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Fenolické kyseliny jsou aromatické sekundarni metabolity Siroce rozsSifené
v celé rostlinné FiSi. Tato prace byla zamérena na vyvoj metody pro stanoveni skupiny
fenolickych kyselin pomoci ultra vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem typu trojitého kvadrupdlu. Kseparaci analytl byla
pouzita kolona BEH Cyg (1,7 um; 2,1 x 100 mm). V ramci této prace byly optimalizovany
parametry hmotnostniho spektrometru s vyuzitim ionizace elektrosprejem a chemické
ionizace za atmosférického tlaku. Na zadvér byla hodnocena citlivost, linearita a
opakovatelnost metody.

Nejprve byl proveden zakladni sken smési analytl a byly vybrany vhodné
prekurzorové ionty. Nasledovala optimalizace iontového zdroje (ionizace ESI" a APCI’).
DalSim krokem bylo provedeni skenu produktovych iontl a vybér vhodnych iontovych
prechodld pro kvantifikatni méd SRM a optimalizace jejich koliznich energii. Po
optimalizaci nastaveni byla zmérena opakovatelnost (RSD < 1% pro retencni cas;
RSD < 10% pro plochu pik(i, kromé isoferulové, skoficové a sinapové), citlivost (LOQ =
0,007 — 6,600 pg-ml™ pro ESI" a 0,007 — 6,600 ug-ml™ pro APCI) a linearita (viechny
analyty r’ 20,9900 mimo isoferulové, skoficové a sinapové.

Elektrosprej v negativnim modu byl pro analyzu smési fenolickych kyselin za
téchto podminek vybran jako nejvhodnéjsi. Citlivost pro kyseliny: vanillovou,
isoferulovou a skoficovou byla nizka.

Klicova slova: kys. shikimova, kys. gallova, kys. protokatechova, kys. gentisova,
kys. chlorogenova, kys. vanillova, kys. kdvova, kys. syringova, kys. o-kumarova, kys. m-
kumarova, kys. p-kumarova, kys. ferulova, kys. isoferulovd, kys. sinapova, kys.
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Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
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Title of Graduation Thesis: A comparison of ESI and APCI ionization during the
development of UHPLC-MS/MS method for the determination of phenolic acids.

Phenolic acids are aromatic secondary metabolites which are widely spread in
the whole plant kingdom. The thesis deals with the development of the method for the
determination of the group of phenolic acids by ultra high performance liquid
chromatography coupled with triple quadrupole mass spectrometry. Chromatographic
column BEH Cyg (1.7um; 2.1 x 100 mm) was used for the separation of analytes. The
optimization of the mass spectrometry parameters was conducted for electrospray
ionisation (ESI) and atmospheric pressure chemical ionization (APCI). Sensitivity,
linearity and repeatability of this method were finally assessed.

The full scan of mixture of analytes was firstly performed and suitable
precursor ions were chosen. In the following step the ion source (ESI" and APCI’) was
optimized. The next step was scanning of product ions and choosing suitable ion
transitions for quantification mode SRM and optimizing their collision energies. The
repeatability after the optimization of the parameters (RSD < 1% for retention time;
RSD < 10% for the area under the curve, except for isoferulic, cinnamic, sinapic acid),
sensitivity (LOQ = 0,007 — 6,600 pg-ml™ for ESI" and 0,007 — 6,600 pg-ml™ for APCI') and
linearity (of all analytes r* > 0,9900 except for isoferulic, cinnamic, sinapic acid) were
measured.

Electrospray in negative mode was found to be more suitable for the analyses
of the mixture of phenolic acids. The sensitivity for acids was found to be low for:
vanillic, isoferulic and cinnamic.

The keywords: shikimic acid, gallic acid, protocatechuic acid, gentisic acid, chlorogenic
acid, vanillic acid, caffeic acid, syringic acid, p-coumaric acid, o-coumaric acid, m-
coumaric acid, ferulic acid, isoferulic acid, sinapic acid, rosmarinic acid, cinnamic acid,
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Seznam zkratek:

APCI - chemicka ionizace za atmosférického tlaku
C-CF - kyselina cis-kavova

C-CT - kyselina cis-monokafeoylvinna
ESI - ionizace elektrosprejem

Fer - kyselina ferulova

Gall - kyselina gallova

Gen - kyselina gentisova

HBA - kyselina hydroxybenzoova
HFA - kyselina hydroxyfenyoctova
HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie
Chlo - kyselina chlorogenova

IS - vnitfni standard

Isof - kyselina isoferulova

Kav - kyselina kavova

LC - kapalinova chormatografie

LOD - limit detekce

LOQ - limit kvantifikace

mKum - kyselina m-kumarova

MS - hmotnostni spektrometrie
oKum - kyselina o-kumarova

pKum - kyselina p-kumarova

Prot - kyselina protokatechova

Rozm - kyselina rozmarynova

Sal - kyselina salicylova

Shik - kyselina shikimova

Sin - kyselina sinapova

Skor - kyselina skoficova

Syr - kyselina syringova

T-CF - kyselina trans-kavova

UHPLC - ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie



UHPLC -MS/MS - ultra vysokoucinnd kapalinovd chromatografie ve spojeni s
tandemovou hmotnostni spektrometrii

Van - kyselina vanillova



1. Uvod

V poslednich desetiletich se stale vice zvySuji naroky na analyticka hodnoceni.
Roste potfeba metod umoznujicich ucinnou a rychlou separaci latek a zaroven citlivou
detekci a analyzu s vyuZitim minimalniho mnozZstvi vzorku, rozpoustédel a dalSich latek
potifebnych k analyze. Zvysuji se nejen poZadavky na presnost, rychlost separace a
analyzy, ale i na kvalitu dat a univerzalnost metody. Neméné vyznamnym faktorem je
také uzivatelska privétivost, moznost automatizace a snaha snizit naklady na analyticky
proces.

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie je jednou z metod, ktera prosla a
stadle prochazi velkym vyvojem. Tési se znacnému zajmu a v kazdodenni praxi ji dnes
vyuziva Fada analytickych laboratofi. Uspéchy jsou dany hlavné vyvojem dokonalejsich
kolon s naplnémi s mensi velikosti a lepsi kvalitou ¢astic, dokonalejSich pump a celého
zafizeni schopného pracovat za vysSiho tlaku a s mensimi objemy. Zaroven jsou
vyuzivany detekéni systémy schopné provadét analyzy vétsi rychlosti a provadét sbér
dat v krat3ich intervalech. Siroké vyuziti vysokoUginné a ultra vysokouginné kapalinové
chromatografie pak umoznily kvalitné zpracované, komeréné dostupné sestavy.

NejrozsitenéjSim  typem detektord pro vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii, jsou pravdépodobné spektrofotometrické detektory. Ovsem
hmotnostné spektrometrickd detekce umozniuje provést potvrzeni identity latky na
zakladé molekulové hmotnosti a strukturné specifickych fragmenta.

Spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie je klicové pro
analyzu realnych vzork(i. UmoZnuje velmi rychlé a presné analyzy sloZitych smési
svelkym poctem komponent. Spojeni téchto technik je vhodné pro analyzu
biologickych vzork( ve farmaceutickém vyzkumu, vyrobé, klinické praxi a v fadé jinych
oblasti. Je vhodné i k dlkazu a stanoveni rostlinnych obsahovych latek jako jsou
flavonoidy, fenolické kyseliny a fada dalSich.

Fenolické kyseliny patfi do Siroké skupiny antioxidantl — latek, které omezuji
aktivitu kyslikovych radikdld. Jsou pfirodniho charakteru a mGzeme je nalézt v rdznych
Castech rostlin napf. v kofenech, listech, plodech a jako jejich slozka tvofi nedilnou
soucdast nasi potravy. NejvyznamnéjSim prinosem fenolickych latek je pravdépodobné

jejich antioxidacni plsobeni v organismu. Plsobi preventivné proti koronarnim
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chorobdm, snizuji riziko rakovinovych onemocnéni a pusobi proti virm. Znalosti o
tom, zda a v jakém mnozstvi jsou rostlinné polyfenoly resorbovany z traviciho traktu,
jaké je rozpéti koncentraci v krevni plazmé, jak jsou metabolizovany a vyluovany
z organismu, nejsou zcela kompletni. Totéz by se dalo fict i o znalostech o jejich obsahu
v potravinach. Vypracovani metod pro jejich dlikaz a stanoveni, idealné ve slozitéjsich

smésich, je klicové pro zodpovézeni téchto otdzek.
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2. Cil a zadani diplomové prace

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim Sestnacti fenolickych kyselin
pomoci ultra vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni standemovym
hmotnostnim spektrometrem typu trojitého kvadrupdlu (UHPLC-MS/MS).

Prvnim krokem bude provedeni zdkladniho skenu smési analytl, aby mohly byt
vybrany vhodné prekurzorové ionty. Ddle bude nutné zjistit optimadlni hodnoty
parametrd hmotnostni detekce. Pro ionizaci bude pouzZit elektrosprej a chemicka
ionizace za atmosférického tlaku. Ladéné parametry zahrnuji: napéti na kapilare,
napéti na vstupnim kuzelu, napéti na extraktoru, napéti na iontové optice, desolvacni
teplotu, rychlost pritoku desolvaéniho plynu, rychlost pritoku plynu na vstupnim
kuZzelu a proud vkladany na jehlu. DalSim cilem bude vybér vhodnych iontovych
prechodl a optimalizace nastaveni jejich koliznich energii, vhodnych pro kvantitativni
méreni v mddu selektivniho zaznamu jedné reakce (SRM). Nakonec bude zmérena
opakovatelnost metody, linearita a citlivost.

Na zdkladé vysledk(l bude posouzena vhodnost této metody pro stanoveni
zadanych fenolickych kyselin s vyuZitim ionizace elektrosprejem a chemické ionizace za

atmosférického tlaku.
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3. Teoreticka cast

3.1 Chromatografie

Chromatografie je separacni metoda, ktera je zaloZzena na rozdilné distribuci
separovanych latek mezi dvé nemisitelné faze. Znichz jedna je nepohybliva
(stacionarni) a druhd pohyblivd (mobilni), pohybujici se skrze nebo podél stacionarni
faze urcitym smérem. Mobilni faze mUZe byt kapalina, plyn nebo superkriticka
tekutina. Stacionarni faze mlzie byt pevna latka, gel nebo kapalina ukotvend na

pevném nosici, ktery mize nebo nemusi pfispivat k separacnimu déji [1][2].

3.1.1 Kapalinova chromatografie, HPLC, UHPLC

V priibéhu vyvoje kapalinové chromatografie byla zvySovdna separacéni uc¢innost
chromatografickych kolon snizenim priméru castic naplné kolony, zUZenim jejich
velikostni distribuce a zlepSenim jejich tvaru. Stim souvisel i narast vstupnich tlak(
potfebnych k dosaZeni optimalnich pratokovych rychlosti. Pouzivané oznaceni HPLC
(High Performance Liquid Chromatography) bylo proto nékdy chybné interpretovdno
jako vysokotlakd kapalinovd chromatografie (High-Pressure Liquid Chromatography).
ZlepSovani kvality naplni a kolon doprovazel i vyvoj pfislusné instrumentace umoznujici
jejich vyuziti. Se zmensovanim c¢astic az k dneSnim rozmérlim 1,3 — 5 um dochdzelo i
ke zmensovani kolon. Dnesni konvenéné pouzivané kolony maji vnitini primér 2,1 - 5
mm a délku 10 az 300 mm [1][3].

Pfi zmenSeni c¢astic pod 2 um jiz nebyl standardni tlakovy limit 40 MPa
konvencnich HPLC zafizeni dostacujici. Proto byla na trh uvedena dalSi generace
kapalinovych chromatografli oznacovana jako UHPLC (ultra-high performance liquid

chromatography) umoznujici pracovat pfi tlacich do 100 az 120 MPa [1][4].

3.1.2 Inovace v UHPLC instrumentaci

Pouziti kolon s naplnémi pod 2 um nevyhnutelné zvysSuje zpétny tlak, pfi kterém
musi UHPLC systém pracovat. V soucasnosti jsou komercné dostupna zafizeni schopna
pracovat pfi tlacich v rozmezi asi 60 — 140 MPa. K dispozici je technologie pro tvorbu
vysokotlakého i nizkotlakého gradientu. Zafizeni pro davkovani vzorku jsou vyladéna

pro mensi objemy nastfik(. Kolonové termostaty (ohfivace) lépe pfispivaji ke snizeni
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tepelnych gradientd. Je dostupny také Siroky vybér detektor(i pro UHPLC systémy
véetné: spektrometrickych (detektor s diodovym polem; s programovatelnou vinovou
délkou), fluorescenénich detektorl, refraktometrickych detektorl, univerzalnich
detektord na bazi aerosolu (odparovaci detektor rozptylu svétla ELSD, detektor
nabitého aerosolu CAD a dalsi), elektrochemickych detektorli (amperometrické a

coulometrické detektory), celé fady hmotnostnich spektrometr( a dalSich [1, 5].

3.1.2.1 Technickd omezeni a sou¢asny vyvoj UHPLC instrumentace
Pro uspésné fungovani UHPLC zafizeni musi byt zvazeny nasledujici charakteristiky

systémul[6]:

e hornitlakovy limit systému a rozsah pritokovych rychlosti

e typ termostatu kolony jeho fizeni

e mrtvy objem systému a s tim souvisejici mimokolonové prispévky
e (Casové zpozdéni gradientu

e rychlost sbéru dat detektorem

Prvni generace UHPLC zafizeni pracovala maximalné pfi tlaku 100 MPa v pfipadé
pratokovych rychlosti do 1 ml-min™. Pfi navy3eni priitokové rychlosti na 2 ml-min™
horni tlakovy limit linedrné klesl na 60 MPa. Dnesni UHPLC systémy umoZiuji pracovat
pfi tlacich 120 — 140 MPa (horni hranice) pfi pritokovych rychlostech 2 — 5 ml-min™.
V tomto hornim rozmezi je ovSem vybér kolon schopnych pracovat pfi tlacich nad 120
MPa zatim omezeny. Vzhledem k cené systému a faktu, Ze znacny ndrlst tlaku je
zpUsoben spojovacim zafizenim (kapildrni spoje), jsou kdispozici jako levné;jsi
alternativa dostupné i HPLC/UHPLC hybridni systémy schopné pracovat pfi tlacich 60 -
80 MPa a prutokovych rychlostech 5 ml-min™[6][7].

DalSim dulezitym faktorem je mrtvy objem systému a s tim spojené mimokolonové
rozmyvani zon. Vliv tohoto faktoru roste s prlimérem a délkou kolony. Proto je objem a
délka spojovacich zafizeni minimalizovana a stejny trend je patrny i u davkovacich
zafizeni (rychlé a opakovatelné ndstfiky a objem 0,1 — 2 pl) a pratokovych cel
detektoru (objemy 0,5 — 2 ul pro UV detektor bez negativniho dopadu na citlivost)
[6117].
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Casové zpoidéni gradientu (Vd - dwell volume), které vyjadfuje objem od bodu
smiseni rozpoustédel do ¢ela analytické kolony, musi byt také brano v potaz, obzvlast
pfi rychlych gradientovych analyzach. Tento objem vystavuje analyty nechténym
izokratickym podminkam danym pocatec¢nim sloZzenim mobilizace. To zvySuje cas
analyzy, sniZuje ucinnost separace a mlze zpUsobovat problémy pfi pfenosu metody
na jiny typ zafizeni. Prvni UHPLC systémy byly vybaveny vysokotlakym smésnym
systémem (binarni vysokotlaka cerpadla), kdy kazdé rozpoustédlo bylo cerpdno
vlastnim cerpadlem (Vd 200 — 300 pl). Postupny vyvoj vedl az k dneSnim mikrofluidnim
smésovaclim, které maji objem 20 pl az 35 pl. Druhy typ pouZivaného systému
(nizkotlaky systém) misi rozpoustédla pred vysokotlakou pumpou. Diky pouziti pouze
jednoho ¢erpadla jsou nizsi ndroky na cenu i na udrzbu zafizeni a ¢asto je umoznéna
vétsi flexibilita (moznost poutziti tfi i viceslozkovych mobilnich fazi) oviem nevyhoda je
vétsi Vd (300 — 900 pl) snizujici chromatografickou uc¢innost[6][7][8][9].

Vzhledem k Gzkym elué¢nim kfivkam (pikim) produkovanych kolonami se ¢asticemi
< 2 um (v nékterych pfipadech pod 1 s) je tfeba, aby pouzité detektory mély vysokou
frekvenci sbéru dat (alesport 10 — 15 bod{ na pik). Dnesni spektroskopické detektory
(UV — DAD, UV, atd.) dostupné pro UHPLC systém nabizi frekvenci sbéru dat v rozmezi
80 — 200 Hz, coz je naprosto dostacujici pro jakékoli pouziti. Dosazeni vysoké frekvence

sbéru dat u hmotnostnich spektrometr( je ale obtizné&jsi[7][10].

3.1.2.2 Budouci sméry ve vyvoji UHPLC
Mezi technickd reseni, jejichz zavedeni by mohlo zlepsit sou¢asny vykon UHPLC

technologie patfi[7]:

e zvySenisystémového tlaku nad 140 MPa
e zvyseniteploty MF (> 60°C)
e redukce velikosti ¢astic (< 1,5 um) nebo modifikace distribuce velikosti ¢astic

e pouziti povrchové poréznich ¢astic < 2 um

3.1.3 Vyvoj a inovace kolon pro UHPLC
Prvni komeréné dostupné kolony navriené primo pro UHPLC byly naplnény
Casticemi o velikosti 1,7 um a mély rozméry 2,1 x 50 a 2,1 x 100 mm. Jednalo se o

porézni hybridni castice typu (BEH = bridged etylen hybrid) snavdzanymi
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oktadecylovymi skupinami a tyto kolony byly ureny pro separace na reverznich fazich
pro analyty pfiblizné do molekulové hmotnosti 5 kDa. Postupem ¢asu bylo predstaveno
mnozstvi staciondrnich fazi (s ¢asticemi < 2 um), jak hybridnich, tak silikagelovych
modifikovanych rlznymi ligandy a s rlznou povrchovou chemii. Dnes jsou dostupné
UHPLC kolony nejen pro chromatografii na reverznich fazich ale i pro chromatografii
vsystému normalnich fazi, hydrofilni interakéni chromatografii, vylucovaci
chromatografii, iontové parovou chromatografii a dalsi. Jsou pouZitelné pro separaci
analytl do molekulové hmotnosti az 2 MDa vcetné biopolymer(i a primyslovych
polymerd. Zatimco aplikacni rdznorodost UHPLC kolon byla vyrazné rozvijena, pokrok
ve smyslu zvySeni Ucinnosti na jednotku délky kolony byl mensi. Pokrok vtomto sméru
prinesly povrchné porézni Castice (SCPs = solid core paricle), nebo také superficialy

porous, fused-core, core-shell apod.)[5][11][12]

3.1.3.1 Kolony plnéné 2,6 — 2,7 um SCPs

Na rozdil od poréznich ¢astic bézné uzivanych v HPLC, SCPs maji porézni slupku
na neporéznim jadre. Prvni kolony naplnéni SCPs casticemi o velikosti 2,7 um
s primérem 4,6 mm byly uréeny pro HPLC jako alternativa k UHPLC. Mély nabizet vétsi
ucinnost bez pozadavku na vyssi tlak[13].

SCPs oproti plné poréznim ¢asticim s podobnou velikosti poskytuji vétsi
ucinnost a také dochazi pomaleji k poklesu U¢innosti pfi pritokovych rychlostech nad
optimalni hodnotou. Ke zvySeni Uc¢innosti nejvice pfispiva snizeni podélné difuze dané
nizsim objemem porl a Eddyho difuze, kterd je zplsobena rovnomérnéjsim plnénim
chromatografické vrstvy a také diky sniZeni odporu proti prevodu hmoty a snizeni

délky difuznich cest[13][5].

z

3.1.3.2 Kolony pInéné casticemi < 2 um SCPs

V soucasnosti neni technologie SCPs ¢astic vnimana jako alternativa k UHPLC,
ale jako vyznamny smér pravé ve vyvoji UHPLC kolon. Tyto ¢astice poskytuji moznost
zvySeni ucinnosti a rychlosti oproti pIné poréznim casticim < 2 um. Za timto ucelem
bylo tfeba optimalizovat pInéni kolon. Prvni kolony s1,7 um SCPs ¢asticemi
nedosahovaly stabilné vys$si ucéinnosti, nez nejlepsSi plné porézni c¢astice. Dnes jsou
dostupné i SCPs ¢astice o priméru 1,3 um, ale ve srovnani s 1,7 um ¢asticemi vyzaduji

pro stabilni pritok az dvojnasobné vyssi tlak, takze pfi optimdlni pritokové rychlosti
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mohou byt pouZity pouze kolony o délce 50 mm, a to UHPLC systémech s hornim
tlakovym limitem 120 MPa. Nové dostupné kolony s SCPs ¢asticemi o velikosti 1,6 pum
pak maji diky vétsi mezipovrchové porozité a uzsi distribuci velikosti ¢astic podobné

tlakové pozadavky jako kolony s 1,7 um SCPs ¢asticemi[14][15].

3.1.3.3 Technologie povrchové nabitych castic

Vlastnosti analytu a mobilni faze mohou ovlivnit G¢innost separace. Pozitivné
nabité analyty jako protonované bdaze casto vedou ke vzniku Sirokych chvostujicich
pikG. Jednim zplsobem, jak tento efekt zmirnit obzvlast pfi pouziti mobilni faze, jako je
0,1% kyselina mravenci, je zabudovani slabého pozitivnhiho ndboje na povrch ¢astic.
Kolony s touto technologii (CSH = charged surface hybrid) vyuZivaly nejprve hybridni
porézni ¢astice o velikosti 1,7 um. Nyni jsou k dispozici s touto technologii i kolony s 1,6

um SCPs ¢asticemi. Tyto kolony jsou vhodné pro separaci peptid(i[16][5].
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3.2 Hmotnostné spektrometricka detekce

Hmotnostné spektrometricka detekce je analytickd metoda zaloZzena na
rozdéleni a detekci iontl v plynné fazi podle poméru hmotnosti a poctu kladnych nebo
zdpornych elementarnich ndboji (m/z). Tento pomér je bezrozmérna veli¢ina ziskana
vydélenim hmotnosti iontu poctem elementdrnich nadbojl bez ohledu na polaritu. Pro
vyjadieni hmotnosti mize byt pouzZita i jednotka Dalton (Da) nebo atomova
hmotnostni jednotka. Hmotnostni spektrometrie je velmi specificki metoda a
poskytuje spektralni Udaje o identité latky. Je vyuZivdna vcelé Ffadé odvétvi
(potravinova analyza, bioanalytické a environmentdlni analyzy, pfi vyzkumu a vyvoji
novych lékovych struktur apod.) [1, 10].

Analyza hmotnostnim spektrometrem probiha ve tfech krocich. Prvni fazi je
ionizace, kdy je tfeba neutrdlni molekuly vorku prevést do plynné faze a ionizovat.
Nasledné dochdazi krozdéleni iontll podle poméru m/z a kijejich urychleni
v analyzatoru. Tretim krokem je detekce iontl v detektoru, zesileni signdlu a zaznam
dat do podoby hmotnostnich spekter. Soucasti pfistroje je navic vakuovy systém, ve
kterém probiha analyza a detekce iont(, zafizeni pro zavadéni vzorkl (sonda), iontova
optika k urychleni a fokusaci iontl a pocitac s obsluznym programovym vybavenim na

ovladani celého systému a ke sbéru a zpracovani ziskanych dat[17][18].

3.2.1. lonizace

Z4adna z ionizaénich technik nepokryva kompletni $kalu polarit (od iontovych aZ
ke zcela nepoldrnim) a cely rozsah molekulovych hmotnosti zkoumanych latek. Volba
ionizacni techniky, proto zavisi na molekulové hmotnosti, polarité, ale také na
tékavosti latky a jeji tepelné stabilité[19][1].

Ve spojeni s kapalinovou chromatografii jsou pouzivany nejcastéji techniky
ionizace za atmosférického tlaku (APl = Atmosferic Pressure lonization). Mezi né jsou
fazeny ionizace eletrosprejem (ESI = electrospray ionization), chemicka ionizace za
amtosferického tlaku (APCI = Atmospheric Pressure Chemical lonization), fotoionizace
za atmosférického tlaku (APPl = Atmospheric Pressure Photoionization) a ionizace
desorpci laserem za Ucasti matrice (MALDI = Matrix Assisted Laser Desorption

lonization) [1][19][20].
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V prlibéhu ionizace dochazi zaroven k odstranéni prebytku rozpoustédla,
prevedeni molekul analytl do plynné faze a k jejich ionizaci. Tyto techniky jsou fazeny
mezi tzv. mékké ionizacni techniky, protoZe v jejich pribéhu nedochazi k vyraznéjsi
fragmentaci, jak je tomu u tvrdych ioniza¢nich technik. Podle pouzitého maddu
nejCastéji vznikaji protonované nebo deprotonované molekuly. NejSetrnéjsi ionizacni
techniky jsou ESI a MALDI, které umoznuji i analyzu velkych polarnich netékavych
molekul. Ziskand hmotnostni spektra svyuzitim mékkych ionizacnich technik, se
mohou vyrazné liSit podle typu ionizacni techniky, pracovnich podminek a typu
pristroje. Vyhodou takto ziskanych spekter je jednodussi urceni relativni molekulové

hmotnosti [17][18].

3.2.1.1 lonizace elektrosprejem

lonizace elektrosprejem je v soucasnosti (spolu s APCI) nejpouzivanéjsi ionizacni
technika ve spojeni s HPLC a umozZnuje analyzovat stfedné polarni az iontové latky.
Neda se pouzit pfi analyzach vyuzivajicich nepolarni mobilni faze a k analyze polarnich
sloucenin. Ve spojeni s LC jsou nej¢astéji pouzivany pratokové rychlosti 1 pl — 1 ml
(jednotky az desitky pl v pripadé primé infaze). Z mékkych ionizac¢nich technik je
povazovana za nejdetrngjsi. Ve vétiiné pfipadd vznikaji protonované [M+H]" nebo
deprotonované [M+H] molekuly v zavislosti na pouzZitém maddu popfipadé aduktové
ionty. Kfragmentaci molekuly zpravidla nedochdazi nebo jen vomezené mife. Ve
spektrech jsou pak ¢asto pozorovany ionty, které meély tendenci vznikat v roztoku. ESI
technika se od ostatnich odliSuje ve schopnosti vytvaret vicenasobné nabité ionty. Diky
tomu lze ionizovat molekuly shmotnosti viadech 100 kDa a analyzovat je
hmotnostnimi spektrometry s mnohem mensim rozsahem hodnot m/z (napf. do
3000 Da). Tato ioniza¢ni technika umoZiuje ionizovat a analyzovat peptidy, proteiny,

sacharidy, nukleonové kyseliny, organické i anorganické slouceniny [20][21][1]

3.2.1.1.1 Mechanismus ESI ionizace

Roztok s rozpusténymi analyty je do iontového zdroje privadén kovovou
kapilarou, na kterou je vloZeno vysoké napéti (3 — 5 kV). Na vystupu z kapilary pak
dochazi diky elektrochemickym procesiim a za pomoci zmlzujiciho plynu (desolvaéni
plyn) ke vzniku nabitych kapicek s velkym mnozZstvim kladnych nebo zdpornych ndboju

podle polarity napéti na kapilare. Vznik nabitych kapiek zavisi na vlozeném napéti,
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sloZeni eluentu, pritokové rychlosti, aditivech (hlavni iontové a povrchové aktivni
latky), prlméru a geometrii kapilary, na teploté a pratoku zmlzujiciho plynu a také na
koncentraci a strukture analytu. Dale dochazi k odpafovani rozpoustédla a ke
zvySovani hustoty povrchového naboje aZz ktzv. Rayleghové mezi stability, kdy
odpudivé sily mezi ionty se shodnym ndabojem na povrchu kapaliny jsou v rovnovaze
s povrchovym napétim udrzujicim kapku pohromadé. Tésné pred dosazenim tohoto
bodu dochazi ke Stépeni, které je ozna¢ovano jako Coulombickd exploze. PFfi ni se
kapka zpravidla nerozpada na stejné Casti, ale uvolfiuje mnozstvi malych kapének, ¢imz
dochazi k opétovné stabilizaci povrchovych nabojl. Tento déj se opakuje aZ do stavu,
kdy zmalych vysoce nabitych kapi¢ek dochdzi kuvolnéni iontd do plynné
faze[21][18][14].

Pfesny mechanismus prechodu iontd z kapi¢ek do plynné faze neni zcela
objasnén, hlavné protoze tyto findlni kapénky je velmi obtizné zkoumat. Jsou navrzeny
dva zakladni mechanismy. Prvni pfedpokldda odpareni rozpoustédla az do vzniku iont(
(Charge residue model) model zbytkového ndboje. Druhy (ion evaporation = model
vypareni iontl) predpoklada pfimé uvolfiovani solvatovanych iontl z nabitych kapicek

(s polomérem < 10 um)[18][21].

lonty v plynné fazi
ZmlZujici plyn \l l

Zahtaty susici plyn

Aerosol \

Vstup do analyzatoru U

Obrazek 3.1: Schéma iontového zdroje ESI [19].

Vzniklé ionty pak prechazi z atmosférické oblasti iontového zdroje do oblasti
vakua hmotnostniho analyzatoru. V pribéhu tohoto déje dochazi kznaénému
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ochlazovani iont(, a to mUze vést k nezaddouci tvorbé klastr(i. Tomuto déji zabraruje
jednak vyhfivani iontového zdroje a dale protiproud susiciho plynu (plyn na vstupnim

kuZelu). Schéma ESI zachycuje obrazek 3.1[20].

3.2.1.2 Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

APCI ionizace je pravdépodobné druhd nejpouzivanéjsi ionizacni technika (po
ESI) ve spojeni s HPLC. UmozZiuje analyzovat latky nepolarni az stfedné polarni. Tato
ionizacni technika je o néco méné Setrnd neZz ESI. Ve spektrech jsou zpravidla
pozorovany protonované nebo deprotonované molekuly analytl popfipadé aduktové
ionty. BéZné jsou pak pfitomny i fragmentové ionty. Vyhodou oproti ESI je, Ze mUzZe byt
pouzita pro praci s nepolarnimi fazemi a kanalyze nepolarnich sloucenin. Béiné
vyuzivané pritokové rychlosti eluentu pro APCI ioniza¢ni zdroj ve spojeni sLC se
pohybuji v rozmezi 0,1 — 1,5 ml/min (desitky aZ stovky pak pro pfimou infazi). APCI
umoziuje ionizaci molekul pfiblizné do molekulové hmotnosti 2000 Da. Jen zfidka
dochazi ke vzniku vicendsobné nabitych iontd. Proto je tato metoda méné vhodnad pro

analyzu velkych biomolekul[18][20][21].

3.2.1.2.1 Mechanismus APCl ionizace

Eluent je pfivadén do iontového zdroje spojovaci tryskou (kapilarou) skrze
vyhfivanou zénu (nejéast&ji 250 — 500°C). Ucinkem zmlzujiciho plynu a zahfivani je
eleuent témér zcela preveden do plynné faze. Po prlichodu vyhfivanou zénou je eluent
zpravidla kompletné v plynné fazi. lonizace je zahdjena koronovym vybojem, ke
kterému dochdzi na vybojové elektrodé (jehle), na kterou je vloZzeno vysoké napéti (3 -
4 kV). Je umisténa za odparovacem v blizkosti kruhového otvoru elektrody na vstupu
do analyzatoru. Vyboj ionizuje predevsim molekuly rozpoustédla, protoZe jsou
v nadbytku. U&inkem ion-molekularnich reakci, reakéniho plynu (tzn. G€inkem
ionizovanych molekul mobilni faze) dochazi kionizaci molekul analytu. lonizované
molekuly jsou pak usmérnény elektrodami do analyzatoru a krozbiti pripadnych
nekovalentnich klastr( je vyuZzit protiproud susiciho plynu. Schéma APCI je zndzornéno
na obrazku 3.2[18][21][19].

Usporadani ESI a APCI iontového zdroje je podobné a komercné dostupné
hmotnostni spektrometry zpravidla umoznuji prepinani mezi témito ionizacnimi

technikami bez nutnosti mechanického zasahu. Hlavnim rozdilem je misto vloZzeného
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napéti (sprejovou kapildra x koronova jehla), mechanismus vzniku iontl a ztoho

vyplyvajici aplika¢ni moznosti[18][20].

Vstup eluatu

/ z Ii:VE ":
ZmlZujici pl n
Vthl’vané zona

U / (odparovac)

° Susici plyn

(+] 0,3\_/\ \

Kapilara

Vybojova elektroda
(jehla)

Obrazek 3.2: Schéma iontového zdroje APCI [19].

3.2.2 Separace ionti

Separaci iontl provadi hmotnostni analyzator. Je umistén za iontovym zdrojem a

dochazi zde k rozdéleni iontl v plynné fazi za vakua podle poméru jejich hmotnosti a

naboje. Zaroven dochazi k jejich zrychleni a fokusaci. K rozdéleni iontd podle hodnoty

m/z |ze vyuZit nékolika rdznych fyzikalnich principl [1][22]:

1) Zakfiveni drahy letu v magnetickém nebo elektrickém poli ¢i jejich kombinaci

2)

3)
4)
5)

(magneticky nebo elektrostaticky analyzator).

RGzna stabilita oscilaci iontd vdvoj- nebo trojrozmérné kombinaci
stejnosmérného a vysokofrekvencéniho stfidavého napéti (kvadrupdl, trojity
kvadrupdl, linedrni a kvadrupdlova iontova past).

Rlzna doba letu iontl v oblasti bez pole (analyzator doby letu).

Razna frekvence harmonickych oscilaci (orbitdIni past).

Razna absorpce energie pfi cykloiddinim pohybu iontd v kombinovaném

magnetickém a elektrickém poli (iontova cyklotronova resonance).
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Praktickym poZadavkem na analyzator (obzvlast v pfipadé spojeni s LC) je zpravidla
moznost provedeni tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS), mald velikost a
nizka cena. V oblasti hmotnostnich analyzator( jsou vyznamné hlavné tandemova
hmotnostni spektrometrie a vyvoj tzv. hybridnich analyzatort [1].

Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS) je spojenim dvou hmotnostnich
analyzator(l. Mékké ionizacni techniky ionizaci neposkytuji dostatek strukturnich
informaci. Pomoci MS/MS experimentd je mozné, a vlastné i nutné, cilené ziskat dalsi
informace o analyzovanych latkach. Hlavni uplatnéni tandemové hmotnostni
spektrometrie je identifikace latek v komplexnich smésich, objasnéni fragmentacnich
procesll a téZ v moznosti kvantifikace latek ve slozitych redlnych vzorcich. Tandemova
hmotnostni spektrometrie mlZe byt provadéna v prostoru, ¢imZz je mysleno, Ze
vSechny kroky (vybér prekurzorl prvnim analyzdtorem, jejich kolizné indukovana
disociace a analyza takto vzniklych produktovych iontl druhym analyzatorem) jsou
provedeny ve tfech odliSnych zénach. Prikladem je napf. multisektorovy magneticky
analyzator, trojity kvadrupdl nebo hybridni analyzatory. Druhou mozZnosti je tzv.
tandemova hmotnostni spektrometrie provadéna v case, kdy jsou tyto tfi kroky
provadény ve stejném prostoru, ale v jiné ¢asové posloupnosti. Takto pracuje napt.
linedrni iontova past, kvadrupdlova iontova past nebo iontova cyklotronova rezonance
[1] [2].

Hybridni analyzatory jsou pak spojenim dvou odliSnych typQ analyzator( a snazi se
vyuzit nejlepSich vlastnosti a vyhod obou metod. Pfikladem je spojeni sektorového
analyzatoru a kvadrupdlu. DalSi moznosti je spojeni kvadrupdlu a analyzatoru doby
letu, kvadrupdlu a iontové cyklotronové rezonance, linearni iontové pasti s iontovou

cyklotronovou rezonanci apod[1] [2].

3.2.2.1 Kvadrupdl a trojity kvadrupdl

Kvadrupdlovy hmotnostni analyzator se sklada ze ¢tyr tyci o délce 20 — 30 cm
kruhového nebo hyperbolického prifezu sestavenych rovnobézné do tvaru ctverce.
Vidy na dveé protilehlé tyce je vloZzeno stejnosmérné napéti se shodnou polaritou. Na
vSechny tyce je navic superponovano vysokofrekvencni stfidavé napéti. lonty analytu
z iontového zdroje jsou nasmérovany do stfedu mezi tyCe, kde je generovano elektro-

magnetické pole, jehoZz vlivem dochazi k oscilaci téchto iontd. Oscilace jsou stabilni
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pouze pro ion surcitou hodnotou m/z, ktery kvadrupdlem projde do detektoru.
Ostatni ionty s nestabilnimi oscilacemi jsou zachyceny na tycich kvadrupdlu. Skenovani
je provadéno plynulou zménou hodnoty stejnosmérného napéti a amplitudy
stfidavého napéti vklddaného na tyce kvadrupdlu. Takto jsou postupné do detektoru
propustény vsechny ionty (viz obrazek 3.3)[22][18][23].

Detektor

Stabilni oscilace ; l

lontovy zdroj | | VloZené stejnosm. napéti a

1
| superponované vysokofrekv.

——(A)— napéti

Obrazek 3.3: Schéma kvadrupdlu [24].

Trojity kvadrupdl je vSestranny a jednim z rozsitenych typd MS/MS analyzator(.
Je tvoren trojici kvadrupdlll sefazenych v jedné linii. Hmotnostni analyzu provadi prvni
a treti kvadrupdl, zatimco druhy slouzi jako kolizni cela, kde vlivem zavedeného
kolizniho plynu dochazi ke koliznim excitacim a k fragmentaci analyzovanych iontd.
Diky tomuto usporddani a moznosti ovlddat nastaveni jednotlivych kvadrupdlia je
mozné provadét celou fadu riznych skenu. (viz kapitola 3.2.3) V praxi jsou pak
pouzivany i alternativni kolizni cely napt. typu hexapolu, oktapolu apod. (viz obrazek

3.4)[22][19].
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3.2.3 Pracovni médy hmotnostniho spektrometru, typy zaznama.
Obrazek 3.4 znazoriuje schéma tandemového hmotnostniho spektrometru,

konkrétné trojitého kvadrupdlu.

1 kvadrupol Kolizni cela (CC) 2. kvadrupdl
hexapdl (MS2)

@ @/ i\ﬁﬁ@
@@@&»@-@

Detektor

lontovy zdroj

Obrazek 3.4: Schéma MS/MS (trojity kvadrupdl) [25].

Podle cinnosti jednotlivych casti mUZzeme pracovni mdédy mnohostranného

spektrometru rozdélit na:
1) Zdkladni sken (MS sken, Full sken)

V tomto typu méreni jsou analyzovany dle nastaveného rozsahu vSechny hodnoty
m/z a jejich intenzity. Je tedy zaznamendvan celkovy iontovy proud prochazejici
analyzatorem. V kazdém bodé tohoto chromatogramu je pak ziskano celé spektrum
hodnot m/z. Tento sken se provadi za ucelem identifikace eluujicich latek a k uréeni
jejich molekulovych hmotnosti nebo ktzv. necilené kvantitativni analyze [2]. Je-li
provadén na tandemovém hmotnostnim spektrometru typu trojitého kvadrupdlu,
prvni kvadrupdl (MS1) skenuje v zadaném rozsahu hmot a kolizni cela (CC) s druhym
kvadrupdlem (MS2) slouZi pouze jako iontova optika pro fokusaci iont(. Jde o analogii
jednoduchého hmotnostniho spektrometru[25][1].

Dal$i moZnosti je provedené méfeni MS2 a vtomto pfipadé muize byt vyuZit i

kolizni plyn v CC[25][1].
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2) Selektivni zéznam jednoho nebo vice iontu (SIM - single ion monitoring)

V tomto pfipadé je skenovana intenzita pouze jednoho (nebo vice) vybranych iont(
v zavislosti na ¢ase. MS1 je nastaven na tyto hodnoty a ostatni ¢asti systému slouzi
k fokusaci iontl. MuZe byt provddén i na jednoduchém hmotnostnim

spektrometru[25][1].

Nasledujici mody méreni je mozné provadét pouze na tandemovych hmotnostnich

spektrometrech.
3) Sken produktovych iontu (DG - daughter scan)

Prvni analyzator je nastaven na zvolenou hodnotu m/z prekurzorového iontu. Ten
je v CC podroben fragmentaci a druhy analyzator pak zaznamenava tyto fragmenty
vzadaném rozsahu hodnost m/z. Vznikly chromatogram pak obsahuje pouze
fragmenty prekurzorového iontu. Toto méreni je vyuzivano pfi objasnovani struktury

nebo pro vyvoj SRM metod (viz dale) [25][1].
4) Sken prekurzorovych ionti

V tomto mdédu MS1 skenuje v zadaném rozsahu m/z a propousti viechny tyto ionty
do CC, kde dochazi ke kolizné indukované fragmentaci. MS2 je pak nastaven na
konkrétni hodnotu m/z, jejiz intenzita je zaznamenavana. Lze takto ziskat informaci,
ze kterych prekurzorovych iontl vznikl dany fragment. Tato méfeni jsou vyuZivana k
objasfiovani struktury, poskytuji dopliujici a potvrzujici informace pro data ziskana

skenem produktovych iont[25][1].

5) Selektivni zaznam jedné (SRM - single reaction monitoring) nebo vice (MRM —

multiple reaction monitoring) rekci

Tento mod je tandemovou obdobou selektivniho zaznamu jednoho nebo vice
iontd. Oba analyzatory MS1, MS2 jsou nastaveny na konkrétni hodnoty m/z
predstavujici vybranou fragmentacni reakci (reakce). Tento mdd je pro analyzu

konkrétni hmoty (m/z) nejselektivnéjsi a je pouzivan v kvantitativni analyze[25][1].
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6) Sken neutrdlnich ztrat

V tomto pripadé jsou sledovany vSechny prekurzory podléhajici zadané neutralni
ztraté predstavujici napfiklad urcity fragment nebo funkéni skupinu. Sken provadény
MS1 a MS2 je synchronizovan. KdyZz prvnim analyzatorem (MS1) prochdzi specificky
prekurzor, MS2 kontroluje, zda dochazi ke ztraté urcité hmoty, pokud ano, dojde

k zd&znamu v detektoru[25][1].

3.3 Spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie

Viadé pripadd jsou analyzované latky soucdsti slozitéjsi smési a role
chromatografické techniky je zajistit separaci slozek smési a umoznit jejich identifikaci
a nebo stanoveni. Zkvalitativniho pohledu je hlavnim omezenim chromatografie
neschopnost poskytnout jednoznacnou identifikaci slozek smési, i kdyZ se je podafi
dokonale oddélit. Identifikace zalozenda na srovnani retencnich charakteristik
(zjednodusené retencnich c¢asll) nezndmych latek sretencénimi ¢asy srovnavacich
standard(, ziskanych za identickych experimentalnich podminek vzhledem k velkému
mnozstvi existujicich slouCenin neposkytne absolutni jistotu, Ze tyto dvé slouceniny
jsou ty samé. Pres velké mnoiZstvi chromatografickych mozZnosti, které jsou dnes
dostupné, neni navic vidy mozné uskutecnit separaci vSech soucasti smési, coz mlize
zabranit presné a spravné analyze[2].

Vyhodou hmotnostni spektrometrie je, Ze hmotnostni spektra mnoha sloucenin
jsou dostatecné specificka na to, aby mohla byt identifikovana s vysokou jistotou ne-li
stoprocentné. Pokud je ale zkoumana latka soucdsti sloZitéjsi smési, bude hmotnostni
spektrum sice obsahovat ionty ze vSech latek, ovSem identifikace s vyznamnou mirou
jistoty se stane obtiZzna, obzvlast pokud je zkoumana latka v minoritnim zastoupeni [5].

Kombinace HPLC nebo UHPLC velmi uc¢inné separacni metody a hmotnostni
spektrometrie s jejimi identifikacnimi moZnostmi je vyhodna, protoZze umoznuje do
hmotnostniho spektrometru pfivadét Cisté latky a zde je spolehlivé identifikovat nebo
rozliSit. Spojeni téchto technik pak umoziuje identifikaci a presnéjsi stanoveni i

v pfipadech, kdy se nepodafri zkoumané latky zcela chromatograficky oddélit[2].
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3.4 Fenolické kyseliny

Cévnaté rostliny wvytvafi spoustu rozdilnych organickych sloucenin
oznaCovanych jako sekundarni metabolity. Ty se podili na nepreberném mnoiZstvi
ukoll v rostlinném organismu. Od strukturnich molekul aZ tfeba po latky s protektivni
funkci. Fenolické kyseliny jsou jednou ztakovych skupin sekunddrnich metabolitd,
které jsou rozsifeny v celé rostlinné risi[26].

Fenolické kyseliny jsou podtfidou vétsi skupiny metabolitll oznacovanych jako
fenoly. Tento pojem zahrnuje asi 8000 pfirodné se vyskytujicich sloucenin, kdy kazda
znich obsahuje ve své struktufe fenol (aromaticky kruh nesouci alespon jeden
hydroxylovy substituent). Soucasna klasifikace rozdéluje tuto velkou skupinu na dvé
velké podskupiny, a to na polyfenoly a jednoduché fenoly. Polyfenoly pak na rozdil od
jednoduchych fenoll obsahuji ve své strukturfe alespon dva fenolové zbytky [9].

Oznaceni fenolicka kyselina pak popisuje fenol, ktery obsahuje kyselou
karboxylovou skupinu. Pfi popisu rostlinnych metabolitl je pak ¢asto odkazovano na
konkrétni skupinu organickych kyselin. Pfirodné se wvyskytujici fenolické kyseliny
zpravidla obsahuji jeden ze dvou rozdilnych uhlikovych zdklad(. A to bud kyselinu
hydroxyskoficovou nebo kyselinu hydroxybenzoovou. Ackoli tyto zakladni struktury
zUstavaji stejné, pocet a umisténi hydroxylovych skupin se méni a vytvari mnoZstvi
odlisnych latek. V fadé ptipadl jsou zde zaclefiovdny i aldehydy vzniklé odvozenim od
prislusné hydroxykarboxylové kyseliny (na pfiklad vanilin)[28].

Kyselina kavova, p-kumarova, vanilova, ferulova a protokatechova jsou kyseliny
obsaziené témér ve vSech rostlinach. Ostatni kyseliny jako tfeba gentisova nebo

syringova jsou obsaZzené jen v nékterych rostlinach a potravinach[28].

3.4.1 Struktura a vlastnosti zkoumanych fenolickych kyselin

Chemickd struktura analytd je patrnd ztabulek 3.2 az 3.4. Prlmérné
molekulové hmotnosti zkoumanych analytl leZi vrozmezi 148 aZz 360. Konstanta
acidity (pKa) vSech analyzovanych fenolickych kyselin ma hodnotu mezi 2,8 a 4,7. Tyto
latky jsou slabé kyseliny a za béznych okolnosti budou ve vodném roztoku snaze
protony odstépovat nezZ pfijimat. Lipofilita vyjadfena jako parametr lipofility (log P) se
pohybuje vrozmezi -2,2 ai 1,4. Nejpolarnéjsi je kyselina shikimova kvali absenci

aromatického jadra. Naopak, nejméné polarni jsou kyseliny skoficovda, vanilova a
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syringovd. Je to zpuUsobeno jejich methoxy- skupinami respektive nepfitomnosti

fenolickych skupin. VySe uvedené udaje jsou shrnuty v tabulce 3.1.

Nazev Sumarni Priimérna pKa log P
vzorec molekulova
hmotnost

Kys. Shikimova CsH100s 174,15 4,48 + 0,70 -2,220+ 0,399
Kys. Gallova C;HeOs 170,12 4,33+0,10 0,531+0,325
Kys. Protokatechovd | C;HgO4 154,12 4,45 +0,10 1,010+ 0,237
Kys. Gentisova C7Hg04 154,12 3,01+£0,10 1,396 £ 0,259
Kys. Chlorogenova C16H1809 354,31 3,91 +0,50 0,370+ 0,461
Kys. Vanillova CgHgO4 168,15 4,45 + 0,10 1,304 £ 0,244
Kys. Kavova CoHgO4 180,16 4,58 +0,10 0,663 + 0,286
Kys. Swingova CoH1005 198,17 4,33+0,10 1,283+ 0,338
Kys. p-kumarova CoHgO3 164,16 4,65 +0,10 1,006 + 0,267
Kys. m-kumarova CyHg0O3 164,16 4,38 £0,10 0,928 £ 0,265
Kys. o-kumarova CoHgO3 164,16 4,51 +0,10 1,021+ 0,277
Kys. Nerulova C10H1004 194,18 4,58 +0,10 0,963 £ 0,284
Kys. Isoferulovd C10H1004 194,18 4,53+0,10 0,788 £ 0,280
Kys. Sinapova C11H1,05 224,21 4,53+0,10 0,997 £ 0,371
Kys. Rozmarynova C1gH1603g 360,31 2,78 +0,10 0,871 + 0,397
Kys. Skoficova CgoHs0O, 148,16 4,34 +0,10 1,212 + 0,247

Tabulka 3.1: Srovnani vlastnosti fenolickych kyselin [29].

Derivaty kyseliny hydroxybenzoové:

@] OH
Ry
R; R,
Rs

Fenolicka kyselina -R; -R; -R3 -R,
Kys. Gallova -H - OH - OH - OH
Kys. Protokatechova -H —-OH —-OH -H
Kys. Gentisova - OH -H -H —OH
Kys. Vanilova -H — OCH; —-OH —H
Kys. Swingova -H — OCHs - OH — OCHs

Tabulka 3.2: Struktura fenolickych kyselin odvozenych od kyselina hydroxybenzoové[29].

29




Kyselina skoficova a derivaty kyseliny hydroxyskoticové

OH
Re N N0
R3 Ry
Rz

Fenolicka kyselina -R; -R; -R3 -R,
Kys. skoficova -H -H -H —H
Kys. kavova -H - OH - OH —-H
Kys. o-kumarova - OH -H -H —H
Kys. m-kumarova -H —-OH -H —H
Kys. p-kumarova -H -H - OH —-H
Kys. ferulova -H — OCH; —OH —H
Kys. isoferulovd -H - OH — OCH3 —-H
Kys. sinapova -H — OCHs - OH — OCHs

Tabulka 3.3: Struktura fenolickych kyselin odvozenych od kyseliny hydroxyskoficové a kyselina

skoficoval29].

Ostatni (a derivaty s objemnéjsimi substituenty)

W

HO

Olln.
I

OH

OH

HO

OH

Kys. shikimova

Kys. chlorogenova

OH
o
HO
o o
=
OH
OH
Kys. rozmarynova

Tabulka 3.4: Struktura kyseliny shikimové, chlorogenové a rozmarynové[29].
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METODA

SEPARACE
i o PROSTREDI VALIDACNI
LATKA ZDROJ STACIONARNI L. DETEKCE CITACE
; MOBLINI FAZE DATA
FAZE,
ANALYTICKA
KOLONA
r*=0,9990-
0,9999
UHPLC: BEH C18 A:0,1% kyselina
Gall; Prot; Van; Syr; Kav; . LOD =0,01-13,87
Caj (100x 2,1 mm; 1,7 mravendi DAD 280 nm 30.
Fer; Chlo; oKum; Skof mg/L
um) B: metanol
LOQ = 0,4-45,78
mg/L
A:0,5% kyselina DAD 280 nm
HPLC: Vydac
Kév; Chlo; Fer; pKum; Van; Plody Licium mravendi ESI-MS
201TP54 C18 (250 > 0,996 31.
flavonoidy atd. barbarum B: ACN —voda [M-H] = 179;
x4,6 mm; 5 um)
(94:6) 353; 163; 192
CE: kapildra
z kfemenného skla ESI-MS rec=92,8-107%
Gen; HFA; Van; Fer; oKum; 10 mM 5
Olivovy olej (80 cm x 375 pm; [M-H] = 193; r*=0,9562- 32.
mKum; pKum; IS = Sal Amonného pufru
75 um) 163 0,9993
25kV; 15 min
HPLC: ODS
Hypersyl (250 x 5
Gall; Prot; HBA; Van; Syr; r°=0,996-0,999
4,6 mm; 5 um)
Fer; Kav; pKum; katechiny; A: 2,5% kyselina DAD 280; 320 RSD =1,5-7%
. ochrannd kolona
C-CT; Procyanidiny; Cervené vino mravenci nm (200-600 rec = 79-100% 33.
Pelliquard LC-18
Anthocyaniny; C-CF; B: metanol nm) LOQ =0,2-1
(50 x 4,6 mm; 40
Flavonoly; T-CT; T-CF mg/L
Um) platné pro
fenolické kyseliny
Fer; Sin; pKum; Chlo; Kav; A:0,025% > 0,9995
’ HPLC: Waters DAD 280; 325
Prot; HBA; Van; Syr; 6-0O- kyselina RSD =0,22-
, RyZe seta Cosmosil 5C1g-MS- nm 34.
feruloylsucrose; 6-0- trifluoroctova 3,95%
1 (150 x 4,6 mm) ESI-MS
sinapoylsucrose B: ACN rec = 99-108%
r* =0,998-0,999
40 mM
RSD = 1,02-
MEKC: kapilara tetraboritanu
Chlo; Syr; Fer; pKum; Prot; Extrakt 2,54%
" zkfemenného skla | sodného (pH 9,2)
HBA; Kav; Van; Cichoric z Trapatky UV 300 nm LOD =0,127-0,65 35.
. (50 cm; 50 um) 20 s70 mM
acid; Caftaric acid nachové ug/ml
kV; 36 min deoxycholatu
LOQ =0,381-
sodného
1,875 pg/ml

Tabulka 3.5: Pfehled metod stanoveni fenolickych kyselin.
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4. Experimentalni cast

4.1 Pouzité chemikalie a pfistrojové vybaveni

Analytické standardy byly zakoupeny u firmy Sigma - Aldrich. VSechny chemikalie a
rozpoustédla pouzita pfi experimentech byly s vysokym stupném Cistoty (oznaceni: LC-
MS, p. a.) a vSechny pouZité pfistroje byly stalym vybavenim Katedry analytické

chemie.

4.1.1 Standardni latky

Pro analyzu byly pouzity standardy Sestnacti fenolickych kyselin:

Kyselina sinapova > 98% (Sigma-Aldrich); C,;H1,0s, M, = 224,21

Kyselina o-kumarova 97% (Sigma-Aldrich); HOCsH,CH=CHCO,H, M, = 164,16
Kyselina m-kumarova 99% (Sigma-Aldrich); HOCsH,CH=CHCO,H, M, = 164,16
Kyselina p-kumarova > 98,0 (Sigma-Aldrich); HOCsH,CH=CHCO,H, M, = 164,16
Kyselina rozmarynova > 98% (Sigma-Aldrich); C1sH1605, M, = 360,31

Kyselina gentisova 98% (Sigma-Aldrich); (HO),CsH3;CO,H, M, = 154,12

Kyselina shikimova > 99% (Sigma-Aldrich); C;H1005, M, = 174,15

Kyselina isoferulova > 99% (Sigma-Aldrich); HOCsH3(OCH3)CH=CHCO,H, M, = 194,18
Kyselina ferulova 99% (Sigma-Aldrich); HOCsH3(OCH3)CH=CHCO,H, M, = 194,18
Kyselina skoficova > 99% (Sigma-Aldrich); CsHsCH=CHCOOH, M, = 148,16
Kyselina syringova > 95% (Sigma-Aldrich); HOCsH,(OCH;),CO,H, M, = 198,17
Kyselina chlorogenova > 95% (Sigma-Aldrich); Ci5H1509, M, = 354,31

Kyselina kavova > 98,0% (Sigma-Aldrich); (HO),CsH;CH=CHCO,H, M, = 180,16
Kyselina vanilova > 97% (Sigma-Aldrich); HOCsH3(OCH3)CO,H, M, = 168,15
Kyselina protokatechova > 97,0% (Sigma-Aldrich); (HO),CsH3CO,H, M, = 154,12

Kyselina gallova 97,5 — 102,5% (titration),(Sigma-Aldrich); (HO);CsH,CO,H, M, = 170,12
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4.1.2 Rozpoustédla

Pro pfipravu mobilni faze a standardnich roztokd analyti byla pouZivana nasledujici

rozpoustédla:

Ultracista voda
Byla vyrobena na katedfe analytické chemie za pouZiti pfistroje Milli-Q RG a
zfiltrovana pres celulézovy 0,2 um filtr za pomoci vakuové pumpy vzdy pred
pfipravou mobilni faze.

Methanol
Methanol LC-MS Cromasolv®, Fluca Analytical, 2,5l, o Cistoté (GC) = 99%, CH40,
Mr 32,04

Kyselina mravenci
Formic acid 98 — 100% puriss p. a., Reag. ACS, Ph. Eur., 1.01, Riedel-de Haén,
CH,0,, Mr 46,03

4.1.3 Dalsi pouzité chemikalie a roztoky
Dale byly pouzity tyto chemikalie a roztoky:
Slabd oplachovd kapalina (Weak wash)
Byl pouZit roztok methanolu (20%)
Silnd oplachovd kapalina (Strong wash)
Byl pouZit acetonitril (100%)
Oplachovd kapalina pro pisty cerpadla (Seal wash)

Byl pouZit roztok methanolu (20%)

4.1.4 Pristrojové vybaveni

V prlibéhu experimentl byla pouzita nasledujici instrumentace:

UHPLC chromatograficky systém: Acquity-Ultraperformance LC, Waters, CR
Hmotnostni detektor: Trojity kvadrupdl Quattro Micro, Waters, CR
Analyticka kolona: ACQUITY UPLC®BEH Cy5 1,7 pm, 2,1 x 100 mm, Waters, CR
Analytické vahy: Sartorius, CR

Automatické mikropipety se $pi¢kami: Biohit, CR

Vakuova pumpa: Vacc-space, Chromservis, CR

Membranové filtry: Albet, Chromservis, CR

Sroubovaci vialky z hnédého a bilého skla: Vitrum, CR
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4.2 Pracovni postup

V prlibéhu experimentalni prace byly pouzivdny smési roztok( analytickych standardu
o koncentracich 10 g.ml*, 10° g.mI™* a 10°® g.mI"™* v methanolu a ve smési methanolu

a vody (60% methanol). Roztoky byly fedény pfimo ve vialkach.

4.2.1 Priprava standardu jednotlivych fenolickych kyselin a jejich smési

Prvni fazi pfipravy standardnich roztok( bylo navazZeni jednotlivych analytickych
standard( do Sestnacti vialek. Navazky byly pfiblizné 1 mg. Poté byla kazdd z nich
doplnéna methanolem do 1 ml a fadné protfepana. Takto byly vytvoreny zasobni
roztoky analytickych standardii o koncentraci 10> g.ml™.

V nasledujicim kroku byly pfipraveny dvé smési fenolickych kyselin o
koncentraci 10™ g.ml™, kdy v kazdé z nich bylo obsazeno osm analytickych standard.
Pro pfipravu kazdého z nich bylo pipetovdno vidy 100 pl z jednotlivych osmi rliznych
roztok( analytickych standardd a téchto 800 ul bylo doplnéno 200 ul methanolu.
Vznikly tak dva zdsobni roztoky smési fenolickych kyselin (v ndsledujicim textu
oznacené Mix1 a Mix2), které byly vyuZzity pro prvotni MS sken a pfipravu dalSich smési
vSech Sestnacti zkoumanych analytl (pracovnich roztok).

Pfi dalSich mérenich pro optimalizaci metody byly pouzivdny roztoky smési
fenolickych kyselin o koncentracich 10 g.mI™ a 10° g.mI" v methanolu respektive ve
smési methanolu a vody (60% methanol). Postup pfipravy pracovnich roztok( byl
nasledujici:

Z obou zasobnich roztokd smési anaytt (Mix1 Mix2) o koncentracich 10 g.ml™,
bylo odpipetovano do jedné spolecné vidlky vidy 100 pl. Vidlka byla nasledné doplnéna
800 ul methanolu respektive 400 ul methanolu a 400 pl vody. Vznikl tak pfislusny
pracovni roztok obsahujici Sestnact riznych fenolickych kyselin s kazdou o koncentraci
10 g.ml™. Pracovni roztok o koncentraci 10° g.ml* byl nasledné ziskin
desetinasobnym zfedénim. Pro jeho pfipravu bylo odpipetovano 100 ul pracovniho
roztoku o koncentraci 10° g.ml® a tento objem byl doplnén 900 pl metanolu
respektive 500 ul metanolu a 400 pl vody. V pfipadé delSich sérii méreni a celkové vétsi

spotirebé byl timto zplsobem pripraven vétsi objem pracovniho roztoku.
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4.2.2 Stabilita a uchovavani analyta
Zasobni roztoky fenolickych kyselin vykazovaly stabilitu béhem nékolika
denniho useku, kdy byly vyuZity. Nemusely byt pfipravovany znovu kazdy den.

Podminkou bylo jejich skladovani v dobre uzavienych vialkach pfi teploté 2 -8 °C.

4.2.3 Priprava mobilni faze
Kyselina mravenci 0,1%

Tento roztok byl pfipravovan v objemu 500 ml. Do odmérné bariky bylo nalito
témér 500 ml vody tak, aby hladina byla dosazitelna pipetou. Nasledné bylo pipetou
vpraveno 0,5 ml kyseliny mravenci. Pfi prevodu kyseliny do odmérné bariky byla Spicka
pipety ponorena pod vodni hladinu. Odmérna banka byla nasledné doplnéna vodou po

rysku a protfepana. Priprava probihala v digestofi.

4.2.4 Vychozi chromatografické parametry

Pro optimalizaci nastaveni hmotnostniho detektoru byla pouzita kolona
ACQUITY UPLC BEH Cig (1,7 um; 2,1 x 100 mm). Objem jednoho nasttiku Cinil 3 pl.

Podminky gradientové eluce jsou shrnuty v tabulce 4.1.

€as [min.] | 0,1% HCOOH [%] | MeOH [%] Pritok MF [ml-min™]
0,00 88,5 11,5 0,450
4,00 88,5 11,5 0,450
4,10 88,5 11,5 0,420
25,00 50,0 50,0 0,420
27,00 88,5 88,5 0,420
33,00 88,5 88,5 0,450

Tabulka 4.1: Podminky gradientové eluce.

4.2.5 Optimalizace nastaveni hmotnostniho spektrometru.

K hmotnostni analyze byl pouZzit hmotnostni spektrometr s trojitym
kvadrupdlem. Optimalizace podminek pro hmotnostni detekci byla zahajena zakladnim
skenem v pozitivnim i negativnim moédu (MS sken). Nasledna méreni pro optimalizaci
probihala v SIM médu, kdy podle ziskanych dat ze zakladniho skenu byly do Ctrnacti
kanal( (kyseliny o-, m-, p-kumarova byly monitorovdny spolec¢né diky spolecné

molekulové hmotnosti) nastaveny molekulové hmotnosti sledovanych prekurzorovych
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iontl jednotlivych fenolickych kyselin a casova rozmezi pro jejich detekci. Optimalizace
byla provadéna s vyuzitim ESI a nasledné APCI ionizace v negativnim médu.
Optimalizaéni méfeni probihala v rlznych rozmezich nastaveni hmotnostniho
spektrometru, formou sérii méreni, kdy zvoleny parametr byl vzadaném rozmezi
postupné ménén. Zkoumané parametry a rozmezi jejich nastaveni pro jednotlivé
ionizani mady jsou uvedeny v tabulkach 4.2 a 4.3. Vyznamnym parametrem je napéti
na vstupnim kuzelu. Jeho optimalizace byla provedena jako posledni a hodnoty byly

urc¢eny individudlné pro kazdou slouceninu.

Parametr: Zkoumané rozmezi
Napéti na kapilare 1-3,5kV

Napéti na vstupnim kuzelu 10-50V

Napéti na extraktoru 0-20V

Napéti na iontové optice (RF ¢ocka) 0-0,8V

Desolvacni teplota 200-450°C

Rychlost pritoku desolvacniho plynu 200-800I.h™
Rychlost pratoku plynu na vstupnim kuzelu 0-1501.h"

Teplota iontového zdroje 130 °C (fixni hodnota)

Tabulka 4.2: Optimalizované parametry pro ESl ionizaci v SIM médu.

Parametr: Zkoumané rozmezi
Proud na jehle 1-30pA

Napéti na vstupnim kuzelu 10-50V

Napéti na extraktoru 0-20V

Napéti na iontové optice (RF ¢ocka) 0-2V

Desolvacni teplota (apci probe temperature) 200-450°C

Rychlost pritoku desolvacniho plynu 200-800I.h™
Rychlost pratoku plynu na vstupnim kuzelu 0-1501.h"
Teplota iontového zdroje 130 °C (fixni hodnota)

Tabulka 4.3: Optimalizované parametry pro APCl ionizaci v SIM médu.
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Dalsim krokem bylo provedeni skenu produktovych iont(. Vtomto MS/MS
modu byly vybrané prekurzorové ionty podrobeny fragmentaci a ze spekter takto
vzniklych produktovych iontl byly vybrany fragmenty s dostate¢nou intenzitou,
vhodné pro kvantifikaéni méd SRM. Jako kolizni plyn byl pouZzit argon. Sérii méreni byla
zjisténa nejvhodnéjsi kolizni energie, kterou je nutné dodat do kolizni cely k ziskani
citlivé odezvy SRM prechodu fragmentovych iontd.

Po optimalizaci vySe uvedenych parametrli byla zméfena opakovatelnost
metody sérii desiti po sobé nasledujicich méreni, ktera byla provedena, za stejnych
podminek, na stejném pfistroji v kratkém casovém rozmezi. Ze zjisténych dat byla
opakovatelnost vyjadrena pomoci relativni smérodatné odchylky pro retencni ¢as a
plochy pikQi analyzovanych latek. Linearita a citlivost vyvinuté metody byla ovéfena
zmérenim kalibracnich krivek v negativnim médu, a to jak pro ionizac¢ni techniku ESI tak
APCI. Méfeny byly vzorky v rozmezi koncentraci od 1-10° g.ml™ a7 2:10° g.ml™, které
byly pfipraveny technikou postupného fedéni smési vSech analytl. Linearita byla
ovérena pomoci korela¢niho koeficientu a citlivost ur¢enim limitu detekce (LOD) a
kvantifikace (LOQ). Limit kvantifikace byl urcen jako pomér signdlu k Sumu, ktery

odpovidal hodnoté 10. Hodnoty limitu detekce byly ziskany vypoctem z LOQ.
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5. Vysledky a diskuse

5.1 Vychozi chromatografické podminky.

Pro vSechna mérfeni byla pouZita kolona ACQUITY UPLC®BEH Cis (1,7 pum;
2,1x100 mm) od firmy Waters, CR. Podminky chromatografické separace pouZité
k rozdéleni smési analytl jsou uvedeny v kapitole 4. Analyty byly rozpoustény
v methanolu, v pozdéjsi fazi méreni s pfidavkem vody (60% methanol) pro zlepSeni

ionizace v ESI médu.

5.2 Optimalizace podminek pro detekci hmotnostnim spektrometrem

K experimentalnim méfenim byl pouZit hmotnostni spektrometr s trojitym
kvadrupdélem (Quattro Micro, Waters, CR). Jednim ze zakladnich ciléi této prace bylo
porovnat mékké ionizacni techniky ESI a APCI pfi analyze zadané smési fenolickych

kyselin.

5.2.1 Vybér prekurzorovych ionttl

Prvnim krokem pfi hledani optimalnich podminek pro detekci bylo provedeni
zakladniho skenu (MS sken). Tento méd plynule proméfil iontovy proud v rozsahu
hodnot m/z od 120 do 500 a umoznil ziskat kompletni spektrum analyzované smési
v tomto rozsahu. Byl proveden zakladni sken kompletni smési fenolickych kyselin o
koncentracich 10 a 10° g.ml™ s vyuZitim ESI ionizace v negativnim i pozitivnim médu.
Podobné byl proveden zakladni sken s vyuZitim APCl ionizace. Na zakladé ziskanych dat
byly vybrany prekurzorové ionty (zpravidla ionty s nejvétsi intenzitou) pro dalsi kroky
optimalizace. Tato data navic poslouzila k ovéfeni retencnich charakteristik (retencnich
Cast), poradi eluce jednotlivych analytd a umoZnila nastaveni pro SIM mddy
nasledujicich méreni.

Ve vsech pfipadech byly jako prekurzorové ionty vybrany deprotonované
molekuly [M-H], které vykazovaly nejvyssi relativni intenzity. A to jak pro ionizacni
techniku ESI tak APCI. V pozitivnim médu zkoumané analyty vykazovaly pfi koncentraci
10" g-ml™* velmi slabou nebo #4dnou odezvu, co? je v souladu s chemickou strukturou
fenolickych kyselin. Proto, pro nasledujici optimalizaci a méreni, byly zvoleny metody
ESI a APCI v negativnim mddu. Citlivost detekce pro kyselinu vanilovou, isoferulovou a

skoficovou byly v porovnani s ostatnimi nizké. Vybrané prekurzorové ionty jsou
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shrnuty vtabulce 5.1. Obrazky 5.2 az 5.6 demonstruji ziskand data a volbu
prekurzorovych iontll a obrdzek 5.1 zachycuje cely zakladni sken. Kyselina vanillova
[M-H]'= 167,2 byla v roztoku o koncentraci 107 g-ml'l, Spatné detekovatelnd, hodnota

byla uréena podle vysledku zakladniho skenu MIX2 (10 g-ml™).

Analyt Prekurzor (m/z) Analyt Prekurzor (m/z)
Kys. shikimova 173,3 Kys. o-kurmarova 163,2
Kys. gallova 169,1 Kys. m-kurmarova 163,2
Kys. protokatechova 153,1 Kys. p-kurmarova 163,2
Kys. gentisova 153,1 Kys. ferulova 193,3
Kys. vanillova 167,2 Kys. isoferulova 193,2
Kys. kavova 179,2 Kys. sinapova 223,3
Kys. chlorogenova 353,3 Kys. rozmarynova 359,3
Kys. syringova 197,1 Kys. skoficova 147,1
Tabulka 5.1: Vybrané prekurzorové ionty [M-H] pro ESI"a APCI ionizaci
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Obrazek 5.1: Chromatogram zakladniho skenu (ESI', 10° g-ml™).
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Obrazek 5.2: Spektra zakladniho skenu (ESI,, 10 g-ml™) zachycujici piky molekuldrnich iontd
kyselin shikimové [M-H]'= 173,3, galové [M-H]'= 169,1 a protokatechové [M-H]'= 153,1.
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Obrazek 5.3: Spektra zakladniho skenu (ESI,, 10 g-ml™) zachycujici piky molekuldrnich iontd
kyselin gentisové [M-H]'= 153,1, chlorogenové [M-H]'= 353,3 a kdvové [M-H]'= 179,2.
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Obrazek 5.4: Spektra zakladniho skenu (ESI,, 10° g-ml’

) zachycujici piky molekularnich iont(

kyselin syringové [M-H]'= 197,1, ferulové [M-H]'= 193,3 aisoferulové [M-H]'=193,2.
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Obrazek 5.5: Spektra zakladniho skenu (ESI,, 10 g-ml
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kyselin p-kumarové [M-H]'=163,2, m-kumarové [M-H] = 163,2 a o-kumarové [M-H]'= 163,2.
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Obrazek 5.6: Spektra zakladniho skenu (ESI,, 10 g-ml’
kyselin sinapové [M-H]'= 223,3, rozmarynové [M-H] = 359,3 a skoficové [M-H] = 147,1.
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5.2.2 Optimalizace parametri iontového zdroje s vyuzitim SIM experimentt

Po provedeni zakladnich sken(, ovéfeni retencnich casd a vybéru
nejvhodnéjsich prekurzorovych iontl pro jednotlivé analyty byly provadény série
méreni v mddu SIM. Pfi téchto experimentech byly zjistovany idedIni parametry pro
nastaveni iontového zdroje (viz. tabulka 4.2 a 4.3) sledovanim intenzit signal(
prekurzorovych iontd. Cilem bylo najit takové podminky ionizace, aby intenzity
prekurzorovych iontl byly co nejvyssi.

V kazdé sérii méreni byla postupné ménéna hodnota jednoho z parametrl a
vysledky byly vyhodnoceny na zakladé ploch pik(i ze ziskanych chromatogramdu.
V pfipadé SIM experimentl to byl zpravidla priimér hodnot ze dvou méreni. Ziskana

data byla nasledné vynesena do pfislusnych grafu.

5.2.2.1 lonizace elektrosprejem v negativnim zdznamu ionti

K méfeni byly pouZity pracovni roztoky (smés vsech fenolickych kyselin) o
koncentracich 10° g.ml™. Jako prvni parametr bylo optimalizovano napéti na kapilare
(capillary voltage) v rozmezi hodnot od 1 kV do 3,5 kV. Vysledky jsou zndzornény
na obrazku 5.7. Zadné napéti neposkytovalo nejlepsi odezvu u viech zkoudenych latek
a volba ,idedlni“ hodnoty 2,5 kV byla kompromisem. Tato hodnota poskytovala dobrou
odezvu u vétsiny zkoumanych latek a zaroven nikdy neposkytovala tu nejhorsi. Navic se
jevila vhodna pro kyselinu skoficovou, vanilovou a isoferulovou, které v zdkladnim
skenu neposkytovaly dobrou odezvu. Pouziti hodnot nad 3,5 kV pak muize vést
k vybojlim na kapilate a k , jiskreni“, které je pro proces ionizace nezadouci.

DalSim optimalizovanym parametrem bylo napéti na extraktoru (extractor).
Byly zkouSeny hodnoty 0 V az 20 V. V tomto pripadé, jak je patrné z obrazku 5.8, byly
vysledky jednoznaénéjsi. Za nejvhodnéjsi hodnotu byly zvoleny 2 V.

Nasledujicim krokem bylo vyladéni napéti na iontové optice (RF lens). Tento
parametr byl proméfen pro hodnoty 0 V az 0,8 V. Obrazek 5.9 shrnuje dosazené
vysledky. Z téchto hodnot bylo vybrano, jako pfijatelny kompromis, napéti 0,5 V.

DalSim dllezitym parametrem pro vyladéni, byla desolvacni teplota (desovation
temperature). Pracovni roztok byl analyzovan pfi desolvacnich teplotach v rozmezi od
200 °C do 500 °C. Z obrazku 5.10 je vidét, Ze se vzrastajici desolvaéni teplotou roste i

citlivost. Pouze u kyseliny chlorogenové a isoferulové je tento trend opacny. Jako
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idealni hodnota byla vybrana teplota 425 °C, kterd u vSech analyt, s vyjimkou kyseliny

chlorogenové a isoferulové podavala pro smés nejlepsi vysledky.
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Obrazek 5.7: Optimalizace napéti na kapilare pfi ESI ionizaci.
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Obrazek 5.8: Optimalizace napéti na extraktoru pfi ESI” ionizaci.
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Obrazek 5.9: Optimalizace napéti na iontové optice pfi ESI ionizaci.
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Obrazek 5.10: Optimalizace desolvacni teploty pfi ESI ionizaci.

Ddle byla optimalizovana rychlost pritoku desolvaéniho plynu (gas flow)
v rozmezi nastaveni od 200 I.h™ do 800 I.h™. Podle vysledkd shrnutych v obrazku 5.11,

byla vybrana hodnota pratoku 300 I.h™, kterd pro viechny fenolické kyseliny s dobrou
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odezvou poddvala dobré vysledky a zaroven nebyla nejhorsi variantou pro vétsinu hire

detekovatelnych analytd.
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Obrazek 5.11: Optimalizace pratoku desolvacniho plynu pti ESI” ionizaci.

Také byla vyladéna rychlost pratoku plynu na vstupnim kuzelu (cone gas flow).
Vysledky z méfeni pro rozmezi hodnot od 0 I-h™* do 150 I‘h™ shrnuje obrazek 5.12.
Z vyzkou$enych nastaveni byla vybrana hodnota 50 I-h™. Pro nulovou hodnotu byly
ziskdny o néco lepsi vysledky, ale pro zachovani Cistoty iontové optiky nebyla zvolena.

Teplota iontového zdroje (source tempreature) je parametr jehoZz nastaveni
nebylo optimalizovano. Nastavend hodnota 130 °C respektuje obecné doporuéeni pro
hmotnostni spektrometry pfi pouZiti ve spojeni s LC.

Na zavér byl ladén parametr napéti na vstupnim kuZelu (cone voltage). Jeho
hodnota vyrazné ovliviiuje, zda dany ion projde ddl do analyzatoru. Idedlni hodnoty
byly na zdkladé vysledkl shrnutych v obrazku 5.13 urceny individualné pro kazdy
analyt. ZkousSené rozmezi hodnot bylo od 10 V do 50 V a nejlepsi odezvy byly dosazeny
pfi hodnotach 25 V a 30 V. V tabulce 5.2 jsou zaznamendny optimalni hodnoty pro

jednotlivé analyty.
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Obrazek 5.12: Optimalizace pratoku plynu na vstupnim kuZzelu pfi ESI" ionizaci.
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Obrazek 5.13: Optimalizace napéti na vstupnim kuZzelu pfi ESI” ionizaci.

lontovy zdroj byl v pribéhu SIM experimentl podle postupné ziskdvanych a
vyhodnocovanych dat nastavovdn na idealni hodnoty pro detekci analyzované smési.
Tato optimalizace byla vybérem nejvhodnéjSich podminek pro napéti na vstupnim
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kuZelu dovrSena. Vysledné hodnoty optimalizace nastaveni ESI zdroje jsou shrnuty

v tabulce 5.3.
Analyt Napéti | tg Analyt Napéti | tg

[V] [min.] [V] [min.]
Kys. shikimova 25 0,60 Kys. o-kumarova 25 11,24
Kys. gallova 30 0,95 Kys. m-kumarova 30 9,57
Kys. protokatechova | 25 1,71 Kys. p-kumarova 25 7,59
Kys. gentisova 30 2,81 Kys. ferulova 25 8,94
Kys. vanillova 30 4,57 Kys. isoferulova 30 9,87
Kys. kavova 30 4,77 Kys. sinapova 30 9,57
Kys. chlorogenova 25 4,17 Kys. rozmarynova 30 13,26
Kys. syringova 30 6,21 Kys. skoficova 25 14,34

Tabulka 5.2: Optimalni hodnoty napéti na vstupnim kuZelu pro jednotlivé analyty pro ESI
ionizaci vzaporném moddu. Kyseliny o-, m-, p-kumarova byly méreny vramci nastaveni
spole¢ného kanalu s definovanou hodnotou 25V.

Parametr Optimalni hodnota

Napéti na kapilare 2,5kV

Napéti na extraktoru 20V

Napéti na iontové optice 05V

Desolvacni teplota 425 °C

Pritok desolvaéniho plynu 300 I-h™

Pratok plynu na vstupnim kuZelu | 50 I-h™

Teplota iontového zdroje 130°C

Napéti na vstupnim kuzelu Nastaveno individudlné podle tabulky 5.2

Tabulka 5.3: Optimalni nastaveni parametrd ESI ionizace pro méreni v zaporném madu pro
detekci [M-H] prekurzorovych iontl zadanych fenolickych kyselin.

5.2.2.2 Chemickd ionizace za atmosférického tlaku v negativnim zdznamu ionti
Optimalizace metody ionizace za atmosférického tlaku probihala obdobnym
zpusobem jako v pripadé ionizace elektrosprejem. Méreni probihala v SIM médu a
v jejim pribéhu byly sledovany stejné prekurzorové ionty [M-H]. Tato metoda se lisi
vtom, Ze na sprejovaci kapildru, kterou je do iontového zdroje privadén roztok
analytl, neni vloZzeno napéti. Misto toho je u jejiho Usti jehla, na které dochazi ke
koronarnimu vyboji. Ladéni probihalo obdobné v sériich méfeni pro jednotlivé
parametry (viz. tabulka 4.3). Podle ziskanych a vyhodnocenych dat byl iontovy zdroj

nastavovan. Ke véem méFenim byl pouZit pracovni roztok o koncentraci 10° g-ml™.
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Jako prvni byl optimalizovan proud vkladany na jehlu (corona). Zkousené
rozmezi bylo od 1 pA do 30 pA. Vysledky jsou zaznamendny v obrazku 5.14. Jako
nejvhodnéjsi byla vybrdna hodnota 30 pA, protoZze méla nejlepsi vysledky pravé u
analyt( s nizkou odezvou.

Napéti na extraktoru (extractor) bylo sledovdno v rozmezi 0 V az 20 V. Jak je
patrné zobrazku 5.15, kyselina vanillova, chlorogenova, syringova, isoferulova,
skoficova i rozmarynova byly pfi pouZité koncentraci 10° g-ml'1 obtizné detekovatelné.
Jako nejvice vyhovujici bylo zvoleno napéti 2 V.

Dalsi parametr, napéti na iontové optice (RF lens), byl proméfen v rozmezi
hodnot od 0 V do 2 V. Zobrazku 5.16 je patrné, Ze osm z fenolickych kyselin mélo
dobrou odezvu v detektoru pro vétSinu hodnot. Napéti 0,5 V, které bylo vybrano se

jevilo jako nejvhodnéjsi vzhledem k analytlim s nizkou citlivosti.

20000
18000
16000
14000 1A
12000 || m2pA
10000 W 3pA
H5pA
8000
= 10pA
6000 m 1504
4000 200A
2000 25uA
30pA
0
B

Obrazek 5.14: Optimalizace proudu na jehle pti APCI ionizaci.
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Obrazek 5.15: Optimalizace napéti na extraktoru pfi APCI ionizaci.
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Obrazek 5.16: Optimalizace napéti na iontové optice pfi APCI ionizaci.
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Dale byla vyladéna desolvacni teplota. Ze zkouSeného rozmezi hodnot od
200 °C do 450 °C byla vybrana teplota 450 °C. U detekovatelnych analyt( s rostouci

teplotou vzrlstala odezva detektoru, jak je zndzornéno na obrazku 5.17.
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Obrazek 5.17: Optimalizace desolvacni teploty pfi APCI" ionizaci.

Rychlost pritoku desolvacniho plynu (gas flow) byla pfi méfenich nastavovana
v rozsahu od 200 I-h™ do 800 I-h™. Za nejvhodnéjsi hodnotu byl zvolen pratok 300 I-h™.
Vysledky méreni jsou shrnuty v obrazku 5.18.

Podobné rychlost pritoku plynu na vstupnim kuZelu (cone gas flow) byla
méfena v rozmezi od 0 I'h™ do 150 I-h™. Intenzita odezvy klesala s vzristajici hodnotou
pratoku. U analytd s hor$i odezvou byly ale idedlni hodnoty kolem pratoku 100 I-h™a
120 I-h™. Jako kompromis byla zvolena hodnota 110 I-h™. Vysledky znazorfiuje obrazek
5.19.

Teplota iontového zdroje, podobné jako v pfipadé optimalizace ESI ionizace
byla v prdbéhu vSech experimentalnich méfeni nastavena na doporu¢enou hodnotu

130 °C.
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Obrazek 5.18: Optimalizace rychlosti pratoku desolvaéniho plynu pfi APCI ionizaci.
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Obrazek 5.19: Optimalizace rychlosti pratoku plynu na vstupnim kuZelu pti APCI ionizaci.
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Poslednim krokem optimalizace APCl ionizace bylo vyladéni napéti na vstupnim

kuzelu (cone voltage). Stejné jako v pripadé ESI ionizace byla tato hodnota urcena a

nasledné nastavena individualné pro kazdy analyt. Vysledky méreni shrnuje obrazek

5.20, kde mohou byt také odecteny optimalni hodnoty zaznamenané v tabulce 5.4.
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Obrazek 5.20: Optimalizace napéti na vstupnim kuZelu pti APCI ionizaci.
Analyt Napéti | tg Analyt Napéti | tg
[V] [min.] [V] [min.]
Kys. shikimova 25 0,60 Kys. o-kumarova 20 11,24
Kys. gallova 25 0,95 Kys. m-kumarova 25 9,57
Kys. protokatechova | 25 1,71 Kys. p-kumarova 20 7,59
Kys. gentisova 25 2,81 Kys. ferulova 25 8,94
Kys. vanillova 25 4,57 Kys. isoferulovd 25 9,87
Kys. kavova 25 4,77 Kys. sinapova 25 9,57
Kys. chlorogenova 20 4,17 Kys. rozmarynova 25 13,26
Kys. syringova 25 6,21 Kys. skoficova 25 14,34

Tabulka 5.4: Optimalni hodnoty napéti na vstupnim kuZelu pro jednotlivé analyty pro APCI
ionizaci vzaporném moddu. Kyseliny o-, m-, p-kumarova byly méreny vramci nastaveni
spole¢ného kanalu s definovanou hodnotou 20V.
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Po vyhodnoceni dat a ziskanych vysledk( vyse uvedenych méreni bylo vyladéno
nastaveni APCI iontového zdroje. Hodnoty udavajici optimalni podminky pro ionizaci

analytl a detekci vybranych prekurzorovych iontd shrnuje tabulka 5.5.

Parametr Optimalni hodnota

Proud na jehle 30 pA

Napéti na extraktoru 2V

Napéti na iontové optice 05V

Desolvacni teplota 450 °C

Pritok desolvaéniho plynu 300 I-h™

Pratok plynu na vstupnim kuzelu | 110 I-h™

Teplota iontového zdroje 130°C

Napéti na vstupnim kuzelu Nastaveno individudlné podle tabulky 5.4

Tabulka 5.5: Optimalni nastaveni parametrd APCl ionizace pro méreni v zaporném modu pro
detekci [M-H] prekurzorovych iontl zadanych fenolickych kyselin.

5.2.3 Vybér produktovych ionttl

Pfedchozimi mérenimi bylo ziskano optimalni nastaveni iontového zdroje, které
bylo vyuzZito pfi vybéru produktovych iontl. Pfi tomto typu méreni byly vybrané
prekurzorové ionty fragmentovany v kolizni cele analyzdtoru pusobenim kolizniho
plynu respektive vloZzené kolizni energie. Vznikajici fragmenty byly sledovany v rozsahu
hodnot m/z od 90 do 400. Jako kolizni plyn byl pouZit argon.

Byly provedeny skeny produktovych iontl pro ionizaéni techniky ESI a APCI
v negativnim zdznamu iontd. K analyze byly pouZity pracovni roztoky o koncentracich
10 g-ml™. Cilem bylo pro jednotlivé analyty a zvolené ionizaéni techniky vytipovat
fragmenty vhodné pro dalsi optimalizaci a nasledna méreni v SRM maodu.

Produktové ionty byly vybirany na zdkladé spekter produktovych iontl pro
kolizni energie 10eV, 20eV a 30eV uvedenych na obrdazcich 5.21 az 5.37. Vytipované

fragmenty jsou shrnuty pro ESI ionizaci v tabulce 5.6 a pro APCl ionizaci v tabulce 5.7.
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Obrazek 5.21: Produktova spektra (ESI') kys. shikimové pro kolizni energie 10, 20 a 30 eV.
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Obrazek 5.22: Produktova spektra (ESI') kys. galové pro kolizni energie 10, 20 a 30 eV.
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Obrazek 5.23: Produktova spektra (ESI') kys. protokatechové pro kolizni energie 10,

Kolizni energie 10 eV
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Obrazek 5.24: Produktova spektra (ESI') kys. gentisové pro kolizni energie 10, 20 a 30 eV.
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Obrazek 5.25: Produktova spektra (ESI') kys. chlorogenové pro kolizni energie 10, 20 a 30 eV
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Obrazek 5.26: Produktova spektra (ESI') kys. kavové pro kolizni energie 10, 20 a 30 eV.
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Obrazek 5.27: Produktova spektra (ESI') kys. vanilové pro kolizni energie 10, 20 a 30 eV.
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Obrazek 5.28: Produktova spektra (ESI') kys. syringové pro kolizni energie 10, 20 a 30 eV.
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Obrazek 5.29: Produktova spektra (ESI') kys. p-kumarové pro kolizni energie 10, 20 a 30 eV.
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Obrazek 5.30: Produktova spektra (ESI) kys. m-kumarové pro kolizni energie 10, 20 a 30 eV.
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Obrazek 5.31: Produktova spektra (ESI') kys. o-kumarové pro kolizni energie 10, 20 a 30 eV.
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Obrazek 5.32: Produktova spektra (ESI') kys. ferulové pro kolizni energie 10, 20 a 30 eV.
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Obrazek 5.33: Produktova spektra (ESI') kys. sinapové pro kolizni energie 10, 20 a 30 eV.

20090424 TEST 10-5 DG10 17 (2.969) Cm (16:17)

12: Daughters of 103ES-
1933419 2.04e5

1007
17m 0254 103,00
78,4035
1sases
LIS
1201
ranz wspsz 152505
— 1333087
‘ - miz
% ey 105 o s 5 s ey e o P ey 5 % o o s ey s % %
2009 04 24 TEST 10-5 DG20 17 (9.969) Cm (17) 12: Daughters of 193ES-
100, 1335400 Ties
001
<
1m0
- yrasess
1081706 - 175 3
106084 Loar2ss 153019
yonsa0 w201 1540757 [
+ T 2 ?737 \;\A ( T T t Y K T T T T RUx T " 4 T T T 1 ¥ T T " miz
% s o s 5 s ey 15 o P ey 155 % s iy s i % % I 208
2009 04 24 TEST 10-5 DG30 17 (9.969) Cm (16:17) 12: Daughters of 193ES-
o 177363 2510
153475
e
o 3997
1671210
a3
w7608 [ 78707
S g i R o g B g |
T (R IO, T I vt el v ] VW | COTIRY TR M e T R T T Ak,
e
1is 150 155 160 165 170 175 180 155 100 105 200

Obrazek 5.34: Produktova spektra (ESI') kys. isoferulové pro kolizni energie 10, 20 a 30 eV.

61



200904 24 TEST 10-5 DG10 154 (13.338) Cm (152:157)
1007

13: Daughters of 350ES-
2.30e5

161400
1613057
100022
197.1085
1972574
100602
1rasis
et so0s 178.760g
A miz
% ) 105 it s %0 s o 135 120 s ) 55 %0 & 70 s ) 15 ) 155 200
2009 04 24 TEST 10-5 DG20 155 (13.353) Cm (153:157) 13: Daughters of 359ES-
o 1613606 50265
16177y
1600221
B
froaTen
1792076
1352802 150835 /\ 1964082
ik miz
% ) 105 s 0 s o 135 10 s ) 55 160 & 7o s 150 3 ) 155 00
2009 04 24 TEST 10-5 DG30 154 (13.338) Cm (153:157) 13: Daughters of 359ES-
1613606 3 06e5
1609869
B
1340615 179 3081
158 sam1
134836 1788239 1069817
1232615
1058 12780 wrs1sas
A miz
% ) 105 1o s 0 s o 135 10 s ) 55 150 1 7o s 150 5 ) 195 200

Obrazek 5.35: Produktova spektra (ESI') kys. rozmarynové pro kolizni energie 10, 20 a 30 eV.
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Obrazek 5.36: Produktova spektra (ESI') kys. skoficové pro kolizni energie 10, 20 a 30 eV.
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Analyt Prekurzor Vybrané produktové ionty (m/z)
(m/z2) 1. 2. 3.

Kys. shikimova 173,3 93,0 137,3 111,3

Kys. gallova 169,1 125,1 107,1 96,7

Kys. protokatechova 153,1 109,1 91,0 -

Kys. gentisova 153,1 109,1 108,2 -

Kys. chlorogenovd 353,3 191,2 161,0 -

Kys. kdvova 179,2 135,0 117,1 107,1

Kys. vanillova 167,2 152,2 108,0 123,4

Kys. syringova 197,1 182,4 138,5 153,3

Kys. o-kumarova 163,2 119,2 93,1 -

Kys. m-kumarova 163,2 119,2 93,1 -

Kys. p-kumarova 163,2 119,2 93,1 -

Kys. ferulova 193,2 178,3 134,1 149,3

Kys. isoferulovd 193,2 178,0 149,1 134,0

Kys. sinapova 223,3 208,2 164,4 193,2

Kys. rozmarynova 359,3 161,3 197,1 179,2

Kys. skoficova 147,1 103,1 134,4 -

Tabulka 5.6: Vybrané produktové ionty pfi ionizaci ESI v negativhim madu.

Analyt Prekurzor Vybrané produktové ionty (m/z)
(m/z2) 1. 2. 3.
Kys. shikimova 173,3 155,2 92,9 111,3
Kys. gallova 169,1 125,1 97,0 106,7
Kys. protokatechova 153,1 109,1 91,3 -
Kys. gentisova 153,1 109,3 - -
Kys. chlorogenovd 353,3 191,4 148,4 -
Kys. kdvova 179,2 135,3 106,4 117,0
Kys. vanillova 167,3 107,7 152,1 122,8
Kys. syringova 197,2 182,2 138,3 120,8
Kys. o-kumarova 163,2 119,1 91,0 93,2
Kys. m-kumarova 163,2 119,1 91,0 93,2
Kys. p-kumarova 163,2 119,1 91,0 93,2
Kys. ferulova 193,2 178,2 149,4 134,4
Kys. isoferulovd 193,2 178,5 148,8 134,6
Kys. sinapova 223,3 208,3 192,9 163,9
Kys. rozmarynova 359,3 161,4 197,2 179,1
Kys. skoficova 147,1 103,1 119,1 -

Tabulka 5.7: Vybrané produktové ionty pfi ionizaci APCI v negativhim madu.
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5.2.4 Optimalizace iontovych prechodli SRM

Diky vysledklim ze skenU produktovych spekter byly identifikovany vhodné
iontové prechody. Tedy konkrétni hmoty vzniklych iontl, které byly produkovany
fragmentaci presné definovanych prekurzorovych iontl. Znalost téchto prechodl je
nutnda pro méreni vmoédu SRM. Tato méreni jsou diky vyfiltrovani konkrétniho
prekurzoru z celého iontového proudu, jeho fragmentaci a opét sledovani jedné
konkrétni hodnoty m/z velice selektivni a citlivd. Mohou se svyhodou pouZit pfi
kvantitativni analyze slozitych smési.

Pro tento ucel bylo ale nejprve nutné vyladit kolizni energii tak, aby intenzita
sledovaného produktového iontu byla maximalni a podle vysledk( zvolit ten
nejvhodnéjsi iontovy prechod. Pro vSechny vytipované prechody byly provedeny série
méreni s odstupfiovanym nastavenim hodnoty kolizni energie v rozmezi od 10eV do
45eV. K méfeni byl pouZit pracovni roztok o koncentraci 10° g-ml™ a ziskana data byla

vyhodnocena na zakladé primeér( ploch pikl ze dvou méreni.

5.2.4.1 Optimalizace iontovych pfechodii pro ESI

Méreni probihala v SRM negativnim mddu a byl sledovan iontovy prechod mezi
prekurzorovym iontem [M-H] a vybranymi produktovymi ionty. Na zdkladé vysledk(
byl zvolen nejvhodnéjsi iontovy prechod a odpovidajici kolizni energie pro kazdy analyt.
Obrazky 5.37 az 5.39 zachycuji vysledky méfeni téchto fenolickych kyselin.
Nejvhodnéjsi iontové prechody a pfislusné kolizni energie pro jednotlivé analyty jsou

shrunuty v tabulce 5.8.
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Obrazek 5.37: Optimalizace iontovych SRM prechod(l ESI" pro kyseliny: shikimovou (Shik),
gallovou (Gall), protokatechovou (Prot), gentisovou (Gen) a chlorogenovou (Chlo).
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Obrazek 5.38: Optimalizace iontovych SRM prechodd ESI" pro kyseliny: kavovou (K&v),
vanillovou (Van), Syringovou (Syr) , o-kumarovou (oKum), m-kumarovou (mKum) a p-
kumarovou (pKum).
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Obrazek 5.39: Optimalizace iontovych SRM prechodld ESI" pro kyseliny: ferulovou (Fer),

isoferulovou (Isof), sinapovou (Sin), rozmarynovou (Rozm) a skoticovou (Skor).

Analyt lontovy prechod CE [eV]
Kys. shikimova 173,3 - 93,0 15
Kys. gallovd 169,1 - 125,1 15
Kys. protokatechova 153,1 - 109,1 15
Kys. gentisova 153,1 - 109,1 15
Kys. chlorogenova 353,3 -5 191,2 15
Kys. kdvova 179,2 > 135,0 15
Kys. vanillova 167,2 - 152,2 10
Kys. syringova 197,1 - 182,4 15
Kys. o-kumarova 163,2 - 119,2 15
Kys. m-kumarova 163,2 - 119,2 15
Kys. p-kumarova 163,2 - 119,2 15
Kys. ferulova 193,2 - 134,1 15
Kys. isoferulovd 193,2 - 134,0 15
Kys. sinapova 223,3 > 164,4 15
Kys. rozmarynova 359,3 - 161,3 15
Kys. skoticovd 147,1 - 103,1 10

Tabulka 5.8: Vybrané iontové prechody pro SRM mad pfi ESI ionizaci.
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5.2.4.2 Optimalizace iontovych prechodii pro APCI

Vybér a optimalizace iontovych pfechod(l probihala obdobné jako v pfipadé
ionizace elektrosprejem. Vysledky méreni pro zadané analyty jsou shrnuty na obrdzcich
5.40 a2 5.42.

Podle méfritka grafu osy y na obrdzku 5.35 je vidét, Ze odezvy vyjadfené plochou
pikd nejsou vysoké. V nékterych pripadech nebylo mozné urcit plochu pikli nebo jejich
hodnota vyrazné kolisala, proto v pfipadé kyseliny isoferulové a sinapové byly hodnoty
zvoleny podle souboru ziskanych hodnot a vzhledu chromatografickych signald.
Vybrané hodnoty iontovych prechod( a jejich kolizni energie pro kazdy analyt jsou

shrnuty v tabulce 5.9.
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Obrazek 5.40: Optimalizace iontovych prechod( APCI™ pro kyseliny: shikimovou (Shik), gallovou
(Gall), protokatechovou (Prot), gentisovou (Gen), chlorogenovou (Chlo) kavovou (Kav).
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Obrazek 5.41: Optimalizace iontovych prechodl APCI" pro kyseliny: vanillovou (Van),
Syringovou (Syr) , o-kumarovou (oKum), m-kumarovou (mKum) a p-kumarovou (pKum).
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Obrazek 5.42: Optimalizace iontovych prechodd APCI™ pro kyseliny: ferulovou (Fer),
isoferulovou (Isof), sinapovou (Sin), rozmarynovou (Rozm) a skoticovou (Skor).
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Analyt lontovy prechod CE [eV]
Kys. shikimova 173,32 92,9 10
Kys. gallovd 169,1 - 125,1 15
Kys. protokatechova 153,1 - 109,1 15
Kys. gentisova 153,1 - 109,3 15
Kys. chlorogenova 353,35 191,4 15
Kys. kavova 179,2 - 135,3 15
Kys. vanillova 167,2 - 152,1 15
Kys. syringova 197,1 - 182,2 15
Kys. o-kumarova 163,2 - 119,1 15
Kys. m-kumarova 163,2 - 119,1 15
Kys. p-kumarova 163,2 - 119,1 15
Kys. ferulova 193,2 - 134,4 15
Kys. isoferulovd 193,2 - 134,6 15
Kys. sinapova 223,3 - 163,9 15
Kys. rozmarynova 359,3 > 161,4 15
Kys. skoticovd 147,1 - 103,1 10

Tabulka 5.9: Vybrané iontové prechody pro SRM méd pfi APCI ionizaci.

69




5.3 Opakovatelnost nastriku

Dalsi sérii experimentl byla zméfena opakovatelnost nastfiku. K méreni byly
pouzity optimalni parametry zjisténé v rdmci SIM (viz. kapitola 5.2.2). Byly provedeny
série deseti méreni, vidy za identickych podminek, pro pracovni roztok o koncentraci
10°°g-ml?, a to v negativnich médech pro ionizaéni techniky ESI a APCI. Opakovatelnost
byla vyjadiena relativni smérodatnou odchylkou pro retencni ¢asy a plochy piku

analyzovanych latek. Vysledky shrnuje tabulka 5.10.

Analyt (10°g-ml™) ESI  ionizace APCI ionizace
A [%RDS] t, [%RDS] A [%RDS] t, [%RDS]

Kys. shikimova 2,68 0,65 4,72 0,85
Kys. gallova 1,32 0,30 4,42 0,30
Kys. protokatechova | 0,65 0,17 3,44 0,23
Kys. gentisova 30,54 0,39 5,73 0,31
Kys. chlorogenova 34,61 0,46 2,26 0,21
Kys. kavova 2,61 0,24 3,59 0,18
Kys. vanilova 46,71 0,81 6,92 0,22
Kys. syringova 32,04 0,37 5,17 0,16
Kys. o-kumarova 0,80 0,04 3,25 0,06
Kys. m-kumarova 1,34 0,00 2,45 0,05
Kys. p-kumarova 0,95 0,09 3,02 0,14
Kys. ferulova 5,99 0,07 3,99 0,07
Kys. isoferulova 32,74 0,23 4,21 0,11
Kys. sinapova 4,23 0,05 41,12 0,83
Kys. rozmarynova 1,64 0,06 7,40 0,08
Kys. skoficova 43,55 0,16 14,81 0,01

Tabulka 5.10: Opakovatelnost v negativnim modu pro ESI a APCl ionizaci.

PoZadavek pro opakovatelnost retencnich ¢asti byl RDS < 1% a pro plochy pik{
byl RDS < 10%. Parametr opakovatelnosti pro retencni ¢asy byl spInén pro vsechny
analyty a to pfi obou typech ionizace. Opakovatelnost plochy piku v negativnim médu
ESI nebyla splnéna pro kyselinu skoficovou, isoferulovou a syringovou. V negativnim

modu APCl ionizace tento parametr nevyhovoval u sinapové
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5.4 Ovéreni linearity a citlivosti metody

Ovéreni citlivosti a linearity bylo provedeno promérenim kalibracnich krivek.
K jejich sestaveni byly pouZity roztoky v rozmezi koncentraci od 2-10° pg-ml™ do 10°
ug-ml™ (koncentrace: 2:103, 103, 5-10*, 2-10*, 10*, 5-10°, 2-10”, 10, 5-10°, 2-10°
a10° pg-ml™).

Méreni probihala v médu SRM a k nastaveni byla pouZzita optimalni nastaveni
(viz. kapitola 5.2.2) a nejvhodnéjsi iontové prechody pro dany analyt s pfisluSnou
kolizni energii. (viz. kapitola 5.2.3 a 5.2.4).

Citlivost metody byla vyjadiena pomoci limitu detekce a limitu kvantifikace.
Linearita byla vyjadfena korela¢nim koeficientem. Vysledky jsou shrnuty v tabulkach
5.11, 5.12 a 5.13. Jak je vidét podle vysledkl, hodnoty korelaénich koeficientl analytl
s dobrou odezvou jsou vysoké a odezva detektoru je linearni. V pfipadé fenolickych
kyselin se slabsi odezvou ( kys. isoferulova, skoticova v ESI" a kyselina sinapova v APCI")

nebyl ziskan dostatecny pocet bodu kalibraéni kfivky pro dlikaz linearity.

Analyt (10°g-ml™) ESI" ionizace APCI ionizace
Korelaéni koeficient | Korela¢ni koeficient
Kys. shikimova 1,0000 0,9997
Kys. gallovd 0,9999 0,9972
Kys. protokatechova 0,9997 0,9966
Kys. gentisova 0,9985 0,9995
Kys. chlorogenovd 0,9956 0,9986
Kys. kavova 0,9993 0,9964
Kys. vanilova 0,9945 0,9982
Kys. syringova 0,9874 0,9984
Kys. o-kumarova 1,0000 0,9999
Kys. m-kumarova 1,0000 0,9986
Kys. p-kumarova 0,9995 0,9949
Kys. ferulova 0,9995 0,9995
Kys. isoferulovd 0,9533 0,9971
Kys. sinapova 0,9996 0,6882
Kys. rozmarynova 0,9998 0,9961
Kys. skoticovd 0,9337 0,9933

Tabulka 5.11: Ovéreni linearity metod ESI a APCI v negativnim maédu.
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Analyt LOD LOQ Smérnice
ug-mlt | ugml™ | p¥imky

Kys. shikimova 0,020 0,066 576,639
Kys. gallovd 0,010 0,033 2867,72
Kys. protokatechova 0,002 0,007 8166,44
Kys. gentisova 1,000 3,300 --

Kys. chlorogenovd 2,000 6,600 --

Kys. kavova 0,100 0,330 2467,17
Kys. vanilova 2,000 6,600 --

Kys. syringova 2,000 6,600 --

Kys. o-kumarova 0,010 0,033 8693,67
Kys. m-kumarova 0,005 0,017 6446,15
Kys. p-kumarova 0,005 0,017 9162,18
Kys. ferulova 0,020 0,066 919,599
Kys. isoferulovd 2,000 6,600 --

Kys. sinapova 0,020 0,066 657,923
Kys. rozmarynova 0,050 0,165 1057,91
Kys. skoticovd 2,000 6,600 --

Tabulka 5.12: Ovéreni citlivosti metody v ESI negativnhim modu.

Analyt LOD LOQ Smérnice
pg/ml | pg/ml | pFimky
Kys. shikimova 0,100 0,33 233,871
Kys. gallovd 0,002 0,007 3947,15
Kys. protokatechova 0,002 0,007 4401,46
Kys. gentisova 0,050 0,165 743,51
Kys. chlorogenova 0,020 0,066 1207
Kys. kavova 0,020 0,066 10057,9
Kys. vanilova 0,200 0,660 254,979
Kys. syringova 0,100 0,330 150,962
Kys. o-kumarova 0,020 0,066 3882,43
Kys. m-kumarova 0,050 0,165 2713,93
Kys. p-kumarova 0,020 0,066 8394,01
Kys. ferulova 0,020 0,066 737,455
Kys. isoferulovd 0,200 0,660 126,157
Kys. sinapova 2,000 6,600 --
Kys. rozmarynova 0,100 0,330 111,335
Kys. skoticovd 1,000 3,300 231,922

Tabulka 5.13: Ovéreni citlivosti metody v APCI negativnim maédu.
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6. Zaveér

Cilem této prace bylo zjistit optimalni podminky pro stanoveni smési
fenolickych kyselin tandemovym hmotnostnim spektrometrem ve spojeni s UHPLC a
posoudit vhodnost pouziti ionizacnich technik ESI a APCI.

Byl proveden zakladni sken smési analytd v pozitivnim i negativnim maddu
s vyuZitim ionizacCnich technik ESI a APCI. V pozitivnim mddu vykazovaly analyty slabou
nebo Zadnou odezvu, a proto byla dalsi optimalizace a méreni provedena v negativnim
modu. Podle vysledk(l ze zdkladniho skenu byly jako prekurzorové ionty vybrany
deprotonavané molekuly analytl [M-H], které vykazovaly nejvyssi relativni intenzity.
Dale byla provedena série ladicich méfeni vSIM mddu a bylo zvoleno optimalni
nastaveni hmotnostniho detektoru jak pro ioniza¢ni techniku ESI, tak pro APCI.
lonizace elektrosprejem byla shledana pfi analyze celkové smési fenolickych kyselin
jako citlivéjsi. Analyty byly podrobeny skenu produktovych iontd pfi tfech rliznych
koliznich energiich a na zakladé vysledkl byly zvoleny potencidlné vhodné iontové
prechody pro kvantifikatni mod SRM. Tyto iontové prechody byly sledovany v sérii
méreni pro rGzné kolizni energie a pro kazdy zanalytl byl zvolen nejvhodnéjsi
fragment respektive iontovy prfechod a jeho optimalni kolizni energie. Byla zmérena
opakovatelnost nastfiku za optimalnich podminek nastaveni hmotnostniho
spektrometru a vysledky byly vyjadieny smérodatnou odchylkou retencnich casl a
ploch pik(l. PoZzadavek opakovatelnosti RSD < 1% pro retencni ¢as byl splnén u vsech
analyzovanych latek a to pro ESI" i APCI. Opakovatelnost plochy pikd vyjadrend
RSD < 10% nebyla splnéna u nékterych méreni, kvlli nizké odezvé. Byla také ovérena
linearita a citlivost metody. Metoda je linearni, pouze analyty se Spatnou odezvou mély
hodnoty korelacniho koeficientu pod 0,9900: kys. isoferulova 0,9533 (ESI) a kys.
skoficova 0,9337 (ESI'). Pro jednotlivé fenolické kyseliny byly stanoveny limity detekce
v rozmezi 0,002 — 2,000 ug-ml'1 pro ESI' a 0,002 — 2,000 ug-ml'1 pro APCI. Limity
kvantifikace byly v rozmezi 0,007 — 6,600 pg-ml™ Pro ESI” a v tom téZ rozmezi pro APCI".
Kyselina skoficova a isoferulova méla vyssi hodnoty LOD a LOQ pfi pouziti APCI
ionizace.

Dostatecnou citlivost se nepodafilo ziskat u vSech Sestndcti sledovanych

fenolickych kyselin. Za danych chromatografickych podminek neni moziné doporucit
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ionizaci v pozitivnim modu. V pfipadé pouziti ionizacni techniky v zaporném madu je
pro vétSinu zadanych fenolickych kyselin vhodnéjsi ESI. Kyseliny vanilova, isoferulova a
skoficova nepodavaly dobrou odezvu. Zvyseni citlivosti analyzy téchto analytl by mélo

byt vyfeseno jinym zplUsobem (vyzkousenim aditiv nebo popfipadé derivatizaci).
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