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Abstrakt

Spojeni ultra vysoko ucinné kapalinové chromatografie s detekci pomoci
hmotnostniho spektrometru (UHPLC-MS) poskytuje metodu, ktera je velice rychla a
citliva. Tato diplomova prace byla zaméfena na vyuziti UHPLC-MS ke stanoveni
kyseliny askorbové (AA) a dehydroaskorbové (DHA).

AA je mald polarni molekula, ktera piisobi jako antioxidant. Oxidaci AA vznika
DHA. Pomér AA a DHA je ukazatelem redoxniho stavu organismu. Pro stanoveni AA
a DHA jiz bylo vyvinuto n¢kolik metod, které vSak vétSinou neumoziuji soucasné
stanoveni, ale vyzaduji vicekrokovy postup subtrakce.

Optimalizace UHPLC-MS metody pro stanoveni AA a DHA zahrnuje volbu
mobilni a staciondrni fadze a nastaveni hmotnostniho detektoru. Volba vhodnych
podminek zédvisela pfedev§im na reten¢nim Case a odezvé detektoru. Byl sledovéan vliv
stacionarni faze a dale koncentrace, pH a slozeni mobilni faze na retenci AA a DHA.
Byl sledovan i vliv mobilni faze na stabilitu AA a DHA.

Porovnavanymi stacionarnimi fazemi byly kolona BEH Shield RP C18, BEH
HILIC a BEH Amide kolona. Nejlepsich vysledki bylo dosazeno na koloné¢ BEH
Shield RP C18. Pro zjisténi vhodné mobilni faze byla provedena méieni s 0,1%, 0,05%,
0,01% kyselinou mravenci, 0,1%, 0,05%, 0,01% kyselinou octovou, mravencanem
amonnym o pH 3,5 a octanem amonnym o pH 4,4 a 6,8 jako vodnou slozkou. Nakonec
bylo dosaZeno nejlepSich vysledkl s ultracistou vodou. Organickou slozkou mobilni
faze byl acetonitril (ACN) v poméru 65:35

Po optimalizaci podminek v médu SIM byl proveden test opakovatelnosti, kdy
relativni smérodatna odchylka plochy pro AA byla 1,63% a pro DHA 8,95%. Byly
zméfeny kalibracni kiivky v rozmezi 5 — 500 pg/ml. Korelaéni koeficient kalibracni

kfivky byl pro AA 0,9955 a pro DHA 0,9985.



Abstract

A coupling of Ultra High Performance liquid chromatography with mass
spectrometry provides a technique, which is rapid and sensitive. This thesis is focused
onthe use of UHPLC-MS for the determination of ascorbic acid (AA) and
dehydroascorbic acid (DHA).

AA is a small polar molecule that acts as an antioxidant. After oxidation AA
creates DHA. AA/DHA ratio is an indicator of a redox state of organism. For the
determination of AA and DHA several methods have been developed, which usually do
not allow the simultaneous analysis, but require multistep subtraction procedure.

The optimization of UHPLC-MS method for the determination of AA and DHA
include the choice of mobile and stationary phase and mass spectrometry detector set-
up.

The choice of appropriate conditions depended mainly on retention time and the
detector response. The effect of stationary phase, concentration, pH, composition of
mobile phase on retention of AA and DHA was observed. Effect of mobile phase on
stability of AA and DHA was observed as well.

BEH Shield RP C18, BEH HILIC and BEH Amide column were compared. The
best results were achieved on column BEH Shield RP C18. Measurements with 0.1%,
0.05%, 0.01% formic acid, 0.1%, 0.05%, 0.01% acetic acid, ammonium formate at pH
3.5 and amonium acetate at pH 4.4 and 6.8 as a water component were carried out. The
best results were achieved with ultrapure water. Organic part of mobile phase was
65:35 acetonitrile (ACN).

Repeatability test was performed at optimized conditions using SIM experiment.
Relative standard deviation of peak area for AA was 1.63% and for DHA was 8.95%.
Calibration curve was measured in the range 1-500 ug/ml. Correlation coefficient of
calibration curve was for AA 0.9955 and for DHA was 0.9985.
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Seznam pouzitych zkratek

-acetonitril

-mraven¢an amonny

-chemicka ionizace za atmosférického tlaku
-fotoionizace za atmosférického tlaku
-kyselina dehydroaskorbova
-elektrochemicka detekce

- etylendiamin-tetraoctova kyselina
-ionizace elektrosprejem

-fluorescenc¢ni detekce

-glukosovy transportér

-Hydrophilic Interaction Chromatography
-ultracista voda

-vysoko uc¢inna kapalinova chromatografie
-limit detekce

-limit kvantifikace

-ionizace desorpci laserem za Gi€asti matrice
-monodehydroaskorbat

-kyselina m-fosfore¢na

-hmotnostni spektrometrie
-vysokoucinna kapalinova chromatografie na
normalni fazi
-kyselina o-fosfore¢na
-vytéznost
-vysokoucinna kapalinova chromatografie na
reverzni fazi

-relativni smérodatnéd odchylka
-monitorovani vybraného iontu
-monitorovani vybrané reakce
- kyselina trichloroctova

-kyselina trifluoroctova
-ultra vysoko u¢inna kapalinova
chromatografie
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1. Uvod a cil prace
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1.1 Uvod

Kyselina askorbova, zndma jako vitamin C, je mala polarni molekula. Jeji
oxidaci vznika kyselina dehydroaskorbova. Biologicky aktivni isomer vitaminu C je L-
askorbova kyselina. VétSina zvitat i rostlin si dokaze tento vitamin syntetizovat sama.
Clovék, primati, moréata, netopyr si jej sami syntetizovat nedokazi a tak jej musi
pfijimat z vné&jSich zdroji. Mezi rostlinné zdroje s nejvysSim obsahem tohoto vitaminu
patii Sipek, rakytnik, citrusové plody, ¢erny rybiz a brusinky.

Vitamin C je dilezity pro fadu pochodi v lidském téle. Je potiebny pro
metabolismus aminokyselin. Podili se na syntéze kolagenu a na tvorbé mezibunééné
hmoty, je nezbytny pro spravnou funkci vSech bunék. Je nutny pro spravnou stavbu
kosti, cév, svall, §lach a kize. Ovliviiuje také tvorbu hormond hypofyzy a nadledvin.
Ucastni se tvorby imunoglobulinii, ma vliv na aktivitu fagocyti a leukocytii a tim je
naprosto nezbytny pro obranyschopnost organismu. Je dilezity jako antioxidant, ktery
chrani organismus pfed pisobenim volnych radikala.

Nedostatek vitaminu C se projevuje Unavou, krvacivosti a zvySenym sklonem
K infekcim.

Kyselina askorbova je velice nestabilni. Rozklada se za vysoké teploty,
pusobenim kysliku a rozklad katalyzuji kovy (napt.méd’). Pii extrakci se stabilizuje
zajiSténim nizkého pH, pfidavkem komplexotvornych a redukujicich latek.

AA se stanovuje zejména pomoci HPLC. Jako detektor se vyuziva UV detektor
nebo elektrochemicky detektor.

Tato diplomova prace je zaméfena na soucasné stanoveni vitaminu C a kyseliny
dehydroaskorbové pomoci UHPLC s vyuzitim detekce pomoci hmotnostniho
spektrometru. Jednd se o relativné novou separa¢ni techniku v oblasti kapalinové
chromatografie. Separani proces vyuziva sorbentt pfipravenych patentovou Sub-2-
mikronovou technologii, ktera umoziiuje vznik ¢astic, které jsou mechanicky pevné
s mimofadnou separac¢ni ucinnosti. Proces probiha za velmi vysokych tlakt. Od HPLC

se technika UHPLC lisi kratsi dobou analyzy, vyssi uc¢innosti a citlivosti.
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1.2 Cil prace

Tato diplomova prace je zaméfena na optimalizaci metody pomoci niz lze
stanovit AA a DHA ve smési s vyuzitim UHPLC a detekce hmotnostnim
spektrometrem. Pfedmétem této diplomové prace je zajistit optimalni podminky
stanoveni jako je volba staciondrni i mobilni faze a nastaveni detektoru tak, aby byla
ziskana metoda rychla a citliva. Jedna se o souCasné stanoveni AA a DHA, které je

velice narocéné.
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2. Teoreticka cast

13



2.1 Chromatografické metody

2.1.1 Princip chromatografickych metod

Chromatografické metody jsou separacni metody, které slouzi k oddéleni

analyzovanych slozek ze smési a zaroven umoziuji jejich kvantitativni i kvalitativni
analyzu [1].
Béhem chromatografického procesu dochézi k postupnému, mnohokrat opakovanému
ustavovani rovnovah mezi stacionarni a mobilni fazi. Mezi stacionarni fazi, mobilni fazi
a slozkami délené smési dochazi k interakcim, kdy na zéakladé rizné afinity slozek
k obéma fazim dochazi k jejich oddéleni [2].

Stacionarni faze je nepohyblivd a ma schopnost riznou mérou zadrZovat
jednotlivé slozky smési. Mobilni faze je pohybliva a vymyva slozky smési
z nepohyblivé faze a odnasi je ve sméru toku riznou rychlosti, tim dojde k jejich
oddéleni.

K déleni latek dochézi v zéavislosti na brzdici sile neboli retenci, ta plisobi
selektivné. Cim pevn&ji se latka vAZze na stacionarni fazi, tim pomaleji
v chromatografickém systému postupuje [1].

Podle charakteru mobilni faze rozliSujeme plynovou chromatografii, kde je
mobilni fazi plyn a kapalinovou chromatografii, kde je mobilni fazi kapalina.

Kapalinovd chromatografie muize byt realizovdna v ploSném uspotadani
(tenkovrstva a papirova chromatografie) nebo v kolonovém uspotadani (HPLC). Podle
podstaty chromatografického procesu rozliSujeme adsorp¢ni, rozdélovaci, iontoveé
vyménnou, gelovou a afinitni chromatografii [2].

Mezi nejpouzivanéjsi metody pro analyzu sloucenin patii RP-HPLC (vysoko
ucinna kapalinova chromatografie na reverzni fazi). RP-HPLC je chromatografie
S obracenymi fazemi. Staciondrni f4zi je zde nepolarni matrice a mobilni fazi je polarni
kapalina. Na reverzni fazi dochazi kodd€leni slozek rozpustnych v polarnich
rozpoustédlech. Jako mobilni faze se vétSinou pouziva voda s organickym
rozpoustédlem jako je methanol, isopropanol, dioxan, ethanol, tetrahydrofuran, voda a
acetonitril. Nejcastéji se jako stacionarni reverzni faze vyuzivaji oktyl (C8) a oktadecyl

(C18) modifikované¢ faze. Adsorbenty na bazi oxidu kiemicitétho modifikované
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trimethylchlorsilanem ( C1) a buthyldimethylchlorsilanem jsou vyuZzivany jen malo a to
zejména pro separaci [3].
Dalsi typ je chromatografic na normalnich fazich (NP-HPLC), kde je

stacionarni faze polarni [4].

2.1.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie byla prvni chromatografickou metodou. Byla
objevena jiz na pocatku 20.stoleti a do poptedi se dostala v 70.letech [5].

Kolonova chromatografie vyuziva k déleni latek chromatografickou kolonu.
Chromatograficka kolona je sklen¢nd, plastovd nebo ocelovd trubice naplnéna
drobnymi casticemi vhodného materidlu-sorbent. Kolonou protéka mezi Césticemi
sorbentu kapalina (mobilni faze, eluent). Na zacatek kolony je nadavkovan vzorek.
Mobilni fazi je vzorek unasen kolonou a pfi kontaktu slozek vzorku se sorbentem
dochazi kjejich castecnému piechodu do stacionarni faze ve snaze dosidhnout
termodynamické rovnovahy. Mobilni faze postupuje kolonou smérem k detektoru, ten
na zékladé zmény fyzikalni nebo fyzikalné-chemické veliiny zaznamenava piitomnost

separovanych slozek [6].

2.1.2.1 HPLC

HPLC je vysoko u¢inna kapalinova chromatografie. HPLC se stale Castéji
uplatnuje ve vSech oblastech analyzy lé¢iv a je vyuzivana ve vSech modernich
1ékopisnych monografiich [2].

Vyhodou HPLC je, ze umoziluje kvalitativni 1 kvantitativni analyzu, je to
metoda pomémé rychld a citlivd, kdy k analyze postacuje jen minimalni mnozZstvi
vzorku. Navic lze metodu automatizovat [2]. HPLC umoznuje analyzu tepelné
nestalych latek, netékavych latek 1 polymert [1].

Separaéni uéinnost HPLC zavisi na velikosti astic stacionarni faze. Cim mensi
a stejnomernéjSi jsou Castice stacionarni faze, tim je vétsi ucinnad plocha a tedy
| separacni Géinnost. RozliSujeme dva typy eluce: izokratickou a gradientovou eluci.

U izokratické eluce se slozeni mobilni faze neméni a pouziva se pro separaci u latek
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jejichz chemické vlastnosti se prili$ nelisi. Pfi gradientové eluci se slozeni mobilni faze
plynule méni, kdy pomalu roste koncentrace druhé slozky mobilni faze s vétSim
elucnim ucinkem. Vytvaii se koncentracni gradient mobilni faze. Gradientova eluce se
pouziva u latek, jejchz eluéni parametry se vyznamné lisi. Lze vyuzit i gradient pH [1].
Zatizeni pro kapalinovou chromatografii se nazyva kapalinovy chromatograf.
Hlavni soucasti kapalinového chromatografu jsou zasobniky mobilni faze, odplynovaci
zafizeni, zafizeni pro tvorbu gradientu, vysokotlaké Cerpadlo, davkovaci zafizeni,

kolona, detektor a pocita¢ (obr.1) [7].

ODPLYNOVAC
4 KOLONA
v g
DAVKOVAC
VN
h 4

ZASOBNIK

MOBILN ¢ — o=
FAZE VZOREK

ODPAD

Obr.1:Schéma kapalinového chromatografu [8]

Chromatograficka kolona je trubice nebo kapildra rovnhomérné naplnéna nebo
pokryta stacionarni fazi. P1ast’ kolony mé za kol drzet stacionarni fazi pohromadé.
Kolona musi byt chemicky inertni, musi odoldvat vysokym tlaklim a vnitini povrch

kolony musi byt dostate¢né hladky [9].

2.1.2.2 UHPLC

V dnesni dobé¢ je potieba zpracovavat velké mnozstvi vzorkil. Proto bylo jednim
Z hlavnich cilt analytickych laboratofi vyvinout rychly a G¢inny postup pro provadéni
jak kvalitativni tak kvantitativni analyzy. V tomto ohledu zlstavd metodou volby

kapalinova chromatografie. Nicméné¢ konvenc¢ni Cas analyzy je vétSinou delsi nez 10
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minut. Z toho divodu bylo nutné vyvinout metodu, ktera by byla rychla s dobou
analyzy pod 5 nebo i pod 1 minutu.

Jeden ze zpusobu, jak snizit ¢as analyzy je vyuziti kratSich kolon (3-5 cm)
a vysokého priatoku. Takovéto kolony s velikosti ¢astic 3 nebo 3,5 um jsou komercné
dostupné jiz od devadesatych let [10]. UHPLC systém vyuziva kratké kolony s velikosti
Castic staciondrni faze pod 2um a to vede k vy$si ucinnosti separace. Cely proces
probiha za velmi vysokych tlakt [11]. Tlak dosahuje 400 — 1000 bar, ale i vice. Cim
vyssi tlak, tim vyssi je i¢innost [10].

Metoda UHPLC byla odvozena od HPLC [12]. Tato separa¢ni technika je
pomérné nova v oblasti kapalinové chromatografie [8]. Oproti HPLC ma UHPLC
nékolik vyhod a témi jsou: krat$i doba analyzy, nizsi spotieba rozpoustédel a tim nizsi

naklady, vyssi separaéni u¢innost, vyssi citlivost a vice kvalitativnich informaci [8].

Stacionarni faze pro HPLC a UHPLC

UHPLC Kolony byvaji pomérmé kratké. Mezi technologicky nejvyspélejsi patii
kolony dlouhé pouhych 5 mm [13].

U UHPLC kolon se oproti HPLC kolondm méni podstatné hardware. Jedna se
0 patentovou technologii plnéni za vysokého tlaku (20 000 psi), ktera zarucuje
optimalni uchovani sorbentu v téle kolony a jejich stabilitu. Koncové spoje kolony jsou
piizptisobeny dosahovanému vysokému tlaku [8]. V soucasné dobé¢ je k dispozici velky
vybér analytickych kolon. Mezi zakladni typy stacionarnich fazi (obr.2) patii zejména
C18, C8, RP18 a fenylova kolona a HILIC [13]. Kazda stacionarni faze poskytuje
rozdilné kombinace hydrofobicity, silanolové aktivity, hydrolytické stability a
chemické interakce s analytem [8].

Kolony pro Acquity UHPLC systém jsou opatfeny mikroCipem, ktery
zaznamenava historii kolony. Mtzeme tak zjistit celkovy pocet nastiikd, provedené
nastiiky a tlakovou historii kolony [8].

V posledni dobé bylo vyvinuto mnoho novych stacionarnich fazi za tcelem
snizeni doby analyzy pii zachovani vysokého rozliSeni a selektivity. Doslo k ziskani
stacionarnich fazi o vysoké chemické a mechanické stabilité [14].

Rozlisujeme dva typy sorbentl. Bud’ se pouziva anorganicky nosi¢ — silikagel
nebo nosi¢ organicky — uhlik nebo polymer. Silikagelové sorbenty jsou pomérné

mechanicky odolné a vykazuji vysokou uUc¢innost a dobie se daji predikovat retence
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analytt. Jejich nevyhodou je limitovany rozsah pH mobilni faze, chemické nestabilita a

chvostovani bazickych analytu.

S ACQUITY UPLC™ BEH C18

@ﬁn, e ACQUITY UPLC™ BEH C8

5 o H ACQUITY UPLC ™ BEH Shield RP18
- P e e e e
o
9“; Sie o~~~y N ACQUITY UPLC™ BEH Phenyl
’d \ /

Obr.2 : Typy stacionarnich fazi pro Acquity UHPLC systém [8]

Polymerni sorbenty naopak mohou pracovat v Sirokém rozmezi pH, jsou chemicky
stabilni a nedochézi k iontovym interakcim. Tyto kolony jsou ale méné mechanicky
odolné, jsou mén¢ ucinné a je zde horsi predvidatelnost retence analytd. Spojenim
vyhod obou typii sorbentli bylo dosazeno vyhodnych vlastnosti sorbentu, o to se
pokousi technologie "Hybrid ( silicon-carbon ) Particle Technology".

K zamezeni vlivu volnych hydroxylovych skupin a ke zvySeni mechanické
odolnosti bylo pouzito napt. tzv. ethylenovych miistkti (obr.3).

Velikost ¢astic UHPLC kolon se pohybuje okolo 1,7 pm. Dal$im zmenSovanim
velikosti by dochéazelo ke zvySovani zpétného tlaku, ale ke zvySovani separacni
ucinnosti by dochazelo uz jen minimalné [8].

V poslednich 5 letech bylo vyvinuto obrovské mnozstvi sub-2-mikronovych
staciondrnich fazi. Jednd se hlavné o hybridni a silikagelové faze. Tyto faze byly
chemicky upraveny vcetné¢ C8, C18, Phenyl, Kyano, Shield a dal$i. Vyhodou hybridni
faze je vysoka chemicka stabilita v celém rozmezi pH (bézné 1-12, Acquity BEH
columns nebo Pathfinder). To umoziuje analyzu bazickych latek pii pH i 2 jednotky

nad jejich pKa.

18



B Hf::Hg-r;Hg OEt  OFt |
L Ly N |
T 7 5{ 07H 0 S
0 0 0 —— ai ETDa—Bi__ « EHS'JDEt
| / deg-Aom + jotH, T
J___SiHD#,Sh-HOFB{-ﬁD#Et Ft0 Et0 QEt
Et0 OEt OFt .
Polyethoxysilane (BPEOS) Tetraethoxysilane Bis(triethoxysilyl)ethane
(TEOS) (BTEE)

Obr.3 : Princip vzniku ethylenovych mustku [8]

Pti porovnani sub-2-mikronovych neporéznich a poréznich fazi bylo zjiSténo, ze
neporézni Castice poskytuji vyssi ucinnost pti vyssi linedrni rychlosti. Nicméné, pfi
snizeni velikosti Castic ze 3 na 1,5 pum se rozdil v G€innosti vyrazné snizil. Nosnost
poréznich C18 ¢astic byla 15% vys8i neZ pro neporézni C18 castice. Kromé toho byl
pramérny retenéni ¢as pro porézni C18 Castice vyznamné vyssi [14].

Nov¢j$im typem kolon jsou také kolony s pevnym jadrem. Pti pouziti téchto
kolon dochazi ke zvySeni separacni u€innosti diky povrchové poréznich astic. Prvni
pouziti t€chto kolon se datuje do Sedesatych let 20.stoleti. Kolony s pevnym jadrem
jsou znamé napt. pod komerénim ndzvem HALO. HALO silikagelové ¢astice obsahuji
1,7 um pevné jadro a 0,5 um porézni vrstvu silikagelového povlaku, ktery vytvari
celkovy primér castice 2,7 pum. HALO se daji pouzit pti RP-HPLC i HILIC
v gradientové i izokratické eluci. Cunliffe a Maloney porovnavali sub-2-mikronové
casticové porézni kolony. Vysledky ukazaly, Ze kolony s poréznimi ¢asticemi dosahly
80% ucinnosti Acquity kolon pii 45% zpétném tlaku [14].

Alternativou RP-HPLC je HILIC. HILIC vyuziva stacionarni faze polarniho
charakteru. Casto obsahuji hydroxyetylové skupiny, diolové skupiny, aminoskupiny

nebo se miiZe jednat o specialni druh ,,zwitteriontovou* stacionarni fazi a dalsi [14].

2.1.2.3 Detekce v chromatografii

Slozeni eluatu v kapalinové chromatografii monitoruje detektor a zaznamenava

ho graficky. Detektor musi spliiovat ur¢ité podminky: musi poskytovat odezvu
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dostate¢né rychle a m¢l by mit co nejmensi vnitini objem [15]. Dalsi podminky, které
musi detektor spliiovat jsou: vysoka citlivost, linearita odezvy, nizky Sum, stabilita
signalu, mala citlivost na zménu priatoku a tlaku, moznost gradientové eluce a maly
mimokolonovy pfispévek k mrtvému objemu [7]. Detektor mize byt univerzalni, ktery
reaguje na vlastnosti systému jako celku nebo selektivni, ktery reaguje na urcitou
selektivni vlastnost analytu [15]. Detektor mize byt destruktivni (analyt se nevratné
méni) nebo nedestruktivni (nedochazi k chemické zméné detekovaného analytu) a
pro vicenasobnou detekci je lze i kombinovat [16]. Citlivost a selektivita
chromatografické analyzy zavisi na pouzitém detektoru.

Kapalinova chromatografie se pouziva v kombinaci se spektrofotometrickymi
detektory,  fluorimetrickymi  detektory,  elektrochemickymi  detektory a
refraktometrickymi detektory, které méfi rozdilny index lomu mezi ¢istou mobilni fazi
a eludtem vytékajicim z kolony, obsahujicim dokazovanou latku. DalSim typem je
hmotnostni spektrometr, ktery patii mezi velice selektivni a citlivé detektory, ktery
poskytuje fadu informaci pro identifikaci latek [2].

Vysledny zaznam odezvy chromatografického detektoru na Case se nazyva
chromatogram. Separované latky prochazi detektorem a jsou zaznamenavany jako
koncentra¢ni profily (chromatografické piky). V idealnim piipadé¢ je chromatograficky
pik symetricky a ma tvar Gaussovy ktivky [2].

UV-VIS DETEKTOR

Spektrofotometrické detektory jsou zaloZzeny na principu absorpce zafeni
v oblasti vinovych délek od 190 do 800 nm. Kvantitativni vyhodnoceni je zalozeno na
platnosti Lambert-Beerova zakona.

A=¢cl

A — absorbance
€ — molarni absorp¢ni koeficient
¢ — koncentrace

| — tloustka absorbované vrstvy

Podle konstrukéniho typu rozlisujeme 4 typy detektort:
e  Detektory s fixni vinovou délkou.

e Detektory s ménitelnou vinovou délkou — pouze pifedem danymi vinovymi

délkami.
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e  Detektory s programovatelnou vinovou délkou — vlnovou délku lze nastavovat
Vv ur¢itém rozmezi, Ize ji ménit v prub¢hu analyzy.

e Detektory diodového pole — snimaji celé spektrum v redlném case.
Zaznamenavaji udaje o absorbanci pfi jakékoliv zvolené vinové délce. Tyto
detektory umoziuji porovnavat naméfena spektra s knihovnou spekter a

vypocitat ¢istotu piku [8].
FLUORIMETRICKY DETEKTOR

Fluorimetricky detektor je velice selektivni a citlivy. Jeho pouziti je ale
omezené, pouze pro latky, které vykazuji fluorescenci [9]. Latky, které nefluoreskuji 1ze
Casto derivatizaci prevést na fluoreskujici derivaty [2].

Fluorimetrické detektory jsou zalozeny na principu méfeni sekundarniho zafeni,
které latka vyda po absorpci primdrniho elektromagnetického zareni (excitacni).
Absorpci elektromagnetického zafeni pfechazeji molekuly latek ze zékladniho
elektronového stavu do riznych vibracnich hladin excitovaného elektronového stavu.
Absorbovanou energii mize molekula opét vyzafit jako fluorescenci nebo ji preménit
jinym mechanismem na energii vibraéni nebo ji pfedat jinym molekulam. Ztratou
vibra¢ni energie pfejde molekula nejprve do zékladniho vibracniho stavu a pak emituje
fluorescencni zéfeni, které ma stejnou vinovou délku jako absorbované zateni nebo je

vlnova délka emitovaného zateni vétsi v disledku vibracni relaxace [17].
ELEKTROCHEMICKY DETEKTOR

Elektrochemicky detektor vyuziva déju, které souvisi s elektrochemickou reakci
na rozhrani elektroda — eluent. Schopnost elektrochemické redukovatelnosti
a oxidovatelnosti  latek vyuzivd ampérometricky a coulometricky detektor.
Elektrochemické detektory jsou velice citlivé (10° — 102 g/ml). Jejich nevyhodou je,
ze je vétSinou nelze pouzit pro gradientovou eluci. Tyto detektory méii urcitou
elektrickou veli¢inu (proud, kapacita nebo elektrodovy potencial) vyvolanou
prichodem latky pritokovou celou detektoru. Méfeny elektricky signal je Gumérny

latkovému mnozstvi detekované slozky [8].
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Amperometricky detektor

Amperometrické detektory (polarografické) meéti proud vyvolany prichodem
redukované nebo oxidované latky pratokovou celou detektoru. Jako mérné elektrody se
pouzivaji elektrody ze skelného uhliku, grafitovych vlaken, zlata a platiny, médi nebo
jiného kovu. Jako srovnavaci elektroda se pouziva kalomelova nebo argentchloridova

elektroda [8].

Coulometrické detektory

Coulometrické detektory méfi naboj potiebny k oxidaci nebo redukci celkového
mnozstvi latky pfi jejim priutoku mérnou celou detektoru. Coulometrické detektory jsou

citlivéjsi nez amperometrické detektory [8].

2.2 Hmotnostné spektrometrické detektory

MS (hmotnostni spektrometrie) je analytickd metoda, kterda zaznamenava
molekulovou hmotnost nabitych ¢astic. Vyhodou MS je, Ze lze odvodit i strukturu
molekuly. MS slouzi jak ke kvantitativni, tak ke kvalitativni analyze. MS poskytuje
informace o Cistoté vzorku [4]. MS je metoda mimofadné citliva, destruktivni s
minimalni spotiebou vzorku [18]. Proces identifikace latek se odehrava ve tiech
krocich. Nejprve dochazi kionizaci vzorku viontovém zdroji, poté rozdéleni a
urychleni iontl v analyzatoru a nakonec k detekci iontl a zesileni signalu v detektoru.
Pristroj (obr.4) se sklada z nékolika Casti:

e zafizeni pro zavadéni vzorku — vpravi vzorek do iontového zdroje

e iontovy zdroj — z neutralni molekuly vznika v plynném prostiedi nabita Castice

e hmotnostni analyzator — dochazi k rozdé€leni ionti podle poméru hmotnosti
a naboje

e detektor — zaznamenava separované ionty

e pocita¢ — slouzi k ovladani pfistroje, sbira a uchovava data

e vakuovy systém — udrzuje nizky tlak [4]

Zaznam MS se nazyva hmotnostni spektrum [4]. Hmotnostni spektrum

znazoriuje zastoupeni jednotlivych ionti podle poméru m/z. [19].
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Obr.4 : Schéma hmotnostné spektrometrického detektoru [20]

2.2.1 lontovy zdroj

V iontovém zdroji dochazi k prvnimu kroku analyzy. Dochazi k pfevodu atomi
a molekul na nabité ¢astice v plynné fazi. V této fazi dochazi k pfidani nebo odebrani
elektronu nebo protonu. Prebytek energie ale mize vést az k fragmentaci molekul a to
muze vést ke snizeni citlivosti. lonizace probiha ve vakuu nebo za atmosférického
tlaku.

Princip ionizace mékkymi technikami: Dochédzi ke wvzniku protonované
molekuly [M + H]" nebo deprotonované molekuly [M - H]. Kdyz nedochazi k tak
rozsahlé¢ fragmentaci molekul, jednd se o ioniza¢ni techniky mekké. Mezi meékke
ioniza¢ni techniky patii napt. ESI (ionizace elektrosprejem), APCI (chemicka ionizace
za atmosférického tlaku), APPI (fotoionizace za atmosférického tlaku), MALDI
(ionizace desorpci laserem za ucasti matrice). Mezi tvrdé ionizacni techniky patii
elektronova ionizace (EI). Podstatou této metody je ovlivnéni elektromagnetickych poli,
tim dochazi k uvolnéni valenénich elektronti a ke vzniku molekularniho iontu M™

(radikal-kation) [4].

IONIZACE ELEKTROSPREJEM (ESI)
ESI je typ ionizace, ktera probiha za atmosférického tlaku. Eluent je rozprasen

do komory za ptitomnosti silného elektrostatického pole a teplého susiciho plynu.
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Elektrostaticky ndboj zplsobi disociaci molekul analytu a teply suSici plyn vede
k odpafeni rozpoustédla. ESI se pouziva hlavné pro analyzu velkych biomolekul jako

jsou proteiny, peptidy a oligonukleotidy [21].

CHEMICKA IONIZACE ZA ATMOSFERICKEHO TLAKU (APCI)

APCI je typ chemické ionizace, ktera probiha za atmosférického tlaku [4].
Eluent je wvstiikovan do komory, kde je vysoka teplota. To vede k vypafovani
rozpoustédla. Molekuly jsou ionizovany pomoci jehly, na kterou je vlozeno vysoké
napéti. APCI lze pouzit u polarnich i nepolarnich molekul, ale nelze ji pouzit u

termolabilnich molekul [21].

FOTOIONIZACE ZA ATMOSFERICKEHO TLAKU (APPI)

APPI je novou technikou, ktera vyuziva fotonu kionizaci v plynné fazi.
Vyhodou metody je, Ze dochazi k minimalni ionizaci molekul rozpoustédla. APPI se
pouziva u polarnich i nepolarnich molekul, ale opét neni vhodna u termolabilnich
molekul. U vysoce polarnich molekul a za pouziti nizkého prutoku dochazi k poklesu
citlivosti [21].

ELEKTRONOVA IONIZACE (El)

El je nejstarsi zplsob ionizace. El se pouziva pro tepelné stabilni a relativné
tékavé slouceniny. Cely proces probihd ve vakuu. Pfi El dochazi k odpafeni molekul
vzorku a naslednému bombardovani molekul proudem elektronti za nizkého tlaku.

Proud elektront ma takovou energii, ze dochazi az k fragmentaci molekul [4].

IONIZACE DESORPCI LASEREM ZA UCASTI MATRICE (MALDI)

Metoda se pouziva piedevsim pro velké biomolekuly s molekulovou hmotnosti
nad 200 kDa. Vzorek se pfipravi smichanim roztoku s molarnim piebytkem hostitelské
matrice. Po odpareni rozpoustédla jsou molekuly vzorku — krystalky matrice ozatreny
laserovym paprskem, tim dojde k ionizaci. Matrice je dulezita, protoze dokaze
absorbovat velké mnozstvi energie. Zakladni podminky, které musi matrice spliiovat je
silna absorpce pii vinové délce pouzitého laserového zafeni, kompatibilita se vzorkem,
tak aby vznikaly dobfe definované mikrokrystaly spravné velikosti, nizka teplota
sublimace. Pouzivaji se pevné organické matrice, kapalné organické matrice,

anorganické matrice a kapalné ionty [4].
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2.2.2 Hmotnostni analyzator

Hmotnostni analyzator plni dvé zakladni funkce. Rozd€luje vSechny ionty na
zéklad¢ poméru hmotnosti a naboje a soustfed’'uje ionty o ur¢ité hmotnosti na jednom
miste.

Hmotnostni analyzatory jsou hodnoceny na zéklad¢ téchto rysu:

e Rozmezi hmot — maximalni pfipustny pomér hmotnosti a naboje, ktery je
pristupny pro analyzu. Vyssi hodnota je pfinosem pro analyzu latek s vyssi
molekularni hmotnosti.

¢ Rozliseni — schopnost rozdéleni ontl s podobnou hmotnosti.

e Piesnost hmoty— vyjadiuje chybu v méfeni poméru m/z.

e Linearni dynamicky rozsah — rozpéti, ve kterém je koncentrace piimo
umérna odezve.

e Rychlost — pocet ziskanych spekter za jednotku Casu. Rychla analyza je
nutna pro rychle se ménici podminky a pomald pro pfesné méfeni hmotnosti.

e Citlivost — citlivost detekce je nejmensi mnozstvi analytu, které je
detekovano s urcitou spolehlivosti.

e Adaptabilita - moznost vybaveni jako jsou nékteré ioniza¢ni techniky a jina
pomocnd zafizeni (vicekanalové pole detektoru nebo chromatografické

zatizeni) [4].

Magneticky analyzator

Magneticky analyzator je nejstarSi typ analyzdtoru. RozliSujeme dva typy
magnetického analyzatoru a to s jednoduchym nebo dvojitym zamétenim. Analyzator
S jednoduchym zaméfenim vyuziva pouze magnetického pole a analyzator s dvojitym
zam&fenim je elektrostaticky analyzator s vyuzitim magnetického pole. Pracuje na
principu zakiiveni drah iontl, kdy mira zakfiveni je zavisla na poméru hmotnosti a

naboje iontl. Drahy tézsich iontl se tolik nezakiivi v dusledku vétsi odstiedive sily [4].

Kvadrupolovy analyzator

Kvadrupolovy analyzator je jeden z nejvice vyuzivanych typt analyzatoru.
Analyzator se sklada ze Ctyt paralelné uloZenych kovovych ty¢i. Na tyto tyCe je

pfivadéno napéti, které vytvari elektromagnetické pole. Elektromagnetické pole pak

25



urcuje, které ionty na zdkladé poméru hmotnosti a naboje propusti v daném case.
Kvadrupdlovy analyzator je nejjednodussi a nejméné nakladny typ analyzatoru (obr.5)

[21].
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Obr.5 : Schéma kvadrupdlového analyzatoru [22]

Kvadrupélovy analyzator mize pracovat ve dvou rezimech, skenovani (SCAN)
a selektivné monitorujici (SIM). Pfi SCAN rezimu se plynule méni napéti a postupné
projdou na detektor ionty se vSemi hodnotami m/z [21]. Pii SIM rezimu dochazi
K postupné zméné napéti, stiidavé elektrické pole plsobi oscilaci ionti a v dany
okamzik jsou oscilace stabilni pouze pro ur€itou hodnotu m/z a tento iont projde
analyzatorem zatimco ionty s jinymi hodnotami m/z maji nestabilni oscilace a jsou na
ty¢ich kvadrupo6lu zachyceny [4]. SIM rezim je citliv§jsi nez SCAN rezim, ale
poskytuje informace o mensim poctu ionti. SCAN rezim se da pouzit ke kvantitativni
I kvalitativni analyze i kdyZ nezname piesné slozeni vzorku. SIM rezim se pouziva ke

kvantitativni analyze a sledovani cilovych sloucenin [21].

Pruletovy analyzator

Priletovy analyzator patii mezi nejjednodussi hmotnostni analyzatory.
V kombinaci s MALDI se jedna o hlavni techniku pro analyzu biomolekul. Sklada se
z ¢asti, kde ionty voln¢ leti a jsou oddéleny na zdkladé¢ poméru m/z, kdy ionty s mensi
hodnotou m/z o stejné kinetické energii leti rychleji a tak se dostanou diive na detektor.

Priletovy analyzator je pulzni typ hmotnostniho analyzatoru [4].
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Iontové past

Tti elektrody vytvaii kruhovou strukturu a dvé identické tvoti koncovku. Jedna
z koncovych elektrod ma maly otvor, ktery muze byt branou pro paprsek elektrona.
Druha elektroda ma nékolik otvort, které slouzi pro prichod iontt smérem k detektoru.
Dochazi ke zméndm napéti a na zakladé toho jsou ionty vypuzovany z prostoru z tzv.

iontové pasti na detektor [4].

Iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci

Jedna se o dalsi typ zachytového analyzatoru. lonty vstupuji do komory, kde
jsou zachyceny pomoci silného elektrického a magnetického pole, zde se pohybuji po
cyklotronové trajektorii s uréitou frekvenci. Tyto frekvence se piepoltou pomoci

Fourierovy transformace do Skaly hmotnostniho spektra [21].

2.2.3 Hmotnostni spektrometr-detektor

Funkce detektoru je ptrevést paprsek iontl na elektricky signal, ktery mlze byt
zesilovan, skladovan, zobrazovan v podob¢, ve které je snadno vniman [11]. Detektor
poskytuje informace o iontech, které vychazi z analyzatoru [4]. Nejbéznéji se pouziva
detektor elektricky. Tento detektor musi byt odstinén od magnetického pole a udrzovan
ve vakuu. K vyhodam elektrického detektoru patii rychlost detekce [23]. Jako dalsi typ

detektoru se pouziva fotonasobi¢ nebo Faradayova klec [4].

2.2.4 Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci

Spojeni MS s chromatografickymi metodami bylo vzdy Zadouci, vzhledem
k citlivé a velmi specifické analyze pomoci MS ve srovnani s jinymi detektory.

Prvni pokusy o spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostnim detektorem se
uskutecnily pred 30 lety. V souCasné dobé& je spojeni kapalinové chromatografie
s detekci pomoci hmotnostniho detektoru rutinni metodou. Toto spojeni 1ze vyuzit pro
kvalitativni i kvantitativni analyzu slozitych smeési biologicky aktivnich latek [4].
S rozvojem ionizace pomoci elektrospreje poskytuje LC-MS jednoduché a robustni

rozhrani. Nevyhodou LC-MS je vysoka potizovaci cena. Vyhodou LC-MS je schopnost
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analyzy n¢kolika vzorkd béhem jediné analyzy a vysoka citlivost. Z toho diivodu jsou
LC-MS analyzy nejvyznamnéjsi pro laboratofe klinické biochemie, kde se provadi

skriningové analyzy slozitych vzorku [24].

2.3 Retencni data v HPLC

Reten¢ni ¢as

Me¢teni retence veluéni chromatografii mize byt vyjadifeno retenénim
¢asem (tg) piimo definovanym polohou vrcholu piku na chromatogramu. Jedna se o
vzdalenost podél zakladni linie od bodu nastiiku ke kolmici spusténé z vrcholu piku

odpovidajiciho dané slozce [16].

Hmotnostni distribu¢ni pomér
Hmotnostni distribu¢ni pomér je znamy také jako kapacitni faktor k' nebo
retencni faktor k. Hmotnostni distribu¢ni pomér (D) je definovan jako:
Dm =ns/ nm = Ke X Vs/ Vu

Ns— mnoZstvi rozpusténé latky ve stacionarni fazi

Nm— mnoZzstvi rozpusténé latky v mobilni fazi

K¢ — rovnovazny distribucni koeficient
V; — objem stacionarni faze

Vm — objem mobilni faze

Hmotnostni distribu¢ni pomér mize byt uren z chromatogramu s pouzitim vzorce:
Dn=tr—tu/tm

tr — retencni Cas (nebo objem)

tw — mrtvy retenéni ¢as (nebo objem) nebo vzdalenost podél zakladni linie od bodu

nastiiku ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho nezadrzované slozce [16].
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2.4 Test zpusobilosti systému (SST)

Test zpusobilosti slouzi k ovéfeni priméfené wc¢innosti chromatografického
systému. Pro hodnoceni Gc¢innosti kolony se uzivaji tyto parametry: zdanliva ¢innost,
kapacitni faktor, rozliSeni, relativni retence a faktor symetrie. Mezi faktory, které
mohou ovlivnit chromatografické chovani patfi: slozeni mobilni faze a jeji iontova sila,
teplota, zdanlivé pH, pritokova rychlost, délka kolony, teplota, tlak a vlastnosti
staciondrni faze (porozita, velikost, typ Castic, specificky povrch). U chromatografie

s obracenymi fazemi ovliviiuje i¢innost kolony také rozsah chemické modifikace [16].

Faktor symetrie
Faktor symetrie piku (As) (nebo faktor chvostovani piku) se vypocita ze vztahu:
As =Wy s/ 2d
Wo 05 — Sifku piku v jedné dvaceting jeho vysky;
d - vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v jedné
dvacetin¢ jeho vysky.

Hodnota faktoru symetrie 1,0 znaci uplnou (idealni) symetrii piku [16].

U¢innost kolony

Ucinnost kolony se charakterizuje jako jeji schopnost separovat slozky smési.
Cim je kolona u¢inngjsi, tim 1épe dokaze slozky smési od sebe oddélit. Mirou éinnosti
kolony je pocet teoretickych pater kolony. Teoretické patro je pomyslna cast kolony, ve
které dochézi k ustaveni rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi. Délka této Casti
kolony se nazyva vyskovy ekvivalent teoretického patra H. Proto kolona o délce L ma
teoretickych pater a ¢im menSi ma vySkovy ekvivalent teoretického patra. Pocet
teoretickych pater 1ze urcit z chromatogramu z sitky piku v zakladné Yt nebo z sitky

piku v poloving jeho vysky Y1/, a reten¢niho Casu t, [25] :

N = 16(tr / Y1) nebo N = 5,54(tr / Y1)

N — pocet teoretickych pater

tr — retencni Cas
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Y — Sitka piku v zékladné

Y1/, — Sitka piku v poloviné

Podle van Deemterovy teorie vedou k rozsifovani zony v kolon¢ a tim k rustu
vyskového ekvivalentu teoretického patra tii déje:

e  Vifiva difuze — molekuly mobilni faze protékaji kolem zrnek stacionarni faze,
ruzné molekuly tak urazi riznou vzdalenost. Hlavni vliv na tento faktor ma
velikost a tvar ¢astic stacionarni faze a rovnomérnost jejich ulozeni.

e  Molekularni difize — molekuly slozky se snazi pronikat z mist s vySsi
koncentraci do mist s nizsi koncentraci.

e  Odpor proti pievodu hmoty — rizné molekuly pronikaji rizné hluboko do

stacionarni faze, ¢im hloubé&ji molekula pronikne, tim déle se v ni zdrzi [25].

RozliSeni
Rozliseni mezi piky dvou slozek, které maji podobnou vysku, lze ziskat ze
VZorce:
Rs=1,18(t2 — tr1) / W1 + Wh2
kde tr> >t
t1,tp — retencni Casy nebo vzdalenosti podél zakladni linie od bodu nastfiku ke
kolmicim spusténym z vrcholu dvou sousednich piki

Wh1,Why - Sitky pikll v poloviéni vysce

RozliSeni vétsi neZ 1,5 odpovida rozdéleni pikli na zakladni linii. Pro piky, které

vzajemné znacné 1isi svymi vySkami, nemusi byt vyse uvedeny vzorec vhodny [16].
Opakovatelnost

Opakovatelnost odezvy se vyjadiuje jako odhad relativni smérodatné odchylky

v procentech pro fadu naslednych meéteni porovnévaciho roztoku a vypocita se ze

vztahu [16] :
RSD,, _ 100 D> (yi—y):
y n-1

yi — jednotlivé hodnoty vyjadiené jako plocha piku, vyska piku nebo pomér ploch
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y — pramér jednotlivych hodnot
n — pocet jednotlivych hodnot

2.5 Validace analytickych metod

vvvvvv

Cilem validace je ur¢it podminky, za kterych je dand metoda pouzitelna, vhodna a

spolehliva pfi opakovaném pouziti v jedné i v riznych laboratofich.

Spravnost

Vyjadiuje shodu mezi ziskanym vysledkem a spravnou hodnotou. Spravnou
hodnotu lze zjistit jinou nezavislou metodou nebo se ptipravi modelovy vzorek ze
vSech slozek pfipravku a pfesné¢ pfidaného standardu. Spravnost se obvykle zjisti
analyzou nejméné Sesti vzorki a vyjadii se jako rozdil spravné a ziskané hodnoty nebo

jako vytéznost [26]:

vytéZznost = 100 x nalezena hodnota / spravna hodnota

Presnost

Piesnost je mira shody mezi jednotlivymi vysledky metody opakované
ziskanymi s jednim homogennim vzorkem. Obvykle se vzorek nezavisle Sestkrat
analyzuje kompletnim postupem véetné piipravy vzorku. Piesnost se vyjadii jako

relativni smérodatna odchylka Sesti méfeni [26].

Linearita

Linearita je schopnost poskytovat vysledky piimo Umérné koncentraci
stanovované latky. Obvykle se stanovuje minimalné pét riiznych koncentraci v rozmezi
50 — 150% deklarovaného obsahu. Pokud je metoda linearni, lze urcit smérnici
Z jednoho kalibracniho bodu. Pokud neni, musi se vysledky vyhodnocovat z celé

kalibra¢ni kiivky [26].
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Robustnost
Vyjadiuje miru vlivu proménnych podminek na vysledky analyzy. U HPLC se
sleduji zejména vlivy: sloZzeni mobilni faze, pH vodné slozky mobilni faze, teplota na

kolong, rychlost prutoku, stabilita analyzovanych vzorku,atd [26].

Selektivita
Selektivita je schopnost metody zmétit spravné a specificky stanovovanou latku

V piitomnosti jinych latek [27].

2.6 Stanoveni kyseliny askorbové a dehydroaskorbové

2.6.1 Kyselina askorbova

AA je bily nebo téméf bily krystalicky prasek nebo bezbarvé krystaly.
Pisobenim vzduchu a vlhkosti méni barvu. Je snadno rozpustna ve vodé, dobie
rozpustna v 96% lihu a prakticky nerozpustna v etheru. Taje pii asi 190°C za rozkladu.
Skladuje se v nekovovych obalech chranéna pied svétlem [16].

AA je velice dulezity antioxidant v nasem téle a hraje nezbytnou ulohu
v prevenci nemoci. AA a jeji oxidacni produkt, DHA, jsou biomarkery, které chrani
bunky pfed oxida¢nim stresem [15]. Lidské télo vitamin C syntetizovat nedokaze a
proto jej musime piijimat v potravé. Hlavnim zdrojem vitaminu C je ovoce a zelenina.
Kyselina askorbovd je rychle oxidovana na DHA, diky pfitomnosti dvou
hydroxylovych skupin. DHA ma vSak pouze 5% ucinku AA. Oxidacni reakce je
podminéna piedev§im plisobenim vysokych teplot, vysokého pH, svétla, pritomnosti
kysliku a kovovych ionti. Tato reakce je vratna a je podminkou antioxida¢niho
pisobeni AA. Uloha AA v metabolismu je komplexni. Ochrana pied plisobenim
hydroxylasy, pro syntézu kolagenu, ochranu ptfed onemocnénim srdce a cév i1 pred
rakovinou. Pomér AA a DHA je ukazatel redoxniho stavu organismu. Z tohoto diivodu
je dulezitd metoda pomoci niz Ize stanovit jak AA, tak DHA v biologickych

materidlech. Mnoho metod je zaloZzenych na vratnych redoxnich reakcich AA a DHA,
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jsou ale malo specifické a vysledek mize byt ovlivnén ptitomnosti redukénich ¢inidel

[17].

2.6.2 Kyselina dehydroaskorbova

DHA i AA jsou znamé jako biomarkery oxidativniho stresu. In vivo existuje
vitamin C predevsim v redukované formé, kdy po oxidaci dochazi ke wvzniku
semidehydroaskorbylového radikalu a kone¢nym produktem oxidace je DHA, ktera se
dostava do bun¢k (obr.6) [28]. DHA je tedy oxidovanou formou vitaminu C. Vitamin C
se uplatiuje v mnoha funkcich uvnitt bunc¢k, kam se dostdva specifickym
membranovym transportem. Tento transportni systém je vysoce specificky pro AA a
druhy transportni systém je specificky pro DHA. DHA je pfenasena pomoci GLUT
transportniho systému pro glukosu. U pienosu DHA se uplatiiuji zejména isoformy
GLUT1, GLUT3 a GLUT4 [29]. Pomér AA a DHA je ukazatelem redoxniho stavu
organismu [17]. Koncentrace DHA jsou udrzovany na pomérné nizkych hladinach,
proto 1 malé zvySeni jeji hladiny vede k odpovédi na environmentalni stres.

K redukci DHA zpét na AA muze dojit nékolika zptisoby: pomoci ferredoxinu,
ktery se nachazi v chloroplastech rostlin, pomoci NADPH dependentni MDA reduktasy
nebo pomoci dehydroaskorbatreduktasy [30].
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L-DHA

ascorbate

ascorbyl - radical

Obr.6 : AA a jeji rozkladné produkty [17]

2.6.3 Soucasné stanoveni AA a DHA

Hlavnim problémem stanoveni AA a DHA je jejich nestabilita ve
vodném roztoku. Negativn¢ puisobi na stabilitu AA a DHA vysoka teplota, pfitomnost
kysliku, vysoké pH, svétlo a kovové ionty. Proto je dilezité snizit plsobeni téchto
faktori na minimum [28]. Ptrekazkou pfi soucasném stanoveni AA a DHA je také
skutecnost, Ze AA velice snadno prechdzi na DHA a DHA se rychle méni na inaktivni
slouceninu. Dale je potiz ptfi vybéru vhodné detekce. AA a DHA vykazuji maximum
absorbance pfi rtiznych vinovych délkach, nevykazuji fluorescenci a vzorek se tak musi

upravit derivatizaci, ¢imz mohou vznikat chyby v méteni [17].
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2.6.3.1 Stabilita AA a DHA

AA je stabilni ve form¢ pevné krystalické latky nebo v kyselém roztoku [31].

Naopak je velice nestabilni v biologickém materialu, kde snadno dochazi k degradaci

nebo oxidaci. Z toho divodu se ke vzorku ptidavaji stabiliza¢ni ptisady jako je EDTA,

MPA (kyselina m-fosfore¢na) a dalsi latky, které vedou ke srazeni proteint. DalSim

zpusobem je zmrazeni vzorku na velmi nizké teploty, aniz by byla pifidana stabilizacni

latka [32]. Na stabilitu AA a DHA pusobi:

Vliv svétla — AA i DHA snadno podléhaji degradaci ptisobenim svétla. Byla
porovnavana stabilita roztoku AA v hnédych a pruhlednych barnkach bez
zatky za pokojové teploty. Bylo zjisténo, Ze nejvice stabilni je roztok AA
chranény pied svétlem [33].

Vliv teploty — Teplota je jeden z kli¢ovych faktort, které ovliviiuji stabilitu
AA a DHA v roztoku. Byla testovéna stabilita roztoku AA pfi teploté 4 °C,
10 °C a 25 °C. S rostouci teplotou stabilita roztoku AA klesala. Pti teplotach
60 a 80 °C klesla koncentrace AA béhem jedné hodiny na 20 % plvodniho
obsahu [33].

Vliv pH — Roztok AA je stabilngjsi v kyselém prostiedi. Pfi nizkém pH
nedochazi k rozkladu AA na askorbat. Byla porovnavana rizna extrakéni
¢inidla o riznych hodnotach pH, nasledné byla sledovana stabilita roztoku
AA. Obecné plati, ze kyselé pH kolem 2,1 bylo dostatecné pro stabilitu
roztoku AA. NejCastéji se jako rozpoustédlo pouzila metafosforecna
kyselina, nékdy v kombinaci s EDTA nebo organickymi pfisadami jako je
metanol a ACN [33].

VIliv koncentrace — Stabilitu AA a DHA ovliviiuje i koncentrace jejich
roztokll. Byla studovéna stabilita AA pii riznych koncentracich a nasledné
bylo zjisténo, Ze stabilita roste s rostouci koncentraci. Stabilita se vyrazné
snizuje pii koncentraci nizsi nez 0,1 mg/1 [33] .

Vliv stabilizatori — Pro zvySeni stability se Casto pouzivaji stabilizacni
piisady. Jako stabiliza¢ni ¢inidlo Sse pouziva napi. kyselina trichloroctova,
kyselina o-fosfore¢na, homocystein, kyselina Stavelova, trifluoroctova

kyselina, ditiotreitol nebo kombinace trichloroctové kyseliny s EDTA [33].
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e  Vliv kovovych iontt — Kovy vyrazné snizuji stabilitu AA v roztoku, z toho
divodu se pridavaji chelatacni Cinidla. Jako chelata¢ni ¢inidlo lze pouzit
EDTA, kterd kovové ionty vaze a tim stabilitu zvysi. Byla posuzovana
pfitomnost riiznych iontl na stabilitu roztoku AA. Bylo zjisténo, Ze nejveétsi

vliv na degradaci AA m¢ly ionty méd’naté [33].

2.6.3.2 Metody stanoveni AA a DHA

Stanoveni AA a jejich produktii je pomérné naro¢né, protoze AA je velice
nestabilni. V poslednich letech bylo vyvinuto mnoho metod pro stanoveni AA a DHA
zalozenych na riiznych analytickych principech. Rada metod byla zaloZzena na vratné
redoxni reakci AA-DHA. Tyto metody byly mélo specifické, ¢asto ovlivnéné jinymi
redukénimi Cinidly. Spektrofotometrické a enzymatické metody byly ovlivnitelné
jinymi analyty jako jsou ionty médi a zeleza, cukry nebo kyselina glukuronova.

Nejvice preferovanou metodou je HPLC, protoZe poskytuje nejvyssi selektivitu
a je vysoce citliva. Nejvice se vyuziva UV detektor nebo ED (elektrochemické detekce)
[15]. UV detekce je ale malo citliva metoda pro stanoveni AA a DHA v biologickych
materialech. AA ma maximum absorbance v rozmezi 244 — 265 nm. Pro DHA je
maximum absorbance pii vinové délce 185 nm, ale urcitou absorbanci vykazuje i nad
220 nm. Pro soucasné stanoveni AA a DHA je nezbytnad derivatizace DHA.
Chromatogram je zaznamenavan pii 360 nm. Dal$i zplsob stanoveni AA a DHA
s vyuzitim UV detekce je subtrakéni postup. Pomoci redukce DHA, dojde k pireméné
DHA na AA a stanovi se celkovy obsah AA. V plivodnim vzorku se stanovi obsah
pocatecni AA. Mnozstvi DHA se vypocita jako rozdil piivodni AA a celkové AA po
redukci DHA [17]. Mén¢ se vyuziva detektor fluorescenéni [15]. Nevyhodou pouziti
fluorescenéniho detektoru pro stanoveni AA a DHA je, ze AA a DHA nemaji
fluorescenéni vlastnosti a proto se pied stanovenim musi upravit derivatizaci [17].
Nejvyssi citlivost a selektivitu poskytuje MS detektor, ale pro vysokou potizovaci cenu
a provozni naklady je pro mnoho laboratoii nedostupny. HPLC-ED poskytuje vysokou
citlivost a selektivitu a eliminuje interference mezi slozkami. AA je pomérn¢ reaktivni a
snadno detekovatelna pomoci coulometrickych a amperometrickych systémt. DHA je
ale elektrochemicky inaktivni, a proto musi byt stanovena pomoci postupu subtrakce

[33]. Zakladni pfistupy pro stanoveni AA a DHA pomoci LC jsou: RP-HPLC, iontové

36



vymeénna, iontoveé parova a iontoveé vylucovaci chromatografie. Mobilni faze, které se u
téchto metod pouzivaji jsou cCasto slozité, obsahuji vice nez dvé slozky S rliznymi
modifikatory nebo ¢inidly a proto je v posledni dobé oblibena HILIC chromatografie
pro svou jednoduchost [17]. Piehled chromatografickych stanoveni AA a DHA v letech
2005 — 2010 je podrobnéji rozepsan v Tab.1.

Reverzni faze

Chromatografie na reverzni fazi se vyuziva k analyze AA a DHA velice Casto.
Dochézi vsak ke Spatnému oddéleni AA od mrtvého retencniho Casu. Pro ziskani
dostate¢né retence se pouzivd vysoké procento vodné slozky casto ve formé
anorganické/organické kyseliny nebo anorganického pufru v kombinaci s nizkym pH.
Pro potlaceni vzniku iontl je nutné pouzit hodnotu pH mobilni faze o 2 jednotky nizsi
nez pKa AA. Pro svou kyselost je ¢asto pouzivana v RP-HPLC kyselina chlorista, ma
silnou potlacovaci aktivitu jiz pii nizkych koncentracich, pouzivd se pro stanoveni
organickych kyselin.

Pro stanoveni AA a DHA se jako mobilni fdze pouZiva kyselina trifluoroctova,
sirova a fosforecna pii pH 2. Jedna ze dvou hlavnich nevyhod je pouziti 100%
koncentrace vody jako mobilni fazi. Vodnd mobilni faze neobsahujici organické
modifikatory mize negativné ovlivnit separacni ucinnost stacionarni faze Cig a pfi
dlouhodobém pouzivani mize dojit az k tzv. hydrofobnimu kolapsu staciondrni faze
[17]. Druhym problémem je nizké pH, které urychluje rozpad silikagelovych kolon.
Tento problém miize byt vyfeSen pouzitim presaturacni kolony nebo pouzitim
stabilniho nosice jako je oxid zirkonicity nebo polymer, které maji vyssi chemickou
stabilitu [17].

Iontové parova chromatografie

Iontové parovad chromatografie je separacni metoda, kterd zlepSuje nebo
umoziuje separaci sloucenin iontové povahy. Jako iontov€ parova cinidla se pouZzivaji
sodné soli alkylsulfonovych kyselin k separaci slouc¢enin kationtového typu a N-alkyl

kvartérni amoniové soli k separaci sloucenin aniontového typu [8].
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latka zdroj stacionarni faze mobilni faze detekce AA tg validaéni data rok
analyticka kolona
AA vina lontové vylu€ovaci A: voda-trifluoroctova UV 243 nm 2,3 r2=0,999 2006
PLRP- S 100A kyselina rec>95%
(150x4,6 mm, 5 pm) (99:1) RSD=0,8-2,2%
B: ACN-A (80:20) LOD=1mg/l
LOQ=5mg/|
AA enzymoveé Interstill CN-3 metanol UV 240 nm 4,5 r2=1,000 2006
AA-2G a dalsi hydrolyzaty (250x4,6 mm, 5um) 28,6mM H3PO4-NaH3P0O4 rec=97,3-106,3%
derivaty AA pH 2,1 (65:35) RSD=0,5-2,9%
20mg/| ditiotreitol
AADHA banan,papaya lontové vylu€ovaci 0,2% o-fosfore€na UV 245 nm 6 rec=99+6% 2006
redukce Dtt mango,ananas Shodex Rspak KC-811 kyselina LOD=0,1 mg/l
(250x4,6 mm, 5um)
AAiso-AA potraviny lontové parova ACN UV 265 nm 12,8 r2=0,9999 2006
obohacené LiChrospher RP-18 octan sodny pH 5,4 rec=99,7-105%
alkoholem (250x4,6 mm, 5um) decylamin, TCEP LOD=0,1um/100g
AA ostruziny Ultrasphere ODS 0,5% m-fosfore¢na DAD r2>0,99 2006
cukry, organické kyseliny (250x4,6 mm, 5um) kyselina 200-360 nm
AA acetaminofen,DHA léciva lontové parova 5mM CTMAB uv 4 RSD2=1,40% 2007
derivatizace OPDA Phenomenex 0,04% Na3PO4 pH 3,5 245 nm rec=99,7-101,8%
Synergie 4u hydro RP ACN 360 nm LOQ=50pmol
(150x4,6 mm, 5 pm) (90:10)
AA,DHA jahody, raj¢ata 1.C18Spherisorb ODS2 1.0,01% H2S0O4 pH 2,6 UV 245 nm rec=93,6-104,4% 2007
redukce DTT nebo BAL jablka (250x4,6 mm, 5um) 2.10mM KH2PO4 pH 3,5 RSD=0,6-3,9%
2.NH2-Spherisorb S5 ACN LOQ<0,61mg/100g
(250x4,6 mm, 5um) (60:40) LOD<0,18mg/100g
AAiso-AA potraviny HILIC ACN:66,7 mM octan UV 260 nm 8 r2=0,996 2007
AA-2G,AA-2BG napoje Interstil Diol amonny (85:15) RSD intra=0,5-2,8%

(250x4,6 mm, 5um)

RSD inter=0,5-2,1%

Vytéznost inter=98,7-105,8%
Vytéznost intra=99,1-104,1%

LOD=0,3 pg/ml
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L-AA, L-DHA potraviny NovaPak C18 80mM fosfatovy pufr pH 7,8 FD 1,89 r2=0,9997 2007
derivatizace OPDA (150 x 3,9 mm, 4 ym) metanol (84-16%) 355 nm LOQ=0,82 ug/ml
425 nm LOD=0,27 pg/ml
AA, kys.Stavelova, kys. castanea lontové vylucovaci 0,01M H2S04 UV 214 nm 30 neposkytnuto 2007
citrénova, kys. maleova sativa Nucleogel lon 300 OA
kys.cis-akonitova,kys. (300 x 7,7 mm, 7 um)
chinova,kys,fumarova
AA polotuha LiChospher 100-RP 18 0,2%m-fosforeéna kys. UV 254 nm 35 rec=95,46-101,54% 2007
kosmetika (90:8:2) RSD inter=1,22%
LOD=0,05 pg/ml
LOQ=0,17 pg/ml
AA UA iso-AA=IS plasma lontové parova 40 mM octan sodny ECD 3,2 vysledky uvedeny 2007
Supelco LC 18DB 1,3 mM Na2EDTA 280 mV pro stabilitu
(250 x 4,6 mm, 5 ym) 1,5 mM DTEAP
7,5% metanol
pH 4,65 upravené CH3COOH
AA, DHA-redukce DTT lidské Spherisorb ODS2 C18 metanol UV 254 nm rec=95,06+1,12% 2008
vitamin E mléko (250 x 4,6 mm, 5 ym) octova kyselina RSD=2,44%
mastné kyseliny (95:5) RSD=3,63%
AA kojenecké Spherisorb ODS2 C18 metanol UV 254 nm rec=95,06£1,12% 2008
vitaminy E a A mléko (250 x 4,6 mm, 5 pym) octova kyselina RSD=2,44%
Zelezo, selen v prasku (95:5) RSD=3,63%
AA tablety ZIC-HILIC ACN:50mM octan UV 268 nm 4,6 rec=98,81+104,45% 2008
IS=chlorogenova amonny pH 6,8 RSD=3,04-3,72%
kyselina (78:22) r2=0,9995
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AA
latka zdroj stacionarni faze mobilni faze detekce tr validaéni data rok |citace
analyticka kolona
AA,DHA tablety Luna HILIC ACN:75mM octan amonny uv 4 rec=98,50-100,72% 2009 [34]
(100x3,0 mm, 5 pm) pH 4,2 (15:85) 268 nm RSD=2,23-4,63%
Obelisc N 210 nm LOQ=5,0 pg/ml
(100x3,2 mm, 5 pm) CAD LOD=1,5 pg/ml
Obelisc R
(100x3,2 mm, 5 pm)
AADHA,UA lidska YMC ODS-AQ A:metanol ED r’=0,97-0,99 2009 [35]
IS=homogentisinova plasma 3,0mm x 150mm, 3um B:150mM chloroctova kyselina 450 mV
kyselina Hypersil Gold C;s 2mM edetan disodny
2,1mm x 20mm, 1,9 ym pH 3 upravené NaOH
2,9imm x 100mm, 1,9 ym
AA lykopen Stava z Spherisorb ODS 2 0,01% H,SO,4 pH 2,6 uv vysledky uvedeny 2009 [36]
vodniho 4,6 mm x 250 cm, 5 pm pro stabilitu
melounu 245 nm
DHA mysi plasma, Atlantis dC18 50 mM fosfatovy pufr pH 2,8 ED 2,5 neposkytnuto 2010 [37]
mysi tkan (150x4,6 mm, 5 um) 540 ym EDTA 0,6 V
Atlantis dC18, predkolona 2% ethanol
(20x4?6 mm, 5 ym)
L-AA salat, mrkev, Microsorb-MV C18 H,O s AMP pH 2,2:ACN s UV-VIS neuvedeno 2010 [38]
kvétak, zeli, (250x4 mm, 5 pm) 10 mM tetrabutylbromid 238 nm
rajCata, Cekanka

2

AA-2BG
BAL
CAD

2-0O-0-D-glukopyranosyl-L-askorbova kyselina
2-O-B-D-glukopyranosyl-L-askorbova kyselina
2,3-dimerkapto-1-propanol
Charged Aerosol Detektor

DAD detektor s diodovym polem
DTT dithiotreitol
IS vnitini standard

GSH glutation

GSSG  oxidovany glutation
OPDA o-fenyldiamin
TCEP  [2-karboxyetyl]fosfan

UA kyselina moc¢ova
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Iontoveé parova inidla

CTMAB
DTEAP
DTMACI

cetyltrimetylamonium bromid
dodecyltrietylamonium fosfat

dodecyltrimetylamonium chlorid




Iontové parova chromatografie se Casto pouziva k analyze AA a DHA. Jako
mobilni faze se vyuzivaji hlavné anorganické pufry. Anorganické soli mohou ucpat
prvky priatokové linie vstupni a vystupni ventily a to muze vést k jejich nespravné
funkci. Zména vodného pufru na mobilni fazi s vysokym obsahem organickych
rozpoustédel musi byt provadéna opatrné a postupné, aby nedoslo k precipitaci pufru.

Dalsi nevyhodou je, ze anorganické pufry nejsou kompatibilni s MS detekci,
protoze nejsou tékavé. Mobilni faze je komplexni a Casto se sklada z péti 1 vice slozek.
Reprodukovatelnost a selektivita téchto metod byva nizka. Retence pak zavisi na typu a
koncentraci iontové parového ¢inidla a typu analytické kolony. Tato ¢inidla nejsou
doporucena pro LC-MS, protoze Casto zlstavaji uvniti iontového zdroje a poskytuji
fale$né pozitivni vysledky i dlouho po jejich pouziti [17].

Dalsi nevyhodou je, ze snizuji Zivotnost kolon a proto se musi provadéet
optimalizace velice opatrné a s co nejniz§imi koncentracemi. lontové parova cinidla
Casto vedou ke snizovani stability separace nebo mohou vést ke zvySovani tlaku
S kazdym dal$im nastfikem vzorku. Hrozi i moZnost precipitace s ostatnimi slozkami
mobilni faze. Z téchto divodl neni iontové parova chromatografie idedlni metodou

v moderni analytické laboratofi [17].

Iontové vyménna chromatografie

Iontové vyménna chromatografie vyuzivd ménice iontll, coZ jsou nerozpustné
latky. Tyto latky ve styku s vodnou fazi uvolnuji elektrostatickou disociaci ionty, které
mohou byt nahrazeny ionty z roztoku, které¢ maji k ménici vétsi afinitu. Proces iontové
vymény je vratny d¢j, ktery zéavisi na afinit€ iontd k méni¢i a hlavn€ na jejich
koncentraci [39].
Tato metoda byla pouZita jako prvni k analyze AA. AA lze dobie zadrZet na aniontové
vymeénné staciondrni fazi typu SAX (silny anex), protoze se chova jako slaba kyselina.
Jako mobilni faze se vyuzivaji anorganické pufry nebo kyseliny s nizkou hodnotou pH.

Tato metoda se nestala pfili§ popularni pro stanoveni AA a DHA [17].

Iontové vylucovaci chromatografie.

Stacionarni  faze je zalozena na sulfonované sférické PS/DVB
(polystyren/divinylbenzen) pryskyfici v riznych iontovych formach (Polypore H nebo
Nucleogel Ion 300). Mobilni fazi byva casto silna anorganicka kyselina (kyselina

sirova, fosforecna, sulfonova) bez organické modifikace. Retence je kontrolovana na
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zaklad¢ elektrostatickych repulznich sil, hydrofobnich interakci a velikostniho
rozd&leni. Funkéni skupina (SOs) nebo (SO3%) ionexu odpuzuje stejné nabité ionty
elektrostatickou silou a brani jim ve vstupu do PS/PVD (polystyren/polyvinylpyridin)
systému. Siln¢ ionizované rozpusténé latky jsou pak z pori systému vylouceny.
Neutralni rozpusténé latky nejsou ovlivnény elektrostatickymi silami, k jejich
separaci dochazi na zaklad¢ hydrofobnich interakci. Slabé ionizované latky jako jsou
organické kyseliny véetné AA 1 DHA jsou eluovany nékde mezi, diky elektrostatickym
silam a Caste¢né penetraci do porti, kde dochazi k hydrofobnim interakcim. Velikostni
rozdéleni také ovlivituje retenci, kdy vetsi molekuly jsou vylouceny ze systému pora.
Tento typ chromatografie je ve srovnani sRP nebo ionto-vyménou
chromatografii elegantnéjsi typ chromatografie. Stacionarni faze je stabilni 1 pfi nizkém

pH diky polymernimu zakladu [8].

HILIC — chromatografie hydrofilnich interakci

Hydrofilni interakéni chromatografie slouzi k separaci hydrofilnich polarnich
sloucenin [8]. Stacionarni faze je polarniho charakteru, obvykle obsahuje hydroxy-
ethyl, diolovou nebo amino skupinu. Vyhodou HILIC je moznost vyuziti LC-MS
s vysokou citlivosti [17].

HILIC je alternativou ke konven¢ni RP-HPLC nebo NP-HPLC. Je vyhodna pro
malé polarni molekuly, které jsou slabé zadrZzovany nebo vymyvény s mrtvym
objemem pii pouziti RP-HPLC. NP-HPLC byla casto nahrazovana HILIC z divodu
Spatné reprodukovatelnosti, nizké rozpustnosti analyti v NP-mobilni fazi a kvali
problémim pfi spojeni s detekci pomoci hmotnostni spektrometrie.

Retence analytu je zaloZena na rozdélovani mezi vrstvou hydrofilni staciondrni
faze obohacené o vodu a pomérné velkym mnozstvim hydrofobniho eluentu, tim byva
nejcastéji smeés 5-40 % vody a ACN. Mobilni faze obsahuje vysoké procento
organickych rozpoustédel a pouze malou ¢ast vody nebo tékavych pufra [8]. Mezi
pufry, které jsou vhodné pro HILIC patii amonné soli, nejcastéji octanu nebo
mravencanu. Doporufované jsou i octova a mravenci kyselina pro svou dobrou
rozpustnost v organickém rozpoustédle 1 pii vysokych koncentracich. Pfi pouziti fosfath
a jinych pufrd s nizkou rozpustnosti hrozi riziko srazeni [12].

Primarnim principem separace je rozdélovani na zdkladé¢ vodikovych vazeb.
Hydrofilngjsi stacionarni faze vice poutd vodu z mobilni fidze a retence solutu se

zvysuje. Retencni mechanismus tak lze vysvétlit jako rozdélovani solutu mezi na vodu
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bohatsi stacionarni fazi a na vodu chudsi mobilni fazi [8]. Eluce je umoznéna
zvySovanim polarity stacionarni faze, dochazi tak ke zvySovani podilu vodné slozky
[17]. Retence se zvySuje s polaritou analytu a snizuje se zvySenim polarity mobilni
faze. Sekundarnim mechanismem, ktery miize ovlivnit selektivitu jsou elektrostatické
interakce s nabitou stacionarni fazi [8]. Nevyhodou elektrostatickych interakci je
potieba soli nebo pufrii v mobilni fazi, které mohou narusit interakce analytu. Vyssi

koncentrace pufrii mohou vést ke snizeni citlivosti hmotnostniho detektoru [12].
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3. Experimentalni ¢ast
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3.1 Pouzité chemikalie

Acetonitril LC-MS Chromasolv, FLUKA, SIGMA-ALDRICH, CR
Kyselina mravenci 98-100% puriss p.a., Riedel de Haen

Kyselina octova, FLUKA, SIGMA-ALDRICH, CR

Kyselina trifluoroctova, FLUKA, SIGMA-ALDRICH, CR

Roztok hydroxidu amonného, FLUKA, SIGMA-ALDRICH, CR
Kyselina L-askorbova, FLUKA, SIGMA-ALDRICH, CR
Kyselina dehydroaskorbova, FLUKA, SIGMA-ALDRICH,CR
Ultracista voda Millipore MilliQRG, Millipore Corp., USA

3.2 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy Sartorius 2004 MP, Némecko
Laboratorni pH metr Microprocessor pH Meter pH 212, Hanna instruments, USA
Kapalinovy chromatograf, ACQUITY ULTRA PERFORMANCE LC, WATERS
Sample manager, Binary solvent manager,
Detektor, Micromass QUATTRO Micro API, ESCI kombinovany iontovy zdroj
Kolony:
e ACQUITY UPLC BEH HILIC, (2,1 x 100 mm) 1,7 pum, WATERS
e ACQUITY UPLC BEH Shield RP18 (2,1 x 100 mm) 1,7 um , WATERS
e ACQUITY UPLC BEH AMIDE (2,1 x 100 mm) 1,7 um, WATERS

3.3 Priprava mobilni faze a analytu

Pro fedéni a pfipravu vSech roztokli byla pouzita vyhradné ultracistd voda

filtrovana ptes 0,20 um membranovy filtr.

3.3.1 Priprava mobilni faze

SloZeni mobilni fdze mélo zasadni vliv na retenci analytl. Organickou slozkou

mobilni faze byl ACN. Kromé¢ ultracisté vody byly pouzity 0,1%, 0,05%, 0,01%
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kyselina mravenci, 0,1%, 0,05%, 0,01% kyselina octovd, které byly piipraveny
pfidanim daného mnozstvi kyseliny mravenc¢i nebo octové do vody.

Dalsimi vodnymi slozkami byl 5 mM, 1 mM, 0,5mM mravenc¢an amonny o pH
3,5, dale 7,5 mM a 5 mM octan amonny 0 pH 4,4 a pH 6,8. Byly pfipraveny piidanim
daného mnozstvi kyseliny octové nebo mravenc¢i do vody a nésledné titrovany
hydroxidem amonnym na piedepsanou hodnotu pH. Roztoky byly kvantitativné

pievedeny do odmérné baiiky a doplnény ultracistou vodou po rysku.

3.3.2 Priprava analytt a vzorki

Roztok AA byl pfipraven rozpusténim 0,00085 g v 50 ml odmérné bafice ve
smési ACN:H,0 v poméru 50:50. Roztok DHA byl pfipraven rozpusténim 0,00085 g
vV 50 ml odmérné baiice ve smési ACN:H,0 v poméru 50:50. Bylo navéazeno 0,00085 g
AA i DHA z divodu dostateéné odezvy detektoru. 100 ul AA a 100 ul DHA bylo
vpraveno do vialky a dopln&no na 1000 pl. Koncentrace AA a DHA byla 10°M.

Dal§imi pouzitymi rozpoustédly standardi AA a DHA byly 0,1 % kyselina

mravenci, 0,1 % kyselina octova a 0,1 % kyselina trifluoroctova (TFA).

3.4 Optimalizace metody

Pti vytvafeni LC-MS metody je mnoho podminek, které musi byt
optimalizovany. Aktudlni podminky jsou vysoce zdvislé na povaze analytu, ale i na LC
separaci. Kazdy analyt vyzaduje individudlni optimalizaci. Citlivost je vysoce zavisla
na pouzitém piistroji a podminkach stanoveni. Povahou analytu bude do zna¢né miry
urcena pouzita technika ionizace. Podstatny vliv na kvalitu vysledki mé cistota ¢inidel
a rozpoustédel [24].

Pro optimalizaci metody byly pouzity analytické kolony BEH Shield RP C18,
BEH HILIC a BEH Amide. Prutokova rychlost byla nastavena na 0,3 ml/min a objem
nastfiku byl 5 pl. V rdmci optimalizace byl sledovan vliv pH, koncentrace a sloZeni
mobilni 1 stacionarni fize na retenci a stabilitu AA a DHA. Daéle bylo nutné zjistit
vhodné parametry pro nastaveni hmotnostniho detektoru, jako je nastaveni iontového

zdroje a nastaveni analyzatoru v jednotlivych moddech jako je SIM (sledovani
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vybraného iontu-selected ion monitoring), SRM (sledovani produktu rozpadu iontu-

selected reaction monitoring) a skenu jednotlivych iontd.

3.5 Test zpusobilosti

Byl proveden SST (system suitability test), test vhodnosti systému pro konkrétni
analyzu (pfi MS detekci se sleduje pouze opakovatelnost nastfikli, byly sledovany
retenéni Casy a plochy pikil). Tento test zajist'uje piesnost a reprodukovatelnost méteni.

Bylo provedeno deset nastiiki standardu AA a DHA.

3.6 Validace metody - Linearita a citlivost

Validace metody byla pouze ¢astecnd, probihala za pouziti metody vyvinuté na
kolon¢ BEH Shield RP C18 pfi prutoku 0,3 ml/min a nésttik byl 5 pl. Jako mobilni faze
byla pouzita smés ACN:H,0 Vv poméru 65:35.

Kalibra¢ni kiivka byla sestavena na zakladé¢ meéfeni roztokidi standardi AA
a DHA v koncentraénim rozmezi 5x10° — 5X10'9g/ml. Jednotlivé roztoky byly
pripraveny ziedénim na ptislusné koncentrace (5 pg/ml, 2 pg/ml, 1 pg/ml, 0,5 pg/ml,
0,2 pg/ml, 0,1 ug/ml, 0,05 pg/ml, 0,02 pg/ml, 0,01 pg/ml, 0,005 pg/ml, 0,002 pg/ml,
0,001 pg/ml). U kazdé koncentrace byly provedeny dva nastfiky. Aby byla metoda
pouzitelnd pro stanoveni, je nezbytné, aby byla kalibracni kiivka linedrni. Dale byl

stanoven limit detekce a limit kvantifikace.
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4. Vysledky a diskuse
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4.1 Optimalizace podminek stanoveni AA a DHA

4.1.1 Vybér ioniza¢ni techniky

Byla provedena piedb&ézna meéfeni pii dvou typech ionizace a to ionizace
elektrosprejem a chemicka ionizace za atmosférického tlaku a ob&é méfeni byly
provedeny Vv pozitivnim i negativnim rezimu (obr.7-14). Nejlepsi vysledky byly ziskany
pfi ionizaci elektrosprejem v negativnim rezimu (ESI-). ESI je technika, ktera je
vyhodné u latek termolabilnich a polarnich, proto ji lze vyuzit pro ionizaci vitaminu C,
ktery je citlivy na vysokou teplotu a ma polarni charakter. Pomoci tohoto typu ionizace
doslo ke vzniku zaporné nabitych molekul, kdy doslo k fragmentaci neutralnich
molekul AA a DHA za vzniku zdpornych iontti. Doslo ke ztraté protonu, kdy plati [M-
H] = x-1. Pro AA x=176,09 a pro DHA x=174,02. [M-H] pro AA=175,09 a [M-H]
pro DHA=173 (x = Mr — relativni molekulova hmotnost). Dalsi fragmentaci AA pak
vznikaly ionty o molekulové hmotnosti 131,12 a 115,2 a 87,9. Dalsi fragmentaci DHA
vznikaly molekuly o molekulové hmotnosti 143,11 a 112,96 a 99,23.

2008 04 16 AAESINEG 10-3 HCOOH 1 (0.702) Scan ES-
100+ 174.877 121e8
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12712
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90631
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Obr.7 : MS sken AA pfi ESI negativnim
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Obr.8 : MS sken AA pii ESI pozitivnim
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Obr.9 : MS sken AA pii APCI negativnim
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Obr.10 : MS sken AA pti APCI negativnim
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Obr.11 : MS sken DHA pii ESI negativnim
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Obr.12 : MS sken DHA pii ESI pozitivnim
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Obr.13 : MS sken DHA pii APCI negativnim
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Obr.14 : MS sken DHA pii APCI positivnim
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4.1.2 Volba mobilni a stacionarni faze

Vybér vhodné mobilni a stacionarni faze zalezel predevsim na tvaru, ploSe piku
a reten¢nim ¢ase. Organickou slozkou mobilni faze byl ACN. Béhem vyvoje metody
pro soucasné stanoveni AA a DHA byl sledovan vliv vodné slozky mobilni faze a
stacionarni faze na retenci . Vliv slozeni mobilni faze na retenci je zndzornén na obr.15,
pfi méteni na koloné¢ BEH Shield RP C18.

K nejlepsi odezvé detektoru dochazelo pii pouziti kyseliny octové a ACN
v poméru 10:90 jako mobilni faze, ale citlivost byla nizk4, dochazelo také ke
chvostovani pika. Nizké citlivosti bylo dosazeno i s mobilni fazi H,O:ACN 10:90, i
kdyz tvar piku byl symetricky. Ztoho divodu byla jako mobilni faze zvolena
H,0:ACN 35:65 s pfijatelnou citlivosti i tvarem piku.

B VODAQ0
. . o es OVODAT70
Slozeni mobilni faze
B VODA 50
EVODA30
EVODA10

2500 B HCOOH10

OHCOOH30

] B HCOOH50
2000

OHCOOH70
OHCOOH90
1500 B CH3COOH10

B CH3COOH30

] O CH3COOH50
1 000 B |_

B CH3COOH70
- OCH3COOH90
500 OAMF10
OAMF30
m I OAMF50
0 - T

DHA AA OAMF70

Obr.15 : Vliv slozeni mobilni faze na retenci

AA je velice nestabilni v roztoku, kdy snadno dochdzi k jeji oxidaci na DHA
nebo degradaci. Jeji stabilitu lze zvysit snizenim pH, proto bylo provedeno okyseleni
vzorku 0,1%, 0,05% a 0,01% kyselinou octovou a kyselinou mravenc¢i (obr.16). Pti
okyseleni AA a DHA ale nedochazelo k jejich separaci, naopak lepSich vysledkl bylo

dosaZeno se snizujici se koncentraci kyselin. Proto byla jako rozpoustédlo AA a DHA
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zvolena H,O a ACN v poméru 50:50. SloZeni rozpoustédla je podobné jako slozeni
mobilni faze, ktera se také skladala z ACN a H,0.

Meéfeni probihala na kolonach BEH HILIC, BEH Shield RP C18, BEH Amide.
Pii méfeni na koloné BEH HILIC nebylo dosazeno dobrych vysledkd (obr.17-21).
Nedochézelo k separaci AA a DHA. Na této kolon¢ byla jako vodna slozka mobilni
faze proméfovana ultracista voda v koncentracich 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 70%,
90%. Dale byla provedena méteni s 0,1% HCOOH a 0,1% CH3;COOH a mravencanem
amonnym o pH 3,5 ve stejném koncentraénim rozmezi jako v pifedchozim piipadé.

DalSim typem stacionarni faze byla BEH Amide kolona (obr. 22-24). Pomoci
této kolony nebylo dosazeno rozliseni AA a DHA, proto byla tato kolona pro stanoveni
nevhodna. Jako vodna slozka mobilni faze byly na této koloné pouzity 0,001% ACAC,
0,1% ACAC, 0,1% NH4OH, octanovy pufr o pH 4,4 2 6,8."

OKYSELENI VZORKU
45000
40 000
35000
B ACACO.1
30 000 @ ACACD.01
25 000 @ ACACO.05
@ HCOOHO.1
20 000 O HCOOHO.01
15 000 B HCOOHO0.05
| H20
10 000 -
5000 -
0

Obr.16 : Vliv okyseleni vzorku na odezvu detektoru
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Zaznamy separace AA a DHA na koloné BEH HILIC

SIM
2008 1023 SIMHCOOH30 2: SIR of 1 Channel ES-
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Obr.17 : Separace AA a DHA na koloné¢ BEH HILIC se slozenim mobilni faze
HCOOH:H,0 30:70
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SIM

2008 10 23 SIM AMF30 2: SR of 1 Channel ES-
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Obr.18 : Separace AA a DHA na kolon¢ BEH HILIC se slozenim mobilni faze AMF
pufr:H,0O 30:70
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Obr.19 : Separace AA a DHA na kolon¢ BEH HILIC se sloZzenim mobilni faze
ACN:H,0 50:50
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Obr.20 : Separace AA a DHA na kolon¢ BEH HILIC se slozenim mobilni faze
HCOOH:ACN 30:70
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Obr.21 : Separace AA a DHA na kolon¢ BEH HILIC se slozenim mobilni faze
CH;COOH:ACN 30:70

Na kolon¢ BEH HILIC nedochézelo k separaci AA a DHA, pro stanoveni byl tento typ
kolony nevhodny.
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Zaznamy separace AA a DHA na koloné BEH Amide

SIM
2009 10 19 DHA6,8PUFR 20 2: SIR of 1 Channel ES-
1.29 TIC
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0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 8.50 9.00
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1.83 TIC
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%

Obr.22: Separace AA a DHA na koloné BEH Amide se slozenim mobilni faze ACAC
pufr pH 6,8:ACN 20:80
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Obr.23 : Separace AA a DHA na kolon¢ BEH Amide se slozenim mobilni faze
0,1% ACAC :ACN 30:70
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Obr.24 : Separace AA a DHA na kolon¢ BEH Amide se slozenim mobilni faze
0,001% ACAC :ACN 20:80

Kolona BEH Amide byla nevyhovujici, nedoslo k rozliSeni AA a DHA. Dochdzelo

k chvostovani piku.
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Nejlepsich vysledkii bylo dosazeno na koloné BEH Shield RP C18 (obr.25-28).
Uspokojujici zaznamy byly ziskany pii 65% koncentraci organické slozky (ACN), kdy
dochazelo k nejlepsi separaci AA a DHA. Z toho divodu bylo pfi této koncentraci
organické slozky provedeno méfeni s pufry, které jsou kompatibilni s HPLC-MS, jako
je mravencan amonny pH 3,5 a octan amonny o pH 4,2 a 6,8. Citlivost byla ale nizka,
navic nedochazelo k separaci AA a DHA. Dale bylo provedeno méteni s 0,05% a
0,01% HCOOH a také s 0,05% a 0,01% CH3sCOOH. Za pouziti téchto mobilnich fazi
doslo k lepsimu rozliSeni piki, ale citlivost byla stidle nizkd. U kyseliny octové i
mraven¢i jako vodné slozky mobilni faize se AA a DHA rozdélily, kdy se jejich
rozliSeni zvySovalo se snizujici se koncentraci kyselin. K optimalnimu rozdéleni

S vhodnymi reten¢nimi ¢asy doslo pii pouziti ultracisté vody a ACN v poméru 35:65.
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Zaznamy separace AA a DHA na koloné BEH Shield RP C18

SIM
2008 11,03 SIM HCOOH0 2 SIR of 1 Channel ES-
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o e
10 1516
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%
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Obr.25 : Separace AA a DHA na kolon¢ BEH Shield RP C18 se slozenim mobilni faze
HCOOH:ACN 30:70

Kyselina mraven¢i nebyla pfijatelna mobilni faze, nedochazelo k separaci

stanovovanych slozek. Piky byly symetrické.
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Obr.26 : Separace AA a DHA na kolon¢ BEH Shield RP C18 s vyuzitim mobilni faze
CH3COOH:ACN 30:70

Pti pouziti kyseliny octové a ACN v poméru 30:70 doSlo k rozliSeni AA a DHA, ale

retencni ¢asy byly nizké.
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Obr.27 : Separace AA a DHA na kolon¢ BEH Shield RP C18 se slozenim mobilni faze
AMF:ACN 30:70

SloZzeni mobilni faze AMF:ACN neni pfijatelné, nedoslo k oddéleni separovanych

slozek.
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Obr.28 : Separace AA a DHA za optimalnich podminek ( H,O:ACN 35:65).

Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno za pouziti kolony BEH Shield RP C18
s mobilni fazi HpO:ACN. Doslo k rozliSeni obou slozek s pfijatelnymi hodnotami
retencnich Cast i tvary pikii. Optimélni pomér mobilni faze byl 35:65. Pii zvySovani

podilu vodné slozky v mobilni fazi dochéazelo k snizovani citlivosti.
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4.1.3 Optimalizace MS metody

Nastaveni iontového zdroje pro ESI ~ bylo optimalizovano na zdklad¢ plochy pikt a

poméru S/N.

4.1.3.1 Teplota desolvatace
Dulezitym parametrem, ktery ovliviluje ionizaci je teplota. Byla provedena

meéfeni s rozmezim teplot od 250-450 °C. Optimalni teplota pii niz byla pozorovana
nejlepsi ionizace pro ob¢ latky byla 350 °C (obr.29).

1800

Teplota desolvatace @250 degrees

1600
0300 degrees

1400 -

W 325 degrees

1200 0350 degrees

1000 0375 degrees

0400 degrees

800

0450 degrees

2007 l_ R
04 . el

AA DHA

Obr.29 : Vliv teploty desolvatace na odezvu detektoru

4.1.3.2 Napéti na kapilare
Pro zjis$téni optimalniho napéti na kapilare byla provedena méfeni s nastavenym

napétim 1,5V, 2,0V, 2,5V, 3,0V, 3,25V, 3,5V a 3,75V. Nejlepsi signal se pro AA a pro
DHA 1i8i. Pro AA byla pozorovana nejlepsi odezva pii 3,0 V, pro DHA pfi 3,25V.
Optimalni napéti na kapilare bylo kompromisem 3,0 V (obr.30).
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Obr.30 : Vliv napéti na kapilafe na odezvu detektoru

4.1.3.3 Extraktor
Dalsi veli¢inou, kterou bylo tfeba optimalizovat bylo nastaveni extraktoru,

soucasti iontové optiky. Byla provedena méfeni s nastavenim 0, 1, 3, 5, 10 a 20 V.
nejlepsi odezva pro AA i DHA byla pozorovana pii 1,0 V (obr.31).

1800

Tune - Extractor DEO0.0
1600
WE10
1400 +—
@E3.0
1200 +—
OES.0
1000 1— B
— EE 10.0
800 +—
OE 20.0
600 +—
400 +—
200 +—
0
AA DHA

Obr.31 : Vliv nastaveni extraktoru na odezvu detektoru
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4.1.3.4 RF ¢ocka
RF ¢ocka sméfuje ionty do stfedu kvadrupdlu [40]. Méfeni probihalo pfi 0, 0,5,
1 a2 V. Nalezena optimalni hodnota pro AA i DHA byla 0,5V (obr.32).

3000

RF - ¢ocka ORF 0.0

2500 +—

ORF 0.5

ORF 1.0
2000 +—

ORF 2.0

1500 +——

1000 +—

500 +—

il _BNE W

AA DHA

Obr.32 : Vliv nastaveni RF ¢oc¢ky na odezvu detektoru

4.1.3.5 Protiproud dusiku na vstupnim kuZelu
Byla provedena méteni pti pritoku 0, 50, 100 a 150 V. Ideélni hodnota pro AA

i DHA byla 50 V (obr.33).

3000
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0 , !
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Obr.33 : Vliv prutoku plynu na odezvu detektoru
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4.1.3.6 Priitok dusiku p¥i odparovani
Byla provedena méfeni pii pratoku 200, 300, 500 a 700V. Nejlepsi citlivost byla

pozorovana pii prutoku 700 V, ale z energetickych divodi byla jako optimalni zvolena

hodnota 500 V (obr.34).

3500

Prutok dusiku pri odparovani B gas flow 200

3000

Ogas flow 300

2500

W gas flow 500

2000

Ogas flow 700

1500 +—

1000 +—f

500 —

0
AA DHA

Obr.34 : Vliv prutoku plynu na odezvu detektoru

4.1.3.7 Napéti na vstupnim kuZelu
Optimalni hodnota napéti na vstupnim kuzelu se pohybuje v rozmezi 20-70V.

Toto napéti je ditlezité pro transport iontll do oblasti vakua [38]. Byla provedena méfeni
pti 5, 20, 25, 30, 35, 40, 60, 80 V. Nejvyssi citlivost byla naméfena pii hodnotach 25 V
pro AA a 20 V pro DHA (obr.35).
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Obr.35 : Vliv napéti na vstupnim kuzelu na odezvu detektoru

DHA

parametr hodnota
teplota desolvatace 350°C
napéti na kapilare 30V
extraktor 1V
Rf ocky 0,5V
pritok plynu na
kuzelu 50 V
pritok plynu pfi
desolvataci 500 V
AA-20V
napéti na kuzelu DHA - 25V

Tab.2 : Souhrn optimalnich parametra pro ESI- ionizaci AA a DHA
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4.1.4 Méreni v modu MS/MS

Tandemova spektrometrie ( MS/MS) je vicestupniova hmotnostni spektrometrie.
MS/MS se pouziva predevsim pro urceni struktury neznamych latek a identifikaci latek
ve slozitych smésich. MS/MS zahrnuje dva MS systémy. Prvni MS systém provadi
vybér pozadovaného iontu z proudu iontii produkovaného v iontovém zdroji. Vybrané
ionty prochézeji oblasti, kde dochazi k jejich fragmentaci nebo chemické reakci. Druhy
MS systém zaznamendva vznikajici produkty. Tandemova spektrometrie neni omezena
jen na dvé etapy, lze provést i vicestupiiové MS. Mezi prekurzorovym a produktovym
iontem je nepopiratelna souvislost, proto je to metoda velice specificka [4].

Pti MS/MS o kolizni energii 10V doslo k fragmentaci AA o molekulové
hmotnosti 175 na fragmenty o molekulové hmotnosti 131 a 115 a zaznamenana byla i
puvodni AA (obr. 36). Pfi zvySeni kolizni energie na 20V doslo k rozsahlejsi
fragmentaci za vzniku produkti o molekulové hmotnosti 131 a 87 a jen malého
mnozstvi plivodni molekuly (obr. 37). Pfi fragmentaci DHA o molekulové hmotnosti
173 pti kolizni energii 10V vznikly produkty o molekulové hmotnosti 143 a 113
(obr.38). Zvysenim kolizni energie na 20V byla DHA S$tépena na produkty o
molekulové hmotnosti 143, 129, 113 a 87 (obr.39). AA a DHA se zfejmé $té€pi na
produkty uvedené v obrazku 40 a 41. Byla provedena optimalizace kolizni energie a

SRM ptechody. Optimalni kolizni energie pro AA 1 DHA byla 20V.
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0 131 1776
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R T J s 174.43
N Y N .

HH‘HH‘\H\‘H\\‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘\H\‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘H\\“HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘mIZ

n &0 9 W w o X W X W w B 10 AN

Obr.36 : Sken produktovych iontiit AA pfi kolizni energii 10 V
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Obr.37 : Sken produktovych iontit AA pfi kolizni energii 20 V
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Obr.38 : Sken produktovych iontd DHA pfi kolizni energii 10 V
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Obr.39 : Sken produktovych iontd DHA pfi kolizni energii 20 V
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Obr.40: Pravdépodobné produkty Stépeni AA
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Obr.41: Pravdépodobné produkty St€peni DHA

4.2 Test zpusobilosti systému

Soucasti validace analytické metody je test zpiisobilosti systému. Test byl
proveden nastiikem roztoku AA a DHA za optimalizovanych podminek v Sesti sériich.
Byla tak stanovena opakovatelnost nastiik (SST). Byly sledovany plochy a retencni
Casy piktli. Po provedeni SST testu pro SIM rezim byla naméfena relativni smérodatna
odchylka plochy pika 1,63% pro AA a 8,95% pro DHA. Relativni smérodatné
odchylky reten¢nich ¢ast byly 1,3% pro AA a 0,69% pro DHA. Byl proveden i SST
pro SRM rezim, kde byla naméfena relativni smérodatna odchylka plochy pikt 9,58%
pro AA a 1,93% pro DHA. Relativni smérodatné odchylky retenc¢nich ¢ast byly 1,12%
pro AA a 0,00% pro DHA. RSD pro SIM i SRM reZim jsou shrnuty v tabulce ¢.3. RSD
retencnich Casli pro AA nevyhovuji pfedepsanym limitim a tak i SST test nevyhovuje

pfedepsanym limitim.

RSD % AA DHA

SIM plocha 1,63 8,95

ret.Cas 1,3 0,69

SRM plocha 9,58 1,93
ret.Cas 1,12 0

Tab.¢.3: Vysledky SST pro SIM a SRM rezim
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4.3 Validace metody - Linearita a citlivost

VSechny roztoky, pomoci kterych byla sestavena kalibra¢ni kiivka (obr.42,43),
byly pfipraveny tésné pfed analyzou, aby se zabranilo nezadoucimu moznému rozkladu
AA a DHA. Byly méfeny roztoky, obsahujici AA i DHA v koncentracich 5 pg/ml, 2
ug/ml , 1 pg/ml, 0,5 pg/ml, 0,2 pg/ml, 0,1 ug/ml, 0,05 pg/ml , 0,02 pug/ml , 0,01
pug/ml, 0,005 pg/ml , 0,002 pg/ml, 0,001 pg/ml.

Metodu Ize povazovat za vhodnou pro kvantitativni stanoveni, pokud by byla
kalibra¢ni ktivka linearni. Korela¢ni koeficient pro AA je 0,9955, pro DHA je 0,9986.
Tuto metodu lze povazovat za vhodnou pro kvantitativni stanoveni.

Limit detekce (LOD) pro AA byl naméfen 5-10® pg/ml a limit kvantifikace
(LOQ) byl naméfen 1,5-10pug/ml. LOD pro DHA byl namé&fen 5-10”° pg/ml a LOQ pro
DHA byl naméfen 1,5-10°pg/ml.
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Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat metodu ke stanoveni AA a DHA
ve vzorku pomoci UHPLC s detekci pomoci hmotnostniho detektoru.

Soucasné stanoveni AA i DHA ve vzorku bylo naro¢né. Bylo potieba najit
optimalni podminky, za kterych by doslo k rozdéleni obou slozek.

Nejdiive bylo nutno nastavit iontovy zdroj. Byla porovnavana chemicka
ionizace za atmosférického tlaku a ionizace elektrosprejem v pozitivhim i negativnim
rezimu. Nejlepsich vysledka bylo dosazeno pomoci ESI-.

Dalsim krokem byla volba staciondrni a mobilni faze. Byla provedena meéteni
S riznym typem kolon a to kolonou BEH Shield RP C18, kolonou BEH HILIC a BEH
Amide kolonou. Jako optimalni byla zvolena kolona BEH Shield RP C18, kde bylo
nejlepsi rozliSeni i retence obou analyti. Mobilni faze se skladala z vodné a organické
sloZzky. Bylo nutné najit vhodné sloZeni mobilni faze, ale 1 koncentraci slozek mobilni
faze. Organicka slozka mobilni faze se skladala z ACN o koncentraci 65%.

Jako vodna slozka mobilni faze byly porovnavany ultracistd voda, latky
s nizkym pH 1 latky s vysokym pH. Mezi latky kyselé povahy patfila kyselina mravenci
o koncentraci 0,1%, 0,05% a 0,01%, kyselina octova o koncentraci 0,1%, 0,05%,
0,01%, kdy se zvysujici koncentraci kyselin dochazelo k lepSimu rozdéleni AA a DHA,
ale citlivost byla nizka. Dal§im typem vodné slozky byl mravenan amonny o pH 3,5,
ale nedoslo k rozdé€leni stanovovanych slozek. Mezi latky neutralni patfil octan amonny
0 pH 6,8, ale nedoslo k rozdéleni AA a DHA. Pro zvySeni stability analyti byly roztoky
AA a DHA okyseleny 0,1%, 0,01% a 0,05% kyselinou octovou a dale 0,1%, 0,01%,
0,05% kyselinou mravenci, nedochazelo ale rozdéleni obou analytl, doslo ke zméné
chromatografické separace. K nejlepsimu rozdéleni a citlivosti doslo pfi slozeni mobilni
faze ACN jako organicka slozka a ultracista voda jako slozka vodna v koncentraci
65:35. Retencni Casy a plocha pika byly pfijatelné. Retencni ¢as AA byl 1,85 a reten¢ni
cas DHA 0,89.

Po dokonceni optimalizace byl proveden test opakovatelnosti. Kdy relativni
smérodatnd odchylka méfeni v SIM rezimu pro AA byla 1,63%, cozZ je velice dobry
vysledek a pro DHA je relativni smérodatna odchylka 8,95 %, coz je uspokojivy
vysledek. V SRM rezimu byla relativni smérodatna odchylka plochy pro AA 9,58% a
pro DHA 1,93%. RSD reten¢nich ¢asti v SIM reZzimu pro AA byla 1,3% a pro DHA
0,69%. RSD retencnich ¢asti v SRM rezimu byla pro AA 1,12% a pro DHA 0,0%. Dale
byla zméfena kalibraéni kiivka, kdy hodnota spolehlivosti byla pro AA 0,9911 a pro
DHA 0,9971. Limit detekce pro AA byl naméten 1,510 ug/ml, limit kvantifikace pro
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AA byl naméfen 5-10° pg/ml. Pro DHA byl limit detekce nam&fen 1,5-10® pg/ml a
limit kvantifikace 5-10° pg/ml. Vyvinutd UHPLC-MS metoda je velmi citliva
v porovnani s HPLC metodami s UV detekci, kde se LOD a LOQ pohybuje v fadu
desetin az jednotek pg/ml nebo i v fadu mg/ml. Jako naptiklad stanoveni AA pomoci
iontové vylu¢ovaci HPLC-UV pii 243 nm, kde LOD=1mg/ml a LOQ=5mg/ml [33].
Nebo stanoveni AA pomoci HPLC s vyuzitim kolony LiChospher 100-RP 18 s UV
detekci pii 254 nm, kde LOD=0,05 ug/ml a LOQ=0,17 ug/ml [33]. Dale stanoveni AA
a DHA pomoci HPLC-UV pfi 268nm a 210 nm, s vyuzitim kolony HILIC a Obelisc N
a Obelisc R, kde LOD=1,5 ug/ml a LOQ=5 pg/ml [34]. Ale bohuzel relativni
smérodatné odchylky retencnich ¢asi pro AA nevyhovuji pfedepsanym limitim, kdy

maximalni RSD pro reten¢ni ¢asy je 1%.
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