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Uvod

Mak sety (Papaver somniferum L.) je plodina, ktera
nachazi své uplatnéni zejména v potravinarském a farma-
ceutickém primyslu'?. Ceské republika patii v soucasnosti
spolecné s Tureckem k nejvyznamnéj$im evropskym pésti-
telim maku setého a v oblasti konzumniho méku nalezi
k nejvétsim svétovym producentim. V CR se péstuje vy-
hradné méak sety semenného (olejného) typu.
Z agrobiologického hlediska se jedna o jednoletou jarni
plodinu. V zanedbatelné mite se u nas péstuje také ozima
forma™*.

V CR péstované odriidy maku jsou primarné uréeny
k produkci semene pro konzumni ucely. Semeno se vyzna-
Cuje velmi dobrymi dietetickymi vlastnostmi. Hlavni sloz-
kou je olej (46 az 50 % susSiny), ve kterém dominuje kyse-
lina linolova (60-70 %). Dietetické vlastnosti makového
oleje se proto podobaji oleji slunenicovému. Semena
mimo jiné obsahuji tokoferoly, kyselinu pantotenovou,
niacin, thyamin a mimofadné vysoky obsah véapniku®
(1400 mg ve 100 g).

Vedlejsim produktem vyroby makového semene
je makovina, kterd obsahuje opiové alkaloidy. Vyznam
alkaloidll pro rostlinu neni jednoznacny, predpoklada se,
ze vznikly v disledku obrannych mechanismu rostlin proti
bylozravclim ¢i parazitim nebo mohou byt téZ odpadnimi
latkami. Biosyntéza alkaloidl je pro rostlinu energeticky
nérona a vyzaduje ucast specifickych enzymi™°. Tato
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biosyntéza neni kontinualni a probiha v metabolicky aktiv-
nich pletivech; jednotlivé alkaloidy se tvoii postupné bé-
hem vyvinu rostliny. Nejdfive se tvofi kodein, thebain
a noskapin, pozd¢ji pak morfin, narkotolin a papaverin3 .

Makovina, jakozto u nas prakticky jediny zdroj morfi-
nu a dalSich alkaloidi, je farmaceutickymi spole¢nostmi
vykupovana a dale vyuzivana pro medicinské tucely. Obec-
n¢ je definovana jako zrala nadzemni ¢ast rostliny maku
kromé semen (této definici odpovida také pojem ,,makova
slama®), nicmén¢ v péstitelské praxi je makovina chapana
jako smés podrcenych vyzralych tobolek a ¢ésti stonkl
pod tobolkou dlouhych asi 15 cm (cit.”'%). V druhé polo-
vin¢ minulého stoleti byla makovina vykupovéana bez vét-
Sich narokd na kvalitu. Postupné vsak doslo k vytvoreni
normovanych jakostnich ukazatelti pro vykup a hodnoceni.
Péstitelé na tyto naroky okamzit€é zareagovali a kvalita
makoviny tak razantn¢ stoupla. Pfi vykupu je makovina
hodnocena z nékolika hledisek a musi byt zdrava, sucha,
bez plisni a sklidct, hnédozluté barvy se svétlejsim nebo
tmav§im odstinem, sklizena v obdobi biologické zralosti.
Ze soucasného sortimentu registrovanych odrid je
k produkci makoviny nejvhodnéjsi odrida Opal a prede-
v§im Orbis'" .

Obsah morfinu v makoviné je nejvice ovlivnén gene-
tickym zakladem odrd, znacné pak pribéhem pocasi za
vegetace a dale agronomickymi zasahy'* (vyziva, ochrana,
technologie sklizn€). Nejucinnéj$im nastrojem, jak obsah
morfinu v makoving cilené ovliviiovat, je proto Slechténi,
tedy tvorba odrid s definovanou kvalitou. Hodnoceni ob-
sahu morfinu v makovin¢ je dulezitou soucasti registracni-
ho fizeni v ramci procesu povolovani odrid Ustiednim
kontrolnim a zku$ebnim tstavem zemé&dglskym (UKZUZ).

S obsahem morfinu v maku souvisi legislativni opat-
feni, majici zamezit jeho moznému zneuziti k vyrobé
omamnych a nadvykovych latek. Prvni z nich je tzv. ohlaSo-
vaci povinnost (podle zakona ¢. 167/1998 Sb. o navyko-
vych latkach) pro osoby péstujici mak na ploSe vétsi nez
100 m* (§ 29) a specifikace pii vyvozu a dovozu makoviny
(§25 a §30). Novym opatfenim je stanoveni limitniho
obsahu morfinu, ktery je definovan novelou uvedeného
zakona (vstoupila v platnost dne 1. 1.2014). Podle § 24
pismena c jiz nebude mozné péstovat odriidy maku setého,
které mohou v susiné z tobolek obsahovat vice nez 0,8 %
morfinu. Tento limit bude promitnut do registra¢niho fize-
ni UKZUZ pti povolovani novych odrad®". Timto sledo-
vani obsahu morfinu v makoviné behem $lechtitelského
procesu nabyva na jest¢ veétsi vyznamnosti.

Na stanoveni alkaloidli se pouziva celd fada metod.
Z téch nejvyznamngjsich to je tenkovrstva chromatografie,
vysokou¢innd kapalinovd chromatografie, polarografie,
chiralni separace, micelarni kapalinovd chromatografie,
hydrofilni interakéni chromatografie, iontové vyménna
chromatografie, kapilarni elektroforéza, plynova chroma-

*Aneta LarySova ziskala za tuto praci 2. misto v celostatni soutézi o Cenu firmy Merck 2014 za nejlepsi studentskou vé-
deckou praci v oboru analyticka chemie v Pardubicich 5. a 6. inora 2014.
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tografie a Ramanova spektroskopie'®*'. Nejcastéji pouzi-
vanou metodou stanoveni alkaloidii v makoving je vysoko-
ucinnd kapalinovéa chromatografie (HPLC) s UV nebo MS
detekei. Uvedené metody se 1isi zptisoby extrakce a Cistici-
mi kroky”* . Jako uginny krok piipravy vzorku k analyze
se také prokdzalo precisténi extraktu pomoci extrakce na
tuhou fazi (SPE)**"*.

Cilem prace bylo vyvinuti a zavedeni metodiky pro
extrakci alkaloidii z makoviny a jejich stanoveni vysoko-
ucinnou kapalinovou chromatografii s UV/VIS detekei.
Vyvinuta metodika byla validovana pro stanoveni obsahu
morfinu, jakozto nejvyznamnéj$iho alkaloidu uréujiciho
kvalitu makoviny®. Metodika byla poté vyuzita k hodnoce-
ni obsahu alkaloidd pfi Slechténi maku set¢ho ve firmé
OSEVA PRO s.r.0.

Experimentalni ¢ast
Vzorky

K experimentalnim ucelim byly pouzity tobolky ma-
ku seté¢ho. Rostlinny material byl ziskan od Slechtitelské
firmy OSEVA PRO s.r.o., kterd je soufasné kurdtorem
genové kolekce olejnin v ramci Néarodniho programu kon-
zervace a vyuzivani genetickych zdroji  rostlin
a agrobiodiverzity. Bylo vybrano deset odrid maku setého
lisicich se koncentracemi alkaloidu morfinu v makoving.
Jednalo se o odridy modrosemenné a bé&losemenné, které
jsou rozdilné také geografickym plivodem, barvou kvétu,
vyskou rostliny, vegetani dobou a dal§imi agrobiologic-
kymi vlastnostmi. Odrady maéku setého byly péstovany
v polnich maloparcelnich pokusech realizovanych firmou
OSEVA PRO s.r.o., vzorky tobolek pochazely z pokusi
sklizenych v roce 2013. Pro analyzu bylo pouZzito maxi-
maln¢ 7 tobolek méku z rostlin od kazdé odrudy vysusené
na 6% vlhkost. Pfi odbéru rostlinného materialu byla to-
bolka maku odlomena od stonku v kolénku, déale byla od-
fiznuta blizna a semeno maku bylo vysypano. Vzorky to-
bolek vcetné blizny (tzv. makovina v uzsim slova smyslu)
byly jemné namlety na laboratornim mlynku TUBE-MILL
control (IKA, Némecko) na praskovy vzorek a presety pres
sito o velikosti ok 0,5 mm.

Pouzité chemikalie

Pro piipravu vzorkd a SPE izolaci byly pouzity: octo-
va kyselina 99,8% p.a., amoniak 25% p.a., kyselina chlo-
rovodikova 35-36% p.a., methanol p.a. (Fisher Scientific,
CR). K piipravé mobilni faze byly pouZity: acetonitril
a methanol pro HPLC, ledova octova kyselina 100% ch.c,
triethylamin GC > 99,5 % (vSe Sigma-Aldrich, Némecko).
Deionizovand voda byla pfipravena systémem Aqua Max
— Ultra 370 (Younglin, Korea). Ke stanoveni alkaloidd,
optimalizaci separace a validaci byly pouzity standardy
pentahydrat sulfidu morfia, sulfat kodeinu, hydrochlorid
papaverinu, thebainu a noskapinu (HPLC nebo TLC > 98
%; v8e Sigma-Aldrich, Némecko). Zasobni standardni
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roztoky alkaloidii o koncentraci 1 mg ml™" (morfin, kodein,
thebain), 0,125 mg ml™" (papaverin, noskapin) byly pfipra-
veny rozpuSténim v methanolu a uloZeny pii 4 °C.
Z uvedenych zasobnich roztokl byly ptipraveny kalibra¢ni
roztoky alkaloidd. Rozsahy koncentraci jednotlivych roz-
tokt alkaloiddi pro kalibraci v pgml™ byly nasledujici:
morfin 4-500, kodein 1-50, thebain 0,1-8, papaverin
0,5-20, noskapin 0,5-10.

Ptiprava vzorki a SPE izolace

50 mg mletého rostlinného materidlu bylo smichdno
s 5 ml 5% octové kyseliny v centrifugacni zkumavce, ktera
byla vlozena na 30 min do ultrazvukové 1azné¢ TESON 10
(Tesla, CR). Poté se vzorek tiepal 1 min v tiepaéce TE III
(Chirana, CR) pii laboratorni teploté a cely objem vzorku
byl centrifugovan odstfedivkou K 2015 (Centurion Scien-
tific Ltd., Velka Britanie) po dobu 10 min pti 3900 ot/min.
Takto piipraveny extrakt byl precistén extrakci na pevné
fazi (SPE) na vakuovém manifoldu Mediwax-12
(Labicom, CR). K SPE izolaci byly vybrany na zakladg dat
z literatury™’ 3 typy kolonek CHROMABOND HR-XC
200 mg/3 ml (Macherey-Nagel, Némecko), Strata-X-C
100 mg/3 ml (Phenomenex, USA) a Discovery DSC-
MCAX SPE tube 300 mg/3 ml (Supelco, USA). Kolonky
byly kondiciovany 3 ml methanolu a ekvilibrovany 3 ml
ultracisté vody. Na kolonku byly nasledné naneseny 3 ml
extraktu, byly promyty 2 ml 0,1 M HCI a 2 ml methanolu.
Eluce byla provedena dvakrat 2 ml smési (5% amoniak
v methanolu). Eluat byl zahustén a zbytek rozpoustédel
odpafen na rota¢ni vakuové odparce RV 8 (IKA, Némec-
ko). Odparky byly rozpustény ve 3 ml methanolu a 3 min
sonifikovany. Takto pfipravené vzorky byly pouzity
k chromatografické analyze. Kazdy vzorek byl pfipraven
dvakrat.

Chromatografické podminky

Chromatografické analyzy byly provedeny na pfistroji
Agilent 1200 (Agilent, USA). Systém je vybaven kvarter-
nim gradientovym cerpadlem, vakuovym odplyfiovacem,
automatickym davkovacem vzorkd s nastiikovym blokem,
programovatelnym termostatem kolon a dvéma detektory
(UV/VIS a fluorescen¢nim). Ke sbéru a vyhodnoceni dat
byl pouZit program ChemStation. Analyzy byly provedeny
na koloné Ascentis Expres F5 (5 um, 150 mm x 4,6 mm
1. D., Supelco, USA), mobilni faze A obsahovala 5 % ace-
tonitrilu a mobilni faze B pak smés acetonitril : ledova
octova kyselina: triethylamin (97,9:2:0,1, v/v), pratok
1 ml min™", teplota kolony 30 °C, objem nastiiku 50 pl,
vlnova délka 284 nm, délka analyzy 30 min a max. tlak
350 bar.

Validace
Byly stanoveny nasledujici parametry: linearita,

spravnost, opakovatelnost, mez detekce (LOD), mez stano-
vitelnosti (LOQ), citlivost a robustnost metody.
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Vysledky a diskuse
Extrakce alkaloidu a ¢iSténi vzorku

Ptfi zpracovani rostlinné matrice se vychazelo z po-
psaného postupu®?’. Podle potieby byly jednotlivé kroky
modifikovany pro nami pouzitou instrumentaci. Pfi izolaci
alkaloidi z makoviny byly testovany rizné koncentrace
octové kyseliny v koncentra¢nim rozmezi 1-10 %. Dale
byl testovan vliv délky trvani extrakce octovou kyselinou
v ultrazvukové lazni na celkovou vytéznost alkaloidi. Pro
ovéteni byly zvoleny doby 15, 30 a 60 min. K ¢isténi ex-
traktu byly vybrany SPE kolonky se siln¢ kyselym ka-
texem pro vyménu bazickych analyti. U vSech typt kolo-
nek byla sledovana vytéznost alkaloidu morfinu a také
reprodukovatelnost extrakéniho procesu. VytéZnost meto-
dy byla zjisténa metodou pridavku externich standardi. Ke
vzorku extrakéniho ¢inidla bylo pfiddno zndmé mnoZstvi
standardu morfinu (30; 90; 140 pl) o koncentraci 1 mg ml™".
Stanoveni vytéZnosti bylo provedeno trikrat. VSechny vySe
uvedené kolonky mély hodnoty vytéznosti velmi podobné
v rozmezi 96-98 %. Byl studovéan vliv objemu elu¢niho
¢inidla na vytéznost morfinu. Nejvyssich vytézka bylo
dosaZeno pfi pouZiti 5% amoniaku v methanolu. Jako nej-
vhodngjsi pro dalsi praci byla zvolena kombinace vzorku
rozpusténého v 5% octové kyseling, délka extrakce alka-
loidd 30 min v ultrazvukové lazni, kolonky Chromabond
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4,6 mm. Byla pouzita gradientova eluce a byl sledovan
vliv pfidavku triethylaminu, ledové octové kyseliny a ros-
touci koncentrace acetonitrilu na separaci alkaloidd. Nej-
lepsich vysledkti bylo dosazeno pfi pouziti gradientového
programu uvedeného v tab. I. Elucni potadi jednotlivych
alkaloidi bylo vnaSich experimentalnich podminkach
s pouzitou stacionarni fazi nasledujici: morfin, kodein,
thebain, papaverin a noskapin (obr. 1).

Validace metody

Byla provedena validace metody pro stanoveni obsa-
hu morfinu v makoviné a softwarovym programem Effi
Validation 3.0 byly stanoveny valida¢ni parametry. Ziska-
né hodnoty validacnich parametri jsou shrnuty v tab. II.
Pro zjisténi opakovatelnosti byly vybrany 3 vzorky mako-
viny obsahujici riizné mnozstvi morfinu, tak aby pokryva-
ly pozadovany rozsah béznych koncentraci morfinu v ma-
koving€. Vybrané vzorky byly v osmi opakovanich vzdy
extrahovany pfisluSnym postupem a analyzovany na
HPLC. Opakovatelnost analytické metody je 4,63 %.
V souCasné dobé neexistuje dostupny CRM makoviny

Tabulka I
Gradientovy program pro separaci alkaloidl

HR-XC 200 mg/3 ml a 5% roztoku amoniaku jako elu¢ni- Cas [min] Mobilni faze A Mobilni faze B
ho ¢inidla. [V0] (%]
o 0 90 10
Chromatografické stanoveni 5 85 15
Dulezitym krokem pfi vyvoji chromatografické sepa- 10 80 20
race bylo stanoveni nejvhodnéjsiho slozeni mobilni faze 20 65 35
pti pouziti kolony Ascentis Expres F5, 5 um, 150 mm x 30 90 10
MORFIN
mAU ] 3,334
140—:
IZU—-
j THEBAIN
100 16,?34
80 ! (i PAPAVERIN
I 20,613
60 | ! |
] | | f
7 | KODEIN | I, INOSKAPIN
2] | 6,258 | i |I %},359
1 i | I |\
Al J | | i | | f\
U__:'J...__ L L I — I R ¥ N —
0 5 10 15 20 25 min

Obr. 1. Chromatogram standardu alkaloeidi. Standard morfinu, kodeinu, thebainu, papaverinu a noskapinu. Kolona Ascentis Express
F5, MF A: 5% acetonitril, MF B: acetonitril : ledova octova kyselina: triethylamin =97,9 : 2 : 0,1, 1 ml min"!, UV/VIS detekce, 284 nm
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Tabulka IT
Valida¢ni parametry stanoveni morfinu v makoviné pomo-
ci HPLC s UV/VIS detekci

Parametr Hodnota
. . korelacni koeficient 0,9998

Linearita .

koeficient QC, % 2,54

LOD, pug ml™ 1,275
Meze 4

LOQ, pg ml 4215
Opakovatelnost, % 4,63
Citlivost, pg ml ™ 1,2

Vytéznost, % 95,83-101,053

pfipadn¢ méku s deklarovanym obsahem morfinu. Proto
byla spravnost metody vyjadiena jako vytéznost a byl pou-
zit standard morfinu, jehoZ zndmé mnozstvi bylo analyzo-
vano vyvinutou metodou. Analyzovana fada modelovych
vzorkil byla pfipravena na tiech koncentracnich hladinéch,
pokryvala cely pozadovany rozsah a dané standardy byly
analyzovany celkem tfikrat. Vytéznost se pohybovala
v rozmezi 95,83-101,05 %. LOD a LOQ byly vyjadieny
jako trojnasobek, resp. desetinasobek Sumu zakladni linie.
LOD pro stanoveni obsahu morfinu v makoving je 1,28 pg ml™
(0,013 %) a LOQ je 4,22 ng ml ™ (0,043 %). Linearita byla
demonstrovana korela¢nim koeficientem a koeficientem
QC z linedrni regrese zavislosti plochy pikii standardd morfi-
nu na koncentraénich trovnich mezi LOQ a 500 pg ml™.
Linearita byla prokdzéna na zékladé¢ hodnot korela¢niho
koeficientu (0,9998) a koeficientu QC (2,54 %). Ze smér-
nice kalibra¢ni pfimky byla vyhodnocena citlivost metody,

Soutéz mladych analytickych chemiki

Byla testovana robustnost metody vici 4 faktorim.
Byl sledovéan vliv doby extrakce, koncentrace extrakéniho
¢inidla, pocatecnich podminek gradientu a teploty na kolo-
né. Vysledky ukazuji pouze malou zménu retencnich cast
a ploch pikt a tim prokazuji vysokou robustnost prezento-
vané metody vici vSem testovanym faktorim, ktera je
pozadovana pfi rutinnim vyuZiti pro stanoveni morfinu ve
Slechtitelské praxi.

Vysledky méfeni

10 vzorkti makoviny riiznych odriid maku setého bylo
analyzovano na obsah alkaloidii. Identifikace alkaloidd ve
vzorcich byla provedena porovndnim retencnich cast
a spekter se standardy. V chromatogramech vzorkt bylo
identifikovano celkem pét alkaloidi — morfin, kodein,
thebain, papaverin a noskapin (obr. 2). Kvantifikace alka-
loidt byla provedena metodou vnéjsich standardii s vyuzi-
tim kalibra¢nich ktivek. Byly pfipraveny kalibra¢ni tady
jednotlivych stanovovanych alkaloidi tak, aby obsahy
alkaloidll v neznamych vzorcich spadaly do rozsahu kalib-
racnich fad. Kalibracni kiivka kazdého alkaloidu byla vy-
nesena jako zévislost plochy piku na koncentraci standar-
du. Vyvinutou metodou bylo stanoveni alkaloidl ve vzor-
cich makoviny provedeno paralelné a interpretované vy-
sledky vyjadfené v hm.% jsou primérem téchto dvou sta-
noveni (tab. III). U nov€ vyvinuté metody byla sledovana
stabilita pripravenych vzorkl v rznych ¢asovych interva-
lech (tab. IV). Stabilita byla zjiStovana opakovanymi ana-
Iyzami pti uchovavani vzorkt v temnu a pfti 4 °C. Testova-
nim stability vzorku bylo prok4zano, Ze je vzorky mozné
uchovavat po dobu 2 tydnt pii 4 °C, aniz by dochazelo
k vyznamnym zméndm obsahu morfinu.

ktera je 1,20pg morfinuml™. Minimalni rozdil
v koncentraci, kterou lze rozliit, ¢ini 0,194 pg ml™".
MORFIN
mAU 3,341
80
70+
60 <
50 i |
40 'J
| THEBAIN
30 | 16,866
| | |
| | NOSKAPIN
20 ' KODEIN I PAPAVERIN "o
|| | 6,257 | 20,842
10 | [l A
| Iu. 1 1 | N R I\ |
o] Jl *! baad e e\ A _ — AN NS _
5 10 15 20 25 min

Obr. 2. Chromatogram vzorku makoviny. Kolona Ascentis Express F5, MF A: 5% acetonitril, MF B: acetonitril : ledova octova kyseli-
na: triethylamin =97,9 :2: 0,1, 1 ml min', UV/VIS detekce, 284 nm
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Tabulka IIT
Stanoveny obsah opiovych alkaloidd ve vzorcich makoviny

Soutéz mladych analytickych chemiki

Laboratorni ¢islo

Obsahy opiovych alkaloidd [hm.%]

vzorku

morfin kodein thebain papaverin noskapin
559 0,04 0,01 pod LOQ pod LOQ pod LOQ
3977 0,16 0,03 pod LOQ pod LOQ pod LOQ
654 0,28 0,10 0,01 0,02 0,03
591 0,39 0,06 pod LOQ 0,01 0,04
641 0,44 0,08 pod LOQ 0,10 0,03
6087 0,55 0,17 0,01 pod LOQ 0,03
6084 0,66 0,19 0,01 pod LOQ 0,02
628 0,83 0,17 pod LOQ pod LOQ 0,01
6089 0,95 0,14 0,06 0,01 0,02
551 1,47 0,35 0,05 pod LOQ 0,02
Tabulka IV
Testovani stability vzorkd makoviny pfipravenych k analyze na HPLC
Laboratorni ¢islo vzorku Obsah morfinu [hm.%)]
1. den 2. den tyden dva tydny primer
591 0,40 0,41 0,41 0,42 0,41
6089 1,01 1,00 0,99 0,97 0,99
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Roznov-Zub¥i, *OSEVA PRO Ltd., Opava): Analysis of
Alkaloids in Poppy Straw by High Performance Liquid
Chromatography

An analytic method was developed for the simultane-
ous determination of main alkaloids in poppy straw by
HPLC. The optimal conditions and sample preparation
were proposed and validated. The repeatability, regularity,
linearity, sensitivity, limit of detection, limit of quantita-
tion, and robustness of the method were determined. The
new method was applied to the real poppy straw samples
from the 2013 harvest. The method can be used for a rou-
tine evaluation of poppy straw.



