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Abstrakt

Tato diplomova prace byla zaméfena na stanoveni kyseliny askorbové
(AA) metodou Hydrophilic Interaction Chromatography (HILIC) a porovnani
HILIC stacionarnich fazi.

Stanoveni probihalo za pouziti tfi typt detekce. Pro optimalizaci metody
byla pouzita ultrafialova (UV) detekce. Pro stanoveni AA a DHA (kyselina
dehydroaskorbova) na jednotlivych stacionarnich fazich byly pouzity detektory
na bazi aerosolu Charged Aerosol Detector (CAD) a Nano Quantity Analyte
Detector (NQAD).

V ramci optimalizace metody byly zjistovany vhodné podminky stanoveni
AA a DHA. Vodnou sloZku mobilni faze tvofila ultradista voda, kyselina octova
nebo octan amonny o rostouci sile pufru a rGzné hodnoté pH. Organickou
sloZkou byl acetonitril. BEhem optimalizace byl sledovan vliv postupné zmény
koncentraci vodné a organické slozky.

Porovnavanymi stacionarnimi fazemi byly Atlantis T3 a faze vyvinuté
specialné pro stanoveni metodou HILIC — Luna HILIC a ZIC-HILIC.

V pfipadé kolon Luna HILIC a Atlantis T3 nedoSlo k oddéleni obou
analytd od mrtvého retenéniho €asu. Na koloné ZIC-HILIC doSlo k separaci
analyzovanych latek, piky vSak byly prilis Siroké a nesymetrické. Zadna
z uvedenych kolon tedy nebyla vyhodnocena jako vhodna pro stanoveni AA a
DHA.

Soucasti této diplomové prace bylo také ovéfeni vhodnosti pouZiti
detektoru Corona CAD. CAD umozniuje souCasnou detekci AA a DHA za
podminek nalezeni vhodné chromatografické soustavy.

V ramci hledani novych moznosti stanoveni AA a DHA byl testovan také
novy typ detektoru na bazi aerosolu NQAD. Vysledkem v8ak byla nizka
reprodukovatelnost. Bylo zjisténo, Ze detektor je malo robustni, velmi citlivy na
pouziti pufrd jako vodné slozky mobilni faze, typ kolony a vyZaduje pouZiti

Proto byla validovana metoda HILIC s kolonou Obelisc R za podminek,
které by v budoucnu mohly byt pouZitelné ve spojeni s timto detektorem. Byla

méfena spravnost, presnost, linearita a robustnost.



Abstract

This thesis was focused on the determination of ascorbic acid (AA) using
Hydrophilic Interaction Chromatography (HILIC) approach and the comparison
of HILIC stationary phases.

Determination was carried out using three types of detection. To optimize
the method ultraviolet (UV) detection was used. For the determination of AA
and DHA (dehydroascorbic acid) on different stationary phases aerosol based
detectors Charged Aerosol Detector (CAD) and Nano Quantity Analyte Detector
(NQAD) were used.

During method optimization suitable conditions for the determination of
AA and DHA have been defined. Aqueous part of the mobile phase was formed
by water, acetic acid or ammonium acetate buffer of increasing strength and
different pH. Organic part was formed by acetonitrile. During the optimization
the influence of gradual changes of water and organic part has been monitored.

Compared stationary phases were Atlantis T3 and those specially
developed for the determination by HILIC method — Luna HILIC and ZIC-HILIC.

In the case of Luna HILIC and Atlantis T3 both analytes were not
separated from the dead retention time. On ZIC-HILIC column separation of
substances occurred, but peaks were too broad. None of these columns has
been evaluated as suitable for the simultaneous determination of AA and DHA.

A part of this thesis was to verify the possibility of using the Corona CAD
detector. CAD enables simultaneous detection of AA and DHA in terms of
finding a suitable chromatographic system.

New type of aerosol based detector NQAD was tested as a new option
for simultaneous determination of AA and DHA. Unfortunately low
reproducibility has been observed. It was found that the detector was not robust
enough and it was very sensitive to the use of buffers as the aqueous
component of mobile phase, type of the column and it required the use of
chemicals of the highest purity.

A HILIC method using Obelisc R was applied for the method validation
under the conditions which can be applied in connection with NQAD in the
future. Recovery, precission of the method, linearity and robustness were

measured.
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AA
AA-2G
AA-2B3G
AcAc
ACN
AmAc
AmF
BAL
CAD
CTMAB
DAD
DHA
DKG
DTEAP
DTMACI
DTT
ED
EDTA
ELSD
ESI

FD
GLUT
GSH
GSSG
HILIC
HPLC
IS

LOQ
LOD
MS
MS-SIM

Seznam pouzitych zkratek

— kyselina askorbova

— 2-0-0-D-glukopyranosyl-L-askorbova kyselina
— 2-O-B3-D-glukopyranosyl-L-askorbova kyselina
— kyselina octova

— acetonitril

— octan amonny

— mravenc¢an amonny

— 2,3-dimerkapto-1-propanol

— Charged Aerosol Detector

— cetyltrimetylamonium bromid

— detektor s diodovym polem

— kyselina dehydroaskorbova

— kyselina diketogulonova

— dodecyltrietylamonium fosfat

— dodecyltrimetylamonium chlorid

— dithiotreitol

— elektrochemicka detekce

— etylendiamin-tetraoctova kyselina

— Evaporative Light Scattering Detector

— ionizace elektrosprejem

— fluorescencni detekce

— glucose transporter

— glutation

— oxidovany glutation

— Hydrophilic Interaction Chromatography
— vysoko ucinna kapalinova chromatografie
— vnitfni standard

— limit kvantifikace

— limit detekce

— hmotnostni spektrometrie

— mass spectrometry-selected ion monitoring
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NP-HPLC

NQAD
OPDA

PS/DVB
PS/PVD

rec

RP-HPLC

RSD
SAX
TCEP
TFA
UA

uv
WAX
WCPC

— vysoko ucinna kapalinova chromatografie na normalni fazi
— Nano Quantity Analyte Detector

— o-fenyldiamin

— polystyren/divinylbenzen

— polystyren/polyvinylpyridin

— vytéZnost

— vysoko ucinna kapalinova chromatografie na reverzni fazi
— relativni smérodatna odchylka, ktera popisuje pfesnost metody
— silny anex

— [2-karboxyetyl]fosfan

— trifluoroctova kyselina

— moc¢ova kyselina

— ultrafialova

— slaby anex

— Water Condensation Particle Counter
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1. Uvod a cil prace
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1.1 Uvod

Kyselina askorbova (AA) a kyselina dehydroaskorbova (DHA) patfi do
skupiny malych polarnich molekul. Hlavnimi zdroji AA jsou ovoce a zelenina.
Biologicky aktivnim izomerem je L-AA. Pfi vystaveni AA oxidativnimu stresu,
zvySené teploté, plsobeni enzyml nebo pusobeni dvojmocnych kationtl kovu
dochazi k rychlé oxidaci na DHA.

Stanoveni AA je provadéno rlznymi metodami. V minulosti byly pouzity
metody kapalinové a plynové chromatografie, dale pak metody enzymaticke,
spektrofotometrické, prutokové injekéni a elektrochemické. Pouzivanymi
metodami jsou také kapilarni elektroforéza, voltametrie a chemiluminiscence.

Preferovanou metodou pro stanoveni AA je vysoko uc€inna kapalinova
chromatografie, nebot  poskytuje  vysSi  selektivitu nez  metody
spektrofotometrické, titracni €i enzymatickeé.

NejCastéji pouzivanym typem detekce AA je detekce ultrafialova nebo
elektrochemicka. Méné Casto se pouziva detekce fluorescencni, kdy je nutna
derivatizace DHA a dalSi oxidace AA na DHA. DalSim, ne pfili§ vyuzivanym,
typem detekce je detekce pomoci hmotnostni spektrometrie. Tyto metody
poskytuji nejvysSi citlivost a selektivitu. Hmotnostni spektrometrie je vSak
finanCné narocna metoda s vysokymi provoznimi naklady, diky cemuz je
nedostupna pro mnoho laboratofi.

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim AA vyuzitim metody
Hydrophilic Interaction Chromatography (HILIC). Jedna se o metodu vhodnou
pro stanoveni malych polarnich molekul, které jsou slabé zadrzovany nebo
vymyvany s mrtvym objemem pfi pouziti vysoko ucinné kapalinové
chromatografie s reverznim systémem fazi. Dochazi k rozdélovani analytu mezi
hydrofilni stacionarni fazi a relativné hydrofobni mobilni fazi, ktera je nejCastéji

tvofena smési 5 — 40% vody a acetonitrilu (ACN).
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1.2 Cil prace

Diplomova prace je zaméfena na stanoveni AA a jejiho oxidacniho
produktu DHA pomoci HILIC pfi vyuziti Charged Aerosol Detector (CAD).
Soucasti prace je porovnavani stacionarnich fazi, které jsou vyvinuty specialné
pro metodu HILIC.

Cilem prace je prozkoumat nové moznosti stanoveni AA a DHA a urcit
optimalni podminky jejich stanoveni, tzn. typ kolony, velikost pratoku, teplota a

slozeni mobilni faze.
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2. Teoreticka cast
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2.1 Chromatografické metody
2.1.1 Princip chromatografickych metod

Chromatografické metody jsou separaCni metody, které umoznuji
analyzu smési latek z hlediska kvalitativniho i kvantitativniho hodnoceni
separovanych slozek. Z tohoto divodu jsou v analyze chemickych latek Siroce
vyuzivany.

Jejich princip spociva v rozdéleni analyzovanych latek mezi dvé faze -
stacionarni  (pevna, sorbent) a mobilni (pohybliva, eluent). Béhem
chromatografického procesu dochazi k nékolikanasobnému vytvoreni
rovnovaznych stavl délenych latek mezi témito fazemi. Pfi styku stacionarni a
mobilni faze s délenymi latkami dochazi ke vzajemnym interakcim, které jsou
zakladem pro jejich separaci [1].

K vlastnimu déleni latek dochazi na zakladé brzdici sily (retence), ktera
pUsobi selektivné. Néktera latka je zadrZzovéana vice, jina méné. Cim pevnéji je
latka zadrZzovana na stacionarni fazi, tim pomaleji v chromatografickém
systému postupuje [2].

Chromatografické metody mohou byt, podle typu mobilni faze, rozdéleny
na plynovou a kapalinovou chromatografii. Podle pouZité techniky se déli na
chromatografii tenkovrstvou, papirovou nebo kolonovou. Na zakladé procesu
separace mUzeme jednotlivé chromatografické metody rozdélit na adsorpéni,

rozdélovaci, iontové vyménnou, gelovou a afinitni [1].

2.1.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je jednou z chromatografickych separacnich
metod. Pfi kolonové chromatografii se k déleni latek pouziva chromatograficka
kolona. Je to sklenéna, ocelova nebo plastova trubice naplnéna drobnymi
Casticemi sorbentu. Urcita oblast sorbentu je pfistupna pro molekuly vzorku a
tvofi stacionarni fazi. Mezi Casticemi sorbentu protéka kolonou mobilni faze.
Roztok vzorku je nastfiknut v uzké zéné na zaCatek kolony. V kontaktu se
sorbentem kazda slozka vzorku pfechazi z€asti do stacionarni faze ve snaze

dosahnout termodynamické rovnovahy. Mobilni faze, vystupujici z kolony, je
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vedena do detektoru, ktery na zakladé zmény nékteré fyzikalni nebo fyzikalné-

chemickeé veli€iny signalizuje pfitomnost separovanych slozek [3].

2.1.2.1 Vysoko udinna kapalinova chromatografie

Vysoko uc€inna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography — HPLC) je metoda, jejiz vyvoj za€al v 70. letech 20. stoleti.
Umoznuje analyzu tepelné nestalych nebo netékavych latek a polymerd.
Separaéni Gginnost zavisi na velikosti ¢astic stacionarni faze. Cim mensi a
stejnomérnéjsi Castice jsou, tim vétsi je ucinna plocha a separacéni u€innost.

Existuji dva typy eluce. Pro déleni smési latek, jejichz eluCni parametry
nejsou pfilis rozdilné, se pouziva eluce izokraticka. Pfi této eluci se béhem
chromatografické analyzy slozeni mobilni faze neméni. Druhym typem je
gradientova eluce, ktera se vyuziva v pfipadé smeési latek, které se svymi
elu¢nimi parametry liSi. Princip spociva v tom, Ze se k jedné mobilni fazi plynule
pfimichava rostouci mnozstvi jiné mobilni faze s vétsi elucni silou. Vytvari se
plynuly koncentrac¢ni gradient mobilni faze. Pro eluci Ize pouzit i gradient pH [2].

PFistroj pouzivany pfi HPLC analyzach se oznacuje jako kapalinovy
chromatograf. Zakladnimi ¢astmi kapalinového chromatografu (Obr. 1) jsou
zasobniky mobilni faze, vysokotlaké c&erpadlo, programovaci jednotka pro
nastaveni pozadovaného slozeni mobilni faze, davkovaci zafizeni, kolona,

detektor a pocita¢ se softwarem [1].

vysokotlalé
ferpadlo

zasobnik I |

mobilni faze davkovaci ventil iidici
s vvmeénitelnou smyélkou pocitac

=8

HPLC kolona

detektor w

Obr. 1: Schéma kapalinového chromatografu [4]
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Chromatografické kolony (Obr. 2) maiji trubkovity tvar, délku 10 — 25 cm a
vnitfni pramér 3 — 5 mm. NejCastéji se pouzivaji tzv. chemicky vazané
stacionarni faze, kdy jsou na hydroxylové skupiny na povrchu silikagelovych
zrnek navazany radikaly. Mohou to byt uhlovodikové fetézce (délka 8 nebo 18
uhlikd), coz jsou nepolarni chemicky vazané faze (reverzni faze). Radikal muze
obsahovat tfiuhlikaty fetézec zakonceny skupinami -NH;, -CN a;j., kdy se jedna
o faze stfedné polarni. Jako polarni sorbenty Ize pouzit silikagel a oxid hlinity,
které se v8ak pouzivaji mnohem méné nez chemicky vazané stacionarni faze
[1]. Chromatografické kolony musi byt chemicky inertni, odolné vici pomérné

vysokym tlakiim a vnitfni povrch jejich plasté musi byt dostatec¢né hladky [5].

= - }l[

Obr. 2: Chromatograficka kolona; 1 — kovovy plast, 2 — porézni kovova frita,
3 — stacionarni faze, 4 — ochranny krouzek, 5 — koncova hlavice,

6 — vstup pro kapilaru se Sroubem [5]

Citlivost a selektivita chromatografické analyzy zavisi na pouzitém
detektoru [1]. Na detektory jsou kladeny mimofadné pozadavky. Dulezita je
vysoka citlivost pro mozZnost detekce latek v koncentracich pug az ng/ml,
reprodukovatelnost a linearita odezvy, nezavislost odezvy na zméné slozZeni
mobilni faze pfi gradientové eluci a univerzalnost [2]. Existuje nékolik typu
detektorl. NejpouzivanéjSi jsou spektrofotometry pro méfeni v ultrafialové a
viditelné oblasti, v€etné detektorl s diodovym polem. Mohou byt také pouzity
fluorescencni spektrofotometry, diferencni refraktometry, elektrochemické
detektory, hmotnostni spektrometry, detektory na bazi rozptylu svétla, méfeni
radioaktivity a dalSi [6].

Graficky zaznam zavislosti signalu detektoru na Case se nazyva

chromatogram. Jeho zacatek je kladen do okamziku nastfiku vzorku na kolonu.
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Kazdé rozdélené sloZce odpovida na chromatogramu jeden pik, ktery ma v
idedlnim pfipadé tvar Gaussovy kfivky [3].

Mezi nejdulezitéjsi oblasti vyuziti HPLC v analyze IéCiv patfi identifikace
IéCiv, stanoveni obsahu a Cistoty. Na zakladé HPLC analyzy Ize hodnotit obsah
a zastoupeni alkaloidl, glykosidu, vitaminl apod. v rostlinnych drogach. P¥i
stabilitnich studiich lze ziskat informace o rozkladnych procesech. DalSi
moznosti vyuziti je monitorovani IéCiv a jejich metabolitd v télnich tekutinach.
Pfed analyzou je vSak nutné IéCivo a jeho metabolity z analyzované télni

tekutiny izolovat [1].

2.1.2.2 Test zpUsobilosti systému a validace HPLC metody

Pro zajisténi pfiméfené ucinnosti chromatografického systému slouzi test
zpusobilosti systému. K hodnoceni ucinnosti kolony se pouziva stanoveni
zdanlivé ucinnosti, kapacitniho faktoru, rozlieni, relativni retence a faktoru
symetrie. Mezi faktory, které mohou ovlivnit chromatografické chovani, patfi
slozeni mobilni faze, jeji iontova sila, teplota a pH, pratokova rychlost, délka
kolony, teplota a charakteristika stacionarni faze (porozita, velikost a typ ¢astic,
specificky povrch). U nosi€l pouzivanych v chromatografii s reverznimi fazemi
ma vliv rozsah chemické modifikace (odstranéni povrchovych silanolovych

skupin, obsah vazaného uhliku) [6].

Retenéni €as a reten€ni objem

Poloha maxima piku je vyjadfena retenénim ¢asem t.. Z reten¢niho ¢asu
Ize vypocitat retenéni objem (V,) podle vzorce:
V.=tv

tr — retenéni Cas nebo vzdalenost podél zakladni linie od bodu nastfiku ke

kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho dané sloZce

v — prutokova rychlost mobilni faze [6]
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Hmotnostni distribuéni pomér

Hmotnostni distribuéni pomér (D) je téZ znam jako kapacitni faktor k”

nebo retencni faktor k. Je definovan jako:

Dm = ﬂ: Kc VS
Nnm Vi

ns — mnozstvi rozpusténé latky ve stacionarni fazi

nm — mnozstvi rozpusténé latky v mobilni fazi

K: — rovnovazny distribu¢ni koeficient (distribu¢ni konstanta)
Vs — objem stacionarni faze

Vim — objem mobilni faze

Hmotnostni distribu¢ni pomér slozky muze byt uréen z chromatogramu s
pouzitim vzorce:

_lr—tw
tn

Dnm

tr — retenéni €as (nebo objem) nebo vzdalenost podél zakladni linie od bodu
nastfiku ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce

tm— mrtvy retencni Cas (nebo objem) nebo vzdalenost podél zakladni linie od
bodu nastfiku ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho

nezadrzované slozce [6]

Separacéni faktor
Separacni faktor (a), znam jako faktor selektivity, Ize vypocitat ze vzorce:

k>
Tk
a = 1,0: piky se prekryvaiji
a > 1,0: dochazi k separaci pikl

a = 1,4: dochazi k ,,uplné*“ separaci pikld (na zakladni linii)
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k — retencni faktory separovanych latek, také znamy jako hmotnostni

distribu¢ni pomér (Dm) [7]

Faktor symetrie

Faktor symetrie piku (As) (faktor chvostovani piku) se vypocita ze vzorce:

Wo,05

Y

Wo,05 — Sifka piku v jedné dvacetiné jeho vysky
d — vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou casti

piku v jedné dvacetiné jeho vySky

Hodnota faktoru symetrie 1,0 znaci uplnou (idealni) symetrii piku [6].

Uginnost kolony a zdanlivy poéet teoretickych pater

Uginnost kolony (zdanlivou) Ize vypogitat jako zdanlivy pocet teoretickych
pater (N) z dat ziskanych v zavislosti na technice za podminek izotermickych,
izokratickych nebo izopyknickych.

Pouziva se nasledujici vzorec, kde hodnoty t. a wy, musi byt vyjadieny ve

stejnych jednotkach (&asu, objemu nebo vzdalenosti):

tr — retenéni €as nebo vzdalenost (nebo objem) podél zakladni linie od bodu
nastfiku ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce

wp — Sifka piku v poloviné jeho vysky

Zdanlivy pocet teoretickych pater se méni se stanovovanou slozZkou,

kolonou a reten¢nim ¢asem [6].
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RozliSeni

Rozliseni (Rs) mezi piky dvou slozek, které maji podobnou vysku, |ze
ziskat ze vzorce:

1,1 8(tr2 - tr1)
Rs= ——mm
Wh1 + Wh2
kde tr2 > tr1,
tr1 a to — retencni Casy nebo vzdalenosti podél zakladni linie od bodu nastfiku
ke kolmicim spusténym z vrcholt dvou sousednich piku

Wh1 @ Wh2 — Sifky pikd v poloviéni vySce
Rozliseni vétsSi nez 1,5 odpovida rozdéleni pikl na zakladni linii. Pro

piky, které se vzajemné znacné liSi svymi vySkami, nemusi byt vySe uvedeny

vzorec vhodny [6].

Relativni retence

Relativni retence (r) se vypocita ze vzorce:

_ tr2-Itm
11 —1tm

r

tr» — retenéni Cas sledovaného piku
tr1 — retenéni Cas referencniho piku (obvykle pik odpovidajici zkousené latce)
tm — mrtvy retencni ¢as nebo vzdalenost podél zakladni linie od bodu nastfiku

ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho nezadrzované sloZce [6]

Opakovatelnost

Opakovatelnost odezvy se vyjadfuje jako odhad relativni smérodatné
odchylky (RSDs,) v procentech pro fadu naslednych méfeni porovnavaciho

roztoku a vypocita se ze vzorce:
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'_f2
RSD, = 100 1> (i)
y n—1

y; — jednotlivé hodnoty vyjadfené jako plocha piku, vySka piku nebo pomér
ploch u metody vnitfniho standardu
y — pramér jednotlivych hodnot

n — pocet jednotlivych hodnot [6]

Dullezitou soucasti analytického stanoveni je validace metody. Jejim
smyslem je demonstrovat, Ze vypracovana metoda je pro dany ucel vhodna.
Cilem je urcit podminky, za kterych je zkuSebni postup pouZitelny a zajistit
stejnou spolehlivost pfi opakovaném pouziti v jedné nebo riznych laboratofich.
Soucasti validace je mimo jiné stanoveni spravnosti, pfesnosti, linearity a

provedeni testu zpUsobilosti systému [8].

Spravnost

Spravnost vyjadfuje shodu mezi ziskanym vysledkem a spravnou
hodnotou. Spravnou hodnotu Ize zjistit bud jinou nezavislou metodou
s ovéfenou spravnosti, nebo pfipravou modelového vzorku ze vSech slozek
pfipravku a pfidaného standardu. Pokud nejsou k dispozici v8echny slozky
pfipravku, analyzuje se pfipravek se znamym pfidavkem standardu.

Obvykle se provadi analyza nejméné Sesti vzork( a spravnost je

vyjadfena jako rozdil spravné a ziskané hodnoty nebo jako obsah.

100 . nalezena hodnota

vytéZnost= ——
spravna hodnota

[8]
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Presnost

Pfesnost je mira shody mezi jednotlivymi vysledky metody opakované
ziskanymi s jednim homogennim vzorkem. Analyza obvykle probiha Sestkrat.
Pfesnost se vyjadfi jako relativni smérodatna odchylka téchto Sesti stanoveni.
Opakovatelnost se stanovi, kdyz se metoda opakuje stejnym zpusobem jednim
pracovnikem se stejnymi Cinidly na tomtéz pfistroji. Mezilehla pfesnost se
provadi s rGznymi Cinidly, analytiky i pFistroji, rizny den, ale v jedné laboratofi
se stejnym vzorkem. Reprodukovatelnost se provadi stejné jako mezilehla

presnost s tim rozdilem, ze probiha v raznych laboratofich [8].

Linearita

Linearita je schopnost davat vysledky pfimo umérné koncentraci
stanovované latky. Stanovuje se minimalné pét riznych koncentraci v rozmezi
50 — 150% deklarovaného obsahu. Pokud je metoda linearni, Ize urcit smérnici
z jednoho kalibra¢niho bodu. Pokud neni, vysledky jsou vyhodnocovany z celé
kalibraCni kfivky [8].

2.1.3 Hydrophilic Interaction Chromatography (HILIC)

HILIC je chromatografickd metoda, ktera je charakterizovana pouzitim
hydrofilni stacionarni faze a relativné hydrofobni organické mobilni faze. Tuto
metodu plvodné popsal Linden a spol. vroce 1975 [9]. Pojmenovana byla
Alpertem az v roce 1990 [10].

HILIC je alternativou konvenéni HPLC za pouziti normalni (NP-HPLC) i
reverzni (RP-HPLC) faze a je vhodna pro analyzu malych polarnich molekul,
které jsou slabé zadrZzovany nebo vymyvany s mrtvym objemem pfi pouZiti
konvencni RP-HPLC. NP-HPLC byla ¢asto nahrazovana metodou HILIC
z duvodu S$patné reprodukovatelnosti, nizké rozpustnosti analytd v mobilni fazi a
kvuli problémam pfi spojeni s detekci pomoci hmotnostni spektrometrie (MS)
[11].
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Retence analytu je zplsobena jeho rozdélovanim mezi vrstvou hydrofilni
stacionarni faze obohacené vodou a pomérné velkym mnozZstvim hydrofobniho
eluentu, coz je nejCastéji smés 5 — 40% vody a ACN. Vodou obohacena vrstva
je vazana na stacionarni fazi, kde dochazi k oddéleni rozpousténych latek
z mobilni faze do hydrofilni vrstvy [11]. Hydrofiln&jSi stacionarni faze pouta vodu
z mobilni faze a retence rozpusténych latek se zvySuje. Mechanismus retence
Ize tedy jednoduSe vysvétlit jako rozdélovani rozpusténych latek mezi na vodu
bohatSi stacionarni fazi a na vodu chudsi mobilni fazi [12]. Separac¢ni princip
HILIC je uveden na Obr. 3.

ILLUSTRATED PARTITION MECHANISM OF
HYDROPHILIC INTERACTION CHROMATOGRAPHY

(HILIC)

' Y

MOBILE PHASE [mostly organic) i s s
salute salute

i i I' [| | | ; L | i' |
MOBILE PHASE (stationary: mostly aqueous) —= —

H-Y-D-R-Q-P-H-1-L-1-C C-0-A-T-1-N-G

e

Obr. 3: Separacni princip HILIC [13]

Primarnim mechanismem separace je rozdélovani na zakladé
vodikovych vazeb, sekundarnim mechanismem, ktery mdze ovlivnit selektivitu,
jsou elektrostatické interakce s nabitou stacionarni fazi (Obr. 4). Eluce je
umoznéna zvySovanim polarity mobilni faze, tzn. zvySujicim se podilem vodné
sloZky [11]. Retence roste s polaritou rozpousténych latek a klesa se zvySenim

polarity mobilni faze (klesa s rostoucim podilem vody nebo pufru) [12].
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Obr. 4: Primarni a sekundarni mechanismus separace HILIC [14]
Vyhodou této metody je pouZiti vysokého procenta organického

rozpoustédla, coZz umozniuje spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni

spektrometrii a dosazeni vysoké citlivosti [11].

2.1.3.1 Mobilni faze pro HILIC

Mobilni faze je z velké Casti tvofena organickym rozpoustédlem (ACN),
které je doplnéno malym mnozstvim vody nebo tékavého pufru [11]. ACN ma
nizkou viskozitu a diky tomu lze dosahnout vysoké ucinnosti separace a
nizkého tlaku na koloné. Mize byt pouzit také isopropanol, pficemz viskozita
mobilni faze je pak vysSi [12]. Pro ziskani reprodukovatelnych vysledk( musi
byt v mobilni fazi nejméné 3% vody. Toto mnoZstvi vody je nezbytné pro
zajisténi dostate¢né hydratace Castic stacionarni faze. Je znamo, ze s rostouci
koncentraci organického rozpoustédla roste retence [14]. V souCasnosti se
doporucuje pouzivat pufry, aby se sniZil vliv elektrostatickych interakci mezi
nabitymi analyty a deprotonovanymi silanolovymi skupinami stacionarni faze.
Tyto interakce jsou hlavnim faktorem pro rozdéleni nabitych molekul na vSech
typech kolon se silikagelem. Napf. zakladni analyty mohou byt oddéleny

mechanismem iontové vymény za pouZiti istého silikagelu [10].
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2.1.3.2 Stacionarni faze pro HILIC

Stacionarni faze je velmi hydrofilni, muZze ji tvofit silikagel, polarni vazané
faze, polarni polymerni faze nebo iontoménice [12]. Ma polarni charakter a
nejCastéji obsahuje hydroxyetylové skupiny, diolové skupiny, aminoskupiny
nebo se muze jednat o specialni druh ,zwitteriontovou® stacionarni fazi a dalsi
[11].

Zakladem jsou stacionarni faze tvofené Cistym silikagelem nebo
silikagelem s navazanym aminopropylem [10]. Existuje nékolik komeréné
vyrabénych HILIC fazi. Mohou byt neutralni (nizSi selektivita, zavislost na pH),
polarni (dobra selektivita, zavislost na pH, silné interakce iont) nebo amfoterni
(zwitteriontové — dobra selektivita, slabé iontové interakce, nezavislé na pH,

stabilni vodna vrstva) [15].

Cisty silikagel

Velka ¢ast publikovanych praci vyuziva pravé tento typ konvencénich
Cistych silikagelovych stacionarnich fazi. Je vhodny pro spojeni kapalinové
chromatografie s MS diky absenci ligandd. Mezi kolony s Cistym silikagelem

patfi napf. Betasil, ChromoLith, Hypersil, Kromasil a dalSi [10].

Silikagel s chemicky vazanym aminopropylem

Silikagel s chemicky vazanym aminopropylem byl pouzit jako prvni
sorbent s navazanym organickym zbytkem pro separaci sacharidi metodou
HILIC [10]. Jeho nevyhodou je to, Ze diky aminoskupinam vazanym na silikagel
vznika alkalické prostfedi v porech silikagelu, coz je pfi¢inou jeho pomalého

rozpousténi a hydrolyzy chemicky vazané faze [12].
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Nesilikagelové stacionarni faze modifikované aminem

Aminem modifikované stacionarni faze na bazi organickych polymeru
maji mnohem lepSi stabilitu nez sorbenty tvofené silikagelem s chemicky
vazanym aminopropylem. Mohou byt pouzity jak pfi kyselych, tak pfi zasaditych
podminkach. Vyuzivaji se napf. pro ,velikostni rozdéleni“ ve strukturni analyze

oligosacharidli a pro analyzu fluorouracilu, taurinu a methioninu [10].

Silikagel s chemicky vazanym amidem

Hydrofilni faze obsahuje amidovou skupinu na kratkém alifatickém
fetézci. Amidova skupina je méné reaktivni nez aminoskupina a postrada jeji
zasaditost. Retence na téchto kolonach je tudiz méné citliva k pH mobilni faze a
méné nachylna kireversibilni chemisorpci. Absence primarni aminoskupiny
brani tvorbé Schiffovych bazi s redukujicimi cukry a dalSimi karbonylovymi

slouceninami [10].

Silikagel s chemicky vazanym polysukcinimidem a jeho derivaty

Tato stacionarni faze vznikd na zakladé kovalentni reakce
polysukcinimidu a silikagelu s vazanym aminopropylem. Primarni reakci vznika
povrchova vrstva tvofena polyamid/imidem vazana na nékolika mistech, ¢imz
jsou ¢&asti polysukcinimidovych kruhu pfistupné pro tvorbu amidovych vazeb
s aminopropylovymi funkénimi skupinami.

Pouze &asti sukcinimidovych kruhU jsou vazany. Zbytek kruhl zuistava
neporuseny a pristupny pro reakci s nukleofily, coz mize byt vyuzito pro tvorbu

mnoha funké&nich derivatu silikagelu [10].

Silikagel s chemicky vazanymi diolovymi skupinami

Z hlediska polarity se nejvice podoba klasickému silikagelu. Jednim
z duvodl jeho pripravy bylo FfeSeni problematickych adsorpCnich vlastnosti

Cistého silikagelu. Diky vysoké polarit¢ a vlastnostem vodikovych vazeb,
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spole¢né s absenci odstépitelnych funkénich skupin, by mél brzy byt idealni
moznosti pro aplikace HILIC se zamyS$lenym pouZitim kombinovaného rezimu

interakci, kde nejsou zadouci iontové interakce se silanolovymi skupinami [10].

Cyklodextrinové kolony

Cyklodextrinové kolony jsou tvofeny silikagelovymi obaly s navazanymi
cyklickymi oligosacharidy tvofenymi péti a vice 1—4 a-D-glukopyranosidovymi
jednotkami. Konfigurace téchto molekul se podoba prstencim s Sirokymi a
uzkymi vchody, které exponuji sekundarni a primarni hydroxylové skupiny
rozpoustédlu. Vnitfni ¢ast prstence je znacné méné hydrofilni nez vnéjsi ¢ast a
mize proto vazat hydrofobni molekuly. Dutiny jsou tvofeny opticky aktivnimi
cukry, maji chiralni vlastnosti a pouzivaji se jako chiralni selektory v mnoha
oblastech separaéni védy. Vysoka hustota hydroxylovych skupin je to, co déla

tyto faze zajimavymi pro vyuziti metodou HILIC [10].

Silikagel s chemicky vazanym kyanopropylem

V souCasné dobé se tato stacionarni faze pouziva jen zfidka. Absence
schopnosti poskytovat vodikové vazby zpUsobuje nizkou NP-HPLC retenci a
nachazi uplatnéni pfi RP-HPLC. Tento sorbent je v8ak pro HILIC neprakticky
z divodu nutnosti pouzivani vysokych koncentraci ACN. DalSi nevyhodou je
mechanicka nestabilita pfi pouziti rozpoustédel stfedni polarity. Tato nestabilita
je zpusobena poklesem sil mezi Casticemi, které udrzuji integritu vrstvy

v nepolarnich nebo vysoce polarnich rozpoustédlech [10].

Sulfonovany styren-divinylbenzen

Tato faze muaze byt pro HILIC pouzita, pokud je stupen sulfonace
dostatecné vysoky. Pfi pouziti mobilni faze tvofené 5% vody a 95% ACN bylo
zZjisténo, Ze separace etylenglykolu, propylenglykolu a glycerolu zavisi na stupni
sulfonace a pfitomnosti opa¢ného iontu vazaného na sulfonové skupiny

stacionarni faze [10].
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Silikagel s chemicky vazanym sulfoalkylbetainem

Poslednim pfirdstkem do souboru fazi vhodnych pro HILIC je faze
tvofena polymerni vrstvou roubovanou sulfoalkylbetainovymi zwiteriontovymi
funkénimi  skupinami 3-sulfopropyldimetylalkylamonné soli na silikagelu se
Sirokymi péry. Sou€asna pfitomnost kvartérni amoniové a sulfonové skupiny
v poméru 1:1 poskytuje celkovy nulovy naboj [10].

Sulfoalkylbetainové zwitteriony jsou vSak stale silnymi osmolyty se silnou
schopnosti vazat vodu na povrchu. Tyto materialy byly plvodné vyvinuty pro
separaci anorganickych soli, malych iontovych slou¢enin a také proteint ve
zcela vodnych mobilnich fazich s nizkym obsahem soli. Hlavni vyuZiti vSak
nalezly pfi pouziti metody HILIC v disledku kombinace vlastnosti zadrzovani
vody a nizkého povrchového naboje, ktery nepodporuje silné interakce pfi
vyméné iontd [10]. Zwitteriontova stacionarni faze se pouziva pfi stanoveni
aminokyselin, karboxylovych kyselin, amind, peptidl, nukleotidl, antibiotik,
vitamint, flavonoidl, cukrl, produktu Stépeni proteinl, anorganickych iontl a
rostlinnych extraktd [15].

Guo a Gaiki vypracovali studii, kdy byla porovnana sulfoalkylbetainova
zwitteriontova faze s cistym silikagelem, silikagelem s navazanym
aminopropylem a silikagelem s navazanym amidem. Bylo zjiSténo, Ze retence
na sulfoalkylbetainové zwitteriontové fazi byla nejméné ovlivnéna zménou pH
[10].

Kolony Obelisc

Kolony Obelisc vyuzivaji technologii Liquid Separation Cell. Tato
technologie je zaloZzena na nové chemické modifikaci silikagelovych péru, které
vytvari kapalné separacni bunky s jejich vlastni charakteristikou naboje,
iontovou silou a hydrofobnimi vliastnostmi.

Kolony této skupiny jsou schopny zadrzovat a rozdélovat rGzné typy
malych molekul a jejich smési. Mezi zastupce patfi kolony Obelisc N a Obelisc
R, které se liSi typem a blizkosti jejich nabitych skupin a hydrofobicitou jejich
dlouhych fetézcl. Na povrchu stacionarni faze obsahuji pozitivné a negativné
nabité ionty (Obr. 5) [16].
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Obr. 5: Stacionarni faze (Obelisc R, Obelisc N) s nabitymi skupinami na

povrchu [16]

Obsah dvou opacné nabitych skupin umoznuje zadrzovani polarnich
latek bez nutnosti pouziti iontové parovych Ccinidel. Obelisc R (Obr. 6),
s charakterem reverzni faze, obsahuje na silikagelovém povrchu pozitivné
nabité skupiny, které jsou od negativné nabitych skupin oddéleny hydrofobnim
fetézcem. Obelisc N (Obr. 7), s charakterem normalni faze, ma blize povrchu
stacionarni faze anionty, které jsou od kationtll oddéleny hydrofilnimi fetézci.
Typické mobilni faze jsou tvofeny smési ACN a vody. S MS detekci jsou
kompatibilni pufry mravenan amonny (pH 3) a octan amonny (pH 5). Pfi UV

detekci s vinovou délkou niz8i nez 220 nm je doporucovan fosfatovy pufr [16].
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Obr. 7: Interakce probihajici na koloné Obelisc N [16]
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2.1.3.2 Vyuziti metody HILIC

HILIC vynika pfi stanoveni malych a velmi polarnich analytd. Hraje
ddlezitou roli v modernim farmaceutickém vyvoji pfi analyze velmi nizkych
koncentraci IéCivych latek. Jednou z moznosti vyuziti této metody je stanoveni
antibiotik a cytostatik. Hledani bioaktivnich molekul je jednim z odvétvi
objevovani novych |éCiv. HILIC je zde uplatiovana diky schopnosti zadrZzovat
vysoce hydrofilni a nenabité slouceniny [10].

Sulfoalkylbetainova zwitteriontova kolona byla pouZita v kombinaci
s pfedkolonou C4s pro on-line odsoleni a vytvofeni ovéfené metody pro morfin a
jeho 3- a 6-glukuronidy v plasmé.

Vysoce hydrofilni jsou také toxiny hojné se vyskytujici v pfirodé. Docela
dobfe Ize metodou HILIC stanovit mofské toxiny, které jsou spojené
s paralytickou otravou zpusobenou mékkysi.

PFi analyzach sacharidll se HILIC pouziva k separaci nizkomolekularnich
sacharidd v jidle a napojich, cukru v tradi¢nich inskych léCivech a mofskych
vzorcich, glykoalkaloidd a jejich hydrolytickych produktd v rostlinach celedi
Solanaceae, glykosaminoglykant, glykoproteini a pro stanoveni glykosylace
proteinu.

Mezi dalSi latky stanovované pomoci HILIC patfi glukosinolaty, saponiny,
fosforylované uhlovodiky, glykany, glykopeptidy, aminokyseliny a peptidy.

U bilkovin byl HILIC pouzit pouze u histon. Ddvodem je dobra separace
prostfednictvim obvyklych separacnich technik za pouziti mobilnich fazi bez
vyznamné primeési organickych rozpoustédel, ale takeé jejich rozpustnost.

HILIC se uplathuje také pfi metabolomickych stanovenich, protoze

metabolity jsou ¢asto velmi polarni slou¢eniny [10].

2.2 Stanoveni kyseliny askorbové a kyseliny dehydroaskorbové

2.2.1 Kyselina askorbova

AA je bily nebo témér bily krystalicky praSek. Mize se téz jednat o
bezbarvé krystaly. Pisobenim vzduchu a vlhkosti méni barvu. Je snadno

rozpustna ve vodé a dobre rozpustna v 96% lihu. Teplota tani je asi 190°C, kdy
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dochazi kjejimu rozkladu [6]. Jako jedina ma ve vétsiné rostlinnych a
zivo€isSnych tkani redukéni ucinky i v kyselém prostiedi [17]. AA znama také
pod nazvem vitamin C, je latka, kterou si mnoho organisml dokaze syntetizovat
samo [18]. Primati, lidé a morata tuto schopnost nemaji diky mutaci
v genetickém kodu L-gulonolaktonoxidazy, coz je enzym nezbytny pro syntézu
vitaminu C. Tento vitamin pak pfijimaji prostfednictvim zeleniny a ovoce [19].
Vitamin C patfi do skupiny vitaminU rozpustnych ve vodé a je dllezity zejména
pro své antioxidaéni vlastnosti [18].

AA se nejCastéji vyskytuje v ovoci a zeleniné. Hlavnimi zdroji jsou
citrusové plody, €erny rybiz, paprika, jahody, rajCata, brokolice, brambory a zeli.
Obsazené mnozstvi zavisi na odrtdé, klimatu, zpusobu sklizné, skladovani a
zpracovani téchto produktl. U zivocichu je AA obsazena v jatrech a ledvinach,
ale ve srovnani s rostlinnymi zdroji v mensim mnozstvi [20].

Vitamin C se podili na syntéze a regeneraci svalu, cévnich tkani, kosti,
chrupavek, zubl a dasni a usnadnuje hojeni ran po operacich [20]. Je
nezbytny pro tvorbu kolagenu a mezibunétného materialu [21].
Z biochemického hlediska se uc€astni metabolismu Zeleza a Zlu€ovych kyselin,
syntézy hormonU a neurotransmiterd, metabolismu kyseliny listové a nékterych
aminokyselin. Ma dulezitou roli pro spravnou funkci imunitniho systému a pro
dostate¢nou odolnost organismu proti infekcim. Diky antioxidaCnim vlastnostem
pusobi preventivné proti onemocnénim kardiovaskularniho systému (chrani
lipidy bunéénych membran pfed oxidaci, regeneruje vitamin E, kolagen dodava
cévam pevnost a pruznost). Soucasné s ucinkem Zlu€ovych kyselin se podili na
degradaci krevniho cholesterolu. Dal8i vyznamnou funkci je prevence tvorby
nitrosaminy v Zaludku, které zpusobuji rakovinu [20]. DalSimi vyhodnymi
funkcemi jsou fotoprotekce, redukce melaninu a vyplavovani volnych radikald.
Vyuziva se také pfi konzervaci, v kosmetickém, dermatologickém a
farmaceutickém pramyslu [18]. Ma vyznam pfi profylaxi a terapii hypovitaminézy
a avitaminézy a jako doplrikové |éCivo pfi intoxikaci nitrosaminy, anilidy a
anilinovymi barvivy [17].

Doporu¢ena denni davka zavisi na véku, pohlavi a Zivotnim stylu
Clovéka. Pohybuje se v rozmezi 60 az 75 mg [20]. AA se snadno absorbuje z
gastrointestinalniho traktu a je rozsahle distribuovana do tkani [22]. V nadbytku

se vylu€uje moci. ZvySenou potfebu maji t€hotné a kojici Zeny, diabetici, osoby
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v rekonvalescenci, kufaci, alkoholici, starSi lidé, lidé Zijici ve zneciSténém
ovzdusi, drogové zavisli, lidé v ustavni péci a lidé vystaveni nadmérnému
stresu [20]. V pfipadé konzumace vice nez 2 g za den mlze dojit k zalude¢nim
potizim, oxalatové nefrolitiaze, zvySeni plazmatické hladiny cholesterolu a
deficitu vitaminu B+2. Dlouhodobé vystaveni vysokym davkam predstavuje riziko
vzniku urolitiazy, po intravendzni aplikaci mize dojit k bolestivosti v misté
aplikace [17].

Nedostatek vitaminu C se projevuje malatnosti, zvySenou unavou,
ztratou chuti kjidlu a snizenou odolnosti va&i infekcim. V pfipadé
hypovitaminézy po del§i dobu muze dojit ke krvacivosti dasni, ztraté zubd,
oslabeni a narudeni kolagennich struktur a rozsahlé kapilarni krvacivosti
(kurdéje) [20]. U déti dochazi k rozvoji Moellerovy-Barlowovy nemoci [19].
Dlouhodoba nelécna hypovitaminéza mize skongit i smrti.

AA je pomérné nestabilni latka. V pfirodnich zdrojich klesa jeji obsah
v zavislosti na dobé a podminkach skladovani, pfi kuchynské upravé se snizuje
az o 70 % [20].

2.2.2 Kyselina dehydroaskorbova

DHA je velmi dullezita, ale ponékud tajemna sloucenina, vyskytujici se
v biologickych systémech. Ma fadu unikatnich vlastnosti, kterymi se odliSuje od
AA [23].

Kyselina L-askorbova (y-lakton 2-oxo-L-(-)-gulonové kyseliny) je soucasti
reverzibilniho oxidacné-redukéniho systému (Obr. 8), ktery dale tvofi jeji
monoanion askorbat, kyselina semidehydro-L-askorbova (meziprodukt ve formé
volného radikalu) a kyselina L-dehydroaskorbova (y-lakton 2,3-dioxo-L-(+)-
gulonové kyseliny). Dochazi k pfenosu dvou elektrond. Tento pFenos je
reverzibilni, dokud nedojde k poruseni kruhové struktury DHA. Po hydrolytickém

rozstépeni vznika kyselina 2,3-dioxo-L-gulonova a aktivita AA zanika [19].
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Obr. 8: AA ajeji rozkladné produkty

(L-DHA — L-dehydroaskorbova kyselina, DKG — diketogulonova kyselina) [11]

Jak se zda, tvorba DHA z AA je v souCasnosti nejdulezitéjSi reakci, které
AA podléha a poskytuje ji mnoho z jejich chemickych viastnosti a fyziologické
aktivity. Oxidace AA na DHA poskytuje dva atomy vodiku, které mohou byt
pouzity na redukci biologicky vyznamnych sloucenin. DHA byla v poslednich
desetiletich povazovana spiSe pouze za produkt oxidace nez za latku
s vlastnimi dulezitymi chemickymi a biologickymi vlastnostmi.

PfrestoZe obé latky maji pfi peroralnim podani antiskorbuticky efekt, DHA
ma nékolik vlastnosti, kterymi se od AA odliSuje. Je vice reaktivni a v roztoku
meéné stabilni. DHA mize byt redukovana na AA, hydrolyzovana a oxidovana,
tzn. je to jak redukéni, tak oxidacni Cinidlo [23].

Koxidaci AA na DHA muze dojit béhem zpracovani, distribuce a
skladovani mrazené zeleniny. Zachovani AA ve zmrazenych produktech zavisi
na teplotni historii. AA by tedy mohla byt spolehlivym a reprezentativnim
ukazatelem pro odhad kvality vyrobka [18]. DHA muze vzniknout z AA
prostfednictvim rdznych oxidacnich reakci vyuzivajicich halogeny, peroxid
vodiku, chlorid Zelezity a dalSi. MUze byt pouzita bromova voda nebo askorbat
oxidaza [23].
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ProtoZe k oxidaci AA dochazi velmi ochotn&, mize toho byt vyuzito pfi
stanoveni AA za vyuziti elektrochemické detekce (ED) na zakladé signalu
ziskaného pfi zméné proudu nebo napéti. Reakce, pfi které dochazi k pfeméné
AA na DHA probihd ve dvou krocich, kdy vznikaji volné radikaly, takze
v systtmu muze dojit kredukci i k oxidaci. Zda se, ze DHA ma kromé
antioxidacnich vlastnosti AA i své vlastni. Je napfiklad lepsi pfi ochrané low-
density lipoproteinu pfed oxidaci ionty médi.

DHA je detekovatelna v rostlinnych tkanich, je vSak sporné, zda ma
fyziologickou roli. Podle nékterych autorl se nehromadi v rostlinnych burikach,
a proto je ¢asto méfrena jako produkt vznikly béhem zpracovani vzorku.

Pfenos DHA pfes membrany je uskute¢iovan pomoci specifickych
prenaseCl a je odlisny od transportniho systému AA. Napfiklad vychytavani
DHA je inhibovano nékterymi monosacharidy, ale neni inhibovano plsobenim
AA. Studie s pouzitim rostlinnych a Zivo€iSnych tkani ukazaly, Ze transport DHA
je efektivnéjsi nez transport AA [23].

V ZivoCidSnych tkanich se vyuzivaji pro pfenos DHA pfenasece hexdzy
z GLUT-family (Mammalian Facilitative Glucose Transporter). Mikrozomy a
buné&né membrany pouzivaji podobné typy pfenasect pro vychytavani DHA.
Vysledek klonovani oocytl zaby Xenopus (drapatka) jasné prokazal zapojeni
pfenadeCl GLUT1 a GLUTS3. Tyto studie jsou zajimavé tim, Ze naznacluji velmi
efektivni recyklaci AA nasledujici po oxidaci na povrchu bunék [23].

Zda se, Zze DHA, ktera je jednou pfenesena do burky, je rychle zpétné
redukovana na AA. Tato redukce je dllezita pro udrzeni pfiméfené hladiny AA v
bunkach. V tomto ohledu jsou nejdulezitéjSi glutation-dependentni enzymy.
Redukce DHA v cytosolu jater potkana probiha pasobenim 3-a-hydroxysteroid
dehydrogenazy.

PFi fyziologickém pH je DHA rychle hydrolyzovana na diketogulonat. |
kdyz se pfedpoklada, Ze je tato reakce ireverzibilni, existuje studie, podle které
je tato reakce CasteCné vratna. Napfiklad pouziti vodného roztoku jodovodiku
vedlo k redukci diketogulonatu.

Pfi vystaveni podminkam oxida¢niho stresu je diketogulonat rychle

degradovan na 5- a 4-uhlikaté slouceniny [23].
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2.2.3 Simultanni stanoveni AA a DHA

Zakladnim problémem spolecné analyzy AA a DHA je jejich nestabilita ve
vodnych roztocich. Hlavnimi faktory ovliviujicimi stabilitu jsou svétlo, teplota,
pH, koncentrace a pfitomnost kysliku nebo kovovych iontd. Proto je béhem

analyzy nezbytné vliv téchto faktor(l minimalizovat [11].

2.2.3.1 Stabilita AA a DHA

Vliv svétla

AA i DHA jsou nachylné k degradaci pusobenim svétla. Byl srovnavan
vliv denniho svétla a UV svétla (265 nm). Za pokojové teploty byly porovnavany
zmeény v roztoku AA skladované v hnédych a prihlednych barnkach bez zatek.
Vysledky tohoto experimentu ukazaly, Ze AA je nejstabilnéjSi pfi uchovavani
v hnédé odmérné bance, ktera ji chrani pfed plsobenim svételného zareni.

V nékterych postupech je také doporu¢ena ochrana pomoci hlinikové félie [11].

Vliv teploty

Teplota ma znaény vliv na stabilitu AA i DHA. Byly provedeny analyzy pfi
teploté 4 °C, 10 °C a 25 °C. Snizena teplota v autosampleru umoznila chlazeni
vzorku béhem analyzy az na 4 °C, coz vedlo ke zvySeni stability. Studie stability
AA pfi vysSich teplotach potvrdily zna¢ny stupen rozkladu. Pfi 60 °C a 80 °C
klesl obsah AA béhem jedné hodiny na méné nez 20% puvodni koncentrace,
pfi 40 °C na 75 % [11].

Vliv hodnoty pH

AA je vice stabilni v roztocich, kde se hodnota pH pohybuje v kyselé
oblasti. V kyselém prostfedi neni podporovan vznik askorbatu, coz je hlavni
produkt rozkladu AA.
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Ve vétSiné pfipadu je vzorek pfipravovan extrakci v kyselém prostredi.
Nékteré studie se zabyvaly porovnanim extrakénich Cinidel o razné hodnoté pH
a jejich vlivem na stabilitu AA. Obecné plati, Ze dostateénou stabilitu vzorku
zajisStuje  kyselé pH kolem 2,1. NejbéznéjSim rozpoustédlem byla
metafosforena kyselina, nékdy v kombinaci s etylendiamin-tetraoctovou
kyselinou (EDTA) nebo urcitymi organickymi pfisadami (napf. metanol nebo
metanol a ACN) [11].

Na jedné strané muze byt metafosforecna kyselina pouzita pro velmi
ucinnou extrakci AA diky prevenci oxidace. Na strané druhé, mlze zpuUsobit
zavazné analytické interakce se silikagelovymi kolonami (Cqs nebo faze
s amino-vazbami). Tyto interakce mohou mit za nasledek posuny v zakladni linii
a retenénim Case [24]. V nékterych pfipadech byla extrakce provadéna pfi
neutralnim pH pomoci rdznych pufru.

Pfi pouziti metody HILIC bylo dllezité udrzet vysokou koncentraci
organického modifikatoru a extrakce byla provadéna pomoci pufru octanu
amonného s cilem zajistit podobnost s pouzZitou mobilni fazi. Zmény v
koncentraci organickych modifikatord by mohly vyznamné ovlivnit rovnovahu v
HILIC a mohly by vést k posunu reten¢nich ¢asl a vzniku nepravidelnych tvard
pikd [11].

Vliv koncentrace

Koncentrace roztoklh AA a DHA také urcitym zpusobem ovliviuje
stabilitu. Pfi analyzach roztokl o riznych koncentracich se prokazalo, ze ¢im
vy8Si byla koncentrace roztoku, tim lepsi byla stabilita. K vyznamnému poklesu

stability dochazi pfi koncentracich niz8ich nez 0,1 mg/I [11].

Vliv stabiliza¢nich prisad

Pro zvySeni stability jsou &asto uzivana stabilizacni cinidla. Napf.
kyselina metafosforecna pini roli rozpoustédla i stabilizatoru. Efektivni je i jeji
kombinace s EDTA. Pro prodlouzeni stability roztokl se také pouzivaji kyselina

trichloroctova, kyselina o-fosforena, homocystein, kyselina $tavelova,
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trifluoroctova kyselina, ditiotreitol, nebo kombinace trichloroctové kyseliny
s EDTA a dalsi [11].

Vliv pritomnosti kovovych iontt

Stabilita AA i DHA maze byt plsobenim kovovych iontu snizena. V tomto
pfipadé nachazi uplatnéni EDTA jako chelatujici sloucenina, ktera muze
stabilitu zvysit. Byl studovan vliv Cu ?*, Fe %, Mg ?*, Ca %, Mn %, Zn *".
Mnozstvi pfidanych prvkd odpovidalo mnozstvi pfidanému do multivitaminovych
pripravku. Bylo zjisténo, ze obsah AA vyznamné ovlivnily pouze ionty médnaté
[11].

PFfi chromatografické analyze AA a DHA je dulezita vysoka citlivost a
selektivita metody, vybér vnitfniho standardu pro ucely kvantifikace, retence
obou latek v systému HPLC, vybér vhodné detekce a stabilita obou latek

v roztocich [11].

2.2.3.2 Metody stanoveni

V minulosti bylo vyvinuto mnoho metod zaloZzenych na vratné redoxni
reakci AA/DHA. Nanestésti jim Casto chybéla specifita, a proto byly nachylné
k ovlivnéni dalSimi redukénimi Cinidly. Napfiklad u spektrofotometrickych metod
muze dojit kinterferenci s analyty, cukry ¢&i glukuronovou kyselinou. U
enzymatickych metod dochazi Kk interferencim s citronanem a peroxidem
vodiku.

Preferovanou metodou analyzy AA a DHA je HPLC, protoZe poskytuje
vySSi selektivitu nez metody spektrofotometrické, titracni €i enzymaticke.

Nejcastéji se pouziva ultrafialova (UV) detekce nebo ED. Méné Casto pak
detekce fluorescenc¢ni (FD), kdy je nutna derivatizace DHA a dalSi oxidace AA
na DHA. Dal8im, ne pfili§ vyuzivanym, typem detekce je detekce pomoci MS.
Tyto metody poskytuji nejvyssi citlivost a selektivitu. MS detekce je pro mnoho

laboratofi nedostupna z duvodu vysoké ceny a vysokych provoznich nakladu.

-39 -



Hlavnimi postupy stanoveni AA a DHA jsou metoda HPLC na reverzni
fazi, iontové vyménna, iontové parova a iontové vylu€ovaci chromatografie.
Pouzité mobilni faze jsou Casto velmi sloZité, obsahuji vice nez dvé slozky
s riznymi modifikatory nebo ¢inidly. Proto je velmi popularni mnohem
jednodussi a elegantni metoda HILIC [11].

O problematice jednotlivych pfistupl je pojednavano v nasledujicich
kapitolach. Prehled chromatografickych stanoveni AA a DHA provedenych
v letech 2005 — 2009 je graficky znazornén na Obr. 9 a podrobnéji rozepsan
v Tab. 1.

16 15

pocet stanoveni
—
N
Il

2 1 0

HILIC IONTOVE IONTOVE IONTOVE RP-HPLC
VYMENNA VYLUCOVACI PAROVA
CHROM. CHROM. CHROM.

typ chromatografie

Obr. 9: Prehled chromatografickych stanoveni AA a DHA v letech 2005 — 2009
[11]
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Tab. 1: Chromatografické metody pouZité pro stanoveni AA a DHA — 4. ¢ast

[25,26,27]
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Seznam zkratek v Tab. &. 1:

AA — kyselina askorbova

AA-2G — 2-0-a-D-glukopyranosyl-L-askorbova kyselina
AA-2BG — 2-0O-B-D-glukopyranosyl-L-askorbova kyselina
ACN — acetonitril

BAL — 2,3-dimerkapto-1-propanol

CAD — Charged Aerosol Detector

DAD — detektor s diodovym polem

DHA — dehydroaskorbova kyselina

DTT — dithiotreitol

ED — elektrochemicka detekce

EDTA — etylendiamin-tetraoctova kyselina

ESI — ionizace elektrosprejem

FD — fluorescencni detekce

IS — vnitfni standard

GSH — glutation

GSSG — oxidovany glutation

HILIC — Hydrophilic Interaction Chromatography

LOQ — limit kvantifikace

LOD — limit detekce

MS — hmotnostni spektrometrie

MS-SIM — mass spectrometry-selected ion monitoring
OPDA — o-fenyldiamin

rec — vytéznost

RSD — relativni smérodatna odchylka (pfesnost metody)
TCEP — [2-karboxyetyl]fosfan

TFA — trifluoroctova kyselina

UA — mocova kyselina

uv — ultrafialova

lontové parova c&inidla:

CTMAB — cetyltrimetylamonium bromid
DTEAP — dodecyltrietylamonium fosfat
DTMACI — dodecyltrimetylamonium chlorid
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Reverzni faze

Reverzni stacionarni faze jsou pfi analyze AA a DHA uzivany velmi
Casto. Jsou v3ak zatizeny Spatnym oddélenim AA od mrtvého reten¢niho ¢asu.
Pro ziskani dostate¢né retence je obvykle pouZito velmi vysoké procento vodné
sloZky, obvykle ve formé anorganické/organické kyseliny nebo anorganického
pufru (nékdy i 100 %) v kombinaci s nizkymi hodnotami pH.

Pro stanoveni na reverzni stacionarni fazi s potlaCenim vzniku iontd je
nezbytné pouZiti mobilni faze s hodnotou pH 2 jednotky pod hodnotou pKa AA
(4,17), aby latka byla neutralni, neionizovana a tudiz dobfe zadrZovana.
Kyselina chlorista byla ¢asto pouzivana pro potlaceni vzniku iontl pfi stanoveni
organickych kyselin pomoci RP-HPLC diky své silné kyselosti a silné
potlaCovaci aktivité jiz pfi nizkych koncentracich v fadu mM. Pfi analyze AA a
DHA timto zpUsobem byly jako mobilni faze pouzity kyselina trifluoroctova,
sirova a fosfore¢na pfi pH = 2.

Jednou ze dvou hlavnich nevyhod tohoto postupu je 100% koncentrace
vodné frakce v mobilni fazi. Je znamo, Ze vodna mobilni faze neobsahujici
organické modifikatory, mize negativné ovlivnit separacni ucinnost stacionarni
faze Cqs, nebo v pfipadé dlouhodobého pouzivani mize nastat tzv. hydrofobni
kolaps stacionarni faze.

Druhou nevyhodou je nizké pH, které urychluje odbouravani
silikagelovych kolon diky rozpadu zakladniho silikagelového materialu. Tento
problém mize byt vyfeSen pomoci presaturaéni kolony, nebo zménou
silikagelového nosi¢e na hybridni, oxid zirkonicity nebo polymer, ktery ma vys$si

chemickou stabilitu [11].

lontové parova chromatografie

lontové parova Cinidla byla ¢asto vyuZivana ve spojeni s anorganickymi
pufry. Pouzivani anorganickych pufri ma vsak urcité nevyhody. Anorganické
soli mohou ucpat prvky tokové linie, vstupni a vystupni ventily, coz mlze
zpusobit jejich nespravnou funkci. Zména vodného pufru na mobilni fazi s

vysokym obsahem organickych rozpous$tédel musi byt provadéna opatrné a
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postupné, aby nedoslo k precipitaci pufru. Dllezité je dikladné promyti systému
vodou. Navic anorganické pufry nejsou kompatibilni s detekci pomoci MS,
protoze nejsou tékaveé.

Mobilni faze Casto tvofi pét i vice slozek. Tyto metody mohou mit nizkou
reprodukovatelnost a selektivitu. Retence zavisi na typu a koncentraci iontové
paroveho €inidla a typu analytické kolony. Tato Cinidla nejsou doporu¢ovana pro
pouziti pfi sou¢asné aplikaci kapalinové chromatografie a MS. Casto zlistavaiji
uvnitf zdroje iontl a poskytuji falesSné pozitivni signaly i dlouho po jejich pouziti.
Néktera jsou nepouzitelna kvili nedostateéné tékavosti. Snizuji dobu Zivotnosti
kolon, proto optimalizace metody musi byt provedena velmi opatrné a pouze za
pouziti nizkych koncentraci. Casto zpUsobuji nestabilitu chromatografické
separace nebo postupné zvySuji tlak s kazdym dalSim nastfikem vzorku.
Existuje také nebezpecli precipitace s ostatnimi slozkami mobilni faze. Tento

postup neni zrovna idealni pro pouziti v moderni analytické laboratofi [11].

lontové vyménna chromatografie

AA lze dobfe zadrzet na aniontové vyménné stacionarni fazi typu SAX
(silny anex). lontové vyménna chromatografie byla aplikovana také v ponékud
modifikované podobé, kdy byla pouZita stacionarni faze s aminoskupinami. Tyto
aminoskupiny slouZily jako WAX (slaby anex). Jako mobilni faze se obvykle
pouzivaji anorganické pufry nebo kyseliny s nizkou hodnotou pH. Pro stanoveni

AA a DHA se vSak tento postup nestal popularnim [11].

lontové vylu€ovaci chromatografie

Stacionarni faze je Casto zaloZena na sulfonované sférické PS/DVB
(polystyren/divinylbenzen) pryskyfici v ruznych iontovych formach (napf.
Polypore H nebo Nucleogel lon 300). Mobilni fazi je anorganicka kyselina (napf.
sirova, fosforecna nebo sulfonova) bez pfitomnosti organického modifikatoru.
Retence je kontrolovana z hlediska elektrostatickych repulznich  sil,

hydrofobnich interakci a velikostniho rozdéleni.
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Funkéni skupina (SO3) ionexu odpuzuje stejné nabité ionty
elektrostatickou  silou a brani jim ve vstupu do PS/PVD
(polystyren/polyvinylpyridin) systému. Silné ionizované rozpusténé latky jsou
vylou€eny z pérl systému. Neutralni rozpusténé latky, které nejsou ovlivnény
elektrostatickymi silami mohou do tohoto systému vstoupit a oddélovat se diky
hydrofobnim interakcim. Slabé ionizované latky (napf. organické kyseliny,
v€etné AA a DHA) jsou eluovany nékde mezi, diky elektrostatickym silam a
Castecné penetraci do pérd, kde se vyskytuji hydrofobni interakce. Velikostni
rozdéleni také ovliviiuje retenci, kdy jsou vétsSi molekuly vyloueny ze systému
pora.

Tento typ chromatografie je mnohem elegantnéj§i ve srovnani
s reverznim typem nebo iontovou vyménnou chromatografii. Stabilita

stacionarni faze pfi velmi nizkém pH je zajisténa polymernim zakladem [11].

HILIC

HILIC je chromatograficka metoda vhodna pro separaci velmi polarnich a
hydrofilnich slou€enin. Stacionarni faze je hydrofilni a ¢asto ma naboj. Vhodna
hodnota pH se pro silikagelové kolony pohybuje v rozmezi 3 — 8, pro polymerni
kolony je doporuceny interval 2 — 10. Slou€eniny rozdélujici se na koloné
interaguji se stacionarni fazi a to tim vice, ¢im vice jsou hydrofilni. Mobilni faze
je tvofena smési vody nebo tékavého pufru a ACN (> 40%) [14].

Podrobné je mechanismus separace metodou HILIC popsan v kapitole
2.1.3 Hydrophilic Interaction Chromatography. Nutno podotknout, Zze

v poslednich letech se metoda HILIC stava stale vice popularni.

2.2.3.3 Detekce AA/DHA

AA a DHA maji odliSné vlastnosti pfi pouziti riznych typl detekci. Napf.
AA vykazuje silnou odpovéd pii UV detekci i ED na rozdil od DHA. FD mize byt
pouzita pouze v pfipadé, Ze je DHA podrobena derivatizaci. Pro uréeni
mnozstvi obou slou¢enin pomoci jedné detekéni techniky je zapotfebi pfeména

jedné formy na druhou, nebo propojeni dvou detekénich technik [11].
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UV detekce

NejpouzivanéjSi detekéni technikou pouzivanou v HPLC je UV
spektrofotometrie [11]. Jeji vyhodou je vysoka citlivost, Siroky rozsah linearity,
nizké naklady a snadné pouziti. Je kompatibilni s vétSinou rozpoustédel
pouzivanych jako mobilni faze v isokratickém i gradientovém elu¢nim rezimu
[28].

AA vykazuje absorpéni maximum v rozmezi vinovych délek 244 — 265
nm. Tato hodnota zavisi na slozeni mobilni faze, hlavné pfi pouziti pufrd o
rizné hodnoté pH. DHA v roztoku absorbuje UV zafeni pfi vinové délce 185
nm, ale urcitou absorbanci vykazuje i nad 220 nm. Pro sou€asné stanoveni AA
a DHA pomoci UV detekce je nutna derivatizace DHA pouZitim 4,5-dimetyl-1,2-
fenylendiaminu. Chromatogram je zaznamenavan pfi 360 nm, coz je excitacni
vinova délka ¢asto vyuzivana pfi FD.

VétSinou se tento typ detekce pouziva pro stanoveni pouze AA z diivodu
Spatné absorpce DHA v UV oblasti. Nékteré metody vyuzivaji paralelné FD pro

Pro simultanni stanoveni AA a DHA pomoci UV detekce je nutné do
metody zahrnout redukci DHA. Obsah AA je stanoven v plvodnim vzorku pro
uréeni pocatecni koncentrace AA. Nasledné dochazi k redukci DHA, ¢imZ by
vSechna DHA méla byt pfeménéna na AA. Po pfeméné je vzorek analyzovan
z hlediska celkového mnozstvi AA, tzn. stejny vzorek je injikovan dvakrat
(puvodni vzorek pro zjisténi pocatecni koncentrace AA a pfeménény vzorek pro
zjisténi celkové koncentrace). Obsah DHA se pak vypocita jako rozdil mezi
pocCateCnim obsahem a celkovym mnozstvim AA po pfeméné. Metoda je

oznacovana jako subtrakéni (odecitaci) postup [11].

Fluorescencni detekce

AA a DHA samy o sobé& nemaji fluorescencni vlastnosti. FD umozniuje
stanoveni AA po oxidaci na DHA a nasledné derivatizaci, coz je pomérné
slozité a ¢asové narocné. Derivatizace DHA pFed kolonou, nebo postkolonova,
se Casto pouziva ke zvySeni citlivosti detekce a eliminaci ruSivych vlivd

komplikovanych matric. Jako derivatizaéni Cinidlo postkolonové derivatizace byl
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pouzit o-fenyldiamin  pro tvorbu fluoreskujiciho  derivatu  3-(1,2-
dihydroxyetyl)furol[3,4-b]chinoxalin-1-onu. VInova délka detekce byla stanovena
na 355 nm pro excitaci a 425 nm pro emisi. Casto se pouziva dvoji detekce, kdy

AA je stanovena pomoci UV detekce a DHA pomoci FD [11].

Elektrochemicka detekce

AA je pomérné reaktivni a snadno detekovatelna pomoci
coulometrickych a amperometrickych systémi. Oproti tomu je DHA
elektrochemicky inaktivni, a proto musi byt stanovena pomoci odecitaciho
postupu (viz. UV detekce). ED je charakterizovana vysSi citlivosti, specificnosti
a eliminaci interferenci mezi slozkami.

Mezi nevyhody ED patfi velmi dlouhy €as potfebny pro ekvilibraci kolony
(17 — 48 hodin). Musi byt dodrzovany urcité podminky. lontova sila a pH pufra
proudicich pfes elektrochemicky detektor musi byt konstantni a zmény tlaku
musi byt minimalizovany. Pasivace, ktera zahrnuje Cc¢isténi kyselinou, je
nezbytna pfi prvnim pouziti chromatografického systému, a pak se provadi vzdy

jednou za 6 — 12 mésicu [11].

Detekce pomoci hmotnostni spektrometrie

ProtoZze se pro stanoveni AA a DHA pouZivaji iontové parova cinidla
nebo netékavé anorganické pufry, bylo popsano velmi malo analyz uzivajicich
MS jako detekéni techniku. A to i pfes své vyhody v selektivité a citlivosti.

Casto se stanovuji slozky multivitaminovych smési pomoci ionizace
elektrosprejem (ESI) MS detekce v reZzimu negativnino médu nebo kombinace
ESI-MS a detekce s diodovym polem (DAD) pro analyzu AA a fenolickych
slou€enin nebo smési vitaminl. PFi stanoveni DHA se objevily urcité problémy.
Hmotnostni spektra byla ponékud slozitéjSi. DHA tvofi béhem rozpousténi
hydratovany poloacetal a v zavislosti na pH ma sklon k hydrolyze.

Tyto metody stanoveni jsou velmi slozité, ¢asto stanovuji mnoho analytu,
jejich selektivita a citlivost nejsou zaméfeny zrovna na to, jak ziskat nejlepSi

vysledky pro stanoveni AA. Bylo by tedy vhodné vyvinout metody za pouZiti MS
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detekce pro simultanni stanoveni AA a DHA se zaméfenim na citlivost a

selektivitu pro tyto dva analyty [11].

2.2.3.4 Detektory na bazi aerosolu

Mezi detektory na bazi aerosolu patfi detektor na bazi rozptylu svétla
(Evaporative Light Scattering Detector — ELSD), Corona Charged Aerosol
Detector (CAD) a Nano Quantity Analyte Detector (NQAD). CAD predstavuje
nové moznosti univerzalni detekce pro HPLC. Je alternativou ELSD a UV
detekce [29]. Mezi vyhody tohoto detektoru patfi lepsi citlivost nez ma ELSD,
dynamicky rozsah az 4 fady, snadnost pouziti a stalost faktord odezvy [30].
CAD téméf nezavisi na struktufe netékavych latek, ale je silné zavisla na
mnozstvi organického rozpoustédla v mobilni fazi, jelikoZ ovliviuje transportni
ucinnost nebulizéru a vytvareny signal [31].

PFi CAD je eluent HPLC kolony nejdfive nebulizovan (zmlzovan) dusikem
a vzniklé kapi¢ky jsou susSeny, aby doslo k odstranéni mobilni faze a vytvorily se
Castice analytu. Sekundarni proud dusiku prochazi prostfedim o vysokém
napéti, které je produkovano platinovym koronovym dratem a ziskava kladny
naboj. Ten je pfedavan &asticim analytu. Castice jsou vedeny do kolektoru, kde
je naboj méfen elektrometrem s vysokou citlivosti. Signal je pfimo umérny
mnozstvi analytu [32]. Schéma detektoru je uvedeno na Obr. 10.

Slabosti vSech detektorl vyuzivajicich procesu nebulizace je zavislost
odezvy na sloZeni mobilni faze [29]. Pfi vy8Sim obsahu organické slozky je
dosazeno vyssi odezvy [33]. Isokratické analyzy nejsou timto jevem ovlivnény,
avsak pfi gradientové analyze byva ziskana nejednotna odpovéd. Pro prevenci
tohoto jevu mohou byt upraveny podminky pratoku [29]. Pfi pouziti vice
tékavych rozpoustédel béhem gradientové eluce (reverzni faze) dochazi ke
zvySeni mnozZstvi analytu dostupného pro detekci a odezvy pro pozdéji
vymyvané slouceniny jsou vétsi. U gradientové eluce HILIC mizeme sledovat
efekt opacny. Gorecki et al. vyvinuli empirickou metodu pro kompenzaci tohoto
kolisani smisenim eluentu kolony s druhou mobilni fazi toku s opacnym
sloZzenim gradientu. Tato technika se oznacuje jako kompenzace gradientu a

zajistuje, Ze slozeni mobilni faze vstupujici do detektoru je konstantni a
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vyluCuje jakékoli zmény v hromadné odpovédi v disledku zmény slozeni
mobilni faze [28].

CAD je pouzitelny pro prakticky vSechny netékavé nebo Castecné tékavé
latky, jako jsou léCiva, cukry, tuky, steroidy, peptidy, proteiny a polymery. Je
vhodny pro detekci latek, které neabsorbuji zafeni v UV oblasti. Pouziva se ve
farmaceutickém  prdmyslu, potravinaiském  primyslu, pro analyzu
spotiebitelskych produktd a pramyslovych chemikalii. Vyuziti tohoto zpusobu
detekce muze zvySit uCinnost stavajicich analytickych metod a soucasné

otevrit zcela nové moznosti pro bioanalytickou chemii v budoucnosti [32].
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Obr. 10: Schéma detektoru Corona CAD [32]

Dalsim typem detektoru na bazi aerosolu je NQAD. Od ostatnich
detektord na bazi aerosolu se liSi zplsobem detekce. Je to vysoce citlivy
detektor, ktery umozniuje stanoveni velmi nizkych koncentraci analyt v nastfiku
(v Ffadech nanogramu). Pouziva se pro stanoveni Sirokého spektra malo
tékavych a netékavych sloucenin. Jeho vyhodou je rychla instalace a

jednoducha obsluha [34]. NQAD ve srovnani s ostatnimi detektory na bazi
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aerosolu poskytuje vyssi citlivost diky pfitomnosti Water Condensation Particle
Counter (WCPC). Vodni para kondenzuje na vétsi kapky, které mohou byt
snadno detekovany fotodetektorem [35]. Signal z detektoru je pfimo umérny
poCtu Castic. Na rozdil od ELSD, ktery je zaloZzen na méfeni rozptylu svétla,
NQAD pocita mnozstvi ¢astic aerosolu [36].

Princip NQAD (Obr. 11) spociva v nebulizaci, odpafovani, kondenzaci a
detekci [35].
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®o
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Focusing [@°° o° @
Nozzle . . &

Photodetector
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Obr. 11: Princip funkce NQAD [35]

Béhem nebulizace dochazi ke vzniku ultrajemného aerosolu. Mobilni
faze se odpafi za vzniku malych Castic. Vybér teploty zajisti odpafeni mobilni
faze za souCasné minimalizace odpafeni analytu. Pfesycena vodni para
kondenzuje na €asticich za vzniku velkych kapi¢ek. Pouze €astice nad kritickou

velikosti mohou slouzit jako kondenzaéni jadra. Kapi¢ky jsou detekovany

-53-



(pocitany) laserovym paprskem fotodetektoru. Dynamicky rozsah detektoru je
vice nez Ctyfi fady. Signal NQAD (Obr. 12) vyjadfuje pocet Castic jako funkci

Casu [35].

CNLSD Signal

HAnaIyte Signal
|
.y
L
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Time

Obr. 12: Graficky zaznam detekce NQAD [35]

Mezi vyhody NQAD patfi velka citlivost, Siroky dynamicky rozsah, dobra

linearita, reprodukovatelnost, mala velikost, robustnost a spolehlivost. NQAD je

vhodny pro detekci latek, které neabsorbuji zafeni v UV oblasti a Ize jej tedy
pouzit jako doplnék UV detekce. Nevyhodou NQAD je nutnost pouzivani jen

nejcCistSich chemikalii a kvalitnich kolon, vysoka citlivost na netékavé slozky

v mobilni fazi a neschopnost detekce tékavych latek [36].

NQAD Ize pouzit pro analyzu sacharidl, kationtl a aniontl, steroidd,

lipid a fosfolipidli, polymer(, malych molekul, peptidi a proteina [35].
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3. Experimentalni cast
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3.1 Pouzité chemikalie

Acetonitril Chromasolv for HPLC gradient grade (SIGMA-ALDRICH, CR)
Ultracista voda Millipore MilliQRG (Millipore Corp., USA)

Kyselina octova > 99% (FLUKA, SIGMA-ALDRICH, CR)

Kyselina mravenci 98 — 100% (Riedel de Haén, Némecko)

Hydroxid amonny p. a., 10% vodny roztok (FLUKA, SIGMA-ALDRICH, CR)
Kyselina askorbova 99% (FLUKA, SIGMA-ALDRICH, CR)

Kyselina dehydroaskorbova (FLUKA, SIGMA-ALDRICH, CR)

3.2 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy Sartorius 2004 MP (Némecko)
Laboratorni pH metr Microprocessor pH Meter pH 212 (Hanna instruments,
USA)
Kapalinovy chromatograf Shimadzu (Kyoto, Japonsko)
e pumpa LC-20AD
e autosampler SIL-20AC
e termostat CTO-20AC
e komunikacni modul CBM-20A
e degasér DGU-20As
e detektory — Diode Array Detector SPD-M20A
Corona Charged Aerosol Detector (ESA, USA)
Nano Quantity Analyte Detector (Quant Technologies, LLC,
USA)
Program LC solution for Windows v. 1.1

Kolony

Luna HILIC 3 pm, 100x3,0 mm (Phenomenex, USA)
ZIC-HILIC 3,5 ym, 150x2,1 mm (SeQuant, Svédsko)
Atlantis T3 3 ym, 150x3,0 mm (Waters, USA)
Obelisc R 5 ym, 100x3,2 mm (Sielc, USA)
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3.3 Priprava mobilni faze a analytt

Pro fedéni a pfipravu vSech roztok( byla pouzita vyhradné ultralista
voda filtrovana pfes 0,45 pym membranovy filtr. Pfipadné byly roztoky vodnych

slozek nasledné filtrovany.

3.3.1 Pfiprava mobilni faze

Béhem vyvoje metody pro stanoveni AA a DHA byl pozorovan vliv
sloZeni vodné Casti mobilni faze na retenci latek. Organicka sloZzka byla tvofena
ACN, jak vyZaduje HILIC uspofadani.

Kromé ultracisté vody byly pouzity také 0,1% a 0,5% roztoky kyseliny
octové pfipravené pfidanim daného mnoZstvi kyseliny octové do vody.

Dal8imi pouzitymi vodnymi slozkami byly 10mM, 50mM, 100mM a
250mM roztoky octanu amonného s hodnotou pH 3,8; 4,8; 5,8; 6,8 a 7,8. Byly
pfipraveny pfidanim daného mnozstvi kyseliny octové do vody a nasledné
titrovany hydroxidem amonnym na pfedepsanou hodnotu pH. Roztoky byly
kvantitativné pfevedeny do odmérné barky. Kone¢ného objemu bylo dosazeno

pfidanim ultracisté vody doplnénim po rysku.

3.3.2 Priprava analytu a vzorku

Pro optimalizaci podminek byly analyty pfipraveny navazenim 1 mg
standardu a jeho rozpusténim ve smési ACN a vodné slozky mobilni faze
v poméru 50:50.

Roztok AA byl pfipraven ve 100 ml odmérné barice rozpusténim 1 mg
standardu ve smési ACN a vodné slozky mobilni faze. Roztok DHA byl
pripraven rozpusténim 1 mg standardu v1 ml smési z ddvodu dosazeni
dostateCné odezvy UV detektoru. Jak je znamo, DHA ma pfi UV detekci
Spatnou odezvu. Roztoky byly vpraveny do vialek a nasledné v autosampleru
kapalinového chromatografu ochlazeny na teplotu 4°C z dlvodu zachovani

stability.
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Pro stanoveni pomoci detektoru Corona CAD byly roztoky AA i DHA
pripraveny vyse uvedenym zplUsobem. Pro DHA poskytuje Corona CAD daleko
lepSi odezvu [25].

Jako realné vzorky pro validaci metody byly zvoleny Celaskon 100 mg
(Zentiva), Celaskon 250 mg (Zentiva), které jsou registrovanymi [éCivymi
pfipravky, dale Hroznovy cukr s vitaminem C pomeranc¢ (Intact) a Vitamin C
v prasku (Vitar). Jejich roztoky byly pfipraveny, ve 100 ml odmérné barice,
rozpusténim ve smeési ACN a 0,5% roztoku kyseliny octové v poméru 50:50 a
doplnénim po rysku. Nasledné byly zfedény na koncentraci 50 ug/ml a méreny

vyvinutou HILIC metodou.

3.4 Optimalizace metody

Zakladem spravné analyzy je optimalizace metody a urCeni vhodnych
podminek. Pro optimalizaci metody byla pouzita kolona Luna HILIC (obsahuje
diolové skupiny). Stanoveni probihalo pfi teploté 23°C, pratokova rychlost byla
nastavena na 0,8 ml/min a objem nastfiku byl 10 ul. Vinova délka DAD
detektoru byla nastavena pro AA v rozmezi 243 — 268 nm (v zavislosti na pH).
Pro DHA byla vinova délka nastavena na 210 nm.

V ramci optimalizace byl sledovan vliv pH, koncentrace mobilni faze a
obsahu jeji vodné sloZky na retenci AA a DHA. O stanoveni metodou HILIC je
znamo, zZe ¢im vySsi je koncentrace organické slozky (ACN), tim silnéji je analyt

na koloné zadrzovan.

3.5 Vyuziti detektoru Corona CAD pro stanoveni AA a DHA

Béhem stanoveni AA a DHA za pouziti detektoru Corona CAD byly
porovnavany kolony Luna HILIC, ZIC-HILIC (obsahuje zwitteriontovou
stacionarni fazi se sulfobetainovou skupinou) a Atlantis T3 (obsahuje trifunkéné
vazany ligand C+g). Analyty byly pfipraveny rozpusténim standardd AA a DHA

ve smési ACN a vodné slozky mobilni faze v poméru 50:50.
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Na koloné Luna HILIC probihalo stanoveni pfi teploté 23°C, prutoku 0,8
ml/min a nastfiku 10 pl. Vodna sloZzka mobilni faze byla tvofena 50mM octanem
amonnym a dale 0,1% roztokem kyseliny octové.

Na dalSich dvou porovnavanych kolonach byla teplota nastavena na
23°C a objem nastfiku 10 ul. Na koloné ZIC-HILIC byl pratok mobilni faze 0,3
ml/min a jako vodné slozky byly zvoleny 0,1% roztok kyseliny octove, 0,1%
roztok kyseliny mravenci a ultracista voda. Ostatni vodné slozky byly testovany
v pfedchozi praci [37]. Pfi pouziti kolony Atlantis T3 byl prutok nastaven na 1
ml/min a vodna slozka mobilni faze byla tvofena 0,5% roztokem Kkyseliny
mravenci.

Soucasné byl sledovan vliv koncentrace mobilni faze a obsahu jeji vodné

slozky na retenci jednotlivych analytu.

3.6 Vyuziti detektoru NQAD pro stanoveni AA a DHA

Pro stanoveni AA a DHA byla zvolena metodika vyvinutd na koloné
Obelisc R [25]. Analyty byly pfipraveny rozpusténim 1 mg standardu v 1 ml
smési ACN a vodné slozky mobilni faze (50:50). Mobilni faze byla tvofena ACN
a 75mM octanem amonnym pH 4,2 (15:85). Metoda vSak musela byt dale
modifikovana kvuli nestabilité odezvy NQAD. Z tohoto divodu byl dalSim typem
vodné slozky mobilni faze 0,5% roztok kyseliny octové. Teplota termostatu byla
nastavena na 23°C, prutok mobilni faze byl 1 ml/min a objem nastfiku byl 10 pl.

Vzorek v autosampleru byl ochlazen na teplotu 4°C.

3.7 Validace metody a analyza realnych vzorku

Validace analytické metody vychazi z aktualné platného Ceského
Iékopisu [6] a International Conference on Harmonisation guidelines [38]. Jeji
nedilnou soucasti je test zpusobilosti systému. Jeho soucasti je uréeni zdanlivé
ucinnosti (pocet teoretickych pater), rozliSeni, faktoru symetrie piku, vySkového
ekvivalentu teoretického patra a opakovatelnosti nastfiki (byly sledovany
retencni Casy a plochy pikl). Bylo provedeno deset nastfikl roztoku standardu
AA.
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Validace metody a stanoveni realnych vzorkl probihalo za pouziti
metody vyvinuté na koloné Obelisc R pfi teploté 23°C, pratoku 1 ml/min a
nastfiku 10 pl. Kolona Obelisc R nese na povrchu stacionarni faze zaporny
naboj, uvnitf stacionarni faze je naboj kladny. Mobilni faze byla tvofena smési
ACN a 0,5% roztoku kyseliny octové (80:20).

Jednotlivé vzorky byly pfipraveny vySe popsanym zplUsobem (viz.
kapitola 3.3.2 PFiprava analytd a vzorkul).

Kalibragni kfivka byla sestavena na zakladé méfeni roztok( standardu
AA v koncentraénim rozmezi 1 — 500 pug/ml. Jednotlivé roztoky byly pfipraveny
zfedénim na pfislusné koncentrace (1 pg/ml, 2,5 pyg/ml, 5 pg/ml, 10 pyg/ml, 25
pug/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 250 ug/ml, 500 ug/ml). U kazdého z roztokl byly
provedeny tfi nastfiky. Aby byla metoda pouzitelna pro stanoveni, je dulezité,
aby byla kalibracni kfivka v daném koncentraénim rozmezi linearni.

Soucasti validace metody je ovéfovani jeji spravnosti a pfesnosti. Pro
zZjiSténi presnosti bylo v pfipadé vSech méfenych pfipravkl, vySe uvedenym
postupem, pfipraveno Sest vzorku, které byly nastfikovany ve tfech sériich.

Soucasti stanoveni spravnosti je metoda standardniho pfFidavku
oznacovana takeé jako ,spikovani“. Princip metody spociva v pfidani znamého
mnozstvi standardu do matrice obsahujici pFislusny analyt. Provede se
stanoveni samotného vzorku, a pak jeho smési se standardem. Pro tento
postup byl zvolen vzorek Celaskonu 100 mg. Stanovovany roztok byl tvofen 25
Ml vzorku a 975 pl smési ACN a 0,5% roztoku kyseliny octové (50:50). Roztok
vzorku s pfidavkem standardu obsahoval 25 ul vzorku, 25 pl standardu

(koncentrace 1 mg/ml) a 950 pl Fedici smési.

-60 -



4. Vysledky a diskuse
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4.1 Optimalizace podminek stanoveni

V poslednich nékolika letech bylo vyvinuto mnoho metod pro simultanni
stanoveni AA a DHA, vétSinou byl vSak pouzit postup subtrakce. Zakladem
méfeni bylo nalezeni optimalnich podminek, pfi vyuZziti, pokud mozno, jedné
detekce, pro stanoveni téchto dvou latek v rezimu HILIC, jak vychazi z prace
provedené na koloné ZIC-HILIC [37]. Tento Clanek se zabyva stanovenim AA
na koloné ZIC-HILIC (teplota 23°C, priatok 0,3 ml/min, nastfik 5 ul, DAD pfi 268
nm, teplota v autosampleru 4°C). Mobilni faze byla tvofena ACN a vodou, dale
10mM, 50mM a 100mM octanem amonnym s hodnotou pH 3,8 — 7,8. Jak je
vSak patrné z chromatogramu (Obr. 13), metoda poskytuje Spatnou ucinnost a
pfiliS Siroké piky. Jedinou vyhodou metody je vysoka retence AA (Obr. 14).

Nevyhodou kolony ZIC-HILIC je také jeji nestabilita a vysoka cena.

mAU
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Obr. 13: Separace AA a chlorogenové kyseliny (IS) spole¢né s UV spektrem AA

[37]
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Obr. 14: Zavislost retence AA na koncentraci vodné slozky mobilni faze

(AmAc — octan amonny, AcAc — octova kyselina) [37]

Retence rostla pfi zvySujici se koncentraci pufru. VySsi retence i
robustnosti bylo dosazeno také s rostouci hodnotou pH. Maximalni retence byla
pozorovana pfi pH 5,8, zatimco poklesla pfi nizSich hodnotach pH. Nejvétsi vliv
méla zména poméru vodné a organické slozky mobilni faze. S rostouci
koncentraci ACN rostla i retence AA, kdy reten¢ni ¢as dosahoval az 25 min.
(Obr. 14).

Béhem meéfeni, které probihalo na koloné Luna HILIC, byl obdobné
sledovan vliv hodnoty pH, koncentrace mobilni faze a jeji vodné slozky na
retenci tentokrat obou analytd (AA i DHA).

PFi pouziti ultracisté vody, 0,1% a 0,5% roztoku kyseliny octové jako
vodnych slozek mobilni faze byla retence AA i DHA ovlivhéna minimalné.

Proto byl, jako dal$i vodna sloZzka mobilni faze, pouzit pufr octanu
amonného o rtizné sile (10mM, 50mM, 100mM a 250mM) a rtizné hodnoté pH
(3,8 — 7,8). Jak je patrné z grafického znazornéni (Obr. 15 a 16) a hodnot
uvedenych v Tab. 2, zména pH pufru neméla na retenci analytd na koloné Luna
HILIC zasadni vliv.

K vyznamnému ovlivnéni retence AA doSlo az se zménou koncentrace

pufru. Jako nejvhodnéjsi, z hlediska retence, byla vyhodnocena vodna slozka
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250mM octan amonny s hodnotou pH 6,8. Vyznamny vliv mél také pokles
koncentrace vodné slozky mobilni faze. Kretenci doSlo pfi 15% zastoupeni
vodné slozky. NejvyznamnéjSi retence bylo dosazeno az pfi 10% a nizsi

koncentraci vodné slozky.
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Obr. 15: Zavislost retence AA na koncentraci vodné slozky mobilni faze —

kolona Luna HILIC
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Stejné podminky stanoveni byly aplikovany i pfi méfeni retence DHA.
Rovnéz byl sledovan vliv hodnoty pH, koncentrace mobilni faze a obsahu jeji
vodné slozky. Retencni ¢asy DHA jsou uvedeny v Tab. 2. Na retenci DHA (Obr.

13) vSak neméla zména vySe uvedenych hodnot prakticky zadny vliv. DHA se

nepodafilo oddélit od mrtvého retenéniho ¢asu.

Konc. | Voda |Kys. octova Octan amonny

vodné

sl(cz/f;(y 0,5% | 0,1% ;3%',\4 Lﬁ’j’g'g' iﬁ’g'g'
5 1,20 1,20 | 1,20 1,28 1,10 1,38
10 1,06 1,06 | 1,07 1,11 1,19 1,27
15 1,01 1,00 | 1,01 1,04 1,08 1,19
20 0,97 10,96 | 0,97 0,99 1,02 1,14
30 0,90 |0,90] 0,90 0,90 0,94 1,07
40 0,88 |0,87 | 0,87 0,79 0,93 0,99
50 0,86 |0,85] 0,85 0,76 0,86 0,87
60 0,84 |0,84 0,84 0,75 0,82 0,83

Tab. 2: Retenéni Casy pfi optimalizaci podminek stanoveni DHA — 1. ast

Konc. Octan amonny
;’I‘:grlle 50mM 50mM 50mM 50mM | 50mM
o | pHes pH 4,8 pH 3,8 pH58 | pH7.8
5 1,27 1,28 1,21 1,26 1,27
10 1,16 1,12 1,07 1,13 1,16
15 1,07 1,03 1,02 1,06 1,07
20 1,00 0,99 0,97 1,00 1,00
30 0,93 0,92 0,96 0,93 0,94
40 0,91 0,91 0,88 0,91 0,90
50 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85
60 0,83 0,84 0,84 0,83 0,81

Tab. 2: Retenéni Casy pfi optimalizaci podminek stanoveni DHA — 2. ast
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Obr. 16: Zavislost retence DHA na koncentraci vodné sloZky mobilni faze
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Ziskané vysledky byly porovnany s vysledky méfeni provedeného na
koloné ZIC-HILIC [37]. Zatimco na koloné ZIC-HILIC rostla retence AA
s rostouci hodnotou pH pufru, na koloné Luna HILIC neméla ménici se hodnota
pH zasadni vliv. K vyznamnému ovlivnéni retence AA doslo, na obou kolonach,
pfi rostouci koncentraci pufru. V obou pfipadech mél vyznamny vliv pokles
koncentrace vodné sloZky mobilni faze, retence nastala pfi 15% a nizSim
zastoupeni vodné slozky. Na koloné ZIC-HILIC v8ak byly reten¢ni Casy AA

podstatné delSi (az 25 min.).

4.2 Pouziti detektoru Corona CAD

Nasledujicim  krokem této diplomové prace byla aplikace
optimalizovanych podminek na stanoveni AA a DHA za pouziti detektoru
Corona CAD. Pro DHA poskytuje Corona CAD daleko lepSi odezvu [25]. JelikoZ
u tohoto detektoru nelze mobilni fazi o tak velké sile pufru (250mM) pouZit, bylo
méfeni provedeno s pufrem 50mM octanu amonného. Pfi pouZiti kolony Luna
HILIC nebyly vysledky pouZzitelné kvuli nedostatecné retenci a nizké selektivité.
Nasledujici mobilni faze byla tvofena smési ACN a 0,1% roztoku kyseliny
octové. NedoSlo vSak k rozdéleni analytd, ani k jejich oddéleni od mrtvého
reten¢niho asu.

Dal$i porovnavanou stacionarni fazi byla kolona ZIC-HILIC (Tab. 3). Jak
jiz bylo uvedeno vySe, pro DHA vykazuje kolona ZIC-HILIC nizkou separacni
ucinnost. Jako dalSi vodna slozka mobilni faze byla pouZita ultracista voda,
0,1% roztok kyseliny octové a dale 0,1% roztok kyseliny mravenci, protoze tyto
vodné sloZzky nebyly v pfedchozi praci [37] testovany. Na této koloné
k rozdéleni analytd doSlo, vysledky vSak nejsou pouzitelné v praxi z divodu
rozmytych pikl, coz poukazuje na Spatnou ucinnost kolony. Na retenci nemél
vliv typ vodné slozky mobilni faze, ale pomér organicka/vodna slozka.

K nejvyssi retenci doslo pfi poméru organicka/vodna slozka 93:7.
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Kolona Konc. vodné Retence analytd (min.)
ZIC-HILIC 1 slozky (%) | g 19, kys. octova | 0,1% kys. mravenci | Voda
7 11,21 11,32 -
AA 10 5,82 5,97 5,74
15 3,57 - -
22 2,62 - -
7 2,42 2,44 -
DHA 10 2,28 2,35 2,34
15 1,85 - -
22 1,83 - -

Tab. 3: Stanoveni AA a DHA na koloné ZIC-HILIC detektorem Corona CAD

Tfeti testovanou kolonou byla Atlantis T3, ktera je vhodna pro stanoveni

polarnich latek, ale nejedna se o kolonu vyrobenou specialné pro HILIC. Jde o

klasickou separaci na reverzni fazi. Pfi analyze byly pozorovany opaéné jevy

nez u ostatnich porovnavanych kolon. Retencni €asy analyzovanych slozek

(Tab. 4) rostly se zvySujici se koncentraci vodné slozky. Mobilni fazi tvofila

smés ACN a 0,5% roztoku kyseliny mravenci. Vysledkem stanoveni bylo

nedostatecné rozdéleni analytll. NedoSlo ani k oddéleni od mrtvého retenéniho

Casu.
. . Retence analytd (min.)
Kolona Atlantis T3 Konc. vodné slozky (%)
0,5% kys. mravenci
50 1,86
AA 70 2,88
90 3,03
50 2,02
DHA 70 2,84
90 3,54

Tab. 4: Stanoveni AA a DHA na koloné Atlantis detektorem Corona CAD
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4.3 Pouziti detektoru NQAD

V ramci hledani novych moznosti stanoveni AA a DHA byla vyuzita
moznost vyzkou$et novy typ detektoru na bazi aerosolu NQAD.

Pro méfeni byla pouZita metoda vyvinutad pro kolonu Obelisc R [25] a
podminky byly aplikovany na jiz zminény detektor. V ramci citované prace byla
testovana také kolona Obelisc N (na povrchu stacionarni faze nese pozitivni
naboj, uvnitf stacionarni faze je naboj negativni). Vysledky stanoveni AA a DHA
jsou uvedeny na Obr. 17 az 20. Jak je patrné z grafickych zaznamu, vyraznégjsi
retence AA bylo dosazeno pfi pouZiti kolony Obelisc R.

Na koloné Obelisc N bylo nejsilnéjSi retence AA dosazeno pfi pouZiti
vody a dale pfi pouZiti vodné sloZzky s nizkym pH. Cim vice stoupala hodnota
pH, tim niZSi byla retence. Vyznamny vliv na retenci méla také zména poméru
vodné slozky mobilni faze. Kretenci doSlo pfi zastoupeni 20% a méné.
V pfipadé DHA méla pozitivni vliv vy$Si hodnota pH pufru. Nejvétsi retence bylo
dosazeno pfi pH 4,8 (nejvyssi pH tolerované touto kolonou) a pfi zaméné

octanového pufru za pufr mravencanovy [25].

w
o

——voda

[min]

O—50 mM AmAc pH 4,8

éni Eas

25

O—50 mM AmAc pH 3,8

reten

100 mM AmAc pH 3.8

O 05% AcAc
20
—0—0,1% AcAc

—8—50 mM AmF pH 2,8

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60,
koncentrace vodné slozky [%]

Obr. 17: Zavislost retence AA na konc. vodné slozky mobilni faze - Obelisc N

(AmAc — octan amonny, AcAc — kyselina octova, AmF — mravengan amonny) [25]
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Obr. 18: Zavislost retence DHA na konc. vodné slozky mobilni faze - Obelisc N
[25]

Na koloné Obelisc R doslo k nejsilngjSi retenci AA také pfi pouZiti vody.
V grafu neni tato hodnota uvedena z davodu pfili§ dlouhého retenéniho Casu.
Cim nizsi byla hodnota pH vodné slozky mobilni faze, tim silngji byla AA na
koloné zadrzovana. Negativni vliv na retenci AA méla rostouci koncentrace
pufru (na rozdil od Luna HILIC a ZIC-HILIC). Vliv poméru vodné a organické
slozky mobilni faze byl obdobny jako pfi pouziti kolony Obelisc N. V pfipadé
DHA doslo k rustu retence pfi pouziti pufru o hodnoté pH 4,8 a vice. Oproti AA
jde o opacné chromatografické chovani, ¢imz se ztéZuje nalezeni podminek

kompromisu pro obé latky [25].

-71 -



w
o

5
E —&—voda
w
3
- 50 mM AmAc pH 6,8
<
825
S ©—50 mM AmAc pH 5,8
4
(o) O 50 mM AmAc pH 4.8
20 O 50 mM AmAc pH 3.8
100 mM AmAc pH 3.8
5 O 05% AcAc
Q
—@—0,1% AcAc
10
e}
(o} [e]
5
e}
o 8 o )\
© °] ] ]
0 . . . . . |
0 5 10 15 20 25 30 35 40

45 50 55 o Lo 60
koncentrace vodné slozky [/of

Obr. 19: Zavislost retence AA na konc. vodné slozky mobilni faze - Obelisc R
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Mobilni faze byla tvofena ACN a 75mM octanem amonnym pH 4,2
(85:15). Teplota termostatu byla nastavena na 23°C, pratok mobilni faze byl 1
ml/min, objem nastfiku 10 pl a vzorek v autosampleru byl ochlazen na teplotu
4°C.

Podminky jsme chtéli aplikovat na detektor NQAD, avSak pfi pouziti
octanu amonného jako vodné slozky nebyla odezva detektoru stabilni. Takto
vysoka koncentrace pufru neni pro NQAD doporu€ovana. LepSi je pouzit 10mM
pufr, avSak ani tato koncentrace pufru neumoznila méfeni na NQAD. Z tohoto
divodu byl pouzit 0,5% roztok kyseliny octové, kdy detektor poskytuje lepSi
odezvu a stabilizaci. Ani vtomto pfipadé vSak nebyly vysledky méfeni
uspokojivé. Jak se ukazalo, detektor je malo robustni, velmi citlivy na pouZiti
pufri jako vodné slozky mobilni faze, typ kolony (velmi Ccisté kolony
s omezenym krvacenim stacionarni faze) a Cistotu pouZitych chemikalii

Metoda pro stanoveni AA, vyuzivajici kyselinu octovou jako vodnou
sloZzku mobilni faze, byla validovana a pfipravena pro pfipadnou moznost

aplikace NQAD v budoucnu.

4.4 Test zpUsobilosti systému

Nedilnou soucasti validace analytické metody je test zpUsobilosti
systému. Test byl proveden nastfikem roztoku AA za optimalizovanych
podminek v deseti sériich. V ramci testu byl stanoven pocet teoretickych pater,
vy8kovy ekvivalent teoretického patra, faktor symetrie piku, rozliSeni a
opakovatelnost nastfika (byly sledovany retencni ¢asy a plochy pikud) (Tab. 5).

Hodnota poctu teoretickych pater vyhovuje limitm, je vS8ak pomérné
nizka. Naopak hodnota vysSkového ekvivalentu teoretického patra je vysoka.
Faktor symetrie piku, rozliSeni a stanoveni opakovatelnosti nastfiki vyhovuiji

predepsanym limitam.
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Chromatograficka a separacni data AA Pofsgsgs né
Pocet teoretickych pater 683 N > 200
Vyskovy ekvivalent teoretického patra 73 -
Faktor symetrie piku 1,27 As<2,0
Rozliseni 6,59 Rs>1,5
Pfesnost - t. (RSD %) 0,12 RSD < 1%
Pfesnost - A (RSD %) 0,14 RSD < 1%

Tab. 5: Vysledky testu zpUsobilosti systému

4.5 Validace metody a analyza realnych vzorku

Pro ovéfeni linearity, validaci metody a analyzu realnych vzork( byla
pouzita kolona Obelisc R. Z vySe uvedenych davodu (viz. 4.3 Pouziti detektoru
NQAD) byla mobilni faze tvofena smési ACN a 0,5% roztoku kyseliny octové
(80:20). Méfeni probihalo pfi vinové délce 243 nm. Dadvodem bylo kyselé pH
vodné slozky mobilni faze. Absorpéni maximum AA se posouva v zavislosti na
hodnoté pH. Pfi pH 6,8 vykazuje AA absorp&ni maximum pfi vinové délce 268
nm [37].

Kalibracni kfivka AA byla zméfena v koncentraCnim rozmezi 1 — 500
pg/ml (Obr. 21). Vysledky méfeni linearity jsou uvedeny v Tab. 6 a 7. Kalibraéni
kfivka byla v daném rozmezi linearni. Metodu Ize tedy povazovat za vhodnou

pro kvantitativni stanoveni.
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Obr. 21: Kalibraéni kfivka AA

KO?:S/?:I?CG plocha 1 plocha 2 plocha 3 pramer

1,0 9015 9948 9740 9568

2,5 30065 30676 31351 30697

5,0 82127 82648 76581 80452

10,0 171342 171696 169786 170941

25,0 521648 520991 519871 520837

50,0 1187094 1184427 1183262 1184928

100,0 2307187 2322428 2359362 2329659

250,0 6567046 6603353 6628025 6599475

500,0 14303399 14329797 14355070 14329422

Tab. 6: Hodnoty plochy pod piky AA

rovnice regrese

y = 28541x - 185783

Linearita

hodnota spolehlivosti

R?=0,9980

Tab. 7: Linearita kalibra¢ni kfivky

Dulezitou soucasti validace metody je stanoveni spravnosti (Tab. 8) a
presnosti (Tab. 9). Pro stanoveni obsahu AA se odchylka pohybuje v rozmezi
100+£10%. Hodnota pfesnosti RSD(%) by neméla byt vétsi nez 5%. Tato

stanoveni byla provadéna u vzork( tablet, pastilek a prasku obsahujicich AA.
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Jako realné vzorky byly zvoleny Celaskon 100 mg (Zentiva), Celaskon 250 mg
(Zentiva), Hroznovy cukr s vitaminem C pomeran¢ (Intact) a Vitamin C v prasku
(Vitar).

Celaskon 100 mg 93,07

Celaskon 250 mg 95,26
Obsah AA (%)

Hroznovy cukr s vitaminem C 96,25

Vitamin C v prasku 101,68
Vytéznost (%) | Celaskon 100 mg + pfidavek standardu 109,66

Tab. 8: Vysledky stanoveni obsahu AA v realnych vzorcich a spravnosti metody

Celaskon 100 mg 4,67
Pfesnost Celaskon 250 mg 2,11
(RSD %) Hroznovy cukr s vitaminem C 4,37
Vitamin C v prasku 3,64

Tab. 9: Vysledky stanoveni pfesnosti metody

Soucasti stanoveni spravnosti je metoda standardniho pfFidavku
oznacovana takeé jako ,spikovani“. Princip metody spociva v pfidani znamého
mnozstvi standardu do roztoku obsahujiciho pfisludny analyt. Pro tento postup
byl zvolen registrovany pripravek Celaskon 100 mg. Chromatografické zaznamy
stanoveni metodou standardniho pfidavku jsou uvedeny na Obr. 22 az 24.

Pro stanoveni metodou standardniho pfidavku byl pouZit nasledujici
postup. Tableta byla rozpusténa ve smési ACN a 0,5% roztoku kyseliny octové
(50:50) ve 100 ml odmérné bance. Nejdfive bylo provedeno stanoveni
samotného vzorku o koncentraci 25 ug/ml, poté byla stanovovana smés vzorku

(koncentrace 25 ug/ml) s pfidavkem standardu (koncentrace 25 ug/ml).
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Obr. 22: Standardni roztok AA, detekce DAD

(20% vodna slozka, 80% organicka slozka, Obelisc R, 0,5% kyselina octova, 1 ml/min, 23°C, UV 243nm)
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Obr. 23: Celaskon 100 mg, detekce DAD

(20% vodna slozka, 80% organicka slozka, Obelisc R, 0,5% kyselina octova, 1 ml/min, 23°C, UV 243nm)
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Obr. 24: Celaskon 100 mg + standardni pfidavek, detekce DAD

(20% vodna slozka, 80% organicka slozka, Obelisc R, 0,5% kyselina octova, 1 ml/min, 23°C, UV 243nm)

Robustnost

V médu HILIC zavisi retence analytd zejména na slozeni mobilni faze,
hodnoté pH a poméru organicka/vodna slozka.

Na koloné Obelisc R doslo k nejsilnéjSi retenci AA pfi pouZiti vody jako
vodné slozky mobilni faze. Retence AA také rostla s klesajici hodnotou pH. Pfi
snizeni pH o jednu jednotku vzrostla retence zhruba o 5 minut.

Kolem 50% zastoupeni vodné slozky byl vliv zmény poméru
organicka/vodna slozka maly. Vliv na retenci AA se zacal projevovat az pfi 30%
a méné. Pfi zméné zastoupeni vodné sloZzky o 5% doSlo ke zméné retencniho

Casu pfiblizné o 5 minut [25].
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5. Zaver
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Tato diplomova prace byla zaméfena na stanoveni AA metodou HILIC a
porovnani HILIC stacionarnich fazi.

Stanoveni probihalo za pouziti tfi typu detekce. Pro optimalizaci metody
byla pouzita UV detekce. Pro stanoveni AA a DHA na jednotlivych
stacionarnich fazich byly pouzity detektory na bazi aerosolu CAD a NQAD.

V ramci optimalizace metody byly zjistovany vhodné podminky stanoveni
AA a DHA. Vodnou slozku mobilni faze tvofila ultracista voda, kyselina octova
nebo octan amonny o rostouci sile pufru a rizné hodnoté pH. Organickou
sloZkou byl ACN. Béhem optimalizace byl sledovan vliv postupné zmény typu a
koncentrace vodné a organické slozky.

Optimalizace podminek byla podrobné provedena na koloné Luna HILIC.
S rostouci silou pufru octanu amonného doslo ke zvySeni retence AA. Retence
DHA zustala neovlivnéna.

NejvysSi retence AA bylo dosazeno pfi pouZziti 250mM octanu amonného
s hodnotou pH 6,8. Mobilni faze byla tvofena 10 % vodné slozky a 90 % slozky
organické. Stanoveni probéhlo pfi teploté 23 °C a pratoku 0,8 ml/min. Tyto
podminky v8ak nebyly pouzitelné pro aerosolové detektory CAD ani NQAD.
Duvodem byla nekompatibilita vysoké koncentrace pufru.

Porovnavanymi stacionarnimi fazemi byly Atlantis T3 a kolony vyvinuté
specialné pro stanoveni metodou HILIC — Luna HILIC a ZIC-HILIC.

V pfipadé kolon Luna HILIC a Atlantis T3 nedosSlo k oddéleni obou
analytd od mrtvého retenéniho €asu. Na koloné ZIC-HILIC doSlo k separaci
analyzovanych latek, piky vSak byly prilis Siroké a nesymetrické. Zadna
z uvedenych kolon tedy nebyla vyhodnocena jako vhodna pro soucasné
stanoveni AA a DHA.

Soucasti této diplomové prace bylo také ovéfeni vhodnosti pouZiti
detektoru Corona CAD pro stanoveni AA a DHA. CAD umoznuje soucasnou
detekci AA a DHA za podminek nalezeni vhodné chromatografické soustavy.

V ramci hledani novych moznosti stanoveni AA a DHA byl testovan také
novy typ detektoru na bazi aerosolu NQAD. Vysledkem vS8ak byla nizka
reprodukovatelnost. Bylo zjisténo, Ze detektor je malo robustni, velmi citlivy na

pouziti pufrd jako vodné slozky mobilni faze, typ kolony a vyZaduje pouZiti

v v ows
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Proto byla validovana metoda HILIC s kolonou Obelisc R za podminek,
které by v budoucnu mohly byt pouZitelné ve spojeni stimto detektorem.
Vysledkem stanoveni spravnosti byla vytéznost 109,66%. Hodnota pfesnosti,
pro Celaskon 100 mg, byla 4,67%. Kalibracni kfivka byla linearni v rozmezi 1 —
500 pg/ml.
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