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Cilem této diplomové prace bylo zjisténi nejvhodnéjsich podminek separace pro
analyzu deseti fenolickych latek pomoci ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie
s PDA detekci. Prace je zamérena zejména na separaci kritického paru isorhamnetin
a tamarixetin. DalS$im cilem bylo zjisténi kratkodobé stability vSech testovanych latek
po dobu 24 hodin.

Analyzy probihaly s vyuZitim chromatografického systému ACQUITY UPLC systém
s PDA detektorem pfi vinové délce 275 nm. Prvnim krokem studie separacnich
podminek byl screening 17 kolon od nékolika rliznych vyrobcl. Byly testovany kolony:
ACE Excel C18, BEH C18, CSH C18, Arion Plus C18, Ascentis Express C18, Atlantis Premier
BEH C18 AX, BEH Shield RP18, Cortecs Shield RP18, Ascentis Express RP-Amide, BEH
Phenyl, CSH Phenyl-Hexyl, Kinetex Biphenyl, ACE Excel C18-AR, ACE Excel C18-PFP, CSH
Fluoro-Phenyl, Ascentis Express F5 a Kinetex PFP. Béhem screeningu byly testovany
3 organické modifikdtory (acetonitril, methanol a acetonitrii s methanolem 1:1)
v kombinaci se 2 vodnymi slozkami (0,1% kyselina mravenci a 0,1% kyselina octovou).
Druhym krokem byla optimalizace separacnich podminek na 3 nejvhodnéjsich kolonach,
kterymi byly Ascentis Express RP-Amide, Kinetex Biphenyl a ACE Excel C18-PFP.
Optimalizovan byl postupné vliv gradientovych kfivek, nastaveni gradientové eluce,
teplota separace a ¢as analyzy.

NejlepsSich vysledk(l separace analyzovanych latek bylo dosazeno na koloné
Kinetex Biphenyl za podminek: methanol s0,1% kyselinou mravenci, gradientovy
program 15-98 % MeOH béhem 7 minut s naslednou 2minutovou ekvilibraci, teplota
separace 40 °C. Tyto podminky byly také vyuZity pro méreni kratkodobé stability

jednotlivych fenolickych latek.



Stabilita byla mérena kazdou hodinu po dobu 24 hodin. Sledovana byla zména
plochy piku v ¢ase a srdZeni latek pfi uchovavani v automatickém davkovaci. Méreni
probihalo pfi teploté 10 °C, 15 °C a 20 °C. Latky byly rozpustény ve vodé s HCOOH
a ve 20% methanolu s HCOOH, ktery byl zvolen na zdkladé srovnani vlivu rozpoustédla
na tvar piku. Kazda latka byla celkem podrobena 6 mérenim. Jako latky stabilni za vSech
testovanych podminek se projevily PAA, 4MC, HFP a HVA. U téchto latek nedoslo
k poklesu koncentrace pod limit 95 %. Latky PG, HFA a RUT vykazovaly stabilitu jen za
urcitych podminek. Problémové chovani vykazoval QCE, ISO a TAM, u nichZz dochéazelo

také ke srazeni latky v roztoku.

Klicova slova: UHPLC/PDA; fenolické latky; separacni podminky; screening kolon;

optimalizace; stabilita



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Analytical Chemistry

Candidate: Zuzana Jandorova

Supervisor: Prof. PharmDr. Lucie Novakova, Ph.D.

Title of the diploma thesis: A study of separation conditions and stability of selected

phenolic compounds

The goal of this diploma thesis was to determine the most suitable separation
conditions for the analysis of ten phenolic compounds by the ultra-high performance
liqguid chromatography with PDA detection. The thesis is focused mainly on the
separation of critical pair tamarixetin and isorhamnetin. Another goal was to determine
the short-term stability of all tested compounds for 24 hours.

Analyses were performed using the ACQUITY UPLC chromatographic system with
PDA detector at a wavelength of 275 nm. The first step in the study of separation
conditions was the screening of 17 columns from several different manufacturers.
Tested columns included ACE Excel C18, BEH C18, CSH C18, Arion Plus C18, Ascentis
Express C18, Atlantis Premier BEH C18 AX, BEH Shield RP18, Cortecs Shield RP18,
Ascentis Express RP-Amide, BEH Phenyl, CSH Phenyl-Hexyl, Kinetex Biphenyl, ACE Excel
C18-AR, ACE Excel C18-PFP, CSH Fluoro-Phenyl, Ascentis Express F5, and Kinetex PFP.
During the screening, 3 organic modifiers (acetonitrile, methanol and acetonitrile with
methanol 1:1) were tested in combination with 2 aqueous components (0.1% formic
acid and 0,1% acetic acid). The second step was the optimization of separation
conditions on the 3 most suitable columns, namely Ascentis Express RP-Amide, Kinetex
Biphenyl, and ACE Excel C18-PFP. The effect of gradient curves, the gradient elution
setting, the separation temperature and the analysis time were optimized.

The best results of separation of the analytes was achieved on the Kinetex
Biphenyl column under the conditions: methanol with 0.1% formic acid, gradient
program 15-98 % MeOH within 7 minutes followed by 2 minutes of equilibration,
separation temperature 40 °C. These conditions were also used to measure the short-

term stability of individual phenolic compounds.



The stability was measured every hour for 24 hours. The change in peak area
over time and the precipitation of compounds during storage in the autosampler were
monitored. The measurements were performed at 10 °C, 15 °C, and 20 °C.
The compounds were dissolved in water with HCOOH and 20% methanol with HCOOH,
which was chosen based on a comparasion of the effect of the solvent on the peak
shape. Each compound was subjected to 6 measurements. PAA, 4MC, HFP and HVA
proved to be stable compounds under all tested conditions. For these compounds, the
concentration didn’t decrease below the limit of 95 %. PG, HFA and RUT were stable
only under certain conditions. QCE, TAM and ISO showed problematic behaviour, with

precipitation in the solution.

Keywords: UHPLC/PDA; phenolic compounds; separation conditions; column screening;

optimization; stability
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1 UvVoD

Fenolické latky jsou nejéastéji zastoupenymi antioxidanty v ovoci i zeleniné.
Na lidské zdravi maji v mnoha smérech prospésny vliv. Jejich dostatecny pfijem
potravou napfriklad snizuje riziko kardiovaskuldrnich chorob, rakoviny nebo
neurodegenerativnich onemocnéni. Fenolické latky tvori obrovskou skupinu sloucenin,
proto studium jejich vlastnosti a vyvoj novych analytickych metod muze zjednodusit
jejich vyzkum a praktické vyuziti.

Pro stanoveni fenolickych latek se casto vyuzivd vysokoulcinnd kapalinova
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii nebo spektrofotometrickymi
detektory. Pro analyzu latek v této diplomové praci byla vyuZita metoda UHPLC/PDA
umoznujici rychlé rozdéleni a identifikaci jednotlivych fenolickych latek.

Diplomova prace navazuje na prdci Veroniky Pilafové publikovanou v odborném
¢ldnku Simultaneous determination of quercetin and its metabolies in rat plasma by
using ultra-high performance liquid chromatography tandem mass spectrometry [1].
S vyvojem stale novych stacionarnich fazi se ma prace zaméfuje na provéreni, zda
neexistuje vhodnéjsi kolona pro rychlou analyzu. Problematické je oddélit predevsim
izomerni latky tamarixetin aisorhamnetin a soucasné nalézt kolonu a optimalizovat
podminky pro rozdéleni vSech 10 testovanych latek.

Béhem testovani jednotlivych kolon jsem se potykala také s problémem stability
a srazeni nékterych latek pfi nizké teploté uchovavani v automatickém davkovadi.
Z tohoto dlivodu je do mé diplomové prace zahrnuto i méreni kratkodobé stability
a zjisténi vlivu podminek na srazeni latek v roztoku pfi rdznych teplotach

a rozpoustédlech. Uréeni stability latek je téz klicovou soucasti vyvoje kazdé metody.
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2 CiL A ZADANI PRACE

Cilem této diplomové prace bylo zjisténi nejvhodnéjsich separacnich podminek
UHPLC/PDA metody pro separaci smési deseti fenolickych latek pomoci rychlé analyzy
s dlirazem na obtiZznou separaci izomer( tamarixetinu a isorhamnetinu. Fenolické latky
v této studii jsou kyselého charakteru a zahrnuji 2 skupiny latek — malé molekuly typu
fenolickych kyselin s molarni hmotnosti v rozmezi 100-200 g/mol a slouéeniny typu
flavonoidnich struktur s vétsi molarni hmotnosti (300-650 g/mol).

Prvni fazi studie byl screening 17 kolon za podminek obecného gradientu. Byla
zjistovana vhodnost jednotlivych staciondrnich fazi pro analyzu smési, s ohledem
na kriticky par. Pro screening byly vyuZivany 3 organické modifikatory a 2 vodné slozky.

Druhou fazi byla optimalizace podminek separace na tfech nejvhodnéjsich
stacionarnich fazich ziskanych screeningem kolon. Byla testovana zména podminek
gradientové eluce, teploty, délky analyzy a gradientovych kfivek. Na zavér byla vybrana
nejvhodnéjsi kolona pro separaci latek pomoci UHPLC s PDA detekci.

Dalsim cilem préace bylo zméteni stability jednotlivych fenolickych latek po dobu
24 hodin. Kratkodoba stabilita byla mérena za optimalizovanych separaénich podminek.
Béhem meéreni byla sledovdna zména plochy piku v ¢ase a vznik sraZzeniny latek
vroztoku. Méreni probihalo pti tfech rlznych teplotach a ve dvou rlznych
rozpoustédlech.

Vysledné podminky separace i zjisténa stabilita fenolickych latek budou prakticky

vyuzity Katedrou analytické chemie pfi praci s LC-MS.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie

3.1.1 Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC)

UHPLC je moderni separacni technika, ktera ma oproti vysokoucéinné kapalinové
chromatografii (HPLC) fadu prednosti. Vznik a zejména komercéni dostupnost této
metody zajistila revoluci v separacnich metodach. Bylo dosazeno vyznamné vyssiho
rozliSeni, citlivosti a zkrdceni doby analyzy, coZ vedlo ke sniZeni ndkladld a zvySeni
produktivity analytickych laboratofi. Metoda je vhodnd pro rutinni testovani velkého
poctu vzork(l a hojné vyuZivana v mnoha prlmyslovych odvétvich napf. farmaceuticky
pramysl, bezpecnost potravin, identifikace metabolitl ¢i bioanalyza [2][3][4].

Na obrazku 1 je zndzornéno srovnani ucinnosti HPLC a UHPLC metody. VySsi
ucinnost UHPLC separace se projevi viditelné mensim rozmyvanim zény analytu, a tim

i vy$S8im a uzsim tvarem piku, coZ také umozni lepsi citlivost a rozliseni.

HPLC UHPLC

\

Obrazek 1: Srovnani ucinnosti HPLC a UHPLC, upraveno dle [2].

Na miru rozmyti zény analytu maji vliv kolonové i mimokolonové prispévky. Mezi
mimokolonové patii ddvkovac, spojovaci kapilary od nastfiku po zacatek kolony a od
konce kolony po detektor, vcéetné pratokové cely. Mimokolonovym prispévkim
zabranime snizenim vsech téchto objem( na minimum. Kolonové pfispévky zahrnuji
velikost C¢astic, zplsob naplnéni kolony, délku a vnitini primér kolony. V porovnani

s HPLC se pouzivaji kratsi kolony o délce 50 az 100 mm s malym vnitfnim pramérem
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1,0 nebo 2,1 mm, coz vede k rychlejSimu ¢asu analyzy a mensi spotfebé rozpoustédel.
[2][31[41[5]

U¢innost separace se zvy$uje zmen3ovanim velikosti &astic staciondrni faze.
Spole¢né s ucinnosti ovsem vyznamné roste i zpétny tlak. Pro pouZiti menSich ¢astic
a dosazeni optimadlni ucinnosti proto bylo nezbytné pouZzit specializované systémy.
UHPLC pfistroje jsou zkonstruovany z materiali umoZiujicich préci i za velmi vysokych
tlakd. Tlak se béhem separace pohybuje az kolem 1000 bart. Pro UHPLC jsou typické
Castice mensi nez 2 um, které poskytuji o 70 % vyssi rozliSeni a 3x vys$si ucinnost
ve srovnani s velikosti ¢astic 5 um. PouZivaji se ¢astice o velikosti 1,5 az 2 um, protoze
dal$i zmensSovani ¢astic jiz zvySuje ucinnost jen zanedbatelné. Oproti tomu dochazi
k prudkému narUstu zpétného tlaku [2][3][4][6].

Ucinnost separace je téZ ovlivnéna pritokovou rychlosti mobilni faze v zavislosti
na velikosti €astic stacionarni faze. Tuto zavislost znazoriuji Van Deemterovy kfivky
na obrazku 2. Optimalni pratokova rychlost je dana minimem kfivky. S klesajici velikosti
Castic se krivky stdvaji plossSimi a umoZznuji tudiz vyuziti vétsSiho rozsahu pratokovych
rychlosti bez ztraty ucinnosti. Mensi ¢astice umoznuji rychlejsi analyzy pomoci vyssich

pratokl a kratsich kolon [3][6][7].

0.050
0.045
0.040
0.035

H 0.030

[mml ¢.025
0.020
0.015
0.010
0.005

10 pm

5Hm

0 01 0.2 0.3 0.4 0.6
Lineamni pritokova rychlost v [cmis]

Obrazek 2: Van Deemterovy krivky pro ¢astice o rGzné velikosti [8].

Rozliseni pikl na chromatogramu je dano 3 zdkladnimi faktory — ucinnosti,
selektivitou a retenci. Pro dostatecné rozdéleni dvou pikl na zakladni linii je dano
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minimalni rozliSeni 1,5. Nejvyznamnéjsim faktorem je selektivita, kterou lze ovlivnit
zménou stacionarni faze, mobilni faze nebo teploty. Velikost rozliSeni vyznamné roste
také srostouci ucinnosti. Vyssiho rozliSeni lze do urcité miry dosahnout zvySenim
retence analytu. PFilis vysokd retence ovsem vede k niZsi citlivosti, SirSim pik(im a delSim
reten¢nim castim. Vliv jednotlivych faktorl na rozliSeni je znazornén na obrazku

3 [2][3][9].

potéatelni pik i J \
vyseni retence __ /\_/L

zvyieni selektivity “ e

rw e

zvyieni Géinnosti

Obrazek 3: Vliv jednotlivych faktord na rozliseni, upraveno dle [2].

3.1.2 UHPLC instrumentace

Instrumentace UHPLC je vylepSenou verzi HPLC systému. Zakladnim poZzadavkem
je minimalizace kolonovych i mimokolonovych ptispévk. Od HPLC se lisi odolnou
konstrukci vici vysokym tlaklim, které v systému vznikaji v dusledku pouZiti malych
Castic. Je proto zapotrebi specializovaného chromatografického systému s celou fadou
technickych Uprav. Zejména jsou potieba Cerpadla se schopnosti ¢erpat i za vysokych
tlakG a automatické ddvkovace kompatibilni i s ultravysokymi tlaky. Chromatograficky
systém musi byt téZ prizplsoben pro provoz v rychlém reZzimu. V neposledni radé je

potifeba detektor s dostatec¢nou rychlosti sbéru dat [10].

3.1.3. Stacionarni faze v UHPLC
Separace je silné ovlivnéna typem stacionarni faze (SF). Kvdli stale rostoucim
pozadavk(im na stacionarni fazi jako je rychlost analyzy, rozsah pH, odolnost vUci

vysokym teplotam a také vysokd separacni Ucinnost a selektivita, jsou vyrabény stale

15



nové typy kolon asorbentl. Srozmachem UHPLC metody vzrostla obliba zejména

hybridnich stacionarnich fazi [11].

Silikagelové SF

Silikagel je polarni sorbent, ktery je po navdzaniligand(i hojné vyuzivan v systému
reverznich fazi. Struktura silikagelu je tvofena oxidem kfemicitym a silanolovymi
skupinami Si-OH. Pomoci téchto skupin dochazi k navazani rdznych typa ligandQ
srozdilnou selektivitou (obrazek 4). Vyhodou silikagelu je mechanickd odolnost
umoznujici praci za vysokych tlak(i, moZnost predikovat retenci analytl a vysoka
ucinnost kolony. Mezi nevyhody patfi chvostovani pika bazickych latek, omezena
teplotni stabilita (do 60 °C) a omezena chemicka stabilita (pH v rozmezi 2-7). Nizké pH

vede k hydrolyze ligandu, pfi vysokém pH dochazi k rozpousténi silikagelu [12][13][14].

A
O g e e s C18

0— si/ﬁ/\/‘\/”\/\/‘\/ cs8

0 —si
NV
Rs @ Alkylphenyl

Obrazek 4: Priklady ligandu silikagelovych staciondarnich fazi v systému RP [14].

HSS (High Strengh Silica) ¢astice jsou specidlni silikagelové ¢astice firmy Waters
s vysokou pevnosti tvorené pouze oxidem kifemicitym a vazanym ligandem. Pro UHPLC
separaci jsou dostupné ve velikosti 1,8 um. Oxid kfemicity odolava kyselé hydrolyze

a poskytuje extrémné dlouhou Zivotnost i ve velmi kyselém prostredi [15].
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Polymerni SF

Polymerni stacionarni faze byvaji v systému reverznich fazi tvoreny nejcastéji
polystyrendivinylbenzenem, dale také metakrylaty i polyvinylalkoholem. Vyhodou
polymernich fazi ve srovnani se silikagelovymi je Siroky pracovni rozsah pH (1-14)
a stabilita i za vysokych teplot. Také na nich nedochazi kiontovym interakcim.

Nevyhodou je omezeny pracovni tlak (do 20 MPa) a hlavné nizsi u¢innost kolon [12][13].

Stacionarni faze na bazi oxidu zirkonicitého

Oxid zirkonicity ve formé poréznich sférickych ¢astic ma spoustu vyhod. Kolony
jsou mechanicky odolné a jejich Ucinnost je podobna silikagelovym stacionarnim fazim.
Na rozdil od silikagelu navic vykazuji vysokou teplotni stabilitu (az do 200 °C) i chemickou
stabilitu (pH 1-14). Kolony na bazi oxidu zirkoni¢itého mohou byt vyuZivany
i za extrémnich podminek a maji dlouhou Zivotnost, ¢imzZ se sniZuje i cena za analyzu

[13][16].

Stacionarni faze na bazi porézniho grafitového uhliku

Jedna se o vysoce inertni material tvoreny grafitovymi prouzky s velmi odliSnou
selektivitou ve srovnani se silikagelovymi staciondrnimi fazemi. Kolony jsou termalné
stabilni az do teploty 200 °C a chemicky stabilni v celém rozsahu pH. P¥i separacich ¢asto
dochazi k vyskytu chvostujicich pikd. Kolony lze vyuZit pro separaci chiralnich Iatek.

Zménou pH mobilni faze je mozné ménit retenci bazickych latek [13][16].

Hybridni castice
Prvni generaci hybridnich ¢astic byla technologie, ktera vyuzivala organicko-
anorganické c¢astice kombinujici vyhodné vlastnosti silikagelovych a polymernich
sorbentl. Kombinaci obou sorbent( vznikly ¢astice s optimalnimi vlastnostmi [12].
Druhou generaci jsou BEH castice (Ethylene Bridged Hybrid). LiSi se inkorporaci
ethylenovych mustkd do silikagelu, coz vedlo k vyrazné lepsi ucinnosti, mechanické

pevnosti a SirSimu rozsahu pH (1-12). Struktura je znazornéna na obrazku 6 [3].
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Obrazek 6: Struktura BEH ¢astic, upraveno dle [12].

CSH castice (Charged Surface Hybrid) vychazeji z klasickych BEH ¢astic a jsou treti
generaci hybridnich kolon. Jde o povrchové nabité ¢astice pripravované aplikaci latek
s ndbojem na povrch BEH ¢dstic. Mezi vyhody patfi rychld ekvilibrace kolony po zméné
pH mobilni faze a vynikajici stabilita pfi nizkém ivysokém pH. Technologie CSH je

znazornéna na obrazku 7 [16][17].

Aplikace nabitych

BEH casti T
T funkcnich shupin

Endcapping

Obrazek 7: CSH technologie, upraveno dle [18].

Povrchové porézni ¢astice
Povrchové porézni ¢astice (tzv. core-shell ¢astice) jsou tvorené pevnym jadrem
ze silikagelu a tenkou vrstvou homogenniho porézniho obalu. Oproti plné poréznim

Casticim je vyhodou minimalni diflze, nizsi zpétny tlak a vyssi ucinnost kolony [3].
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Plné porézni éastice Povrchoveé porézni éastice

Obrazek 5: Povrchoveé porézni a plné porézni ¢astice, upraveno dle [19].

Kolony pouzité v této diplomové praci jsou shrnuty v tabulce 1 véetné uvedeni jejich

zakladnich vlastnosti. Nejvétsi pocet stacionarnich fazi bylo pouzito od firmy Waters.
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Tabulka 1: Vlastnosti pouzitych staciondrnich fazi [20][21][22][23][24][25][26].

Kolona ACE Excel C18 BEH C18 CSH C18 Arion Plus C18 Ascentis Express C18 Atlantis Premier
BEH C18 AX

Velikost castic 1,7 um 1,7 um 1,7 um 1,7 um 2,7 um 1,7 um
Ligand C18 C18 C18 C18 C18 C18
Maximalni tlak 1000 1240 bar 1240 bar - 600 bar 1240 bar
Maximalni - 80 °C 80 °C 100 °C 60 °C 60 °C
teplota
Rozsah pH 2-8 1-12 1-11 1-10 2-9 max. 10
Vyrobce ACE Waters Waters Arion Supelco Waters

Kolona BEH Shield RP18 Cortecs Shield RP18 Ascentis Express RP- BEH Phenyl CSH Phenyl-Hexyl Kinetex Biphenyl

Amide
Velikost a typ 1,7 um 2,7 um 2,7 um 1,7 pm 1,7 um 1,7 um
Castic
Ligand C18 se zabudovanou Karbamdatova skupina C18 se zabudovanou Fenyl-hexyl Fenyl-hexyl Bifenyl
karbamatovou s navazanym C18 amidovou skupinou
skupinou

Maximalni tlak 1240 bar 1240 bar - 1240 bar 1240 bar 1 000 bar
Maximalni 50 °C 45°C 60 °C 80 °C 80 °C 60 °C
teplota
Rozsah pH 2-11 2-8 2-9 1-12 1-11 1,5-8,5
Vyrobce Waters Waters Supelco Waters Waters Phenomenex

Kolona ACE Excel C18-AR ACE Excel C18-PFP CSH Fluoro-Phenyl Ascentis Express F5 Kinetex PFP
Velikost a typ 1,7 um 1,7 um 1,7 um 2,7 um 2,6 um
Castic
Ligand C18 s navazanym C18 s navazanym Fluoro-fenyl Pentafluorofenylpropyl Pentafluorofenyl

fenylem pentafluorofenylem

Maximalni tlak 1000 bar 1000 bar 1240 bar - 600 bar
Maximalni - - 60 °C 60 °C 60 °C
teplota
Rozsah pH 2-8 2-8 1-8 2-9 1,5-8,5
Vyrobce ACE ACE Waters Supelco Phenomenex
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3.1.4 Detekéni systémy v UHPLC
Po rozdéleni jednotlivych slozek smési na koloné je potfeba detektor, ktery
umozni prevedeni vysledk(l separace na elektricky signal. Detektor sleduje zmény

ve slozeni MF pomoci chemickych nebo fyzikdlnich veli¢in [27].

Idedlni detektor byl mél splfiovat nékolik pozadavka:
e byt schopny detekovat vSechny pfitomné komponenty ve vzorku
e mit velmi rychlou odezvu s Sirokym koncentra¢nim rozmezim
e umoziovat gradientovou eluci
e mit co nejmensi mimokolonovy pfispévek
e byt vysoce citlivy

e byt robustni proti zménam tlaku, teploty a pritoku MF [12][27]

V praxi neexistuje idedlni detektor, redlné typy detektorl vyhovuji danym
pozadavkim vice ¢i méné. VyuZivaji se napriklad detektory spektrofotometrické,
fluorescencni, hmotnostni, refraktometrické nebo elektrochemické [12][27].

V této diplomové praci byl jako detekéni systém vyuzit detektor s diodovym
polem (PDA). PDA detektor patfi do skupiny spektrofotometrickych detektoru, které
funguji na principu absorpce zareni UV a viditeIného svétla pfi dané vinové délce

[12][28].

3.2 Fenolické latky

Fenolické latky tvofi vyznamnou skupinu sekundarnich metaboliti v rostlinach.
Déli se na polyfenoly a fenolické kyseliny. Latky se vyznacuji velkou strukturdlni
rozmanitosti od malych jednoduchych molekul po vysoce polymerizované slouéeniny.
Ve struktufe jsou pro né charakteristické aromatické kruhy a hydroxylové skupiny.
V rostlindch se vyskytuji v kombinaci s monosacharidy nebo polysacharidy ve formé

glykosid(i nebo jako derivaty ve formé ester(i a methylesterd [29][30][31].
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3.2.1 Vyskyt a vyznam fenolickych latek

Fenolické Iatky jsou nejc¢astéji zastoupenymi antioxidanty ve stravé. Vyskytuji se
ve vétsiné rostlin véetné ovoce a zeleniny. Vyznamnymi zdroji je napf. kakao, rajc¢ata,
brambory, listova tmaveé zelend a pestrobarevna zelenina, lusténiny nebo ¢ervené vino.
Z ovocnych zdrojl se jedna predevsim o tfesné a citrusové plody [30][31].

Silna spojitost mezi obsahem fenolickych latek a antioxida¢nim Gcinkem ovoce
a zeleniny byla jiz prokdazana mnoha studiemi. PfestoZe nejde o Ziviny, pfijem téchto
latek vede k protektivnim Gcinkim na lidské zdravi. Byl prokdzan zpomaleny proces
stdrnuti a sniZzené riziko zdnétu a oxidacniho stresu spojené s chronickymi
onemocnénimi (kardiovaskularni choroby, ateroskleréza, rakovina, neurologicka
onemocnéni nebo diabetes). Mezi hlavni faktory dodavajici fenolickym [dtkam
antioxidacni silu patii pravdépodobné rozsah konjugace a stupen hydroxylace molekuly
[29][30][32].

V rostlinach hraji fenolické Iatky roli v ochrané proti hmyzu, jsou nezbytné pro
bunécny metabolismus, ovliviiuji vani, barvu a chut rostlin, strukturu, opylovani
a rozmnozovani rostlin. Vznikaji dvéma metabolickymi cestami, a to Sikimatovou drahou

a drahou kyseliny octové. Kombinaci obou cest dochazi k syntéze flavonoidt [31].

3.2.2 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny jsou jednoduché molekuly s hydroxylovymi skupinami razené
zejména mezi derivaty kyseliny benzoové a kyseliny skoficové. Prvni skupina zahrnuje
napr. kyselinu gentisovou, p-hydrobenzoovou nebo salicylovou. Mezi derivaty kyseliny
skoficové patfi kyselina kdavova a ferulovd. Stejné jako ostatni fenolické Iatky jsou

fenolické kyseliny esencialni a musi byt ¢clovékem pfijimany formou rostlinné stravy. [33]

3.2.3 Flavonoidy

Jednou z vyznamnych skupin polyfenoll jsou flavonoidy zahrnujici vice nez 4 000
struktur. Zakladni strukturu tvofi flavan (obrazek 8). Dle modifikace jadra hydroxy
a ketoskupinami se flavonoidy déli do 9 zakladnich skupin, a to na flavony, flavanony,
flavonoly, dihydroflavonoly, flavanoly, flavandioly, chalkony, aurony a antokyany. Dale

sem lze zaradit isoflavonoidy, biflavonoidy a flavonoidni glykosidy [34].
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Obrazek 8: Flavan - zakladni struktura flavonoidu [35].

Flavonoidy jsou oznaCovany za vysoce ucinné rostlinné antioxidanty. Jejich
antioxidacni aktivita je ddna vychytavanim volnych radikal(, reaktivnich forem kysliku
a chelataci kovu. Jsou béZnou soucasti lidské stravy. Jejich biodostupnost se vSsak muze
vyrazné liSit v zavislosti na zdroji. Naptiklad bylo prokazano, Ze absorpce kvercetinu
z cibule je Ctyrikrat vyssi nez absorpce z ¢aje ¢i jablka [36].

Dal$imi vyznamnymi vlastnostmi flavonoidl jsou antivirové, antialergické,
protizdnétlivé, antikarcinogenni, hepatoprotektivni, kardioprotektivni, antidiabetické

nebo gastroprotektivni ucinky [37][38][39].

Chemoprotektivni vlastnosti
Antikarcinogenni Ucinky jsou vysvétlovany schopnosti flavonoidl inhibovat
bunécény cyklus, proliferaci a oxidacni stres, indukovat detoxikacni enzymy, apoptdzu

a také aktivovat imunitni systém [36].

Prevence srdec¢nich onemocnéni

Prijem flavonoid( ve stravé vede k nizSimu riziku srdecnich chorob. Je to
pravdépodobné zpuUsobeno jejich schopnosti zpomalovat oxidaci lipoproteint
na aterogenni formu. Na vysledny efekt ma rovnéz vliv antiagreacni a vasodilatacni
ucinek flavonoidl. Rozdily v pfijmu flavonoid( ve stravé v riznych zemich mohou
Castecné vysvétlit rozdilnou umrtnost na ischemickou chorobu srdeéni napfi¢ zemémi

[36].

Antialergické ucinky
Za jeden z faktor(i zodpovédnych za ndrust alergickych onemocnéni v poslednich

letech je povaZovana zména stravy. Dle nedavnych vyzkumu je nizky vyskyt astmatu
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pozorovan u populaci s vysokym prijmem flavonoidl. Flavonoidy zabranuji alergiim

nejspiSe inhibici uvolfiovani histaminu, syntézy IL-4 a IL-13 a expresi CD40 ligandu [38].

Prevence neurodegenerativnich onemocnéni

Ucinek flavonoidd je také spojovan s prevenci onemocnéni jako je Alzheimerova
nebo Parkinsonova choroba. Flavonoidy mohou ovlivnit kognitivni funkce
pravdépodobné ochranou neuronl, regeneraci a podporou jejich funkce. Bylo
prokdzano, Zze na rozvoji téchto onemocnéni se podileji reaktivni formy kysliku a dusiku,

¢emuz flavonoidy zabranuji svymi antioxidacnimi Gcinky [39].

Flavonoidy vykazuji mnoho ochrannych Gc¢inkd na lidské télo. Ukazuje se vsak, Ze
ucinky in vitro jsou silnéjsi nez in vivo. Mechanismy téchto Ucinkd navic nejsou stéle zcela
objasnény. K potvrzeni pozitivnich Ucink{ na lidské zdravi jsou proto potfeba dalsi studie

[39].

3.2.4 Metabolismus kvercetinu

Tato prace se zabyva kvercetinem a jeho metabolity. Kvercetin patfici do skupiny
flavonoll se do gastrointestindlniho traktu dostava nejcastéji ve formé glykosida.
Jednou z téchto glykosidickych forem je rutin. Rutin se sklada z kvercetinu, na jehoz
hydroxyskupinu v poloze 3 je navazana cukernd slozka (glukéza a rhamndza). Tato
cukerna slozka ovsem znemoznuje prlichod molekuly stfevni sténou. Prvnim krokem
metabolismu flavonoidnich glykosidl je tedy hydrolyza pomoci enzymU. K hydrolyze
navolné aglykony muiZe dochazet pomoci enzym( v burnkdch tenkého stieva
(B-glukosidazy) nebo mikrofléry v tlustém stfevé (oc-rhamnosidazy). Hydrolyza muze
také probéhnout jiz v samotné potraviné nebo béhem jejiho zpracovani [1][40].

Volny kvercetin mlze byt ve stfevé nebo pozdéji v jatrech methylovan za vzniku
isorhamnetinu jeho izomeru tamarixetinu. Kromé methylace muze dojit také k sulfataci
nebo glukuronidaci molekuly, coZ vyznamné snizi antioxidacni aktivitu. V tlustém strevé
je kvercetin rozlozen bakteridlni flérou za vzniku oxidu uhli¢itého a malych fenolickych
molekul (napt. 4-methylkatecholu, 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny,
3-(3-hydroxyfenyl)propionové kyseliny, homovanilinové kyseliny, floroglucinolu nebo
3-hydroxyfenyloctové kyseliny) [1][41].
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3.2.5 Fyzikalné-chemické vlastnosti a struktury latek

V tabulce 2 je z fyzikdlné-chemickych vlastnosti uvedena moldrni hmotnost (Mh),
lipofilita (logP) a acidobazické vlastnosti (pKa) testovanych latek. Dle logP z tabulky
vyplyva, Ze v pripadé malych fenolickych latek s molarni hmotnosti 100-200 g/mol se
jedna o latky spiSe hydrofilni, v pfipadé isorhamnetinu, tamarixetinu a kvercetinu jiz
o latky lipofilnéjsiho charakteru. Rutin se diky pfitomnosti cukerné slozky v molekule
stava velmi hydrofilni sloué¢eninou.

pKa standard( se pohybuje v rozmezi 4,0 az 9,91. VSechny latky jsou tudiz spise
kyselé povahy. Cty¥i z deseti latek jsou slabsimi kyselinami (pKa kolem 4). U dal3ich latek
s pKa kolem 6 se jiz jednd o velmi slabé kyseliny. Floroglucinol a 4-methylkatechol s pKa
kolem 9 vykazuji mirné kysely charakter. Smés tudiz zahrnuje latky kyselé, mirné kyselé

az latky témér neutralni.

Tabulka 2: Fyzikadlné-chemické vlastnosti standard(i [35][42][43][44].

Zkratka Standard Sumarni vzorec Mh LogP | pKa
[g/mol]

AMC 4-methylkatechol C;Hs0, 124,14 | 1,37 | 9,91
HFA Kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova CgHsOs 152,15 | 0,85 | 4,0

HFP Kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionova | CoH1003 166,17 | 1,75 | 4,68
HVA Kyselina homovanilinova CoH1004 182,17 | 0,33 | 4,39
ISO Isorhamnetin C16H1207 316,26 | 2,3 6,31
PAA Kyselina 3-hydroxyfenyloctova CgHs04 168,15 | 0,98 | 4,25
PG Floroglucinol CsHeO3 126,11 | 0,16 | 9,06
QCE Kvercetin Ci1sH1007 302,2 2,16 6,31
RUT Rutin Ca7H30016 610,50 |-0,87 | 6,17
TAM Tamarixetin Ci16H1207 316,26 | 2,3 6,31

Jednotlivé struktury analyzovanych latek jsou znazornény na obrazku 9.
Nachazeji se zde fenolické kyseliny s malou molarni hmotnosti (4MC, HFA, HFP, HVA, PG,
PAA) a také slozitéjsi molekuly typu flavonoid( s vyssi lipofilitou (1ISO, TAM, QCE).
Cukerna slozka pfitomna v molekule rutinu zasadné ovlivni fyzikalné-chemické

vlastnosti, zejména lipofilitu.
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Obrazek 9: Struktura analyzovanych fenolickych latek, upraveno dle [42].

3.2.6 Publikované metody zabyvajici se analyzou fenolickych latek

V tabulce 3 jsou uvedeny metody s vyuZitim HPLC nebo UHPLC ve spojeni
s UV nebo PDA (detektor s diodovym polem) detekci publikované v prabéhu poslednich
deseti let. Jednoznaéné nejcastéji zkoumanou latkou byl kvercetin, ktery byl analyzovan
ve 14 uvedenych metodach. Neékteré latky nebyly naopak analyzovany v Z7adné
z publikovanych studii (4MC, HFA, HFP). Zddna z metod navic nezahrnovala analyzu vice
nez 3 latek analyzovanych v této préci. Ve srovnani s HPLC byla UHPLC nalezena pouze
v jedné metodé. Ze stacionarnich fazi byly nejcastéji vyuzivany kolony s C18 retézcem
arozmérem 250 mm x 4,6 mm x 5 pum. Organickou slozkou mobilni faze byl nejcastéji
methanol ¢i acetonitril. Vodnou sloZzku tvofila nejéastéji kyselina fosforeéna nebo
kyselina octovd v rlznych koncentracich. Z detektord byla hojné vyuzivana UV i PDA
detekce. VInova délka detekce se pohybovala v rozmezi od 220 do 450 nm. Doba analyzy
trvala 9 az 75 minut.
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Tabulka 3: Publikované metody zabyvajici se analyzou fenolickych latek pomoci UHPLC ve spojeni s UV i PDA.

Analyt Technika Analyticka kolona Mobilni faze Detekce Doba analyzy Rok
[min] Zdroj
HVA HPLC Waters XBridge C18 A: MeOH (methanol) uv 40 2012
(250 x 4,6 mm, 5 um) B: Vodny roztok kyseliny octové 280 nm [45]
(15:85)
QCE HPLC C18 A: MeOH uv 20 2012
(250 x 4,6 mm, 10 um) B: Kyselina fosforecnd 0,3% 370 nm [46]
(58:42)
QCE HPLC Symmetry C18 A: ACN (acetonitril) uv 40 2015
(150 x 4,6 mm) B: Kyselina fosforeé¢nd 0,02% 254 nm [47]
RUT UHPLC UPLC HSS T3 A: MeOH PDA 13 2012
(100 x 2,1 mm, 1,8 um) B: Kyselina mravenci 0,1% [48]
QCE, ISO, HPLC Ascentis C18 A: ACN UV/PDA 75 2014
TAM (250 x 4,6 mm, 5 pm) B: Kyselina mravenci 0,1% 370 nm [49]
PG HPLC Dionex Acclaim 120 C18 A: ACN PDA - 2016
(250 x 4,6 mm) B: voda (10:90) 220 nm [50]
QCE, ISO HPLC Waters C18 A: ACN uv 12 2010
(150 x 4,6 mm, 5 um) B: Dihydrofosforecnan sodny 360 nm [51]
0,02 mol/l (35:65)
QCE, RUT HPLC C18 Ascentis Express A: Kyselina ortho-fosfore¢na 0,5% PDA 37 2020
(150 x 4,6 mm, 2,7 um) B: ACN 350 nm [52]
C: Tetrahydrofuran
QCE HPLC Merck Purospher® STAR Shield | A: MeOH PDA 55 2017
RP 18 B: Kyselina fosforec¢nd 0,1% 360 nm [53]
(250 x 4,6 mm, 5 um)
QCE HPLC TC-C(18) A: MeOH uv 9 2011
(250 x 4,6 mm, 5 um) B: Kyselina fosfore¢nd 0,2% (65:35) 360 nm [54]
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Analyt Technika Analyticka kolona Mobilni faze Detekce Doba analyzy Rok
[min] Zdroj
QCE HPLC Hypersil gold C-18 A: ACN PDA 12 2020
(150 x 4,6 mm, 5 um) B: Ledova kyselina octova 2% 346 nm [55]
QCE, ISO HPLC TSK-gel ODS-80Ts A: ACN uv 24 2011
(150 x 4,6 mm) B: Kyselina fosfore¢na 0,5% 370 nm [56]
RUT HPLC MCRP C30 A: MeOH PDA 48 2018
(250 x 4,6 mm, 5 um) B: Methyl-terc-butyl ether 450 nm [57]
QCE, ISO HPLC Waters C18 A: Kyselina fosforec¢na 1,5% Uv/VviIS 40 2013
(250 x 4,6 mm) B: Kyselina fosfore¢nd 1,5% + 350 nm [58]
ACN 25% + Kyselina octova 20%
QCE, ISO, HPLC Waters Spherisorb S3 ODS-2 C8 | A: Kyselina octova 2,5% 55 2010
TAM (150 x 4,6 mm, 3 um) B: Kyselina octova + ACN (10:90) C: ACN 370 nm [59]
PAA HPLC RP Diamonsil C18 A: MeOH Uv/VviIS 18 2019
(250 x 4,6 mm, 5 um) B: Kyselina trifluoroctova 0,1% [60]
PAA, QCE HPLC Purospher RP-18e A: MeOH + Kyselina octova 1,5% (1:4) PDA - 2018
(250 x 4 mm, 5 um) B: MeOH 254 nm [61]
PAA, RUT, HPLC Purospher RP-18e A: MeOH + Kyselina octova 1,5% (1:4) PDA 65 2017
QCE (250 x 4 mm, 5 um) B: MeOH 254 nm [62]
ISO, QCE HPLC Waters X-Bridge C18 RP A: Kyselina fosfore¢na PDA - 2017
(250 x 4,6 mm, 5 um) B: Metylalkohol 360 nm [63]
(52:48)

HVA HPLC Aqua C18 0,1% Kyselina trifluoroctova v MeOH/voda uv 10 [64]

(250 x 4,6 mm, 5 um) (55:45) 255 nm
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pristroje a pomticky
e Chromatograficky systém ACQUITY UPLC, Binary solvent manager, Sample
manager, Column manager, PDA detector, Waters, USA
e Analytické vahy, Sartorius, Némecko
e Automatické mikropipety se $pickami, Eppendorf, Ceska republika
e Ultrazvukova lazen Sonorex Digitec, Bandelin electronic, Némecko
e Sklenéné $roubovaci vialky s uzavéry, Vitrum, Ceska republika
e Trepacka lka Vortex, Sigma-Aldrich, Ceskd republika

e Software Empower, Waters, USA

4.2 Chemikalie
Pro pfipravu standardnich roztokl, pracovnich roztokd, smésného roztoku,

mobilnich fazi a oplachovych kapalin byly pouZity tyto chemikalie:
o Kyselina mravenci, 98 % - 100 %, for LC-MS, Lichropur™, Némecko
e Kyselina octova 100 %, for LC-MS, Lichropur™, Némecko
e Methanol RS — For LC/MS, Carlo Erba Reagents s.a.s., Spanélsko
e Methanol — for HPLC — ULTRA LC-MS, VWR Chemicals BDH, USA
e Acetonitril RS — For LC/MS Carlo Erba Reagents s.a.s., Spanélsko

e Ultracista voda, destilovana v pfistroji Milli Q RG, Millipore, USA

4.3 Standardni latky
e 4-methylkatechol > 95 %, Sigma-Aldrich, Ceska republika

Floroglucinol > 99,0 % (HPLC) Sigma-Aldrich, Ceska republika

e Kyselina 3-(3-hydroxyfenyl)propionova > 98 %, Sigma-Aldrich, Ceska republika
e Kyselina 3,4-dihydroxyfenyloctova > 98 %, Sigma-Aldrich, Ceska republika

e Kyselina 3-hydroxyfenyloctovd = 99 %, Sigma-Aldrich, Ceskd republika

e Kyselina homovanilinovd, > 97 %, Sigma-Aldrich, Ceska republika

e |sorhamnetin 299 % (HPLC) Extrasynthese, Francie

e Kvercetin > 95 % (HPLC) Sigma-Aldrich, Ceska republika
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e Rutin-hydrat = 95 % (HPLC) Sigma-Aldrich, Ceskd republika

e Tamarixetin =99 % (HPLC) Extrasynthese, Francie

4.4 Stacionarni faze
e ACE Excel C18(2,1x 100 mm, 1,7 um), Advanced Chromatography Technologies,

Skotsko

e Acquity UPLC®BEH C18 (2,1 x 100 mm, 1,7 um), Waters, USA

e Acquity UPLC® CSH C18 (2,1 x 100 mm, 1,7 um), Waters, USA

e Arion® Plus C18 (2,1 x 100 mm, 1,7 um), Chromservis, Ceskd republika

e Ascentis® Express C18 (2,1 x 100 mm, 2,7 um), Supelco, USA

e Atlantis™ Premier BEH C18 AX (2,1 x 100 mm, 1,7 um), Waters, USA

e Acquity UPLC® BEH Shield RP18 (2,1 x 100 mm, 1,7 um), Waters, USAA

e Cortecs® Shield RP18 (2,1 x 100 mm, 2,7 um), Waters, USA

e Ascentis® Express RP-Amide (2,1 x 100 mm, 2,7 um), Supelco, USA

e Acquity UPLC® BEH Phenyl (2,1 x 100 mm, 1,7 um), Waters, USA

e Acquity UPLC® CSH Phenyl-hexyl (2,1 x 100 mm, 1,7 um), Waters, USA

e Kinetex® Biphenyl (2,1 x 100 mm, 1,7 um), Phenomenex, USA

e ACE Excel C18-AR (2,1 x 100 mm, 1,7 um), Advanced Chromatography
Technologies, Skotsko

e ACE Excel C18-PFP (2,1 x 100 mm, 1,7 um), Advanced Chromatography
Technologies, Skotsko

e Acquity UPLC® CSH Fluoro-Phenyl (2,1 x 100 mm, 1,7 um), Waters, USA

e Ascentis® Express F5 (2,1 x 100 mm, 2,7 um), Supelco, USA

e Kinetex® PFP (2,1 x 100 mm, 2,6 um), Phenomenex, USA

4.5 Priprava roztoku
Vsechny roztoky byly uchovavany v lednici pfi teploté 8 °C.

4.5.1 Zasobni roztoky standardnich latek
Z kazdé standardni latky byl pfipraven zdsobni roztok o koncentraci 1 mg/ml.

Pouze v pfipadé isorhamnetinu byla pfipravena koncentrace 0,1 mg/ml. Roztoky byly
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pfipraveny navazienim latky ve vialce vrozmezi 0,9-1,6 mg a rozpusténim
v odpovidajicim objemu 0,1% HCOOH v MeOH. V pfipadé isorhamnetinu byla latka
navazena vrozmezi 0,3-0,6 mg a rovnéz rozpusténa v odpovidajicim objemu

rozpoustédla. V pfipadé potreby bylo rozpousténi podporeno ultrazvukem.

4.5.2 Pracovni roztoky

Pracovni roztoky byly pfipraveny ze zasobnich roztokd odebranim 10 ul do nové
vialky a naredénim 0,1% HCOOH ve vodé do 1 ml. Vyjimku tvofily zdsobni roztoky
isorhamnetinu a kvercetinu. Pro jejich nafedéni bylo odebrano 75 ul zasobniho roztoku
isorhamnetinu nebo 10 ul zasobniho roztoku kvercetinu a oba byly doplnény 0,1%

HCOOH v MeOH do 1 ml.

4.5.3 Smésny roztok

Smésny roztok byl pfipraven ve vialce napipetovanim vsech 10 zasobnich roztokd
a doplnén 1,2 ml 0,1% HCOOH ve vodé. Objemy jednotlivych zasobnich roztok( jsou
znazornény v tabulce 4. Objemy jednotlivych zasobnich roztok( byly stanoveny tak, aby

latky poskytovaly pfimérenou odezvu.

Tabulka 4: Objemy zasobnich roztok( pro pfipravu smésného roztoku.

Standard V [ul]
aMC 15
HFA 15
HFP 22,5
HVA 15
ISO 150
PAA 15
PG 30
QCE 7,5
RUT 15
TAM 15

4.5.4 Mobilni faze a oplachové kapaliny
Jako vodné slozky mobilnich fazi byly pouzity 0,1% HCOOH a 0,1% CH3COOH. Jako
organické slozky mobilnich fazi byly pouzity ACN, MeOH a ACN:MeOH (1:1). K oplachu
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pistd a jako slabd oplachova kapalina byl pouzit 10% MeOH. Jako silnd oplachova

kapalina byl pouzit ACN.

e 0,1% roztoky kyselin byly pfipraveny napipetovanim 0,5 ml koncentrovanych
kyselin do odmérnych banék s vodou o objemu 500 ml a ndsledné byly vodou
doplnény po rysku.

e 10% MeOH (oplachova kapalina) byl pfipraven nalitim 100 ml MeOH do zasobni
lahve a nasledné doplnén vodou do objemu 1 1.

e ACN:MeOH (1:1) byl pfipraven smisenim 500 ml ACN s 500 ml MeOH. Objemy

byly odméreny v odmérném valci.

4.5.5 Redici roztoky
Redici roztoky byly pouZity pro pfipravu zasobnich a pracovnich roztoka.

e 0,1% HCOOH ve vodé byla pfipravena napipetovanim 0,1 ml koncentrované
HCOOH do odmérné bariky s vodou o objemu 100 ml, ktera byla nasledné
doplnéna vodou po rysku.

e 0,1% HCOOH v MeOH byla pfipravena napipetovanim 0,1 ml koncentrované
HCOOH do odmeérné barky s methanolem o objemu 100 ml, ktera byla nasledné

doplnéna methanolem po rysku.

4.6 Studie podminek separace

4.6.1 Vychozi chromatografické podminky
V prvni fazi byl proveden screening 17 stacionarnich fazi. Pro screening kolon
bylo pouzito 6 mobilnich fazi. Provedena byla gradientova eluce dle programu, ktery je

zobrazen na obrazku 10.
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Obrdzek 10: Prabéh gradientové eluce, 2-98 % organické slozky.

Vsechny kolony byly na zavér promyty acetonitrilem, ve kterém byly uchovavany.

Pratok: 0,4 ml/min

Teplota na koloné: 40 °C

Teplota v autosampleru: 15 °C

Nastfikovy objem: 5 ul

Pocatecni ekvilibrace kolony: 10 min

Doba analyzy: 5 min (+2 min ekvilibrace)

4.6.2 Optimalizace chromatografickych podminek

V druhé fazi studie byla provedena optimalizace podminek na 3 vybranych
kolonach. Kolony byly vybrany na zakladé tvaru a poctu separovanych pikd. Ze 17
testovanych SF byly pro optimalizaci vybrany kolony Ascentis Express RP-Amide, Kinetex
Biphenyl a ACE Excel C18—-PFP. Optimalizace podminek na jednotlivych kolonach byla
provedena se dvéma MF (ACN s 0,1% HCOOH a MeOH s 0,1% HCOOH).

V ramci optimalizace byla na téchto kolondch testovdna zména vidy jednoho
parametru. Mezi zkouSené parametry patfil vliv gradientovych kfivek (kfivka 4, 6 a 8),
zména sloZzeni MF na pocatku gradientu (2, 5 a 10 % organické slozky) a na konci
gradientu (98, 95 a 90 % organické slozky), zména teploty na koloné (30, 40 a 50 °C)

a zména ¢asu analyzy (5 min nebo 7 min s naslednou 2minutovou ekvilibraci). V pripadé
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zmény teploty separace byla doba pocatecni ekvilibrace kolony prodlouzena

na 30 minut.

4.7 Studie kratkodobé stability

Pro méreni byly pouzity findlni podminky studie (Kinetex Biphenyl, MF 15-98 %
béhem 7 min, organicka slozka: MeOH, vodna slozka: 0,1% HCOOH, doba analyzy 7 min
(+2 min ekvilibrace), T 40°C).

K oplachu pistl a jako slaba oplachova kapalina byl pouzit 10% MeOQOH. Jako silna

oplachova kapalina byl pouZzit ACN.

4.7.1 Zasobni roztoky standardnich latek

Zasobni roztoky byly pfipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 4.5.1.

4.7.2 Pracovni roztoky

Pracovni roztoky byly pfipraveny ze zasobnich roztok(i (kapitola 4.5.1)
odebradnim 15 pl do nové vialky a naredénim 0,1% HCOOH ve vodé nebo 0,1% HCOOH
v20% MeOH do 1,5 ml. V pfipadé isorhamnetinu bylo do vialky odebrano 150 ul
ze zasobniho roztoku a pfidano 150 pl MeOH a 1,2 ml 0,1% HCOOH ve vodé.

4.7.3 Redici roztoky

K rozpousténi standardl a k redéni jejich zasobnich roztokd byla pouZita 0,1%
HCOOH ve vodé a 0,1% HCOOH v MeOH, jejichz ptiprava je popsana v kapitole 4.5.5.
Dale byla pouzita 0,1% HCOOH v 20% MeOH, ktera byla pfipravena smisenim 20 ml 0,1%
HCOOH v MeOH a 80 ml 0,1% HCOOH ve vodé pomoci odmérného valce.

4.7.4 Postup méreni

Stabilita byla mérena po dobu 24 hodin, pfi tfech rlznych teplotach (10,
15 a 20 °C) a ve dvou rlznych rozpoustédlech (0,1% HCOOH ve vodé a 0,1% HCOOH
ve 20% MeOH). V hodinovych intervalech byla sledovana zména plochy piku. Provedeny

byly vidy 2 nastfiky. Pracovni roztoky byly pfipravovany bezprostfedné pred mérenim
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avloZzeny do autosampleru, kde byly pfiblizné 2 min temperovany na nastavenou

teplotu. Teprve poté bylo spusténo méreni.

4.7.5 Srazeni roztoku
Po probéhnuti stabilitni zkousky byly mérené roztoky ve vialkdch vizudlné
zkontrolovany proti svétlu, Bylo zjistovano, zda pfi dané teploté doslo k tvorbé srazeniny

¢i nikoliv.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Optimalizace chromatografické separace

5.1.1 Screening kolon

Screening kolon byl proveden s vyuZitim vychozich podminek separace
uvedenych v kapitole 4.6.1. Na kazdé koloné bylo provedeno 6 analyz, kdy se ménilo
pouze sloZeni mobilni faze. VétSina standardd byla eluovdna na vsech kolonach.
Vyjimkou byl kvercetin, u kterého nedoslo k eluci na koloné CSH Fluoro-Phenyl.

Cilem screeningu bylo srovnani kolon s rliznymi ligandy, ¢asticemi a vyrobci.
Pomaoci screeningu byly vybrany kolony s nejlepsi separaci, vhodné pro dalsi optimalizaci
podminek. Mira separace byla hodnocena na zédkladé poctu separovanych pik( ve smési
a také podle toho, zda doslo k separaci kritického paru isorhamnetinu a tamarixetinu
(tabulka 5). Podle vysledkl screeningu byla pro dal$i optimalizaci vybrana kolona
Ascentis Express RP-Amide, Kinetex Biphenyl a ACE Excel C18-PFP.

Z pouzitych mobilnich fazi byly analyty nejrychleji eluovany s acetonitrilem, ktery
ma v systému reverznich fazi nejvyssi eluéni silu. Nejdéle naopak eluce trvala pfi pouZiti
methanolu.

PFfi srovnani vlivu pouzité kyseliny (0,1% kyselina octovd a 0,1% kyselina
mravenci) jako vodné slozky mobilni faze byl u vétSiny kolon zaznamenan mirny
¢i vyraznéjsi vliv, zejména na tvar piku a miru separace analyzovanych latek. V pfipadé
kolony Atlantis Premier BEH C18 AX mél typ kyseliny vliv také na poradi eluovanych pika.
Pouze u tfi testovanych kolon nebyl zaznamenan zadny rozdil mezi pouzitymi kyselinami,
a to u kolony ACE Excel C18, ACE Excel C18-AR a kolony Ascentis Express RP-Amide.

Kromé kritického paru TAM a ISO se jako dalsi kritické pary jevily HFA a HVA, HFP
a 4MC a také HFP a RUT. Se zménou mobilni faze a staciondrni faze se ménilo i poradi
téchto péti latek. U kolon, na kterych doslo k oddéleni tamarixetinu a isorhamnetinu, se
ve vétsiné pripadech eluoval nejprve TAM a tésné za nim ISO. Vyjimku tvofila pouze
kolona Kinetex Biphenyl, kde se isorhamnetin eluoval pred tamarixetinem. Mezi
bezproblémové latky, které se eluovaly na vSech kolonach ve stejném poradi a se

samostatnym pikem, pattily PG, PAA a QCE.
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Tabulka 5: Porovnani testovanych kolon podle poctu separovanych pika.

ACN MeOH ACN/MeOH
HCOOH CH3COOH HCOOH CH3COOH HCOOH CH3COOH

ACE Excel C18 7 7 X 8 8 X 8 8 X
BEH C18 7 7 X 8 8 X 7,5 8 X
CSH C18 8 8 X 8 8 X 6,5 6 X
Arion Plus C18 7 7 X 8 8 X 7 7 X
Ascentis Express C18 8 8 X 8 8 X 6,5 6,5 (X
Atlantis Premier BEH 9 7 X 9 8 X 9 8 X
C18 AX

BEH Shield RP18 8,5 8,5 [X 9 9 v 8 8 v/
Cortecs Shield RP18 8,5 8,5 X 9 9 W 7,5 8 N4
Ascentis Express RP- 10 10 W/ v 9,5 95 W
Amide

BEH Phenyl 8 8 X 9 9 X 6 6 X
CSH Phenyl-Hexyl 7 7 X 8,5 8 |X 7 7 X
Kinetex Biphenyl 8 8 W 10 10 |vV| 85 85 |V
ACE Excel C18-AR 8 8 X 9 9 X 7 7 X
ACE Excel C18-PFP 7,5 8 X 9,5 9,5 v 7 7 X
CSH Fluoro-Phenyl 6,5 55 X 7,5 8 X 7.5 6,5 [X
Ascentis Express F5 7,5 75 X 9,5 v 7,5 8 X
Kinetex PFP 7,5 8 X 9 v/ 8 X

% - separace pikd TAM a ISO neprobéhla

Vv - separace pikGi TAM a ISO probéhla

Separace na koloné ACE Excel C18

Na koloné ACE Excel C18 doslo k nejlepsi separaci pfi pouziti MeOH nebo

ACN/MeOH (1:1) jako organické slozky mobilni faze. P¥i téchto podminkach bylo shodné

separovano 8 pikd. Separace TAM a ISO neprobéhla za zZddnych podminek. Problémem

byla také separace HVA+HFA a dale HFA+RUT s ACN. Pouzita kyselina neméla zadny vliv

na poradi eluce ani tvar pikd (obrazek 11).

Separace na koloné BEH C18

Na koloné BEH C18 bylo nejlepsich vysledk(i dosazeno pfi pouziti MF s MeOH. Pfi

téchto podminkach bylo separovano s obéma kyselinami shodné 8 piku. Vliv kyseliny se

projevil u vSech analyz na tvaru pikU. Pfi pouZiti kyseliny octové doslo k mirnému rozmyti

pika vsech analytll. Rozdil je znat zejména u PG, PAA, 4MC a QCE. Mezi kritické pary
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patfily TAM+ISO a také HVA+HFA, které se nepodafilo pfi Zddné z analyz ani ¢astecné

rozdélit. V pripadé ACN dochazelo dokonce ke koeluci HVA+HFA+RUT (obrazek 12).

5 QCE
< | ACN 5 ACN ace
HFA+RUT <
HFA+RUT
ISO+TAM
ISO+TAM PG
2| meon act 5| meoH 4"
<
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™ 4amc RUT oaa 4MC RUT
h HFP A HFP
PG PG
A A
2 { ACN/MeoH ace 2 | ACN/MeoH ace
1SO+TAM ISO+TAM
HVA RUT 4MC
- HVA HF‘I\?UT 4mc PAA HEA
PG | Fe )
N A
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A) ty [min] ®B) t, [min]
Obrazek 11: UHPLC separace na koloné ACE Excel C18, (A) 0,1% HCOOH, (B) 0,1% CH3zCOOH.
- QCE QCE
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Obrazek 12: UHPLC separace na koloné BEH E18, (A) 0,1% HCOOH, (B) 0,1% CH3COOH.
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Separace na koloné CSH C18

Na této koloné byl nejvhodnéjsi organickou slozkou MF methanol. Separovano
bylo 8 pikli, problémem byla separace kritického paru TAM+ISO a HVA+HFA.
K chvostovani pik(i dochdazelo pfi vsech typech analyz, oviem pfi poufZiti kyseliny octové
doslo ke znatelné vyraznéjSimu chvostovani. Chvostovani se projevilo u vsech latek
kromé PG, PAA a HFP. Vyrazné chvostujici piky se vyskytuji v pfipadé QCE a TAM+ISO
(obrazek 13). K chvostovani pik(i dochazelo v disledku interakce kyselych ionizovanych

skupin fenolickych latek s nabitymi funkénimi skupinami CSH castic kolony.

AU

AU

1 QcE 2 A Qace
2 1 Acn < | ACN
ISO+TAM
HVA#HFA,
'amc ISO+TAM
paa  |RUT
HF
PG
- QcE 1 HVA+HFA
| MeOH HVA+HFA 3 | MeOH
PAA
PG M
J acE ]
ACN/MeOH )
1 HVA+HFA T | ACN/MeOH WA avc e
HFP+AMC HFA
] HFP+RUT
RUT PAA
PAA 1
g PG
PG TAMHISO E ” TAMHSO
T T T T T T T T T 1
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
tp [min tz [min]
(A i (8)

Obrazek 13: UHPLC separace na koloné CSH C18, (A) 0,1% HCOOH, (B) 0,1% CH3COOH

Separace na koloné Arion Plus C18

Na koloné Arion Plus C18 byla smés standard(l nejlépe separovana pfi pouziti
MeOH. Celkem bylo separovano 8 pikl, pti pouziti ostatnich mobilnich fazi bylo
separovano pouze 7 pikd. | pfi pouziti methanolu vsak nebyl separovan kriticky par

TAM+ISO a HVA+HFA. Vliv pouzité kyseliny se na tvaru piku neprojevil (obrazek 14).
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Obrazek 14: UHPLC separace na koloné Arion plus C18, (A) 0,1% HCOOH, (B) 0,1%

CH3COOH

Separace na koloné Ascentis Express C18

Kolona Ascentis Express C18 se ukdzala pro dalsi optimalizaci také nevhodna.

Kriticky par TAM a ISO se neseparoval pfi Zadné z provedenych analyz.

PFi pouziti

ACN/MeOH (1:1) bylo separovano pouhych 6,5 piku (0,5 piku znaci ¢astecnou separaci).

Lepsi separace dosahl methanol a acetonitril, u nichZz doslo v obou ptipadech k separaci

8 pikd. Problémova byla také dvojice HVA a HFA.

Pfi srovnani ACN s MeOH je lepsiho rozlisSeni u RUT a 4MC dosazZeno pfi pouziti

MeOH. Pik floroglucinolu ma naopak lepsi tvar pfi pouziti ACN. Vlivem kyseliny octové

doslo k chvostovani piku latek PAA, QCE a TAM+ISO (obrazek 15).
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Obrazek 15: UHPLC separace na koloné Ascentis Express C18, (A) 0,1% HCOOH,
(B) 0,1% CH3COOH.

Separace na koloné Atlantis Premier BEH C18 AX

V pripadé kolony Atlantis BEH C18 AX se vliv kyseliny vyznamné projevil na poctu
i poradi separovanych pikd. Nejvyznamnéjsi rozdil je znat u acetonitrilu, kde bylo
v pfipadé kyseliny mravenci separovano pik( 9, pfi pouziti kyseliny octové dochazelo ke
koelucim a separovano bylo pouhych 7 pik(i. Podobny vliv mél typ kyseliny i v ptipadé
ostatnich rozpoustédel. Ddvodem rozdilné separace je mensi ionizace fenolickych latek
pfi pouziti silngjsi kyseliny mravenci a dusledkem toho dochazi k slabsim interakcim
s kolonou. Naopak vliv typu organické slozky rozpoustédla pfi vyuziti kyseliny mravenci
se napoctu separovanych pikll neprojevil. U vSech tfi organickych slozek bylo
separovano celkem 9 pikl. K separaci kritického paru TAM a I1SO vsak nedoslo ani
v jednom pripadé. K chvostovani pik(i dochazelo pfi vSech podminkach kromé ACN
s HCOOH. Chvostovani se projevovalo u vétsiny latek, vyjimkou byl floroglucinol, ktery
poskytoval symetrické piky.

Zajimava zména separace ve srovnani s ostatnimi kolonami nastala v pripadé
kyseliny octové a pfi pouZiti MeOH i v pfipadé kyseliny mravenci. Rutin se totiZ oproti
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véem ostatnim kolonam eluoval s rychlym retenénim c¢asem, v blizkosti fenolickych

kyselin (obrazek 16).
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Obrazek 16: UHPLC separace na koloné Atlantis Premier BEH C18 AX, (A) 0,1% HCOOH,

(B) 0,1% CH3COOH.

Separace na koloné BEH Shield RP18

Na koloné BEH Shield RP18 zavisela separace kritického paru TAM a ISO

predevsim na typu MF. Pfi pouziti ACN k separaci viibec nedoslo, s ACN/MeOH (1:1) byla

separace castecna a teprve s MeOH probéhla separace paru uplné. Bohuzel vsak

pfi pouziti MeOH nedoslo k separaci paru HVA a HFA, kterd byla naopak lepsi s ACN

a ACN/MeOH (1:1).

Vliv kyseliny na rozliseni pikd se projevil pfi analyze s ACN/MeOH (1:1) a s MeOH.

Kyselina octova zajistila lepsSi separaci paru HVA+HFA a HFP+4MC. Naopak kyselina

vvvvvv
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Obrazek 17: UHPLC separace na koloné BEH Shield RP18, (A) 0,1% HCOOH, (B) 0,1%

CH3COOH

Separace na koloné Cortecs Shield RP18

Kolona Cortecs Shield RP18 poskytovala pfi pouziti MeOH témér kompletni

separaci smési. Na koloné bylo separovano 9 pikl véetné kritického paru TAM a ISO.

Rozdélit se nepodafilo par HFA a HVA. Pfi pouziti jinych mobilnich fazi vSak doslo

k vyraznému poklesu poctu separovanych pikd. Vliv pouzité kyseliny se projevil

v pfipadé ACN/MeOH, kdy pfi pouZziti kyseliny mravenci doslo k lepsi separaci paru TAM

a ISO (obrazek 18).
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Obrazek 18: UHPLC separace na koloné Cortecs Shield RP18, (A) 0,1% HCOOH, (B) 0,1%
CH3COOH.

Separace na koloné Ascentis Express RP-Amide

Kolona Ascentis Express RP-Amide byla vybrdna pro dalsi optimalizaci jako jedna

ze tfi nejvhodnéjsi kolon ze vSech testovanych stacionarnich fazi. Nejlepsi separace paru

TAM a ISO probéhla pfi pouziti methanolu. Problémem u methanolu ovsem byly dalsi 2

kritické pary (HFA+HVA a 4MC+HFP), které nebyly dostate¢né separovany. Optimalni

volbou byl tudiz ACN, u kterého bylo separovano vsech 10 analyzovanych latek. Vybér

kyseliny nemél na vysledek vliv (obrazek 19).
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Obrazek 19: UHPLC separace na koloné Ascentis Express RP-Amide, (A) 0,1% HCOOH, (B)
0,1% CH3COOH.

Separace na koloné BEH Phenyl

V tomto pripadé byl nejlepsi volbou opét MeOH. S touto MF se oproti ostatnim
mobilnim fazim podafilo rozdélit i kriticky par HVA a HFA. Celkovy pocet separovanych
pikd byl 9. Problémem byla ovSsem separace kritického paru TAM a ISO, proto tato kolona
nebyla zafazena do dalSi optimalizace podminek. Nejhorsi vysledky poskytovala mobilni
faze s ACN/MeOH (1:1), kdy se podafrilo rozdélit pouhych 6 pik(. Chvostovani pikl se
projevilo vyraznéji u latek QCE a TAM+ISO (obrazek 20).
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Obrazek 20: UHPLC separace na koloné BEH Phenyl, (A) 0,1% HCOOH, (B) 0,1%

CH3COOH.

Separace na koloné CSH Phenyl-Hexyl

Pfi pouziti kolony CSH Phenyl-Hexyl probéhla nejvhodnéjsi separace smési

s vyuzitim MeOH a kyseliny mravenci. Pfi téchto podminkach bylo separovano 8,5 piku.

Kriticky par TAM a ISO zUstal pfi vSech podminkach neseparovany. Problémovym parem

byla také dvojice HVA a HFA, kterou se podafilo ¢asteéné oddélit pouze pfi pouziti

kombinace methanolu s kyselinou mravendi. Pfi pouZiti kyseliny mravenci dochazelo

k chvostovani pikli QCE a TAM+ISO. Pfi poufziti slabsi kyseliny octové piky latek

chvostovaly a byly Siroké dlsledkem interakce ionizovanych kyselych skupin latek

s nabitymi skupinami CSH ¢astic stacionarni faze (obrazek 21).
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Obrazek 21: UHPLC separace na koloné CSH Phenyl-Hexyl, (A) 0,1% HCOOH, (B)
0,1% CH3COOH

Separace na koloné Kinetex Biphenyl

Kolona Kinetex Biphenyl byla vybrana pro dalsi optimalizaci podminek. PFi pouziti
MeOH bylo separovano vsech 10 pik(. Vyhodnéjsi bylo pouziti kyseliny octové, kdy byly
latky HVA a 4MC separovany lépe nezZ v pfipadé kyseliny mravendi. Pfi pouziti mobilni
faze s ACN doslo ke koeluci latek HFP a 4MC a u dvou dalSich pari HFA+HVA a ISO+TAM
probéhla separace jen castecné. V pripadé ACN/MeOH v kombinaci s kyselinou
mravenci byl par ISO+TAM separovan pouze ¢astecné a par HFP+RUT nebyl separovan
vibec. V kombinaci ACN/MeOH s kyselinou octovou byl navic s parem HFP+RUT
Castecné eluovan i 4-methylkatechol. Specifikem této kolony bylo poradi eluovaného
paru TAM a ISO. Pfi vSech podminkach se isorhamnetin eluoval pred tamarixetinem.
Na vSech ostatnich kolonach, u kterych doslo k separaci tohoto pdru, probéhla eluce

v opacném poradi (obrazek 22).
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Obrazek 22: UHPLC separace na koloné Kinetex Biphenyl, (A) 0,1% HCOOH, (B) 0,1%
CHsCOOH.

Separace na koloné ACE Excel C18-AR

Na koloné ACE Excel C18-AR se jako nejvhodnéjsi organicky modifikator mobilni
faze ukazal methanol. Pfi pouziti methanolu byly separovany vSechny piky kromé paru
TAM a ISO. Separace tohoto kritického paru nebylo dosazeno pfi zadné z analyz.
Pfi pouziti ACN a ACN/MeOH doslo shodné k separaci 8 pik(. Problémova byla kromé
ISO a TAM také separace paru HVA a HFA. Pti vSech podminkach dochazelo k mirnému

chvostovani pik( RUT, QCE a TAM+ISO (obrazek 23).
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Obrazek 23: UHPLC separace na koloné ACE Excel C18-AR, (A) 0,1% HCOOH, (B) 0,1%
CH3COOH.

Separace na koloné ACE Excel C18-PFP

Na koloné ACE Excel C18-PFP bylo dosazeno nejlepSich vysledkl ve srovnani se
vSemi testovanymi ACE kolonami a kolonami s obsahem fluoru. Jako nejvhodnéjsi MF se
ukdzal MeOH, kdy byl separovan i kriticky par TAM a I1SO. Celkem se podafrilo separovat
9,5 piku. Z tohoto dlvodu byly tyto chromatografické podminky dale vyuzity pro dalsi
optimalizaci. V pfipadé ostatnich MF neprobéhla separace kritického paru a celkovy
pocet separovanych pikd byl nizsi.

V tomto pripadé mél vybér kyseliny vliv na miru separace. V pfipadé ACN doslo
ke zlepSeni separace kritického paru HVA a HFA pfi pouziti kyseliny octové. Naopak
v pripadé MeOH byla vyhodnéjsi kyselina mravenci, protoZe doslo ke zlepseni separace

paru 4MC a HFP (obrdazek 24).
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Obrazek 24: UHPLC separace na koloné ACE Excel C18-PFP, (A) 0,1% HCOOH, (B) 0,1%
CH3COOH.

Separace na koloné CSH Fluoro-Phenyl

Kolona CSH Fluoro-Phenyl se ukazala pro separaci smési fenolickych latek jako
zcela nevhodna. Na koloné probéhla eluce pouze 9 latek, kvercetin se neeluoval. Bylo to
pravdépodobné z dlvodu pfilis silnych interakci kvercetinu s CSH ¢asticemi kolony.

Kriticky par TAM a ISO nebyl separovan za zadnych podminek. Nejvhodnéjsich
vysledk(l bylo dosazeno pouzitim methanolu a kyseliny octové, kdy bylo separovano
8 pikud. Pri téchto podminkach nebyl kromé TAM a ISO separovan také par HFA+4MC.
Symetrické piky poskytoval pouze PG, HVA a HFP. Ostatni piky byly v porovnani
s ostatnimi kolonami velmi rozmyté a nesymetrické z divodu interakce latek s nabitymi
skupinami kolony. Naopak nejhorsich vysledkl bylo dosaZzeno pfi pouziti ACN

v kombinaci s kyselinou octovou, kdy bylo separovano pouhych 5,5 piku (obrazek 25).
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Obrazek 25: UHPLC separace na koloné CSH Fluoro-Phenyl, (A) 0,1% HCOOH, (B) 0,1%
CH3COOH

Separace na koloné Ascentis Express F5

V pfipadé kolony Ascentis Express F5 byl vliv kyseliny vyznamny u vsech
mobilnich fazi. Pfi pouziti kyseliny octové se projevila deformace tvaru piku predevsim
u kvercetinu, tamarixetinu a isorhamnetinu.

Pocet separovanych pik( se u této kolony Ilisil v zavislosti na pouZitém
organickém rozpoustédle a typu kyseliny. Nejvhodnéjsi separace bylo dosaZeno pfi
pouziti MeOH a kyseliny mravendi, kdy bylo separovano 9,5 piku. Separace paru TAM

a ISO probéhla jen ¢astecné (obrazek 26).
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Obrazek 26: UHPLC separace na koloné Ascentis Express F5, (A) 0,1% HCOOH, (B) 0,1%
CH3COOH

Separace na koloné Kinetex PFP

Problémem separace na koloné Kinetex PFP byla nedostatecna symetrie vSech
separovanych pikl. Nejvhodnéjsich vysledk(l bylo dosaZzeno pfi pouZiti MeOH, kdy
probéhla separace celkem 9 pik(. Kriticky par TAM a I1SO byl vSak separovan jen
Castecné. Pouze ¢astecné byla separovana také dvojice HVA a 4MC.

Vliv typu kyseliny se projevil na mife separace 2 kritickych pard pfi méreni
s acetonitrilem. V ptipadé pouziti kyseliny octové bylo dosazeno lepsi separace paru

HFA+HVA a také paru HFP+4MC (obrazek 27).
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Obrazek 27: UHPLC separace na koloné Kinetex PFP, (A) 0,1% HCOOH, (B) 0,1%

CH3COOH.

5.1.2 Optimalizace podminek na koloné Ascentis Express RP-Amide

Optimalizace zménou tvaru gradientu

Prvnim testovanym parametrem byl vliv tvaru gradientu (gradientovych kfivek)

na separaci. V ramci optimalizace byl srovnavan linearni tvar kfivky (kfivka 6) s tvarem

konvexnim (kfivka 4) a tvarem konkdvnim (kFivka 8). Zddna ze zmén tvaru gradientu

ovSsem nevedla k lepsi separaci, proto byl pro dalsi optimalizaci ponechan linearni tvar

gradientu (obrazek 28). Konvexni tvar kfivky vedl| ke zkraceni retencnich ¢asli vech latek

a ke kumulaci pikd v predni ¢asti chromatogramu. Navic doslo ke koeluci latek RUT

a HFP. V ptipadé konkavniho tvaru kfivky doslo ke koeluci nejen paru RUT+HFP ale také

paru HVA+HFA.
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Obrazek 28: UHPLC separace na koloné Ascentis Express RP-Amide s ACN a 0,1%
HCOOH, obecny gradientovy program (2-98 %), T 40 °C, kfivka 4,6 a 8.

Optimalizace nastaveni gradientové eluce

Druhym krokem optimalizace byla postupnd zména sloZzeni mobilni faze.
V pripadé MeOH i ACN byla testovdna zména sloZeni na pocatku i konci gradientového
programu. Vychozimi podminkami byl obecny gradientovy program 2-98 %. V pfipadé
obou mobilnich fazi byla zkouSena gradientova eluce 2-95 %, 2-90 %, 5-98 % a 10-98 %.
V pripadé MeOH byl dle vysledkl testovan ddle gradientovy program 10-80 %, 10-70 %,
10-60 % a 15-80 %.

Pfi pouziti ACN s0,1% HCOOH vedlo postupné zvySovani procentudlniho
zastoupeni organické slozky na pocatku gradientové eluce (2%, 5 %, 10 %) pouze
k mirnému sniZeni retenc¢nich ¢asl analytl (chromatogramy nejsou uvedeny). Pfi pouZiti

MeOH s 0,1% HCOOH vedlo rostouci zastoupeni methanolu na poc¢atku gradientového
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programu ke zlepSeni separace paru HFA a HVA, ale soucasné ke zhorSeni separace paru

RUT a HFP (obrazek 29).
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Obrazek 29: UHPLC separace na koloné Ascentis Express RP-Amide s MeOH a 0,1%
HCOOH, gradientovy program 2-98 %, 5-98 % a 10-98 %, T 40 °C.

Postupné snizovani procentudlniho zastoupeni ACN na konci gradientové eluce
(98 %, 95 %, 90 %) naopak vedlo k mirnému prodlouzeni retencnich ¢ast analytl a také
k horsi separaci paru RUT a HFP (chromatogramy nejsou uvedeny). Klesajici zastoupeni

methanolu na konci gradientové eluce se na separaci vyrazné neprojevilo (obrazek 30).
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Obrazek 30: UHPLC separace na koloné Ascentis Express RP-Amide s MeOH a 0,1%

HCOOH, gradientovy program 2-98 %, 2-95 % a 2-90 %, T 40 °C.

Z dalSich 4 testovanych gradientovych program( (10-80 %, 10-70 %, 10-60 %

a 15-80 %) Ize nejlepsi separaci pozorovat u gradientové eluce 10-80 % (obrazek 31).
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Obrazek 31: UHPLC separace na koloné Ascentis Express RP-Amide s MeOH a 0,1%
HCOOH, gradientovy program 10-80 %, T 40 °C.
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Vtabulce 6 je zndzornéno srovndni rozliSeni analyzovanych latek
u nejvhodnéjsich podminek. Ve vSech uvedenych pripadech nesplfiovaly 2 latky
stanoveny minimalni limit rozliSeni 1,5. Pro dalsi optimalizaci byl zvolen MeOH

s gradientovym programem 10-80 %.

Tabulka 6: Porovnani rozliSeni analyzovanych latek pfi nejvhodnéjsSich podminkach na

koloné Ascentis Express RP-Amide.

Podminky PG PAA HVA HFA RUT HFP 4mMC QCE TAM ISO
2-98 % ACN - 9,09 9,84 2,30 7,47 1,34 3,64 | 27,51 | 4,58 1,37
10-98 % MeOH - 8,62 | 10,25 | 1,23 9,53 0,96 | 13,58 | 17,22 | 4,41 2,09
10-80 % MeOH - 11,10 | 11,68 | 1,04 9,54 1,20 | 13,42 | 17,00 | 4,29 2,04

Optimalizace teploty separace

Tretim krokem bylo u zvolenych podminek (MeOH s 0,1% HCOOH, gradientova
eluce 10-80 %) ovéreni vlivu teploty. Vychozimi podminkami byla teplota separace 40 °C.
Béhem optimalizace byla dale testovana teplota 30 °C a 50 °C.

Vysledné chromatogramy jsou znazornény na obrazku 32. Z vysledk( vyplyva, ze
snizenim teploty na 30 °C doSlo ke zlepSeni rozliSeni TAM a ISO. Zaroven probéhla
separace obou problémovych pard HVA+HFA a RUT+HFP. ZvySenim teploty na 50 °C bylo
dosaZzeno nejlepsi separace paru TAM a ISO, oviem u ostatnich kritickych para se
separace vyrazné zhorsila oproti vychozi teploté. U paru HVA a HFA k separaci vibec
nedoslo. V pripadé kritického paru RUT a HFP byly latky separovadny pouze minimalné.
Z testovanych teplot bylo nejlepsi separace analyzovanych latek dosazeno pfi teploté

30 °C. Rozliseni analytu pfi testovanych teplotach je zndzornéno v tabulce 7.

Tabulka 7: Porovnani rozliSeni analyzovanych latek na koloné Ascentis Express RP-Amide
pfi rlznych teplotach separace.

Podminky PG PAA HVA HFA RUT HFP 4mcC QCE TAM I1SO

30°C - 9,45 10,91 1,71 9,20 2,32 16,21 | 17,86 4,26 2,24
40°C - 11,10 | 11,68 1,04 9,54 1,20 13,42 | 17,00 4,29 2,04
50°C - 7,70 9,34 - 9,34 - - 19,72 5,92 2,35
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Obrazek 32: UHPLC separace na koloné Ascentis Express RP-Amide s MeOH a 0,1%
HCOOH, gradientovy program 10-80 %, teplota separace 30, 40 a 50 °C.

Optimalizace ¢asu analyzy

Vramci posledniho kroku optimalizace byl u zatim nejlepsSich dosazenych
podminek (MeOH s 0,1% HCOOH, gradientovy program 10-80 %, teplota 30°C) testovan
také vliv prodlouzeni ¢asu analyzy na miru separace. Doba analyzy byla prodlouzena

z plivodnich 5 min na 7 min (vzdy s naslednou 2minutovou ekvilibraci) (obrazek 33).
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Obrazek 33: UHPLC separace na koloné Ascentis Express RP-Amide s MeOH a 0,1%
HCOOH, gradientovy program 10-80 %, T 30 °C, doba analyzy 5 min a 7 min (+2 min

ekvilibrace).

Prodlouzeni doby analyzy vedlo ke zvySeni retencnich ¢ast analyzovanych latek
a k mirnému zlepseni rozliseni a uzsimu tvaru pik( vsech latek kromé HFA. HFA v pripadé
delsi analyzy uz nesplfiovala ani minimalni limit rozliSeni (1,5). RozliSeni jednotlivych
latek je znazornéno v tabulce 8. Sedmiminutova analyza poskytovala vhodnéjsi separaci
kritickych pard RUT+HFP a TAM+ISO. Kvali nedostatecnému rozliSeni HVA vsak byla

pétiminutova analyza ponechana na této koloné jako findlni.

Tabulka 8: Porovnani rozliseni analyzovanych latek na koloné Ascentis Express RP-Amide

pfi rznych ¢asech analyzy, pfi teploté 30 °C.

Podminky PG PAA HVA HFA RUT HFP 4MC QCE TAM ISO
Doba analyzy - 9,45 10,91 1,71 9,20 2,32 16,21 | 17,86 4,26 2,24
5+2 min
Doba analyzy - 10,16 | 12,56 1,46 9,76 3,61 21,07 | 20,61 4,98 2,50
742 min
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Vramci optimalizace bylo také testovan vliv ¢asu analyzy na separaci
za podminek gradientového programu 10-80 % a teploty 40 °C. Doba analyzy byla
prodlouzena z pavodnich 5 min na 8minutovou separaci (vZzdy s naslednou 2minutovou
ekvilibraci).

Prodlouzeni c¢asu analyzy vedlo opét klepSimu rozdéleni kritickych par
HFP+4MC a TAM+ISO. Naopak u vsech zbylych latek kromé kvercetinu bylo dosazeno
nizSiho rozliseni v porovnani s 5minutovou analyzou. V pfipadé kritického pdaru latek
HVA a HFA separace zménou podminek viibec neprobéhla (obrazek 34). Rozliseni latek

je zndzornéno v tabulce 9.

HVA  RUT
E; Doba analyzy 1s0
5+2 min PAA HFA TAM
HFP 4MC QcE
PG
L fL
I I I I T
0.00 . 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 .
tgp [min]
] HFA+HVA
2 Doba} RUT
{ analyzy
| 842 min PAA
HFP
4mc QcE
PG TAM
IS0
1 [ [ 1 1
0.00 1.80 3.60 5.40 7.20 9.00 .
tg [min]

Obrazek 34: UHPLC separace na koloné Ascentis Express RP-Amide s MeOH a 0,1%
HCOOH, gradientovy program 10-80 %, T 40 °C, doba analyzy 5 min a 8 min (+ 2 min
ekvilibrace).

Tabulka 9: Porovnani rozliSeni analyzovanych latek na koloné Ascentis Express RP-Amide
pfi rlznych ¢asech analyzy, pfi teploté 40 °C.

Podminky PG PAA HVA HFA RUT HFP 4MC QCE TAM ISO
Doba analyzy - 11,10 | 11,68 1,04 9,54 1,20 13,42 | 17,00 4,29 2,04
5+2 min
Doba analyzy - 9,36 9,23 - 8,55 3,19 23,40 | 22,56 6,69 3,11
8+2 min
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5.1.3 Optimalizace podminek na koloné Kinetex Biphenyl

Optimalizace zménou tvaru gradientu

V prvnim kroku optimalizace byl testovan vliv gradientovych kfivek na separaci
smési pfi teploté 40 °C a s vyuZzitim obecného gradientového programu 2-98 %. Stejné
jako u kolony Ascentis Express RP-Amide byla testovana kfivka 4 a 8. Ani jedna zména
tvaru gradientu vSak nevedla k lepsim vysledkiim, naopak dochdzelo v obou pripadech
ke koelucim nékterych standardnich latek a nedostate¢nému rozliseni pikl. Krivka 4
navic vedla ke kumulaci pikQ v predni ¢asti chromatogramu. Srovnani vlivu

gradientovych kfivek pti pouziti methanolu je znazornéno na obrazku 35.

B amc
2 Krivka 4 HVA
< HFP+RUT
PAA
HFA
QcCE
PG “ TAM
IS0
HVA amc
E: Krivka 6
PAA RUT
HFA HFP
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]\ 150
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< Krivka 8 HVA RUT

HFP
HFA
PAA QacE
PG TAM
l\ 150
I 1 1 1 1
0.00 . 1.00 2.00 3.00 4,00 5.00 t, [min]

Obrazek 35: UHPLC separace na koloné Kinetex Biphenyl s MeOH a 0,1% HCOOH, obecny
gradientovy program (2-98 %), T 40 °C, kfivka 4,6 a 8.
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Optimalizace nastaveni gradientové eluce

Druhym krokem optimalizace byla opét postupna zména sloZeni mobilni faze
za stejnych podminek jako v pfipadé predchozi kolony. U obou mobilnich fazi byl
zkouSen gradientovy program 2-95 %, 2-90 %, 5-98 % a 10-98 %. V pfipadé MeOH byl
dle vysledk( testovan dale gradientovy program 10-80 %, 10-70 %, 15-80 % a 15-98 %.

PFi pouziti ACN s 0,1% HCOOH vedlo postupné zvySovani procentualniho obsahu
organickeé slozky na pocatku gradientové eluce (2 %, 5 %, 10 %) ke zlepSeni separace HFP
a 4MC, naopak u paru HVA a HFA vedlo k vyznamnému zhorSeni. U postupného
snizovani zastoupeni ACN na konci gradientové eluce (98 %, 95 %, 90 %) byla jedinou
pozorovatelnou zménou nepatrné lepsi separace paru HVA a HFA (chromatogramy
nejsou uvedeny).

Pfi pouziti MeOH s 0,1% HCOOH se vysledky lepSily s rostoucim zastoupenim
organické slozky na pocatku gradientové eluce. Lepsila se predevsim separace kritického
paru HVA a 4MC (obrazek 36). Rozliseni 4MC u gradientovych programu: 2-98 % (1,62),
5-98 % (1,75) a 10-98 % (2,03).

] HVA
2 | 298% e .
1 PAA
uea || wre
ace
PG TAM
| ()
] HVA 4MC
2 | 598%
) RUT
PAA uea || wee
Qce
PG TAM
J\ 150
= 10-98 % HVA 4MC
< RUT
PAA wa || wFe
QcE
PG
\ h ISOATJ(M
T T T T T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 ty [min]

Obrazek 36: UHPLC separace na koloné Kinetex Biphenyl s MeOH a 0,1% HCOOH, T
40 °C, s gradientovou eluci 2-98 %, 5-98 % a 10-98 %.

62



Zmeéna slozeni MF na konci gradientové eluce se taktéz projevila na separaci
kritického paru HVA+4MC. Nejvyssiho rozliseni 4MC (1,97) bylo dosazeno pfi 95 %

zastoupeni methanolu na konci gradientového programu (obrazek 37).

HVA amc
3 2-98 %
PAA RUT
HFA HFP
QCE
PG TAM
n 150
S HVA | 4MC
2|29 % PAA RUT
HFA HFP
QcE
PG TAM
u 150
HVA 4MC
2 2-90 %
< PAA RUT
HFA HFP
QcE
T T T T T
0.00 . 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00

tg [min]
Obrazek 37: UHPLC separace na koloné Kinetex Biphenyl s MeOH a 0,1% HCOOH,

T 40 °C, s gradientovou eluci 2-98 %, 2-95 % a 2-90 %.

Z dalsich 4 testovanych gradientovych programl (10-80 %, 10-70 %, 15-80 %
a 15-98 % MeOH) lze nejlepsi separaci pozorovat u gradientového programu 15-98 %

(obrazek 38).
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Obrazek 38: UHPLC separace na koloné Kinetex Biphenyl s MeOH a 0,1% HCOOH,

T 40 °C, gradientovy program 15-98 %.

V tabulce 10 je znazornéno rozliseni pik(i analyzovanych latek u nejvhodnéjsich
podminek na koloné Kinetex Biphenyl. Jako nejvhodnéjsi byl pro dalsi optimalizaci
zvolen MeOH s gradientovym program 15-98 %, ktery poskytoval dostatecné rozliseni
vSech testovanych latek. Vysledky za téchto podminek dosahovaly dostatec¢ného

rozliSeni zejména u problémového TAM a 4MC.

Tabulka 10: Porovnani rozliseni analyzovanych latek pfi nejvhodnéjSich podminkach

na koloné Kinetex Biphenyl.

Podminky PG PAA HFA HVA 4mMC HFP RUT QCE ISO TAM
2-95 % MeOH - 15,41 | 16,66 | 4,70 1,97 5,85 551 | 17,09 | 11,81 | 1,78
10-98 % MeOH - 12,18 | 15,01 | 4,62 2,03 5,64 565 | 17,39 | 12,43 | 1,89
15-98 % MeOH - 9,60 | 13,68 | 4,29 2,43 5,32 575 | 18,38 | 12,90 | 1,91

Optimalizace teploty separace

Dalsim krokem byla u zvolenych podminek (MeOH s 0,1% HCOOH, gradientovy
program 15-98 %) ovéreni vlivu teploty. Stejné jako v pfedchozim pfipadé byla vychozi
teplotou separace teplota 40 °C. Testovany byly teploty 30 °C a 50 °C.

Vysledné chromatogramy jsou znazornény na obrazku 39. SniZzenim teploty
na 30 °C doslo k mirnému zhorseni rozliseni vSech obou kritickych pari HVA+4MC
a ISO+TAM. Hodnoty rozliSeni jednotlivych latek jsou uvedeny v tabulce 11. Pfi teploté

50 °C dosahovalo rozliseni podobnych hodnot, ovsem u latek PAA, HVA a 4MC dochiazelo
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k mirnému chvostovani pik(. Jako nejvhodnéjsi byla proto vybrana separace pfi teploté

40 °C.
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PAA HFA HFP
QcCE
TAM
PG IS0
amc

2 Teplota HVA RUT

40°C

PAA HRA | | ep
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S 1y IMC
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PAA wea | | HFP
QcE
TAM
IS0
PG m
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0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
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Obrazek 39: UHPLC separace na koloné Kinetex Biphenyl s MeOH a 0,1% HCOOH,

gradientovy program 15-98 %, s teplotou separace 30, 40 a 50 °C.

Tabulka 11: Porovnani rozliSeni analyzovanych latek na koloné Kinetex Biphenyl pfi

raznych teplotdch separace.

Podminky PG PAA HFA HVA 4mMC HFP RUT QCE I1SO TAM
30°C - 11,12 | 14,58 4,05 1,87 6,04 5,48 16,72 | 11,82 1,85
40 °C - 9,60 13,68 4,29 2,43 5,32 5,75 18,38 | 12,90 1,91
50 °C - 8,08 12,22 4,36 2,78 4,31 5,72 19,69 | 12,88 1,87
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Optimalizace ¢asu analyzy

U dosud ziskanych nejlepSich podminek (MeOH s 0,1% HCOOH, gradientovy
program 15-98 %, teplota 40°C) byla otestovano prodlouzeni doby analyzy z ptivodnich
5 min na7 min (vidy s ndslednou 2min ekvilibraci). Vysledné chromatogramy jsou
uvedeny na obrazku 40. ProdlouzZeni ¢asu analyzy vedlo k lepsi separaci paru TAM a ISO,
rozliSeni 4MC se naopak zhorsilo. Hodnoty rozliSeni analyzovanych fenolickych latek jsou

uvedeny v tabulce 12.
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Obrazek 40: UHPLC separace na koloné Kinetex Biphenyl s MeOH a 0,1% HCOOH, teplota

40 °C, gradientovy program 15-98 %, ¢as analyzy 5 min a 7 min (+2 min ekvilibrace).

Tabulka 12: Porovnani rozliSeni analyzovanych latek na koloné Kinetex Biphenyl, pfi

raznych ¢asech analyzy.

Podminky PG PAA HFA HVA 4MC HFP RUT QCE ISO TAM
Doba analyzy - 9,60 13,68 4,29 2,43 5,32 5,75 18,38 | 12,90 1,91
5+2 min
Doba analyzy - 9,81 15,12 5,20 2,08 6,96 8,77 22,56 | 16,07 2,34
7+2 min
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Otestovana byla také 7minutova analyza (s naslednou 2minutovou ekvilibraci)
s gradientovou eluci 15-80 %, kdy doslo k jesté lepsi separaci paru TAM a ISO. Bohuzel
vsak rozliseni 4MC se zhorsilo na hodnotu 1,77 (data nejsou uvedena). Proto byl jako
findlni podminky pro kolonu Kinetex Biphenyl zvolen gradientovy program 15-98 %
s Casem analyzy 7 minut (+2 min). Pfi téchto podminkach probéhla separace vsech

10 latek.

5.1.4 Optimalizace podminek na koloné ACE Excel C18-PFP

Optimalizace zménou tvaru gradientu

Optimalizace byla zahdajena testovanim vlivu gradientovych kfivek na separaci za
vyuziti obecného gradientového programu 2-98 % a teploty 40 °C. Byl testovan konvexni
tvar (kfivka 4) a konkavni tvar gradientu (kfivka 8). Stejné jako u predchozich kolon bylo
nejlepsi separace dosazeno pouzitim linedrniho gradientu. Porovnani vlivu kfivek na
separaci pfi vyuZiti methanolu jako mobilni faze je zndzornén na obrazku 41. Pti pouziti
kfivky 6 je separovano vsech 10 latek. U kfivky 4 dochazi ke koelucim a celkovy pocet
separovanych pik( je snizen na 7,5. V ptipadé kfivky 8 je celkem separovano pik( 8,

protoze dochazi ke koelucim latek TAM+ISO a HFP+RUT.
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R
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Obrazek 41: UHPLC separace na koloné ACE Excel C18-PFP s MeOH a 0,1%
HCOOH, obecny gradientovy program (2-98 %), T 40 °C, kfivka 4,6 a 8.
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Optimalizace nastaveni gradientové eluce

Druhym krokem optimalizace podminek bylo testovani vhodného gradientového
programu za pouziti ACN s0,1% HCOOH a MeOH s 0,1% HCOOH jako mobilni faze.
Testovan byl u obou MF opét gradientovy program 2-95 %, 2-90 %, 5-98 % a 10-98 %
organickeé slozky.

Jak vyplyva z vysledkd screeningu, pouziti ACN na koloné ACE Excel C18-PFP
vedlo ke koelucim nékolika kritickych pard. Oproti tomu MeOH poskytl rozdéleni vSech
10 pikG. Rostouci zastoupeni methanolu na pocatku gradientového programu je
zndzornéno na obrdzku 42. Pokles procentualniho zastoupeni methanolu na konci
gradientového programu je zobrazen na obrazku 43. Postupnym zvySovanim organické
slozky na pocatku gradientové eluce se mirné zhorSovala separace kritického paru
4MC+HFP. RozliSeni HFP: gradientovy program 2-98 % (1,53), 5-98 % (1,42) a 10-98 %
(1,37). Klesajici zastoupeni methanolu na konci gradientového programu nemélo

na separaci vliv.
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Obrazek 42: UHPLC separace na koloné ACE Excel C18-PFP s MeOH a 0,1% HCOOH,
gradientovy program 2-98 %, 5-98 % a 10-98 %.
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Obrazek 43: UHPLC separace na koloné ACE Excel C18-PFP s MeOH a 0,1% HCOOH,
gradientovy program 2-98 %, 2-95 % a 2-90 %.

Na zékladé dosazenych vysledkd byl déle otestovan gradientovy program 5-80 %,

2-80 % a 2-85 % MeOH, které rovnéz dosahovaly dobrych vysledkd. Gradientova eluce

5-80 % a 2-85 % je zndzornéna na obrdazku 44. Dostate¢ného rozliseni u vSech latek vsak

dosahovala pouze gradientova eluce 5-80 % MeOH. Tento gradientovy program byl tudiz

zvolen pro dalsi optimalizaci separace pomoci teploty a ¢asu analyzy. V tabulce 13 je

znazornéno rozliSeni pikd analyzovanych latek u nejvhodnéjsich gradientovych

program.

Tabulka 13: Porovnani rozliSeni analyzovanych latek pfi nejvhodnéjsich podminkdach

na koloné ACE Excel C18-PFP.

Podminky PG PAA HFA HVA 4MC HFP RUT QCE TAM ISO
2-90 % MeOH - 19,81 | 13,99 | 2,02 7,06 1,75 9,96 | 19,44 | 8,95 1,44
5-80 % MeOH - 19,75 | 15,06 | 2,42 7,24 2,37 | 12,11 | 21,35 | 9,84 1,50
2-85 % MeOH - 20,43 | 14,51 | 2,21 7,08 2,04 | 10,79 | 20,16 | 9,21 1,44
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Obrazek 44: UHPLC separace na koloné ACE Excel C18-PFP s MeOH a 0,1% HCOOH,

gradientovy program 2-85 % a 5-80 %.

Optimalizace teploty separace

Zvolené podminky (MeOH s 0,1% HCOOH, gradientovy program 5-80 %) byly dale

optimalizovany testovanim vlivu teploty na separaci. Testovany byly teploty 30 a 50 °C.

Vliv zmény teploty na separaci je znazornén na obrdzku 45. Rozliseni jednotlivych latek

jsou uvedeny v tabulce 14. Z tabulky vyplyva, Ze zvySeni i snizeni teploty separace vedlo

ke sniZeni rozliSeni isorhamnetinu pod minimdlni hranici 1,5. Teplota proto byla

ponechana na 40 °C.

Tabulka 14: Porovnani rozliSeni analyzovanych latek na koloné ACE Excel C18-PFP pfi

3 rliznych teplotach separace, gradientovy program 5-80 % MeOH.

Podminky PG PAA HFA HVA 4mcC HFP RUT QCE TAM I1SO
30°C - 20,30 | 13,77 1,68 6,32 2,61 10,54 | 17,75 7,79 1,38
40 °C - 19,75 | 15,06 2,42 7,24 2,37 12,11 | 21,35 9,84 1,50
50 °C - 18,98 | 14,98 2,76 7,59 1,86 12,27 | 22,75 | 10,58 1,47
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Obrazek 45: UHPLC separace na koloné ACE Excel C18-PFP s MeOH a 0,1% HCOOH,

gradientovy program 5-80 %, s teplotou separace 30, 40 a 50 °C.

Teplota byla ddle testovdna na gradientovém programu 2-90 % methanolu.

Z tabulky 15 ovsem vyplyva, Ze isorhamnetin nedosahoval v Zadné z analyz minimalniho

rozliSeni 1,5.

Tabulka 15: Porovnani rozliSeni analyzovanych latek na koloné ACE Excel C18-PFP pfi

3 rliznych teplotach separace, gradientovy program 2-90 % MeOH.

Podminky PG PAA HFA HVA 4mcC HFP RUT QCE TAM I1SO
30°C - 20,33 | 13,26 1,53 6,30 2,17 9,62 17,53 7,90 1,44
40 °C - 19,81 | 13,99 2,02 7,06 1,75 9,96 19,44 8,95 1,44
50 °C - 18,55 | 14,33 2,59 7,54 1,19 10,38 | 21,19 9,90 1,39
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Optimalizace ¢asu analyzy

U ziskanych podminek (MeOH s 0,1% HCOOH, gradientovy program 5-80 %,

teplota 40 °C) byla dale testovana doba analyzy. Separace byla prodlouzena z pivodnich

5 minut na 8minutovou analyzu (+2 minuty ekvlibrace). ProdlouZeni analyzy pomohlo

k dosazeni lepsiho rozliSeni kritickych latek HVA, HFP a ISO (tabulka 16). RozliSeni se

prodlouZenim analyzy zvySilo také u latek PAA, HFA, RUT, QCE a TAM. Srovnani

chromatogram s rGznou délkou analyzy je zndzornéno na obrazku 46.

Tabulka 16: Porovnani rozliSeni analyzovanych latek na koloné ACE Excel C18-PFP pfi

raznych Casech analyzy, pfi teploté 40 °C, gradientovy program 5-80 %.

Podminky PG PAA HFA HVA 4aMC HFP RUT QCE TAM ISO
Doba analyzy - 19,75 | 15,06 2,42 7,24 2,37 12,11 | 21,35 9,84 1,50
5+2 min

Doba analyzy - 22,95 | 18,17 3,91 6,56 4,84 18,56 | 26,07 | 12,48 1,69
8+2 min

> ) HVA amc
< Doba analyzy RUT
I ; PAA
5+2 min HEA HEp
QCE
TAM
IS0
PG
0.00 1.20 2.40 3.60 4.80 6.00 .
ty [min]
PAA RUT
> - HVA
= Doba a.malyzy amc HFP ace TAM
8+2 min HFA 150
PG
h | UL { \
] ] T T ]
0.00 1.50 3.00 4.50 6.00 7.50 ¢ [min]

Obrazek 46: UHPLC separace na koloné ACE Excel C18-PFP s MeOH a 0,1% HCOOH,

gradientovy program 5-80 %, T 40 °C, ¢as analyzy 5 min a 8 min (+ 2 min ekvilibrace).
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Vliv ¢asu analyzy na separaci byl opét testovan také u gradientového programu

2-90 % MeOH. Rozliseni dosahovalo lepSich hodnot oproti krat$i analyze (obrazek 47

a tabulka 17). NejlepSich vysledk(l bylo vSak stale dosazeno pfi gradientovém programu

5-80 % MeOH, teploté 40 °C a ¢ase analyzy 8 minut (+2 min ekvilibrace). Tyto podminky

se tudiz staly pro tuto kolonu podminkami finalnimi.

tg [min]

S i HVA 4MC
= Doba a.nalvzv oAA RUT
542 min HFA HFP
QCE
PG TAM o
| -
T T T T T
0.00 . 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
HVA
2 Doba analyzy amc RuT 10
8+2 min PAA HEP TAM
HFA Qce
PG
W "
[l 1 1 [l [l 1
0.00 1.80 3.60 5.40 7.20 9.00 tg [min]

Obrazek 47: UHPLC separace na koloné ACE Excel C18-PFP s MeOH a 0,1% HCOOH,

gradientovy program 2-90 %, T 40 °C, ¢as analyzy 5 min a 8 min (+ 2 min ekvilibrace).

Tabulka 17: Porovnani rozliseni kritickych pard na koloné ACE Excel C18-PFP pfi rGznych

Casech analyzy, T 40 °C, gradientovy program 2-90 % MeOH.

Podminky PG PAA HFA HVA 4MC HFP RUT QCE TAM ISO
Doba analyzy - 19,81 13,99 2,02 7,06 1,75 9,96 19,44 8,95 1,44
5+2 min
Doba analyzy - 24,34 | 17,97 3,60 6,84 4,29 16,90 | 25,19 11,97 1,67
8+2 min
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5.1.5 Vysledné podminky chromatografické separace

Vysledné podminky separace byly stanoveny na zdkladé

srovnani

chromatogram( optimalizovanych podminek a rozliSeni analyzovanych latek na koloné

Ascentis Express RP-Amide, Kinetex Biphenyl a ACE Excel C18-PFP. Podminky

na kolonach jsou shrnuty v tabulce 18. Jako nejvhodnéjsi byla dle vysledk( stanovena

kolona Kinetex Biphenyl.

Tabulka 18: Shrnuti nejvhodnéjsich optimalizovanych podminek pro separaci smési

fenolickych latek.

Kolona MF Gradient Teplota separace | Doba analyzy
Ascentis Express RP-Amide MeOH + 0,1% HCOOH 10-80 % 30°C 5+2 min
Kinetex Biphenyl MeOH + 0,1% HCOOH 15-98 % 40 °C 7+2 min
ACE Excel C18-PFP MeOH + 0,1% HCOOH 5-80 % 40 °C 8+2 min

Vysledné podminky optimalizace chromatografické separace:

Analyticka kolona:

Mobilni faze:

Gradientovy program:

Teplota separace:

Teplota v autosampleru:

Nastrikovy objem:
Pratok:

Doba analyzy:

Kinetex Biphenyl

A: MeOH

B: 0,1% HCOOH

15-98 % béhem 7 minut
40 °C

15°C

5 ul

0,4 ml/min

7 min (+2 min ekvilibrace)
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Obrazek 49: Pribéh optimalizované gradientové eluce u findlnich podminek - kolona
Kinetex Biphenyl, teplota separace 40 °C, gradientovy program 15-98 %, doba analyzy
7 min (s naslednou 2minutovou ekvilibraci).

5.2 Studie kratkodobé stability

U vSech deseti standardnich latek byla zjistovana jejich kratkodoba stabilita
po dobu 24 hodin. Latky byly méfeny ve vodé s HCOOH a ve 20% MeOH s HCOOH, ktery
byl zvolen na zakladé srovnani vlivu rozpoustédla na tvar piku (obrazek 50) a zavislosti

plochy piku na typu rozpoustédla (grafu 1).

AU

— 20% ,
— 30%

40%

60% ‘
— 80%

100%

|
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
tg [min]

Obrazek 50: Srovnani vlivu rozpoustédla (20, 30, 40, 60, 80 a 100% MeOH s 0,1%
HCOOH) na tvar piku - kolona Kinetex Biphenyl, teplota separace 40 °C, gradientovy
program 15-98 %, doba analyzy 7 min (s naslednou 2minutovou ekvilibraci).
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Graf 1: Zavislost plochy piku na typu rozpoustédla (20, 30, 40, 60, 80 a 100% MeOH
s 0,1% HCOOH)

Postup méreni kratkodobé stability je uveden v kapitole 4.7.4. Vysledky byly

prevedeny do grafu,

kde jsou plochy piku vztazeny k ploSe prvniho nastriku

v procentech. Za kritérium stability je povazovdna minimalni hranice 95 %. Bylo také

hodnoceno srazeni roztokd (viz kapitola 4.7.5), ¢imz se da vysvétlit pripadny pokles

koncentrace nékterych latek v roztoku. Vysledky srazeni jsou zaznamenany v tabulce 19.

Tabulka 19: Srazeni latek v 0,1% HCOOH ve vodé a v 20% MeOH pfi rliznych teplotach.

0,1% HCOOH ve vodé

0,1% HCOOH v 20% MeOH

10°C

15°C

20°C

10°C

15°C

20°C

PG

PAA

HFA

HVA

RUT

4aMC

HFP

QCE

ISO

TAM

+ |atka se srazi

- srazenina nebyla vizualné pozorovana
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HFA se projevila jako latka stabilni. V obou rozpoustédlech i pfi vSech
testovanych teplotach zuUstala koncentrace latky konstantni po dobu 20 hodin. Pfi
teploté 20 °C ovSsem poté doslo v obou rozpoustédlech k poklesu HFA v roztoku pod
limitni hranici na hodnotu 92 %. Pfi teploté 10 i 15 °C se koncentrace latky pohybovala

v rozmezi hodnot 99-101 % po celou dobu méreni (graf 2 a 3).
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mo100000000000006000000.“
X 95 - ® 10°C
2 90 A ¢ 15°C
o
= 85 - ©20°C
§ 80 o
& 75 -
70 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Cas
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 [hod]

Graf 2: Stabilita 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny (HFA) ve vodé s 0,1% HCOOH pfi
raznych teplotach.
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Graf 3: Stabilita 3,4-dihydroxyfenyloctové kyseliny (HFA) v 20% MeOH s 0,1% HCOOH pfi

raznych teplotach.

Latka PAA byla po rozpusténi ve vodé s0,1% HCOOH stabilni pfi vsSech
testovanych teplotach (hodnoty v rozmezi 99,4 az 100,4 %). Méfenim v roztoku 20%
MeOH s 0,1% HCOOH dochazelo pfri teploté 20 °C k mirné degradaci latky, coz se

projevilo nepatrnym poklesem koncentrace v ¢ase. VSechny hodnoty vsak presto
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presahovaly 95 %. Pri nizSich teplotach zlstavala PAA stabilni. Pfi teploté 15 °C
se koncentrace pohybovala vrozmezi 97,2 az 101,5 %, pti teploté 10 °C v rozmezi

97,3-102,1 % (graf 4 a 5).
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© 85 - 15°C
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75 4
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 [hod]

Graf 4: Stabilita 3-hydroxyfenyloctové kyseliny (PAA) ve vodé s 0,1% HCOOH pfi rlznych

teplotach.
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Graf 5: Stabilita 3-hydroxyfenyloctové kyseliny (PAA) v 20% MeOH s 0,1% HCOOH pfi

raznych teplotach.

4-methylkatechol je latka stabilni véech testovanych teplotdch

pfri
i rozpoustédlech. Koncentrace latky v roztoku se pohybovala po celou dobu méreni

evvs
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methanolu s HCOOH 99,4 % (graf 6 a 7). Nejvyssi hodnoty dosahovaly ve vodé s HCOOH

koncentrace 101,0 % a v 20% methanolu s HCOOH 102,3 %.

105 1

100 00000000000008000808008880088
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Graf 6: Stabilita 4-methylkatecholu (4MC) v 20% MeOH s 0,1% HCOOH pfi rdznych

teplotach.
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Graf 7: Stabilita 4-methylkatecholu (4MC) ve vodé s 0,1% HCOOH pfi rliznych

teplotach.

Latka HFP byla pfi rozpusténi ve vodé stabilni po dobu 24 hodin pfi vSech

testovanych teplotach (graf 8). Koncentrace latky nepoklesla na méné nez 99,1 %.

Po rozpusténi HFP ve 20% methanolu s HCOOH zlstala HFP stabilni po celou dobu

meéreni pfi teploté 10 a 15 °C (99,5 az 101,0 %). V pripadé nejvyssi teploty doslo od 14.

hodiny méreni k nepatrnému poklesu koncentrace latky na hodnotu 98,0 % (graf 9).
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Graf 8: Stabilita 3-(3-hydroxyfenyl)propionové kyseliny (HFP) ve vodé s 0,1% HCOOH pfi

raznych teplotach.
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Graf 9: Stabilita 3-(3-hydroxyfenyl)propionové kyseliny (HFP) v20% MeOH s0,1%
HCOOH pfi riznych teplotach.

Latka HVA béhem meéreni ve vodném roztoku HCOOH vykazovala stabilitu pfi
(graf 10). Stejné tak v roztoku 20% methanolu s HCOOH byla HVA stabilni. VSechny
hodnoty presahovaly 99,5 %. Maximalni namérenou hodnotou byla koncentrace
100,4 %. Vyjimkou byla teplota 10 °C, pfi které dochazelo k nepatrnému poklesu

koncentrace na 97 % plvodniho mnozstvi latky v roztoku (graf 11).
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Graf 10: Stabilita homovanilinové kyseliny (HVA) ve vodé s 0,1% HCOOH pfi rliznych

teplotach.

105 l
‘ [
0 oegegestasLeessgsssssass

[EY

@ 10°C
15°C
® 20°C

Plocha piku [%]
N 00 00 O O
U O U1 © U

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Cas
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 [hod]

~N
o

Graf 11: Stabilita homovanilinové kyseliny (HVA) v 20% MeOH s 0,1% HCOOH pfi rliznych

teplotach.

Floroglucinol je po dobu 24 hodin stabilni pfi rozpusténi ve vodném roztoku
HCOOH pfi vsech testovanych teplotach (10, 15 i 20 °C) (graf 12). Koncentrace latky ve
vodé s HCOOH se pohybovala po celou dobu v rozmezi 97-102 %. V pfipadé 20% MeOH
s HCOOH je latka také stabilni pti vSech teplotach, ale hodnoty koncentrace latky v ¢ase
se ménily dle dané teploty. Zgrafu 13 vyplyvd, Ze pfi teploté 10 °C se hodnota
koncentrace pohybovala vétSinu mérené doby mezi hodnotami 104 a 107 %. NejlepSich
vysledk(l dosahovala latka pfi teploté 15 °C, kdy se koncentrace pohybovala mezi
99-103 %. Naopak pfi teploté 20 °C stabilita mirné klesa, protoze koncentrace

floroglucinolu poklesla az na hodnotu 96 %.
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Graf 12: Stabilita floroglucinolu (PG) ve vodé s 0,1% HCOOH pfi rliznych teplotach.
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Graf 13: Stabilita floroglucinolu (PG) v 20% MeOH s 0,1% HCOOH pfi rliznych teplotach.

Rutin je z testovanych teplot nejstabilnéjsi v obou rozpoustédlech pfi teploté
20 °C (rozmezi koncentraci rutinu ve vodném roztoku HCOOH bylo 98-101 %, v 20 %
MeOH s HCOOH 99-102 %) (graf 14 a 15). Pfi méreni rutinu ve vodé s HCOOH byla latka
stabilni také pfi teploté 10 °C (maximalni pokles na hodnotu 95 %), ovSem pfi teploté
15 °C doslo ve 12. a 15. hodiné méreni k poklesu koncentrace pod stanoveny limit.
Ostatni namérené hodnoty neklesly pod 95 %. V roztoku 20% MeOH s HCOOH je rutin
stabilni po celou dobu méreni pouze pfi nejvyssi teploté 20 °C. S klesajici teplotou klesala
také koncentrace latky v roztoku. Pri teploté 15 °C zUstala latka stabilni po dobu
10 hodin, poté doslo k poklesu koncentrace pod limitni hranici na hodnotu 93 %. P¥i
teploté 10 °C byla latka stabilni po dobu 11 hodin, poté doslo k poklesu koncentrace az

na 91 %. Z tabulky 19 vyplyva, Ze ke srazeni roztoku nedochazelo za zadnych podminek.
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Z testovanych podminek je rutin nejvice stabilni pfi teploté 20 °C po rozpusténi ve 20%

methanolu s HCOOH.
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Graf 14: Stabilita rutinu (RUT) ve vodé s 0,1% HCOOH pfi raznych teplotach.
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Graf 15: Stabilita rutinu (RUT) v 20% MeOH s 0,1% HCOOH pfi rliznych teplotach.
Stabilita isorhamnetinu byla mérena pouze v 20% MeOH s HCOOH z divodu jeho
velmi Spatné rozpustnosti ve vodném roztoku. Z tabulky 19 vyplyva, Ze isorhamnetin byl
jedinou latkou, kterd se srazela v20% methanolu s HCOOH a to pfi vSech trech
kratkodobé stability dochazelo pravdépodobné

teplotdch. Béhem méfeni

evvs

k velmi nahodilému usporadani bodud v grafu (graf 16). Pri teploté 20 °C doslo jiz béhem
prvni hodiny méreni k poklesu koncentrace isorhamnetinu k hodnoté 5 %. Pro zjisténi

jeho stability by bylo potfeba provést experiment v jiném rozpoustédle. Béhem
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screeningu a optimalizace podminek separace byla latka fedéna v Cistém methanolu

s HCOOH.
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Graf 16: Stabilita isorhamnetinu (I1SO) v 20% MeOH s 0,1% HCOOH pfi rliznych

teplotach.

Chovani kvercetinu velmi zdavisi na typu rozpoustédla a je znazornéno v grafu
17 a 18. Jak vyplyva z tabulky 19, po rozpusténi ve vodném roztoku HCOOH se kvercetin
srazi pri vSech teplotdch, coZ se projevi jeho nizkou koncentraci v roztoku. Naopak
v roztoku 20% MeOH s HCOOH nebyla srazenina vizualné pozorovana. Kvercetin je
v 20% methanolu s HCOOH stabilni po celou dobu méreni pouze pfi teploté 20 °C. Pfi
této teploté koncentrace latky poklesla maximdalné na 96 %. Pfi teploté 15 °C poklesla
91 %. Pri teploté 10 °C doslo k poklesu koncentrace pod limit stability v 11. hodiné

a koncentrace poklesla az na hodnotu 89 %.
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Graf 17: Stabilita kvercetinu (QCE) ve vodé s 0,1% HCOOH pfi riznych teplotach.
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Graf 18: Stabilita kvercetinu (QCE) v 20% MeOH s 0,1% HCOOH pfi rliznych teplotach.

Tamarixetin se projevil jako jedna z problémovych latek. Koncentrace latky
v roztoku v obou rozpoustédlech prudce klesala jiz béhem prvnich hodin testovani (graf
19 a 20). V pfipadé méreni latky ve vodném roztoku HCOOH bylo pfi¢inou poklesu
koncentrace srazeni latky v roztoku, ke kterému dochdzelo pti vsech teplotach (tabulka
poklesem latky v roztoku. V pfipadé 20% roztoku methanolu s HCOOH nebyla vizudlné
pozorovana srazenina, ale vzhledem k vysSim koncentracim pfi teploté 20 °C oproti
teploté 15 °C nelze srazeni vyloucit. Pfi teploté 10 °C dochazelo k vyznamnym vykyvim

az k hodnoté 173 %, tudiz bude treba tento experiment zopakovat.
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Graf 19: Stabilita tamarixetinu ve vodé s 0,1% HCOOH pfi rlznych teplotach.
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Graf 20:

Stabilita tamarixetinu v 20% MeOH s 0,1% HCOOH pfi riznych teplotach.

86



6 ZAVER

Vramci diplomové prace byly optimalizovany podminky pro separaci smési
10 vybranych fenolickych latek pomoci metody UHPLC/PDA. Po screeningu
a optimalizaci podminek byla jako nejvhodnéjsi zvolena kolona Kinetex Biphenyl. Jako
mobilni faze byl pouzZit methanol v kombinaci s0,1% kyselinou mravenci ve vodé.
Separace byla provedena pfi teploté 40 °C, s pritokem mobilni faze 0,4 ml/min,
gradientovym programem 15-98 % organické slozky béhem 7 min a s vyuzitim linearni
gradientové k¥ivky. Cas analyzy byl optimalizovan na 7 min s naslednou dvouminutovou
ekvilibraci kolony, ¢imZ byl spInén poZadavek na rychlou analyzu. Optimalizaci podminek
se podafilo zajistit separaci celé smési fenolickych latek s minimalnim rozliSenim 1,5
véetné kritického paru izomer( tamarixetinu a isorhamnetinu.

Dale byla zmérena kratkodoba stabilita jednotlivych fenolickych latek za rdznych
teplotnich podminek. Latky byly méfeny po rozpusténi ve vodé a v 20% methanolu,
v obou pfipadech s pfidavkem 0,1% HCOOH. Jako kritérium stability byla stanovena
hranice 95 % pUvodniho mnozstvi latky v roztoku.

Bylo zjisténo, Ze fenolické latky PAA, 4MC, HFP a HVA zustaly stabilni pfi vSech
testovanych podminkdach. U téchto latek nebyl po dobu méfeni zaznamenan pokles
koncentrace pod 95 %. U PAA doslo oproti nizsSim teplotam k mirnému poklesu
koncentrace pfi teploté 20 °C pfi pouZiti 20% MeOH s HCOOH. PG byl stabilni pFi vSech
testovanych podminkach kromé teploty 10 °C po rozpusténi ve vodé s HCOOH. Ptitéchto
podminkach doslo k navySeni koncentrace v roztoku az k hodnoté 107 %. Latka HFA byla
stabilni pfi teploté 10 i 15 °C. Pti teploté 20 °C ovsem doslo v obou rozpoustédlech ve
20. hodiné méreni k poklesu koncentrace na 92 %. Rutin byl stabilni v obou
rozpoustédlech pfti teploté 20 °C a pfi méreni latky ve vodé s HCOOH také pfi teploté
15 °C. P¥i vSech ostatnich podminkach vSak nedosahoval limitu 95 %.

Hodnoceno bylo také srazeni latek pfi méfenych teplotdch arozpoustédlech.
Srazeni mélo totiz vyznamny vliv na pokles koncentrace latek v roztoku béhem meéreni
stability. Bylo zjiSténo, Ze pfi rozpusténi [atek ve vodé s 0,1% HCOOH dochazi ke srazeni
kvercetinu a tamarixetinu, v roztoku 20% MeOH s0,1% HCOOH se srazel pouze

isorhamnetin.
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Problémové chovani vykazoval tamarixetin, kvercetin a isorhamnetin.
Koncentrace tamarixetinu prudce klesala v obou rozpoustédlech jiz béhem prvnich
hodin méreni. Pfi rozpusténi latky ve vodé s ptidavkem HCOOH byl pokles koncentrace
ovlivnén srazenim latky v roztoku. V pfipadé rozpusténi v 20% MeOH s HCOOH nebyla
vizudlné pozorovdna srazenina, ale vzhledem k vyssim koncentracim pfti teploté 20 °C
oproti teploté 15 °C nelze sraZeni vyloucit. Experiment pfi teploté 10 °C bude tfeba
zopakovat vzhledem k vyznamnym vykyvim koncentraci az k hodnoté 173 %. Chovani
kvercetinu zaviselo zejména na typu rozpoustédla. Po rozpusténi ve vodé s HCOOH
dochdazelo ke srazeni latky, tudiz koncentrace rychle klesala. V roztoku 20% MeOH
s HCOOH zUstal kvercetin stabilni po dobu méreni pouze pfi teploté 20 °C. Nejvice
problémovou latkou byl isorhamnetin, u néjz nebylo mozné provést méreni ve vodném
roztoku HCOOH kvdli jeho velmi Spatné rozpustnosti. BEhem méreni koncentrace pfri
rozpusténi v20% roztoku methanolu sHCOOH dochdzelo pravdépodobné
k opakovanému sradzeni a rozpousténi, coz se projevilo velmi nahodilym usporaddnim
bod( v grafu. Pro zjisténi jeho stability by bylo potfeba provést experiment v jiném

rozpoustédle, napfiklad v Cistém methanolu.
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