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Abstrakt

Tato prace se zabyva vyvojem a optimalizaci metody pro stanoveni tryptofanu a
jeho metabolitl — serotoninu a melatoninu — v rostlinném materidlu, konkrétné ve vinné
réveé, v prubéhu jedné analyzy. Vyuziva k tomu analytickou metodu vysokouc¢innou
kapalinovou chromatografii.

V teoretické casti je nejprve pojedndno o tryptofanu. Je piedstaven jeho
metabolismus a zékladni vlastnosti metabolitli — serotoninu a melatoninu. Diskutovan je
jeho vyskyt ve vinné révé. Jsou zde také uvedeny analytické techniky, pomoci nichz lze
tyto analyty stanovit. Déale pak jsou zahrnuty informace o modernich stacionarnich
fazich, které jsou vhodné pro tento druh analyzy.

Experimentalni ¢ast tvofi optimalizace metody, méfeni kalibracnich zdvislosti a
realnych vzorkd. Je méfeno metodou reverzni chromatografie, kdy jako stacionarni faze
je nejprve pouzita kolona CI8 snaplni core-shell, poté kolona BEH Phenyl. Jako
mobilni faze je pouzita smé€s 10 mM octanového pufru o pH = 4,5 a methanolu. Je
vyuzita UV detekce pii vinové délce 254 nm, pro vétsi citlivost pak hmotnostni detekce.
Byly stanoveny zakladni podminky experimentu. Na poc¢atku analyzy obsahuje mobilni
faze 95 % (v/v) pufru a 5 % (v/v) methanolu. Poté je obsah methanolu od druhé do Sesté
minuty linedrné zvySovan na hodnotu 80 % (v/v), kde je mezi Sestou a osmou minutou
konstantné udrzovan. V Case od osmé do devaté minuty je obsah methanolu linedrné
snizen na po¢ate¢ni hodnotu. Cas analyzy je jedenact minut.

Bylo zjisténo, ze pii pouziti UV detekce vykazuje zavislost odezvy detektoru na
koncentraci analytii velmi dobrou linearitu. Limity UV detekce LOD resp. LOQ byly
stanoveny takto: pro serotonin 0,17 pmol-I"' resp. 0,57 pmoll!, pro tryptofan a
melatonin shodn& 0,23 pmol-I"! resp. 0,77 umol-I"". BohuZel chromatogramy obsahuji
velké mnozstvi interferenti a navic je v rostlinném materialu pouze stopové mnozstvi
analytt, proto je UV detekce nedostateCna. Naproti tomu, tandemova hmotnostni
detekce je metoda vysoce citliva, ale pro serotonin neni kalibra¢ni zavislost linearni. Pro
spolehlivou kvantifikaci by bylo nutné pouzit izotopicky znacené vnitini standardy.
Mez detekce LOD a mez kvantifikace LOQ byly odhadnuty — pro serotonin
0,05 nmol-1"! resp. 0,17 nmol-1"!, pro tryptofan 0,25 nmol-I"! resp. 0,84 nmol-I"" a pro
melatonin 0,01 nmol-1"! resp. 0,05 nmol-1"\. V hroznové §tavé byly uspésné detegovany

vSechny tfi analyty, ve vin€ pouze tryptofan a melatonin.
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Seznam pouzitych symbola a zkratek

BEH ... hybridni stacionarni faze obsahujici ethylenové mistky

(z angl. ethylen bridge hybrid)

EL G e kolizni energie
F oo s detekce pomoci fluorescence
HPLC.....oooiiei, vysokoucinnad kapalinovd chromatografie (z angl. high

pressure liquid chromatography)
1 OSSR P USRS melatonin

MRM ... monitorovani vicendsobnych reakci (z angl multiple

MS hmotnostni spektrometrie (z angl. mass spectrometry)

PDA ..o detektor s diodovym polem (z angl. photodiode array detector)
N T PP PP PRSP serotonin
1 LSS RRRRURRTRR tryptofan
UHPLC........... ultra vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (z angl. high-pressure

liquid chromatography)



1 Cil prace

Cilem prace bylo vypracovat metodu kapalinové chromatografie, diky které budou
moci byt stanoveny tryptofan, serotonin a melatonin vedle sebe v prubéhu jedné
analyzy. Prace se zabyva analyzou rostlinného materidlu. V ndvaznosti na spolupraci
s Katedrou biochemie je prace zameétfena predevSim na analyzu cCasti rostliny Vitis

vinifera a jejich plodu, pfipadné produktd z nich.



2 Teoreticka Cast

2.1 Tryptofan

Tryptofan je bily (téméf bily) krystalicky nebo amorfni prasek. Je jednou z dvaceti
proteinogennich aminokyselin. Tryptofan, piesnéji feCeno jeho L-forma, byl objeven
roku 1901 anglickym biochemikem Frederickem Hopkinsem [1]. Ten zjistil, ze
tryptofan patfi do skupiny deviti aminokyselin, které jsou pro Cloveka esencidlni.
Znamena to tedy, Ze lidsky organismus neumi tryptofan endogenné syntetizovat a ten
musi byt dotéla dodavan skrze potravu. Tryptofan byl poprvé uméle syntetizovan
vroce 1949, ale pocatkem 80. let byla chemickd syntéza nahrazena fermenta¢nimi
postupy, které vyrazné zvysily vytézky, ¢imz se staly tryptofanové potravni dopliky
vice dostupné [2].

Tryptofan je neutrdlni aminokyselinou, jejiz systematicky nazev je kyselina (25)-2-
amino-3-(1H-indol-3-yl) propanova. Tryptofan je jedinou aminokyselinou odvozenou
od indolu, bicyklické struktury tvofené benzenovou a pyrrolovou skupinou, ktera je
spojena s a-uhlikem aminokyseliny pomoci skupiny —CH,. Pfitomnost indolového
kruhu v chemické strukture dava této molekule hydrofobni vlastnosti. Struktura

tryptofanu je ukdzana na Obr. 1 [3].

O

l OH
HN NH;
Obrizek 1: Struktura L-tryptofanu. Zdroj: viastni zpracovani.

Tryptofan je metabolizovan za vzniku biologicky aktivnich indolovych sloucenin,
které maji velky vliv na Zivotni funkce. Krom¢ biotransformace v lidském organismu,
kterd je popsana nize, je tryptofan metabolizovan nejen zivoCichy, ale i rostlinami.
Vznikaji tak napfiklad rostlinné hormony auxiny, obranné slouceniny
indolylglukosinolaty a indolovy alkaloid nebo ptirodni halucinogen dimethyltryptamin.
Bylo zjisténo, Ze zejména auxiny souvisi se specifickou metabolickou cestou
tryptofanu, ktera se podili na fotopercepci a vyvoji rostlin. Indolaminy, jako je serotonin
a melatonin, byly v rostlindch detekovany a jejich funkce v nich jsou pfedmétem

dalSiho vyzkumu [4,5].



2.1.1 Tryptofan v lidském organismu

V lidském téle se tryptofan ukldda obtizné¢ a také jeho koncentrace je nejnizsi
ze vSech aminokyselin. Do organismu se tryptofan dostava predevsim ze stravy bohaté
na bilkoviny, a to jak zivocisného, tak rostlinného ptivodu. Potraviny s vys$Sim obsahem
tryptofanu jsou vsak vétSinou zivocisného pivodu — mléko a mlécné vyrobky, vejce,
maso a moiské plody. Nizsi obsah maji brambory, cizrna, sdja, kakaové boby a ofechy.
V souvislosti se ziskem tryptofanu z potravy se diskutuje také to, jakou roli v ném hraje

sttevni mikrobiom [6,7].
2.1.1.1 Biotransformace tryptofanu

Ackoli je mnozstvi tryptofanu v organismu malé, jednd se o molekulu velmi
dilezitou. Jeho nedostatek muize zapfiCinit fadu neuropsychologickych onemocnéni
jako je naptiklad demence [6]. Tryptofan se ucastni syntézy proteinii a je prekurzorem
pro fadu pro Zivot nezbytnych sloucenin. Stoji na zacatku dvou podstatnych
metabolickych cest — serotoninové a kynureninové drahy (viz Obr. 2).

Serotoninova draha zahrnuje metabolismus tryptofanu jen asi z 3 az 10 %. Nejprve
dochazi k hydroxylaci tryptofanu pomoci enzymu tryptofanhydroxylasy za vzniku 5-
hydroxytryptofanu. Tato hydroxylace je rychlost urcujici reakce. Nésledn¢ vznika
dekarboxylaci 5-hydroxytryptamin, trividlnim nazvem serotonin. Ten je odbouravan
na 5-hydroxyacetaldehyd plisobenim monoaminoxidasy-a a nasledné¢ oxidovan na
kyselinu  5-hydroxyindol-3-octovou pomoci aldehyddehydrogenasy. Acetylaci
serotoninu transferasou vznikd N-acetyl-serotonin, ktery je nasledné preménén pomoci
transferasy na melatonin. Pfi této katalyze se uvoliiuje NADH.

Druha cesta biotransformace tryptofanu vede ke vzniku kyseliny kynurenové, L-
kynureninu a kyseliny chinolinové. Koncovym produktem této drahy je kyselina
pyridin-3-karboxylova, jinak téZ kyselina nikotinova, niacin nebo vitamin Bs. Je to
vitamin rozpustny ve vod¢, nutny pro uvolfiovani energie z potravy. Je vyuZzivan
burikami k syntéze NAD(P)". V této draze hraji roli dva kli¢ové enzymy: tryptofan-2,3-
dioxygenasa pfitomna v jatrech a indolamin-2,3-dioxygenasa  piitomna

v extrahepatalnich tkénich jako jsou centralni nervovy systém, plice nebo placenta [8].
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Obrazek 2: Metabolismus tryptofanu — serotoninova a kynureninova draha. Prevzato z [7] a upraveno.
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2.2 Serotonin

Serotonin, systematickym nazvem 5-hydroxytryptamin (viz Obr. 3), je bila,
krystalickd nebo amorfni latka. Radi se do skupiny tzv. biogennich amintl, tedy amini,
které vznikly biotransformaci aminokyselin. Objev serotoninu je spojen s vice védci.
Ital Vittorio Erspamer v roce 1937 izoloval latku, kterd pisobila na stahy hladkého
svalstva travici trubice, a nazval ji enteramin. V roce 1948 objevili americti biochemici
Maurice M. Rapport, Arda A. Green a Irvine H. Page latku v krevnim séru, ktera méla
vliv na zmény napéti hladkého svalstva, nazvali ji serotonin [9]. V roce 1952 bylo
zjisténo, Ze enteramin a serotonin jsou stejné latky [10].

NH-

HO

Iz

Obrazek 3: Struktura serotoninu. Zdroj: vlastni zpracovani.

Je tedy vidét, Ze serotonin muize mit v lidském téle mnoho riznych funkeci.
Ptedevsim plisobi jako neurotransmiter. Dale je odpovédny za kontrakce nékterych cév
a zvySuje permeabilitu krevnich kapilar. Ovlivituje kontrakci stfev a brzdi sekreci
zaludec¢nich §t'av. Také stimuluje sekreci histaminu a katecholaminll. Ve vysledku se da
fici, Ze serotonin ovliviiuje témeét vSe — emoce a naladu (proto je nazyvan hormonem
Stésti), pamét, spanek, zilni systém, gastrointestinalni trakt a chut’ k jidlu. V posledni
dobé je diskutovan i jeho vliv na imunitu organismu [11,12].

Serotonin lze nalézt v krevnich destiCkach, v gastrointestinalnim traktu a v mozku.
Biosyntéza ahladina serotoninu v organismu je ovliviiovina mnoha faktory.
Ve zvySené mife mohou byt pfijimany jeho prekurzory skrze stravu a syntézu také
ovlivituje dostupnost nckterych minerdlnich latek, jako jsou vapnik a hoic¢ik. Mezi
potraviny podporujici produkci serotoninu patii maso (zejména dribezi), dale ryby,
tvrdé syry, vejce, ofechy, celozrnné pecivo, listova zelenina a bandny. Pro doplnéni

serotoninu lze vyuzit i n€které adaptogeny jako naptiklad rozchodnici rizovou [13].
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2.3 Melatonin

Melatonin, systematickym ndzvem N-[2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl]acetamid,
je neurohormon, ktery se vytvari v epifyze. Poprvé byl izolovan v roce 1958 americkym
lékafem Aaronem B. Lehrerem [14]. Melatonin se vyplavuje do krve pfedevSim v noci,
proto se mu také ptezdiva hormon spanku nebo hormon dne a noci. Jeho hladina se
v organismu méni jak v pribéhu jednoho dne (v tzv. cirkadidnnim rytmu), tak
v prub¢hu celého zivota organismu. Produkce melatoninu je zavisla na svétle, proto
nejnizsi hladiny dosahuje melatonin rano pifi probuzeni, nejvyssi je naopak v noci mezi
jednou a tfeti hodinou ranni [15,16].

Dalsi vyznamnou roli hraje melatonin jako antioxidant. Vychytadva volné radikaly
areguluje expresi a aktivitu antioxidacnich enzymill. Kromé& toho je dokéazan
i synergicky efekt s ostatnimi antioxidanty, naptiklad resveratrolem. Ten je znam jako
prirodni antioxidant obsazeny ve viné. Spole¢né jsou ucinnym ndstrojem na ochranu
poskozeni DNA a davky bézné pfijimané ve viné zajiStuji kardioprotektivni efekt.
Antioxidacné piisobi i metabolity, na které je melatonin odbourdvan [17,18].

Strukturné je melatonin indolaminem (viz Obr. 4), podobnym kyselin¢ indol-3-
octové, kterd je prvnim objevenym fytohormonem patficim do skupiny auxint.
Pravdépodobné je tedy melatonin vyuzivan rostlinami k ristu, stejné jako ostatni
auxiny. Jeho funkce vSak zatim neni dostatecné prozkoumdna. Také neni jasné, kde
v rostlinach syntéza melatoninu probiha. Zivo&ichové syntetizuji hormony ve Zldzach
s vnitini sekreci, ale rostliny Zadny aparéat pro syntézu nemaji. Existuji teorie, Ze jsou
rostliny vybaveny specidlnim enzymatickym mechanismem pro biosyntézu hormont,

nachdzejicim se ve vSech castech rostliny [19].

H:C—0

CHj;

HN HNT

Obrazek 4: Struktura melatoninu. Zdroj: vlastni zpracovani.
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2.4 Piitomnost analytll ve vinné réve

Tryptofan, serotonin a melatonin lze nalézt ve vinné révé ve vSech fazich jejiho
zivotniho cyklu — at’ uz je to v zelenych castech rostliny nebo ve zpracovanych plodech.
Béhem procesu alkoholového kvaseni se uvoliiuje tryptofan, ktery piispiva k rozvoji
typické ving€ [20]. Serotonin je ve vin¢ vytvaren mikroorganismy, a to jak kvasinkami,
tak bakteriemi mlééného kvaseni. Pro vyrobu vina se nejcastéji vyuzivaji kvasinky
druhu Saccharomyces cerevisiae. Melatonin se pfirozené¢ vyskytuje v hroznech, ale
vznikd i béhem procesu kvaSeni. Pii procesu fermentace dochazi k vyznamnym
zménam v koncentraci tryptofanu a jeho metabolitl. Syntéza téchto sloucenin zévisi na
mnoha faktorech, at’ uz jde o odriidu hroznii, zptsob nebo oblast péstovani vinné révy,

ptes druh pouzitych kvasinek az po obsah cukru v hroznech i hotovém ving [21-24].

2.5 Metody pro stanoveni tryptofanu, serotoninu a melatoninu

Tryptofan, serotonin a melatonin jsou vyznamné, biologicky a biochemicky aktivni
slouceniny, proto jsou objektem mnoha riznych analyz. Intenzivné se touto
problematikou v tématu analyzy vinné révy zabyvaji pfedev$im védci z oblasti, kde se
vino péstuje a zpracovavad. Vino se t¢Si oblibé nejen kvili svym senzorickym
vlastnostem, ale v neposledni tadé¢ je to 1 kvili jeho vysoké nutriéni hodnoté a
zdravotnim benefitim.

Aby bylo mozné vyvinout metodu pro jejich stanoveni, je nutné znat vlastnosti
danych analyti. Jsou to aromatické molekuly, jejichz zdkladem je indolovy
kondenzovany kruh. Tryptofan jako aminokyselina obsahuje bazickou aminoskupinu
—NH> a kyselou karboxylovou skupinu —COOH. Podle pH prostiedi tak mize existovat
ve vSech formach — kladné nebo zaporné nabity nebo v podobé obojetného iontu.
Tryptofan je mirné rozpustny ve vodé. Serotonin obsahuje oproti tryptofanu
hydroxylovou skupinu, tim se stava polarngj$i, a proto je ve vod¢ lépe rozpustny. Dale
také obsahuje aminoskupinu —NHb», diky které mlze byt v prostiedi s niz§im pH, nez je
jeho pKa, nabit kladn€. Melatonin je ze vSech téchto molekul nejméné polarni a nejvice
lipofilni, diky methoxyskupiné —OCHs navazané na zakladnim indolu. Pro jeho
fyziologické piisobeni je podstatnd jak methoxyskupina, tak i acetylskupina vazana

na aminu postranniho fetézce.
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2.5.1 Stanoveni ve viné

Jsou popsany riizné analytické techniky, které se vyuzivaji pro stanoveni tryptofanu a
jeho metabolitli. Lze pouzit iontové vyménnou chromatografii [25], chromatografii
na tenké vrstvé [26] nebo naptiklad kapilarni elektroforézu. Tam lze pracovat
s klasickou elektroforézou [27] nebo pouzit micelarni elektrokinetickou chromatografii
[28], kterd umozni migraci i nenabitych forem analytu diky jejich rozdélovani mezi
vodnou fazi a pseudofazi nabitych micel. K identifikaci analyti se pouziva i1
imunochemickd metoda ELISA, tato technika vSak v pfipad¢ vinné révy neni pfilis
spolehliva [29,30]. Nejcastéji je pouzivana pro stanoveni téchto latek vysokouc¢inna
kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii [31].

Byly vyvinuty metody kapalinové chromatografie s riznymi podminkami separace
(viz Tab. 1). Shoduji se v tom, Ze jsou provadény na reverzni fazi, tedy s nepolarni
stacionarni fazi. Jako mobilni fazi vyuZzivaji roztoky s velkym obsahem vodné faze,
organicka je v mens$ing, at’ uz se jedna o methanol nebo acetonitril. Slozky mobilni faze
jsou cCastou okyseleny mravenc¢i nebo trifluoroctovou kyselinou. Kromé jedné metody
jsou analyzy provadény v rezimu gradientové eluce, protoze analyty se velmi 1isi svou
polaritou, proto pro eluci potiebuji rozdilné slozeni mobilni faze. Pro detekci se jako
nejjednodussi se jevi pouziti UV spektrometrie, kdy 1ze vyuzit schopnosti aromatickych
analyti absorbovat toto zafeni. V takovém piipadé bylo méfeno pii vinové délce
254 nm. Tato metoda vSak neni velmi citlivd, proto je ve vétS§iné metod pouZita
hmotnostni spektrometrie, v nékolika ptipadech fluorescen¢ni detekce. Tam se pracuje
s excitaéni vlnovou délkou 280 nm a emisni vinovou délkou 350 nm. Casy analyz se
velmi 1i8i, coz je dano poctem a druhem analyti, které byly v dané metod€ stanovovany.
Krom¢ tryptofanu, serotoninu a melatoninu se jednd o nejznaméjsi slouceninu
obsaZenou ve vin¢ — resveratrol, jeho derivat piceid, dale pak tryptofanethylester a jiné

izomery melatoninu.
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Tabulka 1: Vybrané metody pro stanoveni tryptofanu a jeho metabolitii v hroznech, pFipadné ve viné.

Cas

Stacionarni faze Mobilni faze Analyt Detekce , Citace
analyzy
Onyx Monolithic C18 0,1 % (v/v) HCOOH v ACN S M MS 55 mi 1
100 x3mm, 2 um 0,1 % (v) HCOOH v Hy0 : min - [32]
BEH C18
100 x 2,1 mm, 1,7 um 0,1 % (v/+) HCOOH v MeOH
A 1
ccucore C18 0,1 % (v/v) HCOOH v H,O .M MS 105min [33]
100 X 3 mm, 2,7 um  ACN
BEH Phenyl C18
eny 0,1 % (v/v) HCOOH v H,O M MS 5 min [34]
50 x2,1mm, 1,7 um 0,1 % (v/v) HCOOH v ACN
Zorbax RRHD SB-C18 0,1 % (v/A) HCOOH v H,O S, T, MS I5min  [35]
100 x 2,1 mm, 1,8 pum 0,1 % (v/») HCOOH v MeOH M
BEH Phenyl C18
eny 0,05 % (v/v) TFA v H,O M MS 21min  [36]
150 x 2,1 mm, 1,7 um 0,05 % (v/v) TFA v ACN
Phenomenex Luna C18 40 % (vA) H,0 s 0,05 % HCOOH M F Omin  [37]
250 x 4,6 mm, S5 um 60 % (v/v) MeOH
BEH Phenyl C18
enyl C 0,05 % (v/v) HCOOH v H,O M MS  7.0min  [38]
150 x 2,1 mm, 1,7 um 0,05 % (v/v) HCOOH v ACN
Nucleosil 120-3 C18 0,1 % (v/v) TFA v H,O T F 45 min 20]
250 x 4 mm 0,1 % (v/v) TFA v ACN
Phenomenex Luna C18 59 (v/v) HCOOH v H,O S, T, MS 12 min 139]
50 x 4,6 mm, 5pm 5% (vv) HCOOH v ACN M
Z B-Cl1 =
orbax SB-C18 25 mM CH3;COONH,, pH = 5.8 S. T UV 285min  [40]
50 x 3 mm, 1,8 um ACN
Atlantis C18 =
antis C 10 mM HCOONH,, pH = 3,4 S, T F 2min  [41]
50 x 4,6 mm, 5 um ACN
BEH C18

150 x 2,1 mm, 1,7 um

0,05 % (v/v) TFA v ACN
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2.6 Moznosti stacionarni faze

Spole¢né stim, jak se vyviji a roste zastoupeni vysokoucinné kapalinové
chromatografie v riznych odvétvich, zvySuje se i potfeba vyvinout moderni stacionarni
faze, které budou spliiovat rtznorodé pozadavky. Obecné je trendem predevsim
miniaturizace systému a zrychlovani analyz.

Jednou z moznosti moderni naplné kolony jsou ¢astice s pevnym jadrem, tzv. core-
shell. Nejsou porézni v celém svém objemu jako klasické Castice silikagelu, ale maji
porovity pouze povrch (viz Obr. 5). Diky tomu molekuly analytu pronikaji pouze
do malé hloubky castice sorbentu a kolona tak poskytuje nizsi zpétny tlak, ¢imz dojde 1
ke zrychleni analyzy. Zaroven dochdzi k potlaceni vifivé difuze a zrychli se ptenos

hmoty, ¢imz se zvedne 1 G¢innost analyzy [42].

Obrazek 5: Srovnani struktury Castice plné porézni (vievo) s Castici s pevanym jadrem, tzv. core-shell Castice. Zdroj:
viastni zpracovani dle [42].

Aby bylo dosaZeno jesté¢ vétsi rychlosti analyzy, vyuZiva se ultra vysokoucinna
kapalinovd  chromatografie = UHPLC (zangl. ultra—high pressure liquid
chromatography). Ta pracuje s kolonami, které obsahuji Castice s primérem mensSim
nez 2 pm. S klesajici velikosti castic roste u€innost separace, ale zdroven vzrasta tlak na
kolong. Ten je pfimo umérny pritoku, viskozit€¢ mobilni faze a délce kolony a neptimo
umérny druhé mocning velikosti ¢astic a priméru kolony [43].

Pro pouziti UHPLC byla vyvinuta dal§i moderni stacionarni faze s ozna¢enim BEH
(z angl. ethylen bridge hybrid). Tato hybridni stacionarni faze byla vytvofena vlozenim
ethylenovych mustkii do silanolovych skupin silikagelu (viz Obr. 6). To vede ke
zpevnéni stacionarni faze, kterd je diky tomu odolnéjsi vici vysSim tlaklim. Zaroven
dochézi k odstinéni moZnych interakci mezi analyty a silanolovymi skupinami. Tato
naplh ma také vyssi teplotni stabilitu a 1ze s ni pracovat ve vétS§im rozmezi hodnot pH

(1-12). [44]
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Obrazek 6: Struktura staciondrni faze kolony BEH Phenyl. Zdroj: vlastni zpracovani dle [44].
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3 Experimentalni ¢ast

Praktickd ¢éast prace byla méfena na pfistroji Shimadzu LCMS-8045 (Kjoto,
Japonsko), pro separaci byly pouzity separacni kolona InfinityLab Poroshell 120 SB—
Aq od firmy Agilent Technologies (Waldbronn, Némecko) o vnitinim priméru 2,1 mm
a délce 10,0 cm s velikosti ¢astic 2,7 um a separacni kolona Acquity UPLC BEH
Phenyl od firmy Waters (Milford, USA) o vnitinim praméru 2,1 mm a délce 10,0 cm
s velikosti ¢astic 1,7 um. Nejprve probihala detekce spektrometricky pfi vinové délce
254 nm, dale byla pouzita hmotnostni detekce. Priitok nebuliza¢niho plynu byl 3 I'min’!,
pritok susiciho plynu 10 I'min™' a teplota vnitiniho prostoru 300 °C. Prostor kolony byl
termostatovan na teplotu 40 °C, teplota autosampleru byla 5 °C. Pokud neni stanoveno
jinak, probihala separace pii priitoku 0,4 ml-min".

Jako mobilni faze byla pouZita smés methanolu a 0,01M octanového pufru. Pufr byl
pfipraven pfidanim 143 pl kyseliny octové do 250 ml deionizované vody. Za pouziti pH
metru bylo upraveno pH pufru na pozadovanou hodnotu pfidanim roztoku hydroxidu
amonného.

Pro méfeni byly nejprve pouzity jiz namichané zdsobni roztoky standardt analyti,
viechny o koncentraci 5 mmol-I"!. V priibéhu prace byly pfipraveny &erstvé zisobni
roztoky, taktéZ vSechny o koncentraci 5 mmol- 1!, Vznikly rozpusténim 25,7 mg
tryptofanu ve 25 ml deionizované vody, 10,7 mg serotonin hydrochloridu v 10 ml

deionizované vody a 11,7 mg melatonin hydrochloridu v 10 ml methanolu.

3.1 Pouzité chemikalie

- tryptofan (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- serotonin hydrochlorid =98 % (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Némecko)

- melatonin hydrochlorid =97 % (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Némecko)

- methanol = 99,9 % (Honeywell Riedel-de Haen, Charlotte, NC, USA)

- acetonitril = 99,9 % (Honeywell Riedel-de Haen, Charlotte, NC, USA)

- kyselina octova 100 % (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)

- hydroxid amonny 25 % (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko)

- deionizovana voda (VWR International S.A.S., Fontenay-sous-Bois, Francie)
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3.2 Uprava realnych vzorku

Byly zméfeny realné vzorky hrozni a vina jako alkoholického napoje. Stava
z hrozni a vzorek vina byly zifedény v poméru 1:1 s methanolem, poté byl vzorek

odstedén na centrifuze 10 minut pfi 14 500 otackach za minutu (tj. 14 100X g).
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4 Vysledky a diskuze

Na zakladé¢ literarni reSerSe byly stanoveny obecné podminky méfeni. Experimenty
byly provadény vysokoucinnou kapalinovou chromatografii na reverzni fazi.

To znamena, ze byla pouzita kolona C18 s polarni mobilni fazi.

4.1 Izokraticka eluce

Prvotni experimenty byly provedeny v rezimu izokratické eluce, aby bylo zjisténo,
jakou retenci analyty vykazuji za zvolenych separacnich podminek. Nejprve byl zméten
vzorek tryptofanu o koncentraci 50 umol-I"'. Mobilni fize obsahovala 97 % (vAv)
octanového pufru (pH = 4,48) a 3% (v/v) methanolu. Cas analyzy byl nastaven
na 5 minut, pik tryptofanu eluoval v ¢ase 1,8 minut. Tryptofan je velmi polarni
molekula, u které v tomto pH pfevazuje kladny naboj, proto je jeho retence velmi slaba.
Dale byl ke vzorku pfidan melatonin o téze koncentraci. Pro tento analyt se vSak cas
analyzy ukazal jako nedostatecny, proto byl prodlouzen na 10 minut. Melatonin, jako
malo polarni latka, vSak stile neeluoval, tudiz bylo pfistoupeno ke zvySeni obsahu
methanolu v mobilni fazi na 20 % (v/v), respektive 40 % (v/v). Také byl zvySen prutok
z 0,25 ml'min! na 0,3 ml-min"!. Retenéni ¢as melatoninu byl 2,3 minut. Nasledn& byl
do smési pfidan serotonin o koncentraci 50 pumol-I"!. Serotonin eluoval ve shodném
case jako melatonin, protoze jeho pik byl dvakrat vétsi oproti predchozimu méfeni

(viz Obr. 7).
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Obrazek 7: Chromatogram za podminek izokratické eluce. Separace probihala s mobilni fazi ve slozeni: 60 % (v/v)

octanového pufiu (pH = 4,48) a 40 % (v/v) methanolu. Detekce pri vinové délce 254 nm ukdzala tii piky — 1. pik
mrtvého casu, 2. pik tryptofanu (T) a 3. pik melatoninu a serotoninu (M+S).
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Aby bylo dosazeno ucinné separace — oddé€leni pikli melatoninu a serotoninu — bylo
v dalSich experimentech vyuzito vyhod gradientové eluce. V ptipadé€, ze analyzujeme
smés vice latek sriznou polaritou, prakticky nelze najit vyhovujici podminky
izokratické separace. Zaroven lze predpokladat, ze diky novym podminkdm se pik
tryptofanu posune dale od mrtvého Casu, ¢imz bude dostatecné separovan od polarnich

slozek matrice, které eluuji spole¢né s mrtvym casem.

4.2 Gradientova eluce

Gradientova eluce je Casto vyuzivand metoda, diky které mize byt dosazeno lepsi
selektivity. Dochazi pfi ni ke zméné slozeni mobilni faze v pribehu analyzy, coz se
projevi jako zména elucni sily. Na pocatku gradientové eluce ma mobilni faze nizkou
elu¢ni silu, takze mlze dojit k silnéjsi retenci, a tim 1 separaci malo zadrZzovanych latek.
Zvyseni elucni sily v pribéhu eluce vede naopak ke zkraceni pfili§ dlouhych retencnich
Casti silng zadrzovanych latek. Cas analyzy se tak vyrazné zkrati.

Byla vyvinuta metoda, kdy na poc¢atku obsahovala mobilni faze z vétsi ¢asti slozku
pufru a jen malo procent organické fize. Mezi druhou a Sestou minutou se obsah
organické faze linearné¢ zvySoval na hodnotu v rozmezi 20 az 80 %, v zavislosti
na daném experimentu. Tento obsah byl udrzovan konstantné po dobu dvou minut, poté
byl mezi osmou a devatou minutou jeho obsah linedrné snizovan na pocatecni hodnotu.

Jako organicka slozka mobilni faze byl ve vétSin€ experimentl pouzit methanol.

4.2.1 Vliv slozeni mobilni faze

4.2.1.1 Obsah organické sloZky na pocdtku

Nejprve byl zkoumén vliv mnoZstvi methanolu na pocatku analyzy. Postupné byl
proméfen smésny vzorek tryptofanu, serotoninu a melatoninu s pocatecnimi obsahy
methanolu v mobilni fazi 2,4, 6,8 a 10 % (v/v). Mezi druhou a Sestou minutou byl
obsah methanolu linearn¢€ zvySen na 60 % (v/v), kde byl mezi Sestou a osmou minutou
konstantné¢ udrzovan. Mezi osmou a devatou minutou byl opét linedrné sniZzen

na pocate¢ni hodnotu. Chromatogramy jsou zndzornény na Obr. 8.
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Obrazek 8: Chromatogramy pii riizném obsahu methanolu na pocdatku analyzy. Na pocatku a na konci analyzy (1.
mezi 0. a 2. minutou a mezi 9. a 11. minutou) byl obsah methanolu v mobilni fazi: A...2 %, B...4 %, C...6 %,
D...8 %, E...10 %. Mezi Sestou a osmou minutou byla udrzovana hladina methanolu na 60 % (v/v). Poradi pikii je ve
vSech pripadech nasledujici: 1. pik mrtvého casu, 2. pik serotoninu (S), 3. pik tryptofanu (T) a 4. pik melatoninu (M).
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Obrazek 9: Graf zavislosti retenéniho faktoru k jednotlivych analytit na obsahu methanolu na pocatku analyzy.
Meéveni bylo provadeéno s pocdtecnimi obsahy methanolu v mobilni fazi 2, 4, 6, 8§ a 10 % (v/v). Mezi druhou a Sestou
minutou byl obsah methanolu linedrne zvysen na 60 % (v/v), kde byl mezi Sestou a osmou minutou konstantné
udrzovan. Mezi osmou a devatou minutou byl opét linedrné snizen na pocatecni hodnotu.

Zvysovani obsahu methanolu v mobilni fazi na pocatku se projevilo snizenou retenci
vSech analytd (viz Obr. 9). Zptisobilo posun serotoninu a tryptofanu smérem k mrtvému

Casu. V pfipad€ serotoninu je vSak toto snizeni prudsi nez v piipadé¢ tryptofanu, coz

0,
WMeOH, pocs %

vede ke zvétSovani rozdilu jejich retencnich faktora a rozliseni.

Tabulka 2: RozliSeni pikit serotoninu a tryptofanu v zavislosti na obsahu methanolu v mobilni fazi na pocatku

analyzy.
oot MeoH R
% -
2 0,61
4 1,37
6 1,70
8 1,88
10 1,98

Tab. 2 ukazuje, jakych hodnot nabyva rozliSeni mezi piky serotoninu a tryptofanu. Je
dokladem toho, ze jako optimalni se jevi mobilni faze o pocate¢nim slozeni 95 % (v/v)

pufru a 5 % (v/v) methanolu, protoze tehdy je rozliSeni mezi analyty dostatecné,

@ serotonin
O tryptofan

@ melatonin

pfiblizné 1,5. Zaroven analyty neeluuji jesté pfili§ blizko mrtvému casu.
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4.2.1.2 Obsah methanolu v prubehu gradientu

Dale byly zméfeny experimenty, které upravuji mnozstvi methanolu v priubéhu
gradientu. Jejich cilem bylo zjistit, zda tato zména bude mit vliv na retenci melatoninu,
ktery v ptedchozich experimentech eluoval ke konci gradientu v dobé, kdy mize
dochézet k hromadnému vymyvani nepolarnich slozek matrice. Gradient vypadal takto:
na pocatku a na konci analyzy mobilni faze obsahovala 95 % (v/v) pufru a 5% (v/v)
methanolu, mezi Sestou a osmou minutou méla mobilni faze rizné slozeni, obsah

methanolu byl 60, 70 a 80 % (v/v) (viz Obr. 10).

) 100
I
o
Q
S
S 80 f
60 - — 60 % MeOH
70 % MeOH
20 80 % MeOH
20
0 1 1 1 1 1 |
0 2 4 6 8 1 .
t, min

Obrazek 10: Profil gradientu s riiznym obsahem methanolu v pribéhu analyzy. Na pocatku bylo sloZzeni mobilni
faze 95 % (v/v) octanového pufiu (pH = 4,50) a 5 % (v/v) methanolu. V dobé mezi 2. a 6. minutou se obsah
methanolu zvySoval na konecnych 60, 70 nebo 80 % (v/v), kde se dalsi dvé minuty konstantné udrzoval. Poté
nasledoval navrat na pocatecni hladiny obou slozek.

o6
T rT M ——60 % MeOH
< T ——70 % MeOH
T | 80 % MeOH
4
| \L AN
0 ‘_.J(‘ ‘ \“ - &

_2 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 t, min

Obrazek 11: Chromatogramy p¥i riizném obsahu methanolu v pritbéhu gradientu. Na pocatku a na konci analyzy
(tj. mezi 0. a 2. minutou a mezi 9. az 11. minutou) bylo sloZeni mobilni faze 95 % (v/v) octanového pufiu (pH = 4,50)
a5 % (v/v) methanolu. V dobé mezi 6. a 8. minutou bylo slozeni konstantné udrzovano na hladinach 60, 70 resp.
80 % (v/v) methanolu.
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Obrazek 12: Zavislost retencniho faktoru k jednotlivych analytit na obsahu methanolu v priabéhu gradientu.
Na pocatku a na konci analyzy (tj. mezi 0. a 2. minutou a mezi 9. az 11. minutou) bylo slozeni mobilni faze 95 % (v/v)
octanového pufiu (pH = 4,50) a 5 % (v/v) methanolu. V dobé mezi 6. a 8. minutou bylo slozeni konstantné udrzovino
na hladindach 60, 70 resp. 80 % (v/v) methanolu.

Jak zchromatogramt (viz Obr. 11), tak 1 ze =zavislosti reten¢niho faktoru
jednotlivych analytii na obsahu methanolu v prubéhu gradientu (viz Obr. 12) Ize vidét,
Ze retence melatoninu se snizuje. Z této skutecnosti vyplyva, ze melatonin neeluuje
blizko pfed koncem gradientu a je tedy dobie odd€len od necistot, které se na konci
separace mohou vyskytnout. Zarovenl se sloZzeni mobilni fize na zacatku separace
nemeni, takze separace serotoninu a tryptofanu neni touto zménou nijak ovlivnéna.

Na zéklad€ optimalizace sloZeni mobilni faze byly stanoveny zakladni podminky
experimentu (viz Tab. 3). Na poc¢atku analyzy obsahovala mobilni faze 95 % (v/v) pufru
a5 % (v/v) methanolu az do druhé minuty. Poté byl obsah methanolu az do Sesté minuty
linearné zvySovan na hodnotu 80 % (v/v). Mezi Sestou a osmou minutou bylo udrzovéno
konstantni slozeni mobilni faze 20 % (v/v) pufru a 80 % (v/v) methanolu. V Case
od osmé do devaté minuty byl obsah methanolu sniZovan na pocate¢ni hodnotu, kde byl

az do ukonceni analyzy v jedendcté minuté udrzovan.

Tabulka 3: Zakladni podminky experimentu. Priibeh gradientu.

t Bureon Bousr
min % %
0 5 95
2 5 95
6 80 20
8 80 20
9 5 95
11 5 95
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4.2.1.3 Zména pH pufru

Dal$im parametrem, ktery muaze ovlivnit separaci, je zména pH octanového pufru,
ktery je jednou ze sloZzek mobilni faze. Podle funkénich skupin, které analyty obsahuji,
a jejich hodnot disociac¢nich konstant bylo méfeni provedeno v pufru o hodnotach pH
3,52, 4,52, 5,50, 6,53 a 7,52. Hodnota pK. rozhoduje o form¢, vjaké se analyt
vyskytuje, a tim i o jeho retenci pii chromatografické separaci.

Analyty, jejichz naboj se s pH méni, jsou serotonin a tryptofan. Melatonin
neobsahuje zadnou ionizujici se skupinu. Serotonin obsahuje aminoskupinu
(pKa1=9,97) a hydroxyskupinu (pKap> = 10,73). Trytopfan jako aminokyselina ma
ve své molekule karboxylovou skupinu (pKa1 = 2,4) a aminoskupinu (pKa2 = 9,4).
Ve vodném prostiedi by u tryptofanu pievazoval kladny naboj do pH = plr = 5,9,
u serotoninu az do pH = pls = 10,35. Analyzy jsou vSak provadény v prostiedi

s obsahem methanolu, proto se ndbojové stavy molekul mohou lisit.
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Obrazek 13: Chromatogramy pii rizném pH octanového pufiu. Mereno za zdakladnich podminek experimentu
(viz Tab.3, str. 26). A...pH=3,52, B..pH= 4,52, C...pH=5,50, D...pH=6,53, E...pH=7,52.
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Obrazek 14: Graf zavislosti retencniho faktoru k analytii na pH. Méieno za zakladnich podminek experimentu
(viz Tab.3, str. 26)

Na zéklad¢ chromatogrami (viz Obr. 13) a grafu zévislosti reten¢niho faktoru na pH
(viz Obr. 14) lze konstatovat, Ze retence melatoninu a tryptofanu se téméf nezmenila.
Hodnota pH pufru ma vSak vyznamny vliv na retenci serotoninu. Pravdépodobné
dochazi k tomu, Ze pfi pH = 7,52 je serotonin méné protonovan, to znamena, ze mensi
frakce jeho molekul ma naboj, a proto se celkové jevi jako méné polarni. Diky tomu je
vice zadrzovan na koloné. S klesajicim pH roste podil nabité protonované formy, tudiz i
jeho polarita. Proto retence serotoninu klesa az k nule, kdy pti pH 3,52 eluuje spolecné
s mrtvym Casem.

RozliSeni serotoninu a tryptofanu je znazornéno na obrazku Obr. 15. Pfi nejnizSim
pH jsou od sebe serotonin a tryptofan nejvice separovany. Se zvySujicim se pH dochézi
k priblizovani pikd az do momentu okolo pH = 6,5, kdy splynou v jeden pik. Poté mezi

nimi dojde k vymeén¢ potadi a jejich rozliSeni se opét zvysi.
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Obrazek 15: Graf zavislosti rozliSeni serotoninu a tryptofanu na pH. Méreno za zdakladnich podminek experimentu
(viz Tab.3, str. 26).

Dale byla pro tento pfipad zkouména ucinnost separace pro jednotlivé analyty
(viz Obr. 16). Zatimco v pfipadé¢ tryptofanu a melatoninu se G€innost se zvysujicim se
pH tém¢éf linearné snizuje, u serotoninu bohuzel zadnou pravidelnou zavislost, ze které
by bylo moZné dojit k néjakému zavéru, vidét nelze. Coz mizZe byt dano zménami
v ndbojovém stavu molekuly. Nicméné vysoké ucinnosti nabyvaji vSechny analyty
pii hodnoté pH pufru 4,5, se kterou bylo méteno i v piredchozich experimentech. Bylo

v ni tedy pokra¢ovano 1 nadale.

30



' 1600

1200 | * @

800 |

400

0 1 1 1 1

3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 HS,OO
pA, -

1+ 2400

= B

1600

800

O 1 1 1 1
3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00
PH, -

60000

= C

40000

10

20000 L L L L
3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00
pH/ -

Obrizek 16: Ulinnost separace v zdvislosti na pH. Grafy (A...serotonin, B...tryptofan, C...melatonin) ukazuji

zavislosti poctu teoretickych pater N jednotlivych analytii na pH. Méreno za zdkladnich podminek experimentu
(viz Tab. 3, str. 26).
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4.2.1.4 Organickad slozka mobilni fdze

Mezi nejpouzivangjsi organické slozky mobilni fadze patii methanol a acetonitril.
Byla tedy provedena méfeni s obéma témito latkami, jinak za zakladnich podminek

experimentu (viz Tab. 3, str. 26).
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Obrazek 17: Porovndni chromatogramit — riznd organickd sloZfka mobilni faze. Prvni chromatogram (A)
zndzornuje méreni v prostredi methanolu, druhy (B) v prostiedi acetonitrilu. Poradi pikii je v obou pripadech
nasledujici: 1. pik mrtvého casu, 2. pik serotonin (S), 3. pik tryptofan (T) a 4. pik melatonin (M). Méreno za
zakladnich podminek experimentu (viz Tab. 3, str. 26).

Z obou chromatogramt (viz Obr. 17) lze vidét, Ze lepSiho rozliSeni mezi piky
serotoninu a tryptofanu bylo dosazeno pii méfeni za pouZiti methanolu. Tyto piky jsou
v tomto prosttedi uzsi a vyssi, z cehoz vyplyva, ze 1 u€innost separace byla vyssi. Takeé
lze pozorovat mirn¢ zvySenou retenci melatoninu, kterd ale nema na analyzu zdsadni

vliv. Méfeni tedy byla dale provadéna v prostfedi methanolu.
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4.2.2 Vliv stacionarni faze

Na eluci analyti ma bezesporu vliv i vybér vhodné stacionarni faze. Dosud byla
meéfeni provadéna na koloné InfinityLab Poroshell 120 SB—Aq, kterd obsahuje
stacionarni fazi C18 a je vhodné pro analyzy s vét§im obsahem vodné slozky mobilni
faze. Dalsi mozZnosti je vyuziti modifikované stacionarni faze, ktera je naplni v koloné
Acquity UPLC BEH Phenyl. Je to hybridni stacionarni faze, ktera je selektivni
pro aromatické analyty diky m—m interakcim mezi analytem a fenylovymi skupinami
stacionarni faze. Bylo tedy provedeno méfeni na jiné kolon¢ za zakladnich podminek

experimentu (viz Tab. 3, str. 26).
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Obrazek 18: Porovndni chromatogramii — rizné typy kolon. Prvni chromatogram (A) zndzoriuje méreni na koloné
Poroshell, druhy (B) za pouziti kolony BEH Phenyl. Poradi pikii je v obou pripadech nasledujici: 1. pik mrtvého
casu, 2. pik serotonin (S), 3. pik tryptofan (T) a 4. pik melatonin (M). Méreno za zakladnich podminek experimentu
(viz Tab. 3, str. 26)

Z chromatogrami (viz Obr. 18) je jasné zfetelné, ze modifikovand kolona BEH
Phenyl vykazuje vyrazné lepsi rozliSeni mezi piky serotoninu a tryptofanu. S tim se poji
1 vyrazné zvySeni retenCnich faktorli obou analytd. To je v pifipadé redlnych vzorkl
vyhodné, nebot’ v blizkosti mrtvého €asu se u nich Casto vyskytuji polarni interferenty
z matrice vzorku. ZvySenim retence analytl se riziko interference slozek matrice

snizuje. V dalSich experimentech se tedy pouZzivala fenylova kolona.
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4.3 UV kalibra¢ni zavislost

Aby bylo mozné urcit mnozstvi analytli v redlnych vzorcich, je tfeba sestavit
kalibracni zavislosti, dle kterych Ize kvantitu analytu vypocitat.

Nejprve byla proméfena kalibracni zavislost pomoci detektoru s diodovym polem.
Protoze jsou vSechny analyty aromatické, tim padem absorbuji UV zéfeni, probihalo
méfeni pfi 254 nm. Tato forma detekce neni velmi citlivd, proto bylo pracovano
s roztoky o vysSich koncentracich. Byly pfipraveny roztoky standard(i serotoninu,
tryptofanu a melatoninu v rozmezi koncentraci od 0,1 do 100 pmol-1".
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Obrazek 19: PDA kalibrace. Grafy ukazuji zavislost plochy piku A na koncentraci ¢ pro jednotlivé analyty:
A...serotonin, B...tryptofan, C...melatonin. Méreno za zakladnich podminek experimentu (viz Tab.3, str. 26).
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Ze zavislosti plochy piku na koncentraci (viz Obr. 19) Ize vidét, ze vSechny analyty
vykazuji velmi dobrou linearitu v celém méfeném rozsahu koncentraci, coz dokladaji
hodnoty koeficientli determinace, které byly — pro serotonin 0,9988, pro tryptofan
0,9997 a pro melatonin 0,9933.

Ze zavislosti vysky piku na koncentraci a z hodnoty vysky Sumu, byly vypocitany
parametry metody — mez detekce LOD a mez kvantifikace LOQ. Pro serotonin byla
hodnota LOD, resp. LOQ stanovena na 0,17 umol-I"! resp. 0,57 pmol-I"!, pro tryptofan a
melatonin shodné 0,23 umol-1"! resp. 0,77 pmol-1"'.

4.3.1 Realné vzorky

Pro ovéteni pouzitelnosti metody pomoci PDA detekce byly zméteny realné vzorky

hroznové §t'avy a alkoholického ndpoje vina.
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Obrazek 20: Chromatogramy vinné révy (A...vino, B...stava z hroznii). Prerusovanymi carami jsou naznaceny casy,
ve kterych eluuji jednotlivé analyty (S...serotonin, T...tryptofan, M...melatonin). Méreno za zakladnich podminek
experimentu (viz Tab. 3, str. 26)

Chromatogramy (viz Obr. 20), které obsahuji hodné interferenci, dokazuji, Ze
pomoci PDA detekce nelze urcit, zda vybrany materidl obsahuje dané analyty. Pro
ditkaz pfitomnosti serotoninu, tryptofanu a melatoninu ve vzorcich byla proto pouZita

citlivéjs$i hmotnostni detekce.
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4.4 MS detekce

Nejprve bylo méfeno pomoci tzv. ,,Scanu®, kdy systém pracuje v rezimu jednoduchého
kvadrupolu. Ten propusti na detektor vSechny ionty, které se ve vzorku vyskytuji a tim
se ziskd celkové hmotnostni spektrum. Na Obr. 21-23 jsou znazornéna hmotnostni
spektra serotoninu, tryptofanu a melatoninu, kterd byla ziskdna skenovanim hodnot m/z
od 0 do 600 v casech eluce jednotlivych analytii méfenim smésného vzorku standardi

o koncentraci 0,05 mmol-1".
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Obrazek 21: Hmotnostni spektrum serotoninu.
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Obrazek 22: Hmotnostni spektrum tryptofanu.
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Obrazek 23: Hmotnostni spektrum melatoninu.

Zatimco v pfipadé serotoninu a tryptofanu je pik molekulového iontu [M+H']
(177,15, resp. 205,15) az druhy nejintezivnéjsi v poradi, v piipad¢ melatoninu dosédhne

nejvyssi intenzity prave pik molekulového iontu s hodnotou m/z 233,15.

Pti dalSim zplsobu méfeni byl pouzit méd MRM (z angl. multiple reaction
monitoring = monitorovani vicenasobnych reakct), ktery je vice citlivy a selektivni.
Pivodni molekula se diky vysoké kolizni energii rozdéli na fragmenty. Tento moéd
slouzi pro pozorovani pirechodti mezi prekurzorovym a produktovym iontem. Vime tak,
na jaké ¢asti molekul se analyt §tépi. Pro kazdy analyt byl uplatnén nasledujici postup.

Nejprve byla zaddna hodnota m/z molekulového iontu. Pfistroj provedl tzv. ladéni
prekurzoru, kdy okolo zadané hodnoty proméfil po kroku 0,1 m/z s nejvétsi intenzitou.
Pro serotonin byla uréena hodnota 177,1, pro tryptofan 205,1 a pro melatonin 233,1.

Dale byly méfena fragmentacni spektra pii riznych koliznich energiich v rozmezi
od -50 do -10 V. Timto zplsobem byly vybrany produktové ionty. Hmotnostni spektra

fragmentl pfi urCitych koliznich energiich jsou znazornéna na Obr. 24-26.
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Obrazek 24: Hmotnostni spektra serotoninu — hleddni produktového iontu. Hodnoty kolizni energie byly =30 V (A)
a—15V (B).
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Obrazek 25: Hmotnostni spektra tryptofanu — hledani produktového iontu. Hodnoty kolizni energie byly =30 V (A),
=20V (B)a—15V (C).
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Obrazek 26: Hmotnostni spektrum melatoninu — hleddani produktového iontu. Hodnoty kolizni energie byly —45 V
(4), =30V (B) a—-15V (C).
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Pro kazdy produktovy iont bylo provedeno detailni skenovani kolizni energie, aby
byla nalezena ta optimalni, pfi které je produktovy iont nejintenzivnéj$i. Zavislost
intenzity na kolizni energii je pro serotonin na Obr. 27, pro tryptofan na Obr. 28 a pro

melatonin na Obr. 29.
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Obrazek 27: Grafy zavislosti intenzity pikii produktovych iontit serotoninu na kolizni energii. Hodnoty m/z
produktovych iontii jsou 115,1 (A), 117,1 (B) a 160,1 (C).
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Obrazek 28: Grafy zavislosti intenzity pikii produktovych iontii tryptofanu na kolizni energii. Hodnoty m/z
produktovych iontii jsou 118,15 (A), 146,1 (B) a 188,05 (C).
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Obrazek 29: Grafy zavislosti intenzity pikii produktovych iontii tryptofanu na kolizni energii. Hodnoty m/z
produktovych iontii jsou 130,1 (4), 159,0 (B) a 174,05 (C).
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Stejné jako v piipadé prekurzoru i u produktovych iont byly detailné po kroku 0,1
zmapovany hodnoty m/z, aby byla ur¢ena presna hodnota.

Dalsi analyza, kterou systém provedl, slouzi k volbé optimalniho nastaveni iontové
optiky pted prvnim (Q1 Pre-bias) a tfetim kvadrupdlem (Q3 Pre-bias). Zavislosti pro
kazdy ptechod jsou znazornény na Obr. 30-32.
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Obrazek 30: Grafy zavislosti intenzity na kolizni energii pro serotonin. Jeho produktové ionty jsou 115,1 (4), 117,1
(B) a 160,1 (C). Cerné je znazornén Q1 Pre-bias a Sedou barvou Q3 Pre-bias.
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Obrazek 31: Grafy zavislosti intenzity na kolizni energii pro tryptofan. Jeho produktové ionty jsou 118,15 (A),
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146,1 (B) a 188,05 (C). Cerné je zndzornén QI Pre-bias a Sedou barvou O3 Pre-bias.
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Obrazek 32: Grafy zavislosti intenzity na kolizni energii pro melatonin. Jeho produktové ionty jsou 130,1 (4), 159,0
(B) a 174,05 (C). Cerné je zndzornén Q1 Pre-bias a Sedou barvou O3 Pre-bias.

47



Pro kazdy analyt byly nalezeny tii produktové ionty. Jejich hodnoty m/z a hodnoty
koliznich energii, pfi kterych maji nejvyssi intenzitu, a optimalni hodnoty nastaveni
iontové optiky Q1 Pre-bias a Q3 Pre-bias jsou uvedeny v Tab. 4.

Tabulka 4: Hodnoty m/z prekurzorovych a produktovych iontit, hodnoty koliznich energii p¥i nejvyssi intenzité
iontu a hodnoty idedlniho nastaveni iontové optiky QI a Q3 Pre-bias.

analyt m/z CE QI Pre-bias Q3 Pre bias
prekurzor produkt vV A% Vv
serotonin 177,10 115,10 -14,0 -19,0 20,0
117,10 -30,0 -12,0 -20,0
160,10 -28,0 -20,0 -30,0
tryptofan 205,10 118,15 -12,0 -10,0 -20,0
146,10 -19,0 -10,0 -25,0
188,05 -27,0 -10,0 -20,0
melatonin 233,10 130,10 -15,0 -18,0 22,0
159,00 -29,0 -20,0 -23,0
174,05 -46,0 -20,0 -20,0
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4.4.1 MS kalibrace

Pomoci hmotnostni detekce v MRM moédu byly zméteny kalibracni zavislosti. Tato
metoda je citlivéjsi a dokéze zachytit i velmi malé mnoZzstvi analytu. Rovnéz je vyrazné
selektivnéjsi nez UV detekce. Byly méfeny roztoky standard( analyti v rozmezi
koncentrace od 0,01 do 5 pmol-1"!. Kalibra¢ni zavislosti jsou vyneseny v Obr. 33.
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Obrazek 33: MS kalibrace. Grafy ukazuji zavislost plochy piku A na koncentraci c¢ pro jednotlivé analyty:
A...serotonin, B...tryptofan, C...melatonin. Méreno za zakladnich podminek experimentu (viz Tab. 3, str. 26).
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Stejné jako pro UV kalibraci, 1 zde byly vypocteny parametry metody LOD a LOQ a
zhodnocena linearita. Kalibra¢ni zavislosti ukazuji, ze velmi dobrou linearitu maji
tryptofan a melatonin s koeficienty determinace 0,9988 a 0,9974. Hodnota 0,9551 pro
serotonin doklada, ze kalibra¢ni zavislost pro tento analyt neni piili§ spolehliva. Pro
piesnou kvantifikaci by proto bylo vhodné pouzit izotopicky znacené standardy. Limity
detekce a kvantifikace byly stanoveny ze zavislosti vysky piku na koncentraci. Hodnoty
LOD resp. LOQ jsou — pro serotonin 0,05 nmol-I"" resp. 0,17 nmol-1"!, pro tryptofan

0,25 nmol-1"! resp. 0,84 nmol-1"! a pro melatonin 0,01 nmol-1"! resp. 0,05 nmol-I".

4.4.2 Realné vzorky

Pomoci hmotnostni detekce byly zméfeny realné vzorky hroznové §tavy a vina

(viz Obr. 34 a Obr. 35).
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Obrazek 34: Chromatogram hroznové §t'avy. Méreno v MRM modu. Vedlejsi osa slouzi pro pik tryptofanu.
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Obrazek 35: Chromatogram vina. Méreno v MRM modu.

Jak 1ze vidét z obou chromatogrami, pik tryptofanu je velmi intenzivni. Naproti
tomu pik serotoninu mé velmi nizkou intenzitu a ve vzorku vina viibec nebyl detegovan.
Pik melatoninu je vidét v obou chromatogramech, ale v hroznech je jeho intenzita

piiblizné tiikrat vyssi.
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4.4.3 Opakovatelnost

Vzorky hroznové §t'avy a vina byly proméieny pétkrat, aby mohla byt stanovena mez
opakovatelnosti. Protoze ve vzorku vina nebyl detegovan serotonin, byl pfidan jeho
standard tak, Ze ve vysledném vzorku o objemu 1 ml byla jeho koncentrace 10 pmol-1-".
Ziskana a vypoctend data jsou znazornéna v tabulce Tab.5 a 6. Hodnoty relativni
smérodatné odchylky se pohybuji do 10 % s vyjimkou melatoninu ve vzorku hroznové
Stavy, kde je to 15 %. Pouziti izotopicky znacenych vnitinich standardl by s nejvetsi

pravdépodobnosti vedlo k zvyseni opakovatelnosti.

Tabulka 5: Vzorek vina. Meéreno 5x za zakladnich podminek experimentu. V tabulce je uveden median plochy piku A,
relativni smérodatna odchylka sr a mez opakovatelnosti r vypoctena na hladiné vyznamnosti a=0,05.

analyt A 5 !
cps's % cps's
serotonin 4258012 7,10 356 574
tryptofan 2480 175 1,07 31329
melatonin 1066 517 6,91 86913

Tabulka 6: Vzorek hroznové §t’avy. Méreno Sx za zakladnich podminek experimentu. V tabulce je uveden median
plochy piku A, relativni smérodatna odchylka s- a mez opakovatelnosti r vypoctena na hladiné vyznamnosti a.=0,05.

~

analyt 4 5 d
cps's % cps's
serotonin 157 274 6,00 11129
tryptofan 16 700 037 9,24 1 819 588
melatonin 2335016 14,92 410 813

Na zékladé¢ méfeni opakovatelnosti a kalibraéni zavislosti byl odhadnut obsah
analytd v redlnych vzorcich. Jak jiz bylo feceno, pro serotonin neni kalibrac¢ni zavislost
spolehliv4, proto vypocitana koncentrace ve vzorcich vykazovala zaporné hodnoty.
Obsah dalSich dvou analytl — tryptofanu a melatoninu — ve vzorcich byl stanoven
pfiblizné na 5 pmol-I"! tryptofanu a 35 nmol-I"" melatoninu pro vino a vzorek hroznové

$§t4avy pak obsahoval 35 pmol-1"! tryptofanu a 252 nmol-I"! melatoninu.
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5 Zavér

V ramci této diplomové prace byla vyvinuta a optimalizovana metoda pro stanoveni
tryptofanu a jeho metabolitii serotoninu a melatoninu v rostlinném materidlu pomoci
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie. Prace byla zaméfena na analyzu rostliny Vitis
vinifera.

Vprvni fazi byly na zaklad€ literarni reSerSe stanoveny pocatecni podminky
experimentu, které¢ byly dale pomoci optimalizace upravovany. Na zaklad¢ vlastnosti
analyti bylo rozhodnuto, Ze bude meéfeno pomoci reverzni chromatografie. Jako
mobilni faze byla pouzita smés 10 mM octanového pufru a methanolu. Byly
vyzkouseny rizné poméry obou slozek mobilni faze, a to jak na poc¢atku, tak v prabe¢hu
gradientové analyzy a rizné pH pufru. Taktéz bylo vyzkouSeno méfeni s jinou
organickou slozkou mobilni fize — acetonitrilem. Ten vSak poskytoval vyrazné horsi
rozliSeni pikd. Byly rovnéZ vyzkouSeny dvé staciondrni fdze. Tou prvni byla stacionarni
faze CI18 s core-shell ¢asticemi, druhou pak hybridni stacionarni fdze BEH Phenyl.
Ta umoznila lepsi separaci analytti, diky n—mn interakcim mezi naplni kolony a analyty
aromatické povahy.

Zakladni podminky experimentu byly stanoveny takto: na pocatku analyzy
obsahovala mobilni faze 95 % (v/v) 10 mM octanového pufru o pH =4,52a 5 % (vv)
methanolu az do druhé minuty. Poté byl obsah methanolu az do Sesté minuty linedrné
zvySovan na hodnotu 80 % (v/v). Mezi Sestou a osmou minutou bylo udrZzovano
konstantni slozeni mobilni faze 20 % (v/v) pufru a 80 % (v/v) methanolu. V cCase
od osmé do devaté minuty byl obsah methanolu sniZovan na poc¢ate¢ni hodnotu, kde byl
az do ukonceni analyzy v jedenéacté minuté udrZzovan.

Dale bylo pfistoupeno k méteni kalibracni zavislosti, nejprve pomoci UV detekce.
Pro jednotlivé analyty byla zhodnocena linearita a parametry mez detekce a mez
kvantifikace. Hodnota LOD resp. LOQ byla stanovena takto: pro serotonin 0,17 pmol-1!
resp. 0,57 umol-I"!, pro tryptofan a melatonin shodné 0,23 umol-I"! resp. 0,77 umol-1"".
V dalsi fazi byly zméteny realné vzorky. Jejich chromatogramy vSak obsahovaly velké
mnozstvi interferenci. A protoZe je tato metoda malo citliva a pfedpokladalo se, ze
v rostlinném materialu bude pouze stopové mnozstvi analytl, bylo pfistoupeno k méfeni
pomoci hmotnostni detekce. Zde byla nejprve namétfena spektra standardii analyta. Déle
pak pomoci techniky MRM byly nalezeny hodnoty m/z prekuzorovych a produktovych

iontll a stanovena optimalni kolizni energie, pfi které maji ionty nejvyssi intenzitu.
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Ty byly vybrany a bylo provedeno méfeni kalibra¢ni zavislosti. Toto méteni ukazalo, ze
pro tryptofan a melatonin ma zavislost velmi dobrou linearitu, na rozdil od serotoninu,
jehoz koeficient determinace byl nizsi. Hodnoty meze detekce LOD a kvantifikace LOQ
pro jednotlivé analyty byly odhadnuty: pro serotonin 0,05 nmol-I"! resp. 0,17 nmol-1"!,
pro tryptofan 0,25 nmol-I"' resp. 0,84 nmol-I"" a pro melatonin 0,01 nmol-1"! resp.
0,05 nmol-1"".

Me¢feni realnych vzorkl hroznové §tavy a vina pomoci hmotnostni detekce ukazalo,
ze analyty jsou ve vzorku pfitomny, kromé serotoninu, ktery nebyl ve viné detegovan.
Metoda je tedy dostatecné citliva pro stanoveni vSech tfi analyti ve vzorcich hroznové
Stavy a pro stanoveni tryptofanu a melatoninu ve vzorcich vina. Jako posledni krok byl
pomoci kalibra¢ni zavislosti odhadnut obsah analytti ve vzorcich. Bylo stanoveno, ze
vzorek vina obsahuje pfiblizné 5 pmolI"" tryptofanu a 35 nmol-1I"! melatoninu a vzorek
hroznové §tavy pak 35 pmol-l"! tryptofanu a 252 nmolI"! melatoninu. Pro serotonin
neni kalibra¢ni zavislost linedrni, proto vypocitana koncentrace ve vzorcich vykazovala
zaporné hodnoty. Pro spolehlivou kvantifikaci serotoninu by bylo nutné pouzit
izotopicky znaceny vnitini standard. Relativni smérodatnd odchylka ploch pikl se
pohybovala od 1 do 15 %, coZ jsou uspokojivé hodnoty, nicmén¢ je nutné doporucit
pouziti izotopicky znacCenych standardi pro vSechny tfi analyty, ¢imz by se

pravdépodobné zvysila i opakovatelnost méteni.
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