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1. Uvod

HPLC ve spojeni s elektrochemickou detekci je vysoce selektivni a citlivd metoda
pouzivana ke stanoveni dulezitych 1€Civ, piirodnich produkti a polutanti. Tato prace je
zalozena na analyze alkaloidu chininu, ktery byl analyzovan pomoci amperometrické
pritocné cely spracovni borem dopovanou diamantovou elektrodou (BDD) v rtiznych
matricich (népoje typu tonik, kira chinovniku, Sampon). Cilem ptedlozené prace je
optimalizace podminek pro elektrochemickou detekci po predchozi HPLC separaci a zvoleni
vhodného elektrochemického potencialu pomoci hydrodynamického voltamogramu.

Chinin je typickym zastupcem chinolinovych alkaloidi s antimalarickymi
a antipyretickymi G¢inky. Radi se mezi protoplazmatické jedy inhibujici rtizné enzymy.
V soucasnosti je vyuzivan pro svou charakteristickou hotkou chut’ v oblasti potravinaistvi'?.

Smyslem této prace je ukazat, Ze elektrochemické detekce zaloZena na oxidaci chininu
je moznou alternativni metodou citlivého stanoveni chininu k nejcastéji pouzivané metodé

zalozené na méfeni jeho fluorescence. V odborné ¢i Casopisecké literatuie nebyl nalezen

zadny c¢lanek popisujici metodu stanoveni chininu zalozenou na oxidaci na BDD elektrodé.



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Historie kapalinové chromatografie

O objeveni chromatografie se zaslouzil rusky botanik M. S. Cvét. Jeho prvotni prace
spocivala v separaci a izolaci pigmentt z rostlin na kolon¢ napInéné praskovym CaCOj3. Prvni
popis této metody byl prezentovan botanikem Cvétem v roce 1903, ale detailni informace o
chromatografii a jejich aplikacich vetejné publikoval az v roce 1906. Nazev chromatografie
ma pivod v fedting a vymyslel ho sam Cvét, vyraz lze pielozit slovy ,,barevné psani<,

Po botanikovi Cvétovi se technika chromatografie dale nerozvijela, protoZze méla fadu
nedostatku, a proto byla téméf zapomenuta. Az v roce 1930 byla tato metoda znovuobjevena
Vv laboratoii v Némecku dvéma védci Kuhnem a Ledererem. V roce 1952 Synge a Martin
dostali Nobelovu cenu za praci v oboru chromatografie®*,

Vyznamny meznik ve vyvoji kapalinové chromatografie pfiSel soucasné s vyvojem
plynové chromatografie. Tato technika iniciovala zvySeny zdjem o teorii separa¢niho procesu
a zakladni vyzkum v této oblasti. Kapalinova chromatografie se pomoci zobecneni a vénovani
se specifickym variantam teorie stala vroce 1960 vysledkem nového vyvoje moderni

kapalinové kolonové chromatografie. Nyni se nazyva vysokou¢innd kapalinova

chromatografie se zkratkou HPLC (High performance liquid chromatography)®.

2.2 Vyuziti kapalinové chromatografie v praxi

Kapalinova chromatografie ma vyuziti v technické praxi velmi rozsahlé. Pomoci ni
muzeme analyzovat az 80% sloucCenin pfevazné organického charakteru. Umoziuje
analyzovat latky s nizkou molekulovou hmotnosti, ale i latky s molekulovou hmotnosti az
nékolik set tisic a za hlavni vyhodu vysokouc¢inné kapalinové chromatografie povazujeme
znacnou rychlost analyzy. U této metody muzeme vyuzit i1 automatické vyhodnoceni
chromatogramtl se souasnym zaznamem dat. Kapalinovd chromatografie se zabyva hlavné
témito ukoly™™:

1. Déleni, identifikace a kvantitativni analyza latek ve smésich (vod, krmiv, potravin, 1é¢iv...)

2. Cisténi, mikropreparace latek a kontrola istoty preparatt



2.3 Rozdéleni metod kapalinové chromatografie

Pfi déleni latek mezi dvé nebo vice fazi dochazi k opétovnému vytvareni
rovnovaznych stavii. Faze, kterd nese separované latky pfes stacionarni fazi, se nazyva
mobilni. Za stacionarni fazi povazujeme tu, kterd je umisténa v ploché vrstvé nebo v koloné.
Obecné se tuha staciondrni faze nazyva sorbent.

Stacionarni faze ma specifické vlastnosti, které se vyuzivaji k interakci se
separovanymi latkami. Tyto vlastnosti urcuji separacni mechanismus, kterym muze byt4:

a) rozd¢lovani
b) adsorpce
c) sitovy efekt

d) vymeéna iontil

ad a) Pti rozdélovani se pouzivaji dvé faze, které jsou vzajemné nemisitelné a mezi nimi se
rozpousti delena latka. Zaroven dochazi i ke vzniku rozdélovacich rovnovach. Jako

stacionarni faze se pouziva kapalina, ktera je zakotvena na povrchu inertniho nosice”.
ad b) U adsorpéni chromatografie jsou d&lené latky v roztoku a stacionarni faze je adsorbent®.

ad c) Jedna se o tzv. gelovou permeacni chromatografii. K déleni slozek dochazi podle
efektivnich rozmérti molekul, kdy kolona je naplnéna gelem a latky se déli podle rozdilné
dostupnosti pért gelu. Latky, které maji mensi molekuly pronikaji hloubé&ji do pord gelu.
Rychlost pohybu téchto latek gelovym sloupcem je nizsi jak u latek s vice rozmérnymi

molekulami®.

ad d) U této techniky se jako stacionarni faze pouziva méni¢, na jehoz povrchu dochazi

y v v s Lol
K vyméné iontd".

Zakladem kapalinové chromatografie je, Ze se jako mobilni faze pouziva kapalina.
Sorbent tvofici stacionarni fazi mize byt umistén dvéma zplsoby a podle toho se také

nazyvaji jednotlivé metody kapalinové chromatografie.



Sorbent mtize byt umistén v uzaviené trubici (kolon€) nebo plosné. Metody, které jsou
plosn¢ uspotfadany nazyvame papirova a tenkovrstva chromatografie. Pouzivaji se hlavné pro
orientatni a velkosériové analyzy. Za kolonovou chromatografii povazujeme Kklasickou
chromatografii sloupcovou, ktera se pouziva zejména pro mikropreparacni tcely. Mezi
kolonovou chromatografii se fadi i vysokoucinna kapalinova chromatografie, jejiz vyuziti je

s ’ row v . . ’ ’ 1
zejména pro vyzkumné ucely a pfesnou kvantitativni analyzu-.

Nizkotlaka kolonova chromatografie

Nizkotlakou kolonovou chromatografii mizeme také nazvat kolonovéa chromatografie
V uzavieném systému. Stacionarni faze je umisténa v koloné¢ a nahofe nad kolonou je
zasobnik s mobilni fazi a pod kolonou se do naddoby jima eluat. Vzorek se davkuje ptfimo na
stacionarni fazi a rychlost pritoku mobilni faze je regulovana hydrostatickym tlakem, tedy
vyskou zédsobniku mobilni faze nad kolonou. Latky pfitomné v eludtu se detekuji pomoci
spektrofotometrické nebo refraktometrické metody.

Tento zptsob chromatografie se v dnesni dobé vyuziva hlavné k chromatografickému
Cisténi preparatl, k jejich izolaci a mikroprepraci. Pfi analytickych separacich se sloupcova

chromatografie nevyuziva'.

2.4 Vysokoucinna kapalinova kolonova chromatografie (HPLC)

HPLC je zaloZena na pouziti kolon homogenné naplnénych c¢asticemi sorbentu
pravidelného tvaru o velikosti 3 — 15 um, ptes kterou protékd mobilni faze (pouZzitim mensich
Castic sorbentu dosdhneme vyss$i Uc¢innosti). K vyvinuti velkého pritoku mobilni faze se
pouzivaji vysokotlaka Cerpadla, a proto musi byt konstrukce pfistroje odolna vici tlaklim
30 az 60 MPa. Vzorek se davkuje v mnozstvi n€kolika mikrolitri. Pti jeho davkovani
nedochazi k ptreruseni toku mobilni faze a pouziva se 1 automatické davkovani vzorkd, které
je nastavené podle zvoleného programu. Detektory se pouzivaji prutokové s citlivou
kontinualni detekci. Aby analyza mohla probihat automaticky, jsou pfistroje vybaveny
pocitaCovymi systémy pro zpracovani dat, integratory a fidicimi mikroprocesory, které

ptedem zvoli pracovni podminky a zmény pracovnich podminek pro celé série analyz'>.



HPLC zahrnuje skupinu metod, postavené na odlisSném mechanismu separace, ale u
vSech je zdkladem pouziti kapalné mobilni faze, uc¢innych kolon a vysokotlaké techniky.
Chromatografie se d€li na systém kapalina — kapalina a systém kapalina — tuha faze. U
chromatografie v systému kapalina — kapalina se pouziva kapalna stacionarni faze, ktera je
zakotvena na nosici v kolon¢. Chromatografie v systému kaplina — tuha faze se déli na

- chromatografii na stfedné€ polarnich a nepolarnich chemicky vézanych fazich,

- chromatografii na polarnich adsorbentech,

- gelovou permeaéni chromatografii (vyuziva stérické vyluky latek),

- afinitni chromatografii,

: N -1
- iontoveé vyménou chromatografii-.

2.4.1 Instrumentace

Kapaliny jsou nestladitelné a z toho vyplyva jistd naro¢nost na pouzitou techniku.
Blokoveé schéma kapalinového chromatografu je znazornéno na obrazku 1. Zatizeni miize mit
nekolik obmén, ale fazeni zakladnich po sobé€ jdoucich ¢asti chromatografu musi byt vzdy
zachovéno®.

Mobilni faze je pfivadéna ze zéasobniku pifimo do vysokotlakého cerpadla,
u slozitéjsich smési je mobilni faze Cerpana ze dvou i vice zasobniki, a proto se musi vést
pres sméSovac, kde dojde k jejimu smichani podle nastaveného programu. SméSovac je
zatazen bud’ za nebo pfed vysokotlakym cerpadlem. Podle druhu pouzitého cerpadla se do
toku mobilni faze fadi tlumic tlakovych rdzi a z néj se mobilni faze vede pres davkovaci
zafizeni vzorku do kolony. Kolona je vyrobend znerezové oceli a je propojena piimo
s detektorem. Signal z detektoru je veden pies zesilova¢ do zapisovade nebo pocitade®.

Kapalinovy chromatograf muize obsahovat fadu doplitkovych zafizeni, jako jsou
pfedkolony, ochranné filtry, ventily pro pifepojovani chromatografickych kolon b&hem
separace a zafizeni na odplynéni mobilni faze. K detekci se nékdy vyuziva dvou a vice

detektorti zapojenych za sebou. Kapalinovy chromatograf je fizen mikroprocesorem nebo

v, v vy rroy v s ’ r 1
pocitacem, umoziujicim programovat separa¢ni metody a pracovni podminky".
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Obrazek 1. Blokové schéma kapalinového chomatografu*
1, 2 — zasobniky mobilni faze, 3 — programovani gradientu, 4 — sméSovac, 5 — odplynovac,
6 — vysokotlaké Cerpadlo, 7 — tlumi¢ tlakovych pulzt, 8 — davkovaci zatizeni, 9 — kolona,

10 — detektor, 11 — jimac frakci,12 — zesilovac, 13 — zapisovaé, 14 — pocitac

Zasobnik s mobilni fazi je nadoba vyrobena z nerezové oceli nebo ze skla s obsahem
vétSinou do dvou litri. Je uloZen v uzavieném prostoru chromatografu, kde je chranén pied
svétlem. Zasobnik mobilni faze musi byt dobfe uzavien, aby pary kapaliny neunikaly do
okoli, zaroven musi byt uzavien tak, aby z n¢j kapalina mohla dobie odtékat. Spoj zasobniku

se sméSovacem, odplynovacem a vysokotlakym Cerpadlem je zhotoven bud’ z nerezové oceli

nebo plastu®.

2.4.1.1 Cerpadla mobilni faze

Cerpadla pouzivana pro vysokou¢inné kapalinové chromatografy musi spliiovat tii
zékladni pozadavky':
1. Cerpadla musi byt vyrobena z nekorozivnich materialil. Nejéast&ji jsou vyrobend z titanu,
nerezové oceli nebo z vybranych keramickych materiala. Pisty, kuli¢ky a sedélka ventild jsou

vyrobeny ze safiru, tésnéni jsou vyrobena z plnéného teflonu. Nektera cerpadla mohou byt



zkonstruovana pouze zteflonu a skla. Tyto cerpadla se vSak mohou pouzit pouze
do tlaku 10 MPa.

2. Cerpadla by méla kapaliny davkovat plynule bez kolisani pratoku do tlaku aZ 50 MPa, kdy
pratok kapaliny je od 0,1 do 10 ml/min pro analytické aplikace. Nastaveni pritoku musi byt
reprodukovatelné a presné (smérodatnd odchylka musi byt nizsi nez 1%).

3. Vnitini objem Cerpadel by mél byt co nejmensi, protoze musi umoznit rychlou vyménu
mobilni faze. Musi také umoznit ptipadnou praci s gradientem, ktery se vytvofi v nizkotlaké

¢asti pfistroje.

Druhy ¢erpadel

Cerpadlo s mechanickym pohonem — Zdrojem hnaci sily je elektromotor s krokovym chodem,
ktery mechanickym pfevodem vytlacuje kapalinu membranou nebo pistem. Pouziva se hlavné

v HPLC. Podle objemu pistni komory se dale déli na*:

1. Cerpadla s malym obejemem cinné casti — pouzivaji rychlé frekvence st¥idani fazi, kde je
kapalina z pistni komory vytlatovana a nasavana skrz dva zpétné ventily. Jeden ventil
je vytlacny a ten je spojen s kolonou a druhy, saci ventil je spojen se zasobnikem mobilni
faze. Cerpana kapalina se vytla¢uje membranou nebo pistem. Priitok mobilni faze se sefizuje

velikosti zdvihu pistu nebo volbou otaek elektromotoru.

2. Cerpadla fungujici jako velkoobjemovd injekcni stitkacka — maji pist, ktery je tladen tdhlem
se zavitem, pohanén je pfes Snekovy pfevod krokovym elektromotorem a z pistni komory
vytlauje kapalinu. Otackami elektromotoru se nastavuje pratokova rychlost. Velkd vyhoda

téchto Cerpadel je hladky bezpulsni tok davkované kapaliny.

2.4.1.2 Mobilni faze

vvvvvv

separace. V systému normalnich fazi se vyuzivd smési nepolarniho rozpoustédla (hexan,
heptan) a rozpusténé polarni slozky (isopropanol, dichlormethan), v systému reverznich fazi

se pouziva smés polarniho rozpoustédla (voda) s piidavkem organického rozpoustédla



(acetonitril, methanol). Slozeni mobilni faze se mize a nemusi béhem analyzy ménit.
Pokud se slozeni mobilni faze béhem analyzy neméni, jedna se o izokratickou eluci. Jakmile
se slozeni mobilni faze béhem analyzy méni, jedna se o gradientovou eluci.

Gradientova eluce je vyuzivana, kdyz slozky ve vzorku maji riiznou polaritu. Zména
polarity v mobilni fazi je upfednostiiovana béhem analyzy k tomu, aby se zlepSila separace
latek, které se vylucuji pozdéji, béhem separace vzdy dochazi k casové zméné koncentrace
jednotlivych latek v mobilni fazi. Tato zména mize byt linedrni nebo nelinearni.

Vybér mobilni faze zavisi na né€kolika parametrech. V adsorpéni a rozdélovaci
chromatografii ma nejdulezitéjsi ulohu polarita, ale i viskozita a jiné vlastnosti, které mohou

ovlivitovat funkci detektoru. V iontové vyménné chromatografii je dilezita iontova sila a pH

mobilni faze®.

2.4.1.3 Davkovaci systémy

Ucinnost separace mtiZze byt také ovlivnéna konstrukci davkovaciho zatizeni. Existuji

o /4 o 14 14 14 l.
dva rtizné zptsoby davkovani vzorku :

1. Davovani vzorku pomoci davkovaciho ventilu se smyckou bez pieruSeni pritoku mobilni
faze. Davkovat se mize objem, ktery je dany pouze vnitfim objemem smycky davkovace.
U davkovacu, které maji specialni konstrukei, se smycky mohou plnit injekéni stiikackou jen

¢astecné a dochézi ke zméné davkovaného objemu.

2. Davkovani vzorku pomoci automatického davkovace, ktery umoziuje davkovat
automaticky vzorky bez zasahu obsluhy pfistroje, pfiCemz je davkova¢ ovladan ftidicim
pocitacem. Davkovac se skladad ze zasobniku S nadobkami se vzorky. Vzorky se pfed kazdym
nastfikem premisti pod injekéni stiikacku davkovace, kterd z nddobky vzorek nasaje do
davkovaci smycky. Do chromatografické kolony se vzorek ze smycky vytla¢i po pfepnuti

ventilu.



2.4.1.4 Chromatograficka kolona

Volba kolony ma v HPLC rozhodujici vyznam, protoze vysledek analyzy je zavisly
hlavné na kvalité kolony a na jeji naplni. Ué¢innost kolony zavisi také na jeji délce, tvaru,
vnitiim povrchu, na materialu, ze kterého je vyrobena a na jinych dal3ich faktorech™.

Kolona ma tvar rovné trubice, jejiz vnitini povrch je velmi hladky. Kolona musi byt
vyrobena z takového materialu, ktery je chemicky odolny vi¢i pouzivanym mobilnim fazim
a musi odolavat vysokym pracovnim tlakim. Rovnéz materidl kolony nesmi pusobit
katalyticky na separované latky, aby v priabéhu analyzy nedochéazelo k rozkladu vzorku.
Kolona se vyrabi nej¢astéji z nerezové oceli, jejiz vnitini povrch je lestény.

Délka kolony zavisi na materialu, kterym je naplnéna a na poctu teoretickych pater,
kterych je potieba k separaci smési latek. Uéinnost separace se zvysuje s rostouci délkou
kolony, ale zaroven se zvySuje i pracovni tlak a doba analyzy. Kolony jsou plnény pdrovitymi
naplnémi s 3 — 10 pm velkymi ¢asteckami. Vnitini primér kolony je 2 — 4 mm a jeji délka
je5-30cm

V analytické praxi se nejcastéji pouzivaji kolony s mikropartikularni pérovitou naplni
o praméru c¢astic 3 az 10 um. Tato naplin ma velice dobrou Uc¢innost separace a kapacitu
(moznost zatizeni kolony vzorkem). Pro preparativni separace se pouzivaji kolony s klasickou
porovitou naplni o primeéru ¢astic 20 pm.

Materidl naplné€ je zaloZzen na vhodné€ zvolené matrici, na které je zakotvena nebo
chemicky vazana stacionarni faze. NejCastéji pouzivané matrice jsou silikagel, pérovité sklo

nebo oxid hlinity".

Reverzni faze

Systému reverznich fazi se v dneSni dobé vyuZivd v kapalinové chromatografii
ptiblizn¢ v 80 - 90 % vSech aplikaci. V této technice se vyuziva nepolarni stacionarni faze,
kterou mize byt chemicky vazana nepolarni faze (necastéji C1gHs7, CgHi7) na silikagelu jako
nosici, zfidka i uhlik ¢i organicky polymer. Mobilni fazi, jak bylo uvedeno v kap. 2.4.1.2 je
smés vody a organického rozpoustédla. Selektivitu separace muzeme ovlivnit vhodnou
volbou organického aditiva do mobilni faze s vyuZitim selektivni interakce se separovanymi
latkami. Mechanismus retence latek neni dosud jednoznacné vyfeSen, predpoklada

se uplatnéni solvofobniho efektu. Retence latek se zvySuje s rostouci délkou nepolérni ¢asti



molekuly. Systém reverznich fazi je vhodny k separaci homologickych fad, slabych kyselin
a zasad (potlaceni disociace vhodnym vybérem pH) a latek iontového charakteru (ptidavek

iontove parového Cinidla do mobilni faze — laurylsulfat, tetraalkylamonné soli)l.

Normalni faze

Separace na polarnich sorbentech je historicky nejstar§i metodou kapalinové
chromatografie. Stacionarni faze je tvofena polarnim sorbentem (silikagel, oxid hlinity),
mobilni fazi je smés nepolarniho rozpoustédla s pridavkem polarni slozky (viz kap. 2.4.1.2.).
V systému normdlnich fazi se silngji sorbuji polarni latky, sorpce je podpofena pouzitim
nepolarni mobilni fize. Analyt soutézi s mobilni fazi o aktivni mista na povrchu sorbentu,
retence latek je vysledkem jejich rozdilné polarity. Systém normalni fazi je vhodny k separaci

izomerd a latek lisicich se funk&nimi skupinami®,

2.4.1.5 Detektory

Detektory se pouzivaji k indikaci latek, které vychazeji z chromatografické kolony.
Detektor pomoci snimace sleduje nékterou vlastnost eludtu a poskytne signal, ktery se piivede
do pocitace. V pocitaci se projevi zdznam jako zavislost intenzity signalu na case”.

V HPLC se pouzivaji koncentra¢ni detektory, které poskytuji signadl wtmérny

koncentraci latky ve vzorku. Dé&li se do dvou skupin':

1. Univerzalni (nespecificky) detektor — poskytuje signal , ktery je tmérny vlastnosti solutu
a mobilni faze

2. Selektivni detektor — signal je imérny koncentraci analyzované latky ve vzorku

Idealni detektor by mél byt schopen detekovat vSechny typy latek, mél by poskytnout
linedrni koncentra¢ni odezvu v Sirokém rozmezi koncentraci. Dale by m¢l mit nizkou uroven
Sumu a vysokou citlivost. Citlivost ke zméndm pritoku mobilni faze, tlaku a teploty by méla
byt velmi mald. Minimdlni piispéveék k rozSifovani elunich zén a moznost pouziti
gradientové eluce jsou dalsi dvé podminky, které by mél detektor spliiovat. Idedlni detektor

tyto podminky spliuje, ale redlny detektror se témto podminkam pouze pfibliiujeM.
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Druhy detektortii:

1. Spektrofotometrické detektory

Tyto detektory jsou v HPLC nejrozs$ifenéjsi. Jsou selektivni a pouzivaji se zhruba
v 80% aplikaci. Podminkou detekované latky je, Ze musi absorbovat zafeni o dané vinové
délce pouzité k detekci. Spektrofotometrické detektory se déli pode vinové délky, kterou

pouzivaji ke svému méfeni. Existuji dva typy spektrofotometrickych detektrora®:

a) Spektrofotometrické detektory s monochromatorem: Zde muzeme vinovou délku libovolné
nastavovat v rozmezi vinovych délek 190400 nm. Jsou to miniaturizované spektrofotometry

majici prito¢né mikrocely. Jejich nevyhodou je nizsi citlivost nez u predchozich detektort.

b) Detektory diodového pole: Tyto detektory zaznamenavaji spektra bez preruSeni separace
na kolon¢ a pracuji s riznym poctem plosnych fotodiod, které jsou umisténé na desticce.
Tento typ detektori umoziiuje soucasnou detekci a integraci, a také soucasné ziskavani

chromatogramil a spekter.

2. Fluorimetricky detektor

Tento detektor je vysoce selektivni a citlivy. Detekuje pouze latky, které vykazuji
fluorescenci. V cele detektoru detekovana latka absorbuje ultrafialové budici zateni. Pohlcena
energie je zc€asti vyzairena ve form¢ fluorescenéniho zareni, které mé oproti excitaénimu
zéafeni niz8i energii. Emitované zéatfeni dopadne na fotoelektricky ndsobi¢ a ten poskytuje
proud umérny koncentraci detekované latky a toku emitovaného fluorescenc¢niho zateni v cele
detektoru. Aby detektor dobie fungoval, musi se odd¢lit budici zafeni od emitovaného zareni.
Proto se fotoelektricky nasobi¢ dava kolmo ke sméru prichodu budiciho zateni celou
a zafazuji se vhodné filtry™*.

Nejjednodussi detektory jsou opatfeny rtutovymi vybojkami a filtrem jako zdroj
monochromatického excitacniho zafeni. Jsou schopny detekovat fluorescencni zareni
soucasné pii vSech vlnovych délkach. Zatimco drazSi detektory maji monochroméatory
umoziujici zvolit jakkoukoli vlnovou délku budiciho i emitované¢ho zafeni. Vinové délky
muzeme programovat béhem eluce, aby se dosdhlo dostatecné citlivosti detekce separovanych

latek™.
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3. Refraktometricky detektor

Tento detektor umoznuje detekci témét vSech latek, je tedy univerzalni a nespecificky,
ma nizs§i citlivost a vys§si mez detekce nez fluorimetricky, elektrochemicky
a spektrofotometricky detektor. Nelze ho pouzit pti gradientové eluci. Jeho odezva zéavisi na
teploté a je imérna rozdilu indexti lomu eluatu v cele srovnavaci a mérné cele. Ve srovnavaci
cele je obsazena srovnavaci kapalina, kterou je mobilni faze. Cely jsou zasazeny do silného
kovového bloku vyrobeného z materialu s vysokou tepelnou kapacitou. Citlivost detektoru
zavisi na indexu lomu mobilni faze a indexu lomu analyzované latky. Cim je rozdil indext
lomu vyssi, tim je vyssi i citlivost. Rozdil indexii lomu se méfi pomoci Fresnelovy metody,

vychylkové metody a Christiansenova efektu®*.

4. Elektrochemicky detektor

Elektrochemické detektory se vyuzivaji kanalyze latek, které podléhaji
elektrochemickym reakcim na fazovém rozhrani elektroda — roztok (mobilni faze).
Elektrochemické detektory jsou zaloZeny na méfeni elektrické veli¢iny (proud, elektrodovy
potencial, naboj) vyvolané priichodem elektroaktivni latky mérnou celou.

Elektrochemické detektory se dé€li na amperometrické (kde k pfeméné analytu dochazi
jen ve velmi tenké vrstvé na povrchu elektrody) a coulometrické (kde dochazi k 100 %

konverzi analytu na produkt elektrochemické reakce)®.

Amperometricky detektor

Tento detektor je zaloZen na méfeni limitniho proudu, ktery je vyvolan prichodem
oxidovatelné nebo redukovatelné latky mérnou celou. V mérné cele jsou elektrody, na které je
vlozeno pracovni napéti potifebné k priubéhu elektrochemické detekce. VEtSinou se pouzivaji
elektrody srovnavaci, pracovni a pomocné, tzv. tiielektrodovy systém. Na pracovni elektrodé
probiha elektrochemicka redukce nebo oxidace detekované latky, je vyrobena z grafitové
pasty, skelného uhliku, platiny, uhlikovych vldken, médi, zlata, niklu nebo diski a drata
potazenych amalgamy rtuti. U tuhych mérmych elektrod je nevyhodou jejich zanaseni a
deaktivace povrchu produkty redukce a oxidace nebo necistotami z mobilni faze. Proto se
detektor musi pifi kvantitativni analyze rekalibrovat. Nékdy se také musi mérnd cela

demontovat a elektrodu je tieba ocistit mechanicky a tim se obnovi jeji povrchl'4.
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Déleni amperometrickych cel podle kontrukce a umisténi pracovni elektrody’:
e Tenkovrstva
o Wall —jet

e Tubularni

Vnitini objem mérnych cel je mens$i nez 1 nl, proto je amperometricky detektor
vhodny pro praci s kapilarnimi kolonami a s mikrokolonami.

Amperometricky detektor je selektivni, umoziuje dosahnout vysoké citlivosti detekce
a je pomérné levny. Lze jej pouzit ke kvantitativni i kvalitativni detekci latek o malych

koncentracich 10 az 10 mol/l. Jeho nevyhodou je zanaseni povrchu tuhych elektrod™*.

Coulometricky detektor

Coulometricky detektor je zalozen na méfeni ndboje potiebného ke kvantitativni
elektrochemické preméné analyzované latky pii prichodu mérnou celou. Pracovnimi
elektrodami jsou nejéastéji porézni grafitové elektrody, které maji velky povrch zarucujici
Kvantitativni pfeménu analytu. Vyhodami coulometrického detektoru jsou moznost zapojenim
dvou az 16 mérnych cel paralelné¢ za sebou, na které je vloZeno rizné pracovni napé&ti
(zvySeni selektivity a tvorby trojrozmérnych spekter — elektrochemické spektrum analytu)

a vyssi citlivost oproti amperometrickému detektoru®.

Mezi nevyhody pouziti elektrochemickych detektorti patii vysoké naroky na Cistotu
rozpoustédel a aditiv mobilni faze z diivodu stability zékladni linie a reprodukovatelnosti
vysledkii. Dale z mobilni fdze musi byt odstranény veskeré stopy kovovych ionti 1 vSechen
rozpustény kyslik. Dal$i podminkou, kterou musi mobilni faze spliovat je vodivost, z toho
vyplyva nevhodnost spojeni elektrochemickych detektorti se systémem normadlnich fazi. Ve
vodné — organickych fazich by nemé¢l byt piilis vysoky obsah organické faze, ktery vede ke

vy . 14
snhizeni vodivosti—".
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2.4.2 Kvalitativni analyza

HPLC mé omezené moznosti kvalitativni analyzy. Pfitomnost urcité slozky ve vzorku
se dokazuje shodou retencniho casu dokazované slozky s retenénim Casem standardu. I kdyz
jsou meéteni provedena za stejnych podminek, mizeme prostorovou shodu retenc¢nich Casi
standardu a slozky ve vzorku povazovat za diikaz identity slozky. Pokud nemame k dispozici

standardy, musime pouzit jiné ze tif moznych postupt:

- vyuZiti reten¢nich dat,

- spojeni chromtografu se spektralnim piistrojem,

- chromatograficky pomoci chemickych reakci’.

Retenéni data se v HPLC vyjadfuji jako kapacitni faktor k °:
k= (tR—tm)/tM

nebo jako relativni retence r >

rao=o12=tre/t'rR1=ka/ ke

2.4.3 Kvantitativni analyza

Obsah analyzovanych latek se urcuje pomoci vySek piki nebo zméfenych ploch.

PouZivaji se &ty zakladni metody®:

Metoda vnitrni normalizace - U této metody se predpoklada eluce vsech latek z kolony
a soucasn¢ stejna odezva detektoru pro vSechny separované latky. Je to nejjednodussi metoda,
pii které se nastiikuje vzorek jen jednou. Poté se vyhodnoti vSechny vysky nebo plochy piki

a stanovi se relativni zastoupeni veskerych sloZzek ve smési.
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Metoda absolutni kalibrace - Pfi této metod¢ se pouziva kalibra¢ni kiivka nebo pfimé
srovnani. Pfi pfimém srovnani se udé¢laji dva nastfiky. Jeden nastfik je standardni latka
o znamé hmotnostni koncentraci a druhy néstik je analyzovany vzorek. Poté se vyhodnoti
plochy standardni latky a analyzovaného vzorku. Kalibra¢ni kiivka se pfipravuje pii
sériovych analyzach. Pfi pfipravé kalibracni kiivky se davkuji stejné objemy standardu

o ruzné koncentraci.

Metoda vnitiniho standardu - Pti této metod¢ se ke vzorku o zndmém objemu piidé roztok
latky, kterd neni pfitomna ve vzorku, tzv. vnitini standard. U vnitiniho standardu je znam
objem a jeho hmotnostni koncentrace. Poté se vyhodnoti plochy piku standardu a analytu.
Najit vhodny standard byva velmi obtizné. Standard musi byt dobfe oddélen a nesmi

interagovat s analytem.

Metoda standardniho pridavku - U této metody se nejdiive provede néstiik vzorku a nésledné
se vyhodnoti plocha. Dale se k danému objemu vzorku ptidd urcity objem standardniho
roztoku analytu o zndmé koncentraci. Provede se dal§i nastfik o objemu a nasledné
se vyhodnoti plocha. Tato metoda se vyuzivd pii analyze jedné nebo nékolika slozek
Vv komplikované matrici. U této metody neni potieba znat molarni odezvy, coZ se povazuje

za vyhodu.
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2.5 Chinin

Chinin je vyznamny alkaloid, ktery se ve zna¢ném mnozstvi nachazi v piirod¢. Je to

organicka sloucenina obsahujici dusik sumarniho vzorce CooH240,N, (Obr. 2)8’9.

H H
Vo
C N
— 1 CH=CH,
HO
H
OMe
Obr. 2 Chinin

Molekula chininu ma nékolik asymetrickych atomt uhliku, z tohoto divodu mize
existovat v riiznych stereoizomerech, kterymi jsou chinidin nebo izochinolinové alkaloidy
papaverin a tzv. krystalicky alkaloid®.

2.5.1 Historie

Chinovnik, jako hlavni zroj chininu pochéazi pivodem z deStného pralesa. Existuji
rizné legendy od dob staroveékych Indiani, kteti pripravovali infuzi z kiry chinovniku k 1é¢bé
smrtici horecky spojenou s malarii, avSak prvni zdznam o podéni chininu jako léku proti
malarii je z roku 1600, kdy se potvrdili jeho 1é¢ivé ucinky. Rychle se stal popularnim Iékem
a brzy se kiira chinovniku ve velkém mnozstvi vyvéazela pies Atlantsky ocean®*.

Spravny molekulovy vzorec chininu ur¢il vroce 1854 némecky chemik Adolf
Strecker. Historie chininu je velmi rozsahla, zvlast¢ co se tyCe jeho syntézy. O tu se

pokouselo hodné chemik, ale bohuzel netspéSné. Prvni GispéSnou syntézu chininu proved]

Gilbert Stork (viz syntéza)™®.
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2.5.2 Syntéza

V roce 2001 Gilbert Stork poprvé uspésné syntetizoval chinin pomoci stereoselektivni

syntézy (Obr. 3)%°

/
OTBDPS MeO\@fﬁ OMe
= _— OTBDPS
o= | oS
N

= \LPPhS,T
H H —_ —_—
/
OMe NaBH TBOPS N OMe
S (@] N
redukce MeO \ X ot °
OTBDPS X H OTBDPS
_ | o=
N N _~
— —
OMe OMe
e T N 1. NaH, DMSO
R OMs —=>
1
X ‘ X 2.0,
N P N P

Obr. 3 Syntéza chininu

2.5.3 Vlastnosti

Chinin je amorfni bily prasek bez zdpachu s molekulovou hmotnosti 324,42 g/mol.
Ma velmi vyraznou hotkou chut. Pisobenim svétla postupem casu hnédne. V ultrafialovém
svétle fluoreskuje. Je to opticky izomer chinidinu. Jeho pKa; je 4,5; pKa; je 8,5 a teplota tani
175 °C. Ve vodé je velmi $patné rozpustny, naopak v ethanolu je rozpustny velmi dobie. Ma
antipyretick¢é uc¢inky a je silnym abortivem. Chinin je nejucinngj$i 1ék proti maldrii

(antimalarikum)®**.
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Chinin se tadi mezi typické protoplazmatické jedy, které inhibuji rtizné enzymy.
Znacn¢ ovlivituje pricné pruhované svalstvo, lokalné drazdi tkdn€¢ a ma nepfiznivy vliv
na vyvoj plodu u téhotnych zen. Huceni v usich je pocateCnim ptiznakem otravy chininem,
které se objevuje uz pii terapeutickych davkach. Samotna otrava se projevuje zvracenim
a vyrazkou na kuzi. Tep je pfi otravné zpomalen. Otraveného boli hlava, ma zavrate, vypada
jako opily a m4 halucinace. Smrt nastava ochrnutim dychaciho stfedu a srdce®*#*,

Jeden gram chininu zpiisobuje chininovou opilost, nad pét grami nastava akutni otrava
a smrtelna davka je okolo deseti gramil. Maximalni denni ddvka chininu pro dospélou osobu

2,13

je 40 mg/kg

2.5.3.1 Malarie

Malarie, ktera je pojmenovana po italské frazi mal aria, zasahla lidstvo uz v dobach
starovéku. Tato vysilujici parazitdrni nemoc zdecimovala armédy a brénila ristu mnoha
civilizacim. Evropsti osadnici pfinesli tuto nemoc do Nového svéta v roce 1500, tj. v dobé,
kdy zagali kolonizovat z Jizni Ameriky™.
pro sva dozravajici vajicka a vklada tak material ze svych slinovych 714z do své obéti. Pokud
se komar jiz dfive zivil na infikované obéti, mize tato tekutina obsahovat primitivniho
parazita malarie zvaného sporozoit. V ramci krevniho ob&hu lidského hostitele ma parazit
slozity Zivotni cyklus a napada hlavné jatra. Rychlé mnoZeni parazita zplsobuje svalovou
slabost, horeCku a dalsi chiipkové ptiznaky. V piipad€, Ze se pacient neléci, mize dojit az

k zavaznym dlouhodobym nasledktim, jako je Zloutenka, selhani ledvin, anémie a zéchvat™®.,

2.5.4 Vyskyt v prirodé

Hlavnim zdrojem chininu je klra chinovniku a kiira stromu Remijia. Tyto druhy
stromd pochdzeji z And, ale péstuji se i v Jizni a Stfedni Americe, Indii a na Sri Lance.
Chinovnik je mohutny stile zeleny strom s rozlozitou korunou, jehoz listy jsou celistvé,

protilehlé¢ a brzy opadavaji. Kvéty ma latovité, jejichz barva je rtizova, nafialovéld nebo
bilal31415
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2.5.5 Pouziti

Chinin se pouziva v mediciné jako 1€k proti malérii, mad mirné analgetické ucinky
a slouzi klécbé svalovych kiec¢i. Uplatnéni nasel také V potravinafstvi, kde se pouziva
k hot¢eni nealkoholickych (Tonik) i alkoholickych napoju. Slouzi téz jako standard
hotkosti®*?141,
Maximalni obsah chininu v alkoholickych napojich je 300 mg/dm® (cit.")

a v nealkoholickych néapojich je povoleno maximalng 75 mg/dm? (cit.*") chininu.

2.5.6 Metody extrakce

Kizolaci chininu z riznych matric byly publikovany rizné postupy extrakce
(kapalinova, solid-phase (tuhou fazi) a mikrovinna extrakce) s naslednou analyzou extraktu

pomoci HPLC'. Chinin byl extrahovan pomoci kapalinové extrakce toluenem™®, smési

1920 ‘m-xylenem?, diethyletherem® v bazickém prostfedi a methanolem

23

toluenu s butanolem

Mezi dalsi publikované metody extrakce patii solid-phase
|12:24.25,26.27

s pfidavkem diethylaminu
extrakce na nepolarnich sorbentec , dale byla pouzita mikrovinnad extrakce

dichlormethanem?.

2.5.7 Metody stanoveni

Pro kvalitativni a kvantitativni analyzu chininu v riznych matricich patii kapalinova
chromatografie na obracenych fazich s fluorescen¢ni detekci k nejvice rozsitenym metodam,
vzhledem silné fluorescenci molekuly chininu™. V zavéru této kapitoly jsou uvedeny dalsi

moznosti separace a stanoveni chininu pomoci riznych analytickych technik.

Kapalinova chromatografie s UV-VIS a fluorescencni detekci

Pro stanoveni chininu v krvi, plazmé, moci a vzorkli deponovanych na filtracnim
papife byla vypracovana metoda kapalinové chromatografie na obracenych fazich
s fluorescen¢ni detekci. Pied vlastni separaci byly vzorky extrahovany do toluenu a po
odpareni rekonstituovany ve fosfatovém pufru. Limity detekce stanoveni chininu byly 2 nM

VvV plazmé a 50 nM v moci, krvi a v suSenych vzorcich na filtraCnim papifels.
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Metodou HPLC s fluorescencni detekci byl stanoven chinin a 3-hydroxychinin
ve vzorcich suSené krve na filtratnim papife. Vzorky krve byly extrahovany smési
toluen-butanol (75:25, v/v). Analyty byly déleny na koloné Zorbax Eclipse XDB phenyl
s gradientovou eluci, mobilni faze se skladaly z 8 % acetonitrilu v 0,1 M octanovém pufru
0 pH 3,9 a 24 % acetonitrilu v 0,1 M octanovém pufru o pH 4,25. Chinin a 3-hydroxychinin
byly detekovany pii 450 nm pomoci fluorescencniho detektoru (excitacni vlnova délka
350 nm). Limit detekce pro oba analyty byl 10 nM a vytézek extrakce 78-109 %™,

Stanoveni chininu v plazmé a v krvi suSené na filtraénim papife je zalozeno na
extrakci vzorkd a nasledném stanoveni metodou HPLC. Chinin byl extrahovan s vyuzitim
solid-phase extrakce. Rekonstituovany extrakt byl analyzovan na reverzni fazi (kolona ODS
Hypersil) s izokratickou eluci. Mobilni faze byla slozena z acetonitrilu a 20 mM fosfatového
pufru (58:42, v/v), mobilni faze dale obsahovala 6 mM bromidu tetrabutylamonného a 90 mM
laurylsulfatu sodného. Analyty byly detekovany pii 254 nm UV-VIS detektorem a déle pii
425 nm pii pouziti fluorescencniho detektoru (excitaéni vlnova délka 340 nm). Limit
stanoveni byl 0,1 pg/ml. VytéZznost extrakce byla 90-94,8 %2,

Pro stanoveni chininu a chlorchininu v lidskych télnich tekutinach byla pouZita
kapalinovd chromatografie s fluorescencni detekci. Nafedéné biologické vzorky byly
extrahovany solid-phase extrakci. Extrakt byl analyzovdn na kolon¢ Inertsil s pouzitim
gradientové ecluce. Mobilni faze byly slozeny z acetonitrilu a methanolu-25 % roztok
amoniaku (92,5:7,5; v/v). Chinin a chlorchinin byly detekovany fluorescen¢nim detektorem
pfi 375 nm (excitacni vlnovéa délka 325 nm). Limit detekce pro chinin byl 23 ng/ml a pro
chlorchinin 5 ng/ml?.

Pro stanoveni chininu a 3-hydroxychininu v plazmé byla navrzena metoda ion-parové
chromatografie na reverzni fazi. Biologické vzorky byly extrahovany diethyletherem
Vv bazickém prostiedi. Analyty byly separovany na reverzni fazi s izokratickou eluci. Mobilni
faze byla sloZzena z methanolu, acetonitlrilu a 0,02 M fosfatového pufru (15:10:75, v/v)
s pfidavkem 75 mM kyseliny chloristé pH 2,8. Detek¢ni limit stanoveni analyti byl 5 ng/ml a
limit stanovitelnosti 70 ng/ml®.

Stanoveni chininu a chlorchininu v télnich tekutinach je zaloZeno na pfedchozi solid-
phase extrakci a nésledné separaci analytli metodou HPLC. Analyty byly déleny na koloné
MZ Kromasil Cig s izokratickou eluci. Mobilni faze byla slozena z methanolu, acetonitrilu

a z 0,1 M octanu amonného (45:15:40, v/v). Chinin a chlorchinin byly detekovany
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fluorescenénim detektorem pti 375 nm (excitacni vinova délka 325 nm). Vytézek extrakce
chininu byl v rozmezi 101,8-105,4 % a vyt&zek chlorchininu 90,7-92,1 %2,

Pro stanoveni chininu v napojich byla pouzita kapalinova chromatografie s UV-VIS
a fluorescencni detekci. Napoje byly po upravé pH (pH 10) extrahovany s vyuZzitim
solid-phase extrakce. Separace probihala na kolon¢ L-column ODS s izokratickou eluci,
mobilni faze byla slozena z methanolu a 20 mmol/l dihydrogenfosfore¢nanu draselného
v poméru (7:3, v/v). Chinin byl detekovan pomoci UV detektoru pii 230 nm a pii 450 nm
s pouzitim fluorescenéniho detektoru, excitacni vlnova délka byla 235 nm. Vytéznost extrakce
chininu byla v rozmezi 87,6-96,5 %?’.

Pro stanoveni chinolinovych alkaloidii v kiife chinovniku byla pouzita mikrovinna
extrakce dichlormethanem s naslednou separaci a detekci alkaloidi pomoci HPLC. Extrakt
byl analyzovan na reverzni fazi (kolona Microsorb-MV C8) s izokratickou eluci. Analyty byly
detekovany pii 316 nm UV-VIS detektorem. Studie prokédzala, ze vytéznost mikrovinné
extrakce chinolinovych alkaloidli je pfi zna¢ném zkraceni doby extrakce srovnatelnd se
Soxhletovou exktrakei®®.

Pro stanoveni chininu v krevni plazmé byla pouZita metoda HPLC bez ptedchozi
extrakce. Vzorek plazmy byl odstiedén a supernatant byl piimo davkovan do
chromatografického systému. K analyze byla pouzita kolona ODS Hypersil s izokratickou
eluci. Mobilni faze byla slozena z acetonitrilu a fosfatového pufru o pH 2 (50:50, v/v)
s obsahem 25 mM dodecylsulfatu sodného a 3 mM bromidu tetrabutylamonného. Chinin byl
detekovan pii 450 nm s pouzitim fluorescenéniho detektoru, excitacni vinova délka byla
350 nm. Limit detekce pro chinin byl 18 ng/mI%.

Chinin byl ve vzorcich ndpoji stanoven pomoci ion-parové chromatografie na reverzni
fazi s UV-VIS a fluorescencni detekci. Mobilni faze byla slozena z 0,4 % kyseliny octové,
methanolu (45:55, v/v) s pfidavkem 7,5 mmol/l heptansulfatu sodného. Chinin byl detekovan
pfi 236 nm a pfi 375 nm s pouZitim fluorescenéniho detektoru, excita¢ni vinova délka byla
334 nm. Metoda vykazuje dobrou linearitu v rozmezi koncentraci 0,1-20 mg/ml. Limit
detekce pro chinin byl 0,02 pg/ml pro UV-VIS detekci a 0,004 pg/ml pro fluorescencni
detekci®.

Pro stanoveni chininu a 3-hydroxychininu v télnich tekutinach byla navrzena metoda
ion-parové chromatografie na reverzni fazi. Biologické vzorky byly odstfedény a supernatant

byl pfimo dévkovan do chromatografického systému. Analyty byly separovany na koloné
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ODS Hypersil s izokratickou eluci. Mobilni faze byla slozena z acetonitlrilu a vodného
fosfatového pufru (40:60, v/v) s pifidavkem 10 mM dodecylsiranu sodného a 0,1 mM bromidu
tetrabutylamonného, acidita byla upravena na pH 2,1. Chinin a 3-hydroxychinin byly
detekovany fluorescen¢nim detektorem pii 450 nm (excitacni vinova délka byla 350 nm).
Detekéni limit stanoveni chininu byl 0,16 pg/ml a 3-hydroxychininu 0,034 pg/mi®",

Metodou HPLC na reverznich fazich byl stanoven chinin ve vzorcich nealkoholickych
napoji. Vzorky napoju byly ptimo nastfikovany do chromatografického systému a déleny na
kolon¢ MZ Kromasil Cig S izokratickou eluci. Mobilni faze byla slozena z methanolu,
acetonitrilu a z 0,1 M octanu amonného (45:15:40, v/v). Chinin byl detekovan fluorescenénim
detektorem pii 375 nm (excitacni vinova délka 325 nm). Vnitinim standardem byla kyselina
salicylova o koncentraci 0,5 ng/ml32.

Kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci

V soucasné dobé€ nejsou publikovany zadné prace zabyvajici se spojenim HPLC
s elektrochemickou detekei ke stanoveni chininu. NiZe uvedend prace je zaloZena na redukci
chininu na rtutové elektrodé¢ (SMDE), pfi¢emz v experimentdlni ¢asti této bakalaiské prace

byl chinin stanovovan pomoci diamantové elektrody dopované borem v oxidacnim modu.

V roce 1982 Kral K. a Sontag G. publikovali metodu stanoveni chininu
v nealkoholickych néapojich a IéCivech s vyuZzitim HPLC s elektrochemickou detekci. Chinin
byl separovan na koloné¢ Nucleosil-Cig a nasledné detekovan na statické rtutové kapkové
elektrodé (SMDE) pfti -1,4 V. Mez detekce namétend v diferenéné pulznim moédu byla 4 ng.
Vysledky naméfené pomoci elektrochemického detektoru se shodovaly s vysledky ziskanymi

z fluorimetrického méieni>.

Dalsi analytickeé techniky

Pro stanoveni chininu v biologickych vzorcich byly vyvinuty metody kapalinové

a plynové chromatografie s hmotnostni detekci'*?+34%%  pro stanoveni chininu v kiife

chinovniku a ve vodnych vzorcich byly popsany metody zaloZené na cyklické voltametrii®’

na modifikovanych elektrodach, kapilarni elektroforéza®® a tenkovrstva kapalinova

chromatografie s denzitometrickou detekei'*?.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pristrojové vybaveni

Chromatograficky systém pro HPLC byl sestaven zisokratické pumpy ESA
S tlumicem pulsti (model 582) a coulometrického detektoru Coulochem III, ktery obsahoval
amperometrickou celu (model 5040) s pracovni borem dopovanou diamantovou elektrodou
(BDD) a a-hydrogenpalladiovou referentni elektrodou. Vsechna uvedend zafizeni jsou
pofizena od firmy ESA Inc, MA  Chelmsford, USA. Sériové zafazeny
UV-spektrofotometricky detektor Pye Unicam 4025 (PYE UNICAM, Cambridge, UK) byl
pouzit k simultannimu zdznamu pii 254 nm. Kseparaci byla pouzita HPLC kolona
Polaris C18A (3 um) 150 x 3 mm (MetaChem TECHNOLOGIES).

Vzorky byly do systému nastfikovany 25 pl sklenénou mikrostiikackou (Hamilton,
Reno, USA). Davkovani bylo provadéno prostfednictvim manualniho davkovaciho ventilu
S 4 ul smyckou (Rheodyne, Cotati, USA). VSechny pouzité spojky, ferulky, kapilary a t€snéni
byly vyrobeny z polymerniho materialu PEEK.

Zaznamy z detektori a vyhodnocovani chromatografickych dat bylo provadéno
pomoci softwaru Clarity (DataApex, Praha, CR). Vysledky byly zpracovany pomoci softwaru
OriginPro8 (OriginLab Corp., Northampton, MA, USA).

3.2 Chemikalie

Pro analyzu byl pouzit standard chininsulfat dihydrat (p.a. > 99%) od firmy Fluka
(Buchs, Svycarsko). Dale byl pouzit dihydrogenfosfore¢nan sodny (p.a. > 99%) vyrobeny
spolecnosti Fluka (Neu-Ulm, Némecko), acetonitril (p.a. > gradient grade) od firmy J.T.Baker
(Deventer, Nizozemsko), kyselina fosfore¢na (p.a. > HPLC grade) a fosfore¢nan sodny
dodekahydrat (p.a. > 98%), ob&é zakoupené od firmy Sigma Aldrich (St. Louis, USA)
a methyl-terc-butyl-ether (p.a. > HPLC grade) vyrobeny firmou SCAN-LAB (Cesky Brod,

CR). Na piipravu viech roztokii byla pouzita voda ziskana reverzni osmézou (Millipore).
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3.3 Vzorky

Kanalyze byly pouzity vzorky tonikii znacek Indian River original, Kinley,
Schweppes, Chito, Euroshopper tonik a Tesco tonik. Dale byla pouzita kira chinovniku

a Sampon znacky Klorane (Francie).

3.4 Pracovni postup

3.4.1 Podminky méreni

Mg¢éteni probihalo pfi potencidlu 1250 mV a citlivost byla nastavena na 1 pA/V. Pritok
mobilni faze byl nastaven na 0,25 ml/min. UV-spektrofotometricky detektor méfil pti vinové

délce 254 nm.

3.4.2 Mobilni faze

K analyze byla pouzita mobilni faze o slozeni 50 mmol/l dihydrogenfosforecnan
sodny (pH 2,63) : acetonitril (85:15, v/v). 50 mM roztok dihydrogenfosfore¢nanu sodného byl
pfipraven rozpu$ténim navazky v redestilované vodé¢ a pH bylo upraveno titraci
koncentrovanou kyselinou trihydrogenfosforecnou na hodnotu 2,63. Nasledn¢ byl roztok

prefiltrovan vakuovou filtraci ptes filtr o porozité 0,2 pm.

3.4.3 Priprava standardu

Jako standardni roztok byl pouzit dihydrat chininsulfat o koncentraci 1 mg/mi
v methanolu. Tento zasobni standardni roztok byl dale fedén mobilni fazi dle potieby.
Ze standardniho roztoku byly také pfipraveny roztoky potfebné k naméteni kalibracni pfimky.

Ptipravené standardni roztoky byly uchovavany v lednici pti 4 °C.
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3.4.4 Priprava vzorki

Kiira chinovniku

Kira chinovniku byla zpracovana v podob¢ cajové infuze, kdy ktra (1,4866 g) byla
zalita 150 ml vrouci vody. Za ob¢asného michani se klira ve vod¢ extrahovala 15 minut. Poté
byl odebran 1 ml extraktu. Extrakt byl pfefiltrovan ptes diskovy mikrofiltr o priméru pora
0,45 um do eppendorfky. Piefiltrovany extrakt byl 50 krat nafedén mobilni fazi. Po natfedéni

byl vzorek ptipraven k ptimému nastfiku do HPLC systému.

Sampon Klorane

K odvazenému mnozstvi Samponu (439,3 mg) bylo pfidano 0,5 ml 100mM
fosfore¢nanu sodného a 600 ul methyl-terc-butyl-etheru. Poté byl vzorek na 10 minut vlozen
do centrifugy. Po odstfedéni bylo odebrano 300 ul extraktu, ktery byl nasledn¢ odpaien do
sucha proudem dusiku. Odparek byl rozpustén ve 300 pl mobilni faze a opét vlozen do
centrifugy. Zpracovany vzorek byl prefiltrovan pres diskovy mikrofiltr o praméru
pora 0,45 um.

Stejnym zplisobem se postupovalo u druhého vzorku Samponu, ale tentokrat bylo ke
vzorku ptidano 10 pl standardu chininsulfatu o koncentraci 1 mg/ml a 490 pl 100 mM
fofore¢nanu sodného. Oba takto zpracované vzorky byly dale 50x natedény mobilni fazi. Po

nafedéni byly vzorky pfipraveny k pfimému néstiiku do HPLC systému.

Tonik
Jednotlivé toniky byly odplynény v ultrazvukové lazni a nasledné nafedény mobilni

fazi. Redéni bylo provadeéno v zavislosti na rozsahu koncentraci kalibracni pfimky.
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4. Vysledky a diskuze

Experimentalni ¢ast je zalozena na stanoveni chininu v Samponu, kafe chinovniku a
hoikych napojich metodou HPLC s amperometrickou detekci. Vysledky méfeni jsou uvedeny

Vv nasledujicich pododdilech této kapitoly.

4.1. Hydrodynamicky voltamogram

Pied samotnou analyzou byl naméfen hydrodynamicky voltamogram (Obr. 4),
z kterého byl vybran vhodny potencial oxidace chininu. K naméfeni hydrodynamického
voltamogramu byl pouzit standard chininu o koncentraci 5 pg/ml. Nejvyssi odezva detektoru

byla pfi vloZeni potencialu 1250 mV.
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Obr. 4 Hydrodynamicky voltamogram chininu na BDD elektrodé
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Chinin byl ve vSech analyzich soucasné detekovan UV-spektrofotometrickym
detektorem pii vlnové délce 254 nm. Avsak tento detektor vykazoval nizsi citlivost a byl

pouzivan pouze jako detektor kontrolni.
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Obr. 5 Chromatogram standardu chininu (c= 1 pg/ml)
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4.2 Satnoveni chininu v horkych napojich (Tonik)

Chinin v hotkych napojich zvanych tonik zpisobuje charakteristickou hotkou chut
tohoto nédpoje. Stanoveni chininu bylo provedeno v riznych komeréné vyrabénych napojich

tohoto druhu. Celkem bylo analyzovano $est napoju:

vzorek €. 1: Tesco tonik
vzorek ¢. 2: Euroshopper tonik
vzorek €. 3: Chito

vzorek €. 4: Schweppes
vzorek €. 5: Kinley

vzorek €. 6: Indian River original

Na nasledujicim grafu (Obr. 6) je uveden chromatogram toniku Indian River Original

(vzorek €. 6).
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Obr. 6 Chromatogram toniku Indian River Original
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Chinin se eluoval v reten¢nim ¢ase 8,4 min a byl identifikovan na zakladé porovnani
chromatogramu vzorku s chromatogramem standardu. Ostatni piky na chromatogramu
odpovidaji latkam, které jsou v toniku obsazeny spolecné s chininem. Tyto latky nebyly
identifikovany.

Obsah chininu v jednotlivych vzorcich byl stanoven metodou kalibra¢ni piimky.
Vysledky jsou shrnuty v tabulce. ¢. 1. Kalibra¢ni kiivka je znizornéna na obr. 7 vcetné

prislusné rovnice linearni regrese.
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Obr. 7 Kalibra¢ni kiivka
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Tabulka ¢. I: Koncentrace chininu v tonicich

Koncentrace

Vzorek ¢.: o

chininu (mg/l)
37,73
28,47
61,75
111,83
74,32

35,12

o O B W N

Maximalni mozny obsah chininu v toniku je 75 mg/l (cit.'"). Vsechny vzorky tuto
normu spliuji s vyjimkou vzorku €. 4, jenz dany piedpis piekracuje o 48%. Jednalo se o tonik

S komerénim ndzvem Schweppes.
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4.3 Analyza chininu v Samponu

Byla provedena analyza chininu v Samponu znacky Klorane. Tento Sampon je vyrabén
firmou Laboratoires Klorane sidlici ve Francii. Pouzivani tohoto Samponu zabranuje fidnuti
vlasi a slouzi jako dopln€k 1écby padéni vlast, a to pravé diky pfitomnosti chininu
v kombinaci s vitaminy B.

Chinin byl kvantifikovan metodou standardniho piidavku, kdy oba vzorky byly
zpracovany stejnym zpusobem (jak je uvedeno v kapitole 3.4.4), ale k jednomu z nich byl
ptidan standard chininu o koncentraci 1 mg/ml.

O vysledcich tohoto méfeni pojednava nasledujici graf (Obr. 8), na kterém je
znadzornén chromatogram vzorku (Cerna kiivka) a chromatogram vzorku se standardem
(Cervena kiivka), u kterého je vidét nartist vysky piku chininu v retencnim case 9,6 min. Podle
tohoto faktu byl chinin jednozna¢n¢ identifikovan. Pomoci metody standardniho piidavku byl
stanoven obsah chininu v samponu na 62,53 ng/g. Ostatni piky odpovidaji slozkam, které jsou

V Samponu pfitomny spole¢né s chininem, avsak tyto slozky nebyly identifikovany.
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Obr. 8 Chromatogramy Samponu
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4.4 Analyza chininu v kiife chinovniku

Byla provedena analyza chininu v kufe chinovniku (Obr. 9), ktera je jednim z hlavnich
ptirodnich zdroji chininu. Kura chinovniku byla zpracovana v podob¢ Cajové infuze, jak je

uvedeno v kapitole 3.4.4.
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Obr. 9 Chromatogram kury chinovniku

Chinin se eluoval v retenénim c¢ase 8,9 min, identifikovan byl jednak na zakladé
porovnani reten¢niho Casu se standardem, a také na zakladé porovnanim s analyzou téhoz
vzorku, ke kterému byl ptidan 1 pg standardu chininu. Standard a vzorek s pfidavkem byl
méfen za identickych podminek jako vzorek ¢isty.

Obsah chininu v kife byl stanoven metodou kalibraéni pfimky, jehoz obsah
byl 7,2 mg/g. Ostatni piky v chromatogramu odpovidaji latkam pfitomnym kufe, avsak tyto

latky nebyly identifikovany.
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5. Zavér

Cilem bakalaisk¢ prace bylo seznameni se s vysokouc¢innou kapalinovou
chromatografii (HPLC) jak teoreticky, tak prakticky. V teoretické c¢asti byla pozornost
vénovana popisu a instrumentaci HPLC, dale byla pozornost vénovana syntéze, vlastnostem
a vyskytu chininu. V zavéreénych kapitolach tohoto oddilu je uveden literarni pichled
analytickych technik nejcastéji pouzivanych ke stanoveni chininu S diirazem na separacni
techniku. Z piehledu analytickych technik vyplynulo, Zze necastéji pouzivanou metodou je
HPLC s UV-VIS a fluorescen¢ni detekci. Opublikovan byl pouze jeden ¢lanek starSiho data,
kde autofi ke stanoveni vyuzili redukce chininu na statické rtutové kapkové elektrode.

V ramci feSeni praktické ¢asti byla vyvinuta metoda HPLC s amperometrickou detekci
(detektor Coulochem I11) vyuzivajici elektrochemickou aktivitu chininu na borem dopované
diamantové elektrodé (BDD). Méfeni probihalo pii potencialu +1250 mV (vs.Pd/H,). Vhodny
potencidl oxidace chininu byl vybrdn na zakladé¢ naméfeného hydrodynamického
voltamogramu. Obsah chininu byl stanoven v rtiznych druzich komeréné vyrabénych hotkych
napoji typu tonik, Samponu znacky Klorane a v kufe chinovniku, ktery je ptirodnim zdrojem
této latky.

Vysledky stanoveni chininu v tonicich byly porovnany s maximalni povolenou
koncentraci chininu v téchto napojich (¢ = 75 mg/l, dle CSN). U toniku znacky Schweppes
bylo zjisténo prekrofeni maximalni povolené koncentrace, kdy naméfena koncentrace chininu
byla 111,83 mg/l.

Sampon zna¢ky Klorane slouzi diky piitomnosti chininu k 16¢bé padani vlasi. Po
extrakci a nasledné analyze byl chinin identifikovdn na zakladé¢ porovnani retenénich dat
se standardem a jeho koncentrace v samponu byla 62,53 ng/g.

Kira chinovniku byla zpracovana v podobé cajové infuze, zalitim horkou vodou a
nasledné extrakce po dobu 15 minut. Po HPLC analyze byl chinin kvantifikovan metodou
kalibra¢ni pfimky, kdy jeho obsah byl 7,2 mg/g.

Popisovana metoda aplikovana na vybrané vzorky rozdilného charakteru poskytla

dobré vysledky s minimalni ¢asovou a finan¢ni naro¢nosti na predipravu vzorku.
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6. SOUHRN

Tato prace se zabyvd analyzou alkaloidu chininu, latky vyznacujici
se antimalarickymi, analgetickymi a antipyretickymi U¢inky. K analyze chininu byla pouzita
selektivni a citlivd amperometricka detekce s pracovni borem dopovanou diamantovou
elektrodou (BDD) ve spojeni s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC). Mezi
unikatni vlastnosti BDD elektrody patii mechanickd a chemicka stabilita, nizky zbytkovy
proud, Siroké potencidlové okno az 3,5 V a mald nachylnost k pasivaci elektrodového
povrchu. Chinin byl stanoven ve vzorcich hotkych napoji (toniki), Samponu znac¢ky Klorane
a v kuife chinovniku. Uprava vzorki tonikd zahrnovala pouze odplynéni a nasledné nafedéni
mobilni fazi. Sampon byl zpracovian metodou extrakce kapalina-kapalina pomoci
methyl-terc-butyletheru. Kira chinovniku byla zpracovana v podobé ¢ajové infaze, zalitim
horkou vodou a nasledné extrakce po dobu 15 minut.

K HPLC separaci byla pouzita kolona Polaris CI8A (3 um) 150 x 3 mm a mobilni
faze o slozeni 50 mmol/l dihydrogenfosfore¢nan sodny (pH 2,63) : acetonitril (85:15, v/v).
K detekei byl pouzit elektrochemicky detektor Coulochem III (ESA, Inc.), ktery se sestaval z
amperometrické cely (Model 5040, ESA Inc.) s BDD elektrodou. Priitokova rychlost mobilni
faze byla nastavena na 0,25 ml/min a méfeni probihalo pfi potencialu +1250 mV (vs.Pd/Hy).

Vyvinutou metodu je mozné pouzit ke stanoveni chininu ve vyse uvedenych vzorcich
a predstavuje vhodnou alternativu k fluorescenéni detekci. Preduprava vzorkli vyzadovala

minimalni ¢asovou a finan¢ni naro¢nost.

34



7. SUMMARY

The present thesis is focused on alkaloid quinine, its basic characterization and
methods of its determination, with emphasis to separation techniques currently most used.
In the experimental section, a new analytical method is presented: Quinine, known for its
anti-malarial, analgesic and antipyretic properties, was determined using high-performance-
liquid chromatography (HPLC) with electrochemical detection, employing boron-doped
diamond electrode (BDD). BDD electrodes traditionally offer excellent mechanical
as well as chemical stability, low background currents, and wide usable potential window.
The method was applied to analysis of several quinine-containing soft drinks, Klorane®
shampoo, and Cinchona bark. Only simple sample pre-treatments were used; the degassed
and diluted drinks, methyl-tert-butyl ether extract of the shampoo and tea-infusion bark
extract (15 min) were directly subjected to analysis.

A Polaris CI8A (3 um) 150 x 3 mm HPLC column, mobile phase consisting
of sodium phosphate monobasic (c=50 mmol/l; pH 2,63) : acetonitrile (85 : 15, v/v),
and flow-rate of 0,25 ml/min were used for the HPLC analysis. A Coulochem Il
electrochemical detector equipped with an amperometric cell (Model 5040) containing BDD
electrode (all ESA Inc.), operating at +1,25V (vs. Pd/H,) was used for the analyte detection.

The described method can be applied to determination of quinine in various sample
types and can, for its simplicity and facile sample pretreatment, serve as a suitable alternative
to commonly used fluorescence detection techniques.
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