky, kdy je k HPLC pripojena nezavisla analyticka
technika, mezi niz patfi MS (hmotnostni spektrometr, viz. podkapitola 1.1.6),
infraCerveny detektor a NMR (spektroskopie nukledrni magnetické resonance) [2].

Mezi nejpouzivanéjSi detek¢ni systémy v kapalinové chromatografii patii ty se
spektrometrii snimajici oblast ultrafialového (190-400 nm) a viditelného svétla
(400-800 nm). Mize jim byt dvoupaprskovy UV-VIS detektor s monochromatorem
a filtry u néhoz je vyhodou, Ze podminky detekce mohou byt optimalizovany piimo
pro danou latku, podle jejiho absorp¢niho maxima.

DalSim druhem je DAD detektor (detektor s diodovym polem), ktery latky detekuje
pomoci fotodiod, z nichz kazda je nastavena na konkrétni vinovou délku pouzitého
rozsahu. Zaznamenava tedy jak absorbanci na jednotlivych vinovych délkach, tak
celé absorp¢ni spektrum najednou. K snimani signalu tak dochazi velmi rychle [8].

Spojeni LC/UV-VIS umoziuje latky identifikovat, ovérovat ucinnost separace
chromatografickych piku a zjistovat pripadnou koeluci latek v jednou piku pomoci
spektralni analyzy. Vysledné spektrogramy mohou byt porovnany s knihovnou
spekter.
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Citlivost detektoru je sniZena kolisanim odezvy detektoru, tzv. Sumem, ktery je
zplsoben vice faktory, napriklad nestabilitou detektorové lampy, kolisanim teploty,
nebo zménami elektrického signalu [2].

Detektor selektivita citlivost
Refraktometricky (RID) neselektivni univerzalni mala
spektrofotometricky (UV, UV/VIS) selektivni dosti vysoka
fluorimetricky (FLD) velmi selektivni velmi vysoka
amperometricky velmi selektivni velmi vysoka
(elektrochemicky, ECD)

vodivostni neselektivni vysoka
hmotnostni spektrometr (MS) univerzalni a velmi selektivni velmi vysoka

Obr. 3 Piehled druhti detektorti pouzivanych v LC. Pfevzato z internetu [9].
1.1.1 Mobilni faze

Mobilni faze (MF) je uloZena v zasobniku s filtry, které zachyti pripadné tuhé castice
a necistoty pied vstupem do systému [2]. Je tvofena Cistym rozpoustédlem, nebo
smési polarnéjsiho a méné polarniho rozpoustédla, které jsou vzajemné misitelné.
Praveé polarita MF ovliviiuje retenci jednotlivych slozek vzorku, a tim i jejich separaci
[3]. Podle miry schopnosti mobilni faze oddélit analyt za danych podminek od
stacionarni faze Ize rozpoustédla seradit do tzv. elucni fady. Rozpoustédla s rtiznou
elucni silou se béhem vyvoje HPLC metody kombinuji tak, aby bylo dosazeno co
nejvyhodnéjsi separace latek ve zkoumaném vzorku.

Aby separace analyti v HPLC probéhla spravné, je potfeba mobilni fazi odplynit.
V opacném pripadé mize dojit ke kolisani tlaku v systému a k ovlivnéni signalu
detektoru uvolnénymi bublinkami plynu (napf. vzduchu). Odplynéni se mize
provést probublavanim heliem v zasobniku MF, vloZenim lahve s mobilni fazi do
ultrazvukové lazné nebo vakuovym degaserem, kdy MF prochazi pres
polopropustnou kapilaru uloZenou ve vakuové komofre, ktera propousti pouze plyny
[2; 3]

Mobilni faze je v HPLC systému transportovana vysokotlakym cerpadlem, které
musi zajistit plynuly pritok MF vrozmezi 0,01 az 10 ml/min [3]. BéZna jsou
Cerpadla s vysokotlakym a nizkotlakym michanim sloZek mobilnich fazi. V soucasné
praxi se dale pouzivaji specidlni Cerpadla, ktera jsou schopna regulovat priitok
mobilni faze v fadu nanolitri za minutu (nap¥. chromatografické LC systémy pro
proteomické analyzy).
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1.1.2 Stacionarni faze

Jedna se o nepohyblivou slozku v podobé tuhé latky nebo filmu kapaliny na tuhé
matrici, tzv. nosiCi [2]. Stacionarni faze, takzvany sorbent, se nachazi v podobé
drobnych ¢astic uloZenych v chromatografické koloné, kterou protéka kapalna
mobilni faze [10]. Musi byt chemicky i tepelné stabilni a nesmi byt misitelna s MF,
aby nedochazelo k jejimu vymyvani z kolony [11].

Stacionarni faze se drive délily podle skupenstvi na kapalné a tuhé. V dnesSni dobé
existuje vicero déleni. Cleni se napiiklad na fize polarni, nepolarni a obojetné
(amfoterni, zwitterionty) nebo podle pouZitého mo6du separace, na faze normalni,
reverzni, stacionarni faze pro hydrofilné interakéni kapalinovou chromatografii
(HILIC, hydrophilic interaction liquid chromatography), stacionarni faze pro
hydrofobni  interak¢ni  chromatografii ~ (HIC, hydrophobic interaction
chromatography), ionexy, gely, afinitni a chiralni. Ddle mohou byt tfizeny podle
svého chemického sloZeni na anorganické oxidy (napft-. silikagel), na faze chemicky
vazané na bazi silikagelu, polymerni faze, hybridni stacionarni faze a faze na bazi
grafitového uhliku [2].

Kviili snaham, o co nevyssi zefektivnéni separace, doslo k vyvoj novych stacionarni
fazi. V soucasnosti se proto SF cleni také na core-shell, poro-shell a monolitické
kolony. Monolitické kolony jsou tvoreny stacionarni fazi z jednoho kusu porézniho
materialu s urcitou velikosti pori.

Casticové SF se potom mohou skladat z monodisperznich ¢astic (pore shell),
u kterych snaha o jejich zmenseni velikosti miliZze prinést vyssi ucinnost separace,
ale spolu s tim dochazi ke zvySenému zpétnému tlaku. Aby se docililo rychlé
separace, je mozné zvysit pritok MF, ¢imzZ tento tlak poklesne. Za timto ticelem byla
vyvinuta ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC), u které jsou vsak,
kviili velmi vysokému provoznimu tlaku kladeny, mnohem pfisnéjsi pozadavky na
Cerpaci a priatokovy systém.

Proto byly vyvinuty tzv. core-shell ¢astice (povrchové porézni castice), viz Obr. 4
niZe. Jsou to Castice s pevnym jadrem a poérovitym nebo s povrchové poréznim
obalem. Tim, Ze se skladaji z pevného jadra a obalu, maji vétsi velikost, a proto tvori
mensi protitlak, zatimco jejich porézni obal a malé pevné jadro poskytuji vétsi
povrch pro separaci. Se ztencujici se vrstvou porézniho plasté dochazi k rychlejSimu
prenosu hmoty a ke zlepSené ucinnosti kolony [12].
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Obr. 4 Castice Kinetex™ s pevnym jadrem. Pevzato z internetu a upraveno [13].

Casticové stacionarni faze jsou charakterizovany nékolika parametry, mimo jiné
jsou to: tvar Castic, primérna velikost ¢astic dp [um], efektivni plocha povrchu
[m2/g], obsah uhliku, primérna hodnota velikosti péri[A] a rozsah pH, pti kterém
je faze stabilni [2; 14].

1.1.3 Gradientova a isokraticka eluce

SloZeni mobilni faze mize byt v priibéhu separace konstantni, kdy se jedna o tzv.
isokratickou eluci, nebo se jeji sloZzeni mize béhem analyzy ménit, a potom
hovorime o eluci gradientoveé.

Pokud maji separované slozky podobné chemicko-fyzikalni vlastnosti, tzn. podobné
hodnoty Kb, (viz. Podkapitola 1.1.4) je vhodné pouZit metodu isokratickou.
V opatném pripadé je vyhodnéjsi metoda gradientova, kdy se slozeni MF méni
v pribéhu eluce ve prospéch ,silnéjsiho“ eluentu, a dochazi tak k nariistani elu¢ni
sily a zrychleni pohybu analytu vzhledem ke stacionarni fazi [2].

Instrumentace HPLC pro gradientovou eluci je komplexnéjsi v porovnani
s isokratickou eluci, ale ma také radu vyhod. Zakladnim principem gradientové
eluce je kombinace dvou a vice mobilnich fazi, jejichZ vzajemny pomeér se v Case
méni podle uzivatelem nastaveného gradientového programu. Casto se také pouziva
chemicky modulator (popf. aditivum) pridavany do MF k tpravé sily eluentu pro
lepSi vysledky separaci. Oproti isokratické eluci dochazi ke zvySovani nebo
sniZovani elucni sily mobilni faze, popft. i koncentrace modulatoru, v Case, a proto
lze gradientovou eluci pouZit pro separaci slozek s Sirokou Skalou retence, aniz by
doslo ke ztraté rozliseni [1]. Pri aplikaci isokratické eluce dochazi s rostouci retenci

vV

krozSitovani pikd, zatimco pri gradientové eluci zlstava Sitka pikd témér
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konstantni pro vSechny analyzované slozky [2]. Gradientova eluce tedy umoZnuje
dosahnout vysoké separacni ucinnosti a citlivosti, a zaroven realizovat analyzu za
relativné kratkou dobu. NejbéZnéjsim pripadem gradientové eluce je linearni
gradientovy program. V men$i mire se dale vyuZivaji nelinedarni gradientové
programy (napt. konvexni, konkavni) nebo vicestupniové gradientové programy.

Gradientova eluce tedy tvori v porovnani s isokratickou eluci vyssi piky v kratSim
separacnim cyklu. Z téchto diivodi se gradientova eluce Siroce pouziva v HPLC pro
separaci riznych analytd, at' jsou to makromolekuly, jako jsou napiiklad proteiny,
nebo komplikované smési malych molekul a viceslozkové vzorky, které pokryvaji
Siroky rozsah retence.

V gradientové elu¢ni chromatografii dochazi smichanim dvou nebo vice mobilnich
fazi Casto ktvorbé vzduchovych bublin, které se poté zachycuji v uzavieném
smeésovaci, coZ mlZe vést ke zkresleni tvaru gradientu. Mobilni faze se tedy musi
nejprve odplynit, napriklad vakuovym odplynovacem (degaserem). Pii michani
slozek mobilnich fazi mize téZ dochazet k vyraznym zménam viskozity nebo se
muze uvolnovat teplo. TéZ je nutné vzit v uvahu, Ze nékteré typy slozek mobilnich
fazi je mozné kombinovat jen do urcitého poméru, aby mobilni faze zistala
homogenni smési.

Po ukonceni predchoziho gradientového cyklu musi byt kolona pred dalsi injekci
vzorku znovu ekvilibrovana pocate¢nim sloZenim mobilni faze. V opacném pripadé
by doSlo k proménlivé eluci a nereprodukovatelnému rozdéleni sloZek vzorku
v nasledujicim gradientovém cyklu [1]. Na rozdil od isokratickeé eluce je nutné dbat
na to, aby byl chromatograficky systém pred nastfikem vzorku pri sekvencnich
analyzach vzdy uveden do stejného, rovnovazného stavu.

1.1.4 Chromatografické veliciny a parametry v HPLC

Detektor zaznamendava separované latky, které vychazeji z kolony a tyto signaly jsou
graficky vyjadreny chromatogramem. Tento chromatograficky zaznam je v idealnim
pripadé tvoren elucnimi krivkami gaussovského tvaru, tzv. piky [2].

Piky jsou charakterizovany nékolika parametry, k nimzZ v prvni radé patri:
. retencni Cas tr a reten¢ni objem Vr

tr je kvalitativni charakteristikou latky a predstavuje ¢as uplynuly od nastriku
vzorku k dosaZeni maxima signalu piku v detektoru. Vr je objem, ktery za tento Cas
protece kolonou. Tyto dvé veliCiny lze vyjadrit vztahem Vr = trF, kde F predstavuje
objemovy pritok MF.

e mrtvy retencni €as tm a mrtvy retencni objem, tzv. void volume Vm.
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Mrtvy retencni Cas je retencni Cas latky, kterd se nezadrZuje na koloné, protoze
prakticky nema Zadnou afinitu k SF. Pokud odec¢teme hodnotu Vm nezadrZované
latky zmérené v pritomnosti kolony od Vwm této latky namérené bez kolony, ktera
byla nahrazena kolonovou spojkou, ziskame hodnotu mrtvého objemu kolony Vm,

col.
e dwell time neboli ¢as zpozdéni

Parametr definujici zpoZdéni mezi naprogramovanym a redlnym gradientem.
Odpovida mrtvému objemu mezi sméSovacem MF a davkovacim zarizenim.

o Sirka piku u zakladny we.

Siku piku Ize poéitat na tzv. zakladn{ linii we, v poloviné vys$ky piku wo,s nebo mezi
inflexnimi body piku winn. Tato veliCina ma stejné jednotky jako retencni cas
(sekundy nebo minuty), nebo je vyjadiena vjednotkdach délky (milimetry,
centimetry) [15].

e vyska piku hmax

Predstavuje kvantitativni charakteristiku latky a jedna se o rozdil mezi hodnotou
signalu detektoru ve vrcholu piku na chromatogramu a hodnotou signalu zakladni
linie v prisluSném reten¢nim case tr.

e plocha piku

Tento parametr je nejuzivanéjSi kvantitativni charakteristikou latky v HPLC
a v pripadé idealniho gaussovského piku je linearni matematickou funkci vysky piku
hmax. Dominantni vyuziti tohoto parametru v praxi je dana predevSim tim, Ze
absolutni mnozstvi detekovaného analytu v priibéhu ¢asu je dano pravé plochou
piku v chromatogramu a tim, Ze chromatografické piky ¢asto nebyvaji dokonale
gaussovské, aby bylo mozné ke kvantifikaci jednoduse vyuzit vySku piku. Plocha
piku se urcuje metodou numerické integrace okamzité hodnoty signalu detektoru
vUci Casu, pricemz velikost dil¢ich integrac¢nich prispévki je zavisla na aktudlni
koncentraci  sledovaného analytu  vdetektoru. Vpripadé klasického

17



spektrofotometrického detektoru je hodnota signalu detektoru jakoZto absorbance
linedrné zavisla na koncentraci analytu?, jak udava Lambertiiv-Beertv zakon. [16].

e asymetrie piku

Je to velicina, ktera je ukazatelem charakteru chromatografické separace. Pik je
symetricky, pokud je vztah koncentrace latky B ve stacionarni fazi c(B)sr a v mobilni
fazi c(B)mr linearni [3]. Jak zmifiuje Novakova ve své knize Moderni HPLC separace
v teorii a praxi [2], asymetrii piki lze vyjadrit dvojim zplisobem - bud’ faktorem
chvostovani Ty, nebo faktorem asymetrie A.

Trpredstavuje podil Sitky piku v 5 % jeho vysky, ku dvojnasobku $ifky vzestupné
casti piku (1):

Wo,05

2f

Ty = €Y

A je pomérem Sirky sestupné casti elucni kiivky t a jeji vzestupné ¢asti f, nejcastéji
v 5 nebo 10% vysky (2):

A=— (2)

Pik ma idedlni symetrii, pokud je hodnota A rovna jedné. Pokud je A > 1, fikame, Ze
pik chvostuje a pokud je A < 1, pik frontuje. [2]

Mezi A a Trplati vztah (3):
A= 2T-1 3)
Kromé vyse uvedenych matematickych definic se uzivaji i dalsi varianty vypocti

asymetrie piku, které byvaji dany napt. autory rtznych chromatografickych
softward.

2 Tyto jednoduché vztahy plati pro pripad, kdy odezvu detektoru ptlisobi specificky jen sledovany

vvvvvv
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Ve

Vyjadreni ucinnosti kolony

Ué¢innost kolony lze kvantitativné vyjadiit 2 parametry, kterymi jsou pocet
teoretickych pater N a vysSka teoretického patra H [3]. Maji mezi sebou vztah
definovany (4):

H—L 4
=N (4)

L je délkou chromatografické kolony
e Pocet teoretickych pater je vyjadren vztahem (5):
tr)2 te \°  [tr)?
@ ) - e
o Winfl Wp

Takto vyjadrena ucinnost je zavisla na retencnim Case latky a ze vztahu je zfejmé, Ze
s rostouci Sirkou piku klesa.

Utinnost separace mtiZe byt negativné ovlivnéna tzv. rozmyvanim elu¢ni zény, které
je zplisobeno aditivnimi kinetickymi déji - virivou difazi, podélnou molekularni
diftizi a odporem proti pfenosu hmoty v mobilni a stacionarni fazi. Cim del$i dobu
setrvava latka ve SF, tim vice je témito déji ovliviiovana.

Virivad diftze je zpilsobena nehomogenni SF. Rizné molekuly MF spolu se
separovanymi latkami protékaji kolonou se stejnou rychlosti ale rtiznymi drahami,
takZe se vzajemné piedbihaji a opozd'uji.

Podélna viriva difdze je proces, pii némz se molekuly solutu pohybuji ve sméru
koncentra¢niho spadu ptipadné i proti toku MF. K tomuto jevu dochazi spisSe pri
nizkém pritoku mobilni faze, ale pii pritoku béZzném pro HPLC je jeho prispévek
zanedbatelny.

Odpor proti pfenosu hmoty je dan adsorp¢ni kinetikou a pfevodem hmoty uvnitr
Castice. Je ovliviiovan zejména druhem castic SF - jejich tvarem a velikosti. Prevod
hmoty mezi fazemi ovliviiuje predevsim diftze latek rtizné hluboko do pori castic
SF a takeé rychlost proudéni mobilni faze, ktera se 1isi u stény kolony a ve stredu
kapilary [2].

Tyto kinetické vlivy jsou matematicky vyjadfeny rovnicemi dynamické van
Deemterovy teorie. Tato teorie dokazuje, Ze tzv. vySkovy ekvivalent teoretického
patra H zavisi na nékolika technickych parametrech stacionarni faze a linearni
rychlosti proudéni MF. Soucet jednotlivych prispévki tedy ovliviiuje celkové
rozmyti elu¢ni zény a miizeme jej vyjadrit souhrnnou rovnici (6):
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H=A+2+Cu (6)

(A je faktorem vitivé diflize, B je faktor podélné virivé difuze, Cje faktor odporu proti
prenosu hmoty a u je linearni rychlost MF)

Cim je veli¢ina H vy$si, tim ma chromatograficky systém niz$i G¢innost separace,
nebot' v takovém pripadé jsou piky relativné Siroké a maji relativné vysoky retencni
Cas. Cilem optimalizace parametrii chromatografické metody je dosdhnout co

vV

Popis selektivity a separace latek
e rozdélovaci konstanta Kp

Distribuci sloZzek mezi faze (rovnovahu analytu s MF a SF) mizeme popsat
rozdélovaci (distribu¢ni) konstantou Kp, kterd popisuje pomér koncentrace slozky
ve SFav MF (7):

Kp =— (7

Proto, aby bylo mozné latky separovat pomoci kapalinové chromatografie, je
potieba, aby mély rozdilné hodnoty této konstanty. Z vySe uvedeného vztahu plyne,
Ze ¢im vy$$i ma dana latka hodnotu Kb, tim del$i dobu setrvava ve SF, a ma tedy vyssi
retenci. V zavislosti na pouzitych MF a SF miZe byt konkrétni analyt
charakterizovan rozdilnymi hodnotami Kp [17].

e Retence je vyjadiovana pomoci reten¢niho (popft. kapacitniho) faktoru k.
Pomoci tohoto faktoru miizeme vyjadrit retencni objem (cas) latek (8), (9):
Ve =Vy(1+k) )
tp =ty (1 +k) 9
e separacni faktor (selektivita) a

Je vyjadiren pomoci retenc¢nich faktort k jednotlivych slozek (10):

_k®)

T (10)

a

e rozliSeni R

v IV

Je definovano pomoci retencnich casti a sirek pikd u zakladny danych slozek (11):
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_ tg(B) — tg(4)
~0,5(wp(4) +wy(B)

(11)

Pokud je hodnota R=1,5 znamena to, Ze latky A a B byly kompletné oddéleny. [3] Je-
li Rniz8i nez 1,5, piky nejsou oddélené k zakladni linii a dochazi v riizné mire
k nezadouci koeluci.

1.1.5 Typy chromatografickych systémi
HPLC s normalni fazi - NP-HPLC

Vtomto systému, ktery predstavoval hlavni separacni techniku az do 70. let
minulého stoleti, je pouZivana polarni stacionarni faze (napft. silikagel) a méné
polarni mobilni faze. Se vzristajici polaritou separovanych latek se zvysuje jejich
retence na koloné.

Na retenci polarniho analytu na normalni fazi ma vliv jak polarita analytu, tak
itvorba intermolekularnich vodikovych vazeb. Obecné lze Fici, Ze retenci latky
ovliviiuje dostupnost akceptorii a donord vodikovych vazeb, pomoci kterych
interaguji separované analyty se stacionarni a mobilni fazi. Velmi dtlezité je
geometrické rozloZeni funk¢nich skupin v molekule analytt a jejich ionizovatelnost.
Tyto interakce mezi latkou a sorbentem ptlisobi na kratké vzdalenosti a dochazi
u nich k tvorbé vodikovych vazeb Ci elektrostatickych sil. Na polaritu aromatickych
uhlovodiki navic plsobi konjugacni, indukéni a mezomerni efekty mezi
aromatickym jadrem a danou funk¢ni skupinou [2].

Dals$imi faktory ovliviiujicimi retenci jsou stérické efekty. U polohovych isomert
jsou silnéji zadrzovanymi latkami isomery cis, v diisledku rozdilnych adsorpcnich
energii. Objemné funkéni skupiny naopak snizuji retenci stinénim polarnich skupin
v molekule.

PouZivanymi stacionarnimi fazemi pro NP-HPLC jsou silikagel, nebo jeho modifikace
snavazanymi polarnimi funkénimi skupinami, napt. diolova, kyanova,
kyanopropylova, Ci nitroskupina [2].

Silikagel je polarni anorganicky sorbent amorfni formy SiO2 x H20. Voda vazana na
silikagel tvori silanolové SiOH skupiny umisténé na jeho povrchu. Za vysoké teploty
muze dojit k dehydrataci a k odstranéni téchto silanolovych skupin [18].

U mobilni faze v NP-HPLC je dtlezitym faktorem obsah vody. S rostoucim podilem
vody adsorbované na povrch sorbentu klesa jeho aktivita, protoZe voda se vaze na
nejaktivnéjsi mista, a snizuje se tak retence latek. Tim dochazi také k zhorSené
selektivité déleni. Obsah vody v mobilni fazi by tedy mél byt minimalni, aby doslo
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k ustaleni rovnovahy mezi obsahem H20 v MF a obsahem vody adsorbované na
povrchu. Nejcastéji jsou vyuzivany dvouslozkové mobilni faze s riiznou polaritou

[2].

Tento chromatograficky systém je efektivni metodou pro separaci neiontovych
a stfedné polarnich sloucenin, zejména pro lipofilni vzorky, které jsou na reverzni
stacionarni fazi (RP-LC) prili§ zadrZovany. Vhodna je také napriklad pro separaci
trid fosfolipiddi, za pouziti silikagelové stacionarni faze v kombinaci s mobilni fazi
chloroform-methanol-voda, acetonitril - methanol - voda, nebo hexan - isopropanol
- voda [19]. Casto také oproti RP-LC nabizi dokonalejsi separaci polohovych
isomerli nebo stereoizomerti, aproto je NP-LC c¢asto pouZivana pro separaci
enantiomert na chiralné vazanych stacionarnich fazich (napt. na bazi celulézy) [20].

HPLC s reverzni fazi - RP-HPLC (HP-RPC)

Jakjiz bylo zminéno vyse, NP-HPLC byly omezeny na separaci relativné nepolarnich
vzorkd, za pouziti nevodnych mobilnich fazi. Také pouziti gradientovych eluci touto
metodou bylo obtizné, a kviili problémim s udrzenim aktivity adsorbentu dané
zménou polarity MF, obecné nereprodukovatelné.

Vyvoj tzv. chemicky vazanych stacionarnich fazi reverzniho chromatografického
systému RP-LC umoznil eliminaci mnoha problémi spojenych se separaci pomoci
NP-LC. U téchto stacionarnich fazi jsou na povrch nosie navazany organické
ligandy, diky nimZ maji nepolarni charakter.

K prvnim stacionarnim fazim pro RP-LC patftily silikagelové nosice modifikované
esterifikaci silanolovych skupin SiOH alkoholem piimo, nebo chloraci nosice
thionylchloridem a naslednou reakci s alkoholem. Tyto stacionarni faze vSak maiji
Spatnou hydrolytickou stabilitu, a proto se v dnesni dobé pouzivaji kolony se
stacionarni fazi zaloZenou na siloxanech (SiOSiC).

Nejcastéji pouzivané jsou kolony se stacionarni fazi snavazanymi linedrnimi
oktadecylsilanovymi skupinami, tzv. C18. Tyto kolony jsou hydrolyticky stabilni
a vykazuji vysokou tucinnost separace diky rychlému prenosu hmoty. Dalsi vyhodou
SF s ligandem C18 je jeji vyssi stabilita pti nizkém i vy$$im pH v porovnani s ligandy
kratsich retézct, ktera zajistuje reprodukovatelnost separace.

SF s dlouhymi alkylovymi retézci o velké hustoté (zejména C18 a delsi) vSak mohou
predstavovat problém pii pouziti vysoce vodnych mobilnich fazi, protoze miiZe dojit
k tzv. fazovému kolapsu, kdy je vyznamné sniZena ucinnost kolony a dochazi
k zménam v retenci a k tvorbé nesymetrickych piku. [21].

RP-HPLC separuje slouceniny na zakladé jejich relativni nepolarity respektive
hydrofobicity. Nejakceptovanéjsi teorie retencniho mechanismu je zaloZena na
22



solvofobni teorii popisujici hydrofobni interakce mezi nepolarnim povrchem
analytu a nepolarni stacionarni fazi. Velmi uzitecnym prostiedkem, kterym lze
posoudit retenci analyti na RP-HPLC jsou veliciny log P a log D. Je-li log P ¢i log D
latky vyssi, 1ze predikovat téz jeji vyssi kapacitni faktor k pri separaci v RP-HPLC
rezimu.

Mobilni faze pouzivana v RP-HPLC ma polarni charakter a obsahuje vodnou
i organickou slozku. Organickad sloZka podporuje eluci latky a pouZiva se jako
modifikator povrchového napéti.

PouZita organicka rozpoustédla musi byt dokonale misitelna s vodou, jako napriklad
metanol, etanol, acetonitril (ACN), n-propanol ¢i tetrahydrofuran (THF). Také
mohou byt pridany dalsi modifikatory a aditiva na dpravu pH ¢i iontové sily.

vvvvvv

molekul, napriklad pri separaci sekundarnich metaboliti, jelikoz vétSina
sekundarnich metabolitl je vZdy do jisté miry hydrofobni povahy (glykosylované
flavonoidy a dalsi fenolové slouceniny) [22].

Jako reverzni fazi miliZeme také pouzit napriklad fazi PFP neboli
pentafluorfenylpropylovou fazi, ktera vykazuje vysokou selektivitu pro aromatické
latky. Na této fazi dochazi s vhodnou analyzovanou latkou k m-donorovym a m-
akceptorovym interakcim. Separace se podoba té na fazi C18, pouze je potreba
pouzit mobilni fazi se slabsi elu¢ni silou. Jeji vyhodou je, Ze miiZe byt pouzitai 100%
vodna MF, aniZ by doSlo ke zhrouceni SF a miiZe byt aplikovana i pro HILIC
separaci [2].

IEC (Iontové vyménna chromatografie, chromatografie na ménicich iontii)

Tato separacni metoda vyuzivad silnych elektrostatickych interakcich mezi
ionizovanymi funkénimi skupinami SF (ménice) a opacné nabitymi ionty
nachazejicimi se v okolnim prostredi roztoku. K separaci dochazi rozdilnou mirou
interakce latek se stacionarni fazi a je ovliviiovana poc¢tem a velikosti naboji danych

latek a funk¢nich skupin stacionarni faze. Mezi MF a SF probiha vyména iontd, ktera
je definovana rovnici iontové vymeény pro anionty (12) a kationty (13):

bA% + aBY & bAY + aBL~ (12)

bA%* + aBbt & bAY + aBE* (13)
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(S - stacionarni faze, M - Mobilni faze)

Separované latky maji rozdilnou afinitu k ménici, ktera je popsana rovnovaznou
konstantou rovnice iontové vymény, tzv. koeficientem selektivity K? (14):

[A%*]} + [BP*]¢

KZ =
A [Aa+]157 + [Bb+],‘f,,

(14)

U chromatografické separace systémem IEC je vétSinou aplikovana gradientova
eluce, kdy dochazi ke vzristani koncentrace ionti v mobilni fazi a nastava postupna
eluce latek podle jejich silici afinity ke stacionarni fazi.

Stacionarni faze mohou byt déleny na katexy a anexy, podle funk¢ni skupiny, ktera
je vymeénovana. U katexu dochazi k uvoliiovani a vyméné kationtli, u anexu jsou
uvoliiovany a vyménovany anionty.

IEC je vhodna pro separaci iontli a polarnich latek - separace iontli ve vodach,
separace aminokyselin, nukleovych kyselin, karboxylovych kyselin a peptidt [2].

HILIC (Hydrofilni interak¢ni chromatografie)

Hydrofilni interak¢ni chromatografie je metoda umoZznujici separaci polarnich latek
ataké iontovych slouCenin. VyuZivd kombinace klasickych hydrofilnich
stacionarnich fazi, které jsou pouzivané v NP-LC - napf. silikagel, aminové ¢i
nitrilové SF, s hydrofébnimi binarnimi mobilnimi fazemi podobnymi fazim v RP-LC.
Zjednodusené lze Fici, Ze HILIC je specifickou variantou NP-LC, ktera ma mnohem
komplikovanéjsi mechanismus separace.

HILIC ma mnoho vyhod oproti predchozim zminénym metodam. Je vhodna pro
analyty v komplexnich systémech, u kterych v pripadé pouziti RP-LC dochazi k eluci
v mrtvém retencnim Case.
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Dale prekonava problém s rozpustnosti polarnich vzorkd v mobilni fazi, s kterym se
Casto potykame u NP-LC, protoZe polarni analyty vykazuji dobrou rozpustnost ve
vodné mobilni fazi, ktera je v HILIC médu pouzivana.

AL -0”" 0 =
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Obr. 5 Schéma separa¢niho mechanismu v HILIC.
Prevzato z védeckého ¢lanku [46].

HILIC je tedy separacni metodou vyuzivanou pro neutralni vysoce hydrofilni latky
apro latky amfifilni, které jsou priliS polarni na to, aby mohl byt vyuzit
chromatograficky systém sreverzni stacionarni fazi a zaroven nesou pouze
nepatrny naboj, ktery neumoziiuje efektivni elektrostatickou retenci v pripadé
pouZiti iontové vyménné chromatografie. Hydrofilni interak¢ni chromatografie tedy
doplnuje tri hlavni metody kapalinové chromatografie - NP-LC, RP-LC a IC, a zvySuje
tak rozmezi moznosti chromatografické separace latek [23].

Systém HILIC miiZe byt pouZzit napriklad pro separaci sacharidd, peptidd, proteint,
nukleosidl, nukleotidli, aminokyselin, glykosidii, alkaloidi a polarnich léciv.
U glykosidi byla napriklad vyuzita v kombinaci s MS/MS pro kvantitativni analyzu
steviolovych glykosidii, pouZzivanych jako ptirodni sladidlo, u kterych reverzni faze
poskytovala pouze malou separacni kapacitu [24].

Mobilni faze HILIC chromatografie obsahuje malé mnoZstvi vodné slozky, nejméné
2,5 % [2] a vodou misitelné aprotické organické rozpoustédlo, jakym je napiiklad
acetonitril, tetrahydrofuran ¢i dioxan. Preferovan je zejména ACN, ktery svoji nizkou
viskozitou zajistuje vysokou ucinnost separace a nezpiisobuje vysoky zpétny tlak na
chromatografické koloné [25]. Jako organicka slozka miiZe byt pouzit i alkohol -
methanol, ethanol, propanol apod. V tomto pripadé vSak musi byt jejich koncentrace
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v MF vys$si, aby doSlo ke stejnému stupni retence jako pri pouZiti aprotického
rozpoustédla [23]. Plati obecné pravidlo, Ze srostouci polaritou a schopnosti
proton-donorovych interakci rozpoustédla, roste i jeho elucni sila [2].

Separace muZe probihat bud' isokratickou eluci svysokym podilem organické
slozky v mobilni fazi, nebo pomoci gradientové eluce.

U gradientové eluce obsahuje mobilni faze nejprve maly podil polarni vodné slozky
s vySSim procentem organického rozpoustédla a postupné dochazi ke zvySovani
poméru vodné faze, ¢imz dochazi k eluci polarniho analytu. Gradientova eluce
v HILIC chromatografii ma tedy opacny priibéh v porovnani s gradientovou eluci
u RP-LC.

Co se tyce stacionarni faze, miize byt pouzita jakakoliv faze s polarnim povrchem.
Jako SF se vyuziva napriklad klasicky silikagel, silikagel s navazanymi polarnimi
funkénimi skupinami, nebo polymerni stacionarni faze. V dneSni dobé existuje
mnoho druht stacionarnich fazi a mohou byt rozdéleny do dvou hlavnich skupin -
neutralni polarni SF a stacionarni faze s iontovym povrchem.

Silikagel miiZe mit navazané riizné skupiny, napt. aminopropylovou, amidovou, diol
atd. Stacionarni faze sdiolovymi skupinami patfi do skupiny neutralnich
stacionarnich fazi a vyznacuji se vysokou polaritou a tvorbou vodikovych vazeb.
Aminopropylové silikagely patii naopak k fazim vykazujicim silné elektrostatické
interakce a jsou v HILIC mé6du velmi ¢asto pouZivany.

Bazické latky jsou na silikagelové stacionarni fazi velmi silné zadrzovany kviili
vodikovym vazbam a elektrostatickym interakcim, zatimco kyselé slouceniny
vykazuji zvySenou afinitu k silikagelu modifikovaném aminoskupinou, kterd mize
vést aZ k nevratné adsorpci analytu na stacionarni fazi.

Dale existuji také zwitteriontové stacionarni faze, jako napriklad sulfoalkylbetain,
které nejspiSe funguji na elektrostatickych interakcich mezi analytem a SF [23].

Retence analytu je podobné jako u NP-LC sniZovana zvySenim polarity mobilni faze,
tzn. s rostoucim podilem vody. HILIC je v soucasnosti vyznamné chromatografické
téma jak pro teoretické studie, tak pro praktické vyuZiti v analytické chemii. Presny
mechanismus retence latek v HILIC neni dokonale objasnén, ale existuji zakladni
separacni modely vysvétlujici tento proces.

Jednou z moznosti je rozdélovani vzorku mezi stacionarni a mobilni fazi. SF, ktera je
hydrofilnéjsi, pouta z MF vodu a retence polarniho analytu se tak zvySuje ve
srovnani s retenci na ptivodni SF [25]. U tohoto mechanismu figuruje stacionarni
faze jako ,prenaSec” a ,stabilizator” vody. Polarni molekuly stacionarni faze na sebe
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adsorbuji vodu, a na jejim povrchu tak vznika vrstva vody, jejiZz koncentracni
gradient klesa smérem do primérné méné polarni MF [2].

Podle této teorie je separace ovliviiovana mirou polarity latky a stupném solvatace.
Cim vice je solut hydrofilni, tim vice je rovnovaha separace posunuta smérem
k nepohyblivé vodni vrstvé u stacionarni faze a dochazi k silnéjsimu zadrZovani
vzorku.

Pokud dojde ke vzriistu koncentrace organického rozpoustédla v MF, voda se vice
adsorbuje na povrch SF. ACN, ktery se béZné uziva v mobilnich fazich p¥i HILIC, totiz
nemiiZe tak dobfe reagovat se silanolovymi skupinami, které ziistaly na povrchu
silikagelu, ty tak ziistavaji nechranéné, a voda se na né miiZze navazat. Adsorbce vody
na stacionarni fazi tedy vzrista se zmensujicim se podilem vodné slozky v mobilni
fazi, priCemz nejvyssi je, pokud se obsah vodné slozky v binarni mobiln{ fazi ACN-
H20 pohybuje okolo 20 % (v/v) a méné [23].

Dal$i mechanismus, ktery se v HILIC uplatiiuje zejména pii separaci na SF
s iontovym povrchem, je mechanismus iontové vymeény, ktery ovliviiuje selektivitu
separace [25]. Na modifikovanych silikagelovych SF se nachazi urcity podil
silanolovych skupin, které se nedaji odstranit nebo blokovat kvili branéni
zpusobené sterickymi efekty. Tyto zbytkové silanolové skupiny maji kysely
charakter a jsou ¢astecné ionizované. Mimo tyto silanolové skupiny mohou byt
pritomny dalsi iontové skupiny, které jsou na SF zamérné navazany.

Silanolové skupiny maji vliv zejména na bazické slouceniny a biopolymery kviili
dip6lovym interakcim a tvorbé vodikovych vazeb [23].

Retence miize byt také ovlivnéna pridavkem pufri do MF, piicemz se zvysujici se
koncentraci soli retence latky obecné klesa. pH prostiedi ma na retenci analytu také
vliv, protoZe ovliviiuje protomerii jak solutu, tak silanolovych skupin. ZaleZi potom
na vlastnostech konkrétni analyzované latky - pokud pri daném pH dochazi k jeji
disociaci, zvySuje se retence na koloné v porovnani s neutralni formou analytu [25].

V HPLC existuje mnoho dalSich chromatografickych systémi - naptiklad SEC
(molekulova vylucovaci chromatografie), vyuZivajici separace latek podle jejich
velikosti na SF ve formé porovitého polymerniho gelu, iontové parova
chromatografie fungujici na principu tvorby iontovych asociatii mezi separovanym
analytem a iontem opacného naboje obsahujiciho velky podil nepolarni slozky,
micelarni chromatografie vyuzivajici tenzidl pro tvorbu micel, a dalsi [2].

Mezi latky, které maji specidlni vyuZziti v chromatografii, nalezi kosmotropy
a chaotropy. Otazka tucinku kosmotropnich a chaotropnich c¢inidel na separaci
vrezimu HILIC je ale zatim prakticky neprostudované téma, ackoli je jasné, Ze
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modifikace dynamické sité vodikovych vazeb vody miiZze mit podstatnou roli
v tomto mechanismu separace. Problematice uc¢inku kosmotropnich a chaotropnich
latek na separaci v HILIC se vénuje tato bakalaiska prace.

1.1.6 Hmotnostni spektrometr (MS) a spojeni s HPLC (LC-MS)

V praktické casti této bakalarské prace byla vyuZzita hmotnostni spektrometrie pro
identifikaci analyzovanych glykosidi. Proto zde budou velmi stru¢né shrnuty
zakladni informace o této technice.

Hmotnostni spektrometrie je technika umoznujici identifikaci molekul, zjisténi
sloZeni a jejich molekulovych hmotnosti. Existuje nékolik druhti hmotnostnich
spektrometri, ale vSechny se skladaji z téchto zakladnich c¢asti:

e ionizacni zdroj

¢ hmotnostni analyzator

e detektor

Vioniza¢nim zdroji je molekulam dodan elektricky naboj. lonizace mtize probihat
nékolika mechanismy a podle toho zdroje délime na:

e EI-ionizace narazem elektronu

e ESI - ionizace elektrosprejem

e MALDI - ionizace laserem za tucasti matrice

Hmotnostni analyzator rozdéluje ionty podle poméru jejich hmotnosti a ndboje
(m/z). Analyza muze probihat v nasledujicich typech zarizeni:

e magneticky selektor

e time-of flight metoda (TOF)

e kvadrupdl (Q)

e orbitrap

Rozdélené ionty jsou poté registrovany detektorem, ktery je vyhodnocuje jako piky
pri danych hodnotach poméru m/z. JelikoZ je naboj vétSinou roven 1, pomér m/z
konkrétniho piku odpovidd hmotnosti iontu (m). Detekce latek muze probihat
pomoci:

o fotonasobic

e elektronovy nasobic

e mikrokanalova deska

e orbitrap

Carovy graf hmotnostniho spektra zobrazuje zavislost poméru m/z na ¢etnosti iontti
o tomto poméru dopadajicich na detektor.
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Pri analyze v této bakalarské praci byl pouzit hybridni hmotnostni spektrometr Q
Exactive Plus s ioniza¢nim zdrojem HESI (heated electro-spray ionization), ktery
pracuje za atmosférického tlaku, v kombinaci shmotnostnim analyzatorem
a detektorem typu orbitrap. U metody ionizace HESI je vzorek, rozpustény
v polarnim rozpoustédle, preveden v kapildrni trubici na sprej a poté vystaven
vysokému napéti, které umoZni nasmeérovat ionty analytu do vstupni kapilary
hmotnostniho spektrometru. Protonaci analytd H* kationty u tohoto typu mékké
ionizace zajiStuje kysely modifikdtor mobilni faze, protoZe hmotnostni
spektrometrie se vétSinou kombinuje s LC systémem. Tékavé rozpoustédlo je
nasledné odpareno a vzniknou tak rtizné protonované molekuly analytu [M + Hn]"*.
Molekulové ionty jsou poté v pristroji elektricky fokusovany do svazku, kterému je
dodana energie elektrodou urychlovace. Kazdd molekula se za¢ne pohybovat
rychlosti, ktera zavisi na jeji hmotnosti, pricemz leh¢i molekuly se pohybuji rychleji.
Molekuly jsou pak u Q Exactivu Plus separovany podle hodnoty m/z v kvadrupélu
[26]. Vybrané ionty mohou byt fragmentovany nebo mohou byt vpusStény do
orbitrapu, ktery pracuje simultdnné jako analyzator i detektor. Kromé vySe
uvedeného pozitivniho modu hmotnostni spektrometrie je také mozné analyzovat
zaporné nabité ionty. Pristroj se jen musi vhodné nastavit a musi se zvolit vhodna
mobilni faze.

Iontovy zdroj ESI, popt. HESI, neni univerzalni a je vhodny pouze pro polarni latky.
Jeho vyhoda spociva v tom, Ze je schopny ionizovat i vysokomolekularni 1atky, napf.
bilkoviny [3]. Zaroven je k analytim Setrny a neptisobi dodanim tepelné a elektrické
energie jejich rozklad.

Hmotnostni spektrometry mohou byt v HPLC vyuzity jako detektory. Jedna se o tzv.
spojenou techniku, kterd mimo ddaji z chromatografického zadznamu poskytuje
i spektralni informace o dané latce. V pocatcich byly pro spojeni pouZivany slozité
prevodniky, protoZe piimé spojeni bylo limitovano vysokym pritokem MF
a velkymi rozdily mezi separaci za atmosférického tlaku a detekci na hmotnostnim
spektrometru vyZadujicim prostiredi vakua. Diky mékkym ioniza¢nim technikdm za
atmosférického tlaku, jakym je naptiklad HES], je jiz pfimé spojeni moZné.

Kombinace kapalinové chromatografie s MS je zvlasté vhodna pro komplexni vzorky
s velkym poctem komponent, jelikoZ hmotnostni spektrometr dokaze jednotlivé
fragmenty izolovat a urcit relativni molekulové hmotnosti.

U LC-MS je treba dat pozor na vybér MF, kterd se pfimo ucastni procesu ionizace.
Vhodnymi fazemi jsou tedy tékava rozpoustédla jako napriklad acetonitril nebo
methanol. Do MF mohou byt pridana i tékava aditiva (HCOOH, CH3COOH,
CH3COONH4+ a HCOONH4), ale pouze v nizkych koncentracich, aby nedochdazelo
k poklesu signalu tim, Ze by tyto latky v procesu ionizace ,souperily” o naboj [2].
U hmotnostni spektrometrie neni mozné uzivat v MF latky, které maji vysokou
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teplotu tani (napf. fosfatové pufry), nebot by neprosly pristrojem, zanesly by ho
a poskodily.

1.2 Kosmotropni a chaotropni efekty

Chaotropy oznacujeme molekuly, které ve vodném roztoku oslabuji hydrofobni
interakce soluttli a zaroven zvysuji iontové sily roztoku, ¢imz umocnuji rozpustnost
latky, napr. proteinu, ve vodnych roztocich. V anglicky psané literature se tento jev
oznacuje jako ,salting-in“ [27; 28].

Rané teorie vysvétlovaly ucinky chaotropu tak, Ze diky schopnosti tvorit silné
vodikové vazby s hlavnim retézcem (backbone) proteinu a nukleovych kyselin
naruSuje intramolekularni vodikové vazby téchto makromolekul, a tim i jejich
tercidrni strukturu. To byl v§ak chybny predpoklad zejména ze dvou diivod(i. Tim
prvnim je fakt, Ze vodikové vazby nejsou jedinymi silami podilejicimi se na stabilité
struktur biomakromolekul, na kterych se zpravidla ve vy$Sim méritku podileji slabsi
van der Waalsovy sily. Druhym faktorem vyvracujicim tuto teorii je fakt, Ze nékteré
struktury naruSené chaotropy, zejména fosfolipidové membrany, nemaji vodikové
vazby, které by prispivaly k udrZovani struktury. Vysvétlenim chaotropicity by tedy
mohla byt teorie uvazujici termodynamiku systému: rozpoustédlo (voda) -
makromolekula - chaotrop. Pfidanim chaotropu vzroste kvili zvySené transla¢ni
a rotacni volnosti molekul vody entropie systému. Schopnost chaotropu naruSovat
vodikové vazby molekul vody je tedy vyznamnéjsi nez naruSovani téchto vazeb
v solutu. NaruSenim struktury makromolekul a jejich rozbalenim jsou hydrofobni
skupiny ve vy$§im méritku vystaveny prostiedi vody, ktera okolo nich vytvari svymi
molekulami klathratové3 nebo klecové vodikové struktury, coz sniZi entropii
systému a stabilizuje dané usporadani. Chaotropni ¢inidlo naproti tomu narusi
vodikové vazby v obklopujicich strukturdch vody, zvysi entropii systému, a tak
odstrani termodynamickou bariéru, ktera brani rozbaleni proteinu. Ani tento
mechanismus vsak nevysvétluje vSechny jevy, s kterymi se u chaotropti setkdvame
[29].

Kosmotrop ve srovnani s chaotropem naopak zesiluje hydrofobni ucinek, sniZuje
rozpustnost hydrofobi, a proto pomaha stabilizovat latky, napt. proteiny. Tento jev
se nazyva ,salting-out”. Klasifikace kosmotropnich a chaotropnich ¢inidel je obtiZna,
protoZze nemusi vzdy pusobit stejnym zplisobem. Efekty se liSi pri rdznych
koncentracich, pri vysoké teploté a tlaku atd. [28].

3 klathraty jsou ,nekovalentni komplexy, v nichZ jsou molekuly jedné ldatky obklopeny molekulami jiné
ldtky tak, Ze nejsou v kontaktu s okolnim prostiedim* [43]
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Chaotropy a kosmotropy mohou mit povahu iontd nebo mohou byt neutralnimi
slouc¢eninami. O jejich vlastnostech bude pojednano v nasleduji podkapitole.

1.2.1Iontova chaotropni a kosmotropni ¢inidla

Franz Hofmeister (1850, Praha - 1922, Wiirzburg), ktery piisobil mimo jiné jako
profesor farmakologie na 1ékarské fakulté v Praze, se vénoval experimentalni praci
zkoumajici vliv anorganickych soli na sraZeni proteind. Spolu se svymi studenty
publikoval radu ¢lanki, ve kterych uvadéli, Ze tyto soli mohou byt podle svych
ucinkl na srazZeni proteinl kategorizovany a Ze rozdily mezi nimi jsou dany dle
jejich  schopnosti hydratace. Tato Kklasifikace iontovych chaotropnich
a kosmotropnich ¢inidel je zndma pod nazvem Hofmeisterova fada nebo také jako
Lyotropni fada [30].

anions cations
Hofmeister Series Hofmeister Series
citrate® ‘ C(NH )’
artate’ salting Nt (GHIN' |
, €0y~ HPOs kosmotropes M =
Lysmrpplc 50 HPOZ = g’ |
eres 5_:0 ;_1. Pg_i} caz, :
CO 1. }--:-i Mg"
204 HEUD tructure-makers 7 1
F" HCO; small strong Lit Series
: F § (s’ '
H;POg surface &' ' L
: effect on . . 8 (GHIN B
cr Cl i size charge  hydration Na Na® | =
Eiv water structure density Ks (-f)
cloy _H,C1C00 ensity e
Br o - NH' i
NU]‘ ND} L1 84 e , {EH]NH‘ ES'
| cor Cloy structure-breakers bty s | ca®
! WO BF; ; (CH3)N
= el S
v SN ' Rs
Y chaotrope
aog
SCN
é} (Br3COC
\ PF,

Obr. 6 Hofmeisterova a lyotropni fada pro kationty a anionty ve vodé. Pfevzato z internetu [31].

VySe uvedeny prehled (Obr. 6) pochazi z védeckého Clanku od Virginie Mazzini
a Vincenta S. J]. Craiga. U Hofmeisterovy rady naznacuje Sipka ,forward“ klesajici
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ucinnost pti srazeni proteinti z roztoku, u lyotropni fady pak odpovida rostoucimu
lyotropnimu c¢islu. Na ionty, u kterych nebylo tUplné jisté zarazeni, byl pouzit Sedy
font pisma. Sed4d vodorovna ¢ara znaéi relativni oblast predélu chaotropnich
a kosmotropnich Cinidel.

Vlivy iontovych ¢inidel miiZeme pozorovat naptiklad v jednoduchych vodnych
roztocich elektrolytli, u nichz v zavislosti na sloZeni a koncentraci pridané soli
dochdazi k vyznamnym zménam v jejich vlastnostech jako je viskozita, hustota, index
lomu, tepelnd kapacita, bodu varu a tuhnuti a osmoticky tlak. Soli také urcuji
strukturu a funkci struktur v biologickych systémech, kde se ucastni osmotické
regulace a hlavnich biologickych procesi.

Specifické iontové efekty Cinidel jsou dany kombinaci hydratace, elektrostatickych
a kvantovych mechanickych sil. Hydratace a hydratac¢ni sila mezi molekulami
zplsobuji asociace, které jsou nékde na pomezi kovalentnich vazeb a nevazebnych
stavli. Podle teorie hydratace, ionty pritahuji a uspoiadavaji okolni molekuly
rozpoustédla a vytvareji tak okolo sebe hydratacni obaly. V tomto procesu spolu
ionty a neelektrolytové molekuly, véetné molekul rozpusténého plynu, soutézi
o tytéZ molekuly rozpoustédla. Tim klesd hydratace arozpustnost molekuly
a dochazi k vysrazeni slouceniny z roztoku [32].

Velké ionty s hodnotou ndboje 1(nebo -1), o nizké hustoté, jakymi jsou naptiklad
SCN -, HSO«;, I, CI, NO3-, NH4*, K*, a (CH3)4N* (tetramethylammonium) interaguji
s vodou slabéji nez molekuly vody mezi s sebou, takze zasahuji jen relativné velmi
malo do vodikovych vazeb a chovaji se v roztoku jako chaotropy.

Malé ionty o velké hustoté nebo s vyssi hodnotou svého naboje silnéji interaguji
s molekulami vody a jsou schopny narusSit vodikové vazby vody. Jedna se tedy
kosmotropy. Patii mezi né napriklad SO4%-, HP042-, Mg2+, CaZ+, Li*, Na*, H*, OH- [28]

U¢inek zvy$ovani nebo sniZovani rozpustnosti (tzv. salting effect) je
charakterizovan Setschenowou rovnici (15):

log(s ¢/ s) = kcg (15)

(so a s jsou rozpustnosti neelektrolytu v Cisté vodeé (resp. v roztoku elektrolytu), cs
je koncentrace soli a k je iontova konstanta ,salting” efektu)

Kladna hodnota konstanty znaci vysolovani latky (salting-out) a zaporné hodnoty
znamenaji zvySeni rozpustnosti molekuly v roztoku (salting-in). ProtoZe odliSné
kationty a anionty maji rozdilné konstanty, jejich vzajemnymi kombinacemi dochazi
k rtiznym tendencim ve vysolovani. U¢inek adice soli na roztoky neelektrolytt je
velmi slozity kvili existenci nékolika druhti intermolekularnich interakci mezi ionty,

rozpoustédlem a rozpusténymi molekulami [32].
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1.2.2 Neiontova kosmotropni a chaotropni ¢inidla

Neiontové kosmotropy jsou dobre hydratovatelné molekuly, které maji malou
tendenci agregovat. Jsou bez naboje a stabilizuji strukturu makromolekul v roztoku
tim, Ze silné interaguji s molekulami vody za vzniku vodikovych vazeb. SniZuji difazi
vody okolo proteinti a rychlost vymény amidovych protond tvoricich zakladni
retézec. Tim dochazi k dehydrataci povrchu proteinu, coZ zplisobuje mensi pruznost
a nizsi enzymatickou aktivitu. Kosmotropy maji tendenci branit denaturacnimu
procesu tim, Ze redukuji objem vody, ktera by hydratovala odhaleny povrch
denaturovaného proteinu.

Déli se do dvou skupin:
e polyhydroxy slouceniny
e zwitterionty - jsou dobre rozpustné diky své rovnovaze mezi hydrofobicitou
a hydrofilitou, ale s okolni vodou interaguji pouze slabé, jsou vhodné jako
kryoprotektanty

Neutralnimi kosmotropem je napriklad glukosa a trehalosa.

Chaotropy narusuji vodikové vazby molekul vody, snizuji jejich usporadanost,
zvySuji povrchové napéti a podnécuji denaturaci proteina [28].

1.2.3 Pouziti kosmotropnich a chaotropnich ¢inidel v HILIC

Kosmotropni ¢inidla okolo sebe tvori silnou hydrata¢ni vrstvu a pfi jejich vysoké
koncentraci vroztoku mohou proteinu odeprit dostatené mnoZstvi vody
k vytvoreni hydratovaného obalu. Mize tak dojit k selektivnim a nekovalentnim
intermolekularnim interakcim v ramci proteinu, a tim k jeho reverzibilni precipitaci
neboli kprocesu oznacovaném v anglickém jazyce jako ,salting-out” neboli
vysolovani [33].

Chaotropni ¢inidla naopak rozrusuji struktury vazanych molekul vod, ¢imZ dochazi
k relativni expanzi proteinu do vody a soucasné k destabilizaci kompaktni struktury
proteinu. Nasledkem téchto interakci a pronikani chaotropu a vody do proteinu
dochazi k denataturaci, a posléze tézZ k nevratné precipitaci proteinu.

Octan amonny a mravenc¢an amonny se pouZzivaji jako iontova aditiva do mobilnich
fazi pro tpravu pH a iontové sily. V HILIC mohou prispivat k hydrataci solutu, ktera
vede ke zménam v jeho retenci [23]. ACkoli jsou mravencany a octany jen slabymi
kosmotropy, v HILIC mohou plisobit vyrazny efekt.

V posledni dobé byla ptGvodni Hofmeisterova koncepce doplnéna o fyzikalné

chemické vlastnosti iontfi, jakymi jsou chemicky potencial, Gibbsova volna energie

a hydratace za riznych podminek. Pro zkoumani vlivu chaotropnich
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a kosmotropnich ¢inidel v HILIC chromatografii je zvlasté dutlezity stupen hydratace
iontu pfi jeho prenosu z vody do nemisitelného organického rozpoustédla [33].

Andrew ]. Alpert ve své studii z roku 2018 [33], kde zkouma vliv soli na retenci
v hydrofilni iontové chromatografii, zminuje, Ze u analyz s pouzitim kosmotropnich
soli o koncentraci vy$si nez 20 mM, doslo k poklesu retence vzorku. To je v souladu
s efektem, ktery kosmotropy zptisobuji. Tim je jiZ zmifiovany ,salting-out” efekt, kdy
na sebe kosmotrop v roztoku vaze vodu, a zplisobuje tak, Ze ostatni piitomné latky
tvori autoagregaty, nebo v pripadé pritomnosti nevodné faze také podporuji
prechod latek do této faze.

U chaotropt, které funguji na principu naruSovani vodikovych vazeb autor uvadi, Ze
pii pouziti stejného chaotropniho cinidla triethylammoniumchloristanu doslo
v nékterych analyzach podle oc¢ekavani ke sniZovani retence s rostouci koncentraci
tohoto chaotropu, zatimco u jinych standardii retencni ¢as pti vysoké koncentraci
stoupal. To jen potvrzuje fakt, Ze mechanismus retence v HILIC je velmi komplexni
a neni ovliviiovan pouze vodikovymi vazbami.

Ve své praci dospél k zavéru, Ze dobie hydratované protiionty* podnécuji separaci
nabitych analytli do nepohyblivé hydratované vrstvy SF, zatimco malo hydratované
protiionty maji opacny efekt. Vliv na neutralni soluty byl maly. V nékterych
pripadech se retencni Casy pouze trochu zvysily s rostouci koncentraci jakékoliv soli
(kosmotropni i chaotropni).

1.2.4 Hydrotopy

Za pokracovani kosmotropni/chaotropni fady lze povaZovat tzv. hydrotopy, coz
jsou latky, které mohou zvysit rozpustnost hydrofobnich latek az o nékolik radi. Pri
koncentracich mensich nez 0,5 M maji maly uCinek, ale pti vyssich koncentracich
dochazi krychlému nariistu koncentrace rozpusténé hydrofobni latky v roztoku
vody. Prikladem hydrotopu muze byt napiiklad benzoat sodny, ¢i adenosintrifosfat
(ATP), ktery je vykazuje hydrotopni u€inek v milimolarnich koncentracich, zatimco
jako zdroj energie ptisobi v mikromolarnich koncentracich [34].

4V tomto piipadé je protiiontem neboli counter-iontem myslen ion opa¢ného znaménka naboje nez
ma ion analytu. Protiion vSak miiZe byt definovan také jako ion, ktery nese opa¢ny naboj, neZ ma
vnitini vrstva elektrické dvojvrstvy [45], coZ je: ,Nabity povrch tuhé ldtky, ktery je bud’ soucdsti tuhé
fdze, nebo jej tvori na povrchu adsorbovand vrstva o tloustce jednoho iontu.” [44]
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1.3 Glykosidy

Jednd se o nejrozsifenéjSi skupinu sekundarnich metaboliti rostlin (tzv.
alelochemikalie) [35], vyznacujici se nékolika zakladnimi znaky. Jsou sloZeny ze
dvou hlavnich ¢asti - ze sacharidu a z necukerné slozky, tzv. aglykonu neboli geninu,
ktery je tvoren organickou slouceninou a je navazan na karbonylovy atom uhliku
sacharidu. Jsou spojeny acetalovou neboli glykosidovou vazbou. Tyto dvé ¢asti se
pomérné snadno hydrolyticky Stépi v kyselém prostredi, ale v alkalickém prostredi
jsou az na jisté vyjimky stabilni. Dalsi jejich vlastnosti je fakt, Ze nejevi mutarotaci
a neprobihaji u nich reakce typické pro aldehydové a ketonové skupiny.

Glykosidy délime podle kyslikatého heterocyklu na furanosidy (péti¢lenny cyklus)
a pyranosidy (Sesticlenny heterocyklus). Také je muizeme podle konfigurace
anomerniho centra délit na o- a - glykosidy. Furanosidni glykosidy se oproti
pyranosidiim tvofi rychleji, ale jsou méné stabilni v kyselém prostiedi a rychleji
hydrolyzuji. Vyjimku tvoti glykosidy, jejichZ soucasti je 2 - deoxycukr, které se Stépi
velmi snadno, dokonce lépe neZ furanosidni glykosidy [36].

1.3.1 Kardiotonické glykosidy

Spoleénym znakem této skupiny glykosidi je jejich struktura sacharidové
i aglykonové slozky. Maji tetracyklicky steroidni aglykonovy zaklad s péti¢clennym
nebo Sesti¢lennym o/-nenasycenym laktonovym cyklem, ktery je navazan v poloze
C-17. Na rozdil od ostatnich prirozenych steroidnich slou¢enin maji kardiotonické
glykosidy na C a D kruhu steroidniho skeletu konfiguraci cis. Podle nenasyceného
laktonového kruhu se dale déli na skupiny odvozené od:

e (21, 23)-lakton 14-isonorcholesten-(20,22)-ol-(21)-23 kyseliny - tento
aglykon je podle nejdéle zndmého glykosidu oznacovan jako digitaloidni
aglykon

o (21, 24)-lakton 14-isocholestadien-(20, 21-22, 23)-ol-(21)-24 kyseliny -
seiloidni aglykon

U vétSiny srdec¢nich glykosidii je na 3. a 14. uhliku aglykonu navazana -orientovana
hydroxylovd skupina a methylovou skupinu (C19) mivaji oxidovanou na
alkoholovou nebo aldehydovou skupinu. Kruhy A a B mohou mit cis - i trans -
konfiguraci, ale castéji se vyskytuje konfigurace cis. Nékteré aglykony
kardioglykosidd obsahuji také ketoskupinu. Digitaloidni aglykony, které maji stejné
orientovany nenasyceny laktanovy kruh a -OH skupinu na 14. uhliku, snadno
podléhaji isomeraci alkoholovymi roztoky alkalickych hydroxidl, kdy vznikaji
isogeniny, které maji kyslikaty heterocyklus mezi 14. a 21. uhlikem. Tato izomerace
je nevratna a znamena ztratu fyziologické aktivity.
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V srde¢nich glykosidech jsou zpravidla D-monosacharidy vazany k aglykonu [3-
glykosidickou vazbou a L-monosacharidy a-glykosidickou vazbou. Sacharidova
slozka, ktera je vazana na 3-B-OH skupinu aglykonu, je tvofena oligosacharidem
nebo je slozena zjednoho az ¢ty monosacharidl, kterymi muze byt sacharid ze
skupiny [36]:

aldopentosy (D-lyxosa)

e aldohexosy (D-glukosa)

e 5- methylpentosy (L-fukosa, L-rhamnosa, D-chinovosa) a 3-methylether-5-
methylpentosy (D-thevetosa, D-digitalosa, a jiné)

e 2-deoxy-5-methylpentosy (D-digitoxosa, D-boivinosa) a 3-methylether-2-
deoxy-5-methylpentosy (D-cymarosa, D-diginosa, apod.)

e uronové kyseliny (kyselina D-digikurunova)

Také se déli podle poctu sacharidovych jednotek na primarni, které jsou pritomné
v zivych rostlinach a na sekundarni, které maji odstépenou koncovou sacharidovou
jednotku a vyskytuji se v usuSenych kvétinach [35].

Zirejmé vSechny kardioglykosidy se v rostlinach vyskytuji ve formé polyglykosidii.

Obsahuji je rizné CcCeledi rostlin - jesencovité (Celastraceae), brukvovité
(Brassicaceae) - napt. tryzel (Erysimum), liliovité (Liliaceae), morusovnikovité
(Moraceae), lipovité (Tiliaceae), jitrocelovité (Plantaginaceae) - naprstnik

(Digitalis) a dal$i. SuSenim rostlin obsahujicich kardioaktivni glykosidy dochazi
k zvySeni obsahu téchto latek [35; 36].

Jejich kvalitativni i kvantitativni fyziologické plsobeni se rlzni podle povahy
aglykonu a sacharidové slozky. Sacharidova cast ovliviiuje fyzikalné-chemické
vlastnosti latky a tim celkovy terapeuticky efekt - rychlost resorpce, dobu tcinku.
Necukerna ¢ast zajiStuje ucinek na srdce [35].

U digitaloidni skupiny je pro jejich u€innost nezbytna (3-konfigurace laktonového
kruhu asilnéjsi biologické ucinky vSeobecné vykazuji mono- a diglykosidy.
U sciloidni skupiny je a¢innéjsi samotny aglykon [36].

Jak uz nazev vypovida, tyto glykosidy vykazuji specifické ucinky na cinnost
srde¢niho svalu. V nizkych davkach zvysuji intenzitu staht srdce, ale ve vyssich
davkach zastavuji srdecni Cinnost v systole. Jejich mechanismus ucinku je takovy, Ze
inhibuji sodikovou pumpu (Na*/K*-ATPasu). Zabranuji pohybu drasliku z bunky
a sodiku do burky. Tim je ovliviiovan i pohyb vapniku prostfednictvim vyménného
transportu Na*/Ca*. Intoxikace srde¢nimi glykosidy se projevuje extrakardialnimi
a kardialnimi priznaky. K extrakardialnim patfi nevolnost, slinéni, zvraceni, zanét
zaludku, prijem, bolesti hlavy, inava, nespavost a kiece. Kardialni priznaky se
projevuji poruchami srde¢niho rytmu, komorovou extrasystolou aZz smrti
zplUsobenou ventrikularni (komorovou) fibrilaci [35].
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Digitoxin

Tento sekundarni metabolit patii do srdecnich digitaloidnich glykosidi. Jeho
aglykonem je digitoxigenin a glykosidicka ¢ast obsahuje 3 molekuly D-digitoxosy.
M4 bod tani pri 263 °C [36]. Jeho letdlni davka byla pti peroralnim podani u kocky
domaci LDso = 180 ug/kg a u morcete LDso = 60mg/kg [35].

Je produkovany rostlinou z celedi jitrocelovité, naprstnikem cervenym (Digitalis
purpurea L.). Tato dvouleta rostlina kvetouci od Cervna do srpna je rozSifena
v zapadni a stfedni Evropé ve vyssich nadmoftskych vyskach a casto se péstuje i jako
okrasna zahradni kvétina. Ma vroubkované tupé Spicaté listy a jeji kvéty jsou
uspoiradany vjednostranném hroznu na kratkych stopkdch se zvonkovitou,
purpurové cervenou Kkorunou. Jedna se oextrémné jedovatou rostlinu
s kardiotoxickymi ucinky, ktera se vyuzivala jako 1éCivo pfi onemocnéni srdce [35].
Jeji terapeutické vyuZiti popsal jako prvni anglicky lékar W. Withering roku 1785 ve
své knize An Account of the Foxglove and some of its Medical Uses: with Practical
Remarks on Dropsy, and other Diseases, ve které popisoval indikace a davkovani
naprstnikovych listi [37]. Dnes se ucinné latky ziskavaji izolaci z naprstniku
vlnatého. I presto, Ze i pouhé 2-3 susené listy mohou byt pro ¢lovéka letalni, nejsou
otravy touto rostlinou priliS casté, kvili jeji extrémné horké chuti. Intoxikace je
provazena srdecni arytmii, nevolnosti, zvracenim, které trva i nékolik dni, celkova
slabost a centralnimi pfiznaky jako jsou halucinace, poruchy vidéni a delirium [35].

Digitoxin
logP = 3,6
10gD7_4 =3,18

pK, =7,18-14,97

Obr. 7 Chemicky vzorec digitoxinu. Vytvoren

o

v pocitacovém programu ACD/ChemSketch.
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Digoxin je srde¢nim glykosidem tvorenym digoxigeninovym aglykonem a 3
molekulami D-digitoxosy. Bod tani ma pti 265 °C [36]. Jako jediny ze srdec¢nich
glykosidii se v dneSni dobé vyuziva pro klinickou 1é¢bu srdecnich chorob. Produkuje
ho rostlina naprstnik vlnaty (Digitalis Lanata), ktera roste v jihovychodni Evropé.
Dorista vysSky aZ 1 metru ajeho kvéty usporadané do hroznu s trubkovité
zvonkovitymi korunami maji bélavou barvu s hnédymi zilkami. M4 stejné priznaky
otravy jako Digitalis purpurea [35].

Digitoxin a digoxin byly také zkoumany jako potenciondlni 1é¢ivo cystické fibrozy,
coZ je recesivni genetické onemocnéni, vyznacujici se hlubokym zanétem plic,
u néhoz se predpokladj, Ze je zplisoben nadmérnou produkci zanétlivého proteinu
IL-8. Ukazalo se, Ze digoxin ma pri koncentracich okolo 0,9 nM schopnost potlacit
hypersekreci IL-8 o 50 %. Digoxin byl méné ucinny. Mechanismem puasobeni
digitoxinu je blokovani fosforylace inhibitoru NF-KB (IxBa), ktera je potiebna pro
aktivaci signalni drahy NF-kB a nasledné exprese IL-8 [38].

Vzhledem k témto vlastnostem digioxinu vyslovila Bette S. Pollard a spol ve svém
¢lanku [39] hypotézu o terapeutickém potencidlu digoxinu, jenZ by potlacoval
vysoce zanétlivou odpovéd’ imunitnich bunék pri onemocnéni chripkou, ale také pri
infekci koronaviry.

Digoxin
logP = 2,37

= OH
logD,, =192 HaC

pK, = 7,15-15,20

OH

Obr. 8 Chemicky vzorec digoxinu. Vytvofreno v pocitacovém programu ACD/ ChemSketch.
1.3.2 Fenylbenzopyronové glykosidy

Je to velmi pocetna skupina Zluté az oranzové zbarvenych sloucenin vyskytujici se
v zejména v kvétech a listech tridy dvoudéloZnych rostlin.
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Jejich aglykony jsou odvozené od y-benzopyronu a vznikaji substituci fenylovym
radikdlem ve druhé nebo tfeti poloze. Podle toho je délime na:

e flavonové (2-fenyl-y-benzopyronové) derivaty

e isoflavonové (3- fenyl-y-benzopyronové) derivaty

Pocetnéjsi je skupina s flavonovymi aglykony, od které jsou dale odvozené skupiny
flavonolovych, flavanonovych, chalkonovych a 2-benzalkumaranon-3-ovych
(auronovych) aglykoni.

Cukerna slozka je tvorena nejcastéji D-glukosou, popripadé D-galaktosou, L-
rhamnosou, L-arabinosou, kyselinou D-glukuronovou, nebo zcela vyjimecné
apiosou. Sacharid je navazan na aglykon prostrednictvim jeho -OH skupin, vétSinou
v poloze 4, 5 nebo 7, u flavonolti potom ve 3. poloze.

V organismu byl u nékterych flavonolovych a flavanonovych glykosidli prokazan
regulacni vliv na funkci cévnich kapilar. Nékteré isoflavony vykazuji estrogenni
ucinek [36].

Diosmin patii do skupiny flavonovych glykosidi. Je sloZeny z aglykonové jednotky
diosmetinu. Vyskytuje se vrostlinach: Diosma crenata, Scrophularia nodosa,
Hyssopus officinalis, Mentha crispa, M. pulegium L. a Dahlia variabilis [36].

Diosmin Q OH
HO \
0]
(=
o} CHy
logP =- 0,44
logD,,=-0,79

pK, = 7,31-15,03

Obr. 9 Chemicky vzorec diosminu. Vytvoreno v poc¢itactovém programu ACD/ ChemSketch.

Quercitrin (kvercitrin) ma flavonolovy aglykon quercetin (kvercetin). Vyskytuje se
v rostlinach Quercus tinctoria Mchx., Vitis vinifera, Solidago virgaurea L., S. gigantea
Ait, S. canadensis L., Forsythia suspenza, F. viridissima a dalsi [36].
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Quercitrin
logP =0,9
logD7.4 =-0,25

pK, =6,37-14,76

OH

Obr. 10 Chemicky vzorec quercitrinu. Vytvofeno v poc¢itacovém programu ACD/ ChemSketch.

Novobiocin (jinymi nazvy albamycin nebo kathomycin), je aminokumarinové
antibiotikum, které je produkovano aktinobakterii Streptomyces niveus. Je Gcinny
proti bakterii Staphylococcus epidermidis a lze jej tedy pouzit k odliSeni od
Staphylococcus saprophyticus, ktery je vii¢i novobiocinu rezistentni. Novobiocin je
také efektivnim antistafylokokovym cCinidlem, pouZivanym proti MRSA
(multirezistentni zlaty stafylokok). Byl licencovan v 60. letech 20. stoleti pro klinické
pouziti pod obchodnim nazvem Albamycin. Oralni forma 1é¢iva byla vSak jiZ staZena
z trhu, kvili nedostate¢né ucinnosti. Novobiocin stejné jako jina aminokumarinova
antibiotika piisobi jako kompetitivni inhibitor bakteridlniho enzymu DNA gyrazy,
konkrétné jeji podjednotky GyrB [40].

DNA gyraza se sklada ze 2 podjednotek A a 2 B podjednotek, které jsou kédované
pomoci geni gyrA a gyr B. Tento enzym Kkatalyzuje tvorbu Kklicek na
chromozomalnich vlaknech. Jeho inhibici dojde k blokaci replikace DNA
a transkripce DNA do RNA. Tim se bakterie prestane mnozit [41].

logP = 4,04
Novobiocin logD, ,=2,62

pK, =8,31-14,78

OH
OH
NH CH
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Obr. 11 Chemicky vzorec Novobiocinu. Vytvoteno v pocitacovém programu ACD/ ChemSketch.
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2 Cil a metodologie prace

Cilem této bakalaifské prace bylo porovnat dvé separacnich analytické metody
kapalinové chromatografie pro celkem 5 glykosidli a zjistit, jak néktera vybrana
kosmotropni a chaotropni €inidla ovliviiuji jejich separaci. Témito analyzovanymi
latkami byly novobiocin, quercitrin, diosmin, digoxin adigitoxin. Vzhledem
k polarité vybranych glykosidi zptsobené jejich cukernou slozkou bylo
predpokladem, Ze pro jejich analyzu bude vyhodna hydrofilni interakéni
chromatografie (HILIC). Pro srovnani byla jako druha metoda zvolena klasicka
forma HPLC pracujici v tzv. reverznim elu¢nim rezimu (RP-HPLC) za pouZiti kolony
C18, ve které ma stacionarni faze nepolarni charakter.

Jednotlivé dil¢i cile bakalarské prace lze vystihnout takto:

e provést odbornou literarni resersi dostupnych informaci o zkoumanych
glykosidech a jejich chromatografickych analyzach

e provést odbornou literarni reSersi dostupnych informaci
o chromatografickém systému HILIC a mechanismech pisobeni
chaotropnich a kosmotropnich ¢inidel

e analyzovat  zvolené glykosidy  na chromatografické koloné
v chromatografickém systému HILIC

e analyzovat zvolené glykosidy v chromatografickém systému RP-HPLC pri
pouziti analogickych podminek jako v HILIC

e vybrat kosmotropni a chaotropni c¢inidla a prozkoumat jejich vliv na
chromatografickou separaci zkoumanych latek
o posoudit jejich ovliviiovani chromatografické retence
o popsat jejich vliv na tvar pika

e navrhnout isokratické elu¢ni HPLC metody a analyzovat jejich vyhody

e navrhnout a analyzovat vhodné gradientové elu¢ni metody

e navrhnout a charakterizovat optimalni metodu pro analyzu zvolenych
glykosidi (tj. vhodnou mobilni fazi a elu¢ni program)

e porovnat systém HILIC a RP-HPLC a posoudit jejich vhodnost pro separaci
danych analytt

Vliv kosmotropnich a chaotropnich cinidel byl posuzovan scilem navrhnout
optimalni HPLC metodu pro separaci a stanoveni zvolenych glykosidd. Vedle
prakticky motivovaného zaméreni této bakalarské prace bylo ale také cilem provést
zakladni vyzkum chromatografického systému HILIC a jeho mechanismu separace,
ktery je vsoucasné dobé stdle zdrojem rlznych otazek a zlistava otevieny pro
inovativni védecké uchopeni. Principem vyzkumu této bakalarské prace bylo
predevsim systematické studium mobilnich fazi s ptidavkem rtiznych cinidel, které
vykazuji dle literatury kosmotropné-chaotropni efekty. JelikoZ se s aplikaci
kosmotropné-chaotropnich efektii v oblasti HILIC setkdvdme v souc¢asné odborné
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literature jen velmi vzacné, je cilem této bakalarské prace kriticky predstavit jak
klady, tak moZné zapory tohoto chromatografického systému a predloZit ¢tenari
rovnéz nameéty pro jeho dalsi vyzkum.
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3 Prakticka cast
3.1 Pouzité chemikalie

V této bakalarské praci byly pouzivany nasledujici latky, které byly zakoupeny od
firmy Sigam Aldrich: diosmin, digoxin, digitoxin, quercitrin, novobiocin, acetonitril,
methanol, kyselina mravenci, kyselina octova, chloristan sodny, octan amonny,
hexafluorofosfore¢nan amonny, 2-methylpropan-2-ol (terc-butanol),
hydrogenuhli¢itan amonny, trifluoroctan sodny. Rozpoustédla méla Cistotu stupné
LC-MS grade, ostatni latky mély cistotu stupné HPLC grade. Ultracista voda,
pouzivana na pripravu mobilnich fazi, byla ziskana pristrojem Barnstead
Smart2Pure 3 UV/UF (ThermoFisher Scientific) ASTM I (18,2 MQ.cm pfi 25 °C).
Glykosidy byly prechovavany v lednici pii 4 °C.

3.2 Pouzité pristroje, pomiicky a pocitacové programy

Chromatografické analyzy byly provedeny na analytickém systému Dionex UltiMate
3000 (ThermoFisher Scientific). Pristroj se skladal ztéchto Ccasti: binarni
vysokotlaké cerpadlo HPG-3400RS s vakuovym odplynovacem, kolonovy termostat
TCC-3000, automatického davkovace WTS-3000 s Sesticestnym ventilem
a nastiikovou smyckou o objemu 25 pl, UV-VIS detektoru s diodovym polem DAD-
3000 por sbér dat 100 Hz, 190-800 nm. Do vysokotlakého okruhu mobilni faze za
automaticky davkovac¢ vzorkli byl pro mechanickou ochranu chromatografické
kolony vloZen in-line filtr s kovovou fritou o porozité 2 um (Vici Jour).

Kovéreni sloZzeni a Cistoty vzorki glykosidli byl vyuzit vysokorozliSovaci
hmotnostni spektrometr (High Resolution Mass Spectrometr, HRMS) Q Exactive
Plus (ThermoFisher Scientific) s iontovym zdrojem HESI (Heated ElectroSpray
Ionization) a generatorem nosného plynu (Peak Scientific Genius 1022). Nosnym
i koliznim plynem byl dusik. HRMS bylo zapojené v systému LC-UV za DAD
detektorem (Obr. 12). HRMS bylo pred méreni kalibrovano pomoci roztoku Pierce®
LTQ Velos ESI (Thermofisher Scientific).
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Obr. 12 Sestava chromatografu s hmotnostnim spektrometrem pouZzitym pri analyze. Prevzato
z internetu [42].

K pripravé roztokl analytickych vzork a mobilnich byly pouzity tyto pomicky:
analytické vahy Sartorius CPA225D-0CE, pipety Eppendorf® Reference (0,5 - 10 pl,
10 - 100 pl, 100 - 1 000 pl), ulttrazvukova lazen Elma S 40, Spicky k pipetam
Eppendorf®, sklenéné mikrozkumavky neboli vialky (Fisher Scientific, ND9, V = 1,5
ml) s polypropylenovym vickem a silikon-PTFE septem, Spachtle, lihovy popisovac,
sklenéné odmérné valce, laboratorni trepacka LabDancer, sklenéna filtra¢ni
aparatura pro vakuovou filtraci mobilni fazi, nylonové filtry s péry 0,45 um.

Chromatografické analyzy byly provedeny na téchto chromatografickych kolonach:

1. Kinetex® 2,6 um HILIC 100 A, 150 x 3 mm, P/N: 00F-4461-Y0, S/N:
H19-163308, B/N: 5568-0422 (Phenomenex). Dale jen HILIC.

2. Luna® 3uym NH2 1004, 100 x 2 mm, P/N: 00D-4377-BO, S/N: H19-
1990090, B/N: 5377-0021 (Phenomenex). Dale jen Luna-NH2.

3. Kinetex® 2,6 um, C18 1004, 100 x 2,1 mm, P/N: 00D-4462-AN, S/N:
H16-218788, B/N: 5569-0213 (Phenomenex). Dale jen C18.

4. Kinetex® 2,6 um PFP 1004, 150 x 3 mm, P/N: 00F-4477-40,S/N: H18-
309486, B/N: 5576-0073 (Phenomenex). Dale jen PFP.

5. Kinetex® 2,6 um EVO C18 100 A, 150 x 3 mm, P/N: 00F-4725-Y0, S/N:
H18-316748, B/N: 5725-0032 (Phenomenex). Dale jen K-EVO-C18.
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Pro zpracovani dat, kresleni chemickych vzorci a provadéni vypocta byly vyuzity
tyto pocitaCové programy: Chromeleon 6.80 SR13, Xcalibur 3.0.63, MarwinSketch
15.12.7, ChemSketch 2017.2.1, Microsoft Excel 2016.

3.3 Priprava mobilnich fazi

Pro analyzy byly pouZivany Cisté mobilni faze, mobilni faze s pridanym chaotropnim
¢i kosmotropnim c¢inidlem, a mobilni faze s modifikatory pH, ptipravované do
zasobnich lahvi o objemu 250 nebo 500 ml.

Pti pripravé vodné faze se pouzivala ultracista voda typu ASTM I, ziskana piistrojem
Barnstead Smart2Pure 3 UV/UF. Organickou mobilni fazi tvoril acetonitril o ¢istoté
stupné LC-MS grade. Cisté zasobni ldhve i odmérny valec se vymyly danou
kapalinou, ata byla nasledné odmérena a prelita do zasobniku. Pro odplynéni
mobilnich fazi poslouzila ultrazvukova lazenn Elma S 40, do které byly vloZeny
zasobnilahve s MF na 10 minut. Poté byla sklenéna filtra¢ni aparatura pro vakuovou
filtraci mobilnich fazi omyta ethanolem, vysusena a pripevnéna do zasobnikt MF.

Pti pripravé MF s kosmotropnimi ¢i chaotropnimi ¢inidly byla pti analyzach pouZita
rizna koncentrace téchto ¢inidel, nejcastéji vsak o koncentraci 20 mM nebo 50 mM,
kterad byla odvaZovana na analytickych vahach firmy Sartorius CPA225D-0CE. Poté
byla navazena ¢inidla kvantitativné pirevedena do roztokti mobilnich fazi a pro jejich
rozpusténi a desonifikaci MF byly roztoky vloZeny do ultrazvukové lazné.

PouzZitym pH modifikatorem byla octova nebo mravenci kyselina. Pro jejich
odméreni byly pouzity pipety a Spicky firmy Eppendorf®. Prace s kyselinou octovou
probihala v digestofi.

Glykosidy byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich o ¢istoté stupné HPLC grade a byly
uchovavany vlednici pri 4°C. Pro analyzu byly pripraveny vzorky o rtznych
koncentracich. Nejcastéji se jednalo o koncentraci 1 mg/ml. Vzorky byly navazeny
na analytickych vahach od firmy Sartorius do popsanych sklenénych vialek
(mikrozkumavek). K nim byl pomoci automatické pipety pridan vytvoreny roztok
mobilnich fazi v poméru 1:1. Mikrozkumavky byly uzavieny polypropylenovym
vickem se silikon-PTFE septem a protfepany na laboratorni trepacce. Vzhledem
ke Spatnému rozpousténi nékterych glykosidli byly vzorky dany na par minut do
ultrazvukové 1azné pro jejich aplné rozpusténi. Takto pripravené vzorky byly
pouzity pro analyzu.
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3.4 Navrh analytickych metod

Vtéto praci bylo cilem vyzkouSet rGzné typy elucnich metod na dvou
chromatografickych systémech - reverznim a hydrofilnim interakénim, porovnat je
a posoudit vliv pridanych ¢inidel a modifikatord na uc¢innost separace. Pti realizaci
experimentalni ¢asti jsme tedy postupovali takto:

Analyzy byly rozdéleny na metody s kolonou C18 a na systémy vyuzivajici kolonu
s aplikovatelnym HILIC reZimem (kolona Luna-NH2, kolona Kinetex HILIC).

Nejprve byla ovérena Cistota a identita analyzovanych glykosidii pomoci LC-UV-MS
systému. Poté byla aplikovana gradientova a isokraticka elu¢ni metoda s pouZitim
Cistych mobilnich fazi v reZimu HILIC a v RP-LC.

Z téchto analyz byl vybran gradientovy elu¢ni program, ktery se jevil jako
nejpiihodnéjsi a byl vyuzit pro separaci glykosidi s pouzitim vybranych chaotropt
a kosmotroptli. Tato ¢inidla byla volena s ohledem na jejich rozpustnost, jelikoz
mnoho z nich bylo omezené rozpustnych v organické mobilni fazi, kterou tvoril
acetonitril.

Z aplikovanych metod byla vybrana cinidla, ktera poskytovala zajimavé vysledky
z hlediska zmény retencnich c¢asii a k nim byly priddvany modifikatory pH. Jednalo
se o kyselinu mravenc¢i (HCOOH, v textu pouzivana zkratka FA) a o kyselinu octovou
(CH3COOH, zkratka AA).

U vSech metod byly nasledné porovnavany vysledky a kvalita separace glykosidi
v HILIC a RP-LC modu.

3.5 Ovéreni Cistoty a identity vzorkii metod

Roztoky vzorki glykosidi v 50 % acetonitrilu ve vodé o koncentraci ¢ = 1 mg/ml
byly nejprve analyzovany pomoci LC-UV-MS systému, abychom ovérili jejich Cistotu
a identitu. Jako mobilni faze byla pouZzita smés cistého acetonitrilu a vody, ktera byla
kombinovana linearnim gradientem popsanym v Tab. 1 a zobrazenym na Obr. 13.
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g — Tab. 1. Gradientovy program.
g 80 Cas
= : MF(ACN)% | MF(H20)%
S 60 (min)
40 0 95 5
3 95 5
20 10 10 90
0 12 10 90
0 3 6 9 12 15
¢as [min] 12 95 5
Obr. 13 Gradientova krivka. 15 95 5

Pro analyzu byla pouzita kolona K-HILIC (vice informaci 1ze nalézt v kapitole Pouzité
pomticky). Hmotnostni spektrometr byl ponechan v defaultnim nastaveni, pricemz
zaznamenaval piitomnost kladné a zaporné nabitych iontli v rozsahu hodnot m/z =
100 - 1500. Data z UV-VIS byla pro tento pripad zaznamendavana pti vinové délce
254 nm. Tato vstupni analyza potvrdila, Ze studované glykosidy diosmin, quercitrin,
digoxin, digitoxin a novobiocin maji prepokladanou hodnotu m/z a vUV
chromatogramu prokazaly vice neZ 98 % nekalibrované ¢istoty pri vinové délce 254
nm.

3.6 Analyza vzorkii glykosidi na koloné typu HILIC

Predpokladem naseho vyzkumu bylo, Ze na separaci vybranych polarnich molekul
glykosidli bude vyhodné pouZit moderni HPLC metodiku zaloZenou na principu
hydrofilnich interakci (HILIC), ktera je nastupcem Kklasické chromatografie na
normalni fazi. V ramci reSerSe odborné literatury jsme objevili nékolik pripadd, kdy
byl pro chromatografickou separaci rostlinnych glykosida rezim HILIC, napt. [24].
Proto jsme nejprve provedli analyzu vSech vybranych glykosidi (tj. diosmin,
quercitrin, digoxin, digitoxin a novobiocin) pomoci gradientové elucni metody
s vyuzitim kolony Kinetex HILIC, 150x3 mm / 2,6 um, 100 A (dale jen HILIC)
a mobilni faze sloZené z Cistého acetonitrilu a vody bez modifikatori. Gradientovy
program byl stejny, jak je uvedeno v Tab. 1 a graficky zobrazeno na Obr. 1.
Analyticky systém byl nastaven takto: priitokovy objem = 0,4 ml/min, nastrikovy
objem = 0,1 pl, teplota v autosampleru = 10 °C, teplota na kolonového termostatu =
27 °C, vlnové délky u zaznamenavanych absorbanci: A= 210, 254, 275, 290 nm a UV
spektrum v rozsahu 200 - 350 nm (krom 2 nm).

Ze ziskanych chromatogramii byly v programu Chromeleon 6.8 a Microsoft Excel
vypocitany hodnoty priimérnych retencnich ¢asi, asymetrii pikil a Sitek v poloviné
vysek pikl. Hodnoty retencnich casti, asymetrii a sifek v poloviné vysek piki jsou
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uvedeny v Tab. 2. PfeloZené chromatogramy zaznamenané pfi vinové délce 254 nm,
od kterych byl odecten signal blankového vzorku, jsou uvedeny na Obr. 14.

Tab. 2. Chromatografické veli¢iny glykosidl stanovené pomoci kolony HILIC a gradientové eluce.

Latka R Wo,5 Aa Latka R Wo,5 Aa
[min]a [min]a [min]2 | [min]a
Quercitrin 1,84 0,10 1.54 Digoxin 1,73 0,08 1.01
+0,01 +0,01 +0.02 0,01 | £0,01 +0.00
Novobiocin 1,67 0,04 1.01 Digitoxin | 1,79 0,7 1.02
+ 0,00 +0,00 *0.00 0,01 | £0,01 +0.00
Diosmin n.a.b n.a. n.a.

a Hodnoty jsou uvedeny jako aritmetické priiméry 3 mérenti a jejich vybérova smérodatna odchylka.
b Hodnoty nebyly dostupné (n.a. - not available)

Quercitrin Novobiocin Digoxin Digitoxin
30
= 25
<EE A=254nm
- 20
<

15 II
10
. L\ A
0 - = - e o= N
0 2 4 6 8 10 12 14 16

t (min)

Obr. 14 PreloZené chromatogramy zobrazujici LC-UV analyzu na koloné HILIC s vyuzitim
gradientové eluce.

Kromé gradientové eluce bylo u kolony HILIC provedeno studium isokratické eluce,
kdy jsme vychazeli nejprve z mobilni faze sloZené z acetonitrilu (MFB) a vody (MFA)
vpoméru 1:1 (v/v) a poté jsme po 25 % procentech (v/v) zvySovali obsah
acetonitrilu aZ na 100 %. Nastaveni analytického systému zlistalo shodné, jako
v pripadé analyzy s gradientovou eluci. Chromatografické veli¢iny detekovanych
piki glykosidt jsou uvedeny v Tab. 3. JelikoZ se retencni ¢asy zkoumanych glykosid
pri studiu isokratické eluce priliS neménily, uvadime pouze preloZené
chromatogramy pro analyzu quercitrinu (Obr. 15.), novobiocinu, u néhoz dochazelo
k nejvyraznéjsim zménam chromatografickych vlastnosti (Obr. 16.).
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Tab. 3. Chromatografické veli¢iny glykosidli stanovené pomoci kolony HILIC a isokratické eluce.

Latka M i wos A
B (%) A (%) [min]a [min]a

Diosmin 50 50 n.ab n. a. n. a.

Quercitrin 50 50 1,68 + 0.06 0,07 £0.02 0,95 £ 0.00
Digoxin 50 50 1,57 £ 0.05 0,09 £0.02 0,96 £ 0.00
Digitoxin 50 50 1,50 + 0.05 0,03 +£0.01 0,94 £ 0.00
Novobiocin 50 50 1,43 £ 0.04 0,05 +0.01 0,93 £ 0.00
Diosmin 75 25 n. a. n. a. n. a.

Quercitrin 75 25 1,69 + 0.04 0,05 £ 0.02 1,82 +0.01
Digoxin 75 25 1,60 £+ 0.03 0,09 +0.02 1,01 £ 0.00
Digitoxin 75 25 1,52 +0.02 0,03 +£0.01 1,02 +0.00
Novobiocin 75 25 1,55 +0.03 0,05 +0.01 1,05+ 0.01
Diosmin 100 0 n. a. n. a. n. a.

Quercitrin 100 0 1,72 £ 0.03 0,05+ 0.04 1,20 £ 0.01
Digoxin 100 0 1,65+ 0.02 0,16+ 0.03 1,12+ 0.01
Digitoxin 100 0 1,62 +0.03 0,15+ 0.03 1,02 £ 0.00
Novobiocin 100 0 2,97 £ 0.02 0.56 £ 0.04 1.92 +0.02

a Hodnoty jsou uvedeny jako aritmetické priméry 3 méfeni a jejich vybérova smérodatna odchylka.

b Hodnoty nebyly dostupné (n.a. - not available)
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Obr. 15 PreloZené chromatogramy zobrazujici LC-UV analyzu quercitrinu na koloné HILIC
s vyuZitim isokratické eluce.
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Obr. 16 PreloZené chromatogramy zobrazujici LC-UV analyzu novobiocinu na koloné HILIC
s vyuzitim isokratické eluce.

Na koloné HILIC jsme provedli jeSté dalsi experimenty s mobilni fazi a ménili jsme
eluci v rozsahu koncentraci MFB 90-100 % (v/v), avSak analyzy neprinesly Zadné
pozitivni vysledky, pokud jde o uspokojivy reten¢ni ¢as a asymetrii piki.

3.7 Analyza vzorkii glykosidi na koloné typu Luna-NH2 HILIC

ProtoZe vybrané glykosidy jsou ve vétSiné pripadi slabymi donory vodikovy vazeb
i protoni, zvolili jsme pro dalsi experimenty kolonu Luna® NH2 100 x 2 mm/3 um,
100A (déle jen Luna-NH2), ktera by pravdépodobné mohla ptinést v elu¢nim rezimu
HILIC zlepSeni chromatografickych vlastnosti. Vyrobce doporucuje tuto kolonu pro
analyzu monosacharidi, komplexnich sacharidi, cukernych alkoholti a podobnych
latek.

V prvnim experimentu na této koloné jsme provedli gradientovou eluci s vyuZitim
Cisté vody (MFA) a acetonitrilu (MFB). Gradientovy program mél analogickou
povahu jako gradient uvedeny na Obr. 1, zac¢inal vSak na nizs$i koncentraci MFB.
PouZity gradient lze popsat strucné takto: 0 min - 90 % MFB, 3 min - 90 % MFB, 12
min - 0 % MFB, 15 min - 0 % MFB, 15 min - 90 % MFB, 19 min - 90 % MFB. Analyticky
systém byl nastaven stejnym zptlisobem, jako pti analyzach na koloné HILIC (tj.
pritokovy objem = 0,4 ml/min, nastrikovy objem = 0,1 pl, teplota v autosampleru =
10 °C, teplota na kolonového termostatu = 27 °C, vinové délky u zaznamenavanych
absorbanci: A= 210, 254, 275, 290 nm a UV spektrum v rozsahu 200-350 nm (krom
2 nm)), ale délka metody cinila 19 minut.

Pii analyzach jsme zjistili, Ze dochazi k nestabilni eluci, ackoli pfistroj byl mezi
analyzami dlikladné ekvilibrovan pritokem mobilni fazi o koncentraci odpovidajici
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pocatetnim podminkdm gradientového programu. Glykosidy, které se na koloné
nezadrzovaly a eluovaly pri mrtvém retencnim case, mély pochopitelné retenci
stabilni. Vysledky analyz glykosidli na koloné Luna-NH2 jsou uvedeny v Tab. 3.
Z divodu lepsi prezentace zmén retence jsme vtomto pripadé neprovadéli
statistické zpracovani dat.

Tab. 4. Chromatografické veli¢iny glykosidl stanovené pomoci LC-UV analyzy na koloné Luna-NH2
s vyuzitim gradientové eluce.

. R: Wo,5 . R¢ Wo,5
Lt [min] [min] 2 L2l [min] [min] a
Novobiocin 2,96 0,79 1,46 Quercitrin 3,01 0,65 1,00
5,32 0,96 1,07 3,33 0,73 0,96
17,40 1,43 1,29 3,67 0,79 0,90
Digoxin 0,93 0,05 0,98 Digitoxin 0,88 0,05 1,31
0,93 0,05 0,94 0,89 0,05 1,26
0,93 0,05 0,92 0,89 0,05 1,30
Diosmin 0,95 0,03 0,93
0,95 0,03 0,96
0,95 0,03 0,92

Chromatogramy glykosida ziskané gradientovou eluci na koloné Luna-NH2, které
neeluovaly v mrtvém retencnim case, jsou prezentovany na Obr. 17-19.
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Obr. 17 PreloZené chromatogramy zobrazujici opakovanou LC-UV analyzu quercitrinu na koloné
Luna-NH2 s vyuZitim gradientové eluce.
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Obr. 18 PreloZené chromatogramy zobrazujici opakovanou LC-UV analyzu novobiocinu na koloné
Luna-NH2 s vyuzitim gradientové eluce.
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Obr. 19 PreloZené chromatogramy zobrazujici opakovanou LC-UV analyzu digitoxinu na koloné
Luna-NH2 s vyuzitim gradientové eluce.

Vdalsi fazi vyzkumu jsme se zamérili na studium vlivu chaotropnich
a kosmotropnich ¢inidel. Jako kosmotropni ¢inidlo jsme zvolili chloristan sodny,
ktery jsme pridali do vody (MFA) a acetonitrilu (MFB) v mnozZstvi 50 mM. Pro
kombinovani slozek mobilnich fazi jsme zvolili nasledujici gradientovy program: 0
min - 50 % MFB, 3 min - 50 % MFB, 10 min - 0 % MFB, 12 min - 0 % MFB, 12 min -
50 % MFB, 15 min - 50 % MFB. Chromatografické charakteristiky glykosida ziskané
touto metodou jsou uvedené v Tab. 5.
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Tab. 5. Chromatografické veli¢iny glykosidii stanovené pomoci LC-UV analyzy na koloné Luna-NH2
s vyuzitim gradientové eluce mobilni fazi s pridavkem 50 mM NaClOa.

Latka [nﬁ‘n] [l"l"l‘i’ﬁ] A Latka [nl:i‘n] [I‘:’l‘i’ﬁ] A
Novobiocin 2,35 0,15 1,32 Quercitrin 5,94 0,32 4,84
2,36 0,16 1,31 6,12 0,33 4,50
2,40 0,16 1,33 6,31 0,32 5,15
Digoxin 1,00 0,13 0,88 Digitoxin 1,02 0,07 1,18
1,00 0,13 0,89 1,02 0,07 1,19
1,00 0,13 0,90 1,02 0,07 1,18
Diosmin n. a. n. a. n. a.
n. a. n. a. n. a.
n. a. n. a. n. a.

Chromatogramy ziskané eluci glykosidi na koloné Luna-NH2 pomoci mobilni faze
s pridavkem 50 mM chloristanu sodného jsou uvedeny na Obr. 20.

Novobiocin digoxin Quercitrin Digitoxin
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Obr. 20 PreloZené chromatogramy zobrazujici LC-UV analyzu glykosidli na koloné Luna-NH2
s vyuzitim gradientové eluce s mobilni fazi s pridavkem 50 mM NaClOs.

Pokud byla stejna analyza provedena pouze s 5 mM pridavkem chloristanu sodného
do mobilni faze a gradient mél vyssi pocatecni koncentraci MFB, doSlo prevazné ke
zvySeni retence. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 6 a demonstrovany na Obr. 21.
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Tab. 6. Chromatografické veli¢iny glykosidl stanovené pomoci LC-UV analyzy na koloné Luna-NH2
s vyuZzitim strmé;jsi gradientové eluce mobilni fazi s pridavkem 5 mM NaClOa.

Latka [n?i‘n] [l"l"l‘i’ﬁ] A Latka [n':i;l] [I‘:’l‘i’i] A
Novobiocin 9,53 0,13 0,94 Quercitrin 14,46 2,83 2,35
9,57 0,13 0,96 14,36 2,38 2,35
9,61 0,13 0,96 14,33 2,30 2,56
Digoxin 1,25 0,03 0,89 Digitoxin 0,99 0,05 0,99
1,25 0,03 0,88 0,99 0,04 0.89
1,25 0,03 0,88 0,99 0,06 0.90
Diosmin n. a. n. a. n. a.
n. a. n. a. n. a.
n. a. n. a. n. a.
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Obr. 21 PreloZené chromatogramy zobrazujici LC-UV analyzu glykosidli na koloné Luna-NH2
s vyuzitim gradientové eluce s mobilni fazi s pfidavkem 5 mM NaClOa.

Dalsi experiment byl proveden upravou mobilni faze pomoci pridavku 14 mM
hydrogenuhli¢itanu amonného. ProtoZe se hydrogenuhli¢itan amonny rozpoustél
jen v omezené mire v Cistém acetonitrilu, bylo nutné jako slozku mobilni faze MFB
zvolit 80 % (v/v) vodny roztok acetonitrilu. Pfi eluci bylo vyuZito nasledujiciho
linearniho elu¢niho programu: 0 min - 90 % MFB, 3 min - 90 % MFB, 12 min - 0 %
MFB, 15 min - 0 % MFB, 15 min - 90 % MFB, 19 min - 90 % MFB. Vysledky LC-UV
analyzy jsou uvedeny v Tab. 7 a graficky prezentovany na Obr. 22.
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Tab. 7. Chromatografické velic¢iny glykosidl stanovené pomoci LC-UV analyzy na koloné Luna-NH2
s vyuZzitim gradientové eluce mobilni fazi s pridavkem 14 mM NH4+HCOs.

2 R¢ Wo,5 2 R¢ Wo,5
Latka [min] | [min] A Latka [min] [min] A
Novobiocin 2,03 0,12 0,69 Quercitrin 8,56 0,271 1,69
2,00 0,12 0,70 8,56 0,268 1,69
2,06 0,13 0,68 8,56 0,266 1,68
Digoxin 0,96 0,01 0,98 Digitoxin 0,88 0,03 0,83
0,99 0,03 0,98 0,89 0,02 0,89
0,98 0,03 0,99 0,89 0,02 0,99
Diosmin 1,11 0,04 0,94
1,040 0,04 0,96
1,043 0,05 0,98
Diosmin Digitoxin Quercitrin Novobiocin
— 3000
o
=
£ 2500
< A=210nm
2000
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1000
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o | —
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t (min)

Obr. 22 PreloZené chromatogramy zobrazujici LC-UV analyzu glykosidli na koloné Luna-NH2
s vyuzitim gradientové eluce s mobilni fazi s pfidavkem 14 mM NH4HCO:s.

Dale byl proveden experiment, kdy byl do mobilni faze pridan trifluoroctan sodny
v mnozstvi 20 mM, a to jak do vody (MFA), tak do cistého acetonitrilu (MFB) ve
stejném mnozZstvi. Pro eluci na koloné Luna-NH2 byl pouzit nasledujici linearni
gradient: 0 min - 90 % MFB, 3 min - 90 % MFB, 12 min - 0 % MFB, 15 min - 0 % MFB,
15 min - 90 % MFB, 19 min - 90 % MFB. Chromatografické vlastnosti studovanych
glykosidili jsou uvedeny v Tab. 8 a zobrazeny na Obr. 23.
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Tab. 8. Chromatografické velic¢iny glykosidl stanovené pomoci LC-UV analyzy na koloné Luna-NH2
s vyuzitim gradientové eluce mobilni fazi s pridavkem 20 mM Na(CF3CO0O).

Latka [ni‘i‘n] [l"l"l‘i’ﬁ] A Latka [nﬁ;] [ﬁ‘-.".il A
Novobiocin 10,76 0,92 0,76 Quercitrin 4,75 0,04 1,49
10,76 0,95 0,68 4,75 0,04 1,48
10,73 0,89 0,67 4,72 0,03 1,48
Digoxin 1,02 0,03 1,21 Digitoxin 0,97 0,05 0,99
1,02 0,03 1,08 0,96 0,06 0,98
1,02 0,03 1,19 0,97 0,06 0,98
Diosmin 1,15 0,02 0,99
1,15 0,03 0,96
1,15 0,04 0,98
Novobiocin Digoxin Quercitrin Digitoxin Diosmin
4000
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Obr. 23 PreloZené chromatogramy zobrazujici LC-UV analyzu glykosidi na koloné Luna-NH2
s vyuzitim gradientové eluce s mobilni fazi s pridavkem 20 mM Na(CF3C0OO).

V sérii experimentti s chaotropnimi ¢inidly byl dale testovan vliv pridavku 20 mM
NH4PFes do obou sloZzek mobilni faze MFA a MFB. PouZit byl nasledujici gradientovy
program: 0 min - 90 % MFB, 3 min - 90 % MFB, 12 min - 0 % MFB, 15 min - 0 %
MFB, 15 min - 90 % MFB, 19 min - 90 % MFB. U této analyzy dochazelo v pripadé
novobiocinu k velmi markantnimu nartistu retence, diky které pik novobiocinu
vychazel z chromatografické kolony aZ po druhé analyze. Vysledky LC-UV analyz na
koloné Luna-NH2 s mobilni fazi s pridavkem 20 mM NH4PF¢ jsou uvedeny v Tab. 9.
Chromatogram ukazujici pik novobiocinu, ktery eluoval pfi druhém nastriku
vzorku, je uveden a na Obr. 24. Chromatogramy digoxinu, digitoxinu a quercitrinu
jsou uvedeny na Obr. 25.
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Tab. 9. Chromatografické velic¢iny glykosidl stanovené pomoci LC-UV analyzy na koloné Luna-NH2
s vyuzitim gradientové eluce mobilni fazi s ptidavkem 20 mM NH4PFe.

L R¢ Wo,5 , R¢ Wo,5
st [min] [min] & e [min] [min] L
Novobiocin n. a. n. a. n. a. Quercitrin 4,97 0,51 3,92
n. a. n. a. n. a. 4,58 0,46 3,20
n. a. n. a. n. a. 4,25 0,43 3,24
Digoxin 0,91 0,03 1,07 Digitoxin 0,83 0,05 1,08
0,91 0,03 1,02 0,388 0,05 1,05
0,91 0,03 1,03 0,388 0,05 1,09
Diosmin n. a. n. a. n. a.
n. a. n. a. n. a.
n. a. n. a. n. a.
Novobiocin
2500
— 2000 A=210nm
o
=
E 1500
<
1000
500
0 —
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Obr. 24 Chromatogram LC-UV analyzy novobiocinu na koloné Luna-NH2 s vyuzitim gradientové
eluce s mobilni fazi s ptfidavkem 20 mM NH4PFs. Pik eluoval aZ pfi druhém nastiiku vzorku.
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Obr. 25 Prelozené chromatogramy zobrazujici LC-UV analyzu glykosidi na koloné Luna-NH2
s vyuzitim gradientové eluce s mobilni fazi s pridavkem 20 mM NH4PFé.

V nasledujicim experimentu jsme kromé piidavku chaotropu v mnozstvi 20 mM
chloristanu sodného téZz zménili pH mobilni faze pridavkem 20 mM kyseliny
mravencdi. K eluci byl vyuZzit nasledujici gradientovy program: 0 min - 90 % MFB, 3
min - 90 % MFB, 12 min - 0 % MFB, 15 min - 0 % MFB, 15 min - 90 % MFB, 19 min
- 90 % MFB. Vysledky LC-UV analyz na koloné Luna-NH2 s mobilni fazi s pridavkem
20 mM NaClO4 a 20 mM HCOOH jsou uvedeny v Tab. 10 a vizualizovany na Obr. 26.

Tab. 10. Chromatografické veli¢iny glykosidl stanovené pomoci LC-UV analyzy na koloné Luna-NH2
s vyuzitim gradientové eluce mobilni fazi s pridavkem 20 mM NaClOs a 20 mM HCOOH.

. R p R
Latka [min] [mii] A Latka [min] [nw1(i)i] A
Novobiocin 1,03 0,04 1,21 Quercitrin 0,93 0,05 1,54
0,92 0,10 1,26 0,93 0,05 1,64
0,82 0,07 1,53 0,93 0,05 1,63
Digoxin 0,90 0,05 0,96 Digitoxin 0,85 0,06 1,55
0,90 0,05 0,95 0,85 0,06 1,57
0,90 0,05 0,94 0,85 0,06 1,55
Diosmin 0,92 0,05 0,99
0,93 0,03. 1,00
0,93 0,03 0,98
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Obr. 26 Prelozené chromatogramy zobrazujici LC-UV analyzu glykosidii na koloné Luna-NH2
s vyuzitim gradientové eluce s mobilni fazi s pridavkem 20 mM NaClO4 a 20 mM HCOOH.

Dalsi LC-UV analyza byla provedena s mobilni fazi, kterou jsme modifikovali
pridavkem 20 mM octanu amonného + 20 mM kyseliny octové. Pri eluci byl vyuZit
nasledujici linedrni gradient: 0 min - 90 % MFB, 3 min - 90 % MFB, 12 min - 0 %
MFB, 15 min - 0 % MFB, 15 min - 90 % MFB, 19 min - 90 % MFB. Vysledky LC-UV
analyz na koloné Luna-NH2 s mobilni fazi s pfidavkem 20 mM octanu amonného +
20 mM kyseliny octové jsou uvedeny v Tab. 11 a vizualizovany na Obr. 27.

Tab. 11. Chromatografické veli¢iny glykosidl stanovené pomoci LC-UV analyzy na koloné Luna-NH2
s vyuzitim gradientové eluce mobilni fazi s pridavkem 20 mM octanu amonného + 20 mM kyseliny
octové.

. R . R
Latka [min] [xvrvn(i)ii] A Latka [min] [nw1(i)i] A
Novobiocin 6,05 0,14 1,03 Quercitrin 5,67 0,28 0,92
6,05 0,14 1,05 5,67 0,28 0,93
6,06 0,14 1,04 5,68 0,27 0,92
Digoxin 1,09 0,06 1,36 Digitoxin 0,96 0,06 1,03
1,09 0,06 1,34 0,96 0,06 1,01
1,09 0,06 1,35 0,96 0,06 1,02
Diosmin 6,12 0,20 0,98
6,13 0,20 0,82
6,12 0,21 1,09
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Obr. 27 PreloZené chromatogramy zobrazujici LC-UV analyzu glykosidli na koloné Luna-NH2
s vyuZzitim gradientové eluce s mobilni faz{ s pridavkem 20 mM octanu amonného + 20 mM
kyseliny octové.

Posledni analyzou, kterou jsme provedli na koloné Luna-NH2, byla gradientova
eluce mobilni fazi s pridavkem 20 mM terc-butanolu do obou slozZek, tj. voda
i acetonitril. Pri eluci byl vyuzit nasledujici linearni gradientovy program: 0 min - 90
% MFB, 3 min - 90 % MFB, 12 min - 0 % MFB, 15 min - 0 % MFB, 15 min - 90 % MFB,
19 min - 90 % MFB. Vysledky LC-UV analyz na koloné Luna-NH2 s mobilni fazi
modifikovanou 20 mM terc-butanolu jsou uvedeny v Tab. 12 a graficky
demonstrovany na Obr. 28.

Tab. 12. Chromatografické veli¢iny glykosidl stanovené pomoci LC-UV analyzy na koloné Luna-
NH2 s vyuzitim gradientové eluce mobilni fazi s pridavkem 20 mM terc-butanolu.

Latka [n?itn : [m;] A Latka [n':itn : [X‘i’ﬁ] A
Novobiocin 1,04 0,04 n.a. Quercitrin 3,46 n.a. n.a.
1,03 0,03 n.a. 3,72 n.a. n.a.
1,03 0,03 n.a. 4,03 n.a. n.a.
Digoxin 1,00 0,05 1,55 Digitoxin 0,93 0,05 n.a.
1,00 0,05 1,52 n.a. n.a. n.a.
n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Diosmin n.a. n.a. n.a.
n.a. n.a. n.a.
n.a. n.a. n.a.
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Obr. 28 Prelozené chromatogramy zobrazujici LC-UV analyzu glykosidi na koloné Luna-NH2
s vyuZitim gradientové eluce s mobilni fazi s pridavkem 20 mM terc-butanolu.

3.8 Analyza vzorku glykosidii na koloné typu C18

ProtoZe cilem této prace bylo také porovnat metodu HILIC s chromatografii na
reverzni fazi, aplikovali jsme korespondujici metody na kolonu C18 Kinetex® 2,6
pm, C18 1004, 100 x 2,1 mm, (dale jen C18).

Jako prvni byly vyuzity mobilni faze cistého ACN a H20 bez pridanych modifikatoru.
Vzorky glykosidi o koncentraci ¢ =1mg/ml: diosmin, quercitrin, novobiocin
digitoxin a digoxin rozpusténé v roztoku mobilnich fazi ACN+ H20 (1:1), byly
analyzovany pouZitim gradientové reverzni elu¢ni metody, ve které se slozeni MF
ménilo nasledovné:

MFg (ACN) + MFa (H20)

0 min - 10 % MFB, 3 min - 10 % MFg, 12 min - 100 % MFs, 15 min - 100 % MF5, 15
min - 10 % MFg, 19 min - 10 % MFs.

Metoda méla délku 19 min, priitokovy objem byl nastaven na 0,3 ml/min, nastrikovy
objem na 5 pl, teplota vautosampleru = 10 °C a teplota na koloné: 27 °C.
U absorbanci byly zaznamenavany na téchto vinovych délkach: A= 210, 254, 275,
290 nm a 3D UV spektrum v rozsahu 200 - 350 nm (se $itrkou svazku 2 nm). Vysledné
chromatogramy z programu Chromeleon 6.8, byly zpracovany v Microsoft Excel do
tabulky s hodnotami retencnich cast, Sifek v poloviné vysky piku a asymetrii (viz
Tab. 13 a Obr. 29). PriloZené chromatogramy jsou zaznamenany pri vinové délce A
=254 nm.
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Obr. 29 PreloZené chromatogramy zobrazujici LC-UV analyzu glykosidi na koloné C18 s vyuzitim
gradientové eluce s mobilni fazi ACN+H,O0.

Tab. 13. Chromatografické veli¢iny stanovené pomoci kolony C18 gradientovou eluci.

P R W p R W
Rt (min] | [min] | A Latka | pin | ming | A
Novobiocin 9,85 0,23 0,54 Quercitrin 6,46 0,09 0,76
9,85 0,22 0,54 6,46 0,08 0,76
9,85 0,22 0,54 6,46 0,09 0,76
Digoxin 7,28 0,04 1,05 Digitoxin 8,70 0,04 1,02
7,28 0,04 1,06 8,70 0,04 1,10
7,28 0,04 1,10 8,70 0,04 1,06
Diosmin 6,42 0,04 2,12
6,42 0,04 1,71
6,42 0,04 1,86

Byla taktéZ provedena isokraticka metoda na koloné Kinetex® EVO C18 2,6 um 100
A, 150 x 3 mm, v rozsahu koncentraci MFB 50-100 % (v/V), ale analyza neposkytla
kvalitni vysledky. Dochazelo k frontovani pikii, zejména u quercitrinu a latky se
vymyvaly v nizkém retencnim Case.

V dalsi fazi vyzkumu byl zkouman vliv chaotropnich a kosmotropnich ¢inidel na
koloné C18. Prvnim byl analogicky s analyzou na koloné typu HILIC vybrano
kosmotropni ¢inidlo chloristan sodny, pridany do obou mobilnich fazi MFa H20
a MFs ACN, o koncentraci 50 mM. Byl zvolen gradientovy program s reverznim
eluénim rezimem: 0 min - 10 % MFB, 3 min - 10 % MFB, 12 min - 100 % MFB, 15
min - 100 % MFB, 15 min - 10 % MFB, 19 min - 10 % MFB. Priitokovy objem cinil 0,3
ml/min, nastrikovy objem byl nastaven na 5 pl, teplota v autosampleru na 10 °C
a teplota na koloné na 27 °C.
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U novobiocinu doslo ke sniZeni retenc¢nich ¢asti, zatimco u ostatnich glykosidt byl
retencni Cas s pridavkem NaClO4 vyssi. Vysledky méreni jsou uvedeny v Tab. 14
a chromatogramy uvedené na Obr. 30, byly detekovany pfi vinové délce A= 210 nm.

Tab. 14. Chromatografické veli¢iny glykosidl stanovené pomoci kolony C18 s vyuzitim
gradientové eluce mobilnich fazi s pfidavkem 50 mM NaClOa.

, R¢ Wo,5 . R¢ Wo,5
Ll [min] [min] - il [min] [min] b
Novobiocin 8,28 0,06 0,71 Quercitrin 7,76 0,20 0,63
8,31 0,08 0,86 7,78 0,23 0,66
8,35 0,10 0,69 7,79 0,21 0,74
Digoxin 8,85 0,03 0,40 Digitoxin 10,34 0,03 0,04
8,85 0,03 0,34 10,34 0,03 0,30
8,85 0,03 0,16 10,34 0,03 0,26
Diosmin 7,95 0,05 1,01
7,96 0,04 041
7,96 0,04 0,44
Novobiocin Quercitrin Digoxin Digitoxin Diosmin
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Obr. 30 PreloZené chromatogramy zobrazujici LC-UV analyzu glykosidli na koloné
C18 s vyuzitim gradientové eluce a mobilni fazi s pridavkem 50 mM NaClO4.

Dal$im zvolenym modifikdtorem bylo kosmotropni ¢inidlo octan amonny (OA),
ktery byl v koncentraci 20 mM pridan pouze do vodné mobilni faze, vzhledem ke své
Spatné rozpustnosti v ACN. Byla zvolena 15minutova reverzni elu¢ni metoda
s gradientovym programem: 0 min - 3 % MFB, 3 min - 3 % MFB, 10 min - 100 %
MFB, 12 min - 100 % MFB, 12 min - 3 % MFB, 15 min - 3 % MFB. Pritokovy objem
byl nastaven na 0,3 ml/min a nastrikovy objem na 1 pl. Oproti separaci s ¢istymi MF
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doSlo ke sniZeni reten¢nich Cast. Vysledky této analyzy jsou uvedeny v Tab. 15
a znazornény priloZenymi chromatogramy na Obr. 31.

Tab. 15. Chromatografické veli¢iny glykosidd stanovené pomoci kolony C18 s vyuzitim
gradientové eluce mobilnich fazi s pridavkem 20 mM OA.

L R¢ Wo,5 . R¢ Wo,5
el [min] [min] 2 L [min] [min] L
Novobiocin 7,17 0,05 0,92 Quercitrin 6,60 0,04 1,12
7,17 0,05 0,89 6,61 0,04 1,14
7,17 0,05 0,93 6,61 0,04 1,16
Digoxin 7,20 0,04 1,16 Digitoxin 8,27 0,04 1,15
7,22 0,04 1,11 8,28 0,04 1,08
7,22 0,04 1,19 8,27 0,04 1,14
Diosmin 6,59 0,04 1,93
6,59 0,04 1,99
6,58 0,04 1,89
Novobiocin Digoxin Quercitrin Digitoxin Diosmin
3000
=)
T 2500
< A=254nm
2000
1500
1000
'
500
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16
-500

t (min)

Obr. 31 PreloZené chromatogramy zobrazujici LC-UV analyzu glykosidli na koloné C18 pomoci
gradientové eluce s mobilni fazi s pridavkem 20 mM OA.

V nasledujicich metodach byly vzorky analyzovany pomoci stejné gradientové
elucni metody, jen byly ménény mobilni faze a kosmotropni ¢inidla. Byly pouZity
vzorky rozpusténé v roztoku methanolu a vody v poméru (1:1) o koncentraci c =1
mg/ml: novobiocin, digoxin, quercitrin, digitoxin, diosmin. Metoda trvala 19 min,
pritokovy objem cinil 0,3 ml/min, nastfikovy objem: 5 pl, teplota v autosampleru
byla nastavena na 10 °C a teplota na koloné na 27 °C. Bylo vyuZito nasledujiciho
linearniho elu¢niho programu: 0 min - 10 % MFB, 3 min - 10 % MFB, 12 min - 100
% MFB, 15 min - 100 % MFB, 15 min - 10 % MFB, 19 min - 10 % MFB.
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Do MF H20 a ACN byl ptriddan 14 mM NH4HCOs. Byla zvolena niZ§i koncentrace
z diivodu Spatného rozpousténi latky v ACN pri koncentraci vyssi. Vysledky jsou
znazornény v Tab. 16 a graficky prezentovany na Obr. 32.

Tab. 16. Chromatografické veli¢iny glykosidl stanovené pomoci kolony C18 s vyuZzitim
gradientové eluce mobilnich fazi s pridavkem 14 mM NH4HCO:s.

, R¢ Wo,5 . R¢ Wo,5
Latka o [min] A Latka oo oo A
Novobiocin 8,82 0,09 0,47 Quercitrin 7,08 0,10 0,56
8,83 0,08 0,24 7,05 0,11 0,71
8,81 0,09 0,44 7,05 0,09 0,71
Digoxin 0,93 0,03 1,40 Digitoxin 11,37 0,03 0,93
0,93 0,03 1,53 11,37 0,03 0,97
0,93 0,03 1,36 11,37 0,03 0,93
Diosmin 8,51 0,05 0,62
8,17 0,05 0,63
8,51 0,06 0,67
Novobiocin Digoxin Quercitrin Digitoxin Diosmin
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Obr. 32 PreloZené chromatogramy chromatogramy zobrazujici LC-UV analyzu glykosidii na koloné

C18 pomoci gradientové eluce s mobilni fazi s pfidavkem 14 mM NH4HCOs.

Dal$im pouZitym kosmotropem byl NaCOOCFs3, piidany do MFA i MFB v koncentraci
20 mM. Vysledky v Tab. 17 ukazuji vyrazné zvysSeni retencnich casii, zejména
u novobiocinu a digitoxinu. Grafické znazornéni vysledki analyzy poskytuje Obr. 33.
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Tab. 17. Chromatografické velic¢iny glykosidii stanovené pomoci kolony C18 s vyuzitim
gradientové eluce mobilnich fazi s pridavkem 20 mM NaCOOCFs.

Latka [n?i‘n] N - Latka [nﬁ;] s | A
Novobiocin 11,64 0,23 0,68 Quercitrin 8,04 0,07 1,68
11,64 0,22 0,59 8,02 0,08 1,68
11,65 0,22 0,34 8,03 0,08 1,33
Digoxin 8,90 0,05 1,40 Digitoxin 10,35 0,04 0,90
8,90 0,05 1,28 10,34 0,04 1,18
8,90 0,06 1,40 10,34 0,04 1,14
Diosmin 8,00 0,05 0,62
8,00 0,05 0,63
8,00 0,06 0,67
Novobiocin Digoxin Quercitrin Digitoxin Diosmin
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Obr. 33 PreloZené chromatogramy chromatogramy zobrazujici LC-UV analyzu glykosidt na koloné
C18 pomoci gradientové eluce s mobilni fazi s pridavkem 20 mM NaCOOCFs.

Ke zkoumanym Kkosmotroptim také patiil hexafluoroctan amonny NH4PFs
v mnoZstvi 20 mM ve vodné (MFA - H20) i organické fazi (MFB - ACN). Toto Cinidlo
zpusobilo zvyseni retencnich ¢asti a metoda poskytla krasné uzké piky (viz. Tab. 18
a Obr. 34).
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Tab. 18. Chromatografické velic¢iny glykosidl stanovené pomoci kolony C18 s vyuzitim
gradientové eluce mobilnich fazi s pridavkem 20 mM NH4PFe.

2 R¢ Wo,5 2 R¢ Wo,5
Ll [min] [min] & i [min] [min] b
Novobiocin 11,60 0,05 0,65 Quercitrin 7,82 0,07 1,23
11,60 0,05 0,65 7,83 0,06 1,23
11,59 0,05 0,66 7,83 0,07 1,22
Digoxin 8,87 0,03 1,04 Digitoxin 10,22 0,03 0,98
8,88 0,03 0,98 10,22 0,03 0,96
8,87 0,03 0,96 10,22 0,03 1,05
Diosmin 7,86 0,04 n. a.
7,86 0,04 n. a.
7,86 0,04 n. a.
s N OVObi OCIN Digoxin Quercitrin Digitoxin Diosmin
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Obr. 34 PreloZené chromatogramy chromatogramy zobrazujici LC-UV analyzu glykosidt na koloné
C18 pomoci gradientové eluce s mobilni fazi s pridavkem 20 mM NH4PFe.
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V nasledujici analyze bylo kromé piidaného ¢inidla upraveno pH MF piidanim 20
mM Kkyseliny mravenci (FA). Byla pouZit stejny gradientovy program jako
u piredchozi analyzy. Pouzitym cinidlem byl chaotropni chloristan sodny NaClOa4.
U novobiocinu doSlo oproti analyze s pridanym 50 mM NaClO4 ke zvySeni retence,
ale ostatni latky reagovaly na zménu pH sniZenim svého reten¢niho ¢asu (viz. Tab.
19 a Obr. 35).

Tab. 19. Chromatografické velic¢iny glykosidl stanovené pomoci kolony C18 s vyuzitim
gradientové eluce mobilnich fazi s pridavkem 20 mM NaClOs. a 20 mM FA

2 R¢ Wo,5 z R¢ Wo,5
stk [min] [min] A e [min] [min] A
Novobiocin 10,12 0,05 0,93 Quercitrin 6,45 0,09 0,78
10,12 0,05 0,93 6,45 0,09 0,76
10,12 0,05 0,92 6,45 0,09 0,77
Digoxin 7,28 0,04 1,06 Digitoxin 8,71 0,04 1,08
7,28 0,04 1,03 8,71 0,04 1,06
7,28 0,04 1,06 8,71 0,04 1,06
Diosmin 6,42 0,04 1,29
6,42 0,04 1,07
6,42 0,04 1,49
MNovobiocin Digoxin Quercitrin Digitoxin Diosmin
5000
o) 4000
L
E
< 3000
2000
1000 1 '
0
0 5 10 15 20
-1000

t (min)

Obr. 35 PreloZené chromatogramy chromatogramy zobrazujici LC-UV analyzu glykosidi na koloné
C18 pomoci gradientové eluce s mobilni fazi s pfidavkem 20 mM NaClO4 a 20 mM FA.
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V nasledujici analyze jsme pouze modifikovali pH MF, pridanim 20 mM FA do MFA
(H20) i MFB (ACN). Retencni casy byly témér identické jako u predchozi metody
s pouzitim chaotropniho ¢inidla chloristanu sodného a kyseliny mravenci. Vysledky
jsou zobrazeny v Tab. 20 a graficky znazornéné na Obr. 36.

Tab. 20. Chromatografické velic¢iny glykosidl stanovené pomoci kolony C18 s vyuZzitim
gradientové eluce mobilnich fazi s pridavkem 20 mM FA.

z R¢ Wo,5 P R¢ Wo,5
Latka e [min] A Latka [min] o A
Novobiocin 10,09 0,06 0,96 Quercitrin 6,46 0,08 0,77
10,09 0,05 0,92 6,45 0,09 0,78
10,09 0,05 0,94 6,46 0,08 0,77
Digoxin 7,28 0,04 1,07 Digitoxin 8,71 0,04 1,03
7,28 0,04 1,06 8,71 0,04 1,02
7,28 0,04 1,08 8,71 0,04 1,03
Diosmin 6,42 0,05 1,83
6,42 0,05 1,14
6,42 0,05 0,91
Novobiocin Digoxin Quercitrin Digitoxin Diosmin
6000
5000
2 A =254 nm
é 4000
<L
3000
2000
1000 |
JL
0
0 10 15 20
-1000

t (min)

Obr. 36 Prelozené chromatogramy chromatogramy zobrazujici LC-UV analyzu glykosidii na koloné

C18 pomoci gradientové eluce s mobilni fazi s pridavkem 20 mM FA.
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4 Diskuze

Cilem této bakalarské prace bylo bliZze prostudovat chromatografické vlastnosti
srdecnich glykosidii digoxinu a digitoxinu, fenylbenzopyronovych glykosidi
quercitrinu a diosminu a novobiocinu, glykosidu produkovaného aktinobakterif
Streptomyces niveus. Pracovni hypotézou bylo, Ze glykosidy jakoZto polarni latky
s vyss$i poctem hydroxylovych skupin bude vyhodné separovat v HILIC modu.
DalSim zaméfenim této prace byla analyza vlivu kosmotropnich a chaotropnich
Cinidel na chromatografickou separaci a parametry chromatografickych pikd,
jelikoZ jejich pouziti pro HPLC stale neni plné prostudovano. Zvlastni pozornost
v tomto ohledu vyZaduji kosmotropni a chaotropni efekty pii modulaci mechanismu
HILIC, o kterych je v soudobé odborné literatuie publikovano ve srovnani s jinymi
chromatografickymi studiemi velmi malo informaci.

Pied zapocetim LC-UV analyz byla nejprve ovérena identita a Cistota glykosidl
vybranych pro tuto bakalarskou praci. Toto ovéreni bylo provedeno pomoci
hybridniho hmotnostniho spektrometru Q Exactive Plus, slozeného z ioniza¢niho
zdroje HESI a hmotnostniho analyzatoru s detektorem typu orbitrap. Hmotnostné
spektrometricka analyza potvrdila identitu i ¢istotu vzorku glykosidt. Pii LC-UV-MS
analyze byla pouzita kolona HILIC a gradientové eluce kombinaci Ccistého
acetonitrilu a vody.

Nasledovaly samotné chromatografické LC-UV analyzy, v kterych byly primarné
testovany nasledujici 3 chromatografické kolony: HILIC, Luna-NH2 a C18 (detailni
popis kolon je uveden vkapitole Pouzité pristroje, pomicky a pocitacové
programy). Separace pomoci HILIC byla porovnavana s vysledky LC-UV analyz na
koloné Luna-NH2 a reverznim chromatografickém systému na oktadecylové
stacionarni fazi C18. Pro srovnavaci ucely bylo provedeno téZ nékolik LC-UV analyz
vybranych glykosidii na kolonadch PFP a EVO-C18. O analyzach na téchto dvou
kolonach bude jen stru¢nd zminka, nebot nakonec nepfrinesly Zadné piinosné
informace. Dale byl zkouman vliv vybranych kosmotropnich a chaotropnich ¢inidel
na kvalitu separace a jejich ovliviiovani retenc¢nich casti glykosidu.

Glykosidy byly nejprve analyzovany gradientovymi a posléze isokratickymi
metodami bez pridanych modifikatora s vyuzitim dvou mobilnich fazi —acetonitrilu
a ultracCisté vody. Tyto analyzy mély za cil vytvorit zakladni prehled
chromatografickych charakteristik zvolenych glykosidi.

Jako prvni byla pouzita kolona HILIC se vzorky rozpusSténymi ve smési acetonitrilu
a vody. Jednalo se o 15minutovou metodu se sestupnou gradientovou eluci
s pocateCnim sloZzenim 95 % ACN 5 % H:20. Analyza prokazala relativni retenci
quercitrinu na stacionarni fazi HILIC, ale zdroven dochazelo k jeho elu¢nimu
rozmyvani.
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S vyuzitim isokratické eluce byly na koloné HILIC testované 3 metody, kde organicka
¢ast mobilni faze (tj. ACN) ¢inila 50 %, 75 % a 100 %. Ukazalo se, Ze pri isokratické
eluci vétSina studovanych glykosidii sviij reten¢ni ¢as vyrazné neméni, jen byl
pozorovatelny maly vzristajici trend retence pti vy$sim podilu ACN v mobilni fazi.
Nejvyraznéjsi zmény byly pozorovany u novobiocinu, ktery pti eluci 100 %-nim ACN
dosahl maximalniho reten¢niho c¢asu 2,97 + 0.02 min. Ale tato retence je relativné
slaba. Z téchto diivodli jsme pro dalsi analyzy zvolili kolonu Luna-NH2, ktera je
vyhodnéjsi pro separaci sacharidii a polyhydroxylovanych latek, které mohou

s aminoskupinou vytvaret vodikové mustky.

Jako dalsi byla pro HILIC moéd zvolena tedy kolona Luna-NH2, na kterou byla
aplikovana 19minutova sestupnda gradientova eluce s pocate¢nim sloZzenim 90 %
ACN 10 % H20. Vzorky glykosidl, vyuzité pro tuto analyzu, byly rozpustény
vroztoku obou MF 1:1 (ACN:H20) Pri této metodé dochazelo u novobiocinu
a quercitrinu opakovanim analyz k prodluZovani reten¢niho ¢asu, ale latky, které
eluovaly v mrtvém reten¢nim ¢ase, mély retencni Casy reprodukovatelné. Jak kolona
HILIC, tak kolona Luna-NH2 obsahuje plné porézni castice (tzv. poro-shell
s vmezeifenymi methylovymi miistky mezi atomy kiemiku), ale stacionarni faze
Luna-NH2 ma vyssi podil efektivniho uhliku. Pfi analyzach na koloné Luna-NH2
zirejmé nedochazelo s uzitim zvolené mobilni faze k dokonalé ekvilibraci, coZ mohlo
mit negativni dopad na stabilitu retence zadrzovanych glykosidd, obzvlasté
novobiocinu, kde je posun v retenci extrémni.

Vliv chaotropnich a kosmotropnich c¢inidel na separaci na koloné Luna-NH2 byl
sledovan s vyuzitim téchto latek: chloristan sodny, hydrogenuhli¢itan amonny,
trifluoroctan sodny, hexafluorofosfore¢nan sodny a terc-butanol. Kromé téchto latek
byly ovéreny i kombinace Cinidel s acidobazicky aktivnimi latkami: chloristan sodny
a kyselina mravenci, octan amonny a kyselina octova. Plisobenim chloristanu
dochazelo kvyraznému zvySeni retence, a to nejvice u quercitrinu a dale pak
u novobiocinu. Digoxin a digitoxin se nezdaly byt tc¢inkem chloristanu ovlivnény
a zachovaly si velmi slabou retenci ke stacionarni fazi Luna-NH2. VySs$i retence
u quercitrinu vsak byla spojena s nartistem $itky jeho piku v poloviné vysky. Snizeni
koncentrace chloristanu a volba strméjSiho elu¢niho gradientu vedla ke zvySeni
retence quercitrinu i novobiocinu, pricemZ quercitrin byl ve vét$i mire elucné
rozmyvan. Pouziti hydrogenuhli¢itanu amonného téz posililo retenci studovanych
glykosidd, ale zda se, Ze jeho ucinek na retenci nenf tak silny, jako u chloristanu. Na
druhou stranu byla u piku quercitrinu pozorovana relativni komprese, pokud ho
srovname se s pikem quercitrinu pfti uZiti chloristanu. Quercitrin eluoval pfi nizZ§im
retencnim case, ale byl méné rozmyty. Trifluoroctan sodny mél jesté slabsi ucinek
na posileni retence nez hydrogenuhlicitan, ale za to zplisobil zménu poradi retence
u novobiocinu a quercitrinu ve srovnani s predchozimi analyzami, kde byl vice
zadrzovan na koloné Luna-NH2 polarnéjsi quercitrin. Pri  pouZiti
hexafluorofosfore¢nanu amonného doslo naopak k velmi silnému navyseni retence
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u novobiocinu, ktery byl z kolony eluovan az pri druhém opakovani analyzy. K tomu
je nutné dodat, Ze pik novobiocinu i s takto silnou retenci byl zaznamenan v ne prili$
rozmytém stavu. Digoxin a digitoxin zlstaly prakticky neovlivnéné Zadnym ze
zkoumanych ¢inidel. Pokud byla pridana do mobilni faze vedle chloristanu sodného
také kyselina mravenci, doSlo k zaniku retence a vSechny studované glykosidy
eluovaly v mrtvém retencnim case. KdyZ bylo uZito jen pridavku ekvimolarni smési
octanu amonného a kyseliny octové, doslo na koloné Luna-NH2 k obnové retence.
Pri uZiti terc-butanolu byla retence téz posilena, a to v podobné mire jako tomu bylo
v pripadé trifluoroctanu sodného. Pokud bychom seradily pouZzita cinidla podle
rostouciho uc¢inku na posileni retence novobiocinu na koloné Luna-NH2, ziskame
tuto posloupnost: terc-butanol, NH4HCO3, NH4(CH3COO) + CH3COOH, NaClOs4,
Na(CFsC00), , NH4PFe. Uvazujeme-li retenci quercitrinu, je poradi pro-reten¢niho
ucinku cinidel nasledujici: terc-butanol, Na(CF3CO0), NH4PFs, NH4(CH3COO) +
CH3COOH, NH4HCOs3, NaClO4. Lze tedy Fici, Ze uCinek chaotropnich a kosmotropnich
Cinidel je velmi zavisly na danych analytech. Téz je ziejmé, Ze efekt kosmotropnich
a chaotropnich c¢inidel je zavisly na jejich koncentraci, jak je vidét na pripadu
chloristanu. Neda se tedy zcela zobecnit, zda cinidlo povaZované tradi¢né za
kosmotrop nebo chaotrop bude v konkrétni metodé separace v rezimu HILIC
zvySovat nebo sniZovat retenci polarnich analytl. Tyto efekty jsou velmi sloZité
a jejich pochopeni bude vyzadovat dalsi studium.

Pii pohledu na provedené analyzy je nutné komentovat problematiku, na kterou
jsme narazili pfi analyze diosminu. Tento glykosid je nejvice polarni latkou ve
zvoleném souboru glykosidii. Pfi jeho analyzach v reZimu HILIC (jak na koloné
HILIC, tak na koloné Luna-NH2) vSak nebyl mnohokrat detekovan Zadny pik. Tento
fakt jsme zatim nedokazali spolehlivé interpretovat.

Kriticky zavér o metodice HILIC jsme museli zaujmout poté, co jsme provedli
zakladni analyzy vybranych glykosidii na koloné C18. Ukazalo se, Ze moderni kolony
typu Kinetex C18 s core-shell ¢asticemi dokaZou velmi dobie separovat vSechny
studované glykosidy, ackoli u diosminu a quercitrinu dochazelo ke koeluci ve
stejném retencnim Case pri uziti klasického elu¢niho rezimu s vyuZitim gradientové
kombinace ACN a H20 spridavkem 0,1 % Kkyseliny mravenci (v/v). Vliv
kosmotropnich a chaotropnich Cinidel na separaci nebyl tak vyrazny, jako tomu bylo
u kolony Luna-NH2. Prakticky vyvoj metody pro stanoveni zvolenych glykosidii by
se tedy urcité ubiral cestou optimalizace analytické metody s kolonou C18.

Béhem vyzkumné ¢asti této bakalarskeé prace jsme rovnéz ovérili u€innost separace
s vyuzitim kolon PFP a EVO-C18. Obé kolony neprinesly témér zadna vyznamna
pozitiva, nebot se v drtivé vétSiné pripadii studované glykosidy na téchto kolonach
nezadrZovaly.
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Zaver

Smyslem této prace bylo pribliZit problematiku analyzovani vybranych glykosidt
pomoci HILIC a RP-LC médu a ovlivnéni separace HPLC pomoci chaotropnich
a kosmotropnich efektd.

Cilem tedy bylo analyzovat vybrané glykosidy na chromatografickych kolonach
dvou rtiznych rezimt - HILIC a RP-LC, posoudit vliv chaotropnich a kosmotropnich
Cinidel a zjistit, zda jsou tyto metody pro separaci glykosidi vhodné.

Primarné byly testovany 3 chromatografické kolony: HILIC, Luna-NH2 a C18. Pri
porovnavani téchto kolon, predstavoval systém RP-LC s pouzitim kolony C18 lepsi
separaci vSech studovanych glykosidii. U kolon v HILIC médu se latky vymyvaly
v nizkych retenc¢nich ¢asech a vice také dochazelo k jejich elu¢nimu rozmyvani. Pri
pouziti kosmotropnich a chaotropnich cinidel, dochazelo vSeobecné k vétsSimu
ovliviiovani separace u kolony LunaNH2. Potvrdilo se, Ze vliv danych cinidel se lisi
v zavislosti na jejich koncentraci a na analytu, na ktery pisobi. S ptihlédnutim
k tomuto vyzkumu, se jevi lepsi volbou separace glykosidii na koloné C18 a pro
budouci prakticky vyvoj metody pro stanoveni zkoumanych glykosidi by byla
vhodna optimalizace separa¢ni metody na koloné C18.

Vyzkumna cast si vyzadala velké mnoZstvi analyz, z nichZ vétSina nemohla byt do
této prace zarazena z diivodu omezené kapacity bakalarské prace. Presto byla snaha
podat prehled vSech dileZzitych poznatk, které jsme béhem dvouleté prace ziskali.
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Seznam pouzitych zkratek

AA
C18
CAD
CBV
DAD
El
ELSD
ESI
FA
gyrAaB
HDX
HESI
HIC
HILIC
HPLC
HRMS
IEC

IL-8

LC

LC-MS

Kyselina octova, CH3COOH
Oktadecylsilikagelova stacionarni faze
Detektor nabitého aerosolu

Centrum biomedicinského vyzkumu
Detektor s diodovym polem

Ionizace narazem elektronu

Odparovaci detektor rozptylu svétla
Ionizace elektrosprejem

Kyselina mravenci, HCOOH

Podjednotky A a B enzymu DNA gyrazy
Vodik-deuteriova vyména

Heated Electrospray lonization
Hydrofilni interakéni chromatografie
Hydrofilni kapalinova chromatografie
Vysokoucinna kapalinova chromatografie
VysokorozliSovaci hmotnostni spektrometr
Iontové vyménna chromatografie

Zanétlivy protein - neutrofily aktivujici peptid
(interieukin 8)

Kapalinova chromatografie
Spojena technika kapalinové chromatografie

s hmotnostnim spektrometrem
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LC-UV

LC/UV - VIS

LDso

MALDI

MF

MRSA

MS/MS

n. a.

NA*/K* ATPasa
NP - HPLC

Nt - KB (Ik Ba)
PFP

PTFE

Q

RP - LC

SF

THF

TOF

UHPLC

UV/UF

(v/v)

Technika kapalinové chromatografie s detekci pomoci
ultrafialového zareni

Technika kapalinové chromatografie s ultrafialovo -

viditelnou detekci

Letalni davka zplsobujici smrt 50 % testovanych jedinct

Ionizace laserem za ucasti matrice

Mobilni faze

Multirezistentni zlaty stafylokok

Tandemova hmotnostni spektrometrie

Nedostupné hodnoty

Sodno-draselna pumpa

Vysokoucinna kapalinova chromatografie na normalni fazi

Nuklearni faktor kappa B

Pentafluorfenylpropylova stacionarni faze

Polytetrafluoretylen

Kvadrupol

Kapalinova chromatografie s reverzni fazi

Stacionarni faze

Tetrahydrofuran

Time-of-Flight metoda

Ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie

Ultrafialové a viditelné spektrum

Objemova koncentrace
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