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Uvod

Pfirodni 1éCiva stale predstavuji vyznamnou skupinu prostfedkd
pouzivanych klécbé ¢&i prevenci riznych onemocnéni. LéGivé rostliny a
fytoterapeutika, tedy IéCivé prostfedky pfipravené z IéCivych rostlin, tvofi pfiblizné
25% vSech predepisovanych léCiv a zhruba polovinu podilu volné prodejnych
léCivych pripravkd [1]. PrestoZe jsou léCiva pfirodniho plvodu zafazovana spise
do oblasti alternativni mediciny, jejich praktické vyuziti, jak pfi 1éEbé akutnich
zdravotnich problémd, tak jako prevence ¢&i doplfikova terapie, je zcela nesporné,
o Cemz svédcCi i fakt, Ze vlékdrnach neustale roste prodej doplikd stravy
zalozenych na ryze pfirodni bazi a také zvysSujici se zajem pacientll o jejich
zdravotni stav.

Vyznamnou skupinou latek, které hraji duleZitou roli v ochrané organismu
pred negativnim pusobenim vnéjSiho prostfedi, jsou antioxidanty — sou¢asny trend
zdravého Zzivotniho stylu. Antioxidanty jsou latky omezujici aktivitu volnych
radikalt, které vznikaji v lidském téle plsobenim raznych Skodlivin z Zivotniho
prostfedi ¢i stravy, ale napfiklad i pfi fyzické aktivité. Volné radikaly prokazatelné
prispivaji ke vzniku a prubéhu diabetu, zanétd a nadort, neurodegenerativnich
chorob ¢i kardiovaskularnich onemocnéni a podporuji starnuti [2, 3, 4]. Agresivita
kyslikovych radikalt je dana snahou vytrhnout z jiné slou€eniny chybéjici elektron,
¢imz vznik4 fetézova reakce, jejimz produktem je opét volny radikal. Proto je
potfeba tyto latky v téle eliminovat. Pfisun antioxidant( v pfirozené formé pomaha
chranit organismus pfed oxidativnim poskozenim prostfednictvim zhaseni volnych
radikall. Mezi nejvyznamnéjsi pfirozené antioxidanty patfi vitaminy A, E, C, dale
karotenoidy, fenolické latky a nékteré slou€eniny selenu [5]. Soucasny Klinicky
vyzkum je zaméfen také na sledovani role antioxidaCnich vitaminG (A, E)
VvV prevenci a terapii nadorovych onemocnéni [6].

Pfirodni IéCiva v pfirozené formé ¢&i v podobé komeréné vyrabéneho
doplnku stravy musi splfiovat urcita kritéria z hlediska bezpecnosti a Uc€innosti.
Hodnoceni obsahu G¢innych latek v pfirodnim materidlu, jakoZz i monitorovani
hladin rdznych latek v biologickych vzorcich, je jiz dlouhou dobu zajmem
analytickych chemikd, jejichz Ukolem je vyvijet vhodné analytické postupy pro
separaci, identifikaci a kvantifikaci sledovanych analytd ve vzorku. Pfi vyvoji
analytickych metod je hlavni duraz kladen na jednoduchost, rychlost, vysokou

citlivost a opakovatelnost celého postupu. Moderni instrumentace a noveé trendy v



oblasti analytické chemie velkou mérou pfispivaji k aspéSnému feSeni
analytickych Ukoll se zaméfenim na analyzu rozmanitych latek s biologickym

ucinkem v komplexnich matricich.



1 Cil prace

Analyza latek s antioxidacni aktivitou ¢i jinych biologicky ucinnych slou¢enin
je pfedmétem studia mnoha analytickych laboratofi. Tato disertacni prace je
zameéfena na vyuZiti rdznych separacnich metod pro analyzu farmaceuticky
zajimavych latek pfirodniho puvodu s cilem vyvijet vhodné analytické postupy pro
hodnoceni danych latek jak na Urovni standardu, tak v pfirodnim &i biologickém
materialu anebo v doplricich stravy. Pfedmétem mého védeckého zajmu se stala
riznoroda skupina latek, jejichz spole¢nym jmenovatelem je vyznamna
antioxida¢ni aktivita. Patfi sem polyfenolické latky, vicenenasycené mastné
kyseliny a vitaminy A a E. Fenolické latky vykazujici jiné nez antioxidaéni ucinky
jsou obsazeny v hofci Zlutém (Gentiana lutea L.), jehoZz analyza byla jednim
z poslednich feSenych témat a uzavird tak pestrou skupinu studovanych
sloucenin.

Pred zapocetim vlastni praktické ¢innosti bylo dulezité, aby byl dikladné
prostudovan biologicky vyznam vybranych latek, jejich fyzikalné-chemickée
vlastnosti a jiz publikované moznosti analyzy. Ktomu bylo vyuZzito odborné
literatury — &eské i zahraniéni u&ebnice, Cesky lékopis a ptvodni védecké
publikace ziskané z dostupnych databazi (Web of Science, Science Direct,
Analytical Abstracts, vyhledava¢ Google).

V ramci studia latek s antioxidaCni aktivitou byla pozornost zamérena
predevsim na fenolické kyseliny pfedstavujici vyznamnou skupinu polyfenolickych
latek a na moznosti jejich analyzy pomoci modernich separacnich technik,
konkrétné plynové chromatografie (GC). Jako predseparacCni krok nezbytny pro
zakoncentrovani cilovych analytl pro dosaZeni vysSi citlivosti byla zvolena metoda
mikroextrakce na tuhou fazi (SPME) ve spojeni s GC.

DalSi skupinu studovanych latek pfedstavuji vicenenasycené mastné
kyseliny (PUFA), coZ jsou esencialni latky, které kromé hlavnich G¢inkd (Uprava
hladin cholesterolu a nasycenych tukd, snizovani nadmérné krevni srazlivosti,
pFiznivé pusobeni na kozni problémy atd.) vykazuji i antioxida¢ni vlastnosti diky
pritomnosti konjugovaného systému dvojnych vazeb. Hlavnim zdrojem téchto
kyselin je rybi tuk, ktery je na trhu dostupny ve formé Zelatinovych kapsli,
s uvedenymi hladinami nejaktivnéjSich latek - eikosapentaenové (EPA) a
dokosahexaenové (DHA) kyseliny. Cilem mého studia mastnych kyselin byla jejich

10



analyza pomoci plynové chromatografie a kontrola obsahu EPA a DHA v rliznych
parafarmaceutickych pfipravcich s obsahem rybiho tuku.

jejich antioxidacni aktivity je vsouCasné dobé zaméfena pozornost na
monitorovani hladin téchto latek v lidském séru u onkologickych pacientl za
Ucelem nalezeni souvislosti mezi jejich pfijmem a vlivem na Ié¢bu nadorovych
onemocnéni. Retinol (hlavni sloZka vitaminu A) a a-tokoferol (nej¢astéjsi forma
vitaminu E) jsou rutinné stanovovany pomoci kapalinové chromatografie s UV
detekci. Novym trendem v oblasti HPLC je uvedeni inovativni techniky Ultra
ac¢inné kapalinové chromatografie (UPLC), ktera umoZznuje vysoce u€innou a
rychlou separaci latek diky pouziti hybridnich stacionarnich fazi s velmi malym
primérem ¢astic (1,7 um) a vysokych provoznich tlakd. Aplikace UPLC pfinasi
vyznamnou usporu ¢asu i mnozstvi mobilni faze, jak bylo studovano v ramci tkolu
stanoveni retinolu a a-tokoferolu v lidském séru. Soudasti této prace bylo také
srovnhani nové UPLC metody s tradiéni kapalinovou chromatografii a HPLC
s vyuzitim monolitni stacionarni faze, a to na udrovni rychlosti, u¢innosti,
validaénich parametr( a celkové finanéni naro¢nosti jednotlivych metod.

V nadvaznosti na tento projekt byl zahdjen vyvoj UPLC metody pro
stanoveni dalSich latek ze skupiny vitamind A a E ve spojeni s hmotnostné-
spektrometrickou detekci. Cilem je vyvinout vhodny postup pro soucasné
stanoveni retinolu, kyseliny retinové a a-, y- a 6- tokoferolu v lidském séru pomoci
techniky UPLC-MS s dosaZenim co nejvyssi citlivosti daného stanoveni.

Poslednim FeSenym tématem byla optimalizace a validace metody pro
separaci obsahovych latek hofce (Gentiana Ilutea L.) pomoci kapilarni
elektroforézy (CE), které jsem se vénovala v ramci studijniho pobytu na Univerzité
Innsbruck. Hofcovy kofen (Gentianae radix) obsahuje pestrou Skalu rGznych
stanoveni predstavuje zajimavou alternativu k tradi€nimu pouziti kapalinové
chromatografie.

Vzhledem k Sirokému zabéru pouzivanych separacnich metod je nasnadé
zamyslet se nad vyhodami a nevyhodami jednotlivych technik a jejich vyuZzitim
v analyze biologicky aktivnich latek, pfedevsim slouc¢enin vykazujicich antioxidacni
aktivitu. Rzné skupiny latek jsou tradi¢né analyzovany ustalenymi, ,zabéhnutymi*

metodami. Z hlediska alternativnich pfistupd a novych trendd v analytické chemii
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se nabizi mnoho moZznosti jak moderné a inovativné pfistoupit k analyze

farmaceuticky zajimavych latek.

12



2 Teoreticka €ast — studovane latky

2.1 Latky s antioxida €ni aktivitou

Spole€nou vlastnosti latek, jez byly pfedmétem mého studia, je jejich
vysoky antioxida¢ni potencial a mozné vyuZiti v prevenci a terapii rdznych
onemocnéni zpusobenych vlivem oxida¢niho stresu. Vzhledem k obsahlosti a
sloZitosti problematiky tykajici se vzniku volnych radikald v organismu, jejich
pusobeni a také mechanisml obrany proti oxidaénimu stresu, bude prvni Cast
teoretického Gvodu vénovana stru¢nému objasnéni biochemickych procest a

vysvétleni funkce antioxidantt v lidském téle.

2.1.1 Vznik volnych radikal a, oxida €éniho stresu a funkce

antioxidant U

[Kapitola byla kromé odkazUu uvedenych v textu vypracovana ze zdroju 7, 8, 9]
Vznik volnych kyslikovych radikal — d a reaktivnich kyslikovych  ¢éastic

Volné radikaly jsou molekuly nebo jejich Casti nesouci jeden ¢&i vice
neparovych elektrond. PFitomnost neparového elektronu zplsobuje vysokou
reaktivitu téchto &astic, ¢imz dochazi k napadani vazeb v jinych molekulach za
vzniku dalSich radikalt a vznikéa tak fetézova reakce. Z hlediska pUsobeni v Zivych
organismech jsou za nejvyznamngjsi povazované predevsim kyslikové radikaly a
jejich metabolické produkty, souhrnné oznacované jako tzv. reaktivni kyslikové
Castice (ROS - reactive oxygen species). Neméné vyznamné jsou také jejich
dusikaté analogy — RNS (reactive nitrogen species).

Volné radikaly a reaktivni ¢astice hraji v biologickych systémech dvoji roli.
Jednak pUsobi prospésné — Ucastni se obrannych mechanismu pfi bakterialni &i
virové infekci a podili se na signalizaénich procesech v burice, naopak ve vyssSich
koncentracich zpusobuji poSkozeni bunék, lipidovych membran, proteint &i DNA.
Tyto Skodlivé U€inky ROS a RNS jsou za norméalnich okolnosti vyvazeny
antioxidacnim ucinkem pfirozenych antioxidacnich mechanisma (enzymovych i
neenzymovych).

Volné radikaly vznikaji v organismu pfirozené jako vedlejSi produkty

normalniho &i patologicky zménéného metabolismu, ale navic pronikaji do téla i
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z vnéjSiho prostiedi. Proto rozliSujeme endogenni a exogenni pficiny tvorby ROS
a RNS. V dychacim fetézci dochazi v mitochondriich ke spotfebé kysliku O, za
vzniku energie a jako nevyhnutelné vedlejSi produkty tohoto procesu vznikaji volné
superoxidoveé radikaly O,-, které tvofi pfiblizné 1-2% celkové spotieby kysliku.
Samovolné nebo plasobenim superoxiddismutazy (SOD) dochazi k preméné na
peroxid vodiku H,O,, ktery sice nema neparovy elektron, ale je neméné reaktivni a
ma schopnost pronikat pfes bunééné membrany. H,O, je pfirozené odbouravan
pusobenim enzymu katalazy (CAT) a glutathion-peroxidazy (GPX) na vodu,
ovSem v pfitomnosti Zeleznatych ¢i médnatych kationtll se rozklada za vzniku
vysoce nebezpecného hydroxylového radikalu OH- (tzv. Fentonova reakce).

Schéma fetézové reakce je znazornéno na Obrazek 1.

o, 40 N

T

Katalaza

SOD | Fe*, Cu?*
0o,y —  » H,0, » OH-

Glutathion-peroxidaza

l
N - /

Obrazek 1: Schematické znazorn éni vzniku volnych kyslikovych radikal G a
reaktivnich kyslikovych €astic (ROS)

€%

Pfi virové nebo bakterialni infekci, ale i pfi chronickém zanétu, se
organismus brani tvorbou oxidantl jako NO, O,-, H,O, &i chloristanovych radikalt
ClO-; podobné jsou odbourdvany toxické latky pfijaté z potravy, a to
prostfednictvim enzym( cytochromu P450 za vzniku vedlejSich oxidacnich
produktd. Volné radikaly jsou tvoreny také po intenzivni fyzické namaze.

Za vznik radikald z tzv. exogennich pfi€in jsou zodpovédné &etné faktory
souvisejici s negativnim plsobenim vnéjsiho prostfedi. Patfi sem cigaretovy koufr,

UV, rentgenové a gama zafeni nebo nespravna strava — Zelezo obsazené v mase
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v podobé barviva hem katalyzuje jiZz zminénou Fentonovu reakci a opét vznikaji
nebezpeéné radikaly. [2, 3, 4, 10, 11, 12]

Peroxidace lipid @ jako zdroj volnych radikal d

Lipidy slouzi v téle jako zdroj energie Ci tepelna izolace a také jsou dulezité
pro spravnou funkci nervové tkané. Lipoproteiny (kombinace tukl a proteind) jsou
nezbytnou soucasti bunéfnych membran a umoZziuji transport lipidd krvi.
Konjugované dvojné vazby obsazené v molekulach nenasycenych mastnych
kyselin snadno podléhaji oxidaci za vzniku nebezpeénych peroxidovych radikald.
Peroxidace lipidu je fetézova reakce poskytujici neustaly pfisun volnych radikald,
které plasobi dalSi peroxidaci a mohou mit ni¢ivé Ucinky [13]. Schéma peroxidace

lipidd a vznik volnych radikall je znazornéno na Obrazek 2.

H H
Malondialdehyde Endoperoxide Hydroperoxide

\ ROOH /

Obrazek 2: Peroxidace lipid 0. Reakce je iniciovana sv étlem nebo ionty kov 0. Peroxidaci
podléhaji mastné kyseliny obsahujicit i a vice dvojnych vazeb. [13]

Oxida éni stres

Pro spravnou funkci organismu je nezbytné, aby byla udrZzena rovnovaha
mezi volnymi radikaly (oxidanty) a latkami, které jsou schopné reaktivni Castice
odstranovat (antioxidanty). PFi nadmérné produkci volnych radikalu ¢&i pfi
nedostate¢né funkci obrannych antioxida¢nich mechanismd vznika tzv. oxidaéni
stres. Jeho pfi¢inou muze byt opét viastni téIni metabolismus (napf. pfi zanétlivé
reakci) anebo vnéjSi stresory Zivotniho prostfedi (smog, vyfukové plyny, ozon,
chemicka rozpoustédla, plisfiové toxiny, psychické napéti). Oxidacni stres ma za
nasledek vratné i nevratné zmeény v organismu a maze vést ke vzniku zavaznych
onemocnéni jako rakovina, kardiovaskularni onemocnéni, zanétlivé procesy,

neurodegenerativni choroby ¢i snizena aktivita imunitniho systému. VétSina téchto
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projevl také souvisi s vékem. Oxidativni poSkozeni se po cely zivot hromadi, a
proto se ve vySSim véku Castéji vyskytuji choroby zpusobené viivem oxidacniho
stresu. [2, 3, 4]

Antioxida €ni obranné mechanismy

K nezbytnym pFedpokladdm spravné c&innosti organismu patfi pfirozena
schopnost odstrafiovat volné radikaly a napravovat poskozeni vznikla jejich
Skodlivym puUsobenim. Antioxidaéni obranné mechanismy zahrnuji dvé zakladni
skupiny antioxidantl. Patef obrannych procest uvnitf buriky tvofi enzymové
systémy zastoupené enzymy superoxiddismutasou (SOD), ktera odbourava
superoxidovy radikél na peroxid vodiku, katalazou (CAT), kterd pfeménuje peroxid
vodiku na kyslik a vodu a glutathion-peroxidazou (GPX), ktera kromé peroxidu
vodiku umi znicit i nebezpecny hydroxylovy radikal, a to s pomoci glutathionu
(GSH), jenz funguje jako donor elektronu. Ve zdravém organismu nepodléhajicim
oxidacnimu stresu jsou tak volné radikaly udrzovany na nizké hladiné pomoci
vyvazeného ucinku téchto antioxida¢nich enzymu.

Druhou, neméné dullezitou skupinu antioxidantl predstavuji neenzymovi
.Sbéraci” volnych radikalt zastoupené raznymi lipofilnimi a hydrofilnimi molekulami
¢i Castmi bilkovin, které likviduji volné radikaly a jejich kyslikové metabolity (ROS)
uvnitf i vné bunky. Mezi télu vlastni endogenni antioxidanty patfi glutathion,
kyselina mocova, bilirubin &i ubichinon (koenzym Qio). Glutathion kromé vysSe
zminéné funkce darce elektronu pfi odbouravani H,O, pomoci GPX i sam
vychytava volné superoxidové a hydroxylové radikaly, a dokonce je schopen i
opravit néktera poSkozeni DNA. V souCasné dobé je vSak nejvétSi pozornost
vénovana exogennim antioxidantim zastoupenym lipofilnimi a hydrofilnimi
vitaminy — vitamin E (pfedevsSim a-tokoferol), B-karoten (metabolicky prekurzor
vitaminu A), vitamin C a v neposledni Ffadé pfirodnimi polyfenolickymi latkami
(flavonoidy a fenolické kyseliny) &i stopovymi prvky (selen, zinek). Urcité
antioxidanty jsou schopné regenerovat jiné antioxidanty a tim obnovit jejich
puavodni funkci. Pfikladem mohou byt redoxni cykly vitamind E a C, kdy kyselina
askorbova regeneruje a-tokoferol v membranach a lipoproteinech. [4, 10, 11, 12]
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Antioxida €ni terapie

Vzhledem k védecky prokazanému vlivu oxidacniho stresu na vznik a
progresi rakoviny je jiz nékolik desetileti upfena pozornost na pouziti exogennich
antioxidantd v prevenci a terapii nadorovych onemocnéni. Nelze ovSem
zjednoduSené fici, jestli uzivani antioxidantl jak v pfirozené formé (tedy
konzumaci ovoce a zeleniny) tak ve formé potravnich doplfikd, ma prospésny vliv
na prevenci i terapii rakoviny. V sou¢asné dobé probiha ve védeckych sférach
rozsahla diskuze na toto téma, pfiCemz nazory a také védecky podlozené vysledky
riznych studii jsou rozporupiné.

V 60. a 70. letech minulého stoleti byly postupné objeveny biologické
acinky antioxidantd a jejich vliv na vznik rdznych onemocnéni. Proto neni
prekvapivé, ze se velmi rozsifilo bézné uzivani antioxidantd ve formé potravnich
dopliikd. O néjaky €as pozdéji vSak stale vice vyplouvaly na povrch i jiné nez
prospésné ucinky téchto latek, predevSim vitaminu E, C, B-karotenu a selenu.
Dokonce byly prokdzany i zhoubné Gc€inky antioxidantu vysvétlené na zakladé
teorie, Ze bunky lidského téla pro svoji normalni funkci potfebuji reaktivni kyslikové
Castice a volné radikaly, a to napfiklad pro uskute¢néni apoptozy (fizena smrt
buriky) u rozpoznanych pre-kancerogennich ¢i jinak zménénych bunék. Ve studii
Amese a kol. zroku 1993 [4] je diskutovan vyznam konzumace antioxidant(
v ovoci a zeleniné s takovym zavérem, Ze dostateCny pfFisun téchto potravin je
spojen s nizSim rizikem vzniku degenerativnich onemocnéni, a naopak
nedostatec¢na konzumace vede k vySSimu vyskytu téchto nemoci. Naopak Dreher
a Junod v roce 1995 [11] publikovali praci, kde pfipousti, Ze vysoké hladiny a-
tokoferolu v séru souvisi se snizenym vyskytem rakoviny, ale pfisun Vitaminu E a
B-karotenu v doplicich stravy nesnizil incidenci rakoviny plic u kufaku. Nejnoveéjsi
studie z let 2006-2007 [12, 14, 15, 16, 17] se jiZz pIné zabyvaji tzv. paradoxem role
antioxidanta (,antioxidant paradox”) a diskutuji o zajimavém rozporu vyplyvajiciho
ze dvou faktu: 1. antioxidanty prokazatelné vychytavaji volné radikaly, které
zpusobuji poSkozeni tkani a tim vyvolavaji nebezpec¢na onemocnéni, avSak 2.
konzumace antioxida¢nich doplikd nesniZzuje vyskyt rakoviny a naopak muze
v nékterych pfipadech i Skodit.

Druhou neméné kontroverzni oblasti je pouzivani antioxida¢nich doplikd
béhem chemoterapie pfi nddorovém onemocnéni. Zde proti sobé stoji dvé odliSna

stanoviska, z nichZz prvni konstatuje, Ze antioxidanty sniZuji toxicitu nékterych
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chemoterapeutik, a tim umoznuji zvysSit podanou davku a zesilit tim Gcinek
chemoterapie. Druhé tvrzeni naopak poukazuje na nebezpedéi antioxidantu, které
mohou v prubéhu terapie pusobit jako ochrana nadorové tkané, a tim branit Gcinku
cytostatik. H. E. Seifried a kol. [15] shrnuji situaci tak, Ze nelze zjednoduSené
prohlasit, jestli je pouzivani antioxidantll pfi prevenci ¢i |éCbé zavaznych
onemocnéni uziteéné €i nikoliv. VZzdy zalezi na kazdém konkrétnim pfipadu, stavu
pacienta, typu onemocnéni ¢i charakteru lécby. AvSak v populaci s nedostate¢nou
vyzZivou je zvySeny prisun antioxidanti v potravé &i ve formé doplika vzdy

blahodarny.

2.1.2 Polyfenolické slou €eniny

Z chemického hlediska tvofi fenolické latky velmi rozsahlou skupinu
slou€enin charakterizovanou pritomnosti alespon jednoho aromatického jadra
s alespon jednou navazanou fenolickou (hydroxylovou) skupinou, ktera je volna
nebo vazana jako ester, ether &i glykosid. Rostlinné fenoly jsou pak sekundarni
metabolity rostlin splfiujici tyto strukturni podminky, avSak fadi se do rdznych
fytochemickych skupin [18]. Polyfenolické latky Ize rozdélit na flavonoidy a
fenolické kyseliny, pficemz fenolické kyseliny tvofi asi tfetinu vSech pfirodnich
fenolickych latek [19].

Fenolické kyseliny

VSechny slou€eniny obsahujici ve své struktufe alespon jednu
karboxylovou skupinu a hydroxyl vazany na aromatickém jadfe Ize oznacit jako
fenolické (pfip. fenolové) kyseliny. Fenolické kyseliny pfitomné v rostlinach a
rostlinnych produktech zahrnuji dvé skupiny latek - derivaty odvozené od kyseliny
hydroxybenzoové a hydroxyskoficové. Chemické vzorce a rozdéleni fenolickych
kyselin je znazornéno na Obrazek 3. Hydroxybenzoové kyseliny se vyskytuji volné
nebo ve formé estert i glykosidld a k nejvyznamnéjSim patfi kyselina gallova,
vanilova, syringova a protokatechova. Kyselina gallova slouzi v rostlinném
organismu jako substrat pro syntézu tanind, které chrani rostlinu pred pusobenim
hmyzu a raznych patogend.

Hydroxyskoficové kyseliny se vyskytuji vétSinou ve formé esterl a jsou
zastoupené kyselinou kadvovou, hojné obsazenou v kave, a kyselinami ferulovou,

p-kumarovou ¢i sinapovou. Spojenim molekul kyseliny kdvové a chinové pomoci

18



esterové vazby vznika kyselina chlorogenova, ktera je velmi rozSifena v ovoci a
zelening, pfedevsim v jejich vnéjSich vrstvach [18, 20]. Bohatymi zdroji fenolickych
latek jsou napoje, pfedevSim Cervené vino, ovocné dzusy, Caje, kava, ale také

napfiklad ¢okolada [19].

Hydroxybenzoové kyseliny HydroxyskoFicové Kyseliny
CH-O . .COOH  HO._ -  _.GOOH CHO. -, %, COOH o COOH
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Obrazek 3: Chemicka struktura fenolickych kyselin — derivat U hydroxybenzoové a

hydroxysko Ficové kyseliny

Biologicka aktivita fenolickych kyselin

Farmakologicky uc€inek fenolickych latek, potazmo fenolickych kyselin,
vyplyva z jejich schopnosti se snadno oxidovat, a tedy pUsobit jako antioxidant.
V nedavné dobé se markantné zvysSil zajem o fenolické latky pravé diky jejich
antioxidacnim vlastnostem a moZném pozitivnim dopadu na lidské zdravi,
predevsSim v oblasti [éCby a prevence rakoviny ¢i kardiovaskularnich onemocnéni
[12, 21]. Fenolické kyseliny v organismu pravdépodobné puasobi jako ,terminatory”
fetézovych reakci — ochotné poskytuji atom vodiku za vzniku fenoxylového
radikalu (PhO-), ktery je relativné staly a jiz neiniciuje dalSi radikalové reakce.
Fenoxylovy radikal mize ukongit fetézovou reakci i tim, Ze sam reaguje s jinym
volnym radikalem. Z védeckych vyzkum@ ovSem vyplyvaji i negativni ucginky
fenolickych latek. Pfi jejich vysoké koncentraci, pfitomnosti redukujicich kova (Cu,
Fe) a v bazickém prostfedi mohou tyto latky pusobit jako pro-oxidanty [12].
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Fyzikaln é-chemické vlastnosti

Fenolické kyseliny jsou rozpustné v organickych rozpoustédlech, pficemz
zvySeni rozpustnosti Ize dosdhnout pfidanim uhli¢itanu. Kyseliny vazané ve formé
glykosidu jsou rozpustné i ve vodé. VSechny latky se snadno oxiduji, a to
predevSim v bazickém prostfedi, a proto jsou velmi nestalé. Pfi manipulaci s nimi
se doporuduje pracovat v inertni atmosfére, vyhybat se extrémnim hodnotam pH a
vySSi teploté (nad 30C).

Extrakce fenolickych kyselin

Tradi¢nim a stale nejvice rozSifenym zplsobem extrakce fenolickych latek
z rostlinného vzorku je extrakce pomoci organickych rozpoustédel (methanol,
ethanol, ethylacetat, aceton, hexan). U malo lipofilnich latek Ize pouzit smés
alkoholu a vody. Timto postupem se vSak do rozpoustédla vyextrahuji nejen cilové
analyty, ale i jiné nezadouci latky. Selektivni separace jednotlivych strukturnich
skupin Ize dosahnout vyuZzitim dalSich extrakénich technik, napfiklad extrakci
kapaliny kapalinou (LLE), kdy separaci volnych kyselin, esterd a glykosidl
provedeme pomoci fady nemisitelnych rozpoustédel o zvySujici se polarité [18].
Pro extrakci fenolickych kyselin do organického rozpoustédla je dilezité okyseleni
vodné faze, nebot jen kyseliny v neionizované formé prejdou do organickeé vrstvy.
Casto se také pfidava k rozpoustédiu i antioxidadni pfisada (napf. kyselina
askorbova ¢i butylhydroxytoluen (BHT)), aby se zabranilo samovolné oxidaci
fenolickych latek. Nevyhodou vSech ,rozpoustédlovych extrakénich metod je vSak
velk& spotfeba organickych rozpoustédel zatézujici zivotni prostredi.

Proto se béhem nedavnych let pozornost obratila smérem k alternativnim
extrakénim postupum, které jsou méné nebezpecéné pro lidské zdravi. Publikované
nekonvencni extrakéni metody umozniujici izolaci fenolickych latek z pfirodnich
materiald zahrnuji napf. extrakci na pevnou féazi (SPE) [22, 23, 24, 25, 26, 27],
superkritickou fluidni extrakci pomoci kapalného oxidu uhli¢itého (SFE) [28, 29],
mikrovinnou extrakci (MAE) [30], extrakci smési ethanolu s vodou pomoci
ultrazvuku [27], &i extrakci vrouci vodou za vysSiho tlaku [31]. V posledni citované
praci [31] bylo popsano zajimavé srovnani Ctyf extrakénich postupd pro izolaci
vybranych polyfenolickych latek véetné fenolickych kyselin z rznych bylinek, a to
(1) extrakci do zfedéného ethanolu/methanolu, (2) vodni destilaci, (3) vyluhovanim

a naslednym promyvanim 100% methanolem a (4) tzv. dynamickou ultrazvukovou
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extrakci ethanolem (Dynamic Sonication Assisted Extraction — DSAE). Posledni
zminény postup prokazal nejlepsi vytéZznost (100%), vyznamnou usporu ¢asu (15
min.) a rozpoustédla (10 ml).

Novinkou v oblasti extrakce na pevnou fazi je tzv. Matrix Solid-phase
Dispersion (MSPD), ktera byla popsana v praci M. S. Dopico-Garcii [27] pfi izolaci
fenolickych slou€enin z hroznu. Vzorek je rozdrobnén na velmi malé castice a
smichan s C18 sorbentem. Z této smési se vytvofi homogenni vrstva, pfes kterou
je pomoci vakua protlacovan okyseleny methanolicky roztok a dochazi tak k eluci

cilovych latek. Ve srovnani s klasickou SPE vSak poskytuje nizsi vytéznost.

Analyza fenolickych kyselin

Vzhledem k hojnému vyskytu polyfenolickych latek v pfirodé a také diky
velkému zajmu o sledovani jejich obsahu v riznych rostlinnych zdrojich &i v
potravindch, nebo dokonce i v biologickych vzorcich, bylo béhem poslednich
desetileti publikovano mnoho puavodnich védeckych praci zabyvajicich se
analyzou flavonoidl a fenolickych kyselin. Metodou volby, a tedy nejCastéji
pouzivanou technikou, se zda byt vysokouc€inna kapalinova chromatografie
(HPLC). Separace je vétSinou dosazena pomoci reverzni C18 stacionarni faze, k
eluci analytd je pouzita smés okyselené vodné faze a polarniho organického
rozpouStédla (methanol ¢&i acetonitril), &asto v gradientovém modu [28].
NejbéznéjSim typem detekce je spektrofotometrie v UV oblasti v rozsahu vinovych
délek 280-320 nm, v mnoha pracich vyuZivajici detektor diodového pole (DAD)
[32]. V nejnovéjSich publikacich se stéle Castéji objevuje zapojeni hmotnostné-
spektrometrického detektoru (MS) [26, 33], coZz umoznuje zvySeni citlivosti a
selektivity daného stanoveni. K méné c&astym zplsobum detekce pak patfi
elektrochemicky detektor [34] &i detektor rozptylu svétla (Evaporative Light
Scattering Detector) [35].

Alternativni pfistup k analyze fenolickych kyselin pfedstavuje pouZiti
elektromigracnich metod, které nabizeji vysokou UuCinnost separace a nizké
néaklady. V poslednich dvou letech bylo publikovano nékolik praci prezentujicich
analyzu fenolickych kyselin v ridzném rostlinném materialu pomoci kapilarni
zénove elektroforézy (CZE) [36, 37], kapilarni elektrochromatografie (CEC) [38] ¢i

micelarni elektrokinetické chromatografie (MEKC) [39].
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Vyuziti plynové chromatografie (GC) sice vyZaduje derivatizaci, tedy
prevedeni netékavych analytt (latek s vysokou teplotou varu nebo takovych, které
se pfi vySSi teploté rozkladaji) na tékavé derivaty, coz se mulze jevit jako
nepfijemna komplikace analytického postupu, pfesto ma GC v analyze fenolickych
latek také svdj vyznam a pfinasi vyhodu napfiklad ve spojeni s MS detekci.
V pfipadé analyzy fenolickych kyselin Ize pro bezvodou derivatizaci pouZzit silylaéni
Cinidla anebo ethyl ¢i methyl- chloroformiaty, které umoZziuji derivatizaci i za
pritomnosti vody [32, 40, 41].

2.1.3 Antioxida €ni vitaminy

ML wvews

organismu tvofi antioxidaéni vitaminy — lipofilni vitamin E a hydrofilni vitamin C.
Antioxida¢ni aktivita jiného lipofilniho vitaminu - vitaminu A a jeho prekurzoru B-
karotenu — je v souasné dobé intenzivné zkoumana a dokonce je sledovan i
opacny, pro-oxidaéni ucCinek karotenoidd. Vitamin A ma vSak i jiné nez
antioxidacni vlastnosti, pro které je v mediciné vyuzivan.

V ramci disertacni prace jsem se hloubéji zabyvala analyzou vitamina A a
E, proto budou nasledujici kapitoly vénovany pravé témto latkam (prfedevsim
tokoferolim, retinolu a kyseliné retinové) s cilem predstavit jejich vyznam,

vlastnosti a moznosti analyzy v biologickych vzorcich.

Vitamin E

Hlavnim antioxidantem plazmy a buné¢énych membran je v tucich rozpustny
vitamin E. V pfirodé se vyskytuje v osmi forméach - a, B, y, &6-tokoferol a a, B, y, &-
tokotrienol. V8echny formy se skladaji z chromanového kruhu a postranniho
isoprenoidniho (fytylového) fetézce tvofeného 16 atomy uhliku. Tokoferoly
obsahuji nasyceny fytylovy fetézec, zatimco tokotrienoly nenasyceny fetézec. aq,
B, y a &-formy se navzajem liSi stupném methylace na chromanovém kruhu a
polohou methylovych skupin [42, 43]. Chemickd struktura vitaminu E je

znéazornéna na Obréazek 4.
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Obrazek 4: Strukturni vzorce r znych forem vitaminu E. Polohy 2, 4°'a 8 p  fedstavuji centra
chirality v molekulach tokoferol .

Pfirozené se vitamin E vyskytuje v potravinach bohatych na tuky a
nenasycené mastné kyseliny. NejbohatSim zdrojem je olej z pSeni¢nych kli¢ku, ale
také palmovy &i sojovy olej, mandle, burské ofiSky a listova zelenina [43, 44].
Vitamin E lze v3ak nalézt i v potravinach Zzivoc€iSného plvodu — ve vajecném
Zloutku, masle, sadle, mase ¢i jatrech [45]. V rostlinnych zdrojich se vyskytuje
vétSinou vyrazné vice tokoferoll nez tokotrienold, pfiéemz nejhojnéji
zastoupenymi jsou v rostlinnych olejich y-tokoferol, v ovoci a zeleniné a-tokoferol.
V potravindch ZivociSného pavodu naopak vice nez 90% tvofi a-tokoferol, méné

nez 10% y-tokoferol a velmi malé mnozstvi tokotrienol [43, 45].

Biologicka aktivita vitaminu E

Jednotlivé formy vitaminu E vykazuji rdznou biologickou aktivitu.
V molekule tokoferoll se nachazi tfi chiralni centra (C2, C4‘, C8') umoznujici
prostorovou rotaci struktury a tvorbu celkem osmi moznych stereoizomerq, které
se rovnéz lisi svoji biologickou aktivitou. V pfirodé se vSak nachazeji pouze (2R,
4'R, 8'R)-izomery [45]. Podle literatury predstavuje (RRR)-a-tokoferol (oznaCovany
téz D-a-tokoferol) nejaktivnéjSi formu vitaminu E. Naopak synteticky vyrobeny
vitamin E je tvofen racemickou smeési stereoizomerl a vykazuje pouze 74%
ucinek cCistého D-a-tokoferolu [12, 42]. V nedavné dobé se védecky zajem upfel
smérem k vyznamu dalSich tokoferoll, predevsim y-tokoferolu. Q. Jiang ve své
reSerSni praci [46] poukazuje na specifické vlastnosti y-tokoferolu oproti a-

tokoferolu, charakterizované napfiklad protizanétlivym ucinkem ¢&i schopnosti
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vychytavat dusikové radikaly. Navic v rostlinnych zdrojich je pravé y-tokoferol
nejhojnéji zastoupen. Biologicky a farmakologicky vyznam - a d-tokoferold zatim
neni pfesné objasnén, nicméné také podléha védeckému zajmu. Uvadi se, Ze [3-
tokoferol vykazuje asi 50% aktivity a-tokoferolu, y-tokoferol asi 10% a &-tokoferol
zhruba 3% [45].

Dvojné vazby v molekulach tokotrienold umoznuji geometrickou (cis a
trans) izomerii, avSak v pfirodé se vyskytuji jen all-trans-izomery. Pfitomnost
dvojnych vazeb ma také za nasledek pokles biologické aktivity tokotrienoll asi na
tfetinu ve srovnani s tokoferoly [45].

Vitamin E chrani organismus pred peroxidaci nenasycenych lipid, coz
znamena, ze brani vicenenasycené mastné kyseliny (PUFA) a lipoproteiny pred
Skodlivym plsobenim radikald. Hraje velmi dulezitou roli v procesu aterosklerdzy,
nebot chrani lipoproteiny o nizké hustoté (LDL) pfed oxidaci, a tim zabranuje
usazovani oxida¢né pozménénych LDL na vnitfnich sténach cév [42, 47].

Principem antioxida¢ni aktivity vitaminu E je schopnost fenolické
hydroxylové skupiny na chromanovém kruhu poskytnout elektron ¢i atom vodiku
pro radikalovou reakci s lipidickym peroxidovym radikalem ROO-. Odevzdanim
elektronu z tokoferolu vznikne tzv. tokoferoxylovy radikal (Toc-), ktery je bud
regenerovan kyselinou askorbovou, koenzymem Qo Ci jinymi latkami (napf.
glutathionem) zpét na aktivni tokoferol, anebo muze reagovat s dalSim
peroxidovym radikalem za vzniku chinonové formy (Toc=0), ktera sice jiz nemuze
byt regenerovana zpét na tokoferol, ale neni pro organismus déle nebezpecna [42,
43].

Po pfijeti potravou je vitamin E v organismu absorbovan asi pouze z 20-
40%. Jeho vstfebani v travicim traktu Uzce souvisi s absorpci dalSich lipidd a
probiha ve sliznici tenkého stfeva, kde jsou molekuly vitaminu E uzavieny do
tukovych ¢éstic, tzv. chylomikronl. V této formé pak putuji pfes sliznici tenkého
stfeva a dale prostfednictvim lymfatického systému az do krevniho obéhu, odkud
je vitamin E vychytavan jatry — hlavnim organem zajistujicim ukladani a exkreci
vitaminu E. Z jater je vyluovan do krevniho fecisté spolu s lipoproteiny. Cast
vitaminu E je transportovana do tukové tkadné [42, 44]. Komer¢ni vitaminové
pripravky Casto obsahuji estery a-tokoferolu (acetat, sukcinat), které jsou ve
stfevni mukdze hydrolyzovany na aktivni a-tokoferol podléhajici pak stejnému

metabolismu.
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Fyzikaln é-chemické vlastnosti

Za normalni teploty jsou tokoferoly naZloutlé viskézni olejovité kapaliny
dobfe rozpustné v nepolarnich organickych rozpoustédlech (hexan, petrolether,
chloroform), méné rozpustné v alkoholech (methanol, ethanol) a acetonu a
nerozpustné ve vodé. Tokoferoly jsou velmi citlivé vicéi vzduSnému kysliku a
pusobenim UV zéfeni se rozkladaji, proto je nezbytné uchovavat tyto latky

v chladu (do 4<C) a v tmavych obalech.

Analyza vitaminu E v biologickém materialu

Pomineme-li analytické postupy pouzivané v 70. letech minulého stoleti
vyuZzivajici kolorimetrické, spektrofotometrické ¢&i fluorescenéni metody pro
kvantifikaci €i tenkovrstvou chromatografii (TLC) pro separaci vitaminu E, lze
vysokoucinna kapalinova chromatografie [48]. Zapomenout vS8ak nesmime ani na
plynovou chromatografii, ktera, jakozto predchidkyné HPLC, nalezla Siroké
uplatnéni v analyze tokoferoll predevSim v60. a 70. letech a dodnes je i
lekopisnou metodou [49].

Kritickym krokem pfi hodnoceni jakéhokoliv analytu ve slozZité matrici je
pfiprava vzorku k HPLC analyze, ktera zahrnuje Setrnou a pokud moZno Uplinou
extrakci cilovych latek ze vzorku a jejich pfevedeni do rozpoustédla kompatibilniho
s HPLC systémem. Pfi manipulaci s tokoferoly a tokotrienoly je dllezité zabranit
jejich snadné oxidaci ochranou vzorku pfed pfimym svétlem ¢&i pridavkem
antioxidantu (napf. kyseliny askorbové, BHT). Pfi stanoveni vitaminu E v plazmé a
séru se nejprve vzorek zbavi krevnich bilkovin pomoci deproteinizacniho €inidla
(ethanol, aceton, methanol) a poté se podrobi extrakci do nepolarniho
organického rozpoustédla, nej¢astéji hexanu ¢€i heptanu. Zavérem postupu je
odpareni rozpoustédla a rozpusténi odparku v mobilni fazi ¢i v rozpoustédle s ni
misitelnym. [48]

Klasicky pfistup k HPLC separaci tokoferold a tokotrienoli predstavuje
pouziti normalnich stacionarnich fazi na bazi silikagelu. Molekuly jednotlivych
forem vitaminu E jsou zadrZzovany na normalni fazi na zakladé vodikovych vazeb
mezi fenolickou hydroxylovou skupinou tokoferold/tokotrienold a silanolovymi
skupinami silikagelu. a-tokoferol obsahujici tfi methylové skupiny je nejméné

zadrZen a eluuje jako prvni. Dvojné vazby v molekuldch tokotrienolt zvysuji jejich
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polaritu, proto jsou tokotrienoly zadrZzeny vice nez tokoferoly. Poradi eluce na
normalni fazi je tedy nasledujici: a-tokoferol, a-tokotrienol, B-tokoferol, y-tokoferol,
B-tokotrienol, y-tokotrienol, &-tokoferol a jako posledni &-tokotrienol. Nej¢astéji
pouzivanou mobilni fazi je n-hexan s pfimési malého mnozstvi polarnéjSiho
rozpoustédla, napf. dietyléteru, 2-propanolu ¢i 1,4-dioxanu. Nevyhodou
chromatografie na normalni fazi je nestabilita silikagelu, jeho citlivosti na stopy
vlhkosti a pouzivani toxickych nepolarnich organickych rozpoustédel. [48]
Kapalinova chromatografie vyuZivajici chemicky vazané reverzni
stacionarni faze patfi k nejrozSifenéjSim metodam analyzy bud samotného
vitaminu E, ale také pfi sou¢asném stanoveni raznych liposolubilnich vitamina (E,
A, D). Dostupné jsou chromatografické kolony s oktadecylsilikagelovou (ODS
neboli C18) stacionarni fazi o rlizné velikosti a tvaru ¢astic, porozité, rozmanité
délky nebo se specialni povrchovou upravou. V reverznim HPLC systému jsou
tokoferoly eluovany v opaéném poradi, a-tokoferol jakoZto nejméné polarni latka je
nejvice zadrzen. Tokotrienoly opousti kolonu také opacné - eluuji pred
prislusnymi tokoferoly. Separace (- a y-tokoferolu/tokotrienolu, které jsou
navzajem polohovymi izomery, neni vétSinou mozna. Proto pfi poZzadavku na
rozdéleni vSech forem vitaminu E se analytici €asto vraci k normalnimu
silikagelovému HPLC systému. Jako mobilni faze se pfi reverzni chromatografii
pouZiva nejCastéji 100% methanol nebo methanol doplnény malym mnozstvim
organického rozpoustédla — tetrahydrofuranu, ethylacetatu ¢i chloroformu. [48]
Vitaminy rozpustné v tucich se C€asto stanovuji v biologickém materialu
soucCasné v ramci jedné analyzy. Jednim z témat této disertaéni prace bylo pravé i
soucasné stanoveni vitaminu A a E v séru, proto bude této problematice vénovana

vétSi pozornost v nasleduijici kapitole.

Vitamin A

Vitamin A zahrnuje skupinu biologicky vyznamnych latek, které hraji
zasadni roli v procesu videéni, pfi ristu, reprodukci ¢i embryonalnim vyvoji a které
jsou dulezité pro spravnou funkci imunitniho systému. V pfipadé vitaminu A ¢asto
narazime na nesrovnalosti v ndzvoslovi, nebot rizné literarni zdroje pfistupuji
k charakteristice vitaminu A odliSnym a lehce matoucim zplsobem. Spravné
zahrnuje vitamin A tfi latky — retinol, retinal (neboli retinaldehyd) a kyselinu

retinovou, kazda z nich zastupuje vlastni funkce v organismu. Retinol je ,hlavni*
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formou vitaminu A v organismu a retinal s kyselinou retinovou patfi mezi jeho
derivaty. Retinal je nezbytny pro vidéni a spravnou funkci pokozky a sliznic,
kyselina retinovd je pak aktivnim faktorem pro diferenciaci a vyvoj tkani.
V literatufe se také setkdme s pojmem ,retinoidy”, které oznacuji skupinu latek
strukturné a funkéné pfibuznych k retinolu. K retinoidim se navic fadi i syntetické
analogy retinolu majici odliSnou strukturu, avSak vykazujici biologickou aktivitu
vitaminu A. Chemicka struktura vitaminu A je zndzornéna na Obrazek 5. [42, 50,
47]

/HsC CH, CH, CH, N

D o R

3 Retinol CH,OH
Retinal CHO
Kyselina retinova COOH

CH

.

Obrazek 5: Struktura r tznych forem vitaminu A.

Vitamin A si umeéji syntetizovat sami pouze Zivo€ichové a nékteré bakterie.
V lidském organismu vznika z provitaminu -karotenu, pfiéemz hydrolyzou jedné
molekuly B-karotenu vznikaji v tenkém stfevé 2 molekuly retinalu, které jsou pak
redukovany na retinol. Zatimco nadbyte¢ny pfisun vitaminu A je pro organismus
toxicky, B-karotenem se naopak predavkovat nemizeme, nebot z néj vznika
pouze aktualné potfebné mnoZstvi vitaminu A a zbytek je vylou€en stolici.
PFirozenym zdrojem vitaminu A jsou potraviny zivo¢iSného puvodu - jatra, vajecny
Zloutek, maslo, plnotu¢né mléko, syry ¢i smetana; bohatym zdrojem (-karotenu je
.barevné“ ovoce a zelenina, predevsim mrkev, merurnky, broskve, Spenat, zeli a
brokolice. [3, 42, 47]
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Biologicka aktivita vitaminu A

Systém péti konjugovanych dvojnych vazeb v molekuldch retinoidd
umoznuje vznik mnoha rlznych izomernich forem, pfiemZ nejCastéjSi jsou
konfigurace all-trans-, 9-cis, 11-cis a 9,13-di-cis. [50]

Pfisun vitaminu A zabezpeduji jednak potraviny zivo€iSného puvodu,
jednak ovoce a zelenina bohaté na B-karoten, ze kterého vznika v tenkém stfevé
retinol. Vitaminové pfipravky obsahuji vitamin A vétSinou ve formé retinyl acetatu,
tedy esteru, ktery je ve stfevni mukoze hydrolyzovan na retinol. VétSina retinolu je
absorbovana a dale opét pfeménéna na jeho estery (pfedevsim retinyl palmitéat),
které tvofi transportni a zasobni formu vitaminu A. Metabolismus vitaminu A je
podobny metabolismu tokoferoll — prostfednictvim chylomikronu je retinyl palmitat
dopraven do jater, kde je dale vyuzivan. [42]

Retinol v téle pusobi také nepfimo prostfednictvim jeho biologicky aktivnich
metabolitll — pfedevSim 11-cis-retinalu a all-trans-retinové kyseliny (ATRA). ATRA
je aktivnéjsi nez retinol pfi diferenciaci a vyvoji tvaru bunécénych linii (morfogenezi),
avSak nemuze zastupovat funkci retinolu v procesu vidéni a reprodukce. Rlzné
izomerni formy kyseliny retinové pusobi na rozdilné receptory, z ¢ehoZz také
vyplyvaji rozdily v jejich biologické aktivité. [51, 50]

Metabolické funkce vitaminu A jsou tfi a zahrnuji (1.) zajiSténi procesu
vidéni, (2.) syntézu glykoproteinli a (3.) kontrolu proliferace a diferenciace bunék,
coz je védecky nejméné objasnéna oblast, avSak potencialné vyuzitelna v terapii
rakoviny. Navic bylo zjisténo, Ze nedostatek vitaminu A v téle zplsobuje zvySenou
nachylnost k infekcim. Naopak nadbytek pfijimaného vitaminu A zpuUsobuje jak
akutni tak chronickou toxicitu. Akutni toxicita se projevuje pfi jednorazovém podani
velmi vysokych davek (>300 mg) nevolnosti, zvracenim, bolestmi hlavy, a u
extrémné vysokych davek dokonce i smrti. Dlouhodobé podavani vysSich davek
vitaminu A pak vyvoldva negativni chronické ucinky na centraini nervovou
soustavu, jatra, kosti a plet. Kyselina retinova a syntetické retinoidy navic pfi
predavkovani vykazuji vysoce teratogenni ucinky. [42, 50]

Z farmakologického hlediska se retinoidy pouzZivaji jednak v dermatologii
k 1éCbé akné &i jinych potizi, ale také v terapii nékterych druhl rakoviny. VyuZiti
retinoid v onkologii vyplyva ze zjisténi, Ze jejich nedostatek v organismu muze byt
rizikovym faktorem pro vznik rakoviny a naopak vysoké davky mohou byt kancero-

~ 7

protektivni. Zde vSak nardZime na problém stanoveni terapeutické davky
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vzhledem k prokazané vysoké toxicité retinoidd. | pfesto se prfedevsim kyselina
retinovd a jeji derivaty v praxi pouZivaji klécbé riznych typd nédord vcetné
leukémie. Protinadorové 0c¢inky retinoidd jsou vysvétlovany na principu jejich
schopnosti inhibovat proliferaci nadorovych bunék. Rizikovou skupinu vSak tvori
kufaci, u nichz bylo paradoxné zjisténo, Ze vysSi pfijem vitaminu A a B-karotenu

z potravnich doplnkd zpusobuje ¢astéjsi vyskyt rakoviny. [42, 50, 52]

Fyzikaln é-chemické vlastnosti

s vr

Retinol vytvafi Zluté jehlicovité krystaly mastného vzhledu, je nerozpustny
ve vodé a glycerolu, rozpustny v ethanolu, methanolu, chloroformu, etherech a
v tucich. Cista substance i roztok jsou citlivé na vzdusny kyslik a svétlo a velmi
rychle jejich plsobenim oxiduji. Oxidace retinolu je urychlovana pfitomnosti
tézkych kovu, zejména Zeleza a médi. Proto se doporucuje pred analyzou pfipravit
vzdy Cerstvy roztok. Ve vyjime¢nych pfipadech Ize roztok retinolu skladovat
v tmavém obalu a inertni atmosfére pfi -20C. Za stejnych podminek se uchovava
i ista substance.

Kyselina retinova tvofi Zluto-oranzovy prasek, je prakticky nerozpustna ve
vodé, mirné rozpustné v alkoholu, chloroformu a etheru a rozpustna v methylen
chloridu. Vykazuje vysokou citlivost vaéi svétlu, teplu a vzduchu. Pusobenim
svétla, v kyselém prostfedi €i u€inkem katalyzujicich latek dochazi k izomerizaci
na cis-izomery. Cista substance i roztok se uchovavaji za stejnych podminek jako
retinol.

Obecné Ize fFici, Ze vSechny retinoidy jsou citlivé na svétlo, teplo a kyslik.
Proto pfi manipulaci jak se standardy tak s materialem ur€enym k analyze téchto
latek je nutné dodrzovat predepsané skladovaci podminky (tmavé prostiedi,

inertni atmosféra, teplota -20 az -70<C). [50, 53, 54]

Analyza vitaminu A v biologickém materialu

Vzhledem kvySe zminénym a pro praktickou analytiku nepfijemnym
vlastnostem retinoidd a také kvuli pomérné nizkym koncentracim téchto latek
v biologickych vzorcich, jsou pro dosazeni spolehlivych vysledka kladeny vysoké

naroky na cely analyticky proces. HPLC predstavuje nejCastéjSi metodu analyzy, a

to ve spojeni s UV detekci, ktera je dostatec¢né citliva diky silné absorbanci

29



retinoidd pfi specifickych vinovych délkach. Fluorescenéni a elektrochemicka
detekce byla také popsana pro analyzu retinoidd. V nékterych pfipadech Ize vyuZzit
dokonce i kapilarni elektroforézu, plynovou chromatografii ¢i hmotnostni
spektrometrii. [50]

V klinické praxi se sleduji hladiny retinoidt predevSim v séru, plazmé a
modi, ale také v rliznych tkanich &i potravinach. Odebrané vzorky musi byt vzdy
chrdnény pred svétlem a vzduSnym kyslikem, nejlépe ihned zpracovany pro
analyzu, ¢i pokud to neni mozné, uchovavany pfi -80C. [50]

Zpusob upravy vzorka pfed analyzou vyplyva z fyzikalné-chemickych
vlastnosti retinoidd a predstavuje velmi dulezZity krok pro dosaZeni spolehlivych
vysledkd. Cilem je separace kyZenych analytd od biologické matrice, ¢ehoz je
nejCastéji dosazeno extrakci rozpoustédlem. Postup je analogicky extrakci
tokoferoll a zahrnuje opét dva kroky: Nejprve se vysrazi bilkoviny pomoci
rozpouStédla misitelného svodou (napf. methanol, ethanol) a nasledné se
provede liquid-liquid extrakce (LLE) do rozpoustédla s vodou nemisitelnym
(hexan). Po jeho odpafeni je zbytek rozpustén v mobilni fazi ¢i rozpoustédle s ni
misitelnym. Jako alternativni postup slouzi SPE ¢&i on-line Gprava vzorku pFed
HPLC analyzou. Pro zajisténi dobré vytéZznosti, spravnosti a opakovatelnosti
celého procesu je doporu€eno pfidani vnitfniho standardu ke vzorku jesté pred
zapocetim jeho Upravy. Tento postup je prakticky shodny s Gpravou vzorkl pro
analyzu tokoferolli, proto je mozné extrahovat vjednom kroku jak retinol, tak
tokoferoly, ale i dalSi pfitomné neutralni lipofilni latky (karotenoidy). Naopak
polarni ionizovatelné retinoidy, mezi néz patfi kyselina retinova a jeji izomery, Ize
acinné vyextrahovat az po okyseleni vodného média pomoci zfedéné octove
kyseliny. Jako rozpoustédlo se pak pouZije ethyl-acetat ¢i jeho smés s hexanem.
[50]

Autofi Kane et al. [51] pouZzili pro soucasnou extrakci vSech retinoidd
nasledujici postup: Nejprve se provede precipitace proteind pomoci
methanolického roztoku KOH a extrakce hexanem. Po centrifugaci se oddéli
hexanova vrstva s vyextrahovanymi neutralnimi lipidy (retinol a estery retinolu).
Pro zisk&ni kyseliny retinové se ke zbylé vodné fazi pfida kyselina chlorovodikova
a po protfepani se provede opét extrakce do hexanu. Oddélena hexanova vrstva
pak obsahuje kyselinu retinovou.

V literatufe vSak byla popsana i ¢asto pouzivana metoda zahrnujici pouze
pridani vodou misitelného organického rozpoustédla (EtOH, MeOH, ACN, ACN-
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butanol), centrifugaci a nastfik supernatantu. Tento postup je sympaticky svoji
jednoduchosti (vyhneme se pouZiti organickych rozpoustédel pro extrakci), avSak
neumoznuje zakoncentrovani analyzovanych latek. Toho vSak Ize dosahnout
zafazenim jednoho kroku navic — pomoci odpafeni rozpoustédla a rozpusténi
zbytku v menSim mnozstvi (nejlépe) mobilni faze. Podobné lze vynechat
precipitaci bilkovin a provést pfimou extrakci organickym rozpoustédlem. Zde se
vSak pro lepsi vyextrahovani retinoidt vdzanych na krevni bilkoviny pfidava roztok
soli &i pufr. [50]

HPLC je metodou volby pro analyzu retinoidd v biologickém materialu a
zahrnuje moznost pouziti jak normalnich, tak reverznich stacionarnich fazi,
pfiCemzZ kazdy systém ma ruzné vyhody. Pfi analyze na normalni fazi (silikagel,
modifikovany silikagel) je mozné |épe separovat geometrické izomery retinoidd,
avSak jako mobilni faze se pouzivaji nevodna organicka rozpoustédla (hexan,
heptan, pfip. pfidavek misitelného polarniho rozpoustédla). Naopak reverzni
HPLC systém pouZivajici nejcastéji C18, C8 ¢&i fenylové C18 stacionarni faze
umoZziuje pouziti polarnich rozpoustédel (MeOH, ACN, pfip. pfidavek pufru,
kyseliny ¢i tetrahydrofuranu nebo butanolu), avSak za béznych podminek je

dosazeno pouze separace jednotlivych tfid retinoidd, nikoliv jejich izomera. [50]

Sou éasné HPLC stanoveni vitamin d A a E v lidském séru

Podani cytotoxickych léCiv Ci radioterapie v ramci onkologické lécby jsou
spojené se vznikem oxida¢niho stresu a porusenim antioxidacni rovnovahy. Proto
je dalezité sledovat u IéEenych pacientl antioxidaéni stav jejich organismu, coz je
umoznéno pravé monitorovanim sérovych hladin vitaminud A a E. V soucasnosti je
témto latkhm vénovana pozornost také kvali jejich potencialnim protirakovinnym
acinkdm. Hladiny liposolubilnich vitamina (v€etné vitamind D a K) v séru jsou vSak
sledovany i pro kontrolu nutri¢niho stavu organismu. [6, 55]

K nejCastéji sledovanym latkam patfi predevsim all-trans-retinol a a-
tokoferol, s pouzitim retinyl acetatu, a-tokoferyl acetatu nebo tokolu jako vnitfniho
standardu. Vedle téchto zakladnich analytd se také stanovuji estery retinolu
(palmitét, stearat), jejichz hladiny mohou poukazovat na miru poskozeni stény
tenkého stfeva po chemo- a radioterapii [56]. Kromé a-tokoferolu se ¢asto hodnoti
i hladiny y-tokoferolu, ktery vykazuje velkou antioxida¢ni aktivitu a v souasnosti je

intenzivné studovan jeho biologicky vyznam v organismu [57].
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Vzhledem ke spole¢nému lipofilnimu charakteru latek vitamind A a E
nevyzaduje jejich sou€asnd analyza vyznamné odliSné podminky pro Upravu
biologického materialu. Nej¢astéji pouzivany postup pro jednoduchou analyzu
retinolu a a-tokoferolu zahrnuje extrakci pomoci ethanolu a hexanu a analyzu na
C18 koloné s pouzitim mobilni faze slozené bud ze stoprocentniho methanolu
nebo smeési methanolu s acetonitrilem, a to vétSinou za izokratickych podminek.
Komplikovanéjsi smési (v€etné a-, y- a &-tokoferolu) je mozné separovat pomoci
gradientového moédu a zvySenim podilu vody v mobilni fazi. Konvenénim
zpusobem detekce je UV spektrofotometrie, a to pfi 325 nm pro retinol a 295 nm
pro tokoferol [55, 58]. Popsané je vSak i spojeni kapalinové chromatografie
s fluorescenénim detektorem [57] i hmotnostni spektrometrii [59, 60].

2.1.4 Mastné kyseliny

M wvew s

Jedna se o karboxylové kyseliny s alifatickym €i méné €asto s aromatickym ci
alicyklickym uhlikovym Fetézcem pfitomné v pfirodnich lipidech a primyslovych
tucich ve formé triacylglycerolt — esterl glycerolu a tfi molekul mastnych kyselin.
MK se déli do tfi zakladnich skupin — nasycené mastné kyseliny (SFA),
nenasycené mastné kyseliny sjednou dvojnou vazbou (MUFA) a nenasycené
mastné kyseliny s nékolika dvojnymi vazbami (také vicenenasycene,
polynenasycené, PUFA). Vicenenasycené mastné kyseliny hraji dalezitou roli ve
vyZivé, ve stavbé tkani a jsou nezbytnou soucasti lipidu tvoficich membrany bunék
a zajistujicich jejich spravné vlastnosti a funkce. Jelikoz jsou PUFA zapojeny do
procesl zahrnujicich transport elektronu a kysliku, zaradila jsem je také mezi latky
s antioxida¢ni aktivitou, pfestoze jejich vyznam spocivé v jinych ulohach. [3, 61,
62]

Vicenenasycené mastné kyseliny (PUFA)

Vicenenasycené mastné kyseliny obsahuji ve své molekule 2-6 dvojnych
vazeb. Podle polohy prvni dvojné vazby od koncové methylové skupiny je délime
na w-6 (také n-6) a w-3 (n-3) kyseliny. Strukturu jednotlivych kyselin Ize jednoduse
znazornit zkracenym nazvem (napf. a-linolenové kyseliné odpovida zkratka
18:3n3, kde 18 vyjadfuje pocet uhliku, 3 je pocet dvojnych vazeb a n-3 znazoriuje

polohu prvni dvojné vazby. Mezi nejvyznamnéjsSi zastupce patfi kys. linolova
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(18:2n6), a-linolenova (18:3n3), y-linolenova (18:3n6), eikosapentaenova (EPA,
20:5n3) a dokosahexaenova (DHA, 22:6n3). Chemicka struktura kyseliny
eikosapentaenové a linolové je zndzornéna na Obrazek 6. [61, 63]

4 o% I
7 -
[ ] :

L_V,\_‘J OH

EPA (20:5n3) Linolova kyselina (18:2n6)

Obrazek 6: Chemicka struktura dvou vicenenasycenych mastnych kyselin

Vyskyt a biologicka aktivita PUFA

Clovék pfijima MK ve formé lipidd (fosfolipidy, triglyceridy), které se v
tenkém stfevé Stépi na volné mastné kyseliny a jako takové se vstfebavaji stfevni
sténou. Nékteré MK je lidsky organismus schopen sam syntetizovat. AvSak
polynenasycené n-3 a n-6 kyseliny (a-linolenova, linolova) si neumi sam vytvaret,
pfestoZe je k Zivotu nezbytné potfebuje. Tyto latky se proto oznaduji jako tzv.
esencialni mastné kyseliny a musime je pfijimat v dostateCném mnoZstvi
potravou.

V lidském organismu se linolova a a-linolenova kyselina (ziskané z potravy)
prodluzuji o 2-6 atomu uhliku (tzv. elongace) a tvofi se i dalSi dvojné vazby (tzv.
desaturace), coz vede ke vzniku mastnych kyselin s 20 - 24 atomy uhliku a se 3-6
dvojnymi vazbami. Tyto latky kromé dulezité role stavebnich kamenu biologickych
membran zajistujicich jejich fluiditu a flexibilitu funguji jako nezastupitelné
prekurzory pro syntézu tromboxanu, prostaglandint a leukotrient, které jsou mimo
jiné nezbytné pro regulaci imunitniho systému a krevniho tlaku, sraZeni krve ¢&i pro
metabolismus cholesterolu. [61, 64]

Vicenenasycené mastné kyseliny jsou pfitomné v tucich rostlinného i

Zivocisného puvodu v rlznych koncentracich a sloZeni. Zatimco rostlinné oleje
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obsahuji pfedevSim w-6-PUFA, rybi tuk je naopak bohaty na w-3-kyseliny. Tuk
sladkovodnich a morskych ryb se také lisi slozenim mastnych kyselin. Hlavnim
zdrojem w-3-kyselin je vSak tuk ryb mofrskych, pfedevsSim z tresky, makrely a
tundka. Kyseliny eikosapentaenova (EPA) a dokosahexaenova (DHA) patfi mezi
nejdulezitéjSi w-3-kyseliny, které lidské télo pfimo vyuziva. Ve vysoké koncentraci
se nachazeji napf. v mozku. Jejich schopnost sniZzovat hladinu lipidd v krvi spolu s
omezenim srézeni krevnich destiCek hraje vyznamnou roli v |éCbé a prevenci
kardiovaskularnich onemocnéni vyvolanych v duasledku vysokych hladin
cholesterolu a vysokého krevniho tlaku. Kromé EPA a DHA je vyznamna i a-
linolenova kyselina (ALA), zastupkyné w-3-kyselin rostlinného plavodu, vyskytujici
se hojné v fepkovém ¢&i Inéném oleji. [3, 64]

Zvyseni pfFijmu vicenenasycenych mastnych kyselin hojnou konzumaci
morskych ryb vSak paradoxné neni pfiliS doporuc¢ovano, a to predevsim kvuli
vysoké kontaminaci morskych ZivoCichl tézkymi kovy a jinymi toxickymi latkami.
Jako alternativa se nabizi uzivani potravinovych doplfiki obsahujicich rybi olej o
vysoké koncentraci mastnych kyselin, navic ¢asto doplnénych o vitaminy B9 a
B12, které zlep3uji vstfebani mastnych kyselin. Siroka $kéala takovych pfipravkd je
bézné k dostani v leékarnach. [3]

PFirodni nenasycené mastné kyseliny maji vétSinou konfiguraci cis. Trans
kyseliny vznikaji hydrogenaci nenasycenych MK, a proto se vyskytuji ve znacném
mnoZzstvi ve ztuzenych tucich. Trans izomery maji rigidni nepruznou strukturu, a
proto i jejich chovani v organismu je odlisné — zvySuji koncentrace triglyceridd a
LDL cholesterolu v krvi a vykazuji i kancerogenni ucinky. Proto bychom se jejich

konzumaci méli spiSe vyhnout. [61, 63]

Fyzikéln é-chemické vlastnosti

Vlastnosti mastnych kyselin se odviji od jejich struktury. Rozpustnost ve
vodé je velmi nizka vzhledem k hydrofobnimu charakteru alifatického fetézce.
VétSina nenasycenych mastnych kyselin jsou netékavé viskézni kapaliny
nerozpustné ve vodé a rozpustné v organickych rozpoustédlech. Methyl estery
mastnych kyselin jsou v organickych rozpoustédlech lépe rozpustné nez volné
kyseliny, ¢ehoz se vyuziva pfi analyze plynovou chromatografii. Reaktivni ¢ast
molekuly je tvofena karboxylovou skupinou, ktera poskytuje v pfitomnosti alkoholu

a katalyzatoru esterifikaéni reakci. [61, 65 ]
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Analyza mastnych kyselin v tucich

Jeden z moznych postupl charakterizace tukd a oleju rostlinného ¢&i
ZivoCiSného puvodu predstavuje GC analyza mastnych kyselin pfevedenych na
prislusné methyl estery. VétSina jedlych tuki a olejd obsahuje celou Skalu
mastnych kyselin, s dvanacti az dvaadvaceti uhliky v molekule. Zastoupené jsou v
riznych pomeérech nasycené, mono- i polynenasycené mastné kyseliny. SloZeni a
koncentrace jednotlivych MK je pro rizné oleje charakteristické a umoziuje tak
jejich identifikaci.

Obecny postup analyzy MK je zaloZzen na hydrolyze (zmydelnéni)
triglyceridd na glycerol a volné kyseliny (resp. jejich soli), derivatizace na methyl
estery (ME) a nasledna GC analyza na vhodnych stacionarnich fazich. Prestoze je
mozné analyzovat i volné kyseliny, analyza methyl esterl pfedstavuje mnohem
robustnéjSi a pouzivanéjSi postup. Pro analyzu MK existuje cela fada metod,
vétSina z nich vSak vice ¢ méné kopiruje nasledujici postup: Nejprve jsou
triglyceridy zmydelnény pomoci methanolického roztoku alkalického hydroxidu
(NaOH, KOH) za vzniku jejich alkalickych soli (= mydel), které jsou nasledné
pfevedeny na methyl estery s pouzitim derivatizacniho c¢inidla (BF3). Vzniklé
lipofilni ME se vytfepou do organického rozpoustédla (napf. hexan, heptan,
isooktan), organicka vrstva se oddéli a pfipadné zakoncentruje pred nastfikem do
plynového chromatografu. Popsany jsou i alternativni postupy bez pouziti
bortrifluoridu. Mezi oficialni metody patfi AOAC metody [66, 67], normy ISO [68],
metody uvedené v pFislusnych ¢&lancich Evropského lékopisu [69] a Ceského
lékopisu [49], Ceské normy [70] nebo aplikaéni listy Agilent Technologies [71].
Obsah mastnych kyselin se vyjadfuje bud jako procentudlni zastoupeni
jednotlivych kyselin (vSechny MK dohromady tvofi 100%) a nebo (hlavné u
stanoveni EPA a DHA v rybim tuku) v absolutnim mnozstvi (miligramy MK v 1 g
vzorku). Ve druhém pfipadé je nutné pouZzit vnitini standard — doporu¢ované jsou
methyl estery MK s lichym poctem uhlikd, které se v pfirodnich tucich prakticky
nevyskytuji (17:0, 19:0, 21:0, 23:0). [66, 71, 72]

Pro chromatografickou separaci methyl esteri mame dnes k dispozici
Siroky vybér rlznych GC kolon liSicich se délkou, typem stacionarni faze a
tloustkou vrstvy sorbentu. K tomuto Uc€elu pouzivané stacionarni faze zahrnuji

jednak faze polyglykolové (Omegawax, Supelcowax, DB-Wax) vhodné pro
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charakterizaci rostlinnych olejl, a také kyanopropylové sorbenty (DB-23, SP-2380)
ur€ené pro analyzu sloZitéjSich vzorku, napf. rybiho tuku. [71]
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2.2 Ostatni studované p Firodni latky
2.2.1 Hofrec Zluty (Gentiana lutea L.)

Hofec Zluty je vytrvald rostlina z Celedi hofcovitych (Gentianaceae)
pfirozené rostouci v alpskych oblastech stfedni a jizni Evropy a také v zapadni
Asii v nadmorskych vyskach 1000 — 2500 m. n m.. Jedna se 0 1 — 1,5 m vysokou
bylinu se svétle zlutymi kvéty (viz Obrazek 7). Volné rostouci hofec Zluty je pfisné
chranény.

Obrazek 7: Gentiana lutea L. , kvetouci rostlina a ko Fen

Droga (Gentianae radix), uvedena v mnoha Iékopisnych monografiich, je
tvofena usuSenymi fermentovanymi oddenky a kofeny hofce Zlutého. Nesmi
obsahovat pfimési jinych druhl hofcl ani podzemnich ¢asti jinych bylin rostoucich
ve stejnych lokalitdch. Hofcovy kofen je tradiéné pouzivan jako ucinny prostfedek
pro podporu traveni, a to ve formé odvaru, tinktury ¢i jako prdSkovana droga v
tuhych Iékovych formach. [18, 73, 74, 75]
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Analyze obsahovych latek hofce Zlutého jsem se vénovala béhem studijni
stdZze na Katedre farmakognosie University v Innsbrucku. Ackoliv hofec obsahuje i
latky vykazujici antioxidacni aktivitu (fenolické kyseliny) [18], a tim by velmi dobfe
tématicky zapadal do studované skupiny latek, pfesto je nezbytné jej zafadit mimo
tuto oblast. Pfedmétem analyzy hofcového kofene byla totiz separace hofcin a
xanthonu, které nepusobi antioxida¢né, avSak maji jiné farmakologicky vyznamné

acinky.

Obsahové latky Gentiana lutea

Obsahové latky hofcového kofene zodpovédné za cholagogni a dalSi
Gcinky tvofi sekoiridoidové hof€iny. Nejhojnéji (ze 2-3%) je zastoupen
gentiopicrosid (také znamy jako gentiamarin), doplnény o amarogentin, swerosid a
swertiamarin. Tyto latky patfi k viibec nejhoféim znamym slouc¢enindm a puUsobi
stimulaéné na travici systém. Sekoiridoidy jsou doprovazeny xanthony
gentiseinem, gentisinem a isogentisinem, fenolickymi kyselinami (gentisova,
kavova, protokatechova), fytosteroly, alkaloidy ¢i polysacharidy (inulin, pektin). [18,
74,75, 76]

Farmakologické U ¢inky a pouziti

Hof&iny pusobi jako latky podporujici chut k jidlu a stimulujici traveni, a to
skrze zvySeni slinéni a vyluCovani Zlu€i, ale také podporu sekrece Zaludec€nich
Stav. Pro tyto ucinky se hofcovy kofen pouziva jako slozka cholagog, roborancii,
tonik a prostfedkd pfi onemocnéni traviciho traktu. Nezastupitelny vyznam ma v
tradi¢ni lidové mediciné a pfi vyrobé likéra. U frakce extrahované z pribuzné
rostiny Swertia chirata bohaté na amarogentin byl objeven dokonce i
protinddorovy ucinek. Zaznamenany byly vSak i nezadouci G&inky pfipravkd s
hofcem (ob&asné bolesti hlavy u citlivych osob) a také kontraindikace pfi
gastroduodenalni viedové chorobé. [18, 74, 75, 77]

Xanthony patfi mezi rostlinné fenoly a v hofcovém Kkofeni jsou
reprezentovany polohovymi izomery gentisinem a isogentisinem. Obé latky mohou
pusobit jako antidepresiva vzhledem k jejich prokazané schopnosti inhibovat
monoaminooxidazu typu A a B, a isogentisin samotny vykazuje silné
antituberkulotické ac¢inky. V nedavné dobé byly zjiStény i urcité cytoprotektivni

ucinky isogentisinu, avsak nikoliv gentisinu. [78, 79, 80, 81, 82]
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Analyza obsahovych latek G. lutea

V dostupnych informacnich databazich prekvapivé nenalezneme velké
mnoZstvi praci vénujicich se analyze hofce. Publikovany byly postupy pro analyzu
hlavnich latek G. lutea vyuZivajici HPLC, tenkovrstvou chromatografii (TLC) Ci
micelarni elektrokinetickou chromatografii (MEKC). Védecky tym A. Aberham et al.
[83] nedavno vyvinul plvodni metodu pro stanoveni vSech doposud znamych
obsahovych latek hofcového kofene pomoci HPLC-MS. Soucasti této disertacni
prace je separace gentisinu, isogentisinu a amarogentinu pomoci kapilarni
elektroforézy, ktera kromé posledné zminéné prace (publikované na stejném

Innsbruckém pracovisti) nebyla nikdy popsana. [84, 85, 86, 87]
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3 Teoreticka €ast — separa €éni metody

3.1 Plynova chromatografie

Chromatografické techniky dnes patfi k nejvyznamnéjSim analytickym
metoddm umoznujici separaci, identifikaci a kvantifikaci velkého poctu latek
rizného charakteru. Pogatky chromatografie sahaji do ranych let 20. stoleti, kdy
rusky botanik Tswett rozdélil na sloupci sorbentu chlorofylova barviva s pouZzitim
petroletheru jako kapalné faze. Néktefi autofi datuji pocatky chromatografie
dokonce jiz do poloviny 19. stoleti, kdy se tehdejSi védci vénovali délenim riznych
barviv €i jinych latek na papife. Tswettiv objev vSak zUstava povazovan za zaklad
dalSiho rozvoje Sirokého spektra chromatografickych technik. [88, 89]

Plynova chromatografie (Gas chromatography, GC) byla vyvinuta v roce
1952 v Anglii pany Martinem a Jamesem, ktefi pfedstavili vyhody pouZziti tenké
vrstvy stacionarni faze a plynu jako mobilni faze, coz umoznovalo velmi t¢innou
separaci latek. Od 70. let 20. stoleti byla plynova chromatografie nejvice
rozvijenou a studovanou separacni technikou a dosazené objevy pak vyznamné
ovlivnily vyvoj dalSich chromatografickych technik, pfedevSim moderni
vysokoucinné kapalinové chromatografie. [89, 90]

3.1.1 Princip plynové chromatografie

PFi plynové chromatografii je mobilni faze plynné a také analyzované latky
se béhem separace nachazeji v plynném stavu. Podle charakteru stacionarni faze
délime GC na Gas-Solid Chromatography (GSC), kde se vyuzZiva principu
adsorpce analytu na pevny sorbent, a na Gas-Liquid Chromatography (GLC), kdy
je stacionarni fazi kapalina ukotvend na inertnim nosi¢i a analyzované latky se
separuji na zakladé rozdélovani a rozpousténi v kapalné a plynné fazi. Stacionarni
faze je usporadana v koloné a mobilni faze - nosny plyn - tlakovym spadem
prochézi kolonou. Na zakladé vzajemnych interakci mezi analytem, stacionarni a
mobilni fazi pak dochazi k rozdéleni jednotlivych sloZzek v koloné, které jsou
unaseny nosnym plynem az k detektoru. Jednoduché schéma plynového

chromatografu je znazornéno na Obrazek 8.
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Obrazek 8: Schéma plynového chromatografu.

A — Smeés latek je nast Fiknuta do vyh Fivaného nast fikového prostoru, kde dojde k jejich
zplyn éni. Pary vzorku jsou unaseny nosnym plynem na kolon u. B — Latky s vyssi afinitou ke
stacionarni fazi jsou zadrzeny déle a prochazeji ko  lonou pomaleji nez latky s mensi afinitou,
¢imz dojde k jejich separaci. C — P ¥ prachodu kolonou se latky dale rozd éluji. D —
Separované slozky vstupuji do detektoru, ktery posk ytuje signal im érny mnozstvi analytu.
(zdroj: http://www.srs.fs.usda.gov/4501/what is gc.htm , 10.2.2008)

GC muze byt pouZita pro separaci plynnych, kapalnych i pevnych tékavych
latek. Tedy obecné vSech latek, které mohou byt pfevedeny do plynného stavu,
aniz by doslo k jejich rozkladu, pfi teplotach do 350C. Takové latky tvo fi pfiblizné
15 % vSech znamych slouc€enin. AvSak i netékavé latky |ze analyzovat plynovou
chromatografii, a to s vyuzitim derivatizacnich technik, jejichz prostfednictvim
vznikaji tékavé derivaty analyzovanych latek.

Vyznam GC spocCivd prfedevSim v ohromné separacni Gc&innosti, kterd
vyplyva z velkého poctu teoretickych pater v koloné (pocet teoretickych pater
muze dosahovat az 1 milion), coZ je dano nizkou viskozitou plynné mobilni faze a
pouzitim dlouhych analytickych kolon. S tim souvisi i dosaZeni dobrého rozliSeni a
moznosti déleni latek s velmi blizkymi teplotami varu. Vybérem selektivni
stacionarni faze muZeme separovat molekuly s podobnymi fyzikalnimi i
chemickymi vlastnostmi. Vysoka citlivost GC stanoveni je dalSi parametr, ktery

podminuje Siroké vyuZziti plynové chromatografie. Detekéni limity zavisi na
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zvoleném detektoru, &imZ muZe byt dosaZeno citlivosti a? v fadech 10° mg/ml.
[88, 89, 90]

3.1.2 Mobilni faze v plynové chromatografii

Jako nosny plyn se pro GC analyzy pouziva nej¢astéji helium a dusik,
meéné Casto pak vodik €i argon. Volba mobilni faze v plynové chromatografii je
zdanlivé nevyznamna, nebot prakticky nema vliv na selektivitu chromatografického
systému. Zaména dusiku za helium pfi zachovani primérné pratokové rychlosti
neovlivni vzajemné poradi pikd separovanych sloZzek. AvSak nosny plyn hraje
dalezitou roli v uc€innosti chromatografického systému, rozliSeni pika a rychlosti
analyzy. Z tohoto pohledu je nejlepSi volbou helium, které umozfiuje zachovani
maximalni separacni Ucinnosti v Sirokém rozmezi lineérnich pratokd mobilni faze.
Vodik neni z hlediska bezpecnosti preferovany nosny plyn, avSak pro rychlé
analyzy s pouzitim velmi tzkych kolon je povazovan za idealni. Dusik je naopak
vSeobecné oznacovan jako nejméné vhodna mobilni faze kvili uzkému rozmezi

optimalniho pratoku pfi zajiSténi maximalni separacni ucinnosti. [90, 91]

3.1.3 Stacionarni faze v plynové chromatografii

V plynové chromatografii je znamo nékolik set rlznych stacionarnich fazi.
Obecné vSak rozliSujeme pouze dva typy, a to faze pro adsorp éni mechanismus
(GSC) a faze pro rozpoust éci mechanismus separace (GLC).

Chromatografické kolony se déli také do dvou hlavnich skupin, ty vSak
nekopiruji druh separac¢niho mechanismu, nybrz zpasob ukotveni stacionarni faze.
StarSi a dnes jiZz méné pouzivané jsou naplnové kolony pInéné pevnym
adsorbentem (GSC) a nebo inertnim nosi¢em smocenym zakotvenou kapalnou
fazi (GLC). Naplrové kolony jsou zatoCené trubicky ze skla, médi &i nerezové oceli
0 priméru 3-6 mm a délce 1-2 m. V dnesni dobé vSak vétSina analytiki pouziva
témér vyluéné kapilarni kolony , coZ jsou tenké kapilary z kiemenného skla shora
potazené polyimidovym polymerem, ktery zajiStuje jejich pruznost a nelamavost.
Kapalna stacionarni faze v pfipadé GLC je ukotvena na nosi€i nebo pfimo na
vnitfnim povrchu kapilary a tvofi velmi tenkou homogenni vrstvu. Na vnitfni povrch
kapilary vS8ak muze byt navazany i pevny adsorbent (napf. Al,O3), kde se pak

uplatiuje  adsorpéni mechanismus separace. Kapilarni  kolony jsou
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charakterizovany ¢tyfmi zakladnimi parametry: druhem stacionarni faze, tloustkou
jeji vrstvy, vnitfnim pramérem a délkou kolony.

Tlous tka vrstvy stacionarni faze se pohybuje v rozmezi 0,1- 1 um. Pfitom
plati pravidlo, Ze s rostouci tloustkou stacionarni faze dochazi k prodlouzeni
analyzy, jelikoZ se zvySuje retence analytu ve stacionarni fazi. Vnitini pramér se
pohybuje v rozmezi 0,1 — 0,53 mm a délka od nékolika po desitky metrd. Podle
prizkumu z roku 2003 pfiblizné 90% GC uzivateld pouzivad kapilarni kolony,
Z nichz k nej€astéji zmifiovanym patfi kolony o délce 20 — 30 m a uzkém vnitfnim
priméru (0,2 — 0,32 mm). Kolony s takto malym vnitfnim pramérem poskytuji
rychlejSi analyzy a vySSi citlivost. PfestoZze maji mensi kapacitu ve smyslu objemu
nastfiknutého vzorku, s pouZzitim modernich a citlivych detektord je tento fakt
zanedbatelny. [92, 93]

Volba stacionarni faze (SF) je klicovy faktor v GC analyze, protoze se
jedna o jeden z mala zplUsobu ovlivnéni selektivity separacniho procesu. ldealni
stacionarni faze pro GLC by méla umoznit rozdéleni separovanych latek na
zakladé jejich rozdilné rozpustnosti v ni. Sou€asné by meéla byt chemicky a
teplotné stala, vykazovat nizkou tenzi par pfi pracovni teploté (tzn. netékat) a méla
by disponovat Sirokym  pracovnim teplothnim  rozmezim.  Selektivita
chromatografického systému muaZze byt déle ovlivnéna koncentraci stacionérni faze
a teplotou (pouZziti teplotniho programovani). [89]

Stacionarni fazi vybirame predevsSim podle charakteru analyzovanych latek,
pfiCemZ hlavnim kriteriem je jejich polarita. Polarni latky Ize separovat na
polarnich SF, zatimco nepolarni analyty délime na nepolarnich fazich. Cim je SF
polarngjsi, tim je jeji plsobeni selektivnéjSi, coz vyplyva z tvorby vodikovych
vazeb mezi sorbentem a sorbovanymi latkami. Na nepolarnich fazich se slozky
déli podle svych teplot varu. Proto pfi déleni latek s blizkymi teplotami varu, které
maji na nepolarnich fazich témeéf shodné elucni viastnosti, I1ze pouzit polarnéjsi
sorbent, ktery umozni jejich selektivnéjSi separaci. [88]

V soucasnosti je na trhu dostupna Siroka Skala kolon s rdznymi
stacionarnimi fazemi. Pro analyzu nepolérnich latek se pouZivaji faze na bazi
polysiloxanu s rliznym procentuelnim zastoupenim vnesenych funkénich skupin
(methylova, fenylova, kyanopropylova a rizné kombinace). Mezi nejméné polarni
sorbenty patfi 100% polysiloxan, polydimethylsiloxan Ci poly-
(5%dimethyldifenylsiloxan). Polarngjsi analyty lze naopak separovat na fazich s
vy88im  podilem polarnich  funkénich  skupin, napf. poly-(65%dimethyl/
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35%difenylsiloxan) ¢&i polyethylenglykol [92]. Prfehled nej¢astéji pouzivanych
stacionarnich fazi je uveden v Tabulka 1.

Nazev stacionarni faze Nazev I_<omer cni kolony
od firmy Supelco
poly(50% n-octyl/50% methylsiloxan) SPB-Octyl
100% poly(dimethylsiloxan) Equity-1
poly(5% diphenyl/95% dimethylsiloxan) Equity-5
poly(35% diphenyl/65% dimethylsiloxan) SPB-35
poly (14% kyanopropylphenyl/86% dimethylsiloxan) | Equity-1701
(50% kyanopropylphenyl) methylpolysiloxan SPB-225
100% poly(ethylenglycol) Supelcowax 10

Tabulka 1: P fehled GC stacionarnich fazi fazenych od nejmén & polarnich po nejpolarn éjsi.
(Zdroj: www.sigmaaldrich.com _ 1.3.2008)

3.1.4 Davkovaci za rizeni

V plynové chromatografii je nezbytné, aby byl vzorek vstupujici do déliciho
systtmu v plynné fazi. Tato podminka vSak neomezuje vyuZiti plynové
chromatografie pouze na plynné vzorky. Kapalné vzorky Ize hodnotit diky jejich
okamzitému zplynéni v nastfikovém prostoru a naslednému transportu do kolony
jiz v podobé par. Obecné je mozné pomoci GC analyzovat latky plynné, kapalné i
tuhé (po jejich rozpusténi ve vhodném rozpoustédle), pokud jsou dostate¢né
tékavé (teplota varu do 350C) a p usobenim vysoké teploty pfejdou do plynného
stavu, aniz by doSlo k jejich chemickému rozkladu. Netékavé latky lze v GC
hodnotit po jejich pfevedeni na vhodny té€kavy derivat pfisluSnou chemickou
reakci. [90, 92]

Vzorek se vétSinou davkuje mikrostfikackou, ¢asto pomoci automatického
davkovacCe (autosampleru). PFi davkovani vzorku do systému je nezbytné, aby
doSlo k okamzitému odpareni vSech slozZek, proto se teplota nastfikového prostoru
(tzv. injektoru) nastavuje o 20 — 50C vysSi nez te plota kolony. Injektor se sklada
ze septa, které utésnuje nastfikovy prostor a zabranuje uniku par, a tzv. lineru, coz
je zpravidla sklenéna trubi¢ka tvofici chemicky neaktivni prostfedi pro zplynény
vzorek, ve kterém dochazi k homogenizaci plyntd a Upravé proudéni. Na liner
navazuje tzv. deéli¢ (splitter), ktery umoznuje rozdélit vzorek podle nastaveného
poméru (napf. 100:1) za ucelem odvedeni nadbyteCného vzorku mimo kolonu.

Podle zpusobu vpraveni vzorku na kolonu se rozliSuji injekéni techniky jako split (s
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uvedenim poméru rozdéleni plynného vzorku), splitless (ponechani proudéni
vzorku na kolonu po uréitou dobu (obvykle 0,5 min.) a nasledné otevieni splitteru,
kdy zbytek par je odvedeno pry€), on-column (bez pouziti lineru, vzorek je

davkovan pfimo na kolonu) a dalsi. [89, 90, 92]

3.1.5 Detektory v plynové chromatografii

Detektory obecné slouzi k pfevodu fyzikalné-chemické vlastnosti analytu na
méfitelny signél. Jsou rozliSovany podle vyuZzité vlastnosti analyzované slozky
(tepelna vodivost, teplota, ionizace, fotoemise apod.), a dale podle citlivosti Ci
selektivity. GC poskytuje mezi ostatnimi separacnimi metodami nejvétsi variabilitu
detekénich technik.

Mezi nejCastéji pouzivané detektory patfi tepelné vodivostni detektor
(TCD), plamenové ioniza¢ni detektor (FID), detektor elektronového zachytu
(ECD), plamenové fotometricky detektor ¢i hmotnostné spektrometricky detektor
(MS). loniza¢ni detektory (FID, ECD, MS) tvofi nejvétsi skupinu detektoru, jejichz
princip je zaloZzen na tom, Ze elektricka vodivost plyna je urCena poctem
ionizovanych (nabitych) ¢astic, a tim je umérna mnozstvi slozky vstupujici do
detektoru. [88, 92]

Plamenov é ioniza éni detektor (FID)

FID patfi mezi nejpouzivanéjSi detektory v plynové chromatografii, a to
predevSim diky jeho univerzalnosti a vysoké citlivosti. Umoznuje detekci vSech
organickych slou€enin s vyjimkou HCOH, HCOOH a CCl,. Princip detekce je
nasledujici: Do nosného plynu s analyzovanou sloZzkou opoustéjici kolonu je
pfimichan vodik. Smés pfichazi do hofdku, kde za pfitomnosti vzduchu hofi
plamenem o teploté cca 2100C, ¢€imZ dochazi k ionizaci latek za vzniku iontd a
elektrond, které jsou zachytavany na sbérnych elektrodach umisténych nad dstim
hofaku. Zachycené ionty a elektrony umozni prachod elektrického proudu mezi
elektrodami (= méfeny signdal). Signal detektoru je imérny poctu ionizovatelnych
uhlikovych atomu v molekule. Detektor je vyhfivan na teplotu max. 400C a
nezavisi na rozdilu aktualnich teplot pfichazejicich plynnych slozek, proto je

vhodny i pfi pouZiti teplotniho programovani. [88, 90, 92]
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3.1.6 Nastavitelné parametry v plynové chromatograf i

Uspé&sna separace smési latek pomoci plynové chromatografie zavisi
predevsSim na volbé stacionarni faze, ktera vyplyva z chemické povahy analytd.
Kromé& vybéru spravné SF lze vSak cely proces ovlivnit zajisténim optimalnich
podminek GC analyzy, a to spravnym nastavenim raznych parametr(
chromatografického systému, které ovliviuji jak separaci hodnocenych slozek tak
celkovou dobu analyzy. Na zaCatku optimalizace musime znat teploty varu

analyzovanych latek. Nastavitelné parametry a jejich vliv na analyzu jsou uvedeny

v Tabulka 2.

Parametr Rozsah Vliv na analyzu Co vzit v uvahu?
NASTRIK VZORKU
Objem vzorku 1-10l - zvyseni cjtlivosti - kapacita kolony
stanoveni - koncentrace vzorku
Teplota 0 20C vysSinez | - zajiSténi rychlého - znat teploty varu
injektoru T kolony zplynéni vzorku analytd
_ Split: - L’Jpravq mnozstvi vzorku _
Split/ 1_10'_1_1000 vstupujici na kolonu - kapacita kolony
splitless ' ' - ovlivnéni citlivosti - koncentrace vzorku
stanoveni
KOLONA
- pro spravné urceni
- latky s blizkymi T kolony je tfeba
Teplota kolony konstantni teplotami varu se znat teplotu varu
nerozdeéli nejnize a nejvyse
vrouci slozky
T . posEupr)e, - lepsi separace latek .
eplotni zvySovani teploty PR . - znat teploty varu
. s blizkymi teplotami varu .
gradient kolony (rozsah - ovlivnéni délky analyzy analytu
dle t, analytd)
DETEKTOR
Teplota - slabé vyssinez | zajisténi kvantitativni -teplota kolony a t,
detektoru teplota kolony detekce analytl analytd
- FID max. 400C
NOSNY PLYN
- neni ve vSech
mistech kolony
konstantni
- nastaveni
Pratokova prostfednictvim | - ovlivnéni rozliseni pikd | druh olviu
rychlost Upravy tlaku - vliv na délku analyzy Py

plynu [kPa] Ci
linearni rychlosti
[cm.s™] v
pfistroji

Tabulka 2: P fehled n ékterych nastavitelnych parametr

stanoveni

U pfi GC analyze a jejich vliv na
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3.2 Spojeni Mikroextrakce na tuhou fazi
s plynovou chromatografii (SPME-GC)

Témeér kazdé analyze realného vzorku rostlinného, potravinového Cdci
biologického charakteru pfedchazi extrakéni krok. Extrakce latek, které jsou
predmétem analytikova zajmu, predstavuje mnohdy problemati¢téjSi i Casové
naro¢néjsi &ast celého analytického postupu. Na zakladé modernich a
ekologickych pfistupu k extrakénim metodam, jenz zahrnuji pfedevSim pouZiti
malého mnozstvi rozpoustédel kextrakci & nejlépe vyuzZiti  zcela
.bezrozpoustédlovych” (z anglického ,solvent-free”) technik, byla v devadesatych
letech 20. stoleti vyvinuta nova extrakéni technika Mikroextrakce na tuhé fazi
(Solid phase microextraction - SPME). JelikoZ je s vyhodou aplikovana predevsim
chromatografii jakozto metodou volby pro separaci tékavych analytd. Spojeni
SPME-GC naléz& uplatnéni zejména v oblasti analyzy Zivotniho prostfedi, ale neni
tim omezeno; tato disertacni prace predstavuje moznost vyuZiti SPME-GC

napfiklad pro analyzu fenolickych kyselin.

3.2.1 Princip SPME

Metodu SPME vyvinul tym védcu University ve Waterloo v Kanadé v Cele
s Januszem Pawliszynem s cilem vyfeSit potfebu rychlé a jednoduché techniky
pro pfipravu vzorku v laboratofi ¢&i vterénu. Npad vyplyval z pfedchozich
experimentt zaloZzenych na pouziti optickych vidken pro pfenos analyti do
plynového chromatografu a jejich rychlém zplynéni prostfednictvim laserového
pulsu. Analyty byly na vlakno naneseny jeho ponofenim do roztoku extraktu a
tento krok (extrakce cilovych analytd z materidlu + jejich naneseni na optické
vlakno) predstavoval mnohonasobné vySSi Casové naroky nez pak samotna
laserova desorpce sultra rychlou GC analyzou. Jako vysledek védeckych
experimentd bylo vyvinuto kfemenné optické vlakno potazené tenkou vrstvou
kapalné €i pevné polymerni faze (10 — 100 um). Ponofenim vlakna do vodného
roztoku analytl doSlo k jejich extrakci na povrch faze a naslednym vlozenim do
GC a odparenim analytu z vlakna v nastfikovém prostoru byl zajistén rychly a
jednoduchy pfenos analyzovanych latek z matrice az do pfistroje, navic zcela bez

pouZziti organickych rozpoustédel. Tento originalni princip dal vzniknout nove
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extrakéni technice SPME. Na Obrazek 9 je znazornéna konstrukce SPME

zafizeni. [94]

Barevné oznaceni

Tésnéni

Ferule

_—Jehla

Kiemenné viakno
pokryté sorbentem —__|

Obrazek 9: zZakladni €asti SPME zafizeni. Vlevo je znazorn éna vnit ini konstrukce (kovova

jehla chranici k femenné vlakno, jehoz konec je potazen sorbentem). T  ato konstrukce je

Sroubovanim upevn éna vum élohmotném drzéku (prost Fedni a pravy obrazek), ktery

umoz iuje snadnou manipulaci s vlaknem. Vpravo je vyobraz ~ en design SPME za fizeni od
firmy Supelco.

Zdroj: www.sigmaaldrich.com _ 1.3.2008

Existuji dvé zakladni provedeni SPME, jedno ma charakter duté kapilary,
jejiz vnitfni povrch je potazen polymernim sorbentem, druhé a obecné vice
pouzivané ma formu vlakna, jehoz vnéjSi povrch je potaZzen tenkou vrstvou
polymeru. U obou pfistupl je princip shodny: vldakno se sorbentem je na urcitou
dobu umisténo do kontaktu s matrici vzorku a dojde k extrakci analytd na polymer.
Pokud probihd extrakce dostate¢né dlouhou dobu, ustavi se koncentraéni
rovnovaha mezi matrici a sorbentem a dalSim prodluZzovanim exposice vlakna jiz
nedojde ke zvySeni koncentrace vyextrahovanych analytd, cili extrahované
mnoZzstvi latek je konstantni. Extrakéni rovnovaha je popsana rovnici

_ K XV XV xC,

n )
K fs fo +Vs

kde n je pocet mola extrahovanych na sorbent, K¢ je distribuéni konstanta mezi
sorbentem a matrici vzorku, V; je objem (tloustka) vrstvy sorbentu, Vs je objem
vzorku a Cp je pocateCni koncentrace daného analytu ve vzorku. Tato rovnice

spravné plati pouze pro kapalné polymery jako je polydimethylsiloxan (PDMS), ale
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v pfipadé roztokG o nizké koncentraci je aplikovatelna i na pevné sorbenty.
Zrovnice také vyplyva, Ze po dosazeni rovnovahy plati pfima Uméra mezi
koncentraci analytu ve vzorku a mnoZstvim vyextrahovaného analytu, coz je

zaklad pro kvantifikaci latek extrahovanych z matrice pomoci SPME. [95]

3.2.2 Prakticke provedeni SPME

Prakticky zahrnuje technika SPME dva kroky: 1. extrakce analyti z matrice
na vlakno a 2. desorpce analyt( z vlidkna do analytického pfistroje (GC, ale Ize i
HPLC). PFi dosaZzeni rovnovdhy mezi sorbentem a matrici je mnoZstvi
extrahované latky pfimo umérné koncentraci vzorku, objemu vzorku a objemu
sorbentu. Desorpce pak probihd v  prostoru injektoru  pouzitého
chromatografického systému. U GC je jehla s vldknem pfimo vsunuta do
nastfikového portu a dochazi k desorpci po urCitou dobu pfi vysoké teploté
(zvolena podle teplot varu analytd, shodna s nastavenou teplotou injektoru).
Spojeni SPME-HPLC vyZaduje specialni adapter umoznujici kontakt mobilni faze
s vladknem, desorpci analytd a pfenos na HPLC kolonu. Oba dva kroky jsou
znazornény na Obrazek 10.
RozliSujeme dva zékladni moédy SPME: pfima extrakce a tzv. ,head-space”
technika. U pfimé extrakce je vlakno se sorbentem vioZeno pfimo do vzorku a
analyty pfechazeji z matrice do polymerni faze. Pro zajiSténi co nejrychlejSi
extrakce je nezbytné michani vzorku. Druhym modem je extrakce z prostoru nad
kapalinou (Head-space), kde analyty prfechéazeji pfes vzduchovou bariéru, nez
dospéji k sorbentu. Vyhodou head-space provedeni je ochrana viakna pred
poSkozenim vysokomolekularnimi latkami €i netékavymi necistotami pFitomnymi
ve vzorku (napf. proteiny, vlhkost apod.). Head-space technika také umoZzniuje
napf. Upravu pH matrice, aniz by doslo k poSkozeni vldkna. Na extrakéni kinetiku
vSak zde ma velky vliv tékavost latek (t€kavé analyty pfechazeji z matrice do
prostoru nad ni rychleji, a tudiz i extrakce je rychlejsi), mira michani vzorku a také
teplota. Z vySe uvedeného vyplyva, Ze mezi hlavni faktory ovliviiujici prabéh
mikroextrakce na tuhou fazi patfi koncentrace a objem vzorku, teplota, doba
expozice, intenzita michani, hloubka ponofeni vidkna, pH vzorku a obsah soli v
ném. Stejné jako u GC je velmi dulezity druh sorbentu, ktery je zvolen podle
chemické povahy extrahovanych latek. Znazornéni pfimé a head-space techniky
muazZeme vidét na Obrazek 11. [94, 95, 96]
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Figure 1 - 5olid Phase Microextraction — Extraction/
Diesomption Proces

Extraction 2 ‘E‘PD“ Fberf

Procedure A 3. Refract
Fber/
1. Piarce Sample H o
R
Sepium { emave
— — 4 —
-
1
+
2. Expase Fiber/
Desorption Desorb I 3. Retract
Procedure .FL; ot
iber)
I. Plerce GC Remove

(et Septum

f
adl I
NN

S4-003&, 0037

Obrazek 10: Schéma provedeni SPME (extrakce a desor pce). Obrazek vpravo
znazor nuje moznost jednoduchého viozeni SPME za Fizeni do nast fikového prostoru
plynového chromatografu. SPME drzék nesouci vlakno s vyextrahovanymi analyty
tak supluje injek €ni st¥ika€ku, ktera normaln & slouzi knast fiku vzorku. Zdroj:
www.sigmaaldrich.com _ 1.3.2008

Direct SPME vs. Headspace

SS tubing

needle

headspace

Obrazek 11: Dva typy provedeni SPME: p #ima a head-space extrakce.
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Zcela nové viakno se pred pouzitim aktivuje zahfanim v nastfikovém
prostoru GC. Mezi jednotlivymi analyzami se provadi ¢isténi vidkna opét tepelnou
desorpci v GC a nebo vymytim v organickém rozpoustédle. Vyrobci deklaruji, Zze
jedno vldkno Ize opakované pouzit i pro nékolik set analyz, ovSem je tfeba
podotknout, Ze Zivotnost vlakna je omezena napf. jeho kfehkosti — pfi bézné
manipulaci se vldkno ¢asto snadno zlomi &i zohne. Vlakna také nesmi byt
vystavovana pusobeni chlorovanych rozpoustédel a pfi desorpci nesmi byt

prekroena maximalni povolena teplota, ktera se liSi dle druhu sorbentu. [96]

3.2.3 Druhy sorbent U

U SPME vladken rozliSujeme charakter polymeru (a podle toho i
mechanismus extrakce) a tloustku vrstvy nanesené na povrch vidkna. Tloustka
vrstvy sorbentll se pohybuje vrozmezi 7 — 100 um a ovliviuje citlivost extrakce.
Vice sorbentu umoznuje extrakci vy§Siho mnozstvi latek, ale naopak prodluzuje
dobu dosaZzeni rovnovahy. Tékavé latky vyZzaduji vlakna se silngjSi vrstvou
sorbentu, naopak pro semivolatilni slou¢eniny jsou uréena tenkovrstva vlakna.
Proto je duleZzité zvolit spravné vlakno pro danou aplikaci. Mezi hlavni kriteria pfi
volbé vldkna patfi polarita, molekulova hmotnost a tékavost analytu, tedy muzeme
zde spatfit znacnou podobnost s volbou stacionarni faze u GC. [95]

Polymery pouZzivané pro potahovani SPME vlaken mohou byt kapaliny,
pevné latky & smeésné polymery se suspendovanymi poréznimi c¢asticemi.
Polydimethylsiloxan (PDMS, kapalina) a polyakrylat (PA, pevna latka) jsou Cisté
polymery, u kterych se uplatiiuje mechanismus absorpce (difuze) analytd dovnitf
faze. Naopak u smésnych polymera reprezentovanych napfiklad kombinaci
karboxenu s PDMS (CAR/PDMS), PDMS a divinylbenzenu (PDMS/DVB)
prevaZzuje spiSe princip adsorpce na povrch poréznich ¢&astic. Obrazek 12
znazorfiuje prehled komeréné dostupnych typd SPME vildken od firmy Supelco.
[94]
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Types of SPME Fibers

Bare Fused Silica Adsorbent Unknown
7um Polydimethylsiloxane (PDMS) Absorbent Nonpolar
30pm PDMS Absorbent Nonpolar
100pm PDMS Absorbent Nonpolar
85um Polyacrylate (PA) Absorbent Polar
65um PDMS-DVE, StableFlex™ Adsorbent Bipolar
65um CW-DVB, StableFlex Adsorbent Polar
85um Carboxen-PDMS, StableFlex Adsorbent Bipolar

55um/30pm DVB/Carboxen™-PDMS, StableFlex Adsorbent Bipolar

199 Sigme i Co. SUPELCO

00-0004

Obrazek 12: P fehled typ & SPME vlaken dodavanych firmou Supelco. Vlakna se | iSi
druhem sorbentu, tlousS tkou jeho vrstvy a mechanismem extrakce. Ozna  ¢€eni ,Stable
Flex“ upozor RAuje na pouziti moderni technologie a materidl G, které zvySuji odolnost
vldken proti zlomeni ¢€i zohnuti. Zdroj: www.sigmaaldrich.com _ 1.3.2008
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3.3 Ultra u €éinna kapalinova chromatografie
(UPLC)

V roce 2004 byla firmou Waters pfedstavena nova unikatni technologie
Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC), pfinasSejici zcela novy smér v
kapalinové chromatografii. UPLC poskytuje vyrazné lepSi rozliSeni, vyssi rychlost
a citlivost diky pouziti hybridni stacionarni faze tvofené &asticemi o velikosti 1,7
um. Separace probiha za velmi vysokého tlaku, proto je cely systém konstrukéné
navrzen tak, aby extrémnim podminkdm odolal a naopak zajistil vysoce ucinnou
separaci latek v kratkém Case pfi dosazeni maximalni citlivosti analyzy. Firma
Waters spojila vSechny tyto parametry v pfistroji Acquity UPLC System, ktery
zahrnuje revoluéni pfistup k déleni latek kapalinovou chromatografii. [97]

3.3.1 HPLC versus UPLC

Ultra ucinna kapalinova chromatografie sice predstavuje novou technologii
v oblasti separacnich technik, avSak principielné vychazi ze zasad HPLC. V
nasledujicim textu budou shrnuty zakladni fakta o HPLC z hlediska obecnych
principl, pouzivanych stacionarnich fazi a instrumentace. Jelikoz HPLC neni
hlavni metodou vyuzitou v této disertaéni praci, zaméfim se pouze na struénou
charakteristiku HPLC za uc€elem mozného porovnani a pfedevSim detailnéjSiho
pohledu na techniku UPLC.

Vysokou éinna (vysokotlakd) kapalinova chromatografie (HPLC)

[vypracovano ze zdrojl 88, 92, 97, 98, 99]

HPLC byla vyvinuta poCatkem 70. let a vychazela z principd a velkého
rozmachu chromatografie plynové. Vysoké Uuc€innosti je dosazeno pouZzitim
stacionarnich fazi obsahujicich malé ¢astice pravidelného tvaru a jednotné
velikosti (3 — 15 um), kterymi je homogenné napinéna chromatografick4 kolona.
Vysoky tlak (jednotky az desitky MPa, max. 60 MPa) umozniuje pratok mobilni
faze skrz kolonu, jejiz vnitini napli pusobi odpor, a proto by bez vyvinuti vysokych
tlak( analyza nebyla mozna. Oblast pouziti HPLC vhodné doplfiuje GC, nebot
umoznuje analyzu iontd, polarnich i nepolarnich organickych latek, malo tékavych

Ci tepelné nestabilnich slou¢enin. HPLC tedy slouzi jako vhodna metoda pro
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déleni téemér vSech organickych latek, které jsou rozpustné v béznych organickych
rozpoustédlech, ve vodé a nebo zfedénych kyselindch. V HPLC lze vyuZit razné
separacni mechanismy zahrnujici adsorpci, chemisorpci, iontovou vymeénu,
rozdélovani mezi dvé nemisitelné kapaliny i separaci na zakladé velikosti ¢astic
(vyluCovaci chromatografie) aj. SpoleCnym jmenovatelem pro vSechny typy
separaci je kapalna mobilni faze a vysoky tlak pfi analyze.

HPLC separaci lze vyznamné ovlivnit jak volbou stacionarni faze, jejichz
Siroka Skala je dnes riznymi vyrobci nabizena, tak sloZzenim faze mobilni, ktera na
rozdil od GC neni inertni, ale naopak interaguje s analyty a ovliviiuje jejich chovani
v chromatografickém systému.

Analyzované latky jsou separovany na zakladé retence (zadrzeni) na
koloné. Vymyvani z kolony se nazyva eluce. Separované latky jsou eluovany bud
mobilni fazi o konstantnim sloZeni (izokraticka eluce) nebo se sloZzeni muze
pribézné linearné i nelinearné ménit, a potom se jedné o gradientovou eluci.

Faktory, které ovliviiuji separaci latek pomoci HPLC, zahrnuiji:

» fyzikéalné-chemické vlastnosti analytd

» volba a typ stacionarni faze

» sloZeni mobilni faze

* druh eluce

e pratok MF

» parametry kolony (délka, vnitini primér, velikost ¢astic SF)
e pracovni teplota

* nastaveni autosampleru

+ volba a nastaveni detektoru.

Stacionarni faze v HPLC

Nejobecnéji Ize stacionarni faze rozdélit na polarni a nepolarni. Zatimco
polarni sorbenty (silikagel — oxid kfemicity, alumina — oxid hlinity) umoZziuji
separaci polarnich latek s pouzitim nepolarnich rozpoustédel jako mobilnich fazi,
nepolarni SF se pouZivaji pro analyzu latek nepolarnich a vyuzivaji polarni mobilni
faze. Prvni zminéné provedeni se nazyva chromatografie na normalnich fazich
(normal-phase chromatography, NP), naopak druhy typ se oznacuje jako
chromatografie reverzni (reversed-phase chromatography, RP) a v dnesni dobé
predstavuje nejbéznéji pouzivany analyticky systém.
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a) Chromatografie na normélnich fazich (NP)

Chromatografie na norméalnich fazich je z historického pohledu starsi
sestrou chromatografie reverzni. Tradi¢nim sorbentem je silikagel - porézni oxid
kfemicity nesouci na svém povrchu silanolové (Si-OH) a siloxanové (Si-O-Si)
skupiny. Silanolové skupiny jsou nezbytné pro separaci latek, nebot umoznuji
tvorbu specifickych interakci pomoci vodikovych mastkd. Naopak siloxanové
skupiny zpusobuji nezadouci nespecifické interakce s analyty. Pro HPLC se
pouZzivaji silikagelové Castice o velikosti 2 — 12 um. Nevyhodou silikagelu je jeho
nestabilita pfi nizkém a vysokém pH (<2, >8). Silikagel se vSak dnes pouzZiva
predevSim jako nosi¢ chemicky vazanych stacionarnich fazi, a proto, ac je
samotny skalnim pfedstavitelem ,normalni“ chromatografie, vyuzivame jej
mnohem vice v ramci chromatografie reverzni.

Jako mobilni faze se pouZzivaji nepolarni rozpoustédla (hexan, heptan) s
1% pfidavkem polarnéjSich  modifikatord  (voda, alkoholy, acetonitril,
tetrahydrofuran). NP chromatografie se pouziva k separaci polarnich slouc¢enin
(napf. tricyklicka antidepresiva). Silikagel Ize také s vyhodou aplikovat pfi déleni

polohovych &i cis/trans izomerd.

b) Chromatografie na chemicky vazanych fazich

PfestoZze by logicky méla nasledovat charakteristika reverzniho systému,
zamérim se nyni na chemicky vazané faze, které zahrnuiji jak faze polarni, tak (a
to zejména) faze nepolarni, Cili reverzni. Chromatografie a problematika
stacionarnich fazi predstavuje pomérné slozité téma, které nelze popsat jako
.cerno-bily* systém, naopak skyta velmi Siroké moznosti pro nalezeni idealniho
chromatografického systému pro analyzovanou skupinu latek.

Chemicky vazané faze jsou zaloZzené na pfipojeni riznych funk&nich skupin
na povrch nosiCe. NejCastéji pouzivanym nosi¢em je silikagel, jehoz volné
hydroxylové skupiny poskytuji aktivni vodikové atomy, které umoZznuji reakci a
tvorbu pevnych siloxanovych vazeb. Podle charakteru navazané funkéni skupiny
mohou byt pfipraveny stacionarni faze o razné polarité. Mezi funk&ni skupiny
vazané na silikagel patfi kratSi i delSi alkylové fetézce (methyl, butyl, oktyl,
oktadecyl) ¢i fenylové, amino-, kyano- a jiné skupiny. V reverzni chromatografii se
nejCastéji pouzivaji oktadecylové (C18) stacionarni faze, oznatované jako ODS (=
octadecyl silica).
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Nevyhodou chemicky vazanych fazi na bazi silikagelu je chemicka
nestabilita v krajnich oblastech pH a také pfitomnost volnych nezreagovanych
silanolovych skupin, které zpUsobuji nezadouci interakce s analyty a z toho
vyplyvajici chvostovani pikl. Tyto vySe zminéné nedostatky a omezeni predstavuji
vyzvu pro vyrobce HPLC stacionarnich fazi, ktefi se snazi alternativnimi pfistupy
vytvofit stacionarni faze s vyhodnymi vlastnostmi — vysokou chemickou a
mechanickou stabilitou. Vysledkem jsou pak rizné moderni SF zalozené na:

» blokovani volnych silanolovych skupin u chemicky vazanych fazi na
bézi silikagelu (tzv. end-capping) — sniZuje chvostovani piku, avSak
nefesi nestabilitu sorbentu v silné kyselém a bazickém pH

* pouZiti organickych polymert (napf. akrylamid, styrendivinylbenzen)
— jsou stabilni v celém rozmezi pH, ale jejich nevyhodou je mala
separacni ucinnost

e pfipravé hybridnich stacionarnich fazi spojenim polymeru a
silikagelu

e pouZiti jinych nosiCu (napf. oxid zirkonicity, titaniCity) — stalost v

SirSim rozsahu pH

Podle druhu naplné rozliSujeme kolony ¢€asticové a monolitické . U
¢asticovych kolon hraje dualezitou roli velikost Castic, jejich symetricky (nejlépe
dokonale kulovity) tvar a homogenni usporadani v koloné&. Cim jsou astice mensi,
tim je dosazeno vySSi separacni u€innosti, a proto se v dnesni dobé pfechazi od
dfive pouzivanych ¢astic o priméru 5 — 10 ym k ¢asticim o velikosti 2 a méné um
(tzv. sub-2-mikronové Céastice). AvSak stacionarni faze tvofend takto malymi
¢asticemi vyvolava velky vnitfni odpor kolony, a proto vyZaduje pouZiti vysSich
pracovnich tlaki (az 100 MPa). V souvislosti s timto problémem bylo nezbytné
vyvinout dokonalejSi instrumentaci schopnou zajistit a souCasné odolat tak
vysokym tlakim potfebnym k protlaéeni mobilni faze skrz submikronovy sorbent.

Monolitické kolony jsou naopak jednolité ty€inky z polymeru organického
nebo anorganického puvodu. Nejastéji se pouzivaji monolitické kolony na bazi
silikagelu. Vnitfini porézni struktura monolitd je charakterizovana pfitomnosti
mikropord (2 pm), které snizuji zpétny tlak v koloné, coz umozrfiuje uskuteénit
analyzy s vysokym pratokem mobilni faze, a mezopdérd (13 um), které zvétsuji
separacni povrch a zajiStuji interakce s analyty. Monolitické kolony jsou
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mechanicky odolné, stabilni vi¢i zménam pH a vyznaduji se velkou separacni
acinnosti i pfi vysokych pratocich mobilni faze. [60, 92]

Soucasné kolony jsou vétSinou vyrobeny z nerezové oceli, méné ¢asto pak
ze skla ¢i plastu. Délka kolon se pohybuje v rozmezi 5 — 25 cm a pramér od 1 do

4.5 mm.

Mobilni faze v HPLC

Mobilni faze se v kapalinové chromatografii vyrazné podili na separaénim
procesu. Pokud je potfeba zménit podminky chromatografické separace, vzdy je
jednodusSi nejprve vyzkouSet rizné mobilni faze, a az poté zménit fazi
stacionarni, nebot mobilni faze urCuje selektivitu chromatografického systému.
Selektivita vyjadfuje relativni zadrzeni dvou sousednich latek na koloné.

V reverzni chromatografii se jako MF pouZzivaji smési vody a polarnich
organickych rozpoustédel, z nichZz nej¢astéjSi jsou methanol, ethanol, acetonitril,
dioxan, tetrahydrofuran & aceton. Cim je MF méné& polarni, tim méa vy3si eluéni
silu. To znamend, Ze pokud se nedafi separace dvou nepolarnich latek, které
eluuji sou¢asné, zvysenim polarity (pfidavkem vyssiho podilu vody) Ize dosahnout

rozdéleni analytt, ale sou¢asné i prodlouzeni analyzy.

HPLC instrumentace

BéZny kapalinovy chromatograf se sklada z nasledujicich komponent:

= zasobnik mobilni faze — uzaviratelné lahve pro odplynénou mobilni
fazi

= vysokotlaké cerpadlo — zajiStuje konstantni a reprodukovatelny
pritok mobilni faze pres kolonu, jejiz napln pasobi velky odpor, proto
se vstupni tlak vySplhd az k desitkam MPa. U béznych naplfiovych
kolon se prutoky MF pohybuji kolem 1 ml/min, avSak Cerpadlo by
mélo zajistit konstantni pratoky MF v rozmezi 0,1 — 10 mi/min.

» déavkovaci zarizeni — umoZznuje nastfik vzorku na kolonu. Dfive se
nejvice pouzivaly davkovaci ventily se smyckou, které byly plnény
injekeni stfikackou. Dnes je u modernich HPLC pfistroju nedilnou
soucasti autosampler, ktery zajiStuje automatické nadavkovani

vzork(. Nastfikové objemy se pohybuji v rozmezi 1 — 20 yl.
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= kolona - je nejdllezitgjSi c&asti chromatografického systému.
Soucasné kolony jsou vyrobeny z nerezové oceli, vyjime¢né ze skla
¢i plastu. Vice informaci viz. Stacionarni faze v HPLC

= detektor — zajiStuje detekci separovanych analytd. Volba detektoru
zavisi na vlastnostech analyzovanych latek. NejbéznéjSi detektory
pouzivané v HPLC jsou spektrofotometrické, fluorimetrické,
elektrochemické, refraktometrické a hmotnostni.

Obrazek 13 znazorfiuje jednoduché schéma kapalinového chromatografu.
Soucasné moderni pfistroje jsou jiz kompletné fizené pocitatem pomoci
sofistikovaného softwaru. Operator nastavi v chromatografickém programu
vSechny parametry analyzy (prGtok, velikost nastfiku, dobu analyzy, vybér
detektoru a podminky detekce atd.) a po zméreni vzorkl mize zaznamy pfimo v
programu vyhodnotit. Pokrok tak pfinasSi nejen ¢asovou Usporu, ale také vySsi
kontrolu nad analyzou a dokonalejSi ovladani chromatografického procesu.

HPLC Codumn
Faching Malor Eh!matﬂjmm
= Vpmby = Vel Hed B
- ey
frjecior
AutoSamplar

Sample Managor

hi—

b
1

Computer Data Station

Solvent L . | -
[Mabile Phasze) ! Samphs
Resenaoir
Pump Detactor
Sohvenl Manager

Sohvent Delivary Sysiem

iaste

Obrazek 13: Schéma HPLC systému. Zdroj:  www.waters.com _13.4.2008
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Ultra U ¢inna kapalinova chromatografie (UPLC)

[vypracovano ze zdrojl 88, 97, 100]

Zakladem UPLC technologie jsou malé 1,7 — mikronové Castice stacionarni
faze, které zajistuji vysokou separacni uc€innost a rozliSeni, jak vyplyva z Van
Deemterovy teorie. Na Obrazek 14 je znazornéna zavislost linearni pritokové
rychlosti na vySkovém ekvivalentu teoretickych pater (HETP) v souvislosti s
riznou velikosti ¢astic sorbentu. HETP vyjadfuje separaéni ucinnost kolony a je
nepfimo umérny poctu teoretickych pater (H). ZjednoduSené lze fici, Zze ¢im je
mensi hodnota HETP, tim je dosazeno vySSi separacni uU€innosti. Z Van
Deemterovych kfivek je patrné, Ze s klesajici velikosti ¢astic klesa hodnota HETP,
coz v praxi znamena zajisténi velmi Uu€inné separace a s tim souvisejiciho lepsiho
rozliSeni. RozliSeni (R) vyjadfuje relativni separaci dvou latek. Idealni rozliSeni

predstavuje rozdéleni dvou pikda az na zakladni linii.

« Van Deemterovy kfivky
/ HPLC
H 1
E
i
P o 3.5 um Particle
[um] 1990's o
ACQUITY UPLC™ System
] 1.7 pum Particle |
2004 |
8] T = T T T
0 1 2 £ | 4 5 6 7
Flow Rate [mL/min]: Linear Velocity [u, mm/sec] iy
ID = 1.0 mm 0.04 0.07 0.10 0.13 .17 0.20 0.24
D=21mm 015 0.3 0.45 0.6 0.75 0.9 1.05

Obrazek 14: Van Deemterovy k Fivky - porovnani separa €ni t¢€innosti kolon sr tiznou
velikosti €astic stacionarni faze. Zdroj:  www.waters.cz

Se zménou velikosti Castic také souvisi razny tvar kfivek ve vztahu k
linearni pratokové rychlosti. Linearni pratok mobilni faze u [mm/sec] vyjadfuje
priimérnou rychlost pohybu separovanych slozek kolonou a je dan pomérem délky

kolony a retenéniho ¢asu dané slozky. Idealni linearni pratokova rychlost je
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takova, pfi niz je dosazeno nejvyssi separacni ucinnosti systému. V pfipadé kolon
s 10 ym c¢ésticemi je takové rozmezi Uzké, naopak s klesajici velikosti Castic se
oblast maximalni separa¢ni G¢innosti, a tedy i rozsah idedlni prutokové rychlosti,
rozsifuje.

Jak jiz bylo zminéno, kolony naplnéné sorbentem s 1,7-mikronovymi
¢asticemi pasobi mnohonasobné vysSi zpétny tlak (aZz 10x vySSi oproti HPLC),
kterému musi byt uzplisobené vSechny komponenty UPLC systému. KyZenym
pfinosem je vSak dosazeni az dvojnasobného rozliSeni, trojnasobné citlivosti a

desetinasobného zvyseni rychlosti analyzy.

Acquity UPLC Systém

Sestava ACQUITY UPLC™ je zndzorn éna na Obrazek 15

Obrazek 15 a zahrnuje binarni vysokotlaké Cerpadlo (Solvent Manager),
automaticky davkova¢ (Solvent Manager), kolonovy termostat (Column Heater/
Cooler) a volitelny detektor (na obrazku je dvoukanélovy UV/VIS detektor). Acquity

systém je ovladan pouze z pocitate pomoci softwaru Empower.

Detektor

Kolonovy
termostat

Autosampler

Cerpadlo

Obrazek 15: Acquity UPLC System, Waters (USA). Zdro  |: www.waters.cz
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Charakteristika jednotlivych ¢asti Acquity UPLC:

e Pumpa - Binary Solvent Manager (BSM)

Binarni vysokotlaké cerpadlo zajiStuje konstantni pratok mobilni faze
v rozmezi 0,01 — 2,00 ml/min. BSM umoZzniuje vybér ze &tyf rozpoustédel (A1, A2,
B1l, B2). Pro wvytvofeni gradientu je kdispozici vybér zjedenacti raznych
gradientovych kfivek. Maximalni pracovni tlak €ini 15000 psi (~ 100 MPa). K
dokonalému odplynéni rozpoustédel slouzi vakuova odplyfhovaci technologie.
Mrtvy objem Cerpadla je mensi nez 120 yl. BSM pumpa (jakozZ i cely Acquity UPLC
systém) je vyrobena z uSlechtilych a vysoce odolnych materiald (nerezova ocel,

safir, rubin, titanové slitiny, teflon, polyethylen).

e Autosampler — Sample Manager (SM)

Do autosampleru je mozné vlozit 2 destiCky pro umisténi vialek se vzorky.
Kapacita autosampleru zavisi na typu pouzitych vialek, v pfipadé standardnich
2 ml vialek €ini 2 x 48 vzorku. Kapacitu je mozné rozsifit pfidanim doplrikového
autosampleru (Sample Organiser) na levy bok UPLC sestavy, ktery pojme az 336
2 ml vialek.

Nastfikovy objem je volitelny v rozmezi 0,1 — 50 ul. Podle poZadovaného
objemu je nezbytné vybrat odpovidajici velikost smy¢ky (k dispozici jsou smycky o
objemu 1, 2, 5, 10, 20 a 50 pl). Autosampler disponuje termostatem v rozsahu
teplot 4 — 40 . Pozadavky na objem vzorku jsou minimalni (5 pl). Nastfikovy

systém je oplachovan dvéma roztoky (strong wash a weak wash).

» Kolonovy termostat — Column Management

Do kolonového termostatu je mozné umistit jednu chromatografickou
kolonu o délce 2 — 15 cm a vnitinim praméru 1 — 4,6 mm). Kazda kolona je
opatfena mikro€ipem eCord (viz Obrazek 16), jehoz pfipevnénim ke snimaci, ktery
se nachazi na boc¢ni strané kolonového termostatu, je zajisténo ukladani vSech
detaild Zivotniho cyklu kolony. U kaZzdé zapojené kolony pak Ize v pfehledné
tabulce sledovat celkovy pocet méfenych vzorkld (v€etné ndzvu pouZzité metody),
pocet provedenych nastfik( ¢i tlakovou historii kolony (maximalni pracovni tlak).
Prvni typy dodavanych termostatd umoznovaly pouze vyhfivani prostoru
v rozmezi 25 — 65 T, nov &jSi modely jiz zajiStuji i chlazeni kolonového prostoru
na s C.
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» Detektor

Jako detektor je volitelné instalovan dvoukanalovy UV/VIS detektor
(Tunable UV detector) nebo detektor diodového pole (PDA detector). Oba typy
zajistuji rychly sbér dat. Inovativni design pritokové cely je optimalizovany pro
rychlou a citlivou detekci.

Novinkou je moznost pfipojeni noveého fluorescenéniho skenujiciho
detektoru FLR vhodného pro vysoce citlivou analyzu pfirozené fluoreskujicich
latek nebo latek derivatizovanych pro fluorescenéni detekci.

Kromé toho splfiuje Acquity UPLC vSechny pozadavky pro pfipojeni k
hmotnostnim detektordm. Malé systémové objemy jsou vhodné predevsSim pro
spojeni s detektory vybavené ESI zdrojem (ionizace elektrosprejem), protoZze pak
jiZ neni nutné pouzit déli¢ proudu MF, ktery je v pfipadé vysSich pritoka v HPLC
naopak vyZzadovan. Na Katedfe analytické chemie je UPLC sestava vybavena

nejen standardnim TUV detektorem, ale i hmotnostnim detektorem Quattro micro.

¢ Hmotnostni detektor — Micromass Quattro micro API

Jedna se o0 tandemovy systém vybaveny
iontovym zdrojem pro ionizaci za atmosferického tlaku
(Atmospheric pressure ionisation — API), a to
s moznosti volby ionizace elektrosprejem (ESI) d&i
chemické ionizace za  atmosferického  tlaku
(Atmospheric pressure chemical ionisation — APcl) a
dale hmotnostnim analyzatorem typu trojitého

kvadrupdlu, umoznujici jak detekci v rezimu LC/MS, tak

i LC-MS/MS. Teorie hmotnostni spektrometrie bude
vysvétlena v nésledujici kapitole. Quattro micro detektor ve spojeni s UPLC
povySuje tuto sestavu na univerzalni chromatograficky systém zajistujici vysokou

rychlost, citlivost a rozliSeni.

» Kolony
Chromatografické kolony pro UPLC jsou naplnény sorbenty pfipravenymi
patentovanou BEH technologii (Bridged Ethylsiloxane/silica Hybrid patrticles).
Takto pfipravené castice vynikaji vySSi mechanickou a chemickou odolnosti.
Podstatou BEH sorbentl je jejich hybridni charakter, kdy jsou do struktury
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anorganického silikagelu zabudované organické ethylsiloxanové mustky (viz
Obrazek 16), ¢imZ material ziskava noveé vlastnosti, pfedevsim ve sméru Sirokého
rozmezi pH (1-12) a lepsich tvar( pikd. Céastice sorbentu maji velikost 1,7 ym a
jsou pInény do kolon za vysokého tlaku.

V soucCasné dobé firma Waters dodava UPLC kolony v péti provedenich:
C18, C8, Shield RP18, Phenyl a HILIC. Kolony Shield RP18 predstavuji kombinaci
BEH technologie s technologii Shield, kter4 je zaloZzena na vsazeni karbamétové

skupiny do struktury vazané faze umoznujici zvySenou retenci fenolickych latek.

Obrazek 16: Vnit ni struktura hybridniho BEH sorbentu (vlevo) a UPLC kolona vybavena
mikro €ipem eCord (vpravo). Zdroj:  www.waters.cz

Druhym typem UPLC sorbentu vyvinutého firmou Waters jsou HSS &astice
(High Strength Silica) o velikosti 1,8 um tvofené chemicky modifikovanym
silikagelem specialné vyvinutym a testovanym tak, aby odolal tlakim az 15 000

psi. HSS kolony jsou dostupné v rliznych chemickych provedenich.
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3.4 Hmotnostni spektrometrie (MS)

[vypracovano ze zdroji 92, 101, 102, 103]

Hmotnostni spektrometrie umoZzZniuje méfeni hmotnosti latek (atomda,
molekul ¢i jejich &asti), které se vyskytuji vionizovaném stavu. Vystupem MS
analyzy je hmotnostni spektrum vyjadfujici zavislost poméru hmotnosti ku naboje
daného iontu (m/z) a intenzity iontového proudu, ktera se programové prevadi na
relativni intenzitu v procentech. NejintenzivnéjSi iont ve spektru pak odpovida
hodnoté 100%. Hmotnostni spektrum je za danych podminek pro kazdou latku
charakteristické a pfi spravné interpretaci poskytuje informaci o struktufre
analyzované latky. Proto mezi jednu z oblasti vyuziti MS patfi stopova analyza a
zjiSténi struktury organickych latek. Druhou oblasti je pak spojeni MS se
separacnimi metodami (GC, HPLC), coZz umoznuje jednak identifikaci jednotlivych
slozek komplexnich vzorkl, ale také vysoce citlivou analyzu smési o znamém
sloZzeni. ZfeCeného vyplyva, Ze hmotnostni spektrometrie naléza uplatnéni
v Sirokém spektru laboratofi s riznym zamérenim, od rutinnich kontrolné-
analytickych laboratofi az po vyzkumna klinick& pracovisté €i Ustavy zameéfené na

analyzu Zivotniho prostfedi.

3.4.1 MS instrumentace

Mezi tfi zékladni komponenty hmotnostniho spektrometru patfi iontovy
zdroj, hmotnostni analyzator a detektor (viz Obrazek 17).

Viontovém zdroji dochéazi kionizaci analyzované latky, tedy Kk jejimu
pfevedeni na kladné nebo zaporné ionty. V tomto misté se také mohou odehravat
fragmentacéni reakce vedouci ke Stépeni chemickych vazeb v molekule a ke vzniku
fragmentu. Kazdému iontu odpovida urcita hodnota m/z. Z iontového zdroje ionty
vleti do hmotnostniho analyzatoru, ktery je podle jejich hodnot m/z rozdéli
v Case Ci prostoru. Proud iontl je pak sméfovan na detektor , ktery poskytuje
signal umeérny poctu dopadajicich ionti. Celé zafizeni je propojeno s pocitacem,
jehoz prostfednictvim je spektrometr ovladan, a ktery vyhodnocuje signal
z detektoru pFfevedenim na hmotnostni spektrum. Nezbytnou soucasti
hmotnostniho spektrometru je i vakuové Cerpadlo, které zajiStuje dostateéné nizky
tlak pro chod pristroje. Dulezité je také vhodné feSeni vstupu analytu z

chromatografického systému do iontového zdroje.
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Hmotnostni spektrometr

vzorek| llontovy : | Hmotn. Detekt
zdroj | : |analyzator |

{vakuum}? vakuum

Obrazek 17: Schéma hmotnostniho spektrometru. Zdroj  : M. Hol €apek, Pfednasky k
predmétu ,Hmotnostni spektrometrie v organické analyze“
http://holcapek.upce.cz/teaching/MS prednasky NEW 0 1 Uvod.pdf , 24.4.2008

lontovy zdroj

lonizace analyzované latky je zakladni predpoklad hmotnostné-
spektrometrické analyzy. lonizaCni energie vétSiny organickych latek se pohybuje
v rozmezi 7 — 16 eV a déje, jejichz energie je vysSi nez prahova ionizacni energie
analyzované latky, vedou Kk jeji ionizaci. Pokud je v8ak energie dodana molekule
vyrazné vysSi nez jeji tzv. prvni ioniza¢ni energie, dochazi k fragmentaci vzniklého
iontu. lonizaéni techniky se podle mnoZzstvi dodané energie déli na mékkée a
tvrdé . U meékkych ioniza¢nich technik dochéazi k ionizaci a omezené fragmentaci
iontd, naopak tvrdé ionizacni techniky zahrnuji dodani velkého prebytku energie,
coz vede k rozsahlé fragmentaci iontd.

Mezi tvrdé ioniza¢ni techniky patfi ionizace elektronem (electron
ionization, El). EI probiha v plynné fazi a pouziva se predevsim ve spojeni s GC.
Principem ionizace elektronem je interakce molekul analyzované latky s proudem
elektrond o velké energii (70 eV), pfiCemz vétSinou dochazi k uvolnéni elektronu z
molekuly analytu a vzniku tzv. radikalkationtu M*.. S mens&i pravdépodobnosti je
elektron zachycen molekulou analyzované latky za vzniku zaporné nabitého
radikalaniontu M™-. Druh&d zminénd rekace probiha snadnéji za pfitomnosti
elektronegativnino prvku ve struktufe molekuly. JelikoZz se jednd o nejstarSi
ioniza¢ni techniku a pro jednotlivé tfidy latek jsou podrobné popsana pravidla
jejich ionizace, existuji rozsahlé knihovny spekter, které umozniuji identifikaci latek

na zakladé porovnani jejich hmotnostnich spekter s knihovnou (pfi dodrzeni

65



stejnych podminek ionizace). V sou¢asné dobé obsahuji knihovny kolem 500 000
spekter.

Meékké ionizaCni techniky zahrnuji chemickou ionizaci a vétSi skupinu
sprejovych ioniza¢nich technik. Chemicka ionizace (chemical ionization, CI)
probiha v plynné fazi, a proto je také bézné pouzivana v kombinaci s GC. Pfi
chemické ionizaci je energie z rychle leticich elektronl pfedana molekulam
analytu prostfednictvim reakéniho média nej¢astéji tvofeného plynem nebo parami
nizkovrouci kapaliny. Reakéni médium je umisténo v ionizaéni komarce pod
velkym tlakem. Vlivem energie urychlenych elektronl vznika nejprve radikalkationt
molekuly reakéniho média, ze kterého je potom (po vneseni analyzované latky)
pienesen proton na neutralni molekulu analytu za vzniku kationtu MH* (tzv. kvazi-
molekularni iont). Mezi nejCastéji pouzivana reakéni média patfi helium, vodik,
methan, propan, butan & amoniak. Konstrukce ioniza¢niho zdroje pro El a CI je
témeér stejna, proto se ¢asto vyrabi kombinovany zdroj EI-CI.

Mezi sprejové ionizaCni techniky patfi ionizace termosprejem,
elektrosprejem a chemicka ionizace za atmosferického tlaku. Probihaji v kapalné
fazi, a proto se kombinuji s kapalinovou chromatografii ¢i kapilarni elektroforézou.

U termospreje (thermospray ionization, TSI) vstupuje mobilni faze z kolony
do kovové kapilary vyhfivané na teplotu 200 — 300<C. P usobenim vysoké teploty
mobilni faze vie a rozprasSi se na malé kapicky, které se dale postupné odpafuji a
zmensuji, az vzniknou disociované ionty, které samovolné pfejdou do plynné faze.
Pomoci elektrody s vloZzenym napétim jsou ionty vedeny do hmotnostniho
analyzatoru. Timto procesem vznikaji kladné i zaporné ionty, pficemz vytéznost
ionizace velmi zavisi na slozeni mobilni faze a teploté kapilary. lonizace
termosprejem neni vhodna pro tepelné nestabilni analyty.
predstavuje ionizace elektrosprejem (electrospray ionization, ESI). Kapalina je
rozpraSena z Usti tenké kovové kapilary plsobenim elektrického pole za vzniku
drobnych kapicek, které jsou v protiproudu dusiku o teploté az 200C vysuSeny.
Disociované latky opét prechazi pfimo do plynné faze a dale do hmotnostniho
analyzatoru. Podle polarity napéti, které je vkladano na elektrodu, vznikaji bud
kladné &i zaporné ionty a rozliduje se tzv. pozitivni (ESIY) &i negativni (ESI) mod.

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure
chemical ionization, APCI) se od ionizace elektrosprejem liSi tim, Ze mobilni faze z

HPLC je rozprdSena pomoci pneumatického rozpraSovace vyhfivaného az na
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700<C, ¢&imz dojde k efektivnimu rozpraseni a odpareni kapalné faze. V prostoru
zdroje se nachazi tzv. koronova jehla, jejimz vybojem dojde nejprve k ionizaci par
mobilni faze a molekul zmlZovaciho plynu za vzniku chemicko-ionizaéniho
plazmatu. Prostfednictvim plazmatu jsou pak molekuly analytu ionizovany stejnym

mechanismem jako u chemické ionizace.

Hmotnostni analyzatory

V analyzatoru jsou ionty opoustéjici iontovy zdroj rozdéleny podle jejich
hodnoty m/z. K nejpouzivanéjSim hmotnostnim analyzatordm patfi magneticky
analyzator, ktery je soucasné i nejstarSim prototypem, dale kvadrupdlové
analyzatory, iontové pasti a pruletové analyzatory.

Magneticky hmotnostni analyzator je tvofen elektromagnetem, meazi
jehoz pély prochazeji ionty. Pusobenim homogenniho magnetického pole ionty o
rozdilném m/z opisuji trajektorii o raznych polomérech, &iz dojde k jejich
prostorovému rozdéleni. Magneticky analyzator je charakterizovan vysokym
rozliSenim a pouziva se v samostatnych spektrometrech bez spojeni se separacni
metodou.

Naopak v kombinaci s kapalinovou ¢&i plynovou chromatografii je v
konstrukci hmotnostniho  spektrometru  ¢asto uplatfiovdn  kvadrupdlovy
analyzator , ktery je tvofen Ctyfmi tyCemi s vkladanym stejnosmérnym a
vysokofrekvencnim stfidavym napétim (viz Obrazek 18). Do prostoru mezi tyCemi
vniknou letici elektrony a ve stfidavém elektrickém poli za¢nou oscilovat.
Kvadrupdl funguje jako filtr, protoze ionty o ur€itém m/z projdou pouze v okamziku
vhodné vloZzeného napéti na tyCe. Postupnou zmeénou napéti vkladanych na
kvadrupdl prochazeji mezi tyCemi postupné vSechny ionty dal do detektoru
hmotnostniho spektrometru. Tomuto prabéznému filtrovani iontd na zakladé

zmény vkladanych napéti se fika tzv. skenovani.
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Obrazek 18: Schéma kvadrupolového analyzatoru. Zdro  j: webové stranky University
of Bristol, http://www.chm.bris.ac.uk/ms/theory/tandem-ms.html , 25. 4. 2008

Kvadrupdly mohou byt umistény tandemoveé, tzn. za sebou, za uc€elem
provadéni cilené fragmentace vybranych iontd. Tandemové techniky se zkracené
oznaduji jako MS/MS nebo MS?. Nejb&znéjsim zafizenim tohoto druhu je trojity
kvadrupdl (triple quadrupole, QQQ), ktery je s vyhodou pouZzivan ve spojeni s
mékkymi ionizacnimi technikami, jez narozdil od El samy o sobé& neposkytuji
mnoho fragmentd. Trojity kvadrupol je tvofen tfemi za sebou Fazenymi
jednoduchymi kvadrupdly. Prostfedni z nich (Q2) funguje jako kolizni cela, kde
dochazi k fragmentaci iontd pomoci tzv. kolizi indukované disociace (collision
induced dissociation, CID) probihajici v prostfedi kolizniho plynu (He, Ar, Ny).
Prvni a tfeti kvadrupdl (Q1, Q3) slouzi jako hmotnostni filtry. V prvnim kvadrupélu
je vybran iont o urcitém m/z (iont prekurzoru neboli matefsky iont), ktery je vpustén
do kolizni cely, kde vznikaji fragmenty vybraného iontu. Fragmentové ionty jsou
nasledné zanalyzovany tretim kvadrupdlem a dopadaji na detektor. Takovy
zaznam z detektoru se nazyva produktové (dcefiné) spektrum.

VySe popsany princip (nazyvany jako sken produktovych iont )
predstavuje pouze jeden z nékolika moznych typld MS/MS experimentl a je
znazornén na Obrazek 19 (pfiklad €. 1). Mezi dalSi typy patfi sken iont G
prekurzoru (dfive sken rodiCovskych iont(), kdy podle fragmentovych iontd
zjistime plavodni produktovy iont, a sken neutralnich ztrat , jehoZ prostfednictvim
zjistime charakterické dvojice iontd prekurzort a produktl, u kterych dochazi k
odStépeni vybrané hmotnostni ztraty, napf. m/z = 18 pro odStépeni vody (viz
Obrazek 19, pfiklady €. 2 a 3).
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Obrazek 19: R Gizné typy MS/MS experiment 0. Zdroj: webové stranky University of
Bristol, http://www.chm.bris.ac.uk/ms/theory/tandem-ms.html , 25. 4. 2008

DalSim druhem hmotnostniho analyzatoru je iontova past (iont trap, IT)
sestavajici ze dvou kruhovych elektrod a jedné prstencové elektrody, na kterou se
pfivadi stfidavé napéti. Princip iontové pasti spo€iva v pulznim pfivedeni iontd o
Sirokém rozsahu m/z do pasti, kde jsou zachyceny, nebot se pusobenim
stfidavého napéti o malé amplitudé udrzuji na stabilnich drahach. ZvySenim
amplitudy stfidavého napéti pfivadéného na prstencovou elektrodu jsou ionty
postupné vypuzovany z pasti na detektor podle jejich hodnoty m/z. Jedna se v
podstaté o trojrozmérnou variantu kvadrupolu. Pfivadéné ionty mohou pochazet
bud z externiho iontového zdroje (€asto u spojeni HPLC/MS) a nebo mohou
vznikat i pfimo v iontové pasti pomoci ionizace pulsem elektront (GC/MS). lontova
past existuje ve sférickém a linearnim provedeni.

V iontové pasti Ize provadét i tzv. MS" analyzu spodivajici v nékolikanasobné
fragmentaci vybraného iontu, coz s vyhodou umoznuje ur€eni struktury nezname
latky. Vybrany iont prekurzoru je zadrZen v pasti (ostatni ionty jsou z pasti
vypuzeny) a pomoci kolize v pfitomnosti He dojde k fragmentaci iontu a
zaznamenani MS/MS spektra. Stejnym zplasobem Ize pokracovat dale (vybér

iontu-fragmentu, vypuzeni ostatnich, nova fragmentace), teoreticky az k MS*¥,
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avSak prakticky jsme omezeni citlivosti detekce a Zivotnosti iontl. V praxi se

dosahuje Fadu MS® az MS®, co? plné dostaduje k provedeni strukturni analyzy.
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Obrazek 20: Schéma iontové pasti. Zdroj: webové str  anky University of Bristol,
http://www.chm.bris.ac.uk/ms/theory/qit-massspec.ht ml , 25. 4. 2008

Poslednim zminénym analyzatorem je pruletovy analyzator (time of flight,
TOF), ktery sestava z evakuované trubice. lonty s rozdilnou hodnotou m/z leti

s wrs v v w7,

trubici rGznou rychlosti, ¢imZz dochazi k jejich separaci. ,T€Zsi* iont leti pomaleji,

zatimco ,leh¢i* rychleji, a proto dopada na detektor dfive. TOF se pouziva pro

analyzu vysokomolekularnich latek.

Detektory

Ve hmotnostni spektrometrii se pouzivaji dva druhy detektord — detektory
pro pfima meéfeni a nasobiCové detektory. Druhé zminéné byvaji soucasti
veSkerych komerénich MS zafizeni a jsou zastoupeny elektronasobiCovymi a
fotonasobicovymi detektory, které vykazuji vySSi citlivost a Zivotnost, a proto byvaji

upfednostriovany.

3.4.2 Hmotnostni spektrum

Zakladnim vysledkem MS analyzy je hmotnostni spektrum analyzované
latky. Vodorovna osa odpovida hodnoté m/z, svisla osa predstavuje odezvu
detektoru vyjadirenou nejCastéji v procentech odpovidajicim relativni intenzité
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iontového proudu. NejintenzivnéjSi pik ve spektru je charakterizovan relativni
intenzitou 100%. VétSinou se setkavame s €arovymi spektry, ve skutecnosti vSak
kazdé ,Cafe" ve spektru odpovida redlny pik, ktery je jen pomoci softwaru
nahrazen useckou, jejiz poloha na ose m/z odpovida maximu daného piku.
Carovéa spektra piedstavuji piehledngjsi formu pro jejich interpretaci.

V pfipadé spojeni MS s chromatografickou metodou, nachézi se ve spektru
analyzované latky i piky iontd mobilni faze. Tuto slozku spektra lze odstranit
odectenim signalu odpovidajicimu situaci pfed a po prachodu chromatografického
piku. Tento postup je proveden pomoci sofistikovanych MS programu a pfinasi
jednak zjednoduSeni spektra pro interpretaci, ale také snizeni Sumu a tim zvySeni

citlivosti analyzy.

3.4.3 Spojeni HPLC - MS

Vyhoda spojeni chromatografickych metod s hmotnostni spektrometrii
spoCivd v moznosti separace a identifikace slozité smési latek béhem jedné
analyzy. Spojeni HPLC/MS v8ak nebylo zpoc¢atku jednoduché, a to z ddvodu
velkého rozdilu tlakéi mezi hmotnostnim analyzatorem (tlak 10° Pa) a latkami
vstupujicimi do iontového zdroje z kapalinového chromatografu (10° Pa). Dalsi
problém spocival v nutnosti odstranéni obrovského nadbytku mobilni faze pFed
vstupem do vakuové casti pristroje. Vyvoj mékkych ioniza¢nich technik pracujicich
za atmosférického tlaku (ESI a APCI), kde se mobilni faze pfimo uc&astni
ionizacniho procesu, vSak znamenal naprosty prulom v feSeni spojeni HPLC/MS,
které dnes predstavuje velice spolehlivou metodu vyuZivanou ve vSech oblastech
organickeé analyzy.

Pfed HPLC/MS analyzou je tfeba nejprve zvolit vhodnou ionizaéni techniku

na zakladé typu analyzovanych latek: APCI je urCena pro polarni i nepolarni
nizkomolekularni latky do molekulové hmotnosti cca 1000 Da (g/mol), naopak ESI
lze pouzit pro makromolekularni latky (stfedné az velmi polarni) do 100 000 Da.

Podle chemické povahy analytu také volime zdznam kladnych &i zapornych iontd.

Zatimco kladny mod je aplikovatelny na vétSinu sloucenin, zdporny maod je
upfednostiiovan v pfipadé sulfonovych a karboxylovych kyselin, hydroxysloucenin
¢i nitrosloucenin.

U reverzni HPLC/MS se jako mobilni faze pouZzivaji tradi¢ni rozpoustédla
(methanol, acetonitril, ethanol, 2-propanol a jejich smési s vodou), vzdy vSak
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musime dbat na nejvySSi moznou Cistotu. Nezadouci je pfitomnost anorganickych
sodnych a draselnych soli pouzivanych jako pufr, pro pufrovaci efekt Ize vyuZit
tekavé soli typu octanu & mravencanu. Pro podpofeni ionizace analytd se k
mobilni fazi ¢asto pridavaji v malych koncentracich tékava aditiva (0,05 — 1%
kyselina mravenci, octova, amoniak). Pritok mobilni faze je omezen do 1 ml/min,
v pfipadé UPLC/MS do 0,5 ml/min.

Ziskana spektra nelze porovnavat s knihovnou spekter, protoze se mohou
vyrazné liSit podle pouzité ionizacni techniky ¢i pracovnich podminek. Pfi pouZiti
mékkych ioniza¢nich technik vznikaji téméf vyhradné ionty se sudym poctem
elektronl s vysokou relativni intenzitou molekularnich aduktd. V pozitivnim médu
se Gasto objevuji adukty [M+H]", [M+Na]*, [M+K]", v negativnim naopak adukty [M-
HI".

Oblast aplikace HPLC/MS leZi jak v potravinarské ¢i farmaceutické analyze,
tak v oboru toxikologie a ekologie. Vzhledem k neustale se rozSifujicimu spektru
latek, které nas obklopuji a pusobi na lidsky organismus, je tfeba vénovat velkou
pozornost kontrole potravin &i 1é€Civ, osudu toxickych latek v téle & monitorovani
latek znecistujicich Zivotni prostfedi. Pro vSechny tyto Ukoly nam muaze byt
hmotnostni spektrometrie (v jakékoliv podobé a kombinaci) dobrym a spolehlivym

pomocnikem.
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3.5 Kapilarni elektroforéza (CE)

[Vypracovano ze zdroji 92, 104]

Kapilarni elektroforéza patfi do skupiny elektromigracnich separacnich
metod, jejichZ princip je zaloZzen na elektroforetické migraci iontl v elektrickém poli
do 19. stoleti, hlavni rozvoj vSak tyto techniky zaznamenaly az v 80. letech
minulého stoleti a od té doby se stale vyvijeji. Pravé z dlvodu jejich pomérné
kratkého plsobeni na poli separacnich analytickych metod ve srovnéni s
.chromatografickou klasikou“ nenalézaji zatim elektromigra¢ni metody tak Siroké
praktické uplatnéni. Nicméné technicky pokrok a Spi¢kové pfistroje dodavané
renomovanymi zahraniénimi vyrobci postupné vydobyvaji ttmto metodam destné
misto na slunci a prosazuji se tak i do oblasti praktické analytiky a rutinnich
méfeni. K hlavnim vyhodam elektromigracnich metod patfi mala spotfeba

v

rozpoustédel, vysoka separacni ucinnost, rychlost analyzy a relativné snadna a
rychlad optimalizace separacnich podminek. HorSi reprodukovatelnost a nizsi
citlivost predstavuji naopak jisté neduhy téchto separacnich technik.

Kapilarni elektromigraéni metody zahrnuji Sest zakladnich technik liSicich

se mechanismem separace a charakterem elektrolytu v kapilare:

Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (MEKC)
Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF)

o 00k w0 N PE

Kapilarni izotachoforéza (ITP)

VSechny zminéné metody Ize pouzit pro separaci iontt. MEKC a CEC je
navic mozné aplikovat i na déleni elektroneutradlnich molekul. Prvni Ctyfi
vyjmenované metody se ¢asto oznacuji souhrnné jako kapilarni elektroforéza (CE)

Ci vysokoucinna kapilarni elektroforéza (HPCE).
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3.5.1 Provedeni kapilarni elektroforézy

Mezi zakladni charakteristiky CE patfi:

» pouziti kiemennych kapilar o vnitfnim prdmeéru 25 — 75 ym a
vnéjSim praméru 300 — 400 um; vnéjsi povrch kapilary je potazen
polyimidovou vrstvou, ktera zajiStuje jeji pruznost a ohebnost

= vlozZeni vysokého napéti (10 — 30 kV) a silného elektrického pole
na kapalinu v kapilare

= velka odolnost kapilary branici generaci vysokého proudu

= vysoka separaéni G¢innost (aZ 10° teoretickych pater)

» detekce se uskute€riuje pfimo v kapilafe, neni potfeba zadné
externi detekcni cely

= dostate¢ny maly objem vzorku, nastfik vzorku 1 — 50 nl

* moznost volby riznych médu pro optimalizaci selektivity

» analyza ve vodném meédiu, minimum organiky

» dostupné automatizované pfistroje

Obrazek 21 znazorfiuje provedeni kapilarni elektroforézy. Zakladem je
roztok separacniho elektrolytu naplnény do vstupni a vystupni nadobky (inlet a
outlet vial). Kapilara spojuje obé nadobky a pfed kazdym méfenim je také
naplnéna roztokem elektrolytu. Do vstupni a vystupni nadobky jsou umistény
elektrody - ve vstupni vialce anoda, ve vystupni katoda. Pfed zapocetim analyzy je
dobré nechat systém ustalit prostfednictvim pfipojeni napéti po dobu nejméné 15
minut. V okamziku vloZeni napéti za¢ne systémem prochazet proud, ktery by
nemél presahnout hodnotu 100 pA, aby se kapilara pfi méreni prilis nezahfivala.
Pro nadavkovani vzorku se vstupni nadobka vyméni za nadobku se vzorkem.

Davkovani lze uskuteCnit dvéma zakladni zpusoby: elektrokineticky Cci
hydrodynamicky. PFi elektrokinetickém davkovani se na elektrody na nékolik
sekund vlozi davkovaci napéti (napf. 5 kV na 6 sekund). Béhem této doby se do
kapilary nasaje malé mnoZstvi vzorku (jednotky az desitky nanolitrd). Nevyhodou
tohoto zpusobu je odliSné sloZeni vzorku vstupujiciho do kapilary od sloZeni
vzorku v nadobce, a to z dlvodu zvyhodnéni kationtll oproti aniontim, nebot
kationty jsou vtahovany dovnitf kapilary, zatimco anionty naopak. Pro zajisténi

spravnych vysledku je mozné tuto chybu korigovat pouzitim vnitfniho standardu.
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Zcela reprezentativni nadavkovani vzorku umoznuje hydrodynamicka
metoda, kdy se do nadobky se vzorkem a s ponofenym vstupnim koncem kapilary
pfivede stlaCeny vzduch o tlaku nékolika set Pascali po dobu nékolika sekund
(napf. 1 kPa na 5s). Pretlak nad hladinou vzorku zpusobi vtlaceni nékolika
nanolitrd vzorku do kapilary. Tento postup se pouziva cCastéji, avSak nelze

aplikovat u kapilarni gelové elektroforézy a kapilarni elektrochromatografie.

v o e ity

Capillary _~ ~_ Capillary

Inlet o Pressure Mobilization Outlet
/ 50 pm i.d. x 27 em |

i,
II.* Sample

f Injection

Anode 4 Cathode
Buffer | Autosampler | guffer

+ High Voltage
Power Supply

Obrazek 21: Schéma provedeni kapilarni elektroforéz  y. Zdroj: http://www.chnola-
research.org/faculty/hempe/projects/capillary.htm

Po nadavkovani vzorku se kapilara spolu s elektrodou znovu ponofi do
inletové vialky s elektrolytem a analyza vzorku se spusti vloZzenim napéti na
elektrody. lonty jsou separovany na zakladé jejich rozdilnych elektroforetickych
pohyblivosti a sou€asné jsou pomoci elektroosmotického toku unaseny smérem
ke katodé. K detekci jednotlivych zon se pouziva vétSinou absorpéni fotometricky
detektor pro oblast viditelného a ultrafialového svétla. Detektor se nachazi pred
vystupnim koncem Kkapilary. Detekce je uskute¢néna na zakladé meérfeni
absorbance roztoku prochéazejiciho kapilarou. K tomu, aby mohl paprsek svétla
prochazet, je kapilara v pfislusném misté opatifena detekénim okénkem o velikosti
nékolika milimetrl, které se vytvofi odstranénim polyimidové vrstvy opalenim a
nebo naleptdnim. V okamziku, kdy kapilarou projde zbna s analytem, ktery
absorbuje zafeni pfi zvolené vinové délce, zaznamena detektor zménu
absorbance a vysledkem je pik na zaznamu z analyzy, ktery odpovida separované

z6né. Zaznam se nazyva elektroferogram a vyjadfuje zavislost migracniho ¢asu
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na odezvé detektoru (absorbanci). Migracni €as pFedstavuje dobu od pocatku

analyzy po vstup separované zény do detekéniho okénka.

3.5.2 Princip kapilarni elektroforézy

Separace latek v kapilarni elektroforéze je uskute¢néna na zakladé dvou
mechanismu, a to elektroforetické migraci iont G v elektrickém poli a
elektroosmotickém toku  elektrolytu v kapilare.

Elektroforeticka migrace iontd pfedstavuje pohyb iontd v elektrickém poli,
které v kapilafre vznik& po vloZeni elektrického napéti. lonty jsou pfitahovany
elektrostatickymi silami k opa¢né nabitym elektrodam a pohybuji se knim
konstantni elektroforetickou rychlosti ver, kterd je pfimo Umérnd intenzité
elektrického pole E a elektroforetické pohyblivosti daného iontu. Elektroforeticka
pohyblivost iontu per je pro kazdy iont charakteristicka a zavisi na celkovém naboji
iontu, jeho poloméru a dynamické viskozité prostfedi. Vyjadfuje se v jednotkach
cm?.V1.s™: pro kationty ma hodnotu kladnou, pro anionty naopak zapornou.

Elektroosmoticky tok (electroosmotic flow, EOF) pfedstavuje celkovy prutok
kapaliny v kapilare, ktera je pod napétim. EOF vznika jako dasledek negativniho
naboje na povrchu vnitini stény kiemenné kapilary, kterd je pokryta silanolovymi
skupinami Si-OH, jenz disociuji za vzniku zaporné nabitych skupin Si-O". Tyto
vytvareji souvisly zaporny naboj na vnitfnim povrchu kapilary. Sou¢asné vznika pfi
kapilarni sténé dvojvrstva, nebot uvolfiované protony vodiku ze silanolovych
skupin vytvaFi kladné nabity film. Po vioZeni elektrického napéti se hydratované
vodikové kationty uvedou do pohybu smérem ke katodé a strhavaji s sebou
veskery roztok uvnitf kapilary, ¢imz vznika elektroosmoticky tok. Graficky je vznik

EOF zn4zornén na Obrazek 22.
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Obrazek 22: Vznik elektroosmotického toku. Zdroj: [ 104]

a) znazorn éni negativn & nabitého vnit ¥niho povrchu k Femenné kapilary

b) hydratované kationty nashromazd é&né pfii sténé kapilary a tvo Fici dvojvrstvu
c) sm ér elektroosmotickho toku po vliozeni nap  éti na elektrody

Elektroosmoticky tok unasi smérem ke katodé vSechny molekuly pfitomné
v kapilafre bez ohledu na jejich velikost & naboj. Anionty jsou také neseny EOF,
byt jsou samy pfitahovany opacénym smérem (k anodé), nebot jejich
elektroosmoticka pohyblivost maze byt az o fad mensi nez EOF. Proto je mozné
analyzovat kationty, neutralni molekuly i anionty béhem jedné CE analyzy, nebot
vSechny ¢astice putuji stejnym smérem. Situaci v kapilafe pfi analyze smési
neutralnich (N), zapornych (-) a kladnych (+) molekul znazornuje Obrazek 23.
Kationty migruji nejrychleji, nebot jsou jednak samy pfitahovany k zaporné
elektrodé, a jednak je tento pohyb umocnén plsobenim elektroosmotického toku.
Za nimi nasleduji neutralni molekuly, které proudi rychlosti EOF, a jako posledni
postupuji anionty, které rovnéz unasi EOF, avSak soucCasné jsou pfitahovany

anodou na opacnou stranu, cozZ jejich pohyb zpomaluje. Z obrazku je také ziejmé,
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Ze pokud vzorek obsahuje vice druhl kladné i zaporné nabitych iontl, budou tyto
na zakladé jejich rozdilnych elektroforetickych pohyblivosti rozdéleny na jednotlivé
zény, ¢imz dojde kjejich separaci. Naopak elektroneutralni molekuly plynou
vSechny soucasné v jedné zéné, a pokud se ve vzorku nachazi vice raznych

neutralnich latek, separovany nebudou.

Obrazek 23: Rozdilna migrace iont  a neutralnich molekul p i kapilarni zénové
elektroforéze. Zdroj: [104]

Neutralni latky, které lze dobfe detekovat a jsou dobfe rozpustné ve
vodnych roztocich, se pouZivaji jako tzv. znackovate EOF (EOF markers) pro
vypocet elektroosmotického toku, a patfi k nim napf. thiomoc€ovina, methanol ¢&i
formamid.

PfestoZe je EOF vniman vétSinou jako prospésny a nezbytny pro analyzu,
za urcitych podminek (napf. pfi vysokém pH elektrolytu) maze byt tak velky, ze
molekuly analytl dorazi k detektoru dfive, nez dojde Kk jejich separaci. Velikost
elektroosmotického toku je ovliviiovana raznymi faktory, jejichZ prostfednictvim lze

EOF kontrolovat tak, aby bylo dosazeno optimalnich analytickych podminek:

= pH elektrolytu
Cim je vy38i pH roztoku elektrolytu, tim vétsi zaporny naboj je
soustfedén pfi vnitini sténé kapilary, coz zplsobuje zvySeni rychlosti

elektroosmotického toku.

= Koncentrace elektrolytu
Cim je vy33i koncentrace tlumivého roztoku, tim pomalejsi EOF je
pozorovan. Roztoky o pfiliS nizké koncentraci (pod 10 mmol/l) nejsou

doporucovany, nebot takto ziedéné elektrolyty nemaji dostatec¢nou
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pufrovaci kapacitu, coz vede Kk nestejnému rozlozeni pH podél

kapilary a tim k nereprodukovatelnym vysledkum.

» Intenzita elektrického pole
Snizenim E dochazi ke snizeni rychlosti EOF a soucasné

k prodlouzeni analyzy, zhorSeni separacni uc€innosti a rozliSeni piku.

= Teplota
» Pridavek organického rozpoust édla

» Chemicka modifikace st ény kapilary

Béhem analyzy, kdy je na elektrody vloZzeno napéti a kapilarou prochazi
proud, vznika tzv. Jouleovo teplo, které je vedeno sténou kapilary do okolniho
prostfedi. Aby nedochazelo k pfehfivani elektrolytu v kapilafe a tim k negativnimu
ovliviiovani analyzy, byvad u komerénich pfistrojd kapilara chlazena proudicim

vzduchem nebo kapalinou.

3.5.3 Elektrolyty v CE

Kapalina proudici uvnitf kapilary se oznacuje jako separacni elektrolyt, pufr
¢i tlumivy roztok. Vybér pufru je velice dllezity pro dosaZzeni UspésSné separace.
Vzhledem Kk citlivosti EOF na zménu pH je nezbytné, aby zvoleny tlumivy roztok
zajiStoval konstantni pH ve vSech mistech kapilary. Oblast efektivniho pufrovaciho
rozmezi pH je pfiblizné = 2 jednotky pH od pK, hodnoty vybraného tlumivého
roztoku. Pufr pouzitelny pro CE analyzu by mél poskytovat dobrou pufrovaci
kapacitu ve zvoleném rozmezi pH, nizkou absorbanci pfi vybrané vinové délce pro
fotometrickou detekci a nizkou vodivost, aby samotny pufr generoval minimalni
elektricky proud. Mezi nej€astéji pouzivané tlumivé roztoky patfi tetraboritanovy Ci
fosfore€nanovy pufr, TRIS (trishydroxymethylaminomethan) a citratovy ¢i octanovy
pufr v koncentracich 10 — 100 mmol/l. V Tabulka 3 je uveden pfehled tlumivych

roztokd pouzivanych v kapilarni elektroforéze a jejich hodnoty pKa.
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Pufr pKa Pufr pKa
Fosfatovy 1 2,12 (pKa1) Fosfatovy 2 7,21 (pKa2)
Citratovy 1 3,06 (pKa1) TES 7,50

Mravencanovy 3,75 HEPES 7.55
Citratovy 2 4,74 (pKa2) HEPPS 8.00
Octanovy 4,75 TRICINE 8.15
Citratovy 3 5,40 (pKas3) TRIS 8.30
MES 6,15 BICINE 8.35
ADA 6,60 Morpholine 8.49
BIS-TRIS 6,80 Boratovy 9.24
PIPES 6,80 CHES 9.50
ACES 6,90 CHAPSO 9.60
MOPSO 6,90 CAPS 10.40
Imidazol 7,00 Fosfatovy 3 12.32 (pKas)
MOPS 7,20

Tabulka 3: P fehled b ézné pouzivanych elektrolyt @ pro CE. Zdroj: [104]

3.5.4 Chiralni separace v CE

Pro separaci izomernich latek & molekul s velmi podobnou chemickou
strukturou se v kapilarni elektroforéze velmi ¢asto pouzivaji chiréini selektory jako
napf. cyklodextriny, soli Zlu€ovych kyselin nebo crown-ethery. Chiralni separace
lze dosahnout pfidanim selektoru k roztoku elektrolytu, pfiéemz muzeme velmi
snadno ovlivnit selektivitu separa¢niho procesu, a to volbou typu selektoru,
zménou jeho koncentrace ¢&i pridavkem organickych modifikatord (alkoholy,
povrchové aktivni latky, mocovina, ionty kovu). Chirdlni separace v kapilarni
elektroforéze je proto mnohem snazsSi nez napf. v HPLC, kdy je takova analyza
podminéna pouZzitim chiralnich stacionarnich fazi, které jsou jednak pomérné
finanéné nakladné a také prisné selektivni pro konkrétni aplikace.

Pravé cyklodextriny (CD) patfi knejastéji pouzivanym chirdlnim
selektorim v CE. Jedna se o neionogenni cyklické oligosacharidy skladajici se
z Sesti, sedmi ¢i osmi glukézovych jednotek (podle poctu jednotek rozliSujeme a-,
B- a y- cyklodextriny). Molekula CD ma tvar dutého komolého kuzele s ruzné
velkou vnitini dutinou, ktera je hydrofébni, zatimco jeji vnéjSi povrch ma naopak
hydrofilni charakter. Obvod pomysiného kuzele navic obsahuje chiralni sekundarni
hydroxylové skupiny. Chiralni separace spociva v uzavieni hydrofébnich Casti
analytd uvnitf dutiny a sou¢asné ve vytvoreni vodikovych vazeb mezi molekulou

analytu a chiralnimi hydroxylovymi skupinami. Pro zlepSeni selektivity lze
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vyzkouset Sirokou Skalu riznych cyklodextrinovych derivatl nabizenych pro ucely

chirélni elektroforetické separace latek.
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4 Experimentalni ¢ast

V experimentalni ¢asti budou postupné prezentovany jednotlivé praktické
prace, které se obecné tykaji analyzy vybranych pfirodnich latek pomoci rliznych

analytickych metod.

= GC

Plynova chromatografie byla vyuzita jednak pro analyzu fenolickych kyselin
spolu s moznosti zakoncentrovani pomoci SPME, ale také pro stanoveni
obsahu mastnych kyselin v kapslich s rybim olejem.

= UPLC

Kapalinovd chromatografie, konkrétné moderni technika UPLC poslouZila
jako u€inny nastroj pro analyzu vitamind A a E (retinolu a a-tokoferolu)
v lidském séru. Pro analyzu SirSiho spektra latek patficich také do skupiny
téchto vitaminu (retinol, kyselina retinova a a-, y- a &- tokoferol) byla
vyvinuta metoda vyuzivajici UPLC separaci s hmotnostné-spektrometrickou

detekci.

= CE
Pro stanoveni vybranych obsahovych latek hofce Zlutého byla vyuzita

metoda kapilarni elektroforézy.

Teoretické zaklady a principy jednotlivych analytickych metod jsou shrnuty
v teoretické Casti v kapitolach 3.1, 3.2, 3.3 a 3.4. Charakteristika biologickych a
fyzik&lné-chemickych vlastnosti studovanych latek spolu se struénym nastinénim
béznych zpusobl jejich analyzy je taktéz popsana v teoretické Casti, a to
v kapitolach 2.1 a 2.2.
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4.1 Analyza fenolickych kyselin pomoci
SPME-GC

4.1.1 Uvod

Ve védeckeé literatufe se vétSinou setkame s analyzou fenolickych kyselin
pomoci kapalinové chromatografie, a to s vyuzitim reverzni stacionarni faze ve
spojeni  se  spektrofotometrickou,  elektrochemickou ¢i  hmotnostné-
spektrometrickou detekci. V ramci této disertaéni prace byla nejprve vyvinuta
metoda pro analyzu sedmi fenolickych kyselin (kavove, ferulové, gallové, p-
kumarové, protokatechove, syringové a vanilové) zahrnujici derivatizaci pomoci
methyl- a ethyl-chloroformiatu (MCF, ECF) a naslednou separaci plynovou
chromatografii s plamenové-ionizaCni detekci. Jako druhy krok byla vyvinuta
metoda pro nékolikandsobné zakoncentrovani pfipravenych derivati (methyl- Ci
ethyl-estert fenolickych kyselin) prostfednictvim mikroextrakce na tuhou fazi, opét
nasledovanou GC separaci. Cilem experimentl bylo jednak nalézt optimalni
podminky pro derivatizaci fenolickych kyselin probihajici ve vodném médiu
tvoreném smési alkoholu, acetonitrilu, pyridinu a vody, ale také vybrat
nejvhodnéjsi sorbent a extrakéni podminky pro zakoncentrovani derivatd na
SPME vlakno.

4.1.2 Vysledky a diskuse
Derivatizace

Chloroformiaty se pouzivaji jako silnd a rychla derivatizacni Cinidla pro
reakce kaboxylovych kyselin ve vodném prostfedi. Kazda slozka reakéniho média
hraje dulezitou roli pro spravny prabéh derivatizani reakce. Pyridin slouZzi jako
katalyzator, alkohol (methanol pfi pouziti MCF, ethanol u ECF) je nezbytny pro
esterifikaci karboxylové skupiny. Voda a acetonitrii pak musi byt ve vhodném
poméru, aby nedochazelo ke vzniku vedlejSich reakénich produktld. Za Gcelem
nalezeni optimélniho sloZeni reak&niho média bylo postupné ménéno mnoZstvi
jednotlivych komponent a sledoval se vliv na vytéznost reakce ¢i vznik vedlejSich
produkttd. Vysledné médium vyhodnocené jako idedalni pro pfipravu tékavych

estert fenolickych kyselin se pfi pouziti methylchloroformiatu sklada ze 14 dilu
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ACN, 10 dilt H,0, 2 dild MeOH a 3 dilu pyridinu, pro reakci s ethylchloroformiatem
je pomér 4:4:3:1, pficemz methanol je nahrazen ethanolem.

Postup derivatizace zahrnuje smichani standardni smési s reakénim
médiem a naslednym postupnym pfidavanim derivatiza¢niho ¢inidla. Po
ddkladném protfepani se ke smési pfida chloroform, do néhoz za intenzivniho
tfepani prechazeji nové vzniklé estery fenolickych kyselin. Nakonec se do reakéni
nadobky pfid4 roztok hydrogenuhli¢itanu sodného. Po ustéleni rovnovéahy se
odebere spodni chloroformova vrstva a po pfidani vnitfniho standardu squalenu je

mozné vzorek nastfiknout do plynového chromatografu.

GC separace

Pro separaci esterl fenolickych kyselin byla zvolena kapilarni kolona
Equity-5 obsahujici 5% diphenyl/ 95% dimethylsiloxanovou stacionarni fazi
s pouzitim dusiku jako nosného plynu. PUvodni chromatografické podminky byly
optimalizovany za ucelem dosazeni separace vSech sedmi latek az na zakladni
linii. V tomto sméru se jako problematické jevilo rozdéleni esterl kAvové a gallové
kyseliny. Zménou teplotniho gradientu se podafilo oba piky separovat

s uspokojivym rozliSenim.

Vysledné optimalni chromatografické podminky:

= pratok nosného plynu: 3,5 ml/min
» teplotni gradient: pocatecni teplota 100C 2 min.,
10C/min do 200C,
5¢C do 280<C.
= délka analyzy: 24 minut pro methyl estery
30 minut pro ethyl estery
= teplota injektoru: 240 €
» teplota detektoru: 280<C.

Validace metody:

= Kkalibraéni kfivka - vyhodnoceni korela¢niho koeficientu a linearniho
rozsahu

= stanoveni limitl detekce a kvantifikace (LOD a LOQ)
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* intra- a inter-denni opakovatelnost (opakovatelnost plochy piki a

retencniho ¢asu v rdmci jednoho dne a v ramci vice dni)

SPME

Zakoncentrovani latek na pevny sorbent SPME vlakna pfedchazela mirna
Gprava reakénich podminek. Slozeni reakéniho média zustava shodné, avSak
pridavek chloroformu byl zcela vypustén, jednak z didvodu nevhodnosti styku
SPME sorbent s chlorovanymi rozpoustédly, a jednak proto, Ze by v prostredi
chloroformu nedochazelo témér k zadné sorpci analyti na vlakno, nebot by tyto
byly opakované z vlakna chloroformem smyvany. Proto namisto chloroformu a
hydrogenuhli¢itanu sodného byl zvolen pfidavek ekvivalentniho mnozstvi vody.
Po extrakci analytd na SPME vlakno provedené za takto upravenych podminek
nasleduje desorpce v plynovém chromatografu. Vysledny chromatogram obsahuje
vSech sedm pikd s retenénimi ¢asy shodnymi s analyzou standardni smési bez
pfedchoziho zakoncentrovani, coZz prokazuje Uspé&Sné vyextrahovani vzniklych
derivatu.

Vramci optimalizace SPME podminek byly vyzkouSeny jednotlivé
komeréné dostupné SPME sorbenty (CAR/PDMS, PDMS/DVB, PDMS a PA) a
soucasné byla optimalizovana doba extrakce, teplota l1&zné a doba desorpce
v GC. Nejvyssiho zakoncentrovani bylo dosazeno pfi pouziti polyakrylatového
vlakna za pokojové teploty (25C) po dobu 50 minut. Vlakno s extrahovanymi
analyty se poté nechd desorbovat v néastfikovém prostoru plynového
chromatografu po dobu 10 min. Pomoci mikroextrakce na tuhou fazi bylo
dosazeno nékolikanasobného zakoncentrovani jednotlivych fenolickych kyselin.
Mira uc€innosti extrakce u jednotlivych latek zavisi rovnéz na jejich fyzikalné-
chemickych vlastnostech, z nichz vyplyva také rozdilna mira extrakce na pevny

sorbent.

4.1.3 Zaver

Pro analyzu fenolickych kyselin byla vyvinuta a validovana netradic¢ni
metoda derivatizace a nasledné separace pomoci plynové chromatografie.
Soucasné byly nalezeny optimalni podminky pro mikroextrakci na pevnou fazi, jez
by mohla byt wvyuzZita jako predseparacni  extrakéni  technika

umoznujici zakoncentrovani cilovych analytd ze vzorku pfirodniho materialu.
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Popsana metoda byla publikovana v ¢asopise Analytica Chimica Acta. Vydana

publikace je uvedena v Priloha 1.
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4.2 Hodnoceni obsahu mastnych kyselin
v dopl fAcich stravy s rybim olejem
metodou plynové chromatografie

4.2.1 Uvod

Doplriky stravy s obsahem rybiho oleje predstavuji plnohodnotny zdroj
vicenenansycenych mastnych kyselin (PUFA) doporuc¢ovany u pacientl se
zvySenou hladinou cholesterolu, vysokym krevnim tlakem, cévnimi a srde¢nimi
onemocnénimi €i jinymi zdravotnimi potizemi. V lékarnach jsou bézné dostupné
pfipravky ve formé& Zelatinovych kapsli obsahujici CiStény rybi olej - naZloutlou
kapalinu se silnym rybim aroma, a to v mnozstvich 500 nebo 1000 mg oleje
v jedné kapsili.

Prestoze néktefi vyrobci &i distributofi téchto pfipravkl uvadéji na obalu jak
(EPA) a dokosahexaenové (DHA), spotfebitel si nemlze byt stoprocentné jisty
skute€nym mnozstvim Gcinnych latek uz jen z toho divodu, Ze doplniky stravy
nepodléhaji zdaleka tak pfisnym kontrolnim procesim jako léCivé pripravky.
Vzhledem k nemalé cené téchto pfipravkd vSak zakaznik pravem poZzaduje
vysokou kvalitu, kterd navic maze byt pomérné snadno zkontrolovana pomoci
modernich kontrolné-analytickych metod.

Cilem této dil¢i prace proto bylo ovéreni slozeni tfi preparatd s rybim
olejem dostupnych na naSem trhu — HEMA Rybi tuk, GS MAX EPA a Medpharma
Rybi olej. U vSech pfipravkd byla nejprve identifikovana totoznost rybiho oleje
pomoci zjiSténi charakteristického zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin.
Soucasné byl stanoven obsah EPA a DHA v mg na gram oleje. Zjisténé vysledky

byly porovnany s informacemi deklarovanymi na obalech hodnocenych preparata.

4.2.2 Experimentalni ¢ast
Chemikalie

» Standardy: Supelco 37 FAMEs Standard Mixture, Methyl
heptadecanoate, Methyl oleate, Methyl palmitate a Menhadden rybi
olej (vde od fy Supelco, Sigma Aldrich, CR)

= Cinidla: bortrifluorid BF3 (Supelco, Sigma Aldrich, CR)
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= Rozpoustédla: n-heptan, methanol (Supelco, Sigma Aldrich, CR).
= Ostatni: NaOH p.a., NaCl p.a. (PENTA, CR)
= Nosny plyn: Helium 5.0 (Linde, CR)
» Testované preparaty:
o HEMA Rybi tuk 500 (HEMAX, CR)
SloZeni 1 tobolky: Rybi tuk EPAX 3000 TG 500 mg
EPA 77 mg, DHA 55 mg
D Alpha tocopherol - vitamin E 1000in/g
USP
0 GS MAX EPA (Green-Swan Pharmaceuticals, CR)
SloZeni 1 tobolky: Rybi olej 1000 mg

Omega-3-nenasycené kyseliny 300 mg
EPA 180mg, DHA 120 mg
Vitamin E 0,9 mg
o MedPharma Rybi olej 1000 mg (MedPharma, CR)
Slozeni 1 tobolky: Rybi olej 1000 mg
EPA 180 mg
DHA 120 mg

Priprava methyl ester & MK

Zmydelnéni triacylglycerold: Do sklenéné derivatizaéni zkumavky se
Sroubovacim uzavérem se napipetuje 1 ml roztoku vnitfniho standardu (roztok
methyl esteru kyseliny heptadekanové v n-heptanu, c=1 mg/ml) a rozpoustédlo se
odpafi pod proudem dusiku do sucha. Do takto pfipravené zkumavky se navazi
priblizné prfesné 25 mg oleje, pfidad se 1,5 ml methanolického roztoku NaOH
(c=0,5 mol/l), zkumavka se tésné uzavre, protfepe a zahfiva se 5 minut na vodni
lazni pfi 100C (v digesto fi).

Esterifikace: Po ochlazeni zkumavky se opatrné pfida 2 ml BF3;, zkumavka
se dobfe uzavfe, promicha a zahfiva ve vodni lazni 30 min. pfi 100C. Smés se
ochladi na 30 — 40T, pfidd se 1 ml n-heptanu a smés se 30 s intenzivné
protiepava.

Vysoleni: Do zkumavky se pfida 5 ml nasyceného roztoku NaCl a opét
dobfe protfepe. Horni heptanova vrstva se pfenese do Cisté vialky s uzavérem. Ke

zbylé vodné fazi se znovu pfida 1 ml n-heptanu, protfepe se a po ustaveni
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rovnovahy se odebere heptanova vrstva, ktera se spoji s heptanovou fazi v Cisté
vialce. V prubéhu celého postupu se pred kazdym uzavienim zkumavky odstrani
vzduch proudem dusiku, aby se zabranilo vzdusSné oxidaci MK. Spojené
heptanové vrstvy se nakonec odpafi pod jemnym proudem dusiku na objem

pfiblizné 1 ml. Do GC se nastfikne 1 ul vzorku.

Plynovéa chromatografie

= Kolona: DB-23, 0,32 mm ID x 30 m x 0,25 um d; (Agilent
Technologies, HPST, CR)
» GC instrumentace: plynovy chromatograf Shimadzu 17 A s FID
autosampler AOC-20i (Shimadzu, CR)
» Chromatografické podminky:
o Teplota injektoru: 260C
0 Teplota FID: 260C
o Teplotni gradient: 140C 5 min.,
4C/min. do 190C,
2C/min. do 210C
4C/min. do 240C
o Pratok nosného plynu: 30 cm/s
o Nastfik: 1 pl, méd split 1:50

o Délka analyzy: 29 min.
Identifikace pikd byla provedena porovnanim se standardni smési 37
methyl estert MK zanalyzované pfi vySe popsanych chromatografickych

podminkéach.

Validace metody

Vzhledem k aplikaci oficialni AOAC metody, ktera je provéfena, validovana
a zaruCuje spravnost vysledkl, byla validace metody provedena ve zkracené
formé. Validace sestavala z:
» Testovani vhodnosti systému
- 5 nastfikd standardni smési 37 methyl esterd MK
- urCeni poctu teoretickych pater a hodnoty HETP

- rozliSeni a asymetrie piku
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- opakovatelnost reten¢nich ¢ast a ploch pikd vybranych MK
(opakovatelnost nastfiku byla vyjadfena jako relativni
smérodatna odchylka (v %) z péti po sobé& nasledujicich
nastfikl standardni smési)

» Intra-denni opakovatelnosti metody

- provedeni péti analyz vzorkl standardniho rybiho oleje

béhem jednoho dne a vypocteni relativni smérodatné

odchylky hodnot retenénich ¢asl a ploch pikd vybranych MK

Analyza vzork i rybiho oleje v dopl ricich stravy

Z kazdého pfipravku bylo vybrano 10 kapsli, jejichz tekuty obsah byl
preveden do uzaviratelné sklenéné nadobky a prfedstavoval vzorek rybiho oleje ke
zkouSeni. Kazdy vzorek byl analyzovan tfikrat a vysledna hodnota byla vypocitana
jako pramér ze tfi méfeni. Zjisténé vysledky byly porovnany s informacemi
deklarovanymi na obalech doplfika stravy.
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4.2.3 Vysledky a diskuse

Analyza MK

Standardni metoda stanoveni mastnych kyselin v olejich spociva
v prevedeni mastnych kyselin na pfislusné methylestery a jejich nasledné analyze
plynovou chromatografii. Existuje nékolik oficialnich metod, od Iékopisnych (Cesky
lékopis — metoda uvedena v monografii Oleum Jecoris Aselli), pres Ceské narodni
a ISO normy, oficialni AOAC metody, az po aplikacni listy napf. firmy Agilent
Technologies. V ramci tohoto projektu byly vyzkouSeny vSechny vySe zminéné
metody a pro validaci a hodnoceni vybranych pfipravkl byl zvolen postup
vychéazejici z oficialni metody AOAC [66] s nékterymi Upravami, které spocCivaly
v pouziti heptanu jako rozpoustédla, methylesteru kyseliny heptadekanové (C17:0)
jako vnitfniho standardu a v presnéjSim nastaveni teplotniho programu, které
zajistilo kratSi dobu analyzy pfi zachovani dostateéného rozliSeni pikd. V AOAC
metodé je jako rozpoustédlo doporu€en isooctan, nicméné vV literatuie se Casto
setkame s pouzitim hexanu ¢€i heptanu, v némz jsou methyl estery MK také velmi
dobfe rozpustné. Jako IS byl doporu¢en methyl ester kyseliny trikosanové (C23:0),
kvuli vysoké cené v8ak byl nahrazen vySe zminénym methyl heptadekanoatem.
Kyselina heptadekanova se také v rybim tuku pfirozené nevyskytuje a v literature
je Casto uvadéna jako vhodny vnitfni standard pro hodnoceni nenasycenych

mastnych kyselin (viz kapitola 2.1.4).

Validace

Vysledky zkracené validace jsou shrnuty v

Tabulka 4. Pro vyhodnoceni danych parametri byly vybrany v rybim oleji
nejhojnéji zastoupené mastné kyseliny — palmitova, palmitolejova, olejova, a- a y-
linolenova, EPA a DHA.
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Methyl estery vybranych mastnych kyselin
Zkraceny nazev C16:0 | C16:1n7 |C18:1n9c| C18:3n6c |C18:3n3c| C20:5n3 | C22:6
Trividlni nazev/ zkratka palmit. | palmitol. | olejovd | y-linolen. | a-linolen. EPA DHA
Supelco standard
Pocet teoretickych pater 265063 | 227549 | 391644 | 466610 | 401637 | 663112 837315
HETP (mm) 0,0113 | 0,0132 | 0,0077 0,0064 0,0075 | 0,0045 | 0,0036
Rozliseni 13,2 5,9 1,8 5,3 5,8 8,6 3,3
Asymetrie 0,67 0,88 0,67 0,88 1,00 0,90 0,91
Opakovatelnost (% RSD)
- tr 1,59 1,60 1,61 1,64 1,71 1,98 1,93
-A 4,68 4,95 5,90 4,37 4,64 4,02 4,77
Standard rybiho oleje
Opakovatelnost metody
- opakovatelnost tg (%) 1,92 1,89 1,87 1,82 1,88 2,15 2,05
- opakovatelnost A (%) 2,07 2,00 2,36 2,48 2,09 2,23 2,46

HETP = vySkovy ekvivalent teoretického patra
RSD = relativni smérodatna odchylka (%)

tr = retenéni ¢as

A = plocha

Tabulka 4: Vysledky testu vhodnosti chromatografick
smési 37 methyl ester MK a na standardu rybiho oleje.

€ho systému zm éreném na standardni

Slozeni vzork & rybiho oleje — procentuelni zastoupeni mastnych

kyselin

Totoznost oleje obsazeného v kapslich vybranych doplfik( stravy byla
ovéfena pomoci analyzy zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin pfitomnych ve
vzorku a srovnanim se standardem rybiho oleje zakoupenym od firmy Supelco.
Procentuelni obsah MK se vypocita podle vzorce

% (MK) = [Awk / (At = Ais)] x 100,
kde Awk vyjadfuje plochu piku odpovidajici dané MK, At je soucet ploch piki
vSech identifikovanych mastnych kyselin na chromatogramu a A;s je plocha piku
vnitiniho standardu. ZjednoduSené lze vypocet vysvétlit tak, Zze vSechny pfitomné
mastné kyseliny (kromé IS) tvofi 100% a obsah jednotlivych kyselin je vyjadien
jako procentuelni podil.

Zjisténé slozeni MK ve vzorcich rybiho oleje znazorfiuje Tabulka 5. Na
zakladé srovnani testovanych oleji a standardniho rybiho oleje Ize konstatovat, Ze
ve vSech komerénich pfipravcich je skute€né obsazen rybi olej, nebot
procentuelni zastoupeni jednotlivych MK koresponduje se sloZzenim standardniho
oleje. Pouze v pfipadé nékterych kyselin, jako napf. EPA, je mnoZstvi obsazené

v doplicich stravy vySSi nez u standardu, coz lze pravdépodobné vysvétlit

92




rozdilnym druhem morské ryby, z niz byl tuk izolovan. Pro doplriiky stravy je
zamérné  pouzivdn olej zryb s maximalnim  pfirozenym  obsahem
vicenenasycenych mastnych kyselin (treska, makrela a tunék), zatimco standardni
rybi olej pochazel ze sledé. Toto tvrzeni Ize také dolozit vzajemnym porovnanim
sloZzeni oleju testovanych preparatl, které je u vSech tfi pfipravka prakticky
shodné. Na zékladé prezentovanych vysledkd analyz je také mozné nézorné
demonstrovat, Ze rybi olej pfedstavuje velmi bohaty zdroj vicenenasycenych
mastnych kyselin, nebot pfiblizné 40 % pfitomnych MK tvofi pravé w-3 PUFA.

Pro vizualni posouzeni totoznosti rybiho oleje a také pro nazornou
pfedstavu komplexniho zastoupeni mastnych kyselin jsou niZze prezentovany i
chromatografické zaznamy analyz jednotlivych vzorkl (viz Obrazek 24 a Obrazek

25). Na chromatogramech bylo identifikovano celkem 21 pikd odpovidajicich

Ml v s
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Supelco Testované dopl fky stravy
) . standard
Mastné kyseliny rybiho HEMA GS MAX MEDPHARMA
oleje EPA
Zkratka Trivialni ndzev Obsah kyselin (%)
C8:0 kaprylova 0,00 0,19 0,05 0,00
C10:0 kaprinova 0,00 0,20 0,05 0,00
C12:0 laurova 0,00 0,12 0,14 0,12
C14:.0 myristova 7,25 6,88 7,05 6,95
Cl4:1 myristolejova 0,00 0,12 0,00 0,03
C15:0 0,59 0,49 0,57 0,49
C16:0 palmitova 21,18 16,93 17,54 17,58
C16:1n7 palmitolejova 10,09 8,28 8,25 8,70
Cl7:1 0,25 0,00 0,00 0,00
C16:4nl1 0,76 2,31 2,01 2,29
C18:0 stearova 3,78 3,37 3,40 3,43
C18:1n9 cis 10,54 9,16 9,59 8,75
C18:1n7 3,42 3,11 3,06 3,10
C18:1n9+7 cis olejova 13,96 12,27 12,65 9,85
C18:2n6 cis linolejova 1,37 1,26 1,44 1,27
C18:3n6 cis y-linolenova 0,35 0,35 0,36 0,36
C18:3n3 cis a -linolenova 1,31 0,75 0,93 0,79
C18:4n3 3,31 3,30 3,44 3,69
C20:0 arachové 0,24 0,30 0,38 0,42
C20:1nl11 1,56 1,21 1,47 1,55
C20:1n7 0,24 0,20 0,20 0,20
C20:1n7+11 1,80 1,41 1,67 1,75
C20:2n6 0,26 0,20 0,00 0,00
C20:4n6 arachidonova 0,70 0,99 0,99 0,99
C20:3n3 0,14 0,00 0,00 0,00
C20:4n3 1,74 0,88 0,93 1,09
C20:5n3 EPA 13,05 20,47 19,60 20,29
C22:1n11+13 0,21 0,51 0,64 0,68
C22:1n9 erukova 0,12 0,22 0,24 0,27
C23:0 0,73 0,83 0,77 0,84
C24:0 lignocerova 2,64 2,10 2,02 2,05
C22:6 DHA 14,18 15,26 14,87 14,07
Celkem w-3 PUFA 33,73 40,66 39,77 39,93

Tabulka 5: Procentuelni zastoupeni jednotlivych mas
rybiho oleje — Supelco standard a testované prepara

tnych kyselin v hodnocenych vzorcich

ty
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Obsah EPA a DHA ve vzorcich rybiho oleje

Absolutni obsah EPA a DHA v testovanych doplficich stravy je vyjadien
jako mnozstvi latky v miligramech vztazené na 1 gram oleje. Pro vypocet slouZi
rovnice
AX ><VVIS X CFX

m (EPA/ DHA) =
As W, x104

x1000 [mg/q],

kde Ax vyjadiuje plochu piku EPA/ DHA, Ass je plocha piku vnitfniho standardu,
CFx je teoreticky korekéni faktor FID (0,99 pro EPA, 0,97 pro DHA), W,s vyjadfuje
mnozZstvi vnitiniho standardu pfidaného ke vzorku v mg, Ws je navazka vzorku
v mg a hodnota 1,04 pfedstavuje faktor pro vyjadieni vysledku v mg MK na gram
oleje (pfevod hodnoty odpovidajici methyl estertim).

Zjisténé hodnoty obsahu EPA a DHA v testovanych preparatech jsou
shrnuty v Tabulka 6. U vSech hodnocenych doplfikd stravy byly nalezeny nizSi
hladiny EPA a DHA, neZ je deklarovano na krabi¢kach.

Mnozstvi MK [mg/g oleje]

HEMA Rybi tuk GS MAX EPA MEDPHARMA Rybi olej
0
Zjisené | dekl. | % dekl. | zjisténé | dekl. | % dekl. | zjisténé | dekl. | e/ Y
EPA 130,70 154,00 85 140,97 180,00 78 146,77 180,00 82
DHA 95,45 110,00 87 104,78 120,00 87 99,74 120,00 83

dekl. = deklarované mnoZstvi
% dekl. = procento deklarovaného mnoZzstvi

Tabulka 6: Hladiny EPA a DHA vrybim oleji ztestov anych dopl nkd stravy ve srovnani
s hodnotami uvedenymi na obalech vyrobk @

4.2.4 Zaver

Pro hodnoceni obsahu MK v doplficich stravy s rybim olejem byla zvolena
upravena oficialni AOAC metoda zahrnujici esterifikaci MK a naslednou GC
analyzu pfislusnych methyl esterll. Na zakladé analyzy testovanych vzorkd byla
ovéfena totoznost rybiho oleje obsazeného v pfipravcich a souCasné zjistény
hladiny dvou nejdalezitéjSich mastnych kyselin — EPA a DHA. U vSech
hodnocenych preparatl se skute¢né obsahy EPA a DHA pohybovaly v rozmezi
78 - 87 % deklarace.

Reseni prezentovaného projektu umoznilo proniknout do pomé&rné Siroké
problematiky analyzy mastnych kyselin v komplexnim vzorku pfirodniho materialu,

kterym rybi olej bezpochyby je. Ac€koliv je oblast analyzy MK dobfe prostudovana
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a plynova chromatografie pfedstavuje metodu volby pro tuto aplikaci, nejedna se o
jednoduché stanoveni, ale naopak pomérné sloZity proces zahrnujici nékolik
dil¢ich krokd. Coz také potvrzuje fakt, Zze analyza pfirodniho materiadlu vzdy
vyzaduje peclivy pfistup a mize prinést spoustu problému & komplikaci danych
komplexitou pfirodniho vzorku. Prezentovana prace tvofila sou¢éast projektu Fondu
rozvoje vysokych skol zaméfeného na zavedeni nové Ulohy do praktickych cvi¢eni
pfedmétu Specialni instrumentalni metody. Zvolené téma bylo vybrano s cilem
predstavit studentdm moznosti analyzy komplexniho pfirodniho materialu. Prace
nebyla dosud publikovana, avSak vysledky byly prezentovany formou plakatového
sdéleni na konferenci ISC (viz pfiloha 5.10).

Reseni prezentovaného projektu navazovalo na diplomovou préci, ktera
byla vypracovana v ramci programu Erasmus na Univerzité Porto v Portugalsku a
vénovala se hodnoceni obsahu sterolid a mastnych kyselin v olejich z vlaSskych a
liskovych ofechd pomoci plynové chromatografie. Vysledky diplomové prace byly
publikovany v roce 2006 v ¢asopise European Food Reasearch and Technology

(viz pfiloha 5.4).
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4.3 Stanoveni retinolu a a-tokoferolu
v lidském séru metodou UPLC

4.3.1 Uvod

Za&mér této dil¢i prace zahrnoval vyvoj a validaci nové UPLC-UV metody
pro stanoveni retinolu a a-tokoferolu v lidském séru. Cilem bylo porovnani nové
metody s jiz dfive vyvinutymi a v praxi pouzivanymi analytickymi metodami
klasické HPLC vyuZivajici ¢asticovou a monolitickou kolonu, a to prostfednictvim
vybranych parametri (doba analyzy, citlivost, spotfeba mobilni faze, vysledky
validace a finanéni naklady). Vyhodnoceni nejvhodnéjSiho separa¢niho systému
z hlediska rychlosti, citlivosti, jednoduchosti a financni naro¢nosti umoznuje
nalezeni optimalniho analytického postupu pro rutinni analyzu velkého mnozstvi
vzorkl biologického materidlu. Projekt byl feSen vramci Uzké spoluprace
s Vyzkumnou laboratofi gerontologické a metabolické kliniky Fakultni nemocnice

Hradec Kralové.

4.3.2 Vysledky a diskuse

Chromatografické podminky

Pomoci moderni techniky UPLC se podafilo vyvinout vhodnou metodu pro
stanoveni retinolu a a-tokoferolu v lidském séru. Optimalni chromatografické
podminky byly nasleduijici:

» Kolona: UPLC Acquity BEH C18, 100 mm x 2,1 mm i.d., 1,7um
* Mobilni faze: 100% methanol

»  Pratok: 0,48 ml/min

= UV detekce: 325 nm (retinol), 290 nm (a-tokoferol)

= Celkova doba analyzy: 2 min.

VySe zminéna metoda byla porovnana se dvéma HPLC metodami
provadénymi také na reverznich C18 stacionarnich fazich, avSak ve formé
klasické kolony (velikost ¢astic 5 um) a monolitni kolony. V obou srovnavacich
metodach byl jako mobilni faze pouzit 100% methanol, avSak s odliSnymi prutoky
— 1,5 ml/min u ¢&asticové kolony a 2,5 ml/min v pfipadé monolitu. Z hlediska

spotfeby mobilni faze tedy zcela nejekonomictéji vychazi UPLC systém.
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Zatimco monolitni kolona umoZzniuje diky vysokému pratoku alespon rychlou
analyzu stanovovanych vitamind (do 1,8 min), analyza provedend na casticové
koloné trva priblizné 6 minut, tedy zhruba trojndsobek. ZvySeni prutoku u
¢asticové kolony vSak neni mozné z dlvodu limitujicich hodnot zpétného tlaku.
Proto ve sméru ¢asové uspory jednoznacné vitézi pouziti monolitni kolony, hned v
zavésu vSak uspésné konkuruje UPLC. V ramci optimalizace UPLC metody byla
vyzkouSena i 5 cm kolona, ktera pfinaSela dalSi zkraceni analyzy, avSak na ukor
rozliSeni a separace analytu od balastnich latek, které i pfes zvladnuty extrakéni
proces jsou ve vzorku pfitomny. Proto byla 10 cm UPLC kolona shledana jako
optimalni.

PFi posouzeni finan¢ni naro¢nosti popsanych metod je tfeba vzit v Gvahu
jednak spotfebu MF, cenu kolony, ale takeé jeji Zivotnost. V tomto ohledu zajistuje
shodné separacni vlastnosti i po cca 2200 analyzach, coZ je vyrazné delSi
Zivotnost nez u Casticové kolony (700 analyz), i u monolitni kolny (1800 analyz).
Na druhou stranu v pfipadé zvazeni pofizovaci ceny chromatografické sestavy

patfi UPLC technika k tém drazSim, coz také hraje nezanedbatelnou roli.

Validace

Validace metod sestavala z:
» Testovani vhodnosti systému
= UrCeni pfesnosti (opakovatelnost retencnich ¢asa a ploch pikd)
= UrCeni spravnosti (vytéZnost metody po pridani standardniho
pridavku ke vzorku séra)
» Qvéfeni linearity
= UrCeni limitl detekce a kvantifikace
Valida¢ni parametry vSech srovnadvanych metod spliiovaly interni
pozadavky, avSak mezi jednotlivymi chromatografickymi systémy je mozné nalézt
urc€ité rozdily v pfesnosti, spravnosti a citlivosti danych metod. Zatimco UPLC
zajiStuje nejpresnéjsi analyzy, jak vyplyva z minimalnich hodnot relativnich
smérodatnych odchylek opakovatelnosti ploch pikd a retenénich ¢ast (do 0,6%),
pouziti monolitické kolony je naopak nejméné presné, nebot hodnota odchylek
presahuje i 5%. Z hlediska spravnosti vSak vitézi pravé monolitni stacionarni faze.

Citlivost posuzovanych metod vyjadiena limity detekce a kvantifikace neni u
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jednotlivych systéma markantné rozdilna, v absolutnich hodnotach se ale jevi jako

vy os

nejcitlivéjSi technika UPLC.

4.3.3 Zaver

Vyvinuta UPLC metoda predstavuje vhodny analyticky systém pro
sledovani hladin retinolu a a-tokoferolu v lidském séru. Ve srovnani s ¢asticovou
kolonou zajistuje rychlé, pfesné a citlivé analyzy pfi minimalni spotfebé& mobilni
faze, coz je vyhodné predevSim pro rutinni analyzu velkého poc&tu vzorku.
Monoliticka kolona sice také pfinasi ¢asovou Usporu, avsak jeji pouZiti je spojeno
s vysokou spotfebou MF. Oba systémy vSak spliuji veSkeré pozadavky na v praxi
uplatnitelnou analytickou metodu pro stanoveni dalezitych antioxida¢nich vitamin(
v séru. BIlizS§i podrobnosti k této problematice jsou uvedeny v pfiloze 5.5

(publikace v Casopise Analytical and Bioanalytical Chemistry).
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4.4 Separace kyseliny retinové, retinolua  a-,
Y- a 8- tokoferolu pomoci UPLC-MS

4.4.1 Uvod

Hodnoceni antioxidanich vitamind A a E v séru onkologickych pacientt
slouzi ke sledovani oxida¢niho stresu v organismu, ktery je zplsoben napf.
drastickou protirakovinnou lé€bou. Pfestoze se vétSinou sleduji pfedevsim hladiny
retinolu a a-tokoferolu, které Ize analyzovat pomérné jednoduchou HPLC,
eventuelné UPLC metodou s UV detekci (viz prfedchozi kapitola), v sou€asné
dobé se zvySuje zajem |ékafl o monitorovani hladin i dalSich latek ze skupiny
téchto vitamind, predevSim kyseliny retinové a -, y- a o- tokoferoll. Soucasné
stanoveni retinolu a kyseliny retinové, jejichz separace mlze byt problematicka,
stale predstavuje predmét studia klinickych analytickych laboratofi. Podobné i
nalezeni vhodného zpusobu separace jednotlivych tokoferold vychazi ze
stoupajiciho zajmu o jejich rozdilné biologické a antioxidacni vlastnosti a
predstavuje dulezity nastroj pro moznost jejich citlivého hodnoceni v biologickém
materialu.

Z vySe zminéného vyplyva i cil tohoto projektu, ktery zahrnoval vyvoj a
validaci nové UPLC metody pro soucasné stanoveni retinolu, kyseliny retinové a
a-, y- a O- tokoferolu v lidském séru s vyuzitim hmotnostné-spektrometrické
detekce. Rychlost analyzy a citlivost stanoveni pfedstavovaly hlavni poZzadavky na
novou metodu.

Zatimco chemicka struktura a-, y- a &-tokoferolu se lisi po¢tem methylovych
skupin na chromanovém kruhu, B- a y- tokoferoly jsou izomery liSici se pouze
polohou methylovych skupin, a jejich separace na C18 stacionarnich fazich je
prakticky nerealizovatelna. Vzhledem k tomu, Ze sérové hladiny B-tokoferolu jsou
vyrazné nizSi nez v pripadé jeho polohového izomeru, zaméfila jsem se pouze na
analyzu y- tokoferolu. V séru Ize pak tyto vitaminy stanovit jako sumarni hodnotu
obou latek.

Vyvoj jakékoliv analytické metody spocivad v optimalizaci podminek na
standardech stanovovanych latek a teprve poté je mozné aplikovat vyvinutou
metodu na redlny vzorek. Casto tento transfer ze standardu na vzorek vyZaduje
upraveni analytickych podminek vzhledem krdznym vlivam vyplyvajicim

z nestandardnich vlastnosti reédlnych vzorkd, a v pfipadé biologického materialu to
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plati dvojnasob. Postup prace na tomto Ukolu sestaval nejprve z optimalizace
podminek pro MS detekci standardl danych latek a nalezeni prostfedi, ve kterém
jsou vS8echny latky uspokojivé ionizovany a poskytuji dobry signal. Poté byly
optimalizovany podminky pro UPLC separaci ve spojeni s MS detekci a vyvinuta

metoda byla validovana.

4.4.2 Experimentalni ¢ast
Chemikalie

= Standardy: Retinol, Kyselina retinova (Sigma Aldrich, CR),
Tocopherol set (a, B, y a &-tokoferoly, Merck, CR)
= Methanol (Cistota LC-MS), Kyselina mravenci p.a. (Sigma Aldrich,
CR)
= Dusik pro MS (Linde, CR)
» Standardni roztoky:
0 zasobni roztoky retinolu a kyseliny retinové — ¢ = 1000 pmol/I,
rozpusténi v methanolu, roztoky uchovavat vtmavém skle
v mraznicce pfi -15C
0 zasobni roztoky tokoferold — ¢ = 500 ymol/l, nejprve rozpustit
v malém mnozstvi hexanu a poté doplnit methanolem,
uchovavat v tmavém skle v lednici pfi +4 C
0 ze zasobnich roztoku byly fedénim pfipraveny pracovni
roztoky pro optimalizaci (c(retinol, kyselina retinova) = 0,4
pmol/l; c(tokoferoly) = 1 umol/l) a kalibraéni roztoky pro
zméreni kalibraéni kfivky (kalibraéni rozmezi viz kapitola

Vysledky a diskuse)

UPLC podminky

= Kolona: Acquity BEH C18, 2,1 mm x 50 mm; 1,7 ym (Waters, CR)

» Instrumentace: kapalinovy chromatograf Acquity UPLC s TUV
detektorem (Waters, CR)

» Mobilni faze: MeOH : 0,2% HCOOH 94:6 (v/v)

*  Pratok MF: 0,38 mil/min.

» Délka analyzy: 3,5 min.
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MS podminky

* [Instrumentace: hmotnostni spektrometr Micromass Quattro Micro
API vybaveny trojitym kvadrup6lovym analyzatorem (Waters, CR)

= lonizace: ESI”

» ZmlZujici a susici plyn: N

» Kolizni plyn: Ar

» Podrobné podminky MS detekce viz nize a v Tabulka 7 a Tabulka 8

V ramci MS detekce byly optimalizovany podminky pro dva detekéni mody
— SIM a SRM. Mad SIM (Single lon Monitoring) umoZzniuje sledovani ur€itého iontu
(charakterizovaného hodnotou m/z) v ¢ase. SIM mdd vyplyva z prosté ionizace
latky v iontovém zdroji a nevyuziva fragmentace iontd, Cili Ize provést i na pfistroji,
ktery je vybaven pouze jednoduchym kvadrupdlem. U trojitého kvadrupdlu je pfi
méfeni v mdédu SIM pouZit jeden kvadrupdl jako hmotnostni analyzator a ve
zbylych dvou dochazi pouze k urychleni leticich iontld. Naopak méd SRM (Single
Reaction Monitoring) lze aplikovat pfi cilené fragmentaci vybraného iontu a slouzi
ke sledovani urcité fragmentacni reakce neboli prechodu matefského iontu na iont
dcefiny. MRM méreni je citlivéjSi, nebot sledovani urdité kolizni reakce je mnohem
selektivnéjSi nez skenovani vybrané molekulové hmoty. Zaznam z méfeni v téchto
modech ma podobu chromatogramu — kazdému analytu pfislusi pik, jehoz plocha

je pfimo umérna jeho koncentraci.

* Mod SIM

Sledované ionty:

- retinol: Mg isotop. = 286.23; sledovani fragmentu [M—H,0]" = m/z 269 (odstépenti

molekuly vody)
- kys. retinova: Mg isotop. = 300.21; sledovani molekulového iontu [M+H]" =
m/z 301

- 5-tokoferol: Mg isotop. = 402.35; sledovani molekulového iontu [M+H]" = m/z 403
- y-tokoferol: Mg isotop. = 416.37; sledovani molekulového iontu [M+H]" = m/z 417
- a-tokoferol: Mg isotop. = 430.38; sledovani molekulového iontu [M+H]" = m/z 431
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g| . Cone Capillary | Teplota Pratok Dwell ..
edovany . . Retenéni
iont (m/z) voltage voltage zdroje N, time &as (min)
(kV) (kV) () (L/hod) (sec)

retinol 269 25 0.7 0.79
kyselina 301 20 0.6 0.79
retinova

O-tokoferol 403 35 3.5 400 600 0.7 2.15
y- tokoferol 417 40 0.7 2.61
a- tokoferol 431 30 0.7 3.02

Tabulka 7: Optimalni podminky MS detekce v médu SIM
Cone voltage = nap éti na vstupnim kuzelu, Capillary voltage = nap  éti na kapilé e, Dwell time
= délka jednoho skenu vybraného iontu

e Mod SRM
Sledovany | Cone : Teplota | Prutok | Dwell - Cone
. Capillary : : Collision gas
prechod | voltage voltage zdroje N, time voltage flow
(m/z) (kV) () (L/hod) | (sec) (L/hod)
retinol 269 — 193 15 0.7 25
kyselina 301 — 123 10 0.6 15
retinova
O-tokoferol 403 — 137 25 3.5 400 600 0.7 20 100
y- tokoferol | 417 — 151 25 0.7 30
a- tokoferol | 431 — 165 25 0.7 30

Tabulka 8: Optimalni podminky MS detekce v médu SRM

Cone voltage = nap éti na vstupnim kuZelu, Capillary voltage = nap  éti na kapila fe, Dwell time
= délka skenu vybraného p Fechodu, Collision voltage = kolizni nap éti, Cone gas flow =
pruatok dusiku kolem vstupniho kuZele, zabra nuje zne ¢iSténi kuzele a €asto zvySuje signal
detektoru

Validace metody

V ramci validace metody byly pro SIM i SRM hodnoceny tyto parametry:

= Opakovatelnost ploch pikd a retenénich ¢asu (5 nastfikl standardni
sSmési)

= Kalibraéni kfivka, korela¢ni koeficient, linearni rozsah

» Limity detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) (Limit detekce vyjadfuje
minimalni detekovatelnou koncentraci analytu a byl uréen
experimentalné pomoci postupného fedéni roztoku standardu. LOD
byva také definovan jako trojnasobek Sumu méfeni. Limit
kvantifikace je poté vypocitan jako desetinasobek Sumu pomoci
zjisténé hodnoty LOD (LOQ =10 x LOD / 3).
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4.4.3 Vysledky a diskuse

Optimalizace podminek MS detekce

Prostfednictvim pfimého nastfiku pracovnich roztokd jednotlivych
standardd do hmotnostniho spektrometru byla provedena optimalizace podminek,
kterd sestavala z testovani riznych rozpoustédel a jejich smési s tékavymi aditivy
usnadnujicimi ionizaci analytl. Za timto Gc¢elem byl vyzkouSen methanol a
acetonitril ve smési s HCOOH, CH3COOH, NH,OH, NH,"CH>COO" a methyl-terc-
buthyletherem. Koncentrace aditiv ve smési s rozpoustédly leZela vrozmezi
0,001-0,05 % (v/v). Soucasné byly ladény i podminky pfistroje:

- VyzkouSeni ionizace elektorsprejem (ESI) a chemické ionizace za
atmosférického tlaku (APCI) v kladném mddu (sledovani kladnych
iontu)

- Napéti na kapilafe a vstupnim kuzelu

- Teplota zdroje

- Pratok dusiku

Intenzita signalu byla sledovana pomoci ,full scan® méfeni, kdy je
proméfovan rozsah zadané molekulové hmoty a vysledkem je hmotnostni
spektrum analyzované latky. Navic byla u kazdého analytu proméfena i dcefina
spektra, z nichz lze urcit intenzivni fragment pro SRM méreni. Jako optimalni
podminky byly stanoveny ty, které zajiStovaly stabilni signal a intenzivni odezvu.
Pro kazdy analyt tak byly zjistény vhodné parametry méfeni, avSak pro jejich
spole¢nou analyzu musel byt nalezen kompromis, pfi kterém bylo mozné vSechny
latky uspokojivé detekovat. Timto kompromisem se zdala byt ionizace ESI® a
smés methanolu a 0,1% HCOOH v poméru 95:5 (v/v), kterd byla pouzita jako

startovaci mobilni faze pro optimalizaci podminek UPLC-MS.

Optimalizace UPLC-MS podminek

PfestoZe Ize pomoci pfimého nastfiku vytipovat vhodné podminky pro MS
detekci analyzovanych latek, v okamzZiku spojeni separacni techniky
s hmotnostnim detektorem nastava druhy optimaliza¢ni krok. Jednak je Zadouci
zajistit separaci latek pomoci kapalinové chromatografie, a jednak je nutné vyladit
pritok mobilni faze a znowvu i jeji sloZzeni, nebot tyto faktory maji vyznamny vliv na

UPLC-MS analyzu. Stejné tak i ostatni technické parametry jako napéti v iontovém
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zdroji, teplota, pratok dusiku atd. je nutné znovu optimalizovat v uzSim rozmezi
s pouzitim informaci ziskanych z pocatec¢ni optimalizace MS jako vychozich
podminek pro presné doladéni. Pro oba mody SIM a SRM musi byt provedena
optimalizace i nasledna validace zvlast, protoZze se v podstaté jedna o dvé

samostatné analytické metody.

 Mdbd SIM
Optimalizované parametry:
1. Pratok MF
- MF MeOH : 0,1% HCOOH 95:5 (v/v)

- rozmezi 0,38 — 0,48 ml/min

- optimum 0,38 ml/min (nizSi pratoky vyrazné prodluzovaly
analyzu, coz bylo nezadouci)
2. Podil HCOOH v MF

- rozmezi 5-10% HCOOH 0,1%, pak zvySena koncentrace
HCOOH na 0,2% a sledovani odezvy vrozmezi 4-6%
HCOOH 0,2%

- optimum MeOH : 0,2% HCOOH 94:6 (v/v)

- zvySovanim podilu vodné faze (aditiva) se sice zvySuje i
odezva, ale také se vyrazné prodluzuje ¢as analyzy. Pfi 10%
HCOOH 0,1% byla sice odezva nejvysSi, ale analyza trvala
vice nez 8 minut

Capillary voltage v rozmezi 2,5 - 4 kV, optimum 3,5 kV

Teplota 300 - 450C, optimum 400 T

Prutok dusiku 500 - 700 L/hod., optimum 600 L/hod

Cone voltage — retinol + kyselina retinova — rozmezi 10 - 30 kV

o o bk w

- tokoferoly — 30 - 50 kV, optimalni hodnoty viz Tabulka 7

Za vySe zminénych optimalnich podminek bylo dosazeno separace retinolu
a vSech tokoferoll az na zakladni linii v ¢ase cca 3,2 min. Retinol a kyselinu
retinovou nelze za téchto podminek separovat na koloné (obé latky eluuji
v totoZzném retenénim ¢ase), avSak vyuzitim separacnich moznosti hmotnostniho
spektrometru je dosazeno rozliSeni pomoci sledovani rozdilnych iontd (iont 269
pro retinol a 301 pro kyselinu retinovou). To znamena, Ze bé&hem jednoho

okamziku jsou v hmotnostnim detektoru sledovany dva rizné ionty a ziskame tak
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dva samostatné zaznamy. Vzorovy zaznam UPLC-MS analyzy standardni smési

vSech vitamind zméfeny za optimélnich podminek v médu SIM je zndzornén na

Obrazek 26.

smes SIR optimalni
SMES NEW 75A

1004

%

Kyselina retinova

SIR of 1 Channel ES+
TIC
4.27e5

0.40

T LAARA)
340 360 3.80 400 420

T 1
4.40
2: SIR of 1 Channel ES+
TIC
1.22e6

0 T
0.00 0.20 0.40

T LAARA)
340 360 3.80 400 420

4.‘40 ‘

3: SIR of 1 Channel ES+
TIC

2.03e5

T T NSARLAARAS)
340 360 3.80 400 420

T

4.40

4: SIR of 1 Channel ES+
TIC

6.03e5

0 T
0.00 020 0.40
smes new 75

1004

"340 360 380 400 420

sl

4.40

5: SIR of 1 Channel ES+
TIC

5.95e5

a- tokoferol

Obrazek 26: Zdznam z UPLC-MS analyzy standardni sm ési za optimalnich podminek v médu

SIM. Koncentrace retinolu a kyseliny retinové = 0,4

Validace:

pmol/l, tokoferol @ =1 pmol/l.

Vysledky validace UPLC-MS metody v modu SIM jsou shrnuty v Tabulka 9:

Vysledky validace UPLC-MS metody v médu SIM. Kalibra¢ni rozmezi byla zvolena

podle pramérnych hladin vitamina v lidském séru, které &ini pfiblizné 20 pymol/l (a-
tokoferol), 3 umol/l (y- tokoferol), 0,3 — 1,3 pmol/l (a- tokoferol), 0,7 — 2,8 pmol/l

(retinol) a 0,01 umol/l (kyselina retinova) [50].
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. Kys. o- Y- a-

Retinol retinova tokoferol tokoferol tokoferol
Opakovatelnost
plochy (%RSD) 3,69 1,09 2,31 1,52 1,43
Opakovatelnost
ret. Gasu (%RSD) 0,00 0,00 0,00 0,16 0,00
Kalibraéni 0,27 —
rozmezi (umol/L) 0,05-4,05 | 0,05-2,00 0,02-5,00 0,03-5,00 50,00
Korelacni 0,998 0,992 0,996 0,998 0,999
koeficient
LOD (umol/L) 0,02 0,004 0,01 0,02 0,005
LOQ (umol/L) 0,07 0,013 0,03 0,07 0,017

Tabulka 9: Vysledky validace UPLC-MS metody v médu SIM

* Mbd SRM

V druhém maodu byly optimalizovany stejné parametry jako v pfipadé SIMu,

jen doplnéné o kolizni napéti a ,Cone gas flow" (viz Tabulka 8). Podminky UPLC

separace byly zcela shodné, odliSny je pouze zplsob detekce, kdy se v pripadé

modu SRM sleduje kolize matefského na dcefiny iont. Vzorovy zaznam UPLC-MS

analyzy standardni smési vSech vitamind zméfeny za optimalnich podminek

vmodu SRM je znazornén na Obrazek 27 a vysledky validace jsou shrnuty

v Tabulka 10 .

Retinol reﬁrxl/cs)\./é 5-tokoferol | y-tokoferol toko?(_erol
Opakovatelnost
plochy (%RSD) 2,80 4,07 4,30 5,16 2,00
Opakovatelnost
ret. Gasu (%RSD) 0,00 1,21 0,00 0,00 0,42
Kalibraéni 0,27—-
rozmezf (umol/L) 0,05-4,05 | 0,05-2,00 0,02-5,00 0,03-5,00 50,00
Korelacni 0,999 0,994 0,998 0,995 0,994
koeficient
LOD (umal/L) 0,003 0,01 0,003 0,013 0,007
LOQ (umol/L) 0,01 0,03 0,01 0,04 0,023
LOD (HPLC-UV) 0,02 n.a. n.a. n.a. 0,1

n.a. = hodnoty nejsou k dispozici

Tabulka 10: Vysledky validace UPLC-MS metody v médu
V poslednim Fadku jsou pro srovnani uvedeny hodnoty LOD dosazené

UPLC-UV.

SRM.

p¥i pouZziti metody
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Obrazek 27: Zdznam z UPLC-MS analyzy standardni sm ési za optimalnich podminek v médu
SRM. Koncentrace retinolu a kyseliny retinové = 0,4 pmol/l, tokoferol @ =1 pmol/l.

Srovnani SIM a SRM

vs 7

Na délku analyzy nema vybér méficiho modu zadny vliv, v obou pfipadech
analyza trva 3,5 minuty. Oba mody vSak Ize srovnavat z pohledu valida¢nich
vysledkd. Co se tyCe presnosti nastfiku hodnocené jako opakovatelnost retenénich
Casli, jsou vysledky vobou pfipadech perfektni, smérodatna odchylka
nepresahuje 0,5 % a ve vétSiné analyz byly retenéni ¢asy analyti zcela shodné.
Mirné rozdilné vysledky muzeme pozorovat u opakovatelnosti plochy piku.
Z tohoto hlediska se jevi méd SRM jako méné presny, aviak hodnota RSD u
vSech latek kromé y-tokoferolu neprekracuje 5 %. Co se tyce citlivosti vyjadiené
jako LOD, lIze konstatovat, Ze obé& metody jsou také srovnatelné, méd SRM
poskytuje jen velmi mirné nizSi detekéni limity. V pfipadé aplikace metody na
biologicky material by vSak vyuZiti kolize mohlo zvysit citlivost stanoveni, protoze
by se tak mohly odstranit interferujici necistoty.
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Analyza biologického materialu

PFi méfeni redlnych vzorku séra, které byly pfed analyzou vhodné upraveny
pomoci LLE ve Vyzkumné laboratofi gerontologické a metabolické kliniky Fakultni
nemocnice Hradec Kraloveé, se povedlo detekovat retinol a vSechny druhy
tokoferold. BohuZzel nebylo mozné identifikovat pik kyseliny retinové, z ¢ehoz
vyplyva potieba upraveni extrakéni metody se zaméfenim na extrakci této latky.
PFi opakovaném méreni vzork( a také pfi hodnoceni spravnosti metody pomoci
standardniho pfidavku ke vzorkim séra se vSak vyskytly problémy projevujici se
postupné klesajici odezvou detektoru, a proto nebylo mozné vytéZznost vyhodnotit.
Narazili jsme zde zfejmé na problém iontové suprese, ktera predstavuje jeden
z hlavnich problém0 vyuZiti hmotnostni spektrometrie v Klinickych laboratofich.
Pfiklad UPLC-MS analyzy séra v obou modech je zndzornén na Obrazek 28.

lontova suprese je zplsobena prFitomnosti netékavych ¢i méné tékavych
latek, které méni ucinnost vzniku kapi¢ek a jejich odparovani, coz vyznamné
ovliviiuje pocet nabitych iontl, které dorazi az k detektoru. Na iontové supresi se
podili razné vlivy z matrice, nej¢astéji soli, endogenni latky, IéCiva ¢i jejich
metabolity. Navic je prokazano, Ze pravé ionizace elektrosprejem je kiontove
supresi nachylnéjsi a také, ze molekuly o vySSi molekulové hmotnosti mohou
potlacovat signal mensich molekul. Polarni analyty jsou obecné iontovou supresi
vice ovlivnény. [105]

V ramci pokracujicich experiment je proto nezbytné vzit jev iontové
suprese v Uvahu a zaméfit se na jeho potlaceni napfiklad Upravou extrakénich

postupu, pouzitim vnitfniho standardu ¢i zménou chromatografickych podminek.

Navrhy na dalSi experimenty:

» Optimalizace extrakéniho postupu

» Pokusit se o separaci retinolu a kyseliny retinové iz na koloné
Upravou sloZzeni mobilni faze ¢&i pouZitim jiné faze stacionarni, i za
cenu delSi analyzy — mozné dosazeni citlivéjSi a selektivnéjsi
analyzy

* Nalezeni vhodného vnitfniho standardu

» Qvéfeni spravnosti metody na vzorcich séra

* Revalidace metody
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4.4.4 Zaveér

Pro separaci retinolu, kyseliny retinové a a-, y-, a d- tokoferolu byla vyvinuta
nova a rychla UPLC metoda s hmotnostné-spektrometrickou detekci v médech
SIM a SRM. Validace metody byla provedena zatim jen s pouzZitim standardu.
Aplikace UPLC-MS metody na biologicky material pfinesla ne¢ekané problémy se
spravnosti (vytéznosti) vyplyvajici ze zkresleni vysledkd danych pfitomnosti
ruSivych latek ve vzorku upraveného séra. Jedna se pravdépodobné o vliv iontovée
suprese, ktera muze zpuasobovat zménu signalu MS detektoru a tim zkreslovat
vysledky analyzy. Tato problematika vSak jiz pfesahuje ramec této disertacni
prace, nebot vzniklé potize z ¢asovych divodd nebylo mozné odstranit a aplikace
vyvinuté UPLC-MS metody na biologicky material nyni pfedstavuje Ukol pro
.Sluzebné mladSi“ studenty doktorského studia na Katedfe analytické chemie.
Soucasti diskuse jsou proto i razné navrhy a napady na sméfovani dalSich
experimentd v navaznosti na doposud dosazené vysledky.

VyreSeni vzniklych potizi zptusobenych komplexitou biologické matrice a
ziskani tak citlivé a rychlé metody pro analyzu ddlezitych antioxidanich vitaminu
v séru by pfineslo novy Uc€inny analyticky nastroj pro klinicky monitoring danych
latek napf. v rdmci Iékarského vyzkumu.

Dosavadni vysledky byly prezentovany formou plakatového sdéleni na
konferenci RDPA (viz pfiloha 5.13).
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4.5 Stanoveni gentisinu, isogentisinu a
amarogentinu v ho fFci zlutém pomoci
kapilarni elektroforezy

4.5.1 Uvod

Béhem studijni stdZze na Farmaceutickém institutu Univerzity Innsbruck,
Katedfe farmakognosie, jsem se vénovala vyvoji CE metody pro stanoveni
obsahovych latek kofene hofce Zlutého (Gentiana lutea), konkrétné horkého
sekoiridoidu amarogentinu a dvou xanthonu — gentisinu a isogentisinu, které jsou
navzajem polohovymi izomery. Vzhledem ke komplexnimu sloZeni hofcového
extraktu bylo hlavnim (Okolem nalézt optimalni CE podminky pro separaci,
identifikaci a kvantifikaci vybranych slou€enin. Experimenty zahrnovaly testovani
riznych pufrovacich roztokd v urcitém rozmezi pH, pouZiti micelarnich systémd,
pridavek organickych modifikatord a vyzkouSeni raznych druhl cyklodextrinG pro
chiralni separci gentisinu a isogentisinu. V ramci optimalizace byl sledovan vliv
teploty, koncentrace a pH pufru, koncentrace cyklodextrinll a vinova délka pro
pfimou UV detekci. Soucasti projektu byla i validace vyvinuté metody v rozsahu
ovéfeni linearity, citlivosti, pfesnosti a spravnosti, a finalné byla metoda aplikovana
na analyzu nékolika komeréné dostupnych vzorkl hofcového kofene. Shodou
okolnosti védecky tym zminéného pracovisté nedavno vyvinul novou HPLC-MS
metodu pro stanoveni vSech obsahovych latek hofce [83], ktera proto poslouzila

ke srovnani obou metod z riznych hledisek.

4.5.2 Vysledky a diskuse

Podminky CE analyzy

» Kapilara: kfemenna kapilara potazena polyimidovou vrstvou, 50 pm
i.d. x 60 cm efektivni délka (Polymicro Technologies, Phoenix, USA)

=  Pufr: 100 mM NazB4O7, pH =9,3 + 10 mM B-cyklodextrin

= Napéti: 25 kV

= Teplota: 30C

= Nastfik: hydrodynamicky, 50 mBa, 5 sec.

= Detekce: DAD, gentisin, isogentisin — 260 nm, amarogentin —
242 nm
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VSechny analyzované slouc€eniny jsou elektroneutralni latky s hodnotami
pKa kolem 7 a slabé kyselym charakterem daném pfitomnosti hydroxylovych
skupin na aromatickych jadrech. Gentisin a isogentisin jsou vzhledem k jejich
polohové izomerii v elektrolytovém systému zcela shodné nabity, a proto Ize CE
separace dosahnout bud pfidavkem chiralniho modifikatoru (cyklodextrin) a nebo
vytvofenim micel vramci micelarni elektrokinetické chromatografie (MEKC).
Béhem optimalizace metody byly vyzkouSeny obé& zminéné varianty. Pfi MEKC
s pouzitim standardni smési bylo dosazeno dobrého rozliSeni, které se avsak pfi
analyze hofcového extraktu vyrazné zhorSilo zddvodu smyvani pik{
stanovovanych latek s jinymi interferujicimi latkami v extraktu. Proto se jako
vhodnéjSi ukézalo vyuZiti p-cyklodextrinu, které zajiStovalo Uspé&Snou separaci
obou latek jak ve standardu, tak v extraktu.

Na dobu analyzy, rozliSeni a tvar pikd méla také vyrazny vliv koncentrace
pufru a jeho pH. Srostouci molaritou tetraboritanového tlumivého roztoku
vrozmezi 25 — 125 mM se sice prodluzovala délka stanoveni, avSak rozliSeni
cilovych analyti od ostatnich latek v rostlinném materialu se zlepSovalo, proto byla
jako idealni zvolena 100 mM koncentrace. Vysledny generovany proud byl za
téchto podminek pomérné vysoky (pfiblizné 115 pA), avSak nezplsoboval

nestabilitu systému ani problémy se vznikem Joulova tepla.

Validace

Linearita pouZzité metody byla ovéfena v Sirokém koncentraCnim rozsahu
(pfiblizné 2 — 100 pg/ml pro gentisin a isogentisin a 3 — 180 pg/ml pro
amarogentin) s korelacnimi koeficienty 0,9988 - 0,9994. Citlivost metody
vyjadifena hodnotami LOQ se pohybovala v rozmezi 2,3 ug/ml (gentisin) — 4,1
Mg/ml (amarogentin). Spravnost hodnocena metodou standardniho pfidavku na
tfech koncentraCnich Urovnich a vyjadfena jako vytéZznost se nachazela
v pfijatelném rozmezi 95 — 105 %. Pfesnost metody a nastfiku byla hodnocena
v ramci jednoho dne (intra-denni) a tfi dni (inter-denni) a kromé jedné vyjimky

nepresahla relativni smérodatné odchylka hodnotu 5%.
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Analyza komer énich vzork a G. lutea

Pét vzorkd mleté drogy bylo extrahovano methanolem v ultrazvukové lazni
a pfipraveny extrakt byl analyzovan vyvinutou CE metodou. Ve vSech vzorcich
obsah isogentisinu pfevazoval nad gentisinem. Koncentrace amarogentinu byla
oproti xanthonlm vyrazné nizsi, u dvou vzork dokonce nedosahovala ani LOQ, a

proto nemohla byt kvantifikovana.

Porovnani s HPLC

Rozdilny chemicky charakter obsahovych latek a/ ¢&i jejich strukturni
podobnost predstavuji velkou vyzvu pro analytika stojiciho pred Ukolem nalézt
optimalni metodu pro analyzu hofcového extraktu. Ackoliv se v HPLC metodé [83],
ktera se nabizi ke srovnavani, podafilo separovat vSechny obsazené slouceniny,
kapilarni elektroforéza pfinasi také sva pozitiva. Kromé obecné znamé a pozitivni
malé spotfebé rozpoustédel CE umoZiuje napadné lepsi separaci gentisinu a
isogentisinu, navic ve vice nez polovicnim retenénim ¢ase (HPLC analyza trvala
30 min.). Naopak CE nemUze konkurovat v dosazené citlivosti, ktera je u HPLC az
o dva fady nizsi. Zodpovédné vSak lze konstatovat, Ze ob& metody poskytuji
spravné a presné vysledky, nebot zjisténé hladiny sledovanych analytd byly

v ramci smérodatné odchylky srovnatelné.

453 Zaver

Pro analyzu tfi farmakologicky zajimavych latek obsaZenych v kofenu hofce
Zlutého byla vyvinuta a validovana nova CE metoda, ktera sou€asné poslouzila i
k hodnoceni obsahu cilovych latek v realnych vzorcich drogy. Celkova doba CE
analyzy cinila 11 minut. Na zakladé srovnani pouzit¢ CE metody s HPLC
technikou byla vyzdviZzena vyrazné lepSi separace gentisinu a isogentisinu, a také
rychlost analyzy dosazena pfi pouziti CE. Kapilarni elektroforéza tak mize byt pro
danou aplikaci pravem povazovana za plnohodnotnou alternativu k HPLC.

BlizSi podrobnosti k této problematice jsou uvedeny v pfiloze 5.6 —
publikace vyvinuté metody v ¢asopise Journal of Separation Science).

116
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Abstract

In the presented study, a simple and original procedure of phenolic acids derivatization treated by ethyl and methyl chloroformate performed
in an aqueous media consisting of acetonitrile, water, methanol/ethanol and pyridine has been modified and optimized. Seven phenolic acid
standards—caffeic, ferulic, gallic, p-coumaric, protocatechuic, syringic and vanillic were derivatized into corresponding methyl/ethyl esters and
subsequently determined by the means of gas chromatography connected to the flame-ionisation detector (FID). Some selected validation parame-
ters as linearity, detection and quantitation limits and peak area repeatability were valued. The total time of gas chromatography (GC) analysis was
24 min for methyl chloroformate and 30 min for ethyl chloroformate derivatization. The more suitable methyl chloroformate derivatization was used
for further experiments on the possibility of multiple pre-concentration by the direct solid phase microextraction technique (SPME). For this pur-
pose, polyacrylate (PA), polydimethylsiloxane (PDMS), carboxen/polydimethylsiloxane (CAR/PDMS) and polydimethylsiloxane/divinylbenzene
(PDMS/DVB) fibres were tested and the extraction conditions concerning time of extraction, temperature and time of desorption were optimized.
The most polar PA fibre gave the best results under optimal extraction conditions (50 min extraction time, 25 °C extraction temperature and 10 min
desorption time). As a result, the total time of SPME-GC analysis was 74 min and an increase in method sensitivity was reached. The limits of
quantitation (LOQ) of p-coumaric, ferulic, syringic and vanillic acid esters after SPME pre-concentration were 0.02, 0.17, 0.2 and 0.2 pg mL~",

respectively, showing approximately 10 times higher sensitivity in comparison with the original GC method.

© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Phenolic acids; Derivatization; Gas chromatography: Solid phase microextraction

1. Introduction

In recent years, high attention is paid to natural substances
with antioxidant activity due to increasing incidence of serious
pathologies such as cancer, cardiovascular diseases or inflam-
mation, which are caused, among others, by harmful effects of
free radicals. Naturally occurring plant compounds (vitamins,
flavonoids, phenolic acids, etc.) may inhibit various stages in
the cancer process and protect the body tissues against oxidative
stress [1.2]. Polyphenolic compounds comprising flavonoids
and phenolic acids occur ubiquitously in foods of plant ori-
gin and count to the most abundant antioxidants in our diet.
It was reviewed that the metabolites formed in our tissues after
ingestion of polyphenols significantly contribute to the antiox-

* Corresponding author. Fax: +420 405 518 718.
E-mail address: solich@faf.cuni.cz (P. Solich).

0003-2670/% — see front matter © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.aca.2006.04.077

idant capacity and prevention of oxidative stress and play an
important role in the prevention of human pathologies [3]. Veg-
etables, fruits, chocolate and beverages such as wine, fruit juices,
tea or coffee are sources rich in polyphenols and their con-
sumption may reduce the risk of above mentioned diseases
[4-T].

Phenolic acids belong to an important group of antioxidants
naturally present in all plant materials. They form approximately
one third of total phenols and comprise hydroxycinnamic and
hydroxybenzoic acid derivatives (Fig. 1). The major representa-
tive of hydroxycinnamic acids, acting as flavonoid precursors, is
catfeic acid, plentifully included in coftee. Gallic acid, serving
as a substrate for tannins production, belongs to the most impor-
tant hydroxybenzoic acids in plants due to the protective role of
tannins against pathogens and insects [8]. Besides their primary
antioxidant activity, polyphenols also display a wide variety
of biological functions, such as antiproliferative and cytotoxic
activity [9], hypocholesteramic and hypolipidemic properties or
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Fig. 1. The chemical structure of different phenolic acids: (a) hydroxybenzoic acids; (b) hydroxycinnamic acids.

antibacterial and antivirus activities for which they are widely
used in phytotherapy [8].

Therefore, reliable and practical methods for separation,
identification and quantitative analysis of phenolic compounds
are frequently required. There are many publications dealing
with phenolic acids determination, most of them are based
on reverse-phased high performance liquid chromatography
(HPLC) techniques with a binary solvent system commonly
coupled with spectrophotometric, electrochemical or mass spec-
trometry (MS) detection [10]. The most applied way of detection
is UV—vis spectrophotometry, including diode-array detection,
used for assessment of phenolics in wine [11.12] fruit juices
[13], tea [14], plant materials [15,16] or in human plasma [17].
An HPLC-MS technique was employed for phenolic acids and
flavonoids determination of apples and pears [18]. Electromi-
gration techniques, e.g. isotachophoresis coupled with capillary
zone electrophoresis [19] or microchip capillary electrophoresis
[20]. represent another way of phenolic acids analysis. Besides
the above mentioned methods, these compounds may be also
determined by gas chromatography techniques with preceding
derivatization step and combined with flame-ionisation (FID)
[21-23].electron-capture (ECD) [24] or MS detection [8,21.25].

Although the HPLC method seems to be the preferred choice,
GC can also serve as a suitable and reliable way of determina-
tion, chiefly in case of complex natural matrices, such as plant
extracts or biological fluids, where an analytical system of high
resolution is required. Moreover, in these examples, the neces-
sity of derivatization resulting from non-volatility of studied
substances means a sort of isolation of the target compounds
from the complex sample and might be advantageous.

There is a wide range of derivatization methods of hydroxy
compounds comprising silylation and non-silylation techniques
(alkylation, acylation, condensation) [26.27]. A difficulty of the
silylation process may be the need of non-aqueous environment
for the reaction, while some non-silylating derivatization tech-
niques allow to be performed in presence of water.

Concerning specifically the phenolics determination, besides
employing the silylating applications, e.g. analysis of phe-
nolic acids in plant tissues, propolis and grasses [8] or
microwave-accelerated derivatization of standards treated with

bis{trimethylsilyl)acetamide [28], some papers concerning non-
silylation ways have also been reported. A smooth and simple
procedure for derivatization of urinary hydroxycarboxylic acids
and some phenolic acids by treatment with ethyl and methyl
chloroformates enabling water surrounding has been developed
[23.29]. Furthermore. an in-vial method for combined derivati-
zation and extraction of eight phenolic acids and four flavonoids
from plant extracts using phase transfer catalysis followed by
GC-MS determination has been described [30)].

Extraction techniques enable evaluation of micronutrients
contained in plant sources in very low concentrations (ug kg ™').
Many different extraction methods exist for antioxidant phyto-
chemicals, most of them are based on solvent extraction using
water, organic solvent or liquefied gas or combinations of them.
However, solvent extraction requires the use of large amounts of
organic solvents which is environmentally unfriendly and poses
health risks. Alternative extraction methods such as solid phase
extraction (SPE) [16,17.31-33] microwave assisted extraction
(MAE) [34]. supercritical fluid extraction (SFE) [10] or solid
phase microextraction (SPME) might be advantageous through
their suitable extraction efficiency, selectivity, concentration
potency and lower financial and environmental demands in com-
parison with conventional extraction processes.

SPME is a simple extraction technique based on the concen-
tration of an analyte on a fibre coated with different sorbents.
Several experimental coatings have been prepared and investi-
gated for a range of applications [35] including simple poly-
dimethylsiloxane (PDMS) and polyacrylate (PA) coatings or
mixed polymers with suspended porous particles such as car-
boxen/polydimethylsiloxane (CAR/PDMS) or polydimethyl-
siloxane/divinylbenzene (PDMS/DVB). PDMS is a liquid coat-
ing and PA is a solid polymer of low density, both involving
predominantly absorption of the analytes, i.e. diffusion of the
analyte molecules into the absorbent. Mixed coatings enable
interactions mainly determined by the adsorption process on the
porous particles [35]. After the extraction, the SPME device is
simply inserted into the tempered injection port of a gas chro-
matograph and the analytes are desorbed from the fibre and
drifted by the carrier gas onto the column. This modern tech-
nique, developed by Pawliszyn [35], provides concentrating of
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studied compounds from liquid samples or headspace without
high solvent usage or need of complicated apparatus.

This paper introduces a development and medification of an
original and simple procedure for seven phenolic acid standards
(caffeic, ferulic, gallic, p-coumaric, protocatechuic, syringic and
vanillic) employing methyl and ethyl chloroformates derivati-
zation, followed by GC-FID determination. Furthermore, the
possibility of multiple pre-concentration of the phenolic acid
derivatives by the means of SPME before the GC determination
is also described. The optimal SPME fibre and conditions for
extraction of standard phenolic acid esters have also been inves-
tigated in order to find another possible way of extraction and
pre-concentration of desirable components from natural sources.
No applications of direct SPME of phenolic acid derivatives in
an aqueous environment connected to the GC-FID have been
reported yet.

2. Experimental
2.1. Reagents and chemicals

Standards of all phenolic acids (vanillic, gallic, syringic,
protocatechuic, ferulic, caffeic, p-coumaric), HPLC grade sol-
vents methanol, ethanol and acetonitrile were purchased from
Sigma—Aldrich (Prague, Czech Republic). The derivatization
reagents (methyl and ethyl chloroformate), HPLC grade chloro-
form and squalen were obtained from Fluka (Sigma-Aldrich,
Prague, Czech Republic). Pyridine p.a. and sodium hydro-
gencarbonate p.a. were from Lachema Neratovice (Chemapol,
Prague, Czech Republic) and n-hexane p.a. was acquired from
Fluka AG (Switzerland). HPLC grade water was prepared by
Milli-Q reverse osmosis Millipore (Bedford, MA, USA).

2.2. Instrumentation

The Shimadzu GC-17A system with FID detector,
split/splitless injector and AOC-20i autosampler (Shimadzu,
Japan) was used for all chromatographic analyses. For the
GC separation the Equity-5 (0.32 mm ID x 30m, 1.0mm d;)
fused-silica capillary column (Supelco, Sigma—Aldrich, Prague,
Czech Republic) was employed. The solid phase microextrac-
tion procedure was accomplished by 85 um polyacrylate (PA),
75 pm carboxen/polydimethylsiloxane (CAR/PDMS), 65 pm
polydimethylsiloxane/divinylbenzene (PDMS/DVB) and poly-
dimethylsiloxane (PDMS) fibres, using the solid phase microex-
traction fibre holder for manual use and sampling stand
with 4mL wvial puck and holder cartridge bar (Supelco,
Sigma—Aldrich, Prague, Czech Republic). For sample heat-
ing and stirring the IKAMAG RCT basic stirring instrument
with heating function and the IKATRON ETS-D4 fuzzy instru-
ment for precise control of temperatures (IKA-WERKE GMBH
& Co., KG, Staufen, Germany) were used. All collected data
were processed by chromatographical software CSW 1.7 for
Windows (Data Apex, Prague, Czech Republic). For sample
preparation an ultrasonic bath TESON 1 (Tesla, Prague, Czech
Republic) and analytical scales Sartorius Genius (Sartorius AG,
Gottingen, Germany) were employed.

2.3. Derivatization

The derivatization of phenolic acids was based on the reaction
with methyl and ethyl chloroformate (MCFE, ECF) in aqueous
medium [23,29]. The reaction medium consisted of acetoni-
trile (AcCN), water (H20), methanol/ethanol (MeOH/EtOH)
and pyridine (Pyr). The precise ratio of individual medium com-
ponents significantly influence the reaction recovery, therefore
a wide range of different ratios was tested.

The stock solutions of phenolic acid standards of 3 mg mL ™!
concentration were prepared by dissolving the substances in
acetonitrile using the ultrasonic bath. Working solutions were
prepared by further dilution of stock solutions to the final
0.3mgmL~! concentration. As an internal standard the 0.1%
squalen solution in acetonitrile was used. For the derivatization
process, the 1 molL~! aqueous solution of sodium hydrogen-
carbonate (NaHCO3) was prepared.

2.3.1. Derivatization with methyl chloroformate

The reaction medium was prepared by mixing AcCN, H;0,
MeOH and Pyr finally in the optimal ratio 14:10:2:3. The deriva-
tization procedure, firstly for the mixture of phenolic acids and
consecutively for the peak identification by the standard addition
method was performed as follows: 80 pL of working standard
solution and 1 mL of reaction medium were pipetted into 3.5 mL
vial and mixed in the ultrasound bath for 1 min. An amount
of 150 pL of methyl chloroformate was added dropwise, then
1 min shaken and afterwards 1 mL of chloroform was added.
By shaking the mixture for another 2 min the newly formed
methyl esters came into the organic chloroform layer. Finally,
I mL of NaHCO; was added to facilitate the decarboxylation.
After 2 min of agitating and waiting for settling the interface,
900 pL of the bottom organic layer with phenolic acid methyl
esters was transferred into a GC vial and 100 pL of the internal
standard (0.1% squalen solution) was added.

2.3.2. Derivatization with ethyl chloroformate

In case of derivatization treated by ethyl chloroformate the
reaction procedure was almost coincident with the previous
method, except using ethanol instead of methanol in the reaction
medium. The optimal ratio of medium components was 2:4:2:2
(AcCN/H>O/EtOH/Pyr).

2.4. Chromatographic analysis

Nitrogen was used as the carrier gas with initial column pres-
sure 100 kPa and flow rate 3.5 mL min~!. The 0.5 min splitless
mode and | pL injection volume was set. The temperatures of
injector, column and detector were 240, 100 and 280 °C, respec-
tively. The temperature gradient was following: 100 °C held for
2 min, then increased at a rate 10°C min™! up to 200°C and
5°C min~! to 280 °C. The total time of analysis was then 24 min
for MCF and 30 min for ECF derivatization.

2.5. Calibration and repeatability

Following validation characteristics were determined accord-
ing to the ICH analytical guidelines [36,37]. The linear range was
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calculated by the linear regression method. Linearity of peak
area response expressed as the correlation coefficient was tested
in the concentration range 0.002-0.2 mg mL~! in MCF deriva-
tization and 0.006-0.2 mg mL~! in ECF derivatization, in eight
concentration levels, using squalen as an internal standard. Lim-
its of detection (LOD) and quantitation (LOQ) were determined
according to the recorded data experimentally by the means of
signal-to-noise ratio method (LOD =triple noise, LOQ=10x
noise). Finally, the method repeatability was determined accord-
ing to the data acquired during 1 day (intraday repeatability) and
within different days (interday repeatability). Each day the sam-
ple was measured in six replicates, using squalen as an internal
standard. In case of SPME, only interday repeatability was evalu-
ated, after processing of six analyses in 2 days. The repeatability
was expressed as the relative standard deviation (%R.S.D.).

2.0. Solid phase microextraction

For the solid phase microextraction technique the 0.5mg
mL~! methanolic solution of seven phenolic acids was prepared.
Four SPME fibres were chosen, from the most polar PA fibre,
through middle-polar CAR/PDMS and PDMS/DVB fibres, up
to the non-polar PDMS fibre, in order to experience fibres of
different polarity and find out the most suitable one.

After conditioning and completing a blank analysis of each
fibre, the extraction process was performed by dipping and
exposing the fibre in the phenolic acids methyl esters solu-
tion immediately after the derivatization carried out in a 4mL
SPME vial. The derivatization procedure preceding the SPME
was modified according to different conditions required for the
extraction. On that account, the standard solution used was
of 0.5mg mL—! concentration, no chloroform was added and
the NaHCO; solution was substituted by 2mL of ultra pure
water. The extraction parameters were optimized in the temper-
ature range 25-40°C, time of extraction 30-60 min and time of
desorption in the GC injection port for 10 min. During the extrac-
tion, the sample solution was agitated by a magnetic stirrer at
approximate rotation speed 500 rpm. Between each extraction
process, fibres were cleaned by standard cleaning method rec-
ommended by the fibre producer.

3. Results and discussion
3.1. Derivatization process

Chloroformates have been known as strong and rapid deriva-
tizing reagents for a long time, being suitable for reactions in
aqueous media. They have been used in the analysis of amino
acids and non-amino organic acids [38-40], fatty acids and
organic acids in plasma [41.,42], alkaloids [43], herbicides [44]
and in food analysis [45].

As ithas been mentioned in Section 2, the derivatization pro-
cess takes place in a reaction medium consisting of acetonitrile,
water, alcohol and pyridine. Pyridine serves as a catalyst and it
is necessary for the reaction. Alcohol is needful for the esterifi-
cation of the carboxylic group, and should be in precise ratio to
water and acetonitrile in order to minimize the side products for-

mation. The water amount should be as low as possible because
of its decreasing effect on the reaction yields [23,46]. During the
reaction, carboxylic groups are transformed either to undesir-
able alkoxycarbonyl esters (“mixed anhydrides™), decomposing
slowly in time, or to the target alkyl esters. The direction of the
reaction depends on the composition of the reaction medium
and on the molar ratio of the reagent to the organic base. By the
straight coupling of the reagent to the carboxylic group exclud-
ing alcohol from the medium, mixed anhydrides are formed
preferably. Conversely, the alkyl esters may arise either by rapid
decarboxylation of the mixed anhydrides in aqueous bicarbon-
ate solution, but always accompanied by the free acids release,
or better by an exchange reaction with alcohol added to the
reaction medium. Concerning the hydroxyl groups, both those
linked to the benzene ring and those joined to the side chain, are
simultaneously converted into alkoxycarbonyl ethers [23]. The
undermentioned orientational reaction scheme illustrates possi-
ble process of phenolic acids derivatization [23,29.47].

i
CH.-O COOH
3 :©/ CICOOR, Pyr CIL-OD)\O/\\O_R
e
-HCl
HO R-0-CO0
mixed anhydride
HCO.-
-0,

o}

vanillic acid

- alkylester
alkoxyearbonyl-ether group

Reaction scheme of the phenolic acids derivatization treated
with chloroformates (possible formation of mixed anhydride and
alkylester via different pathways).

3.1.1. Volume of the derivatization reagent

In order to set an optimal volume of the derivatization reagent
(MCFE ECF) necessary for complete esterification of pheno-
lic acids, a range of 30-180 pL of MCF/ECF volumes were
tested, using constant sample volume 80 pL. An increasing reac-
tion recovery with increasing amount of derivatization agent at
range of 30-150 pL was observed. By another volume lifting,
the response inhered in the plateau phase. Hence, the MCE/ECF
volume of 150 pL was used for further experiments.

3.1.2. Derivatization with methyl chloroformate

The primary composition of the reaction medium was formed
by AcCN/H>O/MeOH/Pyr in the ratio 14:8:1:2 [23]. This pro-
portion was modified in order to study the influence of indi-
vidual components on the reaction recovery. As a first step, we
attempted continuous changing of individual component ratios
by gradual increasing and decreasing of their portions in the
reaction medium. However, these experiments did not result
in significant improvement of the reaction recovery. In most
cases, after the alteration of particular component, the recovery
of desirable methyl esters either stayed unchanged or slightly
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decreased with higher formation of undesirable side products
(e.g. mixed anhydrides), which was manifested by unknown
peaks on the chromatogram. According to these findings, we
based our further experiments on an idea of varying the ratios
comprehensively, not one by one, but by changing two compo-
nents together with reserving the relative proportions of certain
medium components. Accordingly. the reaction medium may
be divided into two pairs in which the component proportions
should be kept unchanged. The first pair comprises methanol
with pyridine and the second one consists of acetonitrile and
water.

Concerning the first MeOH-Pyr pair, the contents of
methanol and pyridine were firstly reduced with keeping their
relative proportion identical (ratio 14:8:0.5:1) and it did not
return in any improvement. This effect may be explained by the
important role of pyridine as the reaction catalyst and the neces-
sity of methanol for the esterification and formation of target
methyl esters. Therefore, the MeOH-Pyr amounts were lifted
up to the complex ratio 14:8:2:3, which resulted in significantly
higher yields in comparison with the original suggested medium
(14:8:1:2).

For the derivatization, the water amount should be as low as
possible; nevertheless it cannot be put down totally by reason
that the derivatization process in a waterless medium could lead
to the turn of the reaction run towards higher formation of unde-
sirable side products. By another experiments we have found
out that a moderate amplification of water content up to the ratio
14:10:2:3 might be positive and brings higher reaction yields. On
the contrary, great increasing or decreasing of the AcCN-H,0
amount is undesirable. From all these experiments of modifying
the component concentrations flows that the optimal reaction
medium providing suitable reaction recovery with minimal side
products formation consists of 14 parts of acetonitrile, 10 parts
of water, 2 parts of methanol and 3 parts of pyridine.

3.1.3. Derivatization with ethvl chloroformate
The reaction conditions of ethyl chloroformate (ECF) deriva-
tization were in principle the same as in case of methyl chloro-

formate (MCF) reaction. Analogically, ethyl chloroformate was
used as derivatization reagent and in the medium methanol was
substituted by ethanol. The initial ratio of components in the
reaction medium was 4:4:3:1 (AcCN/H; O/EtOH/Pyr) [23]. This
proportion was again modified in order to find out an optimal
composition with the best reaction yields and the lowest side
products formation. Our further steps resulted from the experi-
ence gained during previous optimization of MCF reaction and
although the ratio of individual components was different, the
dependencies were similar and helped us to find the optimum.

From our experiments was concluded that the pyridine
amount should not be reduced, conversely it might be enlarged to
get higher yields. Therefore better results were obtained when
EtOH—Pyr ratio was 2:2. When dealing with acetonitrile and
water content, again both increasing and decreasing of its pro-
portions was tested. As a result we have stated the optimal com-
position of the reaction medium for ECF derivatization 2:4:2:2
(AcCN/H,O/EtOH/Pyr), providing better recovery than the ini-
tial suggested medium (4:4:3:1).

3.2, GC analysis

The initial column pressure was 100 kPa with the flow rate
2.7mL min~". The beginning temperatures of injector, column
and detector were 240, 100 and 280 °C. respectively. with fol-
lowing temperature gradient: initial 100 °C held for 2 min, then
increased in rate 10 °C min~" up to 280 °C. Due to the poor reso-
lution of catfeic and gallic acid peaks achieved within the initial
conditions, the chromatographic parameters were optimized by
aslight increase of mobile phase flow rate and by modifying the
temperature gradient with keeping the time of analysis as short
as possible. After a series of experiments the optimal conditions
were set to final flow rate 3.5 mL min~! and temperature gradi-
ent 100°C (2 min held), increased at rate 10 °C min—" to 200°C
and 5°Cmin~" o 280°C. The total time of analysis was then
24 min for MCF and 30 min for ECF derivatization and satisfac-
tory resolution of all peaks was accomplished. Fig. 2 illustrates
the chromatogram of phenolic acid esters separation after MCF
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Fig. 2. The chromatogram of separation of phenolic acid methyl esters after derivatization treated by MCF (0.5 mg mL—! concentration of standard solution, optimal

chromatographic conditions ).
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Table 1

Method calibration results for individual substances using derivatization by methyl chloroformate

Compound (methyl ester of) Retention Regression line Correlation Linear range LOD (pg mL—1) LOQ (pgmL-1)
time (min) coefficient (mg mL~h

Vanillic acid 14.98 ¥ = L665x —0.0069 099951 0.0060-0.2496 1.9 6.0

p-Coumaric acid 16.98 y=3.784x—0.0228 0.99934 0.0022-0.2416 0.6 22

Syringic acid 17.74 y=1.200x—0.0101 099000 0.0041-0.2568 1.3 4.1

Protocatechuic acid 18.03 y=L608x — 0.0160 0.99930 0.0119-0.2368 35 11.9

Ferulic acid 20.05 y=3.328x— 0.0269 0.59901 0.0063-0.2384 1.8 6.3

Caffeic acid 22.91 ¥y=2.372y — 0.0250 000000 0.0072-0.2456 23 7.2

Gallic acid 23.12 y=0.147x 4 0.0005 0.96900 0.0598-0.3544 17.9 59.8

LOD: limit of detection: LOQ: limil of quantification.

Table 2

Method calibration results for individual substances using derivatization by ethyl chloroformate

Compound {methyl ester of) Retention Regression line Correlation Linear range LOD (pgmL~") LOQ (pgmL™!)
time {min) coefficient (mgml—!)

Vanillic acid 17.14 y=LI1201x+0.00467 0.99097 0.01958-0.2406 5.8 19.8

p-Coumaric acid 19.54 ¥y=4.315x—0.023 0.99914 0.0065-0.2416 2.0 6.8

Syringic acid 20.07 ¥=0.808x— 0.0017 0.99968 0.0295-0.2568 5.8 29.5

Protocatechuic acid 21.03 y=0.9529x — 0.0051 0.99090 0.0238-0.2368 6.1 23.8

Ferulic acid 22,55 ¥=3.067x— 0.0043 0.99975 0.0111-0.2384 3.0 L1

Caffeic acid 26.33 y=2.225x—0.0109 0.99931 0.0130-0.2456 3.8 13.0

Gallic acid 2697 v=10.0896x — 0.00277 0.99078 0.0700-0.3544 214 70.9

LOD: limit of detection; LOQ: limit of quantification.

derivatization under optimal derivatization and chromatographic
conditions.

3.3. Calibration and repeatability

After the method development and optimization, the method
validation was accomplished under the optimal conditions. The
calibration data including correlation coefficients, range of lin-
earity, limits of quantitation (LOQ) and detection (LOD) as well
as repeatability values are summarized in Tables 1-4. The val-
ues of correlation coefficients of all determined phenolic acids
for both MCF and ECF derivatization make minimally 0.999,
with the exception of gallic acid with 0.969 value for MCF reac-
tion. This can be explained by low recovery and unsatisfactory

sensitivity of investigated method for this substance. The peak
resolutions of all substances were sufficient, except of gallic and
caffeic acids which were problematically separated. However,
after the optimization of chromatographic conditions, finally
good resolution of both peaks was reached (1.93).

Table 3 shows average data of peak area repeatability
expressed as the relative standard deviation (%R.S.D.) acquired
within 1 day (intraday repeatability) and within 3 different days
(interday repeatability) by both methyl and ethyl chloroformate
derivatization process. The repeatability gives in most cases less
than 2% with some exceptions where the R.S.D. values moder-
ately exceed 2%. Due to the unsatisfactory calibration data of
gallic acid in MCF derivatization, the repeatability for this com-
pound was not defined.

Table 3
Peak area repeatability of individual phenolic acid esters
Compound ¢ (mgmL—1) Repeatability
MCF ECF SPME
Intraday Interday Intraday Interday Interday
(%R.S.D.) (%eR.S.D.) (%0R.S.D.) (%eR.5.D.) (%R.S.D.)
Vanillic acid 0.2496 1.00 146 2.53 2.06 11.42
p-Coumaric acid 0.2416 1.3 1.99 2.01 1.86 9.78
Syringic acid 0.2568 0.27 1.31 1.59 2.03 11.21
Protocatechuic acid 0.2368 1.98 1.89 0.13 0.74 11.19
Ferulic acid 0.2384 1.98 204 1.52 1.85 10.52
Caffeic acid 0.2456 0.47 0.64 1.18 1.15 16.91
Gallic acid 0.3544 nd nd 0.10 0.36 17.89

MCE: methyl chloroformate derivatization; ECF: ethyl chloroformate derivatization; R.S.D.: relative standard deviation: nd: not defined.
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Table 4
The comparison of results of GC analyses without and after SPME (optimal chromatographic conditions, SPME-PA fibre, 25 °C, 50 min extraction)
Compound {methyl ester of) Without SPME After SPME

LOD (pgmL™!) LOQ (pgmL™!) LOD (wgmL™!) LOQ (pgmL~!)
Vanillic acid 1.9 6.2 0.06 0.20
p-Coumaric acid 0.6 1.9 0.01 0.02
Syringic acid 1.3 43 0.06 0.20
Protocatechuic acid 3.5 1.7 0.18 0.59
Ferulic acid 1.8 6.1 0.05 0.17
Caffeic acid 23 7.7 0.13 0.45
Gallic acid 17.9 50.8 1.77 5.01

LOD: limit of detection: LOQ: limit of quantitation.

According to the calibration and repeatability data, shorter
time of analysis and lower side products formation, the deriva-
tization treated by MCF was found more suitable for further
experiments with solid phase microextraction (SPME).

The LOD, LOQ and repeatability values of SPME method
are expressed in Tables 3 and 4. The involvement of an SPME
resulted in the decline of repeatability, which gets around 11%,
with exceptions of caffeic and gallic acids showing worse results
(16.91 and 17.89%, respectively). On the other hand, the SPME
has increased the method sensitivity at about one order of mag-
nitude (Table 4).

3.4. Solid phase microextraction

Our first SPME experiments were carried out with the
medium-polar CAR/PDMS fibre. Originally, the extraction was
performed in the aqueous solution of phenolic acid methyl esters.
The derivatization was carried out by the same procedure as
it was mentioned in Section 2, but with minor modifications:
instead of 1 mL of chloroform and 1 mL of 1 molL—! NaHCO;
solution in the original reaction conditions, 2 mL of NaHCO;
solution was added without any addition of an organic solvent
(chloroform), so that the newly formed esters occurred in the
aqueous solution and not in the organic layer. The presence of
the esters in the organic solvent would cause a continuous elu-
tion of extracted compounds from the fibre with current damage
of the fibre coating which is not recommended to be exposed
to chlorinated solvents. Nevertheless, these conditions seemed
not to be suitable because of occurrence of many small peaks
and the missing peak of gallic acid methyl ester on the chro-
matogram, which might have been caused by a rapid decompo-
sition of newly formed methylesters in presence of big amount of
hydrogencarbonate. Esterification is areversible reaction and the
hydrogencarbonate surrounding supports the reverse hydrolysis
of arisen esters. Therefore only 2 mL of water were added, with-
out any addition of hydrogencarbonate, which finally resulted
in seven single peaks with retention times exactly correspond-
ing to those obtained in the original analysis (without SPME).
All fibres were tested afterwards, firstly the CAR/PDMS fibre
and later on the PDMS/DVB, PDMS and PA fibres. The time of
extraction, temperature and time of desorption were optimized
for all fibres with the exception of PDMS fibre because of evi-
dent unsuitability of this sorbent for the extraction of phenolic

acid methyl esters, presumably due to high affinity of the ana-
Iytes toward the matrix solution and not toward the non-polar
PDMS coating.

The optimization of time of extraction was performed by
prolonging the extraction time from 30min up to 60 min. The
temperature optimization was accomplished by increasing the
temperature of water bath from ambient temperature (25°C) up
to 50 °C. Concerning the effect of desorption time, three times
(8, 10 and 12 min) were checked out and the 10-min desorption
was found as optimal. After all experiments the dependences of
individual parameters (temperature/peak area, time/peak area)
for each phenolic acid were evaluated and expressed in simple
graphs (Figs. 3 and 4). The chromatogram of separation of phe-
nolic acid methyl esters after pre-treatment by the PA fibre under
optimal conditions is shown in Fig. 5.

In all fibres, by prolonging the extraction time, responses
increased with maximum peak areas at 50 min extraction.
When longer extraction (60 min) was performed, the peak areas
decreased, which might be caused by back loosening of bound
methyl esters from the fibre into the solution after reaching the
equilibrium at approximately 50 min extraction time.

Concerning the temperature optimization, a significant neg-
ative effect of growing temperature on the peak areas was
observed. With increasing temperature the distribution coef-
ficient decreases, which is attended by fasting of extraction
kinetics but also lowering of sensitivity. The extraction equi-
librium is drifted toward the sample solution and not toward the
fibre sorbent. In addition, the volatile methyl esters can slightly
evaporate above the surface while their concentration in the solu-
tion moderately descends. Higher temperature combined with
shorter time also resulted in unwanted lower recovery. In all
cases, either ambient temperature (25 °C) or 30 °C were defined
as optimal.

It is obvious from the diagrams in Figs. 3 and 4 that the high-
est response was observed at the most polar PA fibre, namely
in case of p-coumaric, ferulic and syringic acid. The second
most suitable fibre seemed to be the mid-polar CAR/PDMS
one, also providing satisfactory extraction efficiency, in compar-
ison with the non-polar PDMS/DVB fibre giving worse results,
The non-polar PDMS sorbent is completely inappropriate for
the extraction of these compounds and therefore these experi-
ments are notcovered in the graphic diagrams. A small exception
of all phenolic acids is vanillic acid, showing slightly different
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Fig. 3. Extraction lime—peak area interaction plots of all target methyl esters (0.5 mg mL~" concentration of the standard solution). Note: there is no function
relationship between the points. The dashed lines serve only for illustration of the extraction time profile of each compound and tested fibre.

behaviour within the used sorbents. Surprisingly. the mid-polar
PDMS/DVB fibre gives quite nice results with vanillic acid
methyl ester, probably due to the lowest polarity of this com-
pound among others and its higher affinity to less polar sorbents.

As it follows from the obtained data of optimal analysis, indi-
vidual substances are not absorbed on the PA fibre in the same
extent. Concerning the sorption rate of studied compounds, an
obvious dominant absorption of p-coumaric and ferulic acid
methyl esters was observed. These compounds are well absorbed
into the porous structure of the sorbent and have high affinity
toward the coating. Vanillic, syringic, protocatechuic and caffeic
acid methy! esters have comparable but lower affinity to the sor-

bent, whereas the worst extraction results of gallic acid methyl
ester were observed.

Finally. the approximate extraction efficiency, expressing the
rate of concentration effect, was calculated as a comparison of
analyses without and after SPME, using standard solutions of the
same concentration of analyzed compounds. The comparison of
detection and quantitation limits gained in the analyses without
SPME and after SPME is demonstrated in Table 4. Although the
detection and quantitation limits of both analytical procedures
(without and after SPME) seem not to be excellent, the values
obtained after SPME represent significant increase of method
sensitivity supported by the LOD and LOQ values mentioned
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relationship between the points. The dashed lines serve only for illustration of the extraction temperature profile of each compound and tested fibre.

in Table 4, The best results were reached in p-coumaric, fer-
ulic, vanillic and syringic acids with LOQ values after SPME
0.02. 0.17. 0.2 and 0.2 pgmL~!, respectively. This might be
optimistic for potential target of utilizing the SPME method for
extracting of desirable analytes from complex natural material
(e.g. wine, honey) before GC analysis. However, in this case
there would be supposed a need of another pre-concentration
and selective technique (LLE. SPE) before the derivatization and
SPME, not only because of low sensitivity of presented method,
but also due to the presence of many interfering compounds with
similar structural and chemical properties (free acids, flavonoids,
other polar substances), which would be extracted from the natu-

ral matrix simultaneously with our target compounds. Low levels
of phenolic acids in these materials also cannot be neglected;
conversely they often complicate the experiment.

Nevertheless. the method sensitivity is also limited by the
use of flame-ionisation detector which is considered to be not
optimally sensitive in contrast to other detection techniques
suitable for trace analysis, such as electron-capture detector
or mass spectrometric one. Though. the use of ECD is usu-
ally confined to the determination of halogenated substances
which are not recommended to be extracted on SPME sorbents
and therefore an employment of MS detection would be highly
beneficial.
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Fig. 5. The chromatogram of separation of phenolic acid methyl esters after SPME with the PA fibre under optimal cenditions (50 min, 25°C).

4. Conclusion

Phenolic acids represent an important group of naturally
occurring antioxidants ubiquitously present in foods of plant
origin. Their indisputable protective and antioxidant properties
following from many publications call on a deeper survey of
these substances as well as on the searching for suitable ana-
lytical methods. In the present study, an original and simple
derivatization technique for the gas chromatographic analysis
of phenolic acids was modified and optimized using methyl-
and ethyl chloroformate as the derivatization agent in order to
get volatile methyl esters possible to be analyzed by the means
of gas chromatography. As it followed from the experiments,
the derivatization treated by methyl chloroformate seemed to be
more convenient method and it was used for further work deal-
ing with the solid phase microextraction (SPME) of phenolic
acid methyl esters.

The second task of the presented work was to find an opti-
mal SPME fibre and appropriate extraction conditions for the
pre-concentration of studied compounds by the modern SPME
method. The polyacrylate sorbent used under optimal condi-
tions (50 min, 25 °C, 10 min desorption) showed the best results
above all other occasions and significant concentration effect
was achieved (concretely for p-coumaric acid methyl ester). The
obtained results indicate a possible future utilization of the devel-
oped derivatization—SPME-GC technique for the processing of
complex natural matrices with high content of phenolic com-
pounds.
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Abstract Nineteen cultivars of hazelouts (Corylus avel-
fana L.) collected during the 2001 crop, from Vila Real,
Portugal, were analvsed for chemical composition, includ-
ing moisture, total oil content, crude protein, ash, carbo-
hydrates and nutritional value. Fat was the predominant
component, ranging from 59.3 to 69.0%. Total oil was ex-
tracted and analysed for fatty acid and sterol compositions
and oxidative stability. Fatty acid and sterol compositions
were determined by Gas—Liquid Chromatography coupled
to a Flame lonisation Detector (GLC/FID). Monounsatu-
rated fatty acids, particularly oleic acid, were predominant
(TB.7-84.6%). Total phytosterol content ranged from 132.8
to 263.0 mg/100 g of oil. Among the nine sterols identi-
fied and quantified, p-sitosterol was the major one with
a mean percentage of 83.6%, while A’-avenasterol and
campesterol were the second and the third components of
the group with mean values of 6.1 and 5.8%, respectively.
Since hazelnut oil can be vsed in olive oil adulteration,
the values obtained were compared with published mean
values of olive oils from different geographical origins.
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Introduction

Populations from Mediterranean countries, when compared
with those from US and nerthern Europe, present lower
mortality rates from coronary heart disease (CHD) and
cancer, which could be related to the consumption of the
typical Mediterranean diet [1, 2]. This diet is low in meat
and higher in fish, fruits and vegetables, also having nuts as
raluable components. Although nuts are rich in fat, they are
generally low in saturated fatty acids (SFA) and high in mo-
nounsaturated (MUFA) and polvunsaturated (PUEA) fatty
acids. There is evidence that a MUFA rich diet can lower the
risk on CHD and also has preventive effects on atheroscle-
rosis [3=3]. There is also a growing interest in evaluating
nut’s rele in a heart-healthy diet and several studies have
been made supporting a role for nuts in reducing CHD risk
[2, 6-8].

Among nut species, hazelnuts are widely appreciated.
Besides being consumed as a fruit they are mainly used as
an ingredient in confectionary products, as raw materials
for pastry and chocoelate industry, and also add flavour and
texture to an increasing variety of sweet and savoury food
products such as bakerv, cereal and dessert formulations
[9]. Hazelnuts are about 60% fat (fresh weight) with oleic
acid being the major fatty acid. Besides a favourable fatty
acid profile, hazelnuts are rich in phytosterols, which are
known for their ability in reducing blood cholesterol, but
have also been reported to have anticancer and immune
system modulating properties [10—13].

The possibility of vsing hazelnut oil in adulteration of
olive oil is another issue of current interest [14-22]. In
fact, adulteration of virgin olive oil with other cheap veg-
etable oils has frequently represented a problem for reg-
ulatory agencies, oil suppliers and consumers. Assess-
ment of authenticity of vegetable oils in the food in-
dustry imvolves many tests, being the analysis of fatty
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acids and sterol compositions currently vsed [23-26].
Since hazelnut and olive oils have similar lipidic com-
positions, adulterations are difficult to detect. Fatty acids
[20], triacylglycerols [15, 20], sterols [15, 18], tocopherols
[15] and peolar components [21] have already been used
with this purpose.

As the cultivar and geographical origin are important fac-
tors that can influence compositional values [27-30] it is
important to characterize (qualitatively and quantitatively)
hazelnut oil composition in order to draw up profiles that
will not only bring more infermation in what hazelnuot oil
composition is concerned, but can also be used in future
works concerning virgin olive oil adulterations. As possi-
ble, comparisons of hazelnut and olive oils are discussed.

In this study, 19 cultivars of hazelnuts growing in the
same experimental orchard and subjected to the same agri-
cultural practices were analysed. In this way, any variability
found among the samples can be attributed to the influence
of the coltivar. Samples were analysed for total fat, mois-
ture, crude protein, ash, carbohydrates and oxidative sta-
bility. The chemical study was extended to 15 fatty acids
and 9 phytosterals. Some works have already been pub-
lished concerning some of the parameters studied in the
work herein, but some reported only mean values without
referring the cultivars under study [23, 26, 31, 32], other
works studied different cultivars [27, 28, 30, 23] and other
studied a reduced number of cultivars [34-38]. As far as
we know, this is the first report on hazelnut cultivars grown
in Portugal and nine of the cultivars were now studied for
the first time,

Materials and methods
Chemicals

The standard mixture of 37 FAME-= and the fatty acid isom-
ers cis-9-frans-12-octadecadienoate (C18:2wber), trans-
U-cis-12-octadecadiencate (C18:2wb6fc) and cis-11-octa-
decencate (C18:1@7) were all purchased from Supelco
(Bellefont, PA, USA). Betulin, cholestanol, cholesteral,
campesterol, stigmasterol, p-sitosterol, p-sitostancl, 1-
methylimidazole and boron frifuoride methanol solu-
tion, 14% (BFy) were all from Sigma (5t. Lous,
MO, USA).  N-methyl-N-{rimethylsilyl)-hepta-fluore-
butyramide (MSHFBA) was obtained from Macherey-
Magel (Duren, Germany).

Samples

Mineteen hazelnut (Corvius avellana L.) cultivars (Butler,
Campanica, Cosford, Couplat, Daviana, Ennis, Fertille de
Coutard, Grossal, Gunslbert, Lansing, Longa d’Espanha,
Merveille de Bolwiller, Morell, Negreta, Pavetet, Round
du Piemont, Santa Maria de Jesus, Segorbe and Tonda
de Giffoni) were studied. An experimental plantation
was established in March 1984, in Vila Real, in the
northeastern region of Portugal (417 19°N, 7°44'W, 470 m

275

elevation). The trees were planted at a 5x 3 m spacing with
no pruning, in a completely randomised design for fruit
sampling. The hazelnuts were harvested in the crop year
2001 (September) and a final sample of about 2 kg was
randomly taken. After harvest, hazelnut fruits were dried
at ambient temperature in the dark. The froits were stored
in shell, closed in plastic bags, flushed with nitrogen, and
frozen to =20 ~C, until the analyses.

Sample preparation

Before chemical analysis the hazelnuts were manually
cracked and shelled, and then chopped in a 643 MX coffee
mill (Moulinex, Spain). Crude oil was obtained from finely
chopped nuts (ca. 15 g) extracted with light petrolenm ether
ib.p. 40-60°C) in a Soxhlet apparatus; the remaining sol-
vent was removed by vacuum distillation. The extracted oil
was stored at 4 =C in tubes with anhydrous sodivm sulphate,
protected from light with aluminium foil and flushed with
nitrogen.

Chemical analvsis

Moisture, total fat, ash and protein contents analysis were
carried out in doplicate. Moisture was determined at
100+£2 °C fca. 5 g test sample) using an SMO 01 in-
frared moisture balance (Scaltec. Goettingen, Germany ).
Ash, crude protein (W53 and total fat contents were de-
termined according to AOAC Official Methods [39]. The
percentage of total carbohydrates was calculated subtract-
ing the total percentage of the other components from 1040,
Energy was expressed as keal, using the factors proposed
by Greenfield and Southgate [40].

Onidative stability (0S)

The oxidation induction time was measured on a Rancimat
apparatus (Metrchm CH series 679, Herisau, Switzerland).
A flow of air (20 I/h) was bubbled through the oil
{ca. 3.0 ml) heated at 110402 °C. The volatile oxidation
products released were led into a conductivimetric cell
containing water, while the change of conductivity of the
solution was plotted on a graph. O8 was determined as the
time taken to reach the conductiviry inflection point, and
recorded as the induction time (IT).

Fatty acid composition

Fatty acids were determined by GLC/FID/capillary column
using the same methodology as Amaral et al. [41]. Fatty
acids were measured as their methyl esters after hydroly-
sis with a 11 g/l methanolic potassium hydroxide solution,
methyl esterification with BF;/MeOH and extraction with
#-heptane. The analvsis was carried out on a Chrompack
CP 9001 chromatograph (Chrompack, Middelburg, The
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Metherlands) equipped with a split-splitless injector, a FID
and a Chrompack CP-9050 autosampler. The temperatures
of the injector and detector were 230 *C and 270°C, respec-
tively. Separation was achieved on a 50 mx0.25 mm i.d.
fused silica capillary column coated with a 0.19 pm flm
of CP-5il 88 (Chrompack, Middelburg, The Netherlands).
The column temperature was 160 *C held for | min, and
then programmed to increase to 239=C at arate of 4 °C/min
and then held for 10 min. Helivm was vsed as carrier gas at
an internal pressure of | 20 kPa. The split ratio was 1:50 and
the injected volume was 1.2 pul. The results are expressed in
relative percentage of each fatty acid, calculated by inter-
nal normalization of the chromatographic peak area. Fatty
acids were identified by comparing the relative retention
times of FAMEs peaks from samples with standards.

Sterol composition

Sterol composition was evaluated by GLC/FID/capillary
column following the NP EN ISO 12228 method [42].
Brieflv, after addition of 1.0 ml of internal standard solu-
tion (betulin 1.00mg/ml) ca. 250 mg of oil was saponified
with an ethanolic potassium hydroxide solution; the un-
saponifiable fraction was isolated by solid phase extraction
on an aluminium oxide column and the steroid fraction was
obtained after TLC with #-hexane/diethv] ether 111 (vjv)
as developing solvent and a methanol spray to visualize
the band. The trimethylsilyl ethers were obtained by the
addition of 1-methylimidazole and MSHFBA. The sterol
profile was analysed on the same equipment used for fatty
acid analvsis, with a 30 m = 025 mm i.d.. 0.25 pm DB-
SMS column (J & W Scientific, Folsom, CA, USA) with

a maximum operating temperature of 325 *C. The temper-
ature of the injector and the detector were both 320 =C.
The column temperature was 250 *C and programmed to
increase at a rate of 2 °C/min to 300 *C and then held for
12 min. The carrier gas used was heliom at an internal pres-
sure of 100 kPa. The split ratio was 1:50 and the injected
volume was 1.5 pl. Total sterol content was determined
considering all peaks of sterols eluted between cholesterol
and A'-avenasterol. Identification was achieved by com-
paring the relative retention fimes from samples with those
obtained with standards. Clerosteral, A”-avenasterol, A”-
stigmastenol and A7-avenasteral were tentatively identi-
fied by comparison with references [23, 26, 41] and with
samples of olive and sunflower oils. p-Sitostanel and A®-
avenasterol eluted very close and therefore were quantified
as A’-avenasterol.

Results and discussion

The proximate composition results and caloric value of the
studied samples are showed in Table 1. Fat was the predom-
inant component with a mean value of (64.0%) and ranging
from 59.3% in cv. Merveille de Bollwiller to 69.0% in cw.
Megreta. The cultivars grown in Portugal, generally pre-
sented higher values for fat content when compared to the
average values of hazelnuts grownin Spain (56.1%) [32], in
New Zealand (38.4%) [33] and in Turkey (39.8%;) [9], but
identical values to hazelnuts grown in Italy (64.1%) [36].
As already pointed out, several factors can be responsible
for these variations, besides the nature of the cultivar. To
illustrate this, we can point the differences registered be-
rween the oil contents of cvs. Butler. Campanica, Ennis and

Table 1 Proximate chemical composition (g/100 g fresh weight) of 19 hazelnot caltivars grown in Portugal (mean£5100

Cultivar Moistura Crude protein Lipid Ash Carbohidrates Energy (kcal)
Butler 4364004 11274008 61.7911.90 27240.02 19.86+1.54 62l
Campanica 4.680.09 10.80£0.20 64954025 2.740.02 1683037 695
Cosford 4.5240.23 1020001 61.960.07 259:4-0.02 20734022 6&1
Couplat 3.7540.09 990007 67.00£0.22 2.44£0.03 169 10,38 T
Daviana 5.3540.06 113740006 A0.9240.07 2.90£0.00 19.47£0.07 672
Ennis 6.43£0.04 948007 &0, 1 90008 2.80£0.09 21 110.07 tifid

F. Countard 6 2940.16 10, 8940.0% 6267023 2694008 17 464037 677
Grossal 5.2040.17 957003 652940017 253008 1741039 &96
Gunslbert 5.850.19 12.6240.16 a1 ak051 3394006 17.994£0.82 it
Lansing 4.8940.05 10.09£0.10 63.050.02 2820001 19.1520.10 6B

L. Espanha 379008 10.274£0.00 63.39410.14 28240001 17 930,06 Tl

M. Bollwiller 4.61£0.10 12694006 59.2540.18 3.060.05 20.3940.02 Bib6
Morell 4124021 10,830,010 64770009 24240.06 I7.87+0.23 698
Megreta 3. A460.20 1058003 69030019 24340.01 14.5040.28 722
Pavetet 5.6240.27 10.72£0.08 65.65+0013 2.5740.00 15.45£0.00 695

E. Plemont 4 15940.04 10.593£0.06 Gi.694+0.01 2402£0.02 15.794£0.01 TOT7
Seporbe 4 B5E0.19 1238005 63024032 2.57+0.01 17.194+031 BE3

St. ML Jesus 4.3940.09 1240004 68302148 2.310.01 1208+]1.41 713

T. Giffoni 6. 300,04 9340017 65300005 2834005 16440018 691
Mean 4.87 1086 63.97 209 1761 GRST
Range 35-64 93-127 59.2-69.0 2434 12.1-21.1 fibd—T22

135



Table 2 Fatty acid composition (% and oxidative stability th) of oil extracted from anal vsed walnut samples (mean= S0
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Tonda de Giffoni, that in this study showed values of 61.8,
64.9, 60.2 and 65.3%, respectively, while the same cultivars
collected during 1995 in New Zealand presented values of
57.1.56.1, 54.6 and 63.2%, respectively [33]. The caloric
value of the studied cultivars was in average 690 keal/100 g
of hazelnuts. confirming that these fruits are a good source
of energy.

Table 2 reports the results obtained for fatty acid compo-
sition, total saturated fatty acids (SFA ), monounsaturated
fatty acids (MUFA), polyunsaturated fatty acids (PUFA)
and the exidative stability of the studied cultivars. Fifteen
fatty acids were identified in Portuguese samples, among
which eleic acid (C18:1w9) was by far the predominant
one ranging from 76.7% in cv. Gunslbert to 82.8% in
cv. Campanica. The second, third, fourth and fifth acids
were always linoleic (C18:2w6), palmitic (C16:0), stearic
(C18:0) and vaccenic (C18:1a7) acids with mean values
of 9.2, 5.6, 2.7 and 1.4%, respectively. All other acids were
present in amounts lower than 1%. The individual fatty acid
content was, in general terms, in agreement with those al-
ready reported to occur in other hazelnuts cultivars [27-29,
31, 33-36]. As expected, MUFA was the main group of
tarty acids. PUFA and SFA contents were in the same or-
der of magnitude, although the percentages of PUFA were
slightly higher in almost all the studied cultivars. It has
been reported that the ratio of oleic to linoleic acid varies
among hazelnut cultivars and that their contents were in-
versely related [28, 34). This is reasonably consistent with
the results herein reported, since the ovs. Campanica and
Grossal were the ones with higher oleic acid and lower
linoleic acid contents while evs. Gunslbert and Fertille de
Coutard were the ones with lower oleic and higher linoleic
acid contents. However, this relation was not observed for
all the cultivars. The ratio oleic to linoleic acid varied from
6.8 to | 1.4 and this can really peint to different behaviours
for the several coltivars studied.

When comparing the farty acid profile of olive oils from
different countries [43—45] with the one herein reported for
hazelnuts, they seem to be slightly different since in olive oil
the second and third major fatty acids are always palmitic
and linoleic acids, while in hazelnut oils this order is the
inverted ene. Consequently, total SFA content in hazelnuts
15 lower than in olive oils.

The values obtained for oxidative stability are listed in
Table 2 and ranged from 5.9 to 16.3 h. The induction times
{IT) obtained with the cultivars grown in Portugal, were
higher than those reported for cultivars grown in Spain by
Parcerisa et al. (2.8-10.0 h) [37] and by Benvehi and Coll
i4.4-9.6 h) [38], what can be explained by the different
temperatures used on the apparatus. No matter what, on
comparing the values obtained with the now studied cul-
tivars Couplat (1453 h), Morell (14.8 h), Negreta (11.9 h)
and Pauetet (12.7 h) with the values obtained by Bonhevi
and Coll [35] for the same cultivars (9.0, 8.8, 5.7 and 6.9 h,
respectively) in both studies cvs. Negreta and Pavetet were
the ones with lower stability, and this points to differences
in resistance to oxidation among coltivars. Research has
shown that IT is related mainly with two parameters: the
degree of saturation of the fatty acids present in the oil
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(the higher the degree of unsaturation the lower the IT and,
consequently, the shelf life), and the presence of natural an-
tioxidants and prooxidants in the oil. On analvsing the [T of
the samples now studied it can be observed that the obtained
values are not strictly related with the PUFA amounts. This
may therefore be attributed to variations in the nature and
amounts of tocopherols or phytosterols which are known to
have some antioxidants properties. For instance, the high
IT obtained for cv. Daviana may probably be due, at least
in part, to an abnormally high amount of phytesterols.

The obtained values for total phytosterel contents in the
studied samples were in good agreement with the mean val-
ues described for hazelnuts [23, 27]. There were, however,
important differences among the studied cultivars, from the
lowest content in cv. Grossal (133.8 mg/100 g oil) to the
highest in ev. Daviana {2630 mg/100 g oil). The identified
compounds are listed in Table 3. p-sitosterol was the major
sterol found in all cultivars, followed by A”-avenasterol and
campesterol, approximately in the same order of magni-
tude. Besides these compounds, cholesterol, stigmasterol,
clerosterol and A'-avenasterol were also found in all sam-
ples. The presence of cholestanol was also checked but it
was not detected. Qualitative differences among the studied
cultivars were only found for A”-stigmastenol that was not
detected in four of the cultivars.

Parcerisa et al. [32] studied 17 cultivars grown in USA,
and 7 of them {cvs. T. Giffoni, Segorbe, Negreta, F.
Coutard, Daviana, Butler and Ennis) were commeon with
the ones herein studied. In general, the individual and con-
sequently the total phyvtosterol content were lower (93.9-
153.9 mg/100 g of oil) in the cultivars grown in USA than
in the same 7 cultivars grown in Portugal and herein studied
(163.0-263.0 mg/100 g of oil). When comparing relative

percentages, the cultivars studied by Parcerisa et al. [29]
presented higher values for f-sitosterol (85.3-00.8%) than
those grown in Portugal (82.1-85.6%). This may be due
to the fact that only four sterols were detected and quan-
tified in that work (campesterol, stigmasterol, p-sitosterol
and A°-avenasterol).

The evaluation of the total sterol content and the sterel
profile have already been used as a tool to assess vegetable
oils authenticity [15, 16, 23-26, 31, 47, 49], and according
to some authors can be a useful tool methods for the control
of adulterations of olive oil with hazelnut oil [15, 16]. The
adulteration of olive oil with high amounts of hazelnut oil
can be checked by the study of the sterol profile. In fact,
when comparing hazelnut and olive oils sterol profiles
iTables 3 and 4) important qualitative and quantitative
differences can be observed. When taking into account the
regulations established by the European Union, the Codex
Alimentarins of the FAO/WHO and by the International
Olive Oil Council, all of the hazelnut studied samples
exceeded the upper limit of 4% established by the EU
{Regulation 2568/91/EEC and later amendments) for
olive oil campesterol content; besides, hazelnut samples
exceeded the established upper limits of cholesterol (0.5%)
{except cvs. Daviana and Grossal) and of A”-stigmastenol
(=0.5%) (except cvs, Cosford, Daviana, Ennis, Lansing, L.
Espanha, M. Bollwiller and Segorbe). The European Union
also establishes that the apparent p-sitosterol content (sum
of clerosterol, p-sitosterol, A -avenasterol, p-sitosterol
and A**-stigmastenol) in olive oils should be =93%, but
in the studied hazelnut cultivars those values ranged from
00.0t093.5% and only four cultivars were within the limits
imposed for olive oils. From the results here reported it
seems that the sterol profile allows differentiating between

Table 3 Sterol content (mg/ 100 g of oil) of oil extracted from hazelnut samples (meantSD)

Cultivar Cholesterol Campesterol Stigmasterol Clerosteral p-Sitosteral  p-Sitostancl &?-Stjsmasbrno] AT-Avenasterol  Total
+&7 - Avenasterol

Butler 091£0001 7830012 1412000 1502001 132.05£0.14 102320010 0.96£0,02 0L66£0.04 1555
Campanica 1022002 7542002 1572004 2.2020.02 120.8220.13  B.32£0.05 2.17£0.02 0A7E0.00 146
Cosford 2AR£00001 15.97£0.03 2232420000 LATE0.03 17041£0.11  12.54£0.02 nd 0.8 2£0.06 2063
Couplat 140006 9.63£004 204004  [B5£0.04 151862047 118220001 107 0,03 444+£0.04 154.1
Daviana 1242005 16362003 250£003  2.9920.08 21960004 [8.2220.02 1LO3£0.06 1.10£0.02 263.0
Ennis 1424001 8.07£006 199002 [62£0.0% 152.360.09 [2.1420.02 nd 047£0.02 178.1
F. Coutard 2RAE0.01 947005 142006 LT4E006 13585£0.10 9412011 1. 190,00 0LB7E0.03 163.0
Grossal 065£002 7.722£00001 1212000 1592006 112.90£0.10 7.77£0.01 1. 400,05 0.51£0.02 1338
Gunzlbert LOIE00d 10542004 LARE0OL  19320.05 146.21£0.27 10572003 1.42£0.02 2,940,010 176.3
Lansing 207£0003 82720000 22620003 2482007 149842008 110320001 nd 1.16+0.04 177.2
L.Espanha  L.71£0000 9942007 2062002  145£0.05 149.9220.14 747£0.02 0.53£0.03 1.08£0.0% 174.2
M. Bollwiller 1692001 12982003 193200001  2.05£0.04 156622011 11236005 nd 0.75£0.03 1584
Marell 183002 124520002 1.54£002  179£0.02 15550£0.06  [1.8520.07 296£0,03 1.424+0.0% 189.3
Megreta L1001 9.89£002  L67T£001  L50X0.07 152532027 9.31£0.03 1. 500,04 0A7£0.01 178.8
Pauetet La5SE003 1095015 2332006  2.27£0.10 152624014 [1.8420.07 1580001 2.72£0.00 186.0
R. Piemaont 1022002 7210003 12620002 L77£0.04 107982025 9.732£0.02 361000 1.48£0.0% 124.2
Segorbe L16£002 12352003 1502004 19720.02 148862020 (3152000 0.98£0.07 1.28+0.01 1513
St M. Jesus  L1TE000 804200001 1622001 LL536E0.05 123302002 7.97£0.03 183002 0L67£0.03 146.3
T. Giffoni 1492005 9722006  LT79E003  2.03£0.16 162802018 10952006 1.20£0.11 1.19£0.06 191.3
Mlean 1.49 103 1.82 1.91 147.5 10.88 1.57 1.33 176.4
Range 0.9-2.9 T.2-164 1.2-2.5 1530 0802196 7.5-182 nd-3.6 0.7-2.9 1234263
nd: not detecizd
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Table 4 Sterol content range (mg/L00 g of oil) of olivie oil (OO) samples from different peographical origins

Cultivar Chalesterol Campesterol Stigmasteral Clerosteral  f-Sitosterol  A%-Avenasterol  A7-Stigmasterol  A7-avenasterol  Total
European O0° nr 25114 0567 nr 68.3-261.0 342606 nr nr =100
Morth African 002 nr 5804 l.6-2.6 nr 1545-185.1  15.8-214 0.1-04 0814 [ 80230
Turkish 0OO® nr 3374 1.5-1.7 nr 10002025 3.0-218 0.2-0.9 0.5-3.0 L1170
Spanish OOF 0.5-1.0 2881 0.7-1.5 1123 BOE-177.2  BE210 0.2-0.5 0.2-0.7 1 11-203
Ref. [43]

bRef [54]

r: mict reparted. +: P Sitostanal 447 Avenmterol

hazelnut oils and olive oils. However, adulterations with
low percentages of hazelnut oil may not be detected by this
method and several parameters must be evaluated to assess
the presence of hazelnut oil in olive oil as mentioned by
Christopoulou et al. [21] and Parcerisa et al. [15].

In conclusion, hazelnuts are a rich source of oleic acid
{about 80%), which have been associated with beneficial
health effects, and compared to olive oil has the advantage
of presenting lower contents of saturated fatty acids. Hazel-
nuts also contain several phytosterols generally in higher
amounts than most of the olive oil samples, which appears
to be important bioactive compounds since they can inhibit
intestinal absorption of cholesterol. Although some differ-
ences were noticed among cultivars, more data are needed
in order to confirm if the composition of hazelnut lipid frac-
tion differs enough to say if some of the cultivars are more
suited inwhat health is concerned. Results from other crops
and extending to other parameters, namely tocopherols and
triglycerides, will be useful for such purpose.

Acknowledgment 1.5, Amaral is grateful to Programa para o De-
senvolvimanto Educativo para Portugal (PRODEP IIT) for financial
support.
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Abstract Retinol and a-tocopherol are biologically active
compounds ofien monitored in blood samples because of
their evident importance in human metabolism. In this
study a novel ultra-performance liquid chromatographic
(UPLC) method used for determination of both vitamins in
human serum has been compared with conventional HPLC
with particulate and monolithic C,y columns. In UPLC a
sub-two-micron particle-hybrid C,y stationary phase was
used for separation, in contrast with a [ive-micron-particle
packed column and a monolithic column with a highly
porous structure. Methanol, at flow rates ol 048, 1.5, and
2.5 mL min~", respectively, was used as mobile phase for
isocratic elution of the compounds in the three methods.
Detection was performed at 325 nm and 290 nm, the
absorption maxima of retinol and a-tocopherol, respective-
ly. Analysis time, sensitivity, mobile-phase consumption,
validation data, and cost were critically compared for these
different chromatographic systems. Although cost and
mobile-phase consumption seem to make UPLC the
method of choice, use of the monolithic column resulted
in almost the same separation and performance with a
slightly shorter analysis time. These methods are alter-
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natives and, in routine laboratory practice, more economical
means of analysis of large numbers of biological samples
than use of a traditional particulate column.

Keywords UPLC - Retinol - a-Tocopherol - Human serum -
Monolithic column

Intreduction

In recent decades much research has been performed on
vitamins A and E, because of their biological activity and
their possible use for prevention and treatment of difTerent
diseases. Vitamin A includes the compounds retinol, retinal,
and retinoic acid. Vitamin E, comprising o, 3, v, and -
tocopherol and tocotrienol, is an important micronutrient
with high antioxidant activity which protects plant and
animal tissues against lipid peroxidation [1-37.

To study the biological properties of both vitamins and
to search for significant links between their intake and
effects on health, determination of these compounds in
biological samples by suitable analytical methods is of high
importance. Analysis ol fat-soluble vitamins may be useful
for monitoring their nutritional status, the effectiveness of
vitamin therapy [4], or oxidative stress as one ol the
negative side-effects of anticancer drugs [5].

Many papers have recently been published on the
quantification of retinol, tocopherols, and carotenoids in
biological liquids, usually human serum and plasma, using,
almost exclusively, reversed-phased high-performance liquid
chromatography (RP-HPLC) with UV, fluorimetric, or elec-
trochemical detection, which enable very good detection
limits (ng mL™") [6-15, 18] Although RP-HPLC on
octadecyl-modified silica (ODS) columnns seems the method
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of choice, use of normal-phase HPLC for analysis of retinol,
[p-carotene, and tocopherol in adipose tissue has also been
deseribed [16] and an original microemulsion electrokinetic
chromatographic method has been used for separation of
vitamins A, E, and D [17]. A modern approach to analysis of
retinol and o-tocopherol in human serum, application of a
monolithic column, leads to time and cost benefits [5].

Clinical interest in retinol and a-tocopherol has increased
substantially since study of the cancer chemoprotective
properties of these compounds began [1]. In clinical
laboratories, time and cost-reducing methods are important
tools for processing large numbers of samples. Application
of novel approaches in liquid chromatography, for example
use of monolithic stationary phases or high-resolution
chromatographic systems utilizing sub-two-micron particles
in routing practice might therefore be of economic interest,
because of their potential to reduce analysis time, improve
resolution, increase sensitivity, and reduce mobile-phase
consumption. We have previously shown that use of a Cig
monolithic column enabled reduction of analysis time for
both vitamins by a factor of four compared with a particulate
Cyy column [5]. Because of the high porosity of the
monolithic silica matrix it is possible to perform analyses
with higher flow rates and significantly reduced back
pressure compared with conventional particulate columns
[19-21].

Ultra-performance liquid chromatography (UPLC), first
introduced by the Waters Corporation two years ago, 18 a
novel advance in rapid, sensitive, and high-resolution liquid
chromatography. UPLC utilizes special columns with a
bridged ethylsiloxane-silica hybrid (BEH) adsorbent, as
1.7-pum particles, which ensure a wide pH operating range.
The apparatus embraces minimized system volumes and
greater throughput with detection of more peaks and faster
analysis. The particles are also designed to be able to resist
high back pressures (up to 100 MPa), in contrast with
conventional liquid chromatography (maximum pressures
approx. 35-40 MPa). All system components, including
high-pressure fluidic modules (binary pump), efficient
autosamplers characterized by fast injection cvcles, low
injection volumes, negligible carryover, temperature con-
trol, and high-speed detectors, are designed to achieve this
new performance [22, 23].

Use of UPLC for assay of biological fluids has benefits in
clinical, toxicological, and forensic analysis. Since 2005
several authors have reported determination of different
compounds in urine and rat or human plasma by UPLC,
almost exclusively with mass spectrometric detection [24—
31]. In most of these papers conventional liquid chromatog-
raphy has been compared with novel UPLC methods, which
result in higher sensitivity (up to 3-10 times), shorter
analysis times, and narrow peaks with excellent resolution
an minimization of matrix effects. To protect the svstem,
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treatment of the biological material before UPLC analysis
should ensure the sample is very clean. All the work cited
reports use of either ligquid-liquid (LLE) or solid-phase
extraction (SPE). Filtration of samples and all aqueous
buffers through 0.2-pum filters is always recommended.

The objective of this work was to develop a novel method
for determination of retinol and a-tocopherol in serum by use
of ultra-performance liquid chromatography with UV detec-
tion. Another objective was comparison ol analysis time,
sensitivity, mobile phase consumption, validation data, and
demands on instrument equipment and operation for three
different chromatographic systems—UPLC and convention-
al HPLC with either a 5-um particulate or a monolithic
column. Qur prime concern was finding the most suitable
analytical method for rapid, simple, sensitive, and reproduc-
ible analysis of both vitamins in biological samples of
oncological patients being treated with aromatase inhibitors.
As far as we are aware simultaneous UPLC analysis of
retinol and a-tocopherol in human serum with UV detection
has not been described previously.

Experimental
Instrumentation and chromatography

UPLC analysis was performed with a Waters Acquity ultra-
performance liquid chromatograph (Waters, Prague, Czech
Republic) equipped with a tuneable UV detector (TUV),
sample manager module (autosampler), and column compart-
mentheater, both enabling temperature control. Data were
collected and processed by Empower chromatographic
software (Waters). An Acquity UPLC BEH C,; colunn
(2.1 mm> 100 mm, 1.7-um particles) was used for separa-
tion. Methanol {100%) was used as mobile phase; the flow
rate was 0.48 mL min '. UV detection was accomplished at
325 nm for retinol and 295 nm for a-tocopherol; the
sampling rate was 20 points per second. Injection was
performed by the partial loop with needle-overfill mode.
Injection volume was 5 pul and both compounds were
separated within 2 min.

Chemicals and reagents

Retinol and bpL-w-tocopherol were obtained from Fluka
(Sigma—Aldrich, Prague, Czech Republic). HPLC-grade
methanol and n-hexane for preparation of standard solutions
were obtained from Merck (Darmstadt, Germany). Ethanol
denatured with 5% methanol for deproteination was obtained
from Lachema (Bmo, Czech Republic). Distilled methanol
of pa. purity for the HPLC mobile phase was supplied by
Penta (Prague, Czech Republic). Helium 4.6 and nitrogen
6.0 were purchased from Linde (Prague, Czech Republic).
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LC-MS grade methanol from Riedel-de Hien (Sigma-
Aldrich) was used for UPLC analysis. Formic acid p.a. and
acetic acid for trace analysis were obtained from Riedel-de
Hien and Fluka, respectively. HPLC-grade water was
prepared with Millipore (Bedford, MA, USA) Milli-Q
reverse-osmosis equipment and filtered by use of a Vace-
space 50 wvacuum Olter (Chromservis, Prague, Czech
Republic), using 02-um pore-diameter Nylon membrane
filters (Albet, Barcelona, Spain).

Preparation of standards and samples

Stock solutions of retinol and a-tocopherol were prepared
for both HPLC and UPLC analysis. Retinol solution
{1 mmol L") was prepared by dissolution in methanol.
Tocopherol was first dissolved in n-hexane (1 mmol LY
then diluted with methanol to fumish 0.5 mmol L™
solution. Retinol and tocopherol standard solutions were
stored at —25 °C and 4 °C, respectively. For the calibration,
working solutions of both standards were diluted with
methanol, in volumetric flasks, in the concentration ranges
0.25-10.00 pwmol L™ for retinol and 0.5-50.0 pumol L' for
a-tocopherol. Calibration was performed at six concen-
trations. The stock and working solutions were stable for
6 months.

Blood samples were drawn from the peripheral vein after
ovemnight fast for 12 h. The samples were then centrifuged
(1600 g, 10 min, 16 °C) and serum was separated. In the
liquid-liguid extraction (LLE) procedure 500 uL serum was

deproteinated by addition of cool ethanol denatured with 5%
methanol (500 ul, 5 min, 4 °C). n-Hexane (2.5 mL) was
then added and the mixture was extracted for 5 min by
vortex mixing. After centrifugation (1600 g. 10 min, 0 °C),
2 mL of the clean extract was isolated and evaporated under
nitrogen (60 °C). The residue was dissolved in 400 pl
methanol and analyzed using external standard calibration.

Validation

For method validation a system suitability test (S5T) was
performed and validation data were evaluated i accordance
with ICH guwdelines [32, 33]. For the 55T standard
solutions were injected ten times and theoretical plate
number/height equivalent of theoretical plate (HETP),
asymmetry factor, resolution, repeatability of retention
times (fg), and peak area (4) were calculated. Repeatability
was expressed as relative standard deviation (YRSD).
Method validation was accomplished by analysis of serum
samples and entailed determination of precision (repeat-
ability of fg and A), accuracy (recovery), linearity, and
detection and quantification limits (LOD, LOQ). Method
precision was evaluated for ten samples prepared individ-
ually from one sample of lyophilized human serum at one
concentration. Recovery was determined by spiking serum
with standard additions of retinol and wa-tocopherol.
Linearity was measured at six concentrations in the ranges
0.25-10.00 and 0.5-10.0 pumol L™" for retinol and 0.5-50.0
and 5.0-50.0 umol L™ for a-tocopherol. Each solution was

retinol
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alpha-tocopherol
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Fig. 1 Example of UV absorption chromatogram from UPLC analysis

of retinol and o-tocopherol mn patient serum. The concentrations of

retinol and a-tocopherol were 0.87 and 11.39 pmol L', respectively.
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Detection was performed at 325 nm (retinol) and 290 nm (a-

tocopherol). Retention times: retinol, 0.83 min: a-tocopherol,
1.77 min
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injected three times. The limit of detection (LOD) was
defined as the compound concentration for which the
signal-to-noise ratio was greater than three. The limit of
quanti fication (LOQ) was evaluated as the concentration for
which the signal-to-noise ratio was ten.

Results and discussion
Chromatographic conditions

UPLC has been proved to be an effective technigue for the
analysis of retinol and o-tocopherol in serum samples. A
typical chromatogram obtained by UPLC from a patient
serum is presented in Fig. 1. Total analysis time was 2.0 min
and the retention times of retinol and a-tocopherol were
0.83 min and 1.77 min, respectively. For correct detection,
the detector wavelength was switched from 325 nm to
290 nm after 1.2 min. Peak widths were 0.20 min for retinol
and 024 min for a-tocopherol. Other performance data for
UPLC are discussed below in the critical comparison of
UPLC analysis with use of particulate and monolithic
columns for assay of the vitamins. Use of classical HPLC,
with particulate and monolithic columns, for this purpose has
been reported elsewhere [5].

The conditions used for each type of chromatography are
compared in Table 1. Methanol was always used as mobile
phase (MP) and all the stationary phases were based on
octadecylsilica; there were, however, significant differences
between other properties of the columns used, especially
particle size, porosity (monolithic column), internal diameter,

Table 1 Comparison of chromatographic conditions

and column length. As would be expected, analysis time was
longest for the conventional HPLC particulate column. The
monolithic column, because of its porous structure and much
lower back-pressure, can operate with higher MP flow rates,
resulting in fourfold faster analysis than on the particulate
column. Better resolution, speed, and sensitivity were
obtained by use of the UPLC column packed with 1.7-pum
particles, but at higher back-pressure, which the UPLC
system can resist. Because of the high separation efficiency,
small particle size, and narrow column intemal diameter,
UPLC uses very low mobile-phase flow rates and analysis
times are short. In summary, use of monolithic and UPLC
columns results in time saving of approximately 7 h for
analysis of one-hundred samples. Chromatograms obtained
from analysis of human serum samples by use of all three
chromatographic systems studied are shown in Figs. 1, 2 and 3.

There is, however, almost no difference between analysis
times on the monolithic and UPLC columns. When a 50-mm
UPLC column was tested for separation of the standard
mixture even shorter retention times were obtained with
similar or lower flow rates; when these conditions were used
for analysis of serum, however, resolution of target analytes
from ballast compounds was poor. These problems might be
because of the complexity and variability of the serum
matrix, which is, even after extraction, still contaminated
with interfering compounds. Mobile phase consumption in
UPLC is approximately one fifth that in HPLC with a
monolithic column, which is economically important to
laboratories processing large numbers of samples. When
the different internal diameters of the columns are taken
into account (4.6 mm for the monolithic column), this effect

Stationary phase

UPLC column

Bridged ethylsiloxane/sihca,
hybrid C,; particles

Particulate column

Cyg reversed-phase

Monolithic column

g monolithie
reversed-phase

Column dimensions

Muobile phase

Mobile phase low rate (mL min h
Retention time (min) Retinol
a-Tocopherol
Analysis tme (min)

System pressure (psi)?

Muohile phase consumption (mL)®
Column price (€)

Approximate column hifetmme®

Costs (€)%

Time saving™®

100 mm=2.] mm id, 1.7 um

150 mm=4.6 mm i.d., 5 um

100 mm=4.6 mm i.d.

100%, methanol 100%: methanol 100%; methanol
048 1.50 2.50

0.8 2.0 0.8

1.8 53 14

20 6.0 1.8
48004900 950-1000 470-500
96 900 450

743 394 626
2200 700 1800

6 72 44

f b 40 min - Th

* System pressure one first use of the column
P Calculated for one hundred injections

“ Expressed as the number of analyses without any change of the mitial properties.
dAppm.\;imah: calculation; compnses mobile phase consumption and column cost; does not include instrument price.

“Comparison of monolithic and UPLC columns with the particulate column.
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Fig. 2 UV absorption chromatogram from analysis of retinol and a-
tocopherol in patient serum using the monolithic column. The
coneentrations of retinol and a-tocopherol were 1.89 and 18.76 umol

on solvent consumption can, nevertheless, be regarded as
insignificant.

We calculated the approximate cost of analysis of one
hundred samples, taking into consideration mobile-phase
consumption and column price. For the latter we took account
of both price and column lifetime. Our experience of analysis
of many sets of samples is that approximately 700 analyses
are possible on the Pecosphere particulate colunn whereas
more than 1800 injections are possible on the Chromolith
column without noticeable changes in separation efficiency,
retention times, or back pressure. Because of the insufTiciency
of our own data relating to UPLC column lifetime, we
calculated the cost of UPLC on the basis of information in the
literature. An Acquity UPLC BEH Cig column used for
analysis of protein-precipitated rat plasma maintained initial
peak capacity and selectivity for over 2200 injections [34].
Although the most economical system seems to be UPLC,
the markedly higher price should also be taken into
consideration.

Another interesting comparison of monolithic and UPLC
columns for analysis of drug metabolites in urine has been
published [24]. UPLC was approximately three times as
sensitive and enabled detection of more metabolites than

[TTT T T T T[T T T T[T I T T [ TIT T[T I [ TTTIT[TIoIT]
4.0 5.0 6.0 T.0 ;

i
L', respectively. Detection performed at 325 nm (retinol) and 290 nm
(a-tocopherol). Retention times: retinol, 0.8 min; a-tocopherol,
1.4 min

the monolithic column. Although consumption of mobile
phase was a factor of four lower in UPLC, retention times
were longer than on the monolithic column. It is apparent
both from this work and from our results that monolithic
stationary phases enable substantial time saving but at the
cost of high mobile-phase consumption. Although such
time saving is not always possible with UPLC, its benefits
include use of much less mobile phase.

Validation

Validation data for analysis of retinol and a-tocopherol by
use of the three chromatographic systems are compared in
Table 2. Application ol internal validation requirements
reveals all the data are acceptable; there are, however, slight
differences between some of the values.

Area and retention time repeatability for retinol are perfect
for analysis by UPLC, not exceeding 0.5% RSD. The
excellent injection precision is ensured by the partial loop
with needle-overfill injection mode developed by Waters for
the Acquity UPLC system. In this mode the needle and the
valve are first overfilled with sample while the loop is in-line
with the pump. When the loop is switched to off-line, the
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Fig. 3 UV absorption chromatogram {fom analysis of retinol and a-
tocopherol in patient serum using  the particulate column. The
concentrations of retinol and a-tocopherol were 1.13 and 13.23 pumol

syringe fills the loop with the appropriate volume of sample.
To complete the injection the valve is switched back to in-line
direction. With full-loop injection, this type of sample
injection is among the most precise injection techniques.
The correlation coefficients show that response is a linear
function of concentration in the calibration ranges selected.

Table 2 Comparison of validation data for retinol and a-tocopherol

min
L', respectively. Detection was performed at 325 nm (retinol) and
290 nm (o-tocopherol). Retention times: retinol, 2.0 min; a-tocoph-
erol, 5.3 min

Accuracy, determined for spiked human serum, is best for
conventional HPLC and UPLC. Although method sensitivity
is expected to be higher for UPLC than for the other two
technigues, this was not apparent for retinol analysis.

Similar validation data were obtained for assay of -
tocopherol. The detection and quantification limits also

Retinol a-Tocopherol
UPLC Particulate Monolithic UPLC Particulate Muonolithic
column column column column

Area repeatability (RSD) 0.51 4.51 5.58 062 0.91 593
Retention time repeatability (RSDY) 0.11 008 0.10 0.21 0.29 0.37
Accuracy (RSD%)*® 378 324 5.98 4.61 168 206
Calibranon range (pmol L e 0.25-10.00 0.50-10.00 0.25-10.00 0.50-50.00 5.00-50.00 0.50-50.00
Correlation coefTicient (R%) 0.9997 0.9992 0.99599 0.9999 0.9996 0.9997
LOD (umal LY 0.019 0020 0020 0.ns 010 0.10
LOQ (wmol LY 0n.06 007 007 015 0.30 0.30

* Retinol-serum spiked with 0.5 pmol L™ retinol; spike volume 5 ul.

* a-Tocopherol-serum spiked with 5.0 umol L™ a-tocopherol; spike volume 5 pl.

¢ Linganty was measured for six concentration levels.
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showed that UPLC was the most sensitive method for
analysis of a-tocopherol.

Conclusion

A novel UPLC method for determination ol retinol and
u-tocopherol in human serum has been presented as a tool
suitable for clinical monitoring of these compounds in
serum. The developed and validated UPLC method was
compared with two other chromatographic methods—
conventional HPLC with a particulate column and HPLC
with a monolithic column. Analysis time, sensitivity,
mobile phase consumption, validation data, and demands
on instrument equipment and operation were compared for
all three methods.

UPLC, and HPLC with a monolithic column, are
valuable methods for routine monitoring of oncological
patients before and during treatment with aromatase
inhibitors. The appropriate method should be low cost and
highly sensitive, reproducibility should be acceptable,
analysis time should be short, and the method should be
simple to perform; all these requirements are met by both
methods. Surprisingly, in our work UPLC analysis took
slightly longer than analysis with the monolithic column;
mobile phase consumption was almost a factor of five
lower, however. UPLC, and HPLC with a monolithic
column, are both ideal for busy laboratories analysing large
numbers of samples.
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Short Communication

Determination of gentisin, isogentisin, and
amarogentin in Gentiana lutealL. by capillary
electrophoresis

A novel, fast, and simple capillary electrophoresis method has been developed for
the analysis of gentisin, isogentisin, and amarogentin in roots of Gentiana lutea (yel-
low gentian), an herb traditionally used as gastric stimulant. Gentisin and isogenti-
sin are xanthones showing potent inhibition of monoamine oxidase type A and B,
amarogentin represents one of the bitter principles of Gentiana, responsible for its
gastricroborant effects. Optimal CE-separation conditions comprise a 100 mM
sodium tetraborate buffer of pH 9.3, containing 10 mM p-cyclodextrin as additive;
optimum temperature and applied voltage were found to be 30°C and 25 kV, respec-
tively. Direct diode array detection at 260 nm (gentisin, isogentisin) and 242 nm
{amarogentin) was performed, and the required analysis time was only 11 min. The
developed method was validated for linearity, sensitivity, precision, and accuracy,
and utilized to assay several commercially available G. lutea samples. Quantitative
data obtained with the developed CE method are compared with HPLC results, and
the advantages of each approach are discussed.

Keywords: Amarogentin [ Capillary electrophoresis | Gentiana lutea | Gentisin [ Isogentisin
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1 Introduction

Gentiana lutea (Gentianaceae) is a perennial herb com-
monly growing in alpine areas of central and southern
Europe and in western Asia [1]. The officinal drug Gentia-
nae radix, listed in many pharmacopoeial monographs,
consists of dried fermented rhizomes and roots of Genti-
ana. It is traditionally used as a bitter tonic in gastro-
intestinal ailments. The active principles of Gentiana
were found to be secoiridoid bitter compounds, such as
gentiopicroside, amarogentin, and swertiamarine, fol-
lowed by xanthones, phenolic acids, phytosterols, and
alkaloids [1, 2]. Whilst the bitter principles, particularly
amarogentin, act as appetite or digestive stimulants and
gastroprotective agents [3], xanthones, including genti-
sin, isogentisin, and genistein, show different biological
activities. Gentisin and isogentisin possess a potential
antidepressant effect by inhibition of monoamine oxi-
dase type A and B [4-6], and isogentisin also demon-
strated strong antitubercular activities [7]. Recently, sig-
nificant cytoprotective properties of isogentisin (but not
gentisin) were discovered [8]. Moreover, amarogentin
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rich fractions of Swertia chirata showed an anticarcino-
genic effect [9], and it has been known for a long time
that the methanol extract of Gentianae radix possess muta-
genic activity [10].

With respect to the wide range of different pharmaco-
logical actions of Gentiana and its medicinal use, an ana-
Iytical assessment of this plant is of great importance.
According to the publications available on common sci-
entific databases, HPLC, TLC, and MEKC have been used
for the analysis of major Gentiana compounds [11-14].
An original HPLC-MS assay enabling the determination
of all currently known bioactive compounds in gentian
roots has not been published until recently [15]. Except
for the latter, all other methods did not allow the separa-
tion of gentisin and isogentisin, two compounds that,
owing to recent pharmacological studies, are of utmost
interest. Thus, in this study we developed and validated a
CE method for this purpose and compared the obtained
quantitative results to the already established HPLC
approach.

2 Experimental
2.1 Instrumentation and CE analysis

Capillary electrophoresis was performed on a 3D-CE
instrument ([Agilent Technologies, Waldbronn, Ger-
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many) equipped with diode array detector, thermostat-
able capillary compartment and autosampler. Electro-
phoretic separation was achieved using a fused silica
capillary of 50 pm id and effective length 60 cm (Polymi-
cro Technologies, Phoenix, AZ, USA).

Optimal results were obtained with a 100 mM sodium
tetraborate solution of pH 9.3 containing 10 mM p-cyclo-
dextrin as additive, at an applied voltage of 25 kV and a
temperature of 30°C. Analyzed samples were injected
using the hydrodynamic mode (50 mbar for 5s) and
detected at 260 nm (gentisin, isogentisin) and 242 nm
(amarogentin). Prior to each injection, the capillary was
rinsed with water (2min), 0.1 M phospohoric acid
(2 min), water (2 min), and finally with running electro-
lyte (3 min). All standard and sample solutions as well as
buffers were filtered through a 0.45-um membrane filter
(Minisart SRP15; Sartorius, Gottingen, Germany) before
analysis.

2.2 Chemicals

All solvents and chemicals were of HPLC or p.a. grade
(methanol, sodium tetraborate, p-cyclodextrin, sodium
hydroxide, phosphoric acid, water) and were purchased
from Merck (Darmstadt, Germany). Amarogentin stand-
ard was bought from Chromadex (Santa Ana, CA, USA)
and standards of gentisin and isogentisin were isolated
in our laboratory as described earlier [8]. Five G. lutea root
samples (S1-55) were obtained from three different Aus-
trian and German suppliers, samples S1, S2, and S4 were
different batches supplied by one vendor.

2.3 Sample preparation

150 mg of powdered G. lutea root was extracted three
times with 3 mL of 100% methanol in an ultrasonic bath
(10 min, room temperature) and centrifuged. The
extracts were collected in a 10-mL volumetric flask and
filled up to the mark with 100% methanol.

2.4 Validation

The developed method was validated for linearity, sensi-
tivity, precision, and accuracy. Linearity was tested at
seven calibration levels. A stock standard solution was
prepared by dissolving approximately 0.8 mg of each
standard in 4 mL of methanol; seven additional levels
were prepared by serial dilution with methanol (Table 1).
Each calibration solution was injected four times.
Method sensitivity expressed as limit of detection (LOD)
and limit of quantification (LOQ) was determined experi-
mentally by the means of signal-to-noise ratio method
(LOD refers to triple noise; LOQ refers to ten-fold noise).
Method precision was expressed as relative standard
deviation (RSD%) of peak area and retention time. It was
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Table 1. A) Calibration data and accuracy of the developed
CE mehod.

Parameter Gentisin Isogentisin ~ Amarogentin
Calibration

Linear range (pg/mlL) 1.76-112.50 154-9875 2.89-185.00
Regression line y=1441x y=0.853x = 0.580x
Correlation coefficient  0.9988 0.9988 0.9994

LOD (ngfmLy* 0.69 1.22 1.24

LOQ (ng/mLj 230 407 4.13
Accuracy (%)

Spike 1 9594 96.95 96.03

Spike 2 98.01 95.11 95.32

Spike 3 104.57 96.46 98.29

* LOD = Limit of detection.

* LOQ = Limit of quantification.

Accuracy expressed as recovery in percent (see Experi-
mental).

€}

Table 1. B) Method and injection precision.

Parameter Gentisin Isogentisin Amarogentin
A t A tn A t

Method precision (RSD% ")

1.day 3.35 0.57 3.28 1.03 1.05 0.45

2.day 418 0.68 255 0.48 2.71 0.73

3.day 3.76 0.31 5.79 0.41 2.29 0.80

Inter-day 2.50 0.67 4.36 0.39 1.91 1.52

Injection precision  2.20 0.13 399 0.17 212 0.25
(RSD%F!

9 Method precision expressed as relative standard devia-

tion (RSD) of peak area (A) and retention time (lg); using

one plant sample.

#  Repeatability of injection expressed as relative standard
deviation (RSD) of peak area (A) and retention time (lg):

determined after 10 injections of a standard mixture.

evaluated by analyzing samples of the same specimen
within one day (intra-day precision) and within three
days (inter-day precision). For the purpose, undividual
samples were prepared and analyzed in five replicates
per day. Injection precision was calculated after ten
injections of one standard mixture solution (concentra-
tion of isogentisin, amarogentin and gentisin, was 12.3,
13.1, and 14.1 pg/mL, respectively), and expressed as RSD
of peak area and retention time in percent.

Accuracy was determined by spiking one G. lutea root
sample with 100 uL(Spike 1), 200 pL (Spike 2), and 300 pL
(Spike 3) of standard mixture (concentration of gentisin,
isogentisin, and amarogentin was 94.0, 111.0, and
97.0 pg/ml, respectively). Method accuracy was then
expressed as recovery in percent.

3 Results and discussion

All determined analytes represent electro-neutral com-
pounds with pK, values around 7 and a weak acidic char-
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Figure 1. Chemical structures and pK, values of analyzed
compounds.

acter due to the presence of hydroxyl groups on the aro-
matic rings (see Fg. 1). Gentisin and isogentisin are posi-
tional isomers with identical molecular weight and the
same number of ionizable groups, i.e. in the electrolyte
system they are identically charged. Therefore, CE sep-
aration of these compounds might theoretically be
achieved either by addition of a chiral selector (e.g. cyclo-
dextrins), or by formation of micelles utilizing micellar
electrokinetic capillary chromatography (MEKC).

The most important features of method development
as well as our results concerning method validation,
quantification, and comparison of the proposed CE
method with HPLC results are further briefly discussed.

3.1 CE method optimization

For initial screening, a methanol solution of G. lutea
crude extract (c=15 mg/mL) and astandard mixture
were utilized. Primarily, different buffer systems includ-
ing sodium tetraborate, sodium phosphate, and Tris sol-
utions were tested in the pH range between 7.5 and 11.5.
These experiments showed that sodium tetraborate is
the optimum electrolyte for the intended purpose. Addi-
tionally, two different micellar systems containing 25-
100 mM sodium dodecylsulphate (SDS) or 75 mM sodium
cholate [SC) were tested, but a successful separation of all
three analytes was achieved only on using the standard
mixture; in the case of extract the target peaks merged
with other interfering compounds. An addition of
organic modifiers (methanol, ethanol, propanol, or ace-
tonitrile) to the buffer did not show any improved
results. As a second alternative, different concentrations
of cyclodextrins (u-, p-, y- 2-hydroxypropylu- and 2-
hydroxypropyl-p-cyclodextrin) were added to the run-
ning electrolyte. The best results were obtained using p-
cyclodextrin.

In order to separate the selected analytes with suffi-
cient resolution and in the shortest possible time all rele-
vant separation parameters were carefully optimized.
Migration time, resolution, peak shape, and symmetry

© 2008 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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were considered as relevant indicators. Concentration
and pH of tetraborate buffer showed a major influence
on analysis time and resolution of all compounds
present in the extract. By increasing molarity stepwise
from 25 to 125 mM tetraborate, analysis was prolonged;
however, resolution of target analytes was improved
lespecially in case of separation of amarogentin from
other compounds). By increasing the buffer pH (tested
from pH 8.0 to 10.0), the analysis time was prolonged
too, but at a pH higher than 9.5 the separation as well as
peak shapes were insufficient. For the analysis of genti-
sin, isogentisin, and amarogentin a 100 mM tetraborate
buffer at pH 9.3, containing 10 mM P<cyclodextrin as
additive proved to be ideal. The resulting current was
rather high {115 pA), but it did not cause perturbing
Joule heating of the capillary nor unstable results. The
optimal separation temperature was 30°C; any higher or
lower temperature was not advantageous.

Detection wavelengths were set according to the
absorption maxima of analyzed compounds. Although
isogentisin shows a maximum at 230 nm (as determined
by the DAD spectrumy), a wavelength of 260 nm was used
for validation and quantification due to better selectivity
when analyzing some of the extracts. An electrophero-
gram showing the separation of a standard mixture
under optimal conditions is represented in Fig. 2, and
displays a short analysis time not exceeding 11 min.

3.2 CE method validation

Results of method validation in terms of calibration,
accuracy and precision are presented in Table 1. Linear-
ity of the developed CE assay was confirmed in a more
than 504old concentration range, with correlation coef
ficients between 0.9988 and 0.9994. Concerning sensitiv-
ity, the LOQ ranged from 2.3 pg/mL (gentisin) to 4.1 pg/
ml (amarogentin). Accuracy was evaluated as recovery
after spiking one plant sample with standards at three
concentration levels ranged between 95.11 and 104.57%.
Method and injection precision calculated both for peak
area and retention time were within the limit of 5%,
except for isogentisin measurements on the third day
where the RSD reached 5.79%. Baseline separation of all
target compounds and resolutions higher than 1.5 dem-
onstrate the selectivity of the proposed method.

3.3 Assay of G. lufea samples

Five G. lutea samples were assayed using the developed CE
method. The procedure of sample preparation was
adopted from a previous publication [15], assuring an
exhaustive extraction of the target analytes. Peak identi-
fication was performed by comparison of migration
times and UV spectra with those of the reference com-
pounds, and confirmed by spiking of the samples with
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Table 2. Quantification of five commercially available G.
lutea samples by means of the developed CE method; stand-
ard deviation in parenthesis (n = 4).

Concentration (ug/mL)

Sample Gentisin Isogentisin ~ Amarogentin
$1 7.84(+0.26) 9.56(x0.28) 422 (x020)
$2 9.08(x0.11) 12.30(x0.35) n.d.=®

$3 972 (+0.42)  10.81(x0.09) n.d.=®

S4 427(x021) 8.97(x023) 4.49(x0.25)
S5 8.46 (025 11.98(x0.43) 7.68(x0.19)

#  n.d. = not defined (the value was below the limit of quan-

tification).

the standards (if required). As shown in Table 2, in all
samples isogentisin (ranging from 8.97 to 12.30 pg/mL)
was dominant compared to gentisin (4.27-9.72 pg/ml).
Values of amarogentin were substantially lower, not
exceeding 7.68 pgiml (0.05%). In two analyzed samples

© 2008 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

{S2 and S3) amarogentin level did not reach LOQ and for
that reason it was not quantified. The determined quan-
titative values correspond well with data stated in litera-
ture [2].

A typical electropherogram for a sample solution is
depicted in Fig. 3. The most abundant component in Gen-
tiana, the secoiridoid glycoside gentiopicroside, elutes in
the first peak. Unfortunately, it was not possible to
include this analyte in quantification, because it always
merges with other structurally very similar compounds
such as swertiamarine and xanthone glycosides. This
trend was observed when injecting respective standards,
which were available from a previous study [15].

3.4 Comparison with HPLC

For G. lutea analysis the analytical challenge lies in the
diverse chemical character of constituents andfor in
their structural similarity. High performance liquid
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chromatography is generally considered the method of
choice in the field of phytoanalysis due to its universal
use, extensive range of available stationary phases and
various detection possibilities. We recently reported an
HPLC method for the analysis of biologically active com-
pounds in Gentiana [15] and the current study should
evaluate the applicability of CE for the same purpose.
When comparing both approaches, their respective pros
and cons are obvious. Although CE does not allow separa-
tion of the same number of compounds, it offers many
significant advantages compared to HPLC. Besides the
general benefits of low solvent and sample consumption,
CE enables significantly improved separation of gentisin
and isogentisin in less than half the time (HPLC runtime
is 30 min)in a very complex sample matrix. On the other
hand, because of very low quantification limits (0.04,
0.05, and 0.11 pg/mL for gentisin, isogentisin, and amar-
ogentin, respectively), the substantially higher sensitiv-
ity of the HPLC method should be pointed out. Last but
not least, quantitative results of gentian root samples
assayed by CE and HPLC showed that both techniques
enable an accurate and precise determination of the
compounds of interest (Table 3).

© 2008 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Table 3. Comparison of quantitative results obtained by CE
and HPLC method; concentration expressed in percentage.

Concentration (%)

Sample Gentisin Isogentisin Amarogentin
CE HPLC® CE HPLCY CE HPLC
51 0.05 0.05 0.06 0.08 0.03 0.03
52 0.06 0.07 0.08 0.11 n.d. 0.01
53 0.06 0.07 0.07 0.08 n.d. 0.03
54 0.03 0.05 0.06 0.11 0.03 0.04
55 0.06 0.06 0.08 0.10 0.05 0.05

n.d.= not defined
# Result obtained according to [15].

4 Concluding remarks

G. lutea, a medicinal herb used worldwide for its varied
health benefits, represents an interesting drug to be stud-
ied from phytochemical, pharmacological, and analyti-
cal points of view. In order to assess its biological activity
as well as the chemical composition, precise, reliable,
and simple analytical techniques are required. In addi-
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tion to an already established HPLC method, we have
now successfully developed, validated, and applied a CE
method for the analysis of three pharmacologically
highly interesting compounds in Gentiana. Although
HPLC might offer more versatility in respect to the num-
ber of analytes determined, the newly developed CE
method enables a much faster, yet improved separation
and quantitation of gentisin, isogentisin, and amarogen-
tin. Therefore, it surely can be considered as an equiva-
lent alternative to HPLC.

The authors would like to thank the Austrian Exchange Office
(OAD) and the Ministry of Education of the Czech Republic (grant
MSM 0021620822) for their financial support.
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SIMULTANEOUS ANALYSIS OF VITAMINS A AND E
BY ULTRA PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY-
TANDEM MASS SPECTROMETRY

Slmto. Citova L', Novakova L.', Urbanek L."?, Solichova D.2, Solich P."
< z
< n
" : "Department of Analytical Chemistry, Faculty of Pharmacy, Charles University, Heyrovského 1203, Hradec Krélové,
?94 5 Czech Republic
Oec xah™ zDepadment of Metabolic Care and Gerontolagy, Teaching Hospital, 500 05 Hradec Kralové, Czech Republic

1. VITAMINS A and E

Vitamin A ({retinol) and E (o-tocopherol) are liposoluble
micronuinients: playing an important role in human organism.

2. VITAMINS A and E IN HUMAN SERUM

In order to study hiclogical properties of both vitamins and to

3. ANALYSIS OF VITAMINS

The content of retinol and o-tocopherol in human serum is

search for significant links between their intake and effect on commonly determined by the means of liguid chromatography

Retinol together with other refincids and carotenoids posifively  health, determination of these compounds in biclogical samples with UV or DAD detection, using C18 stationary phases and
affects reproduction, vision and immunity, and possibly prevents by suitable analyfical methods is of high imporiance. The analysis  100% MeOH as mobile phase:

cancer process. o-Tocopherol is an important antioxidant capable of fat-soluble vitamins may be useful for controlling the nutritional
of catching free oxygen radicals and protecting biclogical status, effectiveness of vitamin therapy or in the monitoring of
membranes and body tissues against their harmful effects. oxidative stress as one of the negative side effects of anticancer
drugs.

i < i i i mﬁ'{[ﬁ' At our workplace, serum levels of retinol and s-locopherol are
THy routinely determined within the monitoring of oncological patients
C‘H::HS H before and during treatment with aromaiase inhibitors in order o
retinol control oxidative siress caused by anticancer drugs.
MW= 286,23

4. ULTRA PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (UPLC)

UPLC represents a new approach towards the issue of fast, sensitive and high resolution liguid chromatography. The UFLC system
use small pariicies, minimized system volumes and grealer throughput 1o detect more peaks with faster run times, designed 1o be
able to resist high back pressures (up to 103.5 Mpa ~ 15 000 psi}. The UPLC system utiizes special coiumns with bridged
ethylsiloxane/silica hybrid (BEH) sorbent made of 1.7 ym particles ensuring wide oH operating rangs.

. Conventional HPLC - DAD:

Pecosphere C18 column (150 mm x 4,6 mm, 5 um)

Mohbile phase flow rate: 1.5 mifmin

Analysis time: 8 min

HPLC - DAD using menolithi |

Chromelith Performance RP-18 monoiithic column

(100 mmx 4.6 mm)

Mohile phase flow rate: 2,5 mifmin

Analysis time: 1,8 min

. Uitra rmance liguid chrom UpLC) - LIV
Acquity UPLC BEH C13 column (2.1 x 100 mim, 1.7 pm)
Mohile phase flow rate: 0,48 mimin
Analysis time: 2 min

5. THE AIM OF WORK
. Developement and validstion of a novel UPLC - MS methed for simultanecus determination of retinal and a-tocopherol
. Comparison of possible advantages and disadvantages in contrast to common LG - DAD/UV methods
- Utilisation of the developed method for determination of hoth vitamins in human serum within medical research

6. MS METHOD DEVELOPEMENT

ped with Tunable UV detector (TUV) conneated io

7. UPLC - MS CONNECTION

. Mobile phase: MeOH : 0,1% HCOOH 90:10

+ Flow rate: 0,35 mi/min

. Single lon Recording (SIR) and Multiple Reaction
Moritoring (MRM) modes were assessed, compared to the
UV detector record (Figure 3) : :

. Retinol was measured as [(M=H}-H:0"] ragment (mvz269)
with sufficient signal obtained (Figure 4) :

. Conditions for detection of e-tocopheral in SIR and MRM

+ UPLC - MS connection is being intensively worked on

i ;
| Fig. 3: Chromatogram of
a-tocapherol UPLC analysis with
255 nm “ UV detection {prier to
Retinal | the M5 detection)
325 nm |
e — =

RETINOL (Figure 1)
MeOH  0,1% HCOOH 9010
ESI=
35KV
20V
400 °C
200 Ifh

. TOCOPHEROL (Figure 2)
MeOH * 0,1% HCOOH 80:10
E5l +
ATRY
a0V
450°C
100 Uh

olvent
lonisation mode
pillary voltage
Cone voltage
esolvation temperature
Desolvation gas flow

ig. 1: Full scan mass spectrum of retinel in ESI" mode

1 Fig. 2: Full scan mass spectrum of a-tocopherol in
{concentration 10 pmoll)

ESI* mods (concentration 50 pmolil)

Fig 4: §IR chromatogram of
retinol (miz 263)

8. FURTHER STEPS

9. ACKNOWLEDGEMENTS
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Ivana Citova'? Markus Ganzera?, Hermann Stuppner?, Petr Solich’

DETERMINATION OF GENTISIN, ISOGENTISIN
AND AMAROGENTIN IN Gentiana lutea
BY CAPILLARY ELECTROPHORESIS

! Department of Analytical Chemistry, Charles University of Prague, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Krélové, Czech Republic
% Institute of Pharmacy - Pharmacognosy, University of Innsbruck. Innrain 52, 6020 Innsbruck, Austria

1. INTRODUCTION

Roots of Genlfiana futea (gentian) are traditionally used as a bitter
stomachic, either in form of a tea or as an alecholic exfract. Major
hioactive components of gentian are hitter glycosides, such as
gentiopicroside or amarogentin, followed by xanthones like
gentisin, isogentisin and gentisein, and other minor compounds
(alkaloids, carbohydrates estc.). Amarogentin, the bitterest natural
preduct till date is known for gastric stimulant properties, while
gentisin and isogentisin show an inhibition of monoamine oxidase
type A and B. Additionally, a recent study has demonstrated
a significant cytoprotective activity of isogentisin.

HO. O

0 OH
Ho
8]
(L) |
0 O-Me O
PR CH, HO "OH
L
%o OH
c@/ o
© OH

O-Me
pKa=ET

gentisin

isogentisin amarogentin pa=T4

. THE AIM OF WORK

. ‘development and optimization of a capiliary electrophoresis (CE) methed for
separation of genfisin, isogentisin and amarogentin in methanolic exiract
of gentiana root

. method validation

. quantification of studied compounds in several commercially available
G fifea samples

. companison of the novel CE method with high performance
chromatography (HPLC) of G futea

liquid

D-C ment (Agilent) equipped with DAD

. Instrumentation: -in:

. Capillary: fused silica capillary, 50 pm i.d., effective length 60 cm
Buffer system: 100 mM borax solution of pH 9.3, containing 10 mM
beta-cyclodexirine as additive
. Applied voltage: 25 kY
. Injection: hydrodynamic, 50 mbar, 5 sec.
Temperature: 30°C
Detection: gentisin, isogentisin - 260 nm; amarogentin - 242 nm

. Sampie preparation:

. 150 mg of gentiana root powder is extracted three times with 3 ml of 100%
MeOH in an ultrasonic bath and centrifuged

. The extracts are collected in a 10 ml volumetric flask and filled up to the mark
with 100% MaOH

A) OPTIMIZATION

The following parameters were optimized in order 10 separate the selected analyies with sufficient reso-
lution and in the shoriest possible time Peak shape and symmetry were also considerad as relevant
parameters.

. Concentration of borax solution

. Concentration of befa-cyciodextring
+ Buffer pH

. Temperature

25 mM, 50 mM, 75 mi, 100 mM, 120 mM
0mM, 5 mM, 10mM, 12.5 mM, 15 mM
85,9.0,93,05, 100

40, 35, 30, 25, 20°C

Concentration and pH of the borax solution showed a major influence on analysis time and resolution of
all compounds present-in the extract. By increasing molarty analysis was prolonged, however, resolu-
fion of target analytes was improved (especially in case of separation of amarogentin from other com-
pounds). By increasing pH of the buffer solufion analysis was prolonged too, but at pH higher than 95
the separation as well as peak shapes were insufficient. Optimal temperature of capillary was 30°C, any
other higher or lower iemperature was not advantagsous.

B) VALIDATION & QUANTIFICATION
The developed method was validated for linearity, sensitivity, precision and accuracy,

Parameter [+ isi isogentisi amarogentin
Linear range (pgimi) 1.76-112.50 164 -0875 2.80- 18500
Correlation coefficient 0.9988 0.9988 0.9994
LOD / LOQ (pgimi) 0.69/2.30 1.22/4.07 1.24 /4132
Accuracy (%) 95.94 96.95 96.03
Repeatability (% R.5.0.}*"- peak area 22 399 Z42
- retention time 013 017 035
Method precision (% R.S.D.* Intraday / interday
- peak area 3351250 3281436 1.05/1.91
- retention time 057 1 0.67 1.03/0.39 0.45/1.52

Quantification - an example of one gentiana root sample
Concentration in percentage (%) - CE 0.06 008 005
- HPLC 0.08 010 0.05

* expressed as recovery after spiking the genfiana roct sample with 100 wf of standard mixture {conc. of gentisin,
isogentisin and amarogentin was 34, 111 and 97 pg/mi}
* palculated after 10 infections of standard mixfure sclufion

A novel CE method for the analysis of gentisin, scugérl sin and amarogentin in G (utea was developed
and validated. Five samples of gentiana rocts were guantified and the resulis were compared with those
obtained by HPLC. The percentages of target compounds measured by CE and HPLC were almost

| identical. For the analysis of these compounds, CE represents a suitable altemative for HPLC.

C) ELECTROPHEROGRAMS

Standard mixture of gentisin (¢=31.33 po/mil), isogentisin (37.00 pgiml) and
amarogentin (32.33 po/ml), detected at 242 nm.

=5 2420m
anaragartin
e

arn Ieagartisin

aenticin

An example of an electropherogram of one commercially available gentiana root
sample. Defection at 242 nm.

[rem——
&Y
b bkl sunarsgelin
| |
\ A | A |
N T B L S
|
R d a5 relative standard of pesk area and retenfion fime within one

day (=infraday) and within  three days {inferday); one plant sample prepared and
analyzed in five replicafes per day

The project was supported by the Ministry of Education of the Czech Repubiic —
grant MSM 0021620822,
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DETERMINATION OF RETINOIC ACID, RETINOL AND
TOCOPHEROLS IN HUMAN SERUM
BY ULTRA PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY-
MASS SPECTROMETRY

|. Citova', L. Novakova', L. Urbanek'?, L. Krémova'?, D. Solichova?, P. Solich’

'Department of Analytical Chemistry. Faculty of Pharmacy, Charles University, Heyrovského 1203, 500 05,Hradec Kréloveé,
~ Czech Republic, Email: ivana.citova@faf.cuni.cz
“Department of Metabolic Care and Gerontology, Teaching Hospital, 500 05, Hradec Kralove, Czech Republic

| RETINOIC ACID]

Vitamin A represents a group of compounds
comprising retinol, retinal, retinoic acid and other
analogs responsible for nght growth and proper
function of immune system.

Retinoic _acid is one of active metabolites of
retinol and includes different cis and trans isomers
which activate receptors for gene expression and
mediate important functions of Vitamin A.

Retinoic acid is highly light- and thermo-
sensitive, direct light and temperature above 45°C
cause its isomerization and decomposition, which
should be taken inte account when handling with
the subsfance, solutions and analyzed serum.

Il. THE AIM OF WORK

I. INTRODUCTION
[ ReTNoL

Retinol is a precursor of biologically active
retincids, such as retinal (necessary for vision) or
retinoic acid.

Bath retinol and retinoic acid have been recently
investigated due to their potential role in prevention
and treatment of cancer.

Retinol is commonly determined by HPLC with
UV detection providing very low detection limits
(20 nmolll), however simultaneous determination of
retincl and retinoic acid in a shert retention time is
still a matter of investigation.

Development and validation of a novel Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) method for
simultaneous determination of retinoic acid, retinol and a-, y- - tocopherol in human serum, using

mass spectrometry detection. Analysis of retin

contributes to the monitoring of oxidative stress in cancer patients

INSTRUMENT

. LC: Waters Acquity Ultra Performance Liquid
Chromatography system equipped with Tunable
UV detector (TUV)

Column: Acquity UPLC BEH C18 1.7pm,; 2.1 x
50 mm

Mobile phase: MeOH: 0.2% HCOOH 94:6 (viv)
Flow rate: 0.38 ml/min

. MS: Waters Micromass CQuattro Micro AP
tancdem guadrupole mass analyzer

lonisation: ES| *

Nebulizer & Desolvation gas: Nitrogen
Collision gas: Argon

y | —
HE Retinoicacid G4l b
- i L d i
Retinnd (L4 pmagL i
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[ rocopHEROLS |

Vitamin_E comprises eight naturally occuring
forms (o-, B-, y- ,B- tocopherols and tocotrienols)
and acts as the main antioxidant of plasma,
preventing membranes and lipoproteins  from
oxidative damage.

The growing interest in study of biological and
antioxidant activity of different tocopherols calls for
suitable analytical methods enabling separation of
all isomers and their determination in biclogical

samples.
R1

H.C cH CH, CH, CH, CH,
e s i R
R CH,
retinolc acid  COOH R2
CH i
3 ety CEROI a-tocopherol CHa CHs
B-tocopherol CHa H
y-tocopherol H CHs
oic acid, retinol and tocopherols in human serum o-tocopherol H H
Ill. EXPERIMENTAL
MASS SPECTROMETRY
SiM SRM
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Voltage | Temp. | Flow | Time | & M:“i';ﬁm Voltage Izlromt;_red vc::ge c:;:lllasmn
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6 Shrnuti

PfredloZzena disertaCni prace se vénuje Sirokému tématu analyzy vybranych
prirodnich latek pomoci modernich separac¢nich metod, které je prezentovano
z nékolika riznych pohledu.

Prvni pohled zahrnuje teoretické informace o studovanych pfirodnich
latkach, zastoupenych hlavné antioxidanty. Nejprve je pojednano o vzniku volnych
radikall a oxidacniho stresu v organismu, nasledné jsou nastinény funkce
antioxidantd a moznosti antioxidacni terapie. Ve skupiné pfirodnich latek
s antioxida¢ni aktivitou, které byly v ramci disertaCni prace analyticky hodnoceny,
jsou postupné charakterizovany biologické a fyzikalné-chemické vlastnosti
fenolickych kyselin, vitamind A a E a vicenenasycenych mastnych kyselin.
Soucasné jsou u kazdé skupiny latek shrnuty moZznosti analytického postupu pro
jejich stanoveni v rlznych matricich. Analyty, které vybocluji ze zafazeni mezi
antioxidanty, jsou obsahové latky hofce Zlutého. Jejich farmakologické ucinky,
praktické vyuziti v terapii a také zpusoby analytického hodnoceni jsou pojednany
v posledni kapitole teoretické ¢asti vénované studovanym latkam.

Na problematiku analyzy téchto latek je moZno také nahlizet z druhého
pohledu — skrze pfedstaveni pouzitych separacnich technik a shrnuti jejich
zakladnich principl. Teoreticka ¢ast vénovana modernim separaénim metodam
obsahuje dulezZité informace o plynové chromatografii, spojeni SPME-GC, Ultra
ac¢inné kapalinové chromatografii, hmotnostni spektrometrii a kapilarni
elektroforéze.

Treti hledisko se tyka jiz vlastni experimentalni prace a dil€ich dkolu
vénujicich se analyze vybranych latek. Jako prvni je prezentovan projekt
zabyvajici se analyzou fenolickych kyselin ve formé chloroformiatovych derivatt
pomoci SPME-GC. Vyvinutd metoda byla publikovana v ¢asopise Analytica
Chimica Acta a plny text ¢lanku je uveden v kapitole 5.3 (Pfiloha 1).

V dalSi Casti je plynova chromatografie vyuZita pro stanoveni obsahu
mastnych kyselin v doplficich stravy — Zelatinovych kapslich s rybim olejem.
Vysledky byly prezentovany formou plakatového sdéleni, které je uvedeno
v kapitole 5.10 (Pfiloha 8). Tento projekt tématicky navazoval na diplomovou praci,
ktera se tykala GC analyzy sterold a mastnych kyselin v olejich z vlaSskych a
liskovych ofech, a jejiz vysledky byly publikovany v asopise European Food and

Research Technology (kapitola 5.4, Pfiloha 2).
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Kapalinova chromatografie, konkrétné moderni technika UPLC byla vyuzita
pro nasledujici ukol — vyvoj a validaci metody pro stanoveni vitaminu A (retinolu) a
E (a-tokoferolu) v lidském séru. Vyvinutd metoda byla porovnana s postupy
vyuZzivajici klasickou HPLC s ¢asticovou a monolitni kolonou v publikaci v
Casopise Analytical and Bioanalytical Chemistry, ktera je uvedena v kapitole 5.4
(Pfiloha 2). RozSifeni spektra hodnocenych vitamina o kyselinu retinovou a y- a &-
tokoferol bylo pfedmétem dalSiho experimentu, ktery spodival v separaci téchto
péti latek pomoci UPLC ve spojeni s hmotnostné-spektrometrickou detekci.
Dosazené vysledky byly prezentovany ve dvou plakatovych sdélenich, které jsou
k nahlédnuti v kapitolach 5.11 a 5.13 (Pfilohy 9 a 11).

Posledni FeSené téma zahrnuje stanoveni gentisinu, isogentisinu a
amarogentinu v hofci zZlutém pomoci kapilarni elektroforézy. Této problematice
jsem se vénovala na studijni stazi na univerzité v Innsbrucku a vysledkem je
publikovany ¢lanek v ¢asopise Journal of Separation Science, jehoz plny text je
uveden v kapitole 5.6 (Pfiloha 4).
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7/ Summary

The presented dissertation thesis deals with an extensive topic of natural
compounds analysis by the means of modern separation techniques described
from different points of view.

Firstly, theoretical information about studied natural compounds (mainly
antioxidants) has been summarized including characterization of the mechanism
of free radicals formation and development of oxidative stress in human organism.
Furthermore, the function of antioxidants and key roles of antioxidant therapy have
also been discussed. Within the analyzed antioxidants, biological and
physicochemical properties of phenolic acids, vitamins A and E and
polyunsaturated fatty acids are described. Concurrently, known and published
analytical procedures applied on each group of compounds are summarized.
Besides antioxidants, content substances of yellow gentian (dried roots of
Gentiana lutea) have been analyzed. Information about gentian pharmacological
action, its practical utilization in therapy and ways of analytical determination
represents the last chapter of theoretical part dealing with the studied compounds.

The second point of view comprises characterization of individual
separation techniques used in the thesis. Basic principles of gas chromatography
(GC), solid phase microextraction connected to GC (SPME-GC), Ultra
performance liquid chromatography (UPLC), mass spectrometry (MS) and
capillary electrophoresis (CE) are summarized in the second part of thesis theory.

Third point of view includes experimental work and particular projects
dealing with the analysis of studied compounds. Analysis of chloroformate
derivatives of phenolic acids by the means of SPME-GC is firstly presented.
Developed method was published in Analytica Chimica Acta magazine, the full text
is listed in Chapter 5.3. Furthermore, gas chromatography was utilized for
determination of fatty acids in nutraceuticals containing encapsulated fish oil.
Results were presented in a form of a poster that is stated in Chapter 5.10.

UPLC, a modern representative of liquid chromatography, was used for
development and validation of a novel method for simultaneous determination of
vitamin A (retinol) and vitamin E (a-tocopherol) in human serum. The developed
assay was compared with an HPLC method using particulate and monolithic
columns within a publication in Analytical and Bioanalytical Chemistry magazine

(See Chapter 5.4). Another experiment comprised UPLC-MS separation of more
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complex mixture of vitamins A and E containing retinol, retinoic acid, a-, y- and &-
tocopherol. The achieved results were presented as two posters that are also
stated in Chapters 5.11and 5.13.

The last topic comprised determination of gentisin, isogentisin and
amarogentin in yellow gentian by capillary electrophoresis. This project was
studied during a study stage at the University of Innsbruck. As a result a short
communication was published in the Journal of Separation Science. The full text is
listed in Chapter 5.6.
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8 Zaver

Pfirozena touha ¢lovéka po poznani pfinesla a stale pfinasi nové objevy a
poznatky, které odhaluji taje a zakonitosti pfirody. Diky obrovskému pokroku
v oblasti analytické chemie a jeho vyuZiti v analyze pfirodnich latek se podafilo
identifikovat a kvantifikovat obsahové latky rostlin tak, Ze dnes u vétSiny rostlin
zname jejich slozeni a ucinky na lidsky organismus. Analytickd chemie vSak
naléza nezastupitelné vyuziti také v oblasti Iékarstvi, kde pomoci vhodné zvolené
metody umoznuje monitorovat hladiny rlznych latek at' jiz pfirodniho (pfirozené
pusobky metabolismu, hormony, vitaminy, ionty atd.) & chemického puavodu
(IéCiva a jejich metabolity) v biologickych vzorcich. Podobné jsou analytické
metody nezbytnou soucasti procesu kontroly 1é€iv, potravnich doplrikd &i potravin,
aby byla garantovana jejich jakost a bezpec¢nost pro ¢lovéka. S analytickou chemii
se tedy setkdvame prakticky na kazdém kroku. PfestozZe jizZ bylo mnohé objeveno
a objasnéno, potfeba vyvijet nové analytické metody pro rozmanité ucely je stéle
aktualni. O analyze pfirodnich latek, pfedevsSim téch s antioxida¢ni aktivitou, to
mozna plati dvojnésob.

Studium antioxidantd predstavuje soucasny trend, ktery vyplyva
z lékarskych poznatkll odhalujicich velky vyznam téchto latek v etiologii
civilizaCnich onemocnéni ¢i v procesech starnuti lidského organismu. Analyza
latek s antioxidac¢ni aktivitou tedy pfinaSi dulezité informace o jejich funkci a
vlastnostech skrze sledovani hladin jak v pfirodnim, tak v biologickém materialu.
Volba analytické techniky zavisi jednak na fyzikalné-chemickych vlastnostech
analytu, ale vyznamné také na charakteru matrice, ve které je analyt stanovovan.
V dneSni dobé byva u mnoha aplikaci metodou volby vysokou&inna kapalinova
chromatografie, nebot’ se jedna o pomérné univerzalni, pfesnou a citlivou metodu,
ktera pfi nalezeni optimalnich chromatografickych podminek umozriuje separaci a
kvantifikaci slozitych smési latek.

Nékteré analyty vSak byvaji tradi€né hodnoceny plynovou chromatografii a
tento ustdleny zpusob je zakotven i v zavaznych predpisech (normach,
lékopisnych metodach apod.). Pfikladem muaze byt analyza mastnych kyselin Ci
lekopisné stanoveni a-tokoferolu pomoci GC. Nevyhodou plynové chromatografie
je nutnost prevedeni netékavych hodnocenych latek na tékavé derivaty, coz ¢asto

znepfijemnuje analyticky postup. Derivatizace vS8ak muzZe pfindSet i jistou vyhodu
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spocivajici napriklad ve vyizolovani cilovych latek z matrice pomoci specifické
derivatiza¢ni reakce.

Nové a moderni technologie vyvijené svétovymi vyrobci analytické
techniky se pfedhanéji v u€innosti separace, rychlosti a citlivosti stanoveni a také
v jednoduchosti ovladani pfistroje pomoci dokonalého softwaru. Velky rozvoj
muzeme pozorovat napfiklad v oblasti kapalinové chromatografie. Nové
stacionarni faze, miniaturizace a pouziti odolnéjSich materiala ve spojeni s HPLC
instrumentaci daly vznik nové metodé Ultraucinné kapalinové chromatografie
predstavené v roce 2004. Pouziti UPLC umoZznuje nékolikanasobné zvysSeni
rychlosti a citlivosti analyzy a rovnéz snizeni spotfeby rozpoustédel, coz je
prospésné jak z ekonomického tak z ekologického hlediska.

Vedle kapalinové chromatografie podléha v poslednich letech velkému
technickému rozvoji také kapilarni elektroforeza. CE se sice stale fadi
k alternativnim separa¢nim analytickym technikam, ale postupné si mezi nimi
buduje svoji dalezitou pozici. Mezi nesporné vyhody CE patfi velmi nizka spotieba
rozpoustédel, jednoduchost provedeni a pomérné snadna optimalizace podminek.
Pravé pro tato pozitiva si kapilarni elektroforéza jiz nasla uplatnéni nejen na poli
analyzy prirodnich latek.

VSechny vySe zminéné metody predstavuji pevné pilife moderni analytické
chemie. Na Siroké Skale strukturné rozmanitych latek (vesmeés s antioxidacni
aktivitou) byla znazornéna variabilita vyuZiti téchto metod pro separaci a
kvantifikaci studovanych latek vrlznych matricich. Pfestoze pro vétSinu
stanovovanych latek existuje tzv. metoda volby, ktera slouzi k jejich béznému
hodnoceni, je predlozena prace dikazem toho, Ze i zdanlivé netradiéni pfistup

muze vést k ispéSnym a prakticky vyuzitelnym vysledkim.
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