UNIVERZITA KARLOVA

Pfirodovédecka fakulta

Studijni program: Klinicka a toxikologicka analyza

Pavlina PesSkova

STANOVENI L-TRYPTOFANU V POTRAVINOVYCH DOPLNCICH
METODOU VYSOKOUCINNE KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE

Determination of L-tryptophan in food supplements in high

performace liquid chromatography

Bakalatska préce

Vedouci bakalatské prace: doc. RNDr. Kvéta Kalikova, Ph.D.

Konzultant: Mgr. Zuzana Kadlecova

Praha 2022



rd

Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem tuto zav€re¢nou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla
vSechny pouZzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla
pfedloZena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

Jsem si védoma toho, ze piipadné vyuziti vysledki, ziskanych v této praci, mimo

Univerzitu Karlovu je mozné pouze po pisemném souhlasu této univerzity.

V Praze dne 5. srpna 2022



Podékovani

Rada bych podékovala doc. RNDr. Kvété Kalikové, Ph.D. za vedeni, uzitecné
rady a konzultace pii zpracovani mé bakalarské prace. Dale bych chtéla podékovat
Mgr. Zuzané Kadlecové za velkou ochotu, vstficnost, trpélivost a pomoc pii méteni
a zpracovani vysledkii. Také dékuji svému pfiteli a rodin€ za velkou podporu, kterou
jsem od nich dostavala béhem celého studia. Dale bych rada pod¢kovala Grantové

agentufe Ceské republiky (grant &islo 20-19655S) za finanéni podporu.



Abstrakt

Tato bakalaiska prace se zabyva nalezenim optimalnich podminek pro stanoveni
tryptofanu pomoci metody HPLC s UV detekci. Mnozstvi tryptofanu bylo stanovovano
ve dvou potravinovych dopliicich. Pro nalezeni vhodnych podminek pro stanoveni
tryptofanu byl sledovan vliv sloZzeni mobilni faze na retenci analytu a symetrii piku, a to
ve dvou riznych modech vysokoucinné kapalinové chromatografie — reverznim modu
za pouziti kolony Atlantis dCig a mix-mddu za pouziti kolony Atlantis PREMIER BEH
Cis AX. Konkrétné¢ byl testovan vliv typu a mnozstvi organického modifikatoru
(acetonitril/methanol), vliv pH pufru octanu amonného (4,7; 5,9; 7,0) a jeho
koncentrace (SmM/10mM) v mobilni fazi. Na zdklad¢ ziskanych dat byly vybrany
nejvhodnéjsi podminky (z hlediska doby analyzy a symetrie piku), ve kterych byly
urCeny vybrané¢ validacni parametry jako opakovatelnost, reprodukovatelnost,
limit detekce a limit kvantifikace. Vybrané chromatografické podminky byly
nasledujici: mix-mod kolona Atlantis PREMIER BEH Cis AX, mobilni faze
acetonitril/5SmM octan amonny, pH 7,0 10/90 (v/v), separacni teplota 25 °C, pritok
mobilni faze 1 ml/min a detekce pii vlnové délce 254 nm. V téchto podminkach bylo
provedeno stanoveni obsahu tryptofanu v potravinovych dopliicich metodou kalibrac¢ni
ktivky a metodou ptidavku standardu. Uvedeny obsah tryptofanu v obou potravinovych
dopliicich byl 200 mg. Metodou kalibraéni kiivky byl obsah tryptofanu v potravinovém
dopliku 1 stanoven na 197,8 £+ 0,2 mg a vpotravinovém dopliku 2
na 197,2 + 0,9 mg. Metodou pfidavku standardu byl obsah tryptofanu ve vzorku 1

stanoven na 203 + 4 mg a ve vzorku 2 na 202 + 2 mg.

Klicova slova

L-tryptofan, HPLC, potravinovy dopln€k, mix-moéd chromatografie, valida¢ni
parametry



Abstract

This bachelor’s thesis deals with optimalization of chromatographic conditions
for determination of tryptophan by HPLC method with UV detection. The amount
of tryptophan has been determined in two food supplements. To find suitable conditions
for the determination of tryptophan, the influence of the composition of the mobile
phase on analyte retention and peak symmetry was tested in two different
chromatographic modes — reversed-phase mode using the Atlantis dCis column
and mixed-mode using the Atlantis PREMIER BEH Cis AX column. Specifically,
the effect of the type and amount of organic modifier (acetonitrile/methanol),
the effect of the pH of the ammonium acetate buffer (4,7;5,9;7,0) and its concentration
(5mM/10mM) in the mobile phase was tested. Based on the obtained data, the optimal
chromatographic conditions were selected (in terms of analysis time and peak
symmetry). In the optimized conditions selected validation parameters
such as repeatability, reproducibility, limits of detection and quantification were
determined. The optimized conditions were as follows: mixed-mode Atlantis PREMIER
BEH Cis AX column, mobile phase acetonitrile/SmM ammonium acetate, pH 7,0
10/90 (v/v), separation temperature 25 °C, flow rate 1 ml/min and UV detection
at 254 nm. Under these conditions, the tryptophan content in food supplements
was determined by the calibration curve method and the standard addition method. The
declared tryptophan content in both food supplements was 200 mg.
Using the calibration method, the tryptophan content in sample 1 was determined
as 197,8 & 0,2 mg and in sample 2 as 197,2 + 0,9 mg. By the standard addition method,
the tryptophan content in sample 1 was determined as 203 +4 mg and in sample 2

as 202 + 2 mg.

Key words

L-tryptophan, HPLC, food supplement, mixed-mode chromatography, validation

parameters
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

A plocha piku

ACN acetonitril

AU ,,absorbance units*

BEH ,,bridged ethylene hybrid*“”

c molarni koncentrace

Cm hmotnostni koncentrace

Cis oktadecylova skupina

HILIC hydrofilni interakéni kapalinovéa chromatografie
HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
k reten¢ni faktor

LOD limit detekce (mez detekce)

LOQ limit kvantifikace (mez stanovitelnosti)
MetOH methanol

MF mobilni faze

S faktor symetrie

SF stacionarni faze

SAX silny méni¢ aniontl

SCX silny méni¢ kationtli

tm mrtvy ¢as

IR retenni Cas

UV-VIS ultrafialovo-viditelna

v/ objemovy pomeér

w Sitka piku pti zakladné

Wso; Sitka piku v 5 % jeho vysky
WAX slaby méni¢ aniontt

WCX slaby méni¢ kationtt



1 Cil bakalarské prace

Cilem této bakalaiské prace je najit vhodné podminky pro stanoveni mnozstvi
tryptofanu v potravinovych dopliicich ~ metodou  vysokouc¢inné  kapalinové
chromatografie. Pro nalezeni optimalnich chromatografickych podminek byly testovany
rizné typy staciondrnich fazi pifi rizném slozeni mobilni faze, zahrnujici typ
organického modifikatoru, pH a koncentraci vodnych slozek mobilni faze a objemovy
pomér organického modifikdtoru a vodné slozky. Testovani bylo provedeno

v reverznim modu a v mix-modu vysokouc¢inné kapalinové chromatografie.



2 Teoreticka cast

2.1 Tryptofan

Tryptofan je jednou z dvaceti aminokyselin potfebnych pro spravné fungovani
lidského organizmu. Radi se mezi aminokyseliny esencialni, je proto nutné ho pfijimat
potravou. V lidském organizmu se tryptofan, stejn¢ jako ostatni proteinogenni
zastoupeni v proteinech [1,2].

Tryptofan objevili vroce 1901 britsti biochemici Frederick Gowland Hopkins,
pozdéjsi nositel Nobelovy ceny v oblasti fyziologie a lékafstvi za objev vitamind,
a Sydney William Coule. Frederick G. Hopkins se také pozdé¢ji podilel na vyzkumu
Edith Gertrude Willcock, ktery ukazal nepostradatelnost tryptofanu pro spravny vyvoj

organizmu [3,4,5].

211 Chemické a fyzikalné-chemické vlastnosti tryptofanu

L-tryptofan (obr. 1) je jednou ze tfi aminokyselin, které maji aromaticky postranni
fetézec. Jeho systematicky nazev je (25)-2-amino-3-(1H-indol-3-yl)propanova kyselina
a jeho sumarni vzorec je Ci1Hi2N202. Ve struktufe tryptofanu se nachazi
amino-skupina, a-karboxylova skupina a indolovy kruh (obr. 2), které mu poskytuji
specifické vlastnosti (napf. hydrofobnost) a umoziuji mu dale interagovat naptiklad
s jinymi proteiny [1,6,7].

Tryptofan je bily az velmi svétle Zluty krystalicky prasek bez zapachu s mirné
nahotklou chuti. Jeho molarni hmotnost je 204,22 g/mol [1,8]. Vzhledem k pfitomnosti
indolového kruhu absorbuje zéafeni v ultrafialové oblasti piiabsorpénim maximu
280 nm [9]. Hodnoty disociacnich konstant (pK,) jsou pro karboxylovou skupinu 2,36
a pro amino-skupinu 9,42 [1,10]. Tryptofan je rozpustny ve vodé, zfedénych kyselinach,
hydroxidech alkalickych kovli a slabé v alkoholech. Naopak neni rozpustny
v chloroformu a ethyletheru [1,8]. Izoelektricky bod tryptofanu méa hodnotu 5,89 [11].
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Obr. 1 Chemicka struktura L-tryptofanu Obr. 2 Chemicka struktura indolového kruhu

2.1.2 Tryptofan v lidském organizmu

Jak jiz bylo uvedeno, tryptofan je v lidském organizmu nejméné zastoupenou
aminokyselinou, ale nepostradatelnou. Nejcastéji ho lze pfijimat naptiklad z mléka,
syri, vajec, masa, brambor, ovesnych vlocek, ofechli nebo banand. Doporuceny denni
prijem pro dospé€lého jedince se pohybuje mezi 250 — 425 mg (3,5 — 6 mg na kilogram
vahy). U déti je doporuceno denné piijmout vyS$i mnoZstvi a to pfiblizné¢ 12 mg
tryptofanu na kilogram vahy [2,12].

Po pozieni potraviny je tryptofan absorbovan ze stfeva do krevniho obéhu, kterym
je transportovan pies tkan¢ az k buiikam. Tryptofan se ucastni proteosyntézy.
Jako aminokyselina vyskytujici se v proteinech je zapojen do translace mRNA.
Indolovy kruh tryptofanu je dileZity pro strukturu peptidd a proteinli a poskytuje jim
specifické vlastnosti. Je také prekurzorem dvou metabolickych drah — syntézy
kynureninu a serotoninu (viz obr. 3). Vé&tSina tryptofanu je pfeménéna kynureninovou
drahou (90 %), kterd na rozdil od serotoninové rozbiji aromatické jadro tryptofanu.
Vznik kynureninu je dulezity pro ochranu sitnice oka pted ultrafialovym zéafenim
a biosyntézu dalSich latek, naptiklad kyseliny kynureninové nebo kyseliny chinolinové,

které mohou ovlivnit funkci nékterych neurotransmitert [2,9,12].
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3 — 10 % tryptofanu se vyuzivd pro syntézu neurotransmiteru serotoninu.

Serotonin neboli ,,hormon S$tésti* ma velmi pozitivni vliv na psychicky stav i pamét’
clovéka. Ze serotoninu vznikd hormon melatonin, ktery je zodpovédny za denni
biorytmy [2,9,12].
Dale z tryptofanu vznika niacin (vitamin Bs3), ktery je dilezity pro spravné fungovani
lidského organizmu, nebo koenzym nikotinamidadenindinukleotid, ktery se ucastni
pfenosu elektroni pfi redoxnich reakcich. Meziproduktem serotoninové drahy
je S-hydroxytryptofan, ktery se vyuziva jako 1€k proti nespavosti, depresi nebo zvysené
chuti k jidlu [2,9,12].

Nedostatek tryptofanu, tedy i nedostatek sloucenin vzniklych z tryptofanu,
je spojovan s metabolickymi poruchami a napiiklad s onemocnénim jater, stfev,
imunitniho systému i centralni nervové soustavy. U jedinci se mohou vyskytovat
zmény ndalad, agresivita, deprese, demence, autismus, anorexie, mentdlni bulimie
1 neurodegenerativni poruchy jako Alzheimerova nebo Parkinsonova choroba. Pro 1é¢bu
nékterych zminénych onemocnéni se dnes mimo jiné vyuzivaji derivaty tryptofanu nebo

peptidy a slouceniny obsahujici tryptofan. [9,12].
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Obr. 3 Metabolizmus tryptofanu. Prevzato z [13] a upraveno.
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2.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

2.2.1 Obecna charakteristika

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je jednou z nejrozsifenéjsSich
separacnich metod vyuzivanych v analytické chemii. Separace analyti probiha
na zakladé rozdilné distribuce mezi stacionarni (nepohyblivd) a mobilni (pohybliva) fazi
a muze probihat v riznych moédech. Analyty s vyssi afinitou ke staciondrni fazi
se v koloné zadrzuji déle a tim maji vyssi retencni Cas. Naopak analyty s vyssi afinitou
k mobilni fazi (MF) se kolonou pohybuji rychleji a tim maji niz$i retencni Cas.
Pribéh separace analytl je zaznamenavdn v chromatogramu, ktery poskytuje
kvalitativni 1 kvantitativni informace o jednotlivych analytech. Mezi nejznaméjsi
separa¢ni mody se fadi HPLC s normalnimi fazemi a HPLC s obracenymi (reverznimi)
fazemi. VHPLC s normélnimi fazemi je stacionarni faze vice poldrni (naptiklad
silikagel) a mobilni faze vice nepolarni (naptiklad chloroform). U HPLC s reverznimi
fazemi je polarita fazi obracena, proto je kazdy mod vhodny pro stanoveni jinych skupin
analytd. Misto reverzniho modu se také pouzivd systém HILIC neboli hydrofilni
interakéni kapalinova chromatografie, kterd je vhodnd pro separaci polarnich analyt
s velmi nizkou nebo Z&dnou retenci v reverznim mddu nebo s nizkou rozpustnosti

v normalnim médu [14,15,16,17].

2.2.2 Reverzni méd HPLC

U reverzniho médu je mobilni faze vice polarni neZ stacionarni faze. Jako mobilni
faze se pouzivaji organicka rozpoustédla, zejména acetonitril nebo methanol, nejcastéji
v ur¢itétm poméru s vodnou slozkou (vodou nebo vodnym pufrem). Jako stacionarni
faze se nejcastéji pouzivaji uhlovodikové tetézce, napt. Cis (obr. 4), chemicky vazané
na nosi€i (napf. silikagelu). Pii separaci latek v reverznim modu jsou analyty eluovany
v opacném pofadi nez pfi separaci latek v normalnim modu, tedy nejvice polarni analyt

je eluovan jako prvni [16,18].
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Obr. 4 Schématické znazorneéni oktadecylového retézce ve staciondarni fazi

2.2.3 Mix-moéd HPLC

Mix-mod vysokoucinné kapalinové chromatografie je charakteristicky tim, ze
se uplatiiuji minimaln¢ dva reten¢ni/interakéni mechanizmy soucasnég. V této praci byla
pouzita mix-mdod kolona, kterd kombinuje reverzni modd s iontov€ vyménnym
mechanizmem. U iontové vyménné chromatografie dochdzi podle typu iontového
ménie (anex/katex) k vyméné aniont nebo kationtd. lontovy méni¢ lze rozdélit
na slaby meéni¢ anionti nebo kationth (WAX/WCX, zangl. weak anion/cation
exchange) a silny méni¢ aniontll nebo kationtd (SAX/SCX, z angl. strong anion/cation
exchange). Jako iontoméniCe se pouZzivaji napiiklad kvartérni amoniové soli, pyridin
nebo karboxylové kyseliny. U stacionarni faze pouzité v této praci je za retenci
v reverznim modu je odpovédny alkylovy fetézec a za iontové interakce kvartérni
alkylamin. Vzhledem k wuplatnéni vice interakci (napiiklad disperzni sily,
iontové-vymeénné interakce nebo vodikové interakce dle typu sorbentu) dochazi
k retenci a separaci riznych analytii béhem jedné analyzy a ke zvySeni retence nabitych

analytl, které by pouze reverznim médem nebyly zadrzovany [19,20,21].
2.2.4 Chromatografické kolony pouzité v této praci

V této praci byly pouzity dvé chromatografické kolony, jedna ur¢ena pro reverzni
mod a jedna mix-mod kolona kombinujici reverzni mod a iontové vyménnou

chromatografii. Pro reverzni mod byla pouzita kolona Atlantis dCis od firmy Waters,

jejiz nosi¢ je na bazi oxidu kfemicitého (silikagelu), na ktery jsou navazany

15



uhlovodikové fetézce Cis. Kolona je vhodna 1 pro retenci polarnich sloucenin
a je kompatibilni se 100% vodnou mobilni fazi. Pouzitd kolona ma rozméry
4,6 X 150 mm. Velikost ¢astic, kterymi je kolona naplnéna, je 5 pm. Rozméry pért jsou
100 A (1 A odpovida 107'° m). Kolona je stabilni v rozmezi pH 3 — 7 a lze ji pouzit
do maximalniho tlaku 6000 psi (1 psi odpovida pfiblizn¢ 6895 Pa) [22,23].

Pro sledovani retence tryptofanu byla pouzita i mix-méd kolona Atlantis
PREMIER BEH Cis AX od firmy Waters s rozméry 4,6 X 150 mm. Velikost Castic
uvnitt kolony je 5 pm. Rozméry pori jsou 95 A. Kolona je stabilni v rozmezi pH 2 — 10
a maximdlni tlak pro pouziti kolony je 18000 psi. Kolona je vhodna i pro retenci
polarnich kyselych analytli, protoze kombinuje reverzni mdéd a iontové vyménnou
chromatografii. Stacionarni faze obsahuje ligandy Cigs zodpovédné za reverzni mod
a kvartérni alkylamin zodpovédny za aniontové-vyménny mechanismus. Ptfi pH nizS§im
nez 7 je stacionarni faze kladné nabitd, coz vede ke zvySené retenci aniontli. Pfi pH
vysSim nez 7 se na celkové retenci za¢nou podilet i zbytkové silanolové skupiny, které
nesou zaporny naboj a tak dochazi k opétovnému snizeni retence aniontt [20,21,24].

Stacionarni fdze obsahuje nosi¢ tvofeny tzv. BEH c¢asticemi (,,bridged ethylene
hybrid), které jsou zodpovédné za vysokou mechanickou a chemickou odolnost
stacionarni faze. Kolonu lze proto pouzit pfi vysokych tlacich, vysokych teplotach
1 v Sirokém rozmezi pH. Struktura BEH castic je tvofena hybridnimi ethylenovymi
mustky vdzanymi na silanolové skupiny. Vlastnosti kolony zvysuji reprodukovatelnost,

ucinnost a symetrii piku pfi separaci [25,26].

2.2.5 \Vybrané validaCni parametry
Pro tcely této bakalarské prace byly vybrany Ctyfi zakladni validaéni parametry,

které byly stanovovany. Jedna se o opakovatelnost, reprodukovatelnost, limit detekce a

limit kvantifikace.
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2.2.5.1 Opakovatelnost

Opakovatelnost vyjadiuje shodu vysledkl analyz, které byly provedeny v kratkém
casovém useku za podminek opakovatelnosti, kterymi jsou shodny postup analyzy
provedeny stejnym pracovnikem ve stejné laboratofi za pouziti stejného materialu
a pfristroje. Opakovatelnosti 1ze vyjadfit piesnost analytické metody [27,28]. V této

bakalarské praci byla opakovatelnost provedena deseti nésttiky vzorku po sobg.

2.2.5.2 Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost vyjadiuje shodu vysledkii analyz, které byly provedeny
za podminek reprodukovatelnosti, kterymi jsou shodny postup analyzy, pouziti stejného
vzorku a materialu, ale analyza byla provedena na jiném pfistroji, jinym pracovnikem
nebo na jiném misté. Reprodukovatelnost opét slouzi k vyjadieni presnosti analytické
metody [27,28]. V naSem piipadé¢ byla analyza provedena stejnym pracovnikem

na jiném piistroji.

2.2.5.3 Limit detekce

Jako limit detekce neboli mez detekce (LOD, zangl. ,limit od detection®)
se oznacuje nejniz§i koncentrace analytu, pii které lze vyrazné odliSit signal analytu
od Sumu [27]. LOD Ize vypocitat naptiklad z maximalniho kolisani Sumu zakladni linie
(hmax) a smérnice kalibraéni piimky zavilosti vySky piku na koncentraci (a)

podle rovnice (1):

_ 3 X hmax

LOD =
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2.2.5.4 Limit kvantifikace

Limit kvantifikace neboli mez stanovitelnosti (LOQ, z angl. ,limit
a spravného kvantitativniho vyhodnoceni [27]. LOQ lze obdobné jako LOD vypocitat
z maximalniho kolisdni Sumu zakladni linie (/#mex) @ smérnice kalibra¢ni piimky

zavislosti vysky piku na koncentraci (a) podle rovnice (2):

10 X hyax

LOQ

2.3 Priklady stanoveni tryptofanu metodou HPLC

V tabulce 1 1ze nalézt ptiklady metod s riznymi podminkami separace, které jiz
byly pouzity pro stanoveni tryptofanu metodou HPLC, ktera se nej€astéji pouziva
pro stanoveni tryptofanu. V odborné literatufe lze nalézt zejména vyuziti
reverzniho médu pro tyto tcely [29,30,31]. K detekei analytu slouzi fluorescence,
UV-VIS spektrometrie nebo hmotnostni spektrometrie. Pro stanoveni tryptofanu
lze také napiiklad pouzit tenkovrstvou chromatografii [22] nebo kapilarni

elektroforézu [33].
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Tab. 1 Ptiklady stanoveni tryptofanu metodou HPLC.

Cas
Vzorek Kolona Mobilni faze Detekce analyzy Zdroj
[min]
Atlantis C18 0-25 % ACN
ovoce 4.6 X 50 mm 10 mM HCOONH4
) fluorescence 32 [34]
zelenina 5 pum pH=34
(Waters) (gradientova eluce)
6-100 % ACN
Zorbax SB-C18 25 mM CH3COONa
3 X 50 mm + UV-VIS
vino ) 28,5 [35]
1,8 um 0,02% NaN3 spektrometrie
(Agilent) pH=5,8
(gradientova eluce)
LiChrospher 60
ACN
RP-Select B
cerealie CH3COONH4 UV-VIS
. 4 x 250 mm ) 10 [29]
lusténiny 5 pH=63 spektrometrie
m
.H 10/90 (v/v)
(Agilent)
ODS-2 S5
ACN
mlécné 4 X 250 mm
voda + 0,1% TFA fluorescence 5,8 [36]
vyrobky 5 um
25/75 (v/v)
(Tecknokroma)
C18 ACN
4,6 X 150 mm SmM CH3;COONa UV-VIS
plazma . 8,2 [37]
5 um pH=7,15 spektrometrie
(Nova Analitica) 8/92 (vv)
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3 Experimentalni Cast

3.1 Pouzité pfistroje a pomucky

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf a kolony pouzité pro stanoveni

e separacni modul: Waters 2690, Alliance HPLC Systém (Waters, Milford,
USA)

o detektor: Waters 2487, Dual A Absorbance Detector (Waters, Milford, USA)

e autosampler: 717 Plus (Waters, Milford, USA)

e kolonovy termostat: Waters Alliance series column heater (Waters, Milford,
USA)

e kolona: Atlantis dCig 4,6 X 150 mm, 5 um (Waters, Milford, USA)

e kolona: Atlantis PREMIER BEH Cis AX 4,6 X 150 mm, 5 um (Waters,
Milford, USA)

e program: Empower 2

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf pouzity pro reprodukovatelnost

e separacni modul: Agilent Technologies (Waldbronn, Némecko)

e detektor diodového pole: Agilent Technologies 1260 Infinity (Waldbronn,
Némecko)

e pumpa: Agilent Technologies 1200 series (Waldbronn, Némecko)

e autosampler: Agilent Technologies 1260 Infinity (Waldbronn, Némecko)

e kolonovy termostat: Agilent Technologies 1290 Infinity (Waldbronn,
Némecko)

e program: Agilent OpenLAB CDS ChemStation
Ostatni

e pH metr: PHM 240, Radiometer Analytical SAS (Villeurbanne Cedex, Francie)
e analytické vahy: Mettler AE 240 (Greifensee, Svycarsko)
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o filtry: Minisart syringe 0,2 um a 0,45 um (Sartorius Stedim Biotech,
Gottingen, Némecko)
e ultrazvukova lazeni: ULTRASONIC LC 30 (ELMA, Némecko)
e pro ptipravu deonizované vody: Ultrapur a Rowapur (Watrex, Ceska republika)
e programy: PeakMaster 5.1
Origin 6.1
ACD/ChemSketch 12.01
Microsoft Excel 2016

3.2 Analyzované potravinové doplriky

e Vzorek 1: L-tryptofan + vitamin B6 (tableta obsahujici 200 mg tryptofanu,
baleni 36 g, Allnature, Ceské republika)

e Vzorek 2: L-tryptofan (tobolka obsahujici 200 mg tryptofanu, baleni 17 g,
Virde, Ceska republika)

3.3 Pouzité chemikalie

e deionizovana voda (Ultrapur a Rowapur — Watrex Ceské republika)
e acetonitril (CHROMASOLYV, Sigma — Aldrich, St. Louis, USA)

e methanol (CHROMASOLV, Sigma — Aldrich, St. Louis, USA)

e octan amonny (> 98 %, Sigma — Aldrich, St. Louis, USA)

e kyselina octova (=98 %, Sigma — Aldrich, St. Louis, USA)

e standard: D,L-tryptofan (=99 %, Sigma — Aldrich, St. Louis, USA)
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3.4 Priprava vzorka a roztoku

3.4.1 Priprava roztokd standardu pro optimalizaci chromatografickych

podminek

Roztok standardu pro mobilni fazi s acetonitrilem a pufrem byl pfipraven
do zkumavky Eppendorf rozpusténim 1 mg standardu tryptofanu ve 100 ul acetonitrilu
a 900 pl deionizované vody, aby vysledna koncentrace roztoku byla 1 mg/ml. Roztok
standardu pro mobilni fazi s methanolem a pufrem byl pfipraven obdobnym zptisobem
za pouziti 100 pl methanolu a 900 pl deionizované vody. Roztoky byly poté
promichény a prefiltrovany pies 0,2 um filtr. Pro opakovatelnost a reprodukovatelnost
byl pouzit 10X natfedény roztok ACN/deionizovand voda 10/90 (v/v) standardu

o koncentraci 0,1 mg/ml.

3.4.2 Priprava vzorkl potravinovych doplriku

Tableta vzorku 1 o primérné hmotnosti 607,1 mg obsahujici 200 mg tryptofanu
byla rozetfena v tfeci misce. 100,3 mg vzorku tablety obsahujici 33,04 mg tryptofanu
bylo odvaZzeno do 20ml odmérné banky a baiikka byla doplnéna po rysku roztokem
acetonitrilu a deionizované vody v poméru 10/90 (v/v). Roztok byl poté nafedén (15X),
aby vyslednd koncentrace tryptofanu v roztoku byla 0,110 mg/ml. Roztok byl vloZen
na 20 minut do ultrazvukové 1dzné€ (30 °C) a nésledné prefiltrovan ptes 0,2 pm filtr.

Z prasku tobolky vzorku 2 o primérné hmotnosti 454,2 mg obsahujiciho 200 mg
tryptofanu bylo odvazeno 100,5 mg prasku obsahujiciho 45,6 mg tryptofanu do 20ml
odmérné baiiky a banika byla doplnéna po rysku roztokem acetonitrilu a deionizované
vody v poméru 10/90 (v/v). Roztok byl poté nafedén (20X), aby vysledna koncentrace
tryptofanu v roztoku byla 0,111 mg/ml. Roztok byl vlozen na 20 minut do ultrazvukové

lazné (30 °C) a nésledné piefiltrovan ptes 0,2 um filtr.
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3.4.3 Priprava roztokd standardd pro metodu kalibraéni kfivky

Pro stanoveni koncentrace tryptofanu ve vzorcich metodou kalibracni kiivky
byly pfipraveny kalibra¢ni standardy tryptofanu o koncentracich 0,05; 0,075; 0,1; 0,125;
0,150; 0,2; 0,25 a 0,5 mg/ml. Roztoky standardi byly pfipraveny fedénim ve smési
ACN/deionizovana voda 10/90 (v/v). Néasledné méfeni absorbance bylo provedeno
u kazdého standardu tfikrat pii vlnovych délkach 254 nm a 280 nm. Pro ovéfeni
piesnosti byla kalibrace provedena tiikrat. Vysledna kalibrac¢ni kiivka byla sestrojena

z pramérnych hodnot namétenych pii vinové délce 254 nm.

3.4.4 Priprava roztokd vzorkd a standardu pro metodu pfidavku standardu

Pro stanoveni koncentrace tryptofanu ve vzorcich metodou standardniho ptidavku
byly ptipraveny vzdy tfi vzorky. Pro vzorek 1 bylo postupné navazeno 0,1003; 0,1002;
a 0,1003 g rozemleté tablety do 20ml odmérnych ban¢k. Odmérné baiiky byly doplnény
po rysku roztokem acetonitrilu a deionizované vody v poméru 10/90 (v/v). Nasledné byl
roztok zfedén 15X. Vysledné koncentrace roztokl vzorku 1 byly 0,110 mg/ml. Roztok
byl poté vloZen na 20 minut do ultrazvukové lazné (30 °C) a nasledné prefiltrovan
pfes 0,2 pm filtr. Pro vzorek 2 bylo postupovano stejnym zplsobem s navazkami
0,1005; 0,1005; 0,1004 g prasku vzorku 2. Nasledné byl roztok ziedén 20X. Vysledné
koncentrace roztokd vzorku 2 byly 0,111 mg/ml. Pro metodu standardniho ptidavku byl
pouzit roztok standardu o koncentraci 0,1 mg/ml. Roztoky vzorku a standardu byly

pfipraveny smichanim 100 pl vzorku 1 (2) a 100 pl roztoku standardu.

3.5 Priprava mobilnich fazi

Mobilni faze byly sloZeny z acetonitrilu nebo methanolu a vodné slozky v poméru

5/95 nebo 10/90 (v/v). Vodnou slozkou byl vzdy pufr octan amonny o pH = 4,7;
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pH = 59 nebo pH = 7,0. Koncentrace pufru byla 5 mM nebo 10 mM.
SmM pufr o pH = 4,7 byl pfipraven navazenim 0,3854 g octanu amonného, ktery byl
kvantitativné preveden do 1000ml odmérné banky a rozpustén v malém mnozstvi
deionizované vody. K roztoku bylo pfidano 296 ul kyseliny octové, baiika byla
doplnéna po rysku deionizovanou vodou a roztok byl promichén. Pozadované pH pufru
bylo ovéfeno pH metrem. Poté byl pufr prefiltrovan pres 0,45um filtr. Stejny postup byl
pouzit i pro dalsi pufry, pouze sjinym mnozstvim jednotlivych slozek.
U 10mM pufru s hodnotou pH = 4,7 bylo navazeno 0,7708 g octanu amonného
a ptidéno 593 pl kyseliny octové. Pro SmM a 10mM pufr o hodnoté pH = 5,9 bylo
navazeno 0,3854 g a 0,7708 g octanu amonného a ptidano 18,98 pl a 37,96 pl kyseliny
octové. Pro pufry o pH = 7,0 a koncentracich 5 mM a 10 mM bylo navazeno opét
0,3854 g a 0,7708 g octanu amonného, ktery byl rozpustén pouze v deionizované vode¢.

K vypoctim jednotlivych navazek a objemt byl pouzit program PeakMaster.

3.6 Podminky separace

Analyza byla provedena vreverznim modu a v mix-modu vysokoucinné
kapalinové chromatografie. Teplota vzorkli v autosampleru byla nastavena na 20 °C
a teplota kolony na 25 °C. Rychlost pritoku mobilni faze byla zvolena 1 ml/min.
Déavkovany objem vzorkt byl 5 ul. Detekce analytii probihala pti vinovych délkach
254 nm a 280 nm pomoci UV detektoru.

3.7 Pouzité vzorce pro vypocCty

k=M 3)
M
_ Wsu
5= 4)
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Rovnice (3) udava vypocet pro retencni faktor k, ktery tika, kolikrat delsi cas
analyt stravi ve staciondrni fazi oproti mobilni fazi, tp oznacuje reten¢ni ¢as analytu,
ty oznaCuje mrtvy cas kolony neboli ¢as analytu, ktery neni v koloné zadrzovan.
Rovnice (4) slouzi k vypoc¢tu faktoru symetrie S, ktery slouzi k posouzeni symetrie
piku. ws o, je Sitka piku v 5 % jeho vySky a f, je Sitka vzestupn¢ Casti piku v 5 % jeho
vysky. Pokud by faktor symetrie byl roven jedné, pik by byl zcela symetricky. Rovnici
(5) l1ze pouzit pro vypocet koncentrace analytu ve vzorku pfi pouziti metody piidavku
standardu. A; oznaCuje plochu piku vzorku, cgal; oznacuji koncentraci a objem
standardu, A;s vyjadiuje plochu piku vzorku se standardem a V; znaci objem vzorku.
Pomoci rovnice (6) lze vypocitat smérodatnou odchylku s. Veli¢ina x; oznacuje
hodnotu méfeni, X, gmer 0znacuje primérnou hodnotu méfeni a n oznaCuje pocet
méfeni. Rovnice (7) slouzi k vypoctu relativni smérodatné odchylky udéavané
v procentech. Retencni faktor a faktor symetrie byly vypocCitdny programem

Empower 2. Ostatni veli¢iny byly vypocitany programem Microsoft Excel 2016.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Optimalizace chromatografickych podminek

Pro nalezeni vhodnych chromatografickych podminek pro stanoveni tryptofanu
byl vreverznim modu i mix-modu testovan vliv slozeni mobilni faze na retenci
a symetrii piku. Pro oba moddy byly testovany vlivy organického modifikatoru
(acetonitril/methanol), pH (4,7/5,9/7,0), koncentrace vodné slozky — pufru octanu
amonné¢ho (5/10mM) a objemovy pomér organické a vodné faze (5/95 a 10/90).
Kazdé analyza probihala za téchto experimentalnich podminek — davkovany objem 5 pl
(roztok standardu o koncentraci 1 mg/ml), pritok mobilni fdze 1 ml/min, teplota kolony
25 °C, teplota standardu 20 °C a detekce pii 254 a 280 nm. Pro vyhodnoceni byla
pouzita vlnova délka 254 nm. Vysledné hodnoty jsou uvddény jako primérné hodnoty
ze tf1 naméfenych hodnot. Jednotliva porovnani vlivu chromatografickych podminek na
retenci tryptofanu a symetrii piku tryptofanu jsou uvedena pro vybrané podminky.

Mrtvy ¢as byl ur€en z nadavkovani €isté vody.

4.1.1 Vliv typu organického modifikatoru na retenci a tvar piku tryptofanu

V tabulce 2 a na obrazku 5 lze vidét porovnani retencniho Casu standardu
tryptofanu (#z), retencniho faktoru (k) a symetrie piku (S) v reverznim modu na koloné
Atlantis dCis pfi pouziti MF ACN/5 mM octan amonny, pH 7,0 10/90 (v/&)
a MetOH/5SmM octan amonny, pH 7,0 10/90 (v/). Z reten¢niho Casu a reten¢niho
faktoru je patrné, Ze pii pouziti methanolu vykazuje tryptofan vyssi retenci, coz je dano
jeho nizsi eluéni silou v porovnani s acetonitrilem. Na obrdzku 5 lze vidét, Ze pti pouziti

methanolu je pik vice rozmyty v zadni ¢asti (tzv. ,,tailing*) a tedy i méné symetricky.
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Tab. 2 Porovnani reten¢niho ¢asu (¢z), reten¢niho faktoru (k) a faktoru symetrie (S) tryptofanu v reverznim moédu
pti pouziti MF ACN/5mM octan amonny, pH 7,0 10/90 (v/v) a MetOH/5mM octan amonny, pH 7,0 10/90 (v/v),
kolona Atlantis dCis, vinova délka 254 nm.

tr [min] k S

ACN 4,63 +£0,01 1,96+0,00 1,79+0,01

MetOH 10,50 £ 0,00 5,424+0,00 4,29+0,13

A: ACN/5mM octan amonny, pH = 7,0
10/90 (v/v)

2

L

X

9

)

e

g

) B: MetOH/5mM octan amonny, pH = 7,0

8 10/90 (v/v)

T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

t [min]

Obr. 5 Porovnani retence a symetrie piku tryptofanu v reverznim modu pri pouziti MF ACN/5mM octan amonny,
pH 7,0 10/90 (v/v) (A) a MetOH/SmM octan amonny, pH 7,0 10/90 (v/v) (B), kolona Atlantis dCis, vinova délka
254 nm.

V tabulce 3 a na obrazku 6 je ukdzano porovnani reten¢niho ¢asu (zz) standardu
tryptofanu, reten¢niho faktoru (k) a symetrie piku (S) v mix-modu na koloné Atlantis
pfi pouziti acetonitrilu a methanolu jako organickych modifikatord. Chromatografické
podminky jsou pro porovnani stejné jako pii pouziti reverzniho modu, ale byla pouzita
kolona Atlantis PREMIER BEH C;s AX. Z retencniho Casu a retenc¢niho faktoru je opét

patrné, ze je tryptofan na koloné déle zadrzovan pti pouziti methanolu. Hodnota faktoru
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symetrie je opét nizsi pii1 pouziti acetonitrilu, kdy se blizi jedné, pik je tedy symetricté;si

a uzsi nez v ptripad¢ methanolu, coz lze vidét i z obrazku 6.

Tab. 3 Porovnani reten¢niho ¢asu (#r), retencniho faktoru (k) a faktoru symetrie (S) tryptofanu v mix-moédu pfi pouziti
MF ACN/5mM octan amonny, pH 7,0 10/90 (v/v) a MetOH/5mM octan amonny, pH 7,0 10/90 (v/v), kolona Atlantis
PREMIER BEH Cis AX, vinova délka 254 nm.

tr [min] k S

ACN 4,37+0,00 2,02+0,00 1,15+0,01

MetOH 11,31 £ 0,00 6,91 £0,00 1,2840,01

A: ACN/5mM octan amonny, pH = 7,0

10/90 (v/v)
2
@]
h
)
()
o
©
N
3 B: MetOH/5mM octan amonny, pH = 7,0
(@) 10/90 (v/v)

T T T T T T T T T T T T y 1
0 2 4 6 8 10 12 14

t [min]

Obr. 6 Porovnani retence a symetrie piku tryptofanu v mix-modu pri pouziti MF ACN/SmM octan amonny, pH 7,0
10/90 (v/v) (A) a MetOH/SmM octan amonny, pH 7,0 10/90 (v/v) (B), kolona Atlantis PREMIER BEH Cis AX,
vinova délka 254 nm.
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Pokud porovname vliv typu organického modifikatoru v reverznim moédu
a mix-mdodu, mizeme vidét, Ze v obou chromatografickych moddech je pfi pouziti
acetonitrilu krat$i doba retence, niz$i hodnota retencniho faktoru a lepsi symetrie piku.
V mix-médu je pik symetri¢téj$i oproti reverznimu moddu. V obou pouzitych
chromatografickych médech byly vyse popsané trendy podobné pro vSechna testovana

pH 1 koncentrace vodné slozky mobilni faze.

4.1.2 Vliv pH vodné slozky mobilni faze na retenci a tvar piku tryptofanu

V tabulce 4 a na obrazku 7 lze vidét vliv pH vodné slozky mobilni faze
na retencni Cas (zg) standardu tryptofanu, retencni faktor (k) a symetrii piku (S)
v reverznim moédu na koloné Atlantis dCig za pouziti MF ACN/5SmM octan amonny
10/90 (v/v). Pro testovani bylo zvoleno pH 4,7; 5,9 a 7,0. Reten¢ni cas tryptofanu

a retencni faktor se pfi téchto podminkach pfili§ neméni, zatimco faktor symetrie

cvwr

Tab. 4 Porovnani reten¢niho ¢asu (¢z), reten¢niho faktoru (k) a faktoru symetrie (S) tryptofanu v reverznim moédu

pfi pouziti MF ACN/5mM octan amonny 10/90 (v/v), pH 4,7; 5,9; 7,0; kolona Atlantis dCis, vinova délka 254 nm.

tr [min] k S

pH=47 4,67+0,00 1,20+0,00 2,15+0,01
pH=59 4,63+0,01 191%+0,00 2,70+ 0,07

pH=70 4,63+0,05 196+0,01 1,79 %0,01
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A: ACN/5mM octan amonny, pH = 4,7
10/90 (v/v)

g B: ACN/5mM octan amonny, pH = 5,9
= 10/90 (v/v)
2
)
°
©
>
)
S C: ACN/SmM octan amonny, pH = 7,0
O 10/90 (vA)
T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

t [min]

Obr. 7 Porovnani retence a symetrie piku tryptofanu v reverzni modu pri pouziti MF ACN/SmM octan amonny
10/90 (v/v), pH 4,7 (A); 5,9 (B); 7,0 (C), kolona Atlantis dCis, vinova délka 254 nm.

V tabulce 5 a na obrazku 8 lze vidét vliv pH mobilni faze na retencni Cas (zz)
standardu tryptofanu, reten¢ni faktor (k) a symetrii piku (S) v mix-mdédu na koloné
Atlantis PREMIER BEH Cis AX pfi pouziti MF ACN/5mM octan amonny 10/90 (v/v).
Pro testovani bylo zvoleno pH 4,7; 5,9; a 7,0. Retenc¢ni Cas tryptofanu se vyrazné nelisi
pii zméné pH pufru. Hodnota faktoru symetrie je nejnizsi pii pH 7,0 a nejvyssi pii
pH 5,9. Z obrazku 8 vyplyva, Ze nejsymetrictéjsi pik byl ziskdn pii pouZiti pufru

o pH 7,0, ¢emuZ odpovida i hodnota faktoru symetrie blizko jedné.

Tab. 5 Porovnani reten¢niho ¢asu (#r), reten¢niho faktoru (k) a faktoru symetrie (S) tryptofanu v mix-médu pii pouziti
MF ACN/5mM octan amonny 10/90 (v/), pH 4,7; 5,9; 7,0; kolona Atlantis PREMIER BEH Cis AX, vinova délka
254 nm.

tr [min] k S

pH=47 4354+0,01 238+0,01 1,96+0,02
pH=59 4494+0,01 228+0,01 3,96%0,11

pH=7,0 437+0,00 2,024+0,00 1,15+0,01
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A: ACN/5mM octan amonny, pH = 4,7
10/90 (v/v)

g B: ACN/5mM octan amonny, pH = 5,9

< 10/90 (v/v)

2

)

©

©

Y

5

o] C: ACN/5mM octan amonny, pH = 7,0

O 10/90 (v/v)

T T T T T 1
0 1 2 3 4 5

t [min]

Obr. 8 Porovnani retence a symetrie piku tryptofanu v mix-modu pri pouziti MF ACN/5mM octan amonny
10/90 (v/v), pH 4,7 (A); 5,9 (B); 7,0 (C), kolona Atlantis PREMIER BEH Cis AX, vinova délka 254 nm.

Pokud porovname vliv pH vodné slozky mobilni faze v reverznim moédu
a mix-modu pfi pouzZiti MF ACN/5SmM octan amonny 10/90 (v/v), mliZeme vidét,
ze vmix-modu je pii vSech hodnotich pH mirn€ nizs§i retencni cas tryptofanu
oproti modu reverznimu. V obou moddech je hodnota faktoru symetrie nejblizsi jedné
pro pH 7,0 a nejvyssi pro pH 5,9, cozZ je okoli izoelektrického bodu a tryptofan je zde
navenek elektroneutralni. Vliv pH vodné slozky mobilni faze na retenci a symetrii piku
v reverznim modu a mix-méddu za pouziti methanolu jako organického modifikatoru

mobilni faze vykazoval podobny trend jako v ptipad€ pouziti acetonitrilu.

4.1.3 Vliv koncentrace vodné slozky mobilni faze na retenci a tvar piku

tryptofanu

V tabulce 6 a na obrazku 9 lze vidét porovnani retenéniho Casu (#z) standardu

tryptofanu, retencniho faktoru (k) a symetrie piku (S) v reverznim moédu pfi pouziti MF
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ACN/octan amonny, pH 7,0 10/90 (v/v), pti dvou riznych koncentracich pufru, SmM
a 10mM. Retencni Cas i retencni faktor tryptofanu jsou pii pouziti obou koncentraci
témer stejné. Hodnota faktoru symetrie je nizs$i v pfipadé SmM koncentrace octanu
amonného, ale v obou ptipadech jsou piky tryptofanu v zadni Casti vyrazné rozmyté,

nejsou tedy zcela symetrické, cemuz odpovidaji i uvedené hodnoty faktoru symetrie.

Tab. 6 Porovnani retenéniho ¢asu (#r), retencniho faktoru (k) a faktoru symetrie (S) tryptofanu v reverznim modu pti
pouziti MF ACN/5mM octan amonny, pH 7,0 10/90 (v/v) a ACN/10mM octan amonny, pH 7,0 10/90 (v/v), kolona
Atlantis dCis, vinova délka 254 nm.

SmM 4,63 +0,05 1,96+0,01 1,79+0,01

10 mM 4,63 £0,00 1,95+0,00 2,07%£0,03

A: ACN/5mM octan amonny, pH = 7,0

10/90 (v/v)
2
L
<
2
[0
o
©
N
3 B: ACN/10mM octan amonny, pH = 7,0
o 10/90 (v/v)
T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

t [min]

Obr. 9 Porovnani retence a symetrie piku tryptofanu v reverznim modu pri pouziti MF ACN/5SmM octan amonny,
pH 7,0 10/90 (v/v) (A) a ACN/10mM octan amonny, pH 7,0 10/90 (v/v) (B), kolona Atlantis dCis, vinova délka
254 nm.
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V tabulce 7 a na obrazku 10 lze vidét porovnani retencniho ¢asu (#z) standardu
tryptofanu, retencniho faktoru (k) a symetrie piku (S) v mix-mddu pii pouziti MF
ACN/5mM octan amonny, pH 7,0 10/90 (v/v) a MF ACN/10mM octan amonny, pH 7,0
10/90 (v/v). Retencni cas tryptofanu je téméf shodny pii pouziti obou koncentraci
a hodnota faktoru symetrie je nizsi v piipadé 5SmM koncentrace pufru. Pii obou
koncentracich pufru v téchto chromatografickych podminkach je pik tryptofanu podle
obrazku 10 témét symetricky, coz znaci i hodnoty faktoru symetrie tryptofanu blizké

jedné.

Tab. 7 Porovnani reten¢niho ¢asu (#r), retenéniho faktoru (k) a faktoru symetrie (S) tryptofanu v mix-modu pii pouziti
MF ACN/5mM octan amonny, pH 7,0 10/90 (v/v) a ACN/10mM octan amonny, pH 7,0 10/90 (v/v), kolona Atlantis
PREMIER BEH Cis AX, vinova délka 254 nm.

SmM 4,37+0,00 2,02+0,00 1,15%+0,01

10 mM 432+£0,01 1,87%£0,01 1,19%0,00

A: ACN/5mM octan amonny, pH = 7,0

10/90 (v/v)
2
@]
X
Qo
@
o
®
N
3 B: ACN/10mM octan amonny, pH = 7,0
O 10/90 (v/v)
T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

t [min]

Obr. 10 Porovnani retence a symetrie piku tryptofanu v mix-modu pri pouziti MF ACN/5mM octan amonny, pH 7,0
10/90 (v/v) (A) a ACN/10mM octan amonny, pH 7,0 10/90 (v/v) (B), kolona Atlantis PREMIER BEH Cis AX, vinova
délka 254 nm.
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Pokud porovname vliv koncentrace pufru v mobilni fazi v reverznim moddu
a mix-modu, z naméfenych hodnot je patrné, ze v piipadé reverzniho modu je retencni
Cas tryptofanu mirn€ vyS$i nez pii pouziti mix-moédu pii obou testovanych
koncentracich. Symetrie piku tryptofanu je v reverznim médu nizsi (viz obrazky 9 a 10).
Nejlepsi symetrie piku tryptofanu bylo dosazeno pii pouziti mix-mod kolony a SmM
koncentrace pufru o pH 7,0. Vliv testovanych koncentraci a pH pufru na faktor symetrie
tryptofanu pro reverzni mod a pro mix-mdd shrnuje obrazek 11. Z obrazku 11 je patrné,
ze za pouziti reverzniho modu pro vSechna pH plati, ze faktor symetrie témét nezavisi
na koncentraci vodné slozky mobilni faze. Zarovenn je patrné, Ze nejvysSi hodnota
faktoru symetrie byla ziskédna pro pH 5,9. V mix-médu je faktor symetrie také téméf
nezavisly na koncentraci vodné slozky mobilni faze, ale jen pro pH 4,7 a 7,0.
Pti hodnoté pH 5,9, tedy hodnoté blizko izoelektrického bodu tryptofanu, je symetrie
piku vyrazné horsi za pouziti SmM koncentrace. Z porovnani je patrné, ze nejlepSich
hodnot faktoru symetrie bylo dosazeno pro pH 7,0. Symetrii piku tryptofanu v zavislosti
na koncentraci vodné slozky mobilni faze pfi pH 5,9 pro mix-mdd znézoriiuje také
obrazek 12. Pfi pouziti methanolu jako organického modifikatoru mobilni faze byl

prubéh trendu podobny.

S ,o A: Reverzni méd B 5
3,5 [ 110mM
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

pH=47 pH=5.9 pH=7,0

4,0 B: Mix-mod
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

pH=4,7 pH=5,9 pH=7,0

Obr. 11 Porovnani vlivu mérenych koncentraci a mérenych hodnot pH na faktor symetrie pro reverzni mod (A)
a mix-mod (B) za pouziti MF ACN/octan amonny 10/90 (v/v), vinova délka 254 nm.
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A: ACN/5mM octan amonny, pH = 5,9

10/90 (v/v)
2
2
=
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N
3 B: ACN/10mM octan amonny, pH = 5,9
O 10/90 (v/v)
T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

t [min]

Obr. 12 Chromatogram tryptofanu pri pouziti MF ACN/5SmM octan amonny, pH 5,9 10/90 (v/v) (A) a ACN/10mM
octan amonny, pH 5,9 10/90 (v/v) (B), kolona Atlantis PREMIER BEH Cis AX, vinova délka 254 nm.

4.1.4 Vliv poméru organické a vodné slozky mobilni faze na retenci a tvar

piku tryptofanu

V tabulce 8 a na obrdzku 13 lze vidét porovnani retencniho Casu standardu
tryptofanu, retencniho faktoru a symetrie piku v reverznim moédu pii pouziti MF
ACN/5mM octan amonny, pH 7,0 o poméru 5/95 a 10/90 (v/v). Retenc¢ni Cas tryptofanu
1 retencni faktor je vy$$i u poméru 5/95 (v/v) ACN/puft, coz souvisi s nizsi elucni silou
mobilni faze. Hodnota faktoru symetrie je pro oba testované poméry podobna,

pik tryptofanu neni za téchto podminek symetricky, protoze je chvostujici (obrazek 13).
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Tab. 8 Porovnani reten¢niho ¢asu (#r), reten¢niho faktoru (k) a faktoru symetrie (S) tryptofanu v reverznim modu pfi
pouziti MF ACN/5mM octan amonny, pH 7,0 10/90 (v/v) a ACN/5SmM octan amonny, pH 7,0 5/95 (v/v), kolona
Atlantis dCis, vinova délka 254 nm.

Odezva detektoru

ACN/pufr

tr [min] k S
(vv)

5/95 9,37+0,00 4,80£0,00 1,8440,03

10/90 4,63 £0,05 196%0,01 1,79%0,01

A: ACN/5mM octan amonny, pH = 7,0
5/95 (v/v)

B: ACN/5mM octan amonny, pH = 7,0
10/90 (v/v)

T ™
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

t [min]

Obr. 13 Porovnani retence a symetrie piku tryptofanu v reverznim modu pri pouziti MF ACN/SmM octan amonny,
pH 7,0 5/95 (vv) (4) a ACN/SmM octan amonny, pH 7,0 10/90 (v/v) (B), kolona Atlantis dCs, vinova délka 254 nm.

V tabulce 9 a na obrdzku 14 lze vidét porovnani retencniho Casu standardu

tryptofanu, retencniho faktoru a symetrie piku v mix-modu pfi pouziti MF ACN/5SmM

octan amonny, pH 7,0 v poméru 5/95 a 10/90 (v/v). Hodnota faktoru symetrie je pro oba

testované poméry témet shodnd, pik tryptofanu je v obou pfipadech témét gaussovsky.

Retencni Cas i retencni faktor ma nizs$i hodnotu pro mobilni fazi s vy$§im obsahem

acetonitrilu, coZ odpovida chromatografickému chovani v reverznim maédu.
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Tab. 9 Porovnani reten¢niho ¢asu (#r), retencniho faktoru (k) a faktoru symetrie (S) tryptofanu v mix-moédu pfi pouziti
MF ACN/5mM octan amonny, pH 7,0 10/90 (v/v) a ACN/5mM octan amonny, pH 7,0 5/95 (v/v), kolona Atlantis
PREMIER BEH Cis AX, vinova délka 254 nm.

ACN/pufr

tr [min] k S
(vv)

5/95 9,24+0,01 5,38+£0,01 1,13£0,00

10/90 4,37+£0,00 2,02+£0,00 1,1540,01

A: ACN/5SmM octan amonny, pH = 7,0
5/95 (v/v)

B: ACN/5mM octan amonny, pH = 7,0
10/90 (v/v)

Odezva detektoru

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
t [min]

Obr. 14 Porovnani retence a symetrie piku tryptofanu v mix-modu pri pouziti MF ACN/5mM octan amonny, pH 7,0
5/95 (vv) (4) a ACN/SmM octan amonny, pH 7,0 10/90 (v/v) (B), kolona Atlantis PREMIER BEH Cis AX, vinova
délka 254 nm.

Z naméfenych hodnot je patrné, Ze retencni Cas tryptofanu i retencni faktor
je v obou chromatografickych modech nizsi u poméru 10/90 (v/v) ACN/pufr. Hodnota
faktoru symetrie je v obou chromatografickych modech nezévisla na poméru
organického modifikatoru a vhodné slozky, coz lze vidét i z tvaru piku tryptofanu

vV

na obrazcich 13 a 14. Vyssi hodnota faktoru symetrie byla ziskdna v obou testovanych
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mobilnich fazich v reverznim modu, zatimco v mix-modu se blizi jedné. Vyssi retence
pii pouziti poméru 5/95 (v/v) ACN/pufr je dédna nizsi elucni silou mobilni faze vlivem
vétsiho mnozstvi vodné slozky v MF. Pfi porovnani poméru 10/90 (v/v) ACN/pufr mezi

pouzitymi médy lze vidét, ze v pripadé mix-modu je retencni Cas tryptofanu nizsi.

Na zéklad¢ provedené optimalizace chromatografickych podminek byly pro dalsi
méfeni vybrany nasledujici podminky: mix-mod kolona Atlantis PREMIER BEH Cis
AX, mobilni fize ACN/5mM octan amonny, pH 7,0 10/90 (v/v), vinové délka 254 nm.

4.2 Urc€eni vybranych valida¢nich parametru

4.2.1 Opakovatelnost

V této praci byla opakovatelnost ndstfiku provedena deseti po sobé jdoucimi
nastfiky roztoku standardu tryptofanu o koncentraci 0,1 mg/ml. Pro optimalizaci
chromatografickych podminek byl pouZit roztok standardu tryptofanu o koncentraci
1 mg/ml, proto se naméfené retencni Casy mirn¢ liS§i. Opakovatelnost byla urcena
pro hodnoty plochy piku pifi vinové délce 254 nm a pro retencni Cas standardu
tryptofanu (viz tabulka 10). M¢feni byla provedena v nalezenych vhodnych
chromatografickych podminkadch — mix-mdd kolona Atlantis PREMIER BEH Cis AX,
mobilni faize ACN/5SmM octan amonny, pH 7,0 10/90 (v/v). Byly dodrzeny stejné
experimentalni podminky. Z namétenych hodnot byla vypocitana smérodatna odchylka
(s) a relativni smérodatnd odchylka (s,) v programu Microsoft Excel 2016. Hodnota
relativni smérodatné odchylky u ploch piku je 0,119 % a u reten¢niho Casu piku

0,089 %.
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Tab. 10 Opakovatelnost deseti nastfiki roztoku standardu tryptofanu o koncentraci 0,1 mg/ml.

A [LV Xs] tr [min]
1 240383 4,70
2 240808 471
3 240 902 4,71
4 240906 4,71
5 240804 4,72
6 240556 471
7 239975 471
8 240968 471
? 240690 4,70
10 240589 471

s 286 0,00417
5+ [%] 0,119 0,089

4.2.2 Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost byla provedena péti nastfiky roztoku standardu tryptofanu
o koncentraci 0,1 mg/ml na chromatografu od jiného vyrobce. Poté byly hodnoty
porovnany s hodnotami naméfenymi na chromatografu od firmy Waters.
Porovnavanymi hodnotami jsou retencni faktory pii vinové délce 254 nm a hodnoty
faktori symetrie. Vhodné podminky pro separaci byly zachovany — mobilni faze
ACN/5mM octan amonny, pH 7,0 10/90 (v/v). Byly také dodrZzeny stejné

experimentalni podminky. Relativni smérodatnd odchylka mezi retencnimi faktory
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vysla 2,52 % a mezi faktory symetrie piku 0,80 %, coZ poukazuje na dobrou

prenositelnost metody.

Tab. 11 Reprodukovatelnost péti nastiikl roztoku tryptofanu o koncentraci 0,1 mg/ml na chromatografu od firmy

Waters (pfistroj 1) a chromatografu od firmy Agilent (pfistroj 2)

ki ) S A

1 1,22 1,17 1,24 1,23
2 1,22 1,16 1,24 1,28
3 1,23 1,16 122 1,25
4 1,22 1,17 124 1,29
5 1,22 1,16 123 1,26
N 0,03 0,01

5 [%] 2,52 0.80

4.2.3 Limit detekce a limit kvantifikace
Limit detekce a limit kvantifikace byl stanoven z vysky Sumu (Aua = 42 pV) a

smérnice kalibra¢ni zavislosti vysky piku na koncentraci roztoku standardu tryptofanu

(obrazek 15) podle rovnice (1) a (2) Vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce 12.
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Obr. 15 Kalibracni primka zavislosti vysky piku na koncentraci tryptofanu pri 254 nm.

Tab. 12 Vypoctené hodnoty limitu detekce (LOD) a limitu kvantifikace (LOQ) z vysky Sumu a smérnice kalibracni
ptimky.

LOD [mg/ml] LOQ [mg/ml]

0,0003 0,0009

4.3 Kvantitativni vyhodnoceni

4.3.1 Metoda kalibracni kfivky

Jednou =z pouzitych metod pro kvantitativni stanoveni obsahu tryptofanu
ve vzorcich 1 a 2 byla metoda kalibra¢ni kiivky. Kalibra¢ni kfivka byla sestrojena jako
zavislost plochy piku pfi 254 nm na koncentraci roztoku standardu tryptofanu

a prolozena linedrni regresi. Pro sestrojeni kalibracni piimky byly pouzity koncentrace
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0,05; 0,075; 0,1; 0,125; 0,150; 0,2; 0,25 a 0,5 mg/ml. Pro kazdou hodnotu koncentrace
bylo davkovani provedeno tiikrat a samotna kalibrace byla tiikrat zopakovana.
Vysledné hodnoty jsou zprimérované ze vSech méfeni. K méfeni byly pouzity
optimalizované chromatografické podminky uvedené vysSe. Z rovnice kalibra¢ni kiivky
byla spocitana koncentrace tryptofanu ve vzorku 1 a 2. Ocekavana hodnota v roztoku

vzorku 1 je 0,110 mg/ml a v roztoku vzorku 2 je 0,111 mg/ml.
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1400000
1200000
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< 800000 )
600000 |
400000

200000 +

0 T T T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

¢, [mg/ml]

Obr. 16 Kalibracni primka zavislosti plochy piku na koncentraci tryptofanu pri 254 nm.

Tab. 13 Naméfené plochy piki (A4) a stanovené koncentrace tryptofanu v roztoku vzorku 1 a 2 metodou kalibra¢ni

ktivky a vypocitany obsah tryptofanu v potravinovém dopliku 1 a 2.

obsah tryptofanu
Cm, tryptofanu . ,
V potravinovem

A [pVXxs] v roztoku vzorku
dopliku
[mg/ml]
[mg]
vzorek 1 352561 + 427 0,1089 + 0,0001 197,8 £ 0,2
vzorek 2 353165 £ 1706 0,1091 % 0,0005 197,2 £ 0,9
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V tableté potravinového doplitku 1, ktera by méla obsahovat 200 mg tryptofanu,
bylo mnozstvi tryptofanu stanoveno na 197,8 + 0,2 mg. Hodnoty se od sebe lisi
0 0,56 %. V tobolce potravinového doplitkku 2, kterd by méla obsahovat také 200 mg
tryptofanu, bylo mnozstvi tryptofanu stanoveno na 197,2 + 0,9 mg. Hodnoty
se od sebe 1isi 0 0,70 %.

4.3.2 Metoda pfidavku standardu

Dalsi metodou vyuzitou ke stanoveni obsahu tryptofanu ve vzorcich 1 a 2 v této
praci je metoda pridavku standardu. Méteni se provadélo vzdy ttikrat pro tii roztoky
vzorku 1, tfi roztoky vzorku 2, tfi roztoky vzorku 1 a standardu tryptofanu (100 pl
a 100 pl) a tii roztoky vzorku 2 a standardu tryptofanu (100 pl a 100 pl). Pro méteni byl
pouzit roztok standardu tryptofanu o koncentraci 0,05 mg/ml. Opét byly zachovany
vybrané chromatografické podminky. Méfeni probihalo pfi vinové délce 254 nm.
Vysledné hodnoty jsou uvadény z priméru namétenych hodnot. Koncentrace roztokt
vzorkli 1 a 2 byly stanoveny podle rovnice (5). Nasledné byla spocitand koncentrace
tryptofanu ve vzorku 1 a 2. Oc¢ekavand hodnota v roztoku vzorku 1 je 0,110 mg/ml

a v roztoku vzorku 2 je 0,111 mg/ml.

Tab. 14 Namétené plochy piku vzorkl (4:), vzorki s pfidavkem standardu (4is) a stanovené koncentrace tryptofanu

(cmmyprofany) ve vzorcich 1 a 2 metodou pifidavku standardu a vypocitany obsah tryptofanu v potravinovém

dopliku 1 a 2.
obsah tryptofanu
Cm, tryptofanu . ;
V potravinovem
Ai [WV Xs] Ajs [WV Xs] v roztoku vzorku
dopliku
[mg/ml]
[mg]
vzorek 1 352561 £ 427 334349 + 3202  0,1116 + 0,0024 203 +4
vzorek 2 353165 £ 1706 334386 £ 1063  0,1119 £ 0,0013 202 +£2
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Metodou pfidavku standardu byl obsah tryptofanu v potravinovém
dopliiku 1 stanoven na 203 + 4 mg, coz se od uvedené hodnoty 200 mg lisi o 0,91 %.
V potravinovém doplitku 2 byl obsah tryptofanu stanoven na 202 + 2 mg, coz se lisi
o 0,81 %. Obé stanovované hodnoty obsahu tryptofanu maji odchylku od uvedené

hodnoty pod 1 %.

Pokud porovname obé metody stanoveni obsahu tryptofanu v potravinovych
dopliicich, je patrné, Ze u obou metod je obsah tryptofanu stanoven s odchylkou
od uvedené hodnoty pod 1 %. U metody ptidavku standardu jsou uvedené odchylky
vys$§i nez u metody kalibra¢ni kiivky, coZz znamena, ze v této praci byla metoda

kalibra¢ni kiivky ptfesnéjsi pro stanoveni obsahu tryptofanu v potravinovych doplicich.
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5 Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo nalezeni optimalnich chromatografickych
podminek pro stanoveni tryptofanu v potravinovych dopliicich metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie. Byly testovany dva typy stacionarnich fazich a vliv slozeni
mobilni faze zahrnujici pH a koncentraci vodnych slozek mobilni faze, typ organického
modifikdtoru a pomér organického modifikdtoru a vodné slozky. Testovani bylo
provedeno ve dvou chromatografickych mddech — reverznim médu a mix-maédu.

Nejlepsi symetrie piku a kratky retencni Cas byly ziskdny v mix-médu HPLC.
Konkrétni chromatografické podminky byly mix-mdd kolona Atlantis PREMIER BEH
Cis AX, acetonitril jako organicky modifikator, SmM octan amonny o pH 7,0 jako
vodna slozka mobilni faze a pomér organického modifikatoru a vodné slozky v mobilni
fazi byl zvolen 10/90 (v/v).

V nalezenych optimalnich podminkéach byly uréeny vybrané valida¢ni parametry
jako opakovatelnost, reprodukovatelnost, limit detekce a limit kvantifikace. Limit
detekce mél hodnotu 0,0003 mg/ml a limit kvantifikace 0,0009 mg/ml.

Stanoveni obsahu tryptofanu v potravinovych doplicich bylo provedeno metodou
kalibra¢ni kfivky a metodou pfidavku standardu. Metodou kalibracni kfivky byl obsah
tryptofanu v potravinovém doplitkku 1 stanoven na 197,8 + 0,2 mg a v potravinovém
dopliiku 2 na 197,2 + 0,9 mg. Metodou piidavku standardu byl obsah tryptofanu
ve vzorku 1 stanoven na 203 +4 mg a ve vzorku 2 na 202 + 2 mg. Pfi pouziti obou
byla odchylka ur¢eného mnozstvi tryptofanu od deklarované hodnoty mensi nez 1 %.

Piesngj$i metodou pro stanoveni obsahu tryptofanu v této praci byla metoda kalibracni
ktivky.
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