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STANOVENI OBSAHU VYBRANYCH OPIOVYCH
ALKALOIDU METODOU HPLC

1 Ucel a rozsah

Postup je urCen pro stanoveni obsahu morfinu ve vzorcich makoviny potravinarskych odrad
maku s obsahem do 1,2 % morfinu.

2 Princip

Morfin se z pomletého vzorku makoviny extrahuje bud’ smési chloroformu, isopropanolu,
ethanolu, amoniaku nebo extrakei 5% kyselinou octovou, po niz nésleduje precisténi pomoci
SPE. Po odstranéni extrakéniho, piipadné elu¢niho ¢inidla, se morfin rozpusti v methanolu
a nasledné stanovi metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s detekci v UV oblasti
pfi 284 nm.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
Destilované nebo deionizovana voda.

Chloroform.

Isopropanol.

Ethanol, = 96%, denaturovany.

Amoniak, 25-29% vodny roztok.
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Extrakéni smés.

Ptiprava: Smicha se 600 ml chloroformu (2), 200 ml isopropanolu (3), 150 ml ethanolu
(4) a 50 ml amoniaku (5). Smés se ditkkladn¢ promicha.

7  Kyselina octova, 99,0 % (m/m), p(CH;COOH) = 1,05 g/ml.
8 Kyselina octova, c(CH3;COOH) = 5%.

Ptiprava: V 1000ml odmérné barce se piida 50,5 ml kyseliny octové (7) do asi 500 ml
vody (1). Po vytemperovani se doplni vodou (1) po znacku.

9  Kiyselina chlorovodikova, 35% (m/m), p(HCl) = 1,18 g/ml.
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Kyselina chlorovodikovéa, c(HCI) = 0,1 mol/l.

Ptiprava: V 1000ml odmérmné bance se ptida 8,8 ml kyseliny chlorovodikové (9) k asi
500 ml vody (1). Po vytemperovani se doplni vodou po znacku.

Methanol, pro HPLC.
Elu¢ni smés, pro SPE.

Ptiprava: Smicha se 50 ml amoniaku (5) s 950 ml methanolu (11). Smés se dikladné
promicha.

Acetonitril, pro HPLC (mobilni faze A).
Heptansulfonat sodny, c(C7H15SO3Na) = 10 mmol/l, pH 3,5 (mobilni faze B).

Ptiprava: 2,0225 g heptansulfonatu sodného (14) se rozpusti ve vodé (1). Poté se roztok
kvantitativné pfevede do 1000ml odmérné banky a po vytemperovani na laboratorni
teplotu se doplni po znacku vodou (1). pH roztoku se upravi pomoci kyseliny fosforecné
(15) na hodnotu 3,5.

Kyselina fosfore¢nd, 85 % (m/m), p(H3PO4) = 1,70 g/ml.
Morfin, standardni roztok v methanolu, ¢(C17H19NO3) = 1 mg/ml.

Poznamky
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Kalibracni roztoky lze pripravit v pripadé potreby i ze standardu morfin hydrochlorid
trihydratu. Mnozstvi navazky pro jednotlivé kalibracni roztoky je potreba prepocitat
na morfin.

Piistroje a pomiicky

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf's UV/VIS detektorem.
Analytické vahy s pfesnosti 0,01mg.

pH-metr.

Laboratorni tfepacka.

Ultrazvukova lazen.

Minitfepacka pro zkumavky.

Odstredivka, 3900 ot/min.

Koncentrator vzorki, napt. Termovap 10.
Stiikackové filtry (PTFE, 0,45um), stfikacky.

SPE manifold s membranovym cerpadlem.

SPE kolonky Oasis MCX, 3 ml/60 mg nebo obdobné.
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12 Fitracni papir stfedni hustoty, kruhovy vysek , asi 11 cm.
13 Automatické pipety s nastavitelnym objemem, Spicky.
14  Vialka se Sroubovacim uzavérem, 2 ml.

15 Laboratorni ultraodstredivy mlynek, napi. Retsch ZM 200.

5 Postup
5.1 Priprava zkuSebniho vzorku

Cely laboratorni vzorek makoviny se bez jakékoliv dalsi Gpravy pomele na ultraodstfedivém
mlynku Retsch ZM 200 nebo obdobném zafizeni pii 1400 ot/min. Pfi pfipravé vzorku
pro extrakci kyselinou octovou (8) s ndslednym piecisténim extraktu na SPE kolonkach
se do ultraodstfedivého mlynku pouzije sito s velikosti ok 0,5 mm. Na piipravu vzorku
k extrakci pomoci extrakéni smési (6) se pouzije sito s velikosti ok 1,0 mm. Pomlety material
se uchovava v uzaviratelné plastové nadobé¢ pii laboratorni teploté.

5.2 Extrakce morfinu
5.2.1 Extrakce extrak¢éni smési chloroformu, isopropanolu, ethanolu, amoniaku

Do 100ml kulaté banky se zabrusem se navazi 1 g makoviny. Pfida se 25 ml extrakéni smési
(6), banka se uzavie zatkou a vzorek se extrahuje 1 h na tfepacce pii laboratorni teploté. Poté
se extrakt filtruje pfes suchy skladany filtr do 50ml odmérné baniky. Promyti podilu na filtru
a doplnéni na objem 50 ml se provadi extrakéni smeési (6). Z takto pfipraveného extraktu
se odpipetuji 2 ml do 5ml extrakéni vialky. Ta se umisti do koncentratoru vzorkd, kde
se extrak¢ni smés odpaii pod proudem dusiku pii 40 °C. K odparku se ptidaji 2 ml methanolu
(11), rozpusti se pomoci ultrazvuku a roztok se prefiltruje ptes stiikackovy filtr do 2ml vialky.

5.2.2 Extrakce kyselinou octovou s naslednym precisténim pomoci SPE

Do 15ml centrifuga¢ni zkumavky se navazi 50 mg makoviny. Pfida se 5 ml roztoku kyseliny
octové (8) a zkumavka se uzavie. Vlozi se do ultrazvukové lazn¢ a vzorek se 30 min
extrahuje. Nasledn¢ se obsah zkumavky michd 1 min na minitfepacce. Poté se vzorek
odstfed’'uje 10 min pii 3900 ot/min. Takto pfipraveny extrakt se piecisti na pevné fazi.
Na manifold se umisti SPE kolonka, kondicionuje se 3 ml methanolu (11) a nésledné
ekvilibruje 3 ml vody (1). Poté se na kolonku nanesou 3 ml pfipravené¢ho extraktu. Extrakt
se necha vsaknout, promyje se 2 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (10) a 2 ml methanolu
(11). Eluce morfinu a dalSich opiovych alkaloida se provede 2 x 2 ml elu¢ni smési (12). Eluat
se jima do 5ml extrak¢éni vialky. Ta se umisti do koncentratoru vzorkt, kde se eluat odparii
pod proudem dusiku pii 40 °C. K odparku se piida 1 ml methanolu (11), rozpusti se pomoci
ultrazvuku a pfevede do 2ml vialky.
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5.3 Stanoveni kapalinovou chromatografii
5.3.1 Chromatografické podminky

Vlastni analyza se provadi metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s vyuzitim
UV/VIS detektoru. Alkaloidy se separuji gradientovou eluci na chromatografické koloné
s reverzni fazi. Detekce probiha pii 284 nm. Ptiklad mozného nastaveni chromatografickych
podminek, véetné nastaveni gradientového programu, je uveden v tabulkach ¢. 1 a €. 2.

Tabulka €. 1. Priklad chromatografickych podminek.

Kolona Poroshell 120 EC-C18 (50 mm x 4,6 mm ID,2,7 um)
Piedkolona Poroshell 120 EC-C18 (4,6 mm x 5 mm ID, 2,7 pm)
e Mobilni faze A: Acetonitril (13)
Mobilni faze o ] )
Mobilni faze B: Heptansulfonat sodny (14)
Pritok mobilni faze 1,0 ml/min
Teplota kolony 40 °C
Objem nastiiku 1 ul
Detekce UV 284 nm

Tabulka €. 2. Gradientovy program pro stanoveni morfinu a dalSich opiovych alkaloidi.

Cas (min) Mobilni faze A (%) Mobilni faze B (%)
0 20 80
5 30 70
10 40 60
12 50 50
15 20 80
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5.3.2 Piiprava kalibra¢nich roztoka morfinu

Do 2ml tmavych Sroubovacich vialek se odméti postupné (5; 10; 50; 100; 200; 300; 400) ul
morfinu (17). Vialky se umisti do koncentratoru vzorkt, kde se methanol odpaii pod proudem
dusiku pfi 40 °C. Do kazdé vialky se pak k odparku pfidd 1 ml methanolu (11) a rozpusti
se pomoci ultrazvuku. Ziskaji se tak kalibra¢ni roztoky o koncentraci (5; 10; 50; 100; 200;
300; 400) ng/ml. Kalibraéni roztoky se pfipravuji Cerstvé v den analyzy.

5.3.3 Kvalitativni a kvantitativni analyza

Morfin a ptipadné dalsi alkaloidy se identifikuji porovnanim reten¢nich Casti standardi
s retencnimi Casy pikli v analyzovaném vzorku. Pro kvantitativni vyhodnoceni se pouzije
metoda vnéjSiho standardu. Pro stanoveni morfinu v makoviné se piipravi nejméné
pétibodova kalibracni kiivka v rozsahu 5 pg/ml az 400 pg/ml morfinu v methanolu (18).

6  Vypocet a vyjadieni vysledkii

Obsah morfinu ve vzorku se vypocita z kalibracni zavislosti. Sestroji se graf zavislosti plochy
piku morfinu na koncentraci v pozadovaném rozsahu. Ze smérnice kalibra¢ni piimky se zjisti
koncentrace morfinu a jeho obsah vyjadieny v procentech se vypocitd v zavislosti na pouziti
extrakéni metody podle nize uvedenych vztaht.

a) extrakce za pouziti extrakéni smési

100x cx Vx107°
X:

(o)

b) extrakce 5% kyselinou octovou s naslednym ptecisténim pomoci SPE

e 100x cx Vx107°
mx I/l'

(o)

kde xje obsah morfinu ve vzorku v %,
c je koncentrace morfinu zjisténa z kalibracni zavislosti v pg/ml,
V  celkovy objem extraktu v ml,
Vi  objem extraktu naneseny na SPE kolonku v ml,
m  navazka vzorkuv g,

10° konverzni faktor pro prepocet z pg na g.
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Vysledek stanoveni obsahu morfinu se udava jako primér ze dvou paralelnich stanoveni.
Uvadi se v % a je vyjadren na dvé desetinna mista.
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