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ABSTRAKT

Byla vyvinuta a validovana metoda pro stanoveni obsahu amygdalinu a serotoninu

v doplnku stravy B17 APRICARC za pouziti vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Pro ziskani analytd byla pouZita extrakce do 96% ethanolu. Jako vhodna
chromatograficka kolona byla zvolena kolona Ascentis® Express OH5 (3 x 100 mm, 2,7
um). SloZzeni mobilni faze pro analyzu bylo 10 mM acetatovy pufr pH 3,8
s acetonitrilem v poméru 10:90 (v:v). Pratokova rychlost byla 0,8 ml/min, detekce
amygdalinu byla provadéna pomoci UV detektoru (vinova délka 215 nm) a pro detekci

serotoninu byl vyuzit fluorescencni detektor (Ex 280 nm, Em 340 nm).

Byl proveden test vhodnosti chromatografického systému, kde byly sledovéany
parametry: ucinnost kolony, faktor symetrie pik(, rozliSeni a opakovatelnost analyzy.
Pfi vlastni validaci byly sledovany parametry: pfesnost, linearita, spravnost, detekéni a

kvantitativni limit.



ABSTRACT

The analytical method for the determination of amygdalin and serotonin supplement
B17 APRICARC using high-performance liquid chromatography was developed and
validated.

The 96 % ethanol was used for the extraction to obtain analytes. As a suitable
chromatographic column was chosen the column Ascentis Express® OH5 (3 x 100 mm,
2,7 um). The composition of the mobile phase for the analysis was 10 mM acetate
buffer pH 3.8 : acetonitrile 10:90 (v:v). The flow rate was set on 0.8 mL / min, for the
detection of amygdalin was used an UV detector (wavelength 215 nm) and for the

detection of serotonin was used the fluorescence detector (Ex 280 nm , Em 340 nm ).

A suitability test of chromatographic system was performed and these parameters
were pursued: column efficiency, resolution peak symmetry factor and repeatability of
analysis. Within the actual validation these parameters were pursued: accuracy,

linearity, precision, and limit of detection and quantification.
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1 UvoD

Kvantitativni analyza je velmi dualeZitou soucasti farmaceutického odvétvi. V dnesni
dobé je kladen velky dlraz na bezpecnost a kvalitu pfipravk( a je tedy dlezité, aby
bylo moZno stanovit obsah vybranych latek. Pro tento ucel byva stéle ¢asto vyuzivana

kapalinova chromatografie.

1.1 Cil a popis zadani prace

Cilem této diplomové prace je vyvinout a validovat analytickou metodu vhodnou pro
stanoveni amygdalinu a serotoninu v pfipravku B17 APRICARC s merunkovym olejem
za pomoci techniky HPLC svhodnou detekci. Pro amygdalin bude pouZita UV/VIS
detekce a pro serotonin, vzhledem k ocekavanému nizkému obsahu, bude vyuzito

fluorescencéniho detektoru.

Protoze je kapalinova chromatografie Siroce vyuzZivana, je také neustdle zdokonalovana
a inovovana. Jsou vyvijeny nové zplsoby detekce a citlivéjsi detektory. AvSak nejvétsi
inovace probiha v oblasti vyvoje novych analytickych kolon.

Jednim z novych typl kolon jsou i kolony ,HILIC“, které umoZiuji separaci zejména
polarnich a hydrofilnich latek.

A pravé na praci s témito kolonami je zamérena tato diplomova prace, jejimz cilem je
také zaznamenat chovani vybranych latek pfi ménicich se analytickych podminkach

a béhem optimalizace separacnich podminek.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Uvod pro HPLC

Kapalinovd chromatografie je velmi ¢asto vyuZivanou technikou v moderni analytické
chemii. Jako prvni rozdélovaci chromatografie byla vyuzivana takzvana chromatografie
na normalnich fazich (NPLC - normal phase liquid chromatography). Pfi chromatografii
na normalnich fazich je stacionarni faze polarni (naptiklad silikagel) a mobilni faze je
nepolarni (naptiklad hexan). Protoze tento systém fazi mél spoustu nevyhod, jako
napriklad pouziti velkého mnoizstvi toxickych rozpoustédel, nebo nizkou rozpustnost
analyt v mobilni fazi, byla chromatografie na normalnich fazich postupem casu
nahrazena systémem na obracenych fazi (RPLC - reverse phase liquid
chromatography). V tomto pripadé je stacionarni fazi nepolarni faze, ¢asto byva pouzit
modifikovany silikagel a mobilni faze je poldrni, pfikladem rozpoustédel mulzie byt
napriklad acetonitril nebo methanol [1].

A pravé chromatografie na reverznich fazich, kde stacionarni fazi je modifikovany
silikagel, je stale nejrozsifenéjsi technikou. Casto byva pouZivana modifikace C18, kde

na silikagelu jsou navazany oktadecylové retézce.

2.2 Problémy RPLC

| v pfipadé pouZiti systému obracenych fazi se objevuji prekazky, které omezuji jeho
vyuziti v analyze. Vtéto kapitole budou zminény hlavni problémy pfi pouziti
chromatografie na systému reverznich fazi, jejich disledky a mozné cesty reseni téchto

problému.

Pti prachodu mobilni faze kolonou dochazi ke vzniku tlaku, ten je pfimo Umérny
pratokové rychlosti (F), viskozité mobilni faze (n) a délce kolony (L) a nepfimo umérny
pratrezu kolony (A) a velikosti ¢astic.

Tyto vztahy lze popsat nasledujicim vztahem (1):

Fal

AP~Z

(1)

Kde AP je tlakova ztrata na koloné a d, je primér ¢astic ndpiné [2].



Pokud se tedy snizi velikost Castic, je tfeba vyssiho tlaku pro dosaZzeni pozadovaného
pratoku. S narGstem pracovniho tlaku v systému rostou naroky na kvalitu pumpy

a technické provedeni celé sestavy, coz vede k vyssi cené chromatografu.

Naplné analytickych kolon byvaji zpravidla porézni zdlvodu zvétSeni povrchu
umoznujiciho interakce. Pri prichodu délené smési kolonou dochazi k pronikani slozek
i do pdru, kde také interaguji s funkénimi skupinami. Vazby, které vznikaji, maji kratké
trvani, dochazi ke zpomaleni analytll a tim k separaci dle danych vlastnosti. Pfechod
castic do pord a zpét je umoinén rozdilnymi koncentracemi analytu uvnitf a vné
Castice. Doba potifebnd k prechodu analytd neni vcelém prifezu kolony stejna,
rozdilnost je dana difuzi analyt(. Difuze fidi rychlost prechodu sloZzek smési a je zavisla,
mimo jiné, i na jejich velikosti. Cim je vét3i slozka, tim pomaleji difunduje a tim dochazi
k rozsifovani chromatografickych pikd.

Jednou z mozZnosti jak odstranit tento nezadouci jev je pouZiti neporéznich ¢astic, tim
ale dojde kvelkému poklesu povrchu, ktery umoZnuje interakce mezi analytem
a stacionarni fazi. Diky tomu muze s povrchem soucasné interagovat mensi pocet
molekul a tim méné smési je mozné rozdélit. Ani pouZiti vétsiho mnozstvi mensich
Castic nedokaze vyrovnat povrch klasickych poréznich castic. Proto kolony, kde jsou
obsazeny malé neporézni Castice, umoznuji rozdéleni pouze malého mnozstvi smési

a v tom pripadé je treba citlivéjSich zplsob( detekce [2].

,Fused-core” ¢astice (Castice s pevhym jadrem)

Tento typ kolon vyvinul J. Kirkland. Jedna se o porézni ¢astice s neporéznim jadrem.
Jadro je tvorené neporéznim silikagelem a ten je obalen slinutymi silikonovymi
nanocasticemi. Pfi analyze na kolonach, kde je pouzita tato technologie, vznika mensi
zpétny tlak. Tento tlak je pfriblizné polovi¢ni oproti tlaku na kolonach s poréznimi
,Sub 2 um“ (mensi nez 2 um) casticemi o stejné délce. Diky tomu je k dosaZzeni
pozadované rychlosti tfeba nizsSiho tlaku. Nizsi zpétny tlak proto umoznuje pouziti

vyssich pritokovych rychlosti a diky tomu je priibéh analyzy urychlen.
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Nizsi zpétny tlak také umoziuje pouZiti vétsich délek kolon a tim ziskani vétsi ucinnosti
kolony. Vysoky zpétny tlak generovany u kolon s poréznimi ,sub-2 um“ casticemi
neumoznuje pouZziti delSich kolon, pfi zachovani stejnych podminek ani pfi zapojeni
do systému UHPLC (ultra high performance liquid chromatography).

V porovnani s poréznimi ¢asticemi je u Castic s pevnym jddrem mensi difuze, diky tomu
je snizend axialni disperze latek a tim je minimalizovano rozmyvani pikd. Pfi pouZiti
technologie Castic s pevnym jadrem nedochazi k tak velkému poklesu povrchu jako pfi
pouziti neporéznich c¢astic. Chybi zde pouze podry svelmi dlouhou difuzi. Povrch
odpovida priblizné 75% povrchu poréznich ¢astic pri stejném priméru kolony. Diky
vétSimu povrchu, nez maji neporézni ¢astice, je mozné analyzovat vétsi objemy vzorku

a tim klesa potreba citlivéjsich zplisobl detekce [2] [3].

Dalsi velkou nevyhodou stacionarnich fazi pouzivanych pfi RPLC je velmi omezena
odolnost v bazickém a silné kyselém prostfedi, coz je problém napfiklad pfi analyze
bazickych latek, kde je potfebna Uprava hodnoty pH prostredi. Silné kyselé prostredi
potlacuje disociaci silanolovych skupin a tim zabranuje vzniku nezadoucich iontovych
interakci mezi iontem bdze a disociovanymi silanoly. Naopak vysoké pH prostredi
zabranuje disociaci bazi, ¢imZ nasledné zvysuje retenci na stacionarni fazi a zlepsuje
separaci arozliseni. U faze C18 je uvadéno rozmezi prijatelnych hodnot pH 3-9
pripadné 3-7 pokud se jedna o dlouhodobou stabilitu. Z toho je ziejmé, Ze mozZnost

optimalizace mobilni faze je omezena [4].

Problematickd je také analyza poldrnich latek, kde na RPLC dochazi ke Spatné nebo
zadné retenci a pfi NPLC byva problémem rozpustnost v mobilni fazi. Pravé pro analyzu
polarnich I[atek byla vyvinuta metoda kapalinové chromatografie zvana HILIC
(hydrophilic interaction liquid chromatography), kterda vyuziva hydrofilni interakce mezi
stacionarni fazi a analyzovanymi latkami. Termin HILIC poprvé pouzil A. Alpert v roce
1990, kdy byla tato metoda poprvé prezentovdna v odborném tisku. HILIC Ize oznacit

jako metodou spojujici NPLC a RPLC [5].
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2.3 HILIC

V pfipadé HILIC je eluce provadéna pomoci binarnich mobilnich fazi, sloZenych
z organické a vodné slozky, kde podil organického rozpoustédla je vice jak 60%. Vodna
slozka slouzi jako silné eluéni ¢inidlo. Mobilni faze byva také oznacovana jako vodné-
organicka. Podminkou pro HILIC je, Ze staciondrni faze musi byt polarnéjsi nez mobilni

faze [5] [6].

2.3.1 Separace

Mechanizmus separace neni doposud plné objasnén a je povaZzovan za komplexni.
DaleZitou roli vném hraji vodikové vazby, iontové a hydrofobni interakce. Mezi
faktory, rozhodujici o mire uplatnéni interakci, patfi typ stacionarni faze, ktera byla
pouzita, typ rozpoustédla a analytu, pH mobilni faze a jeji polarita.

Jako takzvana primarni interakce je oznacovana hydrofilni interakce mezi analytem
a polarni stacionarni fazi. Aby k této interakci mohlo dojit je nutny vznik hydratované
vrstvy, nékdy oznacované jako difuzni vrstvy. Tato vrstva vznika diky naadsorbovani
vody na poldrni centra staciondrni faze. Ostatni interakce jsou oznaCovany jako

druhotné [5] [7] [8] [9].

2.3.2 Stacionarni faze pro HILIC

Jako staciondrni faze pro HILIC je moZné pouzit Siroké spektrum rlznych typ( kolon.
Tyto kolony mohou na svém povrchu obsahovat iontové i neiontové skupiny.
Zakladnim materidlem byva casto silikagel, ale mlze se jednat i o jiné organické
polymerni matrice. Existuje jiz mnoho stacionarnich fazi pro HILIC separaci.
Predpokladem pro HILIC separaci je fakt, Ze stacionarni faze je polarni. Pouzivané faze

Ize rozdélit do tfi skupin neutrdlni, nabité a zwitteriontové [6] [7].
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Neutralni

Vyznacuji se vysokou polaritou, ktera zajistuje tvorbu vodikovych vazeb, ale neobsahuji
ionizovatelné skupiny, a proto se zde neuplatiiuji elektrostatické interakce. Pfikladem
mohou byt diolové a nebo amidové faze. Jsou casto pripravovany jednoduchou
modifikaci povrchu silikagelu. Amidové faze jsou pouzivany napfiklad pro separaci

peptidl, oligosacharid( a glykoproteinG [7] [9].

Ascentis® Express OH5

Jednda se o novy typ kolony, kterd ma na silikagelovém nosici navazany hydroxylové
skupiny. Diky témto hydroxylovym skupindm je zajiSténa dostateénd hydrofilita
povrchu a je zde moZnost uplatnéni hydrofilnich vazeb. lontové interakce jsou
potlaCeny. Kolona Ascentis® Express OH5 vyuZiva technologii ¢astic s pevnym jadrem.
Pri pouziti této technologie dochazi k omezeni difuze analytll a také umoznuje pouZziti
vysSich prltokovych rychlosti, diky poloviénimu tlaku, ktery pfi analyze na koloné
vznika. Tuto je moZné pouzit kolonu i do systému UHPLC [3] [10].

Tato kolona nachazi uplatnéni pfi analyze kyselych, bazickych nebo neutralnich

polarnich slouc¢enin [10].

Nabité

Obsahuiji ionizovatelné skupiny a vyrazné se zde uplatiuji elektrostatické interakce. Do
této skupiny lze zaradit napfiklad nemodifikovany silikagel nebo aminopropylové
modifikace silikagelu. Nemodifikovany silikagel je upraven tak, aby na svém povrchu
nesl snizeny obsah silanolovych skupin. Aminopropylové faze mohou byt pouZity pro
analyzu kyselych latek. Tyto faze se také ukazaly jako vhodné pro analyzu cukrq,
protoZe zvySuji miru anomerni mutarotace, diky tomu nedochazi k tvorbé dvojitych

pika [5] (6] [7] [9].

13



Zwitteriontové

Jednd se o novéjsi stacionarni faze, u kterych se uplatiuji slabé elektrostatické
interakce. Zwitteriontové faze obsahuji jak negativni, tak i pozitivni ndboj. Na povrchu
faze je navazana skupina sulfoalkylbetainu, kde pozitivni naboj nese kvarterni dusik
a negativni sulfoskupina. Velmi dobfe se osvédcily pfi soucasné analyze kationta
a aniontq.

Jako priklad |ze uvést stacionarni fazi znamou pod obchodnim nazvem ZIC®-HILIC

(51 [71 [9].

Nejcastéji pouzivané jsou faze na bazi silikagelu, jedna se bud o nemodifikovany, nebo
hybridni silikagel. Velmi cCasto pouzivanou modifikaci je zavedeni aminopropylové
skupiny

(51 [7] [9].

2.3.3 Chovani HILIC

| pfi HILIC separaci je moZné ovliviiovat retenci analytl, podobné jako u NPLC se
retence zvysuje se zvysujici se polaritou analytu a se snizenim polarity mobilni faze.
Snizeni polarity Ize dosahnout snizenim podilu vodné slozky. Pro ovlivnéni retence jsou
pouzivany pridavky pufri k mobilni fazi. Obvykle plati, Ze retence klesa se zvysujici se
koncentraci soli, Ize ale sledovat i opacny jev. Koncentrace soli obvykle byva 5
az 50 mM.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, mobilni faze obsahuje velké procento organické slozky, casto
touto slozkou byva acetonitril, jeho obsah musi byt vyssi nez 50%. Pro zachovani
vhodnych podminek pro HILIC je nutné, aby vodna slozka byla zastoupena alespon
z2,5%. Cim polarnéjsi organické rozpoustédlo je pouZito, tim vy3si je obvykle jeho
eluéni sila. Je zde také dulezita jeho schopnost podilet se na protondonorovych
a protonakceptorovych interakcich. Cim je vy$si tato schopnost, tim je opét vyssi eluéni
sila. Acetonitril ma v porovnani s ethanolem vyssi elucni silu a ten ma vyssi elucni silu
nez methanol. Nejcastéji byva pri HILIC separaci pouZivan acetonitril. Pouziti jinych
rozpoustédel ma obvykle za cil zménit selektivitu systému. Pokud je malé procento

(ptiblizné tak 5%) nahrazeno rozpoustédlem s vyssi elucni silou, je mozné docilit zcela
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jiné selektivity systému. Voda, jako nejsilngjsi eluent pfi pouziti HILIC separace, ma
vyrazny vliv na retenci analytu. | malé zvySeni obsahu vody vede k velkému snizeni
retence analytu a u nékterych latek s nizkou retenci je potfeba snizit obsah vody
az pod hodnotu 5%. Vodu lze v nékterych pripadech c¢astecné nebo uplné nahradit
jinym poldrnim rozpoustédlem, napfiklad methanolem nebo ethanolem. Pokud dojde
ke kompletni ndhradé vody, jedna se o takzvanou nevodnou HILIC chromatografii [7].

U nékterych typl kolon Ize pozorovat zménu retence pfi pouziti nizsich obsahl polarni
slozky mobilni faze. V téchto pfipadech je chovani analyti na HILIC koloné odpovidajici
chovani pfi pouZiti systému s obracenymi fazemi (RPLC), kdy stoupa retencni cas se
zvySujicim se obsahem vody [6].

Na ucinnost separace a castecné i na selektivitu ma vyrazny vliv rozpoustédlo, ve
kterém je vzorek rozpustén. Je nutné, aby byl vzorek rozpustén v podobném nebo
stejném rozpoustédle, jako je mobilni faze, kterd byla pouzitad pro separaci. Zpravidla
byva k rozpusténi vzorku pouzita pfimo mobilni faze. V pfipadé, ze analyzovany roztok
vzorku obsahuje vysoké procento vody, mlzZe dochazet ke ztraté ucinnosti separace,
snizeni retence a také muize dochdzet ke Stépeni piku nebo ke zméné jeho tvaru. Tyto
zmény byvaji obvykle pozorovany u latek s nizkou retenci.

Pro HILIC separaci jsou typické malé objemy vzorku, které jsou vstfikovany do systému.
Pokud jsou davkované objemy vysoké, dochazi k rozmyvani pikd analytd a tim dochazi

ke snizeni separacni ucinnosti [7].

2.3.4 Hlavni pfednosti HILIC a jejich nevyhody

HILIC je metoda vhodna pro analyzu polarnich i bazickych latek, pro které je analyza za
pomoci klasické chromatografie na reverznich fazich problematicka. Stala se dalezZitou
metodou pouZivanou napfriklad i ve farmaceutickém odvétvi, protoze umoznuje
analyzu Sirokého spektra biologicky aktivnich latek, jako jsou napfiklad aminokyseliny,
peptidy, neurotransmitery, sacharidy, glykosidy, nukleotidy a mnoho dalsich [7] [9].
Tato metoda je schopna nahradit Spatné reprodukovatelnou NPLC, kde jsou navic

vyuzivana toxicka a draha organicka rozpoustédla.
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PFed analyzou biologickych latek je €asto potifebnd Uprava a zpracovani vzorku. Casto
vyuzivané metody jsou precipitace nebo extrakce na tuhou fazi (SPE). Pro pouZiti RPLC
je po ziskani extraktl, supernatanti nebo eludtl, nutnd naslednd Uprava
analyzovaného vzorku, spocivajici vétSinou v odpareni prebytecného rozpoustédla,
nekompatibilniho s mobilni fazi pro RPLC [9]. Na HILIC kolony je mozné davkovat pfimo
extrakty z organickych vzorku, supernatanty z precipitace proteinl nebo eluaty z SPE,
neni zde potfeba odpafeni a naslednd rekonstituce vzorku ve vhodnéjsim
rozpoustédle. To umoZiuje snizeni poCtu potfebnych krokl pfi zpracovani a analyze
vzorkd. Tim dochazi k usSetfeni ¢asu a zjednoduseni postupli, minimalizaci pripadnych
ztrat analyt( pfi téchto operacich [8].

ProtozZe rozpoustédla pouzita pro mobilni faze v systému HILIC maji nizsi viskozitu, je
zpétny tlak vznikajici v systému nizsi nez pro RPLC a to umozZniuje poutziti vyssich
pratokovych rychlosti [9].

Mobilni faze pro HILIC maji také vyhodné vlastnosti umoznujici spojeni s hmotnostni
detekci (MS). HILIC zde poskytuje zesileny signal v MS detekci, dany vyssi tékavosti
rozpoustédel pouzitych v mobilni fazi pro HILIC [9]. Souasnym trendem v analytické
chemii je stale Castéjsi pouziti spojeni HPLC a hmotnostni spektrometrie. Zejména se
velmi casto vyuZiva spojeni HPLC/MS/MS, kde chromatografie slouZzi pouze pro
primdrni ¢aste¢nou separaci (vyCisténi) analyt(. Hlavni analytickou funkci vtomto
pripadé prebird nasobna hmotnostni spektrometrie. Proto je fakt umoznujici spojeni
HILIC systému s hmotnostni spektrometrii velmi vyznamny.

Hlavni nevyhodou HILIC je dostupnost a cena acetonitrilu, ktery je hlavni soucasti

mobilni faze [9].
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2.4 Validace

Validace je proces, pfi kterém je ovéfovana vhodnost analytické metody pro dany ucel.
PFi tomto procesu jsou stanovovany vykonnostni parametry metody za pouZiti presné
specifikovanych zafizeni. Casto je validace v t&sném spojeni s vyvojem nové metody,
kde je nutné ovérit, zda je vyvijend metoda pro dany problém skutecné vhodna. Zda
poskytuje vysledky, které jsou presné, spravné a Ze je moiné danou metodu, pfi
dodrzeni stejnych podminek opakovat i na jiném pracovisti [11].

PInd validace metody je ¢asové ndrocny proces, zahrnujici stanoveni (ovéreni) celé
fady parametr(. Jako je selektivita, robustnost, citlivost, mez detekce, mez
stanovitelnosti, presnost, spravnost, pracovni rozsah a jiné. Vpraxi, u metod
vychazejicich z obecné znamych a ovérenych postupl, jako je HPLC, se tento proces
redukuje na stanoveni zakladnich parametri. A to je pfesnost, linearita, spravnost, mez

detekce a stanovitelnosti, selektivita a robustnost.

2.4.1 Test vhodnosti chromatografického systému
Test vhodnosti chromatografického systému je velmi duleZitou soucasti kontroly
analytické metody. Slouzi kovéreni vhodnosti a vlastnosti chromatografickych

podminek a k zajisténi pfimérené Gcinnosti chromatografického systému [12].

Ucinnost [12]
Uginnost chromatografické kolony je vyjadiena pomoci poétu pater (N). Pro vypocet

poctu teoretickych pater slouzi vztah (2):

N = 5,54 (t—R)Z 2)

Wh

Kde tr je retencni ¢as (nebo objem) a wy, je Sitka piku v poloviné jeho vysky.
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Faktor symetrie [12]

Faktor symetrie byva oznacovan jako A, zle ho vypocitat dle vztahu (3):

__Wo,05
Ag =22 (3)

Kde wyg o5 je Sitka piku v jedné dvacetiné jeho vysky a d je vzdalenost kolmice, ktera je
spusténa z vrcholku piku a vzestupnou ¢asti piku v jedné dvacetiné jeho vysky.
Pokud je faktor symetrie roven jedné, znaci to idedlné symetricky pik. Lékopisnym

pozadavkem je, aby byl faktor symetrie v intervalu 0,8 - 1,5.

Rozliseni (R) [12]

Tento parametr slouZi k vyjadifeni stupné separace pik(. Rozlieni Ize vypocitat dle

vztahu (4):

__ 1,18/(tgz—tgr1)
Wh1tWh2

R, (4)

Kde tr1 a tgy jsou retencni Casy (plati Ze try > tr1)
Wh1 @ Wp; jsou Sitky pikl v poloviné jejich vysky

Piky jsou rozdéleny na zakladni linii, pokud je rozliSeni vétsi nez 1,5

Opakovatelnost analyzy [12]

Je vyjadrena jako relativni smérodatna odchylka pro nékolik po sobé se opakujicich

mérenich standardnich roztokd. Je vyjadiena v procentech. Pro jeji vypocet lIze pouzit

RSD =120 |EOIS (5)
y n-—1

Kde y; jsou hodnoty ziskané z jednotlivych méreni, y je jejich primér a n je pocet

vztah (5):

jednotlivych hodnot.
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2.4.2 Validace analytické metody

Ptfesnost [11]

Opakovatelnost a reprodukovatelnost jsou dvé nejbéznéjsi miry presnosti. Pokud jsou
méreni provadéna stejnym analytikem na stejném pfistroji, jednd se o opakovatelnost.
Pokud je vzorek analyzovan v nékolika laboratorich, rGznymi analytiky, jedna se
o reprodukovatelnost. Pfesnost je obvykle uvadéna formou smérodatné odchylky nebo
relativni smérodatné odchylky.

Predepsanym postupem se pripravi minimalné sSest vzorkd. Nasledné jsou vysledky

zprimérovany, pro vypocet priimérné hodnoty (X) je pouZit nasledujici vztah (6):
_ 1
x=;-(x1+x2+ e X)) (6)

Kde n je poCet méreni a jednotlivé hodnoty méreni jsou oznaceny jako xi, X aZ X,.

Smérodatna odchylka (s) je ziskand pomoci vztahu (7):

S:\/ﬁ' ?zl(xl-—f)z (7)

Relativni smérodatnd odchylka (RSD) je vyjadiena v procentech a lze ji ziskat pomoci

nasledujiciho vztahu (8):

100's

RSD = (8)

Linearita [11]
Sleduje, zda ma zavislost koncentrace analytu nebo jiné sledované vlastnosti, na

signdlu linearni charakter v daném rozsahu.

Spravnost [11] [13]

Spravnost udava, jak moc se liSi vysledek metody od spravné hodnoty. Pro urceni
spravnosti se pouZzivaji tfi metody. Zjisténi vysledkl pomoci jiné metody, kterd je
spravna a nasledné porovnani vysledki. Nebo analyzou modelového vzorku (placeba
s pfidanym standardem). Pokud neni k dispozici placebo, pouzivd metoda standardniho

pridavku, kde je stanovena vytéznost. Je udavana v procentech.
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Ke vzorku je pfiddano znamé mnozstvi analytu a vzorek je nasledné zpracovan dle
daného postupu. Vysledné hodnoty jsou vyuzity pro vypocet vytéznosti, dle

nasledujiciho vztahu (9):

R; = 100 - 2% (9)

Xo
Xy je vysledna hodnota namérena v obohaceném roztoku
xi je hodnota namérenad bez pridavku

Xo je hodnota pridavku

Mez detekce (LOD) [7]

evvs

koncentrace analytu nebo Uroven vlastnosti, kterou je mozno vérohodné detekovat, ne
vSak stanovovat. Pro tento ucel slouZi stanoveni detekéniho limitu (LOD).

Jedna z mozZnosti uréeni detekéniho limitu je z hodnoceni smérodatné odchylky Sumu a
hodnot plochy, vysky a koncentrace latky. Detekéni limit je pak vyjadren jako

trojndsobek ziskanych hodnot.

Mez stanovitelnosti (LOQ) [7]

evvs

pfijatelnou spravnost a presnost. Nazyva se také jako limit kvantifikace (LOQ). Ziskava
se obdobnym zplsobem jako LOD. Vysledna hodnota je pak rovna desetindsobku

ziskanych hodnot.

Selektivita [11]

Slouzi pro ziskani jistoty, Ze signdl, nebo jina mérena vlastnost, ziskané pfi analyze,
odpovidaji pouze analytu a nedochazi kinterferencim s jinymi latkami, které maji
podobné fyzikalni nebo chemické vlastnosti.

Obvykle se posuzuje schopnosti mérit stanovovany analyt ve zkousenych vzorcich, do
kterych jsou zamérné pridany interferujici slozky. Dané slozky jsou predpokladané

i v realnych vzorcich.
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2.5 Amygdalin

Amygdalin je znam také pod jinymi oznacenimi jako napfiklad vitamin B17, laetril,
mandelonitril a jiné. Presto, Ze laetril je pouzZivan jako jiné oznaceni pro amygdalin,
nejednd se o stejnou latku. Oznaceni Laetril vzniklo spojenim slov ,laevoratory”
(levotocivy) a mandelonitril. Aktivni formou amygdalinu je jeho pravotociva forma (R-

amygdalin), cozZ je pfirodni amygdalin [14] [15].

2.5.1 Popis, chemicka struktura a vlastnosti
Amygdalin patfi do skupiny kyanogennich glykosid(i, coZ jsou sekunddrni metabolity
rostlin, skladaji z aglykonu a cukerné slozky. Pro kyanogenni glykosidy je typicka

nitrilova skupina. logP amygdalinu je rovno -2,237 a pKa 12,69 [16] [17].

Strukturni vzorec amygdalinu je uveden na obrazku ¢. 1:

OH

obrazek ¢. 1 - amygdalin (D-mandelonitril-B-D-glukosido-6-B-glukosid) [18]

Diky nitrilové skupiné maji kyanogenni gykosidy schopnost uvolfiovat ze své struktury,
za pomoci enzymatické aktivity, kyanovodik, ktery je toxicky. SlouZi jako ochrana

rostlin.
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Jako priklad lIze uvést enzymatickou degradaci amygdalinu, ta probiha pfes nékolik
meziproduktU. V prvni fazi dochazi k odstépeni glukdzy, za vzniku prunasinu. Tento déj
je uskutec¢nén pomoci enzymu amygdalin lyazy. V dalsi fazi je molekula prunasinu
rozdélena na glukézu a mandelonitril, diky enzymu prunasin lyazy. V posledni radé
dochazi ke vzniku kyanovodiku a benzaldehydu, tento krok je zajistén hydroxynitril
lyazou. Enzymy uvolnujici kyanovodik (B-glukosidazy a hydroxynitril lyazy) se do styku
s kyanogennimi glykosidy dostavaji pfi poskozeni tkanovych struktur rostliny, ke
kterému dochazi napfiklad pfi zZvykani nebo odirani.

Amygdalin je obsazen vsemenech a plodech nékterych rostlin z Celedi Rosaceae,
prikladem muzou byt napfiklad merurika, jablon, broskvon a jiné. Napftiklad v jadrech
merunky a horkych mandlich je zastoupen ve vysokém obsahu. V horkych mandlich
zastupuje amygdalin az 5% obsahu. Amygdalin je povazovan za latku odpovédnou za
[éCivé ucinky jader merunék a horkych mandli, které jsou vyuzivany k léceni nékterych

chorob v tradi¢ni mediciné [15] [16] [19].

2.5.2 Farmakologické vlastnosti

V poslednich letech jsou provadény vyzkumy zabyvajici se farmakologickymi
vlastnostmi amygdalinu, nékteré poznatky vychazi z orientadlni mediciny, ve které je
pouziti rostlinnych produktl obsahujicich amygdalin zndmo jiz velmi dlouhou dobu.
Napriklad semena z plodd meruriky a horké mandle, ve kterych je amygdalin hlavni
obsahovou slozkou, jsou v orientalni mediciné pouzivany k Ié¢bé astmatu, bronchitid,
emfyzému, nevolnosti, horecky, kasle a spousty dalSich onemocnéni dychaciho
systému [20].

Amygdalin ma podle nékterych studii pozitivni efekt na imunitni systém. Dale je také
zkoumana jeho schopnost ovlivnit zanétlivé pochody pfi atherosklerotickych déjich
a moznost vyuziti amygdalinu a jeho analogll vtéto problematice. Mezi dalsi
farmakologické vlastnosti pfisuzované amygdalinu také patfi analgeticky,
antiastmaticky a antitusicky efekt [20] [21].

Amygdalin je také zkouman jako mozny lék pti IéCbé rakoviny. Mimo jiné diky jeho
vlivu na angiogenezi [22]. Amygdalin byva v dnesni dobé vyuzivan jako alternativni Iék

pro lécbu nadort nebo jako doplnikova lécba [14].
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Vsechny vySe uvedené vlastnosti jsou pfedmeétem intenzivniho zkoumani, nejsou zatim
medicinsky a védecky plné dolozené. VétsSina studii byla zatim provedena pouze
na tkanovych strukturach, nebo na laboratornich zvifatech. Proto amygdalin neni zatim

soucasti klasickych terapeutickych postupd.

2.5.3 Toxicita amygdalinu

Jak jiz bylo zminéno dfive, po peroralnim podani je amygdalin rozkladan a mimo jiné
z néj vznika toxicky kyanovodik. Z pfirodnich zdroji obsahujicich amygdalin, jako jsou
horké mandle, jadra merunék visni a podobné, se uvoliuje priblizné 3000 mg/kg
(asi 0,3%) kyanovodiku. Jako dolni rizikovd hranice toxicity kyanovodiku je uvadéno
0,5 mg/kg a letalni davka pro dospélého ¢lovéka je priblizné 50 mg [15] [19].

Pfiznaky otravy kyanovodikem pfi nadmérném pofZiti rostlinnych zdrojli amygdalinu,
nebo potravinovych doplnk( obsahujicich amygdalin se dostavi od c¢tvrt hodiny
az do hodiny po poziti. Kyanovodik je oznaCovan také jako krevni jed, vyvoldvajici
takzvané vnitfni uduseni. V organismu kyanovodik zplsobuje hypoxii a pfiznaky otravy
jsou spojené s nedostatkem kysliku v tkanich. Nedostatek kysliku se projevi nejprve
v nervoveé tkani. Mezi asné priznaky otravy lze zafadit Unavu, huceni v usich a bolest
hlavy. Smrt nastava v dasledku nedostatku kysliku v Zivotné dilezitych organech [19].

V organismu jsou pfitomné obranné mechanismy proti otravam kyanovodikem
po poziti kyanogennich glykosid(. Jednim z mechanismU je rychld absorbce
kyanovodiku asoucasné jeho zpomalené uvolfovani zkyanogennich glykosida.
Ochrana je zajistovana i za pomoci enzymu rhodanasy, kterd preménuje kyanovodik
na rhodanid. Jsou popsany ptipady, kdy vysoké davky vitaminu C zpUsobily vdiné
otravy kyanovodikem pfi souc¢asné konzumaci rostlinnych zdrojd obsahujici amygdalin.
Vitamin C totiZ podporuje vznik a uvolnovani kyanovodiku z kyanogennich glykosid(
do organismu a soucasné snizuje hladiny cysteinu, aminokyseliny, ktera se podili

na detoxikaci kyanovodiku [15] [16] [19].
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2.6 Serotonin

2.6.1 Popis, chemicka struktura a vlastnosti

Serotonin je biologicky aktivni latka, jiné oznaceni pro serotonin je 5-hydroxy
tryptamin. Protoze byva ¢asto spojovan s pozitivnimi pocity, je také obcas nazyvan jako
hormon lasky nebo hormon stésti a pohody.

Z chemického hlediska se jedna o indolamin. logP serotoninu je 0,545 a pKa je rovno

9,97 210,73 [17].

Strukturni vzorec serotoninu je uveden na obrdazku ¢. 2

NH

Y,

HO

NH

obrazek €. 2 - Serotonin (5-hydroxytryptamin) [23]

V lidském téle ma serotonin mnoho funkci. Patfi do skupiny neurotransmiter(, které
jsou nezbytné pro normalni funkci lidského mozku, ovliviiuje lidské chovani, nalady,
cirkadialni rytmy teplotu téla a jiné. SniZzena hladina serotoninu v centralnim nervovém
systému muUZe mit za nasledek deprese, poruchy spanku a jiné. Zvysena hladina naopak
muZe zpUsobovat manie, panické chovani, zmatenost. Na periferii je serotonin obsaZzen
v krevnich destickach a ma vliv na krevni srazlivost, dale je produkovan v bunkach
traviciho traktu a ovliviiuje funkci traviciho systému.

Serotonin, ktery je pfitomen na periferii neprochazi hematoencefalickou bariérou
a neovliviiuje centrdlni nervovy systém. Proto i serotonin ptimo ziskany z potravy ma
vliv pouze na periferii. Serotonin mUze v téle vznikat i z prekurzorl jako je esencidlni
aminokyselina  L-tryptofan  (viz  pfiloha ¢ 1). Prdchod L-tryptofanu
pres hematoencefalickou barieru je zajistén pomoci transportéru. Proto potrava
obsahujici L-tryptofan muaze zvysit hladinu serotoninu i v centralnim nervovém

systému [24].
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2.6.2 Vyskyt v prirodé
Serotonin je mozné ho nalézt i v mnoha rostlinach, jeho obsah vsak neni pfilis vysoky.
Jednotky obsahu serotoninu v danych prirodnich materidlech se pohybuji vétsSinou
v fadech pg/g hmoty a nizsi.
Pro orientaci jsou uvedeny nékteré obsahy serotoninu v rostlinach [25].
brukev repka olejka (obsah serotoninu priblizné 110 pg/g nesusené rostliny)
plod ananasu (pfiblizné 1,5 pg/g nesuseného plodu)

plod slivoné (pfiblizné 10 pg/g nesuseného plodu)

Serotonin Ize najit i v dalSich rostlinach, jako je napfiklad rakytnik resetlakovity, ktery je
mimo jiné i soucasti doplnku stravy B17 APRICARC .

Plody a olej z rakytniku jsou tradi¢né pouzivany k 1é¢bé a prevenci nékterych nemoci
jako napftiklad psychotické poruchy, dale je rakytnik pouzivan pro zlepSeni funkce

imunitniho systému a traviciho traktu [26] [27] [28].
2.7 B17 APRICARC s merunkovym olejem

2.7.1 Popis produktu

Zelatinové tobolky doplfiku stravy B17 APRICARC jsou naplnény smési s obsahem
mletych susenych merunkovych jader a olejii z merunkovych jader. Smés dale
obsahuje mleté susené plody rakytniku fesetlakového, mletou hlivu Ustficnou a prasek
lyofilizované reishi. Vyrobce uvadi, Ze zakladnimi prospésnymi latkami v tomto doplriku
je amygdalin, ktery je obsaZeny v jddrech merunék a imunoglukany, obsazené v reishi

a hlivé [28] [29].
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2.8 ResSerse

Byly vyhledany ¢lanky, zabyvajici se stanovenim amygdalinu a serotoninu pomoci

techniky HPLC, nékteré poznatky z této kapitoly byly vyuzZity v experimentalni ¢asti.

K vytvoreni literarni reSerSe byly pouZity internetové zdroje: Sciencedirect, Web of

knowledge a Google.

2.8.1 HPLC metody pro stanoveni amygdalinu

kolona

C18 (150 mm X 4,60 mm, 3 um)

mobilni faze

isokraticka eluce, methanol : voda (25:75, v:v)

pritok 1 ml/min

nastrik 5ul

detekce UV 214 nm

¢lanky [16] [30]

kolona C18 (4,6 mm X 250 mm, 5 um)

mobilni faze isokraticka eluce, acetonitril : voda (13:87, v:v)

pritok 1 ml/min

nastrik 10 pl

detekce UV 214 nm

¢lanek [31]

kolona C18 (2,1 mm X 150 mm, 5 um)

mobilni faze isokratickd eluce, acetonitril : 5mM octan amonny s obsahem 0,05%
kyseliny mravenci (20:80, v:v)

prutok 300 pl /min

nastrik 10 ul

detekce MS

¢lanek [32]

kolona C18 (250 mm X 4,6 mm, 5 um)

mobilni faze

isokraticka eluce, methanol : voda (35:65, v:v)

prutok 1 ml/min
nastrik 10 pl
detekce UV 210 nm
¢lanek [33]
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kolona

C18 (250 mm X 4,6 mm, 5 pm)

mobilni faze

isokraticka eluce, acetonitril: voda (20:80, v:v)

pratok 1,5 ml/min

nastrik 20 ul

detekce UV 218 nm

&lanek (34]

kolona C18 (250 mm X 4,6 mm, 5 pm)

mobilni faze

10 mM fosforecnan sodny (pH 3.1) obsahujici 8,5% acetonitrilu

pritok 1,2 ml/min
nastrik 10 pl
detekce UV 214 nm
¢lanek [35]

2.8.2 extrakcni techniky pro ziskani amygdalinu

zpracovani vzorku povareni rozdrcenych vzorkl ve vroucim ethanolu pod zpétnym
chladicem, odpareni ethanolu, pfidani diethyletheru k odparku,
nasledné odpareni diethyletheru a rozpusténi amygdalinu ve vodé a
pfiprava pro HPLC

¢lanky [16] [30]

zpracovani vzorku trojnasobna extrakce do methanolu, nasledné spojeni extraktl a
odpareni methanolu. Rozpusténi odparku v destilované vodé, nasledna
Uprava pro HPLC

¢lanek [31]
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2.8.3 HPLC metody pro stanoveni serotoninu

kolona

C18 (100 mm x 3,2 mm, 3um)

mobilni faze

isokraticka eluce, acetonitril : methanol : 20 mM kyselina mravenci, 10mM
dihydrogen fosforecnan sodny, 3,25 mM oktansulfonova kyselina, 3 mM
heptansulfonova kyselina, 0,1 mM EDTA, 2 mM chlorid draselny, 6 ml/I
kyselina fosforeéna a 2 ml/I diethylamin (7:3:90, v:v:v), pH 3,0

pritok 0,6 ml/min

nastrik 20 ul

detekce elektrochemicky detektor
¢lanek [36]

kolona C18 (rozméry neuvedeny)

mobilni faze

isokraticka eluce, 50 mM kyselina fosforecna, 50 mM kyselina citronova
400 mg/I oktansulfonova kyselina 0,1 mM EDTA, 8 mM chlorid draselny :
methanol (97: 3, v:v), pH 3,75

detekce elektrochemicky detektor
¢lanek [37]
kolona C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um)

mobilni faze

isokraticka eluce, acetatovy pufr (12 mM octova kyselina, 0,26 mM EDTA) :
methanol (86:14, v:v), pH 3,5

pratok 1 ml/min

nastrik 20 ul

detekce fluorescencni detektor (279 nm a 320 nm)
¢lanek [38]

kolona C18 (100 mm x 4 mm, 3 um)

mobilni faze

isokraticka eluce, 0,05 M citrat-fosfore¢nanovy pufr, 0,1 mM EDTA, 1mM
oktansulfonat sodny : methanol (96,5:3,5, v:v), pH 3,5

prutok 1 ml/min
detekce elektrochemicky detektor
¢lanek [39]
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kolona

C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um)

mobilni faze

isokraticka eluce, kyselina citronova (12,2 mM), octan amonny (11,6 mM),
oktansulfonat sodny (2,5 mM), dibuthylamin fosfat (3,3 mM, pH 2,5), EDTA
(1,1 mM)

pratok 0,5 ml/min

nastrik fluorescencni detektor (280 nm a 340 nm)
detekce 20 ul

¢lanek [40]

kolona C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um)

mobilni faze

gradientova eluce, acetonitril : voda

pritok 1,2 ml/min

nastrik 20 ul

detekce UV 254 nm

¢lanek [41]

kolona ZIC-HILIC column (100 mm x 2,1 mm, 3 um)

mobilni faze

isokraticka eluce, methanol : vodna faze (55:45, v:v), vodna faze: 20 mM
mravencan amonny, pH 3,0

pratok 200 pl/min

nastrik 3ul

detekce MS

¢lanek [42]

kolona Atlantis HILIC silica (50 mm x 2,1 mm, 3 um)

mobilni faze

gradientova eluce, acetonitril : 100 mM mravencan amonny, pH 3,0

pratok 0,35 ml/min

nastrik 35 ul

detekce elektrochemicka detekce + MS
¢lanek [43]

Na zakladé provedené reserse bylo zjiSténo, Ze metoda pro soucasné stanoveni

serotoninu a amygdalinu na HILIC kolonach zatim nebyla publikovana.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Uvod k experimentalni ¢asti

VSechna mérfeni byla provadéna vlaboratofich katedry analytické chemie
farmaceutické fakulty v Hradci kralové.

Tato prdace je zaméfena na vlastnosti analytickych kolon s technologii HILIC a proto byly

pro analyzu vybrany a zkouseny kolony z této skupiny.

3.1.1 Pristrojové vybaveni

Sestava pro HPLC: Shimadzu LC - 2010C, Shimadzu corp., software Clas VP 6.13

UHPLC system Acquity UPLC (Waters), software Empower (pouZit pfi analyze
serotoninu)

UV spektrofotometr Hewlett Packard 8453

Fluorescencni spektrometr RF-1501, Shimadzu

Analytické vahy, Sartorius

Ultrazvukova lazen Sonorex Digitec, Badelin

Centrifuga EBA 21, Hettich Zentrifugen

Laboratorni pH metr Hanna instruments, pH 212

Filtracni zafizeni pro filtraci mobilni faze Millipore

3.1.2 Kolony

Obelisc® (3,2 x 150 mm, 5 um), vyrobce: Sielc technologies

Luna® (3 x 100, 3 pum), vyrobce: Phenomenex

Atlantis® HILIC silica (21 x 100 mm, 3 um), vyrobce: Waters
Ascentis® Express OH5 (3 x 100 mm, 2,7 um), vyrobce: Sigma-Aldrich
Kolonky pro SPE - Oasis HLB 30 mg, vyrobce: Waters
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3.1.3 Pouzité standardy vzorky a chemikalie

Standardy
Serotonin, Sigma-Aldrich, Sarze: 091M5163V

Amygdalin, Sigma-Aldrich, Sarze: BCBK4301V

Vzorek

pfipravek B17 APRICARC, Terezia Company, Sarze: 4KUKB241
pripravek B17 APRICARC, Terezia Company, Sarze: 4KUK5922

Ostatni chemikalie

Acetonitril pro HPLC CHROMASOLV®, Sigma-Aldrich®, Sarze: SZBEO35AV
Methanol HPLC, Lach-Ner, s.r.o., Sarze: 2013-4407

Ethanol, Lach-Ner, s.r.0., Sarze: PP/2010/12219

Kyselina octova ledova, Sigma-Aldrich®, Sarze: SZBD1070V

Octan amonny, Sigma-Aldrich®, Sarze: SZBD2550V

Diethylether, Penta, Sarze: 1312111212

Amoniak, Penta, Sarze: 16022550211
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3.1.4 Konecné podminky analyzy, pfiprava vzorku a standardu

3.1.4.1 Konecné podminky analyzy

Analyticka kolona

Ascentis® Expres OH5 (100 x 3 mm, 2,7 um)

mobilni faze

10 mM acetatovy pufr pH 3,8 s acetonitrilem v poméru 10:90 (v:v)

Pratok

0,8 ml/min

Davkovany objem

5ul

Detekce
UV detektor, vinova délka je 215 nm - amygdalin

Fluorescenc¢ni detektor, Ex 280 nm, Em 340 nm - serotonin

Rezim

isokraticky

Teplota
40°C

Doba analyzy

6 minut
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3.1.4.2 Priprava standardu

Amygdalin

Pripravi se zasobni roztok amygdalinu v methanolu o koncentraci 1 mg/ml. Do
pétimililitrové odmérné bariky je pfeneseno 0,3 ml zdsobniho roztoku amygdalinu a je
doplnéno smési ethanol:acetonitril (1:9) do péti mililitr(. Timto postupem je ziskan

standardni roztok amygdalinu o koncentraci 0,06 mg/ml.

Serotonin
Pfipravi se zasobni roztok serotoninu v 96% ethanolu o koncentraci 1,0 mg/10,00 ml.
Roztok se Ctyristakrat natredi stejnym rozpoustédlem. Takto je ziskan standardni roztok

serotoninu o koncentraci 0,25 pug/ml.

3.1.4.3 Priprava vzorku

Amygdalin

V centrifugacni zkumavce je smichdno navaZené mnoiZstvi vzorku (presné asi 0,39
gramu) a 10 mililitrG 96% ethanolu. Zkumavka je na 30 minut vloZzena do chlazené
ultrazvukové lazné. Nasledné je zkumavka s obsahem centrifugovana po dobu 4 minut
pfi rychlosti otaceni 1300 x g. Pomoci injekéni stfikacky je odebran supernatant
a filtrovan pres 0,22 um PTFE filtr. Vzorek se desetkrat nafedi acetonitrilem a analyzuje

pomoci HPLC.

Serotonin
Postup zpracovani vzorku pfi stanoveni obsahu serotoninu je shodny jako v pripadé
stanoveni amygdalinu. Avsak ziskany extrakt neni ddle fedén, jako je tomu

u amygdalinu, ale je pfimo davkovan na kolonu.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Zjisténi vychozich parametri

4.1.1 Vybér vhodné vinové délky pro detekci

Byly pfipraveny roztoky standardl serotoninu a amygdalinu v methanolu, jejich
koncentrace byla pfriblizné 0,5 mg/ml. Jejich pomoci byla proméfena UV spektra
a nalezeny vhodné hodnoty vinovych délek pro detekci. Amygdalin vykazoval jedno
vyrazné absorpéni maximum pii 208 nm a druhé velmi malé pfi hodnoté 260 nm (viz

obrazek ¢. 3). Serotonin vykazoval dvé maxima pfi 205 nm a 270 nm (viz obrazek ¢. 4).
as-
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obrazek €. 3 - absorpcni UV spektrum amygdalinu
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obrazek ¢. 4 - absorpcni UV spektrum serotoninu

Pro finalni nastaveni UV detektoru byla vybréna vinova délka 215 nm.

4.1.2 Vybér vhodné kolony

Nalezeni vhodnych chromatografickych podminek pFi systému reverznich fazi pro
amygdalin, neni obtizné, divodem vyuZiti technologie HILIC, je problematické nalezeni
podminek pro stanoveni serotoninu, vzhledem k jeho bazickym vlastnostem.

Vychozi slozeni mobilni faze bylo stanoveno na zakladé potreb HILIC kolon a zkuSenosti
katedry analytické chemie. Byla pouZita smés acetonitrilu, ktery zastupoval organickou
fazi a 10 mM roztoku octanu amonného, zastupujiciho vodnou fazi.

Jako standardy byly pouZity methanolové roztoky amygdalinu a serotoninu
o koncentraci 0,5 mg/ml.

Jako prvni byla vyzkousena kolona Obelisc®. Tato kolona vyZzadovala Upravu pH octanu
amonného na 5,00 dle pokynl vyrobce. Pomér fazi byl nejprve 75% organické faze
a 25% vodné faze a nasledné 90% organické a 10% vodné faze. Ani v jednom pfipadé
nedoslo k zadrzovani amygdalinu na koloné, proto byla tato kolona prohlasena

za nevhodnou.
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Jako dalsi byla vyzkousena kolona Luna®. Pomér slozek v mobilni fazi byl 90% organicka
a 10% vodna a nasledné 95% a 5%. | vtomto pripadé byl amygdalin eluovan spolecné
s mrtvym objemem. Proto bylo pfistoupeno k vyzkouseni dalsi kolony.

Treti kolona byla Atlantis® HILIC silica pfi poméru fazi 90% organickd a 10% vodna faze
a poté 95% a 5%. Ani tato kolona neposkytovala vhodnou retenci amygdalinu.

Jako posledni byla vyzkousena kolona Ascentis® Express OH5, pfi poméru fazi
90% organicka a 10% vodna faze. Zde jiz amygdalin vykazoval retenci, a proto byla
kolona Ascentis® Express OH5 vybrana jako vhodnd pro dalSi optimalizaci dané

metody.

4.1.3 Rychlost pritoku
Rychlost pratoku byla stanovena na 0,8 ml/min. Pfi této rychlosti se tlak v systému

pohyboval v hodnotach do 20 MPa, které byly prijatelné pro analyzu.

4.1.4 Vlivrozpoustédla na signal detektoru

Pfiprava standardnich roztoka

Standardni roztok amygdalinu byl ptipraven rozpusténim 20 mg standardu v5 ml
90% acetonitrilu. Obdobnym zplsobem byl ptipraven standardni roztok serotoninu,

jehoz navazka byla 10 mg.

Postup

Bylo smichano 500 pl standardniho roztoku amygdalinu a 500 pl standardniho roztoku
serotoninu a nasledné bylo pfidano 9 ml daného rozpoustédla. Pouzitd rozpoustédla
byla methanol, 96% ethanol, acetonitril a smési jednotlivych rozpoustédel s vodou
v poméru 75:15 (v:v).

Byla sledovéana plocha a tvar piku serotoninu i amygdalinu. Vysledné chromatogramy

byly nasledné vyhodnoceny a bylo vybrano nejvhodnéjsi rozpoustédlo.
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Nejvétsi plochy byly sledovany u ethanolu, v pfipadé pouZiti acetonitrilu byly plochy
mensi asi o deset procent, neZ v pripadé ethanolu. Na druhé strané pokud byl pouzit
acetonitril jako rozpoustédlo, byly piky mnohem symetrictéjsi. Na zadkladé vysledkl byl

jako optimalni rozpoustédlo stanoven acetonitril.

4.2 Zavislost chovani analytli na podminkach prostfedi za pomoci

standardnich roztoku

Byly pripraveny standardy amygdalinu a serotoninu. Ve smési 800 ul acetonitrilu
a 200 pl vody byly rozpustény 2 mg amygdalinu. Obdobnym zplisobem byl pfipraven
standardni roztok serotoninu o koncentraci 0,5 mg/ml. Oba standardy byly nasledné
smichany v jedné vialce a vyuzity k méreni.

Méreni probihalo za prdtoku 0,8 ml/min a teploté 40°C. Doba méfeni byla stanovena
na 25 minut. Objem nastfiku standardu byl 2 pl.

Zmeény vlastnosti mobilni faze byly zajistény obménou pH vodné faze i rozdilnym
pomérem mezi fazi organickou a vodnou.

Poméry fazi byly obménovany v fadé organicka:vodna faze 95:05, 90:10, 85:15, 80:20,
70:30, 60:40, 40:60, 20:80, 10:90, 05:95. Jako vodna faze byl pouzit nejprve 10 mM
roztok octanu amonného o hodnoté pH 6,8, nasledné bylo pH zvySeno na 8,3 a poté
snizeno na 5,3 a 3,8 roztokem amoniaku, anebo kyselinou octovou. Dale byl pouzit 50
mM roztok octanu amonného o pH 6,8. Jako dalsi byla pouzita kyselina octovd o
koncentraci 0,5%, hodnota pH byla 2,94.

Kazdé méreni bylo provedeno dvakrat a namérené hodnoty ploch pikd a retencnich

¢asl byly zprimérovany a zaznamenany.
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4.2.1 Vysledky a jejich interpretace

Vysledné hodnoty parametr( separace jsou uvedeny v pfiloze ¢. 2.

Pro hodnoty pH vyssi nez 3.8 pfi obsahu vodné faze 5% byl retencni ¢as vyssi nez
zvolend doba analyzy - 25 min. Proto nejsou hodnoty v tabulce ani v grafickych

zaznamech uvedeny.

PFi poutziti kyseliny octové, jako soucdasti mobilni faze, doSlo ke zménam vlastnosti
serotoninu. Pfi poméru fazi 95:05 byl retencni ¢as serotoninu 7,79 min a pik mél Sitku
3,5 minut, pti navyseni poméru vodné faze na 90:10 se serotonin eluoval jako dvojity
pik. Pfi dalSim navySovani poméru vodné faze uz serotonin nebyl zadrzovan na koloné
a byl eluovan spolec¢né s mrtvym objemem.

Dale byl také vyzkousen 25 mM octan amonny pfi pH 3,8. Pfi poméru fazi 95:05
se amygdalin a serotonin eluovaly dohromady. Serotonin tvofil pik podobny piku
za pouziti kyseliny octové pfi poméru fazi 95:05. DalSi méfeni uz nebylo provadéno

a tato vodna faze byla prohldsena za nevhodnou.

Grafické zpracovani vysledki a jejich interpretace

zavislost reten €niho €asu amygdalinu na obsahu vodné faze

—— 10 mM pH 8,3
—— 10 MM pH 6,8
——10mM pH5,3
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Obrazek €. 5 - graf zavislosti retencniho ¢asu amygdalinu na sloZzeni mobilni faze
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zavislost reten €niho €asu serotoninu na obsahu vodné faze
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Obrazek €. 6 - graf zavislosti reten¢niho ¢asu serotoninu na sloZzeni mobilni faze

Na zakladé namérenych dat (viz obrazky €. 5 a 6) byla zjisténa silna zavislost retencniho
Casu obou latek na obsahu vodné faze. Zejména v pfipadé serotoninu pfi nizké
koncentraci vodné faze doslo k vyznamnému narUstu reten¢niho casu, coz je typické
pro HILIC. Se zvySujicim se obsahem vodné faze doslo k poklesu retence obou analyta.
V dalsi ¢asti bylo studovano chovani obou latek v takzvaném reverznim modu (obsah
vodné faze vyssi nez 30%).

Vysledky ukazaly, Ze snarUstajicim obsahem vody (nad 30%) se retencni cas
amygdalinu vyznamné neméni a pohybuje se pod hodnotou jedné minuty. V pfipadé
serotoninu, bylo po prekroceni hranice 30% mozné sledovat opétovné narustani
retencniho Casu se vzrastajicim obsahem vodné faze. Tento jev byl nejvice patrny
v pfipadé 10 mM octanu amonného pfi pH 8,3. Jak jiz bylo dfive popsano, pokud byla
jako vodna faze pouzita kyselina octova, nebyl serotonin na koloné zadrzovan, pokud
byl obsah faze maximalné 30%, pfi navysSeni obsahu vodné faze doslo k zadrzovani na
kolong, retencni Cas se pohyboval kolem 0,6 minut a jeho zména nebyla pfilis vyrazna.
Tento jev byl jiz dfive popsdn v teoretické ¢asti (2.3.3). Dochazi ke zménam vlastnosti
kolony a retencni vlastnosti kolony jsou podobné jako pfi pouziti systému obracenych
fazi (RPLC), tedy se zvysujicim se obsahem vodné slozky mobilni faze, roste retencni ¢as

analytQ.
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Zmeéna pH vodné slozky mobilni faze neméla vétsi vliv na retencni ¢as amygdalinu.
S klesajici hodnotou pH roste retencni cas, ale pti pH=3,8 ndhle klesne pod hodnotu
nameérenou pri vysSich hodnotach pH. Tento jev je nejvice patrny pfi 5% obsahu vodné
faze. Naopak retence serotoninu byla ovlivnéna zménou pH mobilni faze vyraznéji.

Vyssi hodnota pH vede ksilnéjsi retenci serotoninu pfi vy$Sim obsahu acetonitrilu

v mobilni fazi, naopak pti pH 3,8 byl zaznamenan vyrazny pokles retencniho ¢asu.

zavislost symetrie piku amygdalinu na obsahu vodné faze (215 nm) zavislost symetrie piku serotoninu na obsahu vodné faze (215 nm)
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obrazek ¢. 7 - graf zavislosti faktoru symetrie obrdzek ¢. 8 - graf zdavislosti faktoru symetrie

amygdalinu na sloZzeni mobilni faze pfi 215 nm serotoninu na slozeni mobilni faze pti 215 nm

Z grafl na obrazcich ¢.7 a 8 je patrné, Ze s klesajicim obsahem vodné faze pfi
hodnotach pH vyssi nez 3,8 vyrazné roste faktor symetrie piku amygdalinu. V pfipadé
serotoninu faktor symetrie piku naopak roste s narUstajicim obsahem vodné faze pro
vSechny promérené hodnoty pH. Bylo pozorovano vyrazné odliSné chovani kolony pfi

hodnoté pH 3,8 od ostatnich hodnot.

V priloze ¢. 3 a 4 jsou uvedeny i grafy zavislosti faktoru symetrie pik amygdalinu
a serotoninu na sloZzeni mobilni faze i pro obsah vodné faze vyssi nez 30%. Nebyla
pozorovana zadna vyrazna zavislost, pokud jde o vztah mezi slozenim ¢i koncentraci
mobilni faze a faktorem symetrie piku. Hodnoty faktoru symetrie pro amygdalin se

pohybovaly v rozmezi 0,9 - 1,5 a pro serotonin 0,9 - 1,7.
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Vysledky z této Casti, slouzily jako podklad pro uréeni vhodné mobilni faze dalsi ¢asti
prace tj. analyzy amygdalinu z doplnku stravy.

Jako nejvhodnéjsi sloZeni se ukdzalo 90% organické a 10% vodné faze, kde vodnou fazi
je 10 mM octan amonny o pH 3,8. Pfi tomto sloZeni se serotonin eluoval v Case

4 minuty a piky amygdalinu a serotoninu mély vhodny faktor symetrie, do hodnoty 1,5.

V zavéru kapitoly je uveden graf (viz obrazek €. 9), znazornujici zmény retencnich casu
amygdalinu a serotoninu v zdvislosti na obsahu vodné faze, kde vodnou fazi je 10 mM

octan amonny o pH 3,8.

amygdalin a serotonin p  Fi pouziti 10 mM octanu amonného o pH 3,8
25
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obrdzek ¢. 9 - graf zavislosti retence amygdalinu a serotoninu na obsahu vodné faze o

pH 3,8
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4.3 Extrakce a nasledna analyza amygdalinu v dopliku stravy

4.3.1 Stanoveni primérné hmotnosti jedné tobolky

Pomoci deseti tobolek ptipravku APRICARC B17 byla stanovena primérna hmotnost
obsahu jedné tobolky. Vazeni bylo provedeno diferencné, na analytickych vahach, kdy
byla nejprve zvazena celd kapsle a po vysypani obsahu byla zvazena prazdna Zelatinova
tobolka.

Priimérna hmotnost obsahu jedné kapsle ptipravku ¢inila 0,3952 + 0,0312 g.

4.3.2 Hledani vhodné extrakcni techniky

Rozhodovacim kritériem v této Casti prace byla dokonald separace piku amygdalinu od
ostatnich latek, vysoka ucinnost zvoleného extrakéniho postupu a kvalitni
chromatografické stanoveni (vyska piku, faktor symetrie). V neposledni radé vlastni
proces extrakce. Preferovany byly postupy s méné kroky, u kterych je mensi riziko ztrat
a chyb.

Jako standard, pro porovndni retencnich ¢as(, byl pouZit amygdalin ve smési 800 pl
acetonitrilu a 200 pl vody, jeho koncentrace byla 0,25 mg/ml.

Nékteré extrakéni postupy vychazely z vysledkd provedené reserse (kapitola 2.8.3.).

Extrakce do vody

Do centrifugacni zkumavky bylo odvazeno presné asi 0,39 g vzorku a pfidano 5 ml
destilované vody. Zkumavka byla uzaviena, promichdna a vloZzena do ultrazvukové
[azné na 20 minut pfi laboratorni teploté. Poté byl vzorek centrifugovan po dobu ctyr
minut pfi rychlosti 1300 x g a nasledné byl supernatant odebran a vytifepan se tremi
mililitry n-hexanu, ten zde slouZil pro odstranéni tuk( v extraktu. Vodna faze byla
oddélena pro analyzu, zbytek n-hexanu ve vodné fazi byl odfoukdn pod proudem
vzduchu. Pred nastfikem byl ziskany roztok filtrovan pres 0,22 um PTFE filtr.
Nastfikovano bylo 10 ul vzorku.

Tento postup se neosvédCil, protoZe spolecné s amygdalinem bylo vyextrahovéno

velké mnozstvi necistot, které znemoznovalo ziskani oddéleného piku amygdalinu.
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Extrakce do acetonitrilu

V centrifugacni zkumavce bylo smichano presné asi 0,39 g vzorku a 5 ml acetonitrilu.
Vzorek v uzaviené zkumavce byl promichan a vloZen do ultrazvukové lazné na 20
minut pfi laboratorni teploté. Poté byl vzorek centrifugovan po dobu ¢tyf minut pfi
rychlosti 1300 x g. Byl odebran supernatant a ten byl zfiltrovan pfes 0,22 um PTFE filtr.
Nastrikovano bylo 10 pl vzorku. Vysledkem tohoto postupu byl odseparovany pik

amygdalinu o malé vysce.

Extrakce na tuhou fazi SPE

Pro SPE byly pouzity kolonky Oasis HLB 30 mg. Vodny vyluh vzorku, ktery byl pfipraven
stejné jako v bodé extrakce do vody, byl zfiltrovan pres 0,22 um PTFE filtr a takto
pfipraveny vyluh byl pouzit pro SPE. Nejprve byly kolonky v SPE aktivovany pomoci
dvou mililitrG acetonitrilu, poté byly promyty dvéma mililitry vody a nasledné byl
pfidan vodny vyluh vzorku. Dale byla kolonka promyta dvéma mililitry vody. Poté byl
vzorek eluovan dvéma mililitry acetonitrilu.

Tato metoda se neukazala jako vhodna, protoze vysledny chromatogram neposkytoval
izolovany pik amygdalinu a také proto, Ze se kolonky rychle zandasSely a extrakce trvala

velmi dlouho.

Extrakce do ethanolu a nasledna precipitace amygdalinu v diethyletheru

0,39 g vzorku bylo v centrifugaéni zkumavce smichdno s 5 ml 96% ethanolu. Uzaviend
zkumavka byla protfepana a vloZzena do ultrazvukové lazné o laboratorni teploté na 20
minut. Poté byla vloZena do centrifugy na ¢tyfi minuty pfi rychlosti otac¢eni 1300 x g.
Supernatant byl pfenesen do sklenéné zkumavky a ethanol byl odparen pod proudem
vzduchu. K odparku byl pfidan jeden mililitr diethyletheru, ktery byl v zapéti odfoukan.
Odparek byl rozpustén ve smési 800 pl acetonitrilu a 200 pl vody. Roztok byl filtrovan
pres 0,22 um PTFE filtr a nastfikovano bylo 10 ul. Tento postup neposkytl Zadny pik

amygdalinu.
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Extrakce do methanolu

K 0,39 g vzorku v centrifugacni zkumavce bylo pfidano 5 ml methanolu. Uzaviena
zkumavka byla protfepana a vloZzena na 20 minut to ultrazvukové lazné, v niz byla
udrzovana laboratorni teplota. Po dvaceti minutach byla zkumavka vyjmuta a vloZzena
do centrifugy na Ctyfi minuty pfi rychlosti otaceni 1300 x g. Supernatant byl zfiltrovan
pres 0,22 um PTFE filtr a analyzovan. Nastfikované mnozstvi Cinilo 10 ul. Vysledkem
tohoto postupu byl vysoky pik amygdalinu.

Protoze v chromatogramu bylo pfitomné také velké mnozstvi balastnich latek, které se
eluovaly v okoli amygdalinu, bylo 100 pl extraktu naredéno 900 pl acetonitrilu. Nastrik

Cinil opét 10 pl. Vysledkem tohoto postupu byl izolovany pik.

Extrakce do ethanolu

V centrifugacni zkumavce bylo smichano 0,39 g vzorku a 5 ml 96% ethanolu, po
uzavreni byla zkumavka protfepana a vlozena do ultrazvukové lazné na dobu 20 minut.
V lazni byla udrzovana laboratorni teplota Po dvaceti minutach byla zkumavka vyjmuta
a centrifugovdana po dobu ¢tyf minut pfi rychlosti 1300 x g. Supernatant byl
prefiltrovan pres 0,22 um PTFE filtr a analyzovan. Nastfikované mnozstvi bylo 10 pl.

ProtozZe se vysledny chromatogram podobal chromatogramu pfti extrakci methanolem,
byl extrakt také naredén stejnym zplisobem a analyzovano bylo opét 10 pl. Vysledkem

tohoto postupu byl opét izolovany pik.
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4.3.2.1 Vyhodnoceni vysledki

Porovnanim vysky a kvality pikd bylo zjisténo, Zze extrakce do methanolu a ethanolu
jsou nejvyhodnéjsi, obé poskytuji dostatecné vysoky pik. Vyslednym extrakénim
postupem byla zvolena extrakce do ethanolu. Protoze vysledny chromatogram byl
Cistsi a piky méli lepsi tvar.

Oba postupy, byly také wvyzkousSeny pro serotonin, za pouziti fluorescenéniho

detektoru. Vysledky obou postupt byly porovnatelné.

4.3.3 Vliv doby extrakce a mnozstvi extrakcniho Cinidla

Ke vzorkim o navdzkidch 0,39 g bylo pfiddno 5 nebo 10 ml 96% ethanolu. Doba
extrakce byla 10, 20 a 30 minut. Postup byl stejny jako v bodé extrakce ethanolem.
Byla sestavena zavislost a vysledky byly vyhodnoceny.

Z dostupnych vysledkd bylo rozhodnuto, Ze nejvice amygdalinu je ziskano pfi extrakci

pomoci 10 ml ethanolu po dobu 30 minut.
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4.4 Validace metody pro stanoveni amygdalinu

4.4.1 Test vhodnosti chromatografického systému

4.4.1.1 Opakovatelnost analyzy

Pfipraveny standardni roztok amygdalinu (viz kapitola 3.1.4.2 - pfiprava roztoku
standardu) byl opakované davkovan na kolonu. Do tabulky byly zaznamenany plochy
pikd a retencni Casy. Ze Sesti méreni byla uréena smérodatnd odchylka a relativni
smérodatna odchylka. Vypocet byl proveden pomoci programu Microsoft Excel.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce €. 1.

tabulka €. 1 - Opakovatelnost analyzy pro amygdalin

Cislo méfeni Retencni ¢as (min) Plocha piku
1 2,19 334971
2 2,19 329771
3 2,18 334439
4 2,18 330414
5 2,17 334222
6 2,18 337373
pramér 2,18 333532
smérodatnda odchylka 0,008345 2897,923
RSD (%) 0,38 0,87

Relativni smérodatna odchylka byla mensi nez 1% a tim byla prokdzana dostatecna
opakovatelnost analyzy.
Ziskand data byla také dale pouzita pro urceni ucinnosti chromatografické kolony,

faktoru symetrie a rozliSovaci schopnost kolony.
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4.4.1.2 Ucinnost chromatografické kolony
Byly pouzity tfi chromatogramy z méreni opakovatelnosti analyzy. Vypocet poctu pater
byl proveden pomoci softwaru chromatografu. Vysledné hodnoty jsou uvedeny

v tabulce €. 2.

tabulka €. 2 - pocet teoretickych pater

méreni N
1 5500
2 5520
3 5540
pramér 5520

U¢innost chromatografické kolony byla 5520 pater.

4.4.1.3 Faktor symetrie piku (A;)
Ze tfi chromatogram( ziskanych pfi méreni opakovatelnosti analyzy, byl pomoci
chromatografického softwaru zjistén faktor symetrie piku. Vysledné hodnoty jsou

uvedeny v tabulce ¢. 3.

tabulka ¢. 3 - faktor symetrie piku amygdalinu

méreni A
1 1,09
2 1,06
3 1,07

pramér 1,07

Lékopisnym pozadavkem je, aby zjisténa hodnota byla v intervalu 0,8 - 1,5. Vysledky

jsou vyhovuijici, protoze vysledna primérna hodnota byla 1,07.
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4.4.1.4 Rozliseni (R,)

Ze tfi chromatogrami ziskanych pfi méreni opakovatelnosti analyzy, byla pomoci
softwaru zjisténa hodnota rozliseni (Rs). Vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢. 4
a na obrazku ¢. 10 je uveden chromatograficky zdznam standardniho roztoku

amygdalinu.

tabulka €. 4 - Rozliseni piku amygdalinu

méreni Rs

1 6,72

2 6,69

3 6,66

pramér 6,69
m ¢
N
£
=]
w 2
£
©

00 02 04 06 14 16 18 2,0 2.2 24 26 28 30 32 34 36 38 4,0

obrazek ¢. 10 - Chromatograficky zaznam standardniho roztoku amygdalinu
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4.4.2 \Validace analytické metody

4.4.2.1 Presnost

Bylo pripraveno Sest vzork(, dle postupu uvedeného v kapitole pfiprava vzorku
(3.1.4.3). Ze dvou nastfikd byl vypocitan pramér ploch piku a vysledek byl pfepocitan
na stejnou hmotnost (tj. 0,39 g). Vysledné hodnoty byly zaznamenany do tabulky a byly
vypocteny statistické ukazatele, primér, smérodatna odchylka a relativni smérodatna

odchylka. Vysledky jsou uvedeny v tabulce €. 5.

tabulka €. 5 - Pfesnost stanoveni amygdalinu

vzorek Cislo. plocha piku pfi hmotnosti 0,39 g

1 123034
2 130042
3 150383
4 121388
5 140327
6 123556

pramér 131455

smérodatnda odchylka 11607,22
RSD (%) 8,83

Relativni smérodatna odchylka byla 8,83%. Vysoka hodnota relativni smérodatné
odchylky mUzZe byt zpisobena malou homogenitou naplné v tobolkach, v kazdé tobolce
byl vizualné patrny ¢aste¢né rozdilny obsah castic. V nékteré tobolce byly vice patrné
kvéty v jiné susené Casti plodd a podobné, tim mlze byt vysvétlena velkd variabilita

obsahu amygdalinu.
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4.4.2.2 Llinearita

Byl pfipraven zdsobni roztok amygdalinu o koncentraci pfesné asi 10 mg/10 ml
v methanolu. 6,0 ml pripraveného zasobniho roztoku bylo preneseno do odmérné
bariky 50,00 ml a doplnéno smési ethanol:acetonitril (1:9) po rysku. Timto postupem
vznikl zasobni roztok o koncentraci presné asi 1,2 mg/10ml, jeho postupnym redénim
pomoci smési ethanol:acetonitril (1:9) byla pfipravena fada standardnich roztok(
o koncentraci 10, 20, 50, 75, 100, 150, 200%, kde 200% byl samotny zdsobni roztok.
Kazdy roztok byl dvakrat nastfiknut a byl vypocitdn primér. Do tabulky byly
zaznamenany pramérné hodnoty ploch pik(i a koncentrace standardu amygdalinu (viz
tabulka ¢. 6). Z dostupnych dat byla pomoci programu Excel vytvorena kalibracni

krivka. Parametry kalibra¢ni krivky jsou uvedeny v tabulce €. 7 a jeji grafické znazornéni

je v priloze ¢. 5.

tabulka €. 6 - Linearita

koncentrace amygdalinu (mg/10 ml) pramér ploch pika
0,06 33239
0,12 57137
0,30 158985
0,45 238990
0,60 321331
0,89 481452
1,20 637187

tabulka €. 7 - Parametry kalibracni kfivky pro amygdalin

regresivni funkce: y=kx+q

pocet bodu: 7

rovnice primky: y =538261x - 1698,6
koeficient korelace R: 0,9998
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4.4.2.3 Spravnost

Byl stanoven prlimérny obsah amygdalinu v jedné kapsli (APRICARC, $.¢. 4KUK5922) pfi
navazce 0,39 g (xo). Toto méreni probihalo s jinou Sarzi pfipravku nez méreni v kapitole
pfesnost a prGmérny obsah amygdalinu byl vtéto 3arzi jiny. Vysledky byly
vyhodnoceny z kalibracni kiivky zhotovené v den méreni.

Pro urceni spravnosti byla pouZita metoda standardniho pfidavku. Byly pfipraveny tfi
standardni roztoky amygdalinu o zndmé koncentraci. Ke vzorku bylo pfiddno znamé
mnozstvi amygdalinu (viz tabulka ¢. 8). Nasledné byl vzorek zpracovan dle postupu
uvedeného v kapitole priprava vzorku (3.1.4.3). Celkem bylo analyzovano osmnict
vzorku. Vzdy bylo u jednotlivého pridavku zastoupeno Sest vzork(. Ziskané roztoky byly
analyzovany, nasttik byl proveden dvakrat a vysledné hodnoty byly zprimérovany.
Spravnost stanoveni obsahu je zastoupena veliCinou vytéZnost R; (%), kterd byla
vypocitana pomoci vztahu (9) uvedeného v kapitole (2.4.2):

Nalezené hodnoty spravnosti a RSD (%) pro jednotlivé pridavky byly zprimérovany.

Vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce €. 8 na konci kapitoly.
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tabulka €. 8 - Stanoveni spravnosti

pridavek 0,38 mg

Cislo vzorku xi (mg) Xy (Mg) Xo (Mg) Ri (%)

2,3154 1,91 0,38 106,68

2 2,3126 1,91 0,38 105,95

3 2,2864 1,91 0,38 99,05

4 2,2764 1,91 0,38 96,42

5 2,2764 1,91 0,38 96,42

6 2,2715 1,91 0,38 95,13
primér 99,94
smérodatnd odchylka 5,10
RSD (%) 5,11

pridavek 1,15 mg

Cislo vzorku xi (mg) Xy (Mg) Xo (Mg) Ri (%)

1 3,1716 1,91 1,15 109,70

2 3,1654 1,91 1,15 109,17

3 3,0545 1,91 1,15 99,52

4 3,1655 1,91 1,15 109,17

5 3,0748 1,91 1,15 101,29

6 3,1745 1,91 1,15 109,96

pramér 106,47
smérodatnd odchylka 4,74
RSD (%) 4,45

pridavek 1,71 mg

Cislo vzorku xi (mg) Xy (Mg) Xo (Mg) Ri (%)

1 3,6845 1,91 1,71 103,77

2 3,6845 1,91 1,71 103,77

3 3,7184 1,91 1,71 105,75

4 3,7598 1,91 1,71 108,18

5 3,6418 1,91 1,71 101,27

6 3,539 1,91 1,71 95,26

pramér 103,00
smérodatna odchylka 4,44
RSD (%) 4,31

Hodnoty spravnosti byly v rozmezi 99,94-106,47% a hodnota RSD (%) v rozmezi 4,31-
5,11. Jak jiz bylo zminéno vySe, je mozné, Ze vyssi hodnoty jsou zpUlsobeny velkou
nehomogenitou vzorku.
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4.4.2.4 Stabilita roztoku standardu

Pro stanoveni stability byl pouZit standardni roztok amygdalinu (3.1.4.2 - pfiprava
standardniho roztoku amygdalinu). Ten byl pfenesen do dvou vialek a zméren. Celkem
byly provedeny tfi nastfiky. Vysledky byly zprimérovany a vyslednd hodnota byla
plocha piku v ¢ase t=0. Obé vialky byly nasledné prekryty parafilmem a poté byla jedna
vialka ponechana na svétle pfi laboratorni teploté a druha byla dana do lednice.
Méreni bylo opakovano po 24 a 48 hodinach. Vidy byl vypoditan primér z nastrikd

a hodnoty byly zaznamenany do tabulky (viz tabulka €. 9).

tabulka ¢. 9 - stabilita

locha piku pfi locha piku pfi
tas (hod) | Do o PIUP S (%) plocha preip Sr (%)
T=4°C T=20°C

0 334960 0,00 326158 0,00

24 332969 0,59 324328 0,56

48 336315 0,40 326257 0,03

Stabilita byla hodnocena pomoci vztahu (10):
Ai—A
Sr (%) = 100222l (10)

0

Kde Agje plocha piku v ¢ase 0. A je plocha v testovaném intervalu.
Pokud je zména vétsi nez 1%, je roztok hodnocen jako nestabilni. Z tabulky vyplyva, Ze
roztok standardu je stabilni po dobu 48 hodin pfi uchovani za snizené i laboratorni

teploté.

4.4.2.5 Detekeni a kvantitativni limit
Oba parametry byly stanoveny dle postupu uvedeného v kapitole 2.4.2 - LOD a LOQ.

Vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢. 10.

tabulka €. 10 - detekéni a kvantitativni limit

LOD [mg/10ml] 0,0015

LOQ [mg/10ml] 0,0050
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4.5 Extrakce a nasledna analyza serotoninu v doplnku stravy

PFi analyze serotoninu byl pouZit jiny chromatograf s fluorescenénim detektorem a to
UHPLC system Acquity UPLC (Waters), software Empower.

Jako zpUsob detekce byl pouzit fluorescencéni detektor, divodem pouziti tohoto

detektoru byly predpokladané nizké hodnoty obsahu serotoninu.

4.6 Validace metody pro stanoveni serotoninu

4.6.1 Test vhodnosti chromatografického systému

4.6.1.1 Opakovatelnost analyzy

Pfipraveny standardni roztok serotoninu (viz kapitola 3.1.4.2 - pfiprava roztoku
standardu serotoninu) byl opakované davkovan na kolonu. Do tabulky byly
zaznamenany plochy pikd a retencni Casy. Ze Sesti méreni byla uréena smérodatna
odchylka a relativni smérodatna odchylka. Vypocet byl proveden pomoci programu

Microsoft Excel. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢. 11.

tabulka €. 11 - Opakovatelnost analyzy pro serotonin

Cislo méreni Retencni ¢as (min) Plocha piku
1 3,64 35979
2 3,64 36540
3 3,64 36851
4 3,65 36675
5 3,65 36906
6 3,65 36490
prameér 3,65 36573,50
smérodatnd odchylka 0,01 334,48
RSD (%) 0,15 0,91

Ziskand data byla také dale pouzita pro urceni ucinnosti chromatografické kolony,

faktoru symetrie a rozliSovaci schopnost kolony.
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4.6.1.2 Ucinnost chromatografické kolony

Byly pouzity tfi chromatogramy z méreni opakovatelnosti analyzy. Pro vypocet poctu

teoretickych pater byl pouzit vztah (2) uvedeny v kapitole 2.4.1.

tabulka €. 12 - pocet teoretickych pater

méreni N
1 1482
2 1473
3 1525
pramér 1493

Uginnost chromatografické kolony byla 1493 pater

4.6.1.3 Faktor symetrie piku (A;)

Ze tfi chromatogram( ziskanych pfi méreni opakovatelnosti analyzy, byl podle vztahu

(3) v kapitole 2.4.1 vypocten faktor symetrie piku. Vysledné hodnoty jsou uvedeny

v tabulce ¢. 13.

tabulka €. 13 - faktor symetrie piku serotoninu

méreni A
1 1,07
2 1,11
3 1,01

pramér 1,06

Hodnoty faktoru symetrie jsou vyhovuijici, protozZe spliiuji poZzadavek, aby hodnota byla

vrozmezi0,8-1,5
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4.6.1.4 Rozliseni (R,)

Ze tfi chromatogrami ziskanych pfi méreni opakovatelnosti analyzy, byla pomoci
softwaru zjiSténa hodnota rozliSeni (Rs). Vtabulce ¢. 14 jsou uvedeny vysledné
hodnoty. Chromatograficky zaznam standardniho roztoku serotoninu je uveden

na obrazku ¢. 11.

tabulka €. 14 - Rozliseni piku serotoninu

méreni Rs
1 4,42
2 4,52
3 4,29
pramér 4,41
3.00
230
2.004
1504 3.64 serotonin

1.004

0.50

0.004

000 020 040 060 080 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
Minutes

obrazek €. 11 - Chromatograficky zaznam standardniho roztoku serotoninu
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4.6.2 Validace analytické metody

4.6.2.1 Presnost

Bylo pripraveno Sest vzorkd, dle postupu uvedeného v kapitole 3.1.4.3. - priprava
vzorku. Ze dvou nastfikl byl vypocitan primér ploch piku a vysledek byl prepocitan na
stejnou hmotnost (tj. 0,39 g). Vysledné hodnoty byly zaznamenany do tabulky a byly
vypocteny statistické ukazatele, primér, smérodatna odchylka a relativni smérodatna

odchylka. V tabulce €. 15 jsou uvedeny vysledné hodnoty.

tabulka €. 15 - Pfesnost stanoveni serotoninu

vzorek Cislo. plocha piku pfi hmotnosti 0,39 g

1 35214
2 35358
3 36315
4 39798
5 35546
6 38665

pramér 36816

smérodatnda odchylka 1943
RSD (%) 5,28

Relativni smérodatnd odchylka byla 5,28 %. Jak jiz bylo zminéno vyse, vy$si hodnota

relativni smérodatné odchylky muzZe byt zplsobena napfiklad nehomogenitou vzorku.

4.6.2.2 Linearita

Linearita byla hodnocena pomoci 6 pripravenych kalibracnich roztokl o koncentraci
serotoninu 1,16 — 5,80 pg/10 ml ethanolu 96%. Kazdy roztok byl dvakrat davkovan na
kolonu a byl vypocitan primeér. Do tabulky byly zaznamenany primérné hodnoty ploch
pikd a koncentrace standardu serotoninu (viz tabulka ¢. 16). Z dostupnych dat byla,

pomoci programu Excel, vytvorena kalibracni kfivka. Parametry ziskané kalibracni

kfivky jsou uvedeny v tabulce €. 17 a jeji grafické znazornéni je v pfiloze €. 6.
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tabulka €. 16 - Linearita

koncentrace serotoninu (ug/10 ml)

pramér ploch pikd

1,16 18123
1,74 28456
2,32 39841
2,90 53214
3,48 65145
5,80 110123

tabulka €. 17 - Parametry kalibracni krivky pro serotonin

regresivni funkce: y=kx+q

pocet bodu: 6

rovnice primky: y =20028x - 5596,1

koeficient korelace R: 0,9993

4.6.2.3 Spravnost

V den méreni byla znovu sestrojena kalibracni kfivka, ktera byla pouzita pro stanoveni

pramérného obsahu serotoninu v jedné kapsli o primérné hmotnosti 0,39 g (xo). Pro

ureni spravnosti byla pouZita metoda standardniho pridavku. Byly pfipraveny tfi

standardni roztoky serotoninu o znamé koncentraci. Ke vzorku bylo pfidano znamé

mnoistvi serotoninu uvedené v tabulce ¢. 18. Nasledné byl vzorek zpracovan dle

postupu uvedeného v kapitole 3.1.4.3 - pfiprava vzorku. Celkem bylo analyzovano

osmnact vzorkl. VZdy bylo u jednotlivého pridavku zastoupeno Sest vzork(. Nastrik byl

proveden dvakrat a vysledné hodnoty byly zprimeérovany.

Spravnost stanoveni obsahu je zastoupena veliCinou vytéZnost R; (%), kterd byla

vypocitana pomoci vztahu (9) uvedeného v kapitole 2.4.2

Vysledné hodnoty jsou uvedené v tabulce ¢. 18 na konci kapitoly.
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tabulka €. 18 - Stanoveni spravnosti

pridavek 0,5 ug

Cislo vzorku xi (ug) Xy (18) Xo (1g) Ri (%)

2,9765 2,43 0,50 109,30

2 2,9045 2,43 0,50 94,90

3 2,9423 2,43 0,50 102,46

4 2,9112 2,43 0,50 96,24

5 2,9078 2,43 0,50 95,56

6 2,9656 2,43 0,50 107,12

pramér 100,93
smérodatnd odchylka 6,29
RSD (%) 6,23

pridavek 1,5 ug

Cislo vzorku xi (ug) Xy (18) Xo (1g) Ri (%)

1 3,9856 2,43 1,50 103,71

2 3,8915 2,43 1,50 97,43

3 3,9615 2,43 1,50 102,10

4 4,0651 2,43 1,50 109,01

5 4,0123 2,43 1,50 105,49

6 4,0257 2,43 1,50 106,38

pramér 104,02
smérodatnd odchylka 3,99
RSD (%) 3,84

pridavek 2,5 ug

Cislo vzorku xi (ug) Xy (18) Xo (1g) Ri (%)

1 4,9562 2,43 2,50 101,05

2 5,156 2,43 2,50 109,04

3 5,156 2,43 2,50 109,04

4 5,1254 2,43 2,50 107,82

5 4,856 2,43 2,50 97,04

6 4,856 2,43 2,50 97,04

pramér 103,50
smérodatna odchylka 5,82
RSD (%) 5,63

Hodnoty spravnosti byly v rozmezi 100,93 - 104,02% a hodnota RSD (%) v rozmezi 3,84
- 6,23.
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4.6.2.4 Detekeni a kvantitativni limit
Detekéni a kvantitativni limit byl ziskdn stejnym zpUsobem jako v kapitole 4.4.2.5.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 19.

tabulka ¢. 19 - detekéni a kvantitativni limit

LOD [ug/10ml] 0,13

LOQ [pug/10ml] 0,41

4.7 Stanoveni obsahu amygdalinu a serotoninu v kapslich

4.7.1 Obsah amygdalinu

Hodnoty ziskané v kapitole pfesnost (4.4.2.1) byly pouZity pro vypocet priimérného
obsahu amygdalinu v jedné kapsli. Pro vypocet byla pouzZita rovnice kalibracni kfivky
ziskand v kapitole linearita (4.4.2.2). Kde hodnota y byla primér ploch pikd pfi navazce
vzorku 0,39 g a hodnota x byl obsah amygdalinu.

Pramérny obsah amygdalinu ¢inil 2,474 mg.

4.7.2 Obsah serotoninu

Namérené hodnoty v kapitole presnost (4.6.2.1) byly pouZity k vypoctu priimérného
obsahu serotoninu. Vysledky byly vyhodnoceny z kalibrac¢ni kfivky uvedené v kapitole
4.6.2.2 pro serotonin.

Vysledny obsah serotoninu v 0,39 g vzorku byl 2,12 pg.
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5 ZAVER

Byla vyvinuta a validovana HPLC metoda a extrakcni technika pro stanoveni serotoninu

a amygdalinu v doplriku stravy B17 APRICARC.

Jako vhodnad extrakéni technika byla zvolena extrakce do 96% ethanolu. Analyza byla
provadéna na koloné Ascentis® Express OH5 (3 x 100 mm, 2,7 um). Byly stanoveny
chromatografické podminky vhodné pro analyzu. Mobilni faze byla slozena z 10 mM
acetatového pufru o pH 3,8 a z acetonitrilu v poméru 10:90 (v:v). Pritokova rychlost
byla 0,8 ml/min. Detekce amygdalinu byla provadéna pomoci UV detektoru (vinova
délka 215 nm) a pro detekci serotoninu byl vyuzit fluorescenéni detektor (Ex 280 nm,

Em 340 nm)

Nalezené podminky chromatografického stanoveni s vyuzZitim HILIC kolony Ascentis®
Express OH5 (3 x 100 mm, 2,7 um) umoZiuji soucasné stanoveni serotoninu
i amygdalinu. Vzhledem k faktu, Ze obsah amygdalinu ve vzorku je vysoky, mlze byt
vyhodné (nutné) vzorek pro stanoveni amygdalinu pfed analyzou naredit. Naopak

serotonin je v pripravku obsaZzen v nizkych hladinach, a proto neni vhodné vzorek redit.

Byly nalezeny parametry metod stanoveni pro oba analyty. Pfesnost metody pro
stanoveni amygdalinu byla v rozmezi 4,31-5,11 % (vyjadreno jako relativni smérodatné
odchylky méreni), spravnost byla 99,94-106,47%. Jako mez detekce byla stanovena
koncentrace 15,0 ug/100 ml a mez stanovitelnosti 50,0 ug/100 ml. Pro serotonin byla
hodnota presnosti 3,84 - 6,23%, spravnosti 100,93 - 104,02%, meze detekce 1,3 pug/100

ml a meze stanovitelnosti 4,1 ug/100ml.

Tato prace byla zamérena na praci s HILIC kolonami, cilem bylo mimo jiné sledovat
chovani analyt(i za rGznych podminek separace. Byla zjisténa zavislost reten¢niho ¢asu
a obsahu vodné faze, ¢im vyssi byl obsah vodné faze, tim nizsi byla retence analytQ.
Bylo zjisténo, Ze chovani serotoninu na koloné bylo vice ovlivnéno slozenim mobilni

faze nez u amygdalinu.
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HILIC kolony jsou vyhodné pro tento typ analyz svymi chromatografickymi vlastnostmi,
avSak jejich Zivotnost je vyrazné nizsi nez u standardnich kolon typu C18. Je proto
nutné zvazit, zda je vyhodnéjsi pro dany analyticky problém pouzit levnéjsi kolonu typu
(naptiklad pro serotonin), nebo drazsi kolonu snizsi Zivotnosti, zato vSak
s vyhodnéjsimi vlastnostmi. Pro stanoveni analytl, jako je serotonin je pouziti HILIC
kolon vyhodné, protoZze neni tfeba pouZivat jiné metody pro potlaceni nezadouciho

chovani serotoninu na koloné (chvostovani na kolonach typu C18).
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6 SEZNAM ZKRATEK

AcAm =ammonium acetate
= octan amonny
EDTA = ethylenediaminetetraacetic acid
= ethylendiamintetraoctova kyselina
HILIC = hydrophilic interaction liquid chromatography
= chromatografie hydrofilnich interakci
LOD = limit of detection
= limit detekce, neboli mez detekce
LOQ = limit of quantification
= limit kvantifikace, neboli mez stanovitelnosti
MS = mass spectrometry
= hmotnostni spektrometrie
NPLC =normal phase liquid chromatography
= chromatografie na systému normalnich fazi
RPLC =reverse phase liquid chromatography
= chromatografie na systému reverznich fazi
SPE  =solid phase extraction
= extrakce na tuhé fazi
RSD = relative standard deviation
= relativni smérodatna odchylka
UHPLC = ultra high performance liquid chromatography

= utra-vysokoucinna kapalinova chromatografie
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8 PRILOHY

priloha €. 1 - Schéma vzniku serotoninu z esencidlni aminokyseliny tryptofan [44]

Rt
CH2-CH—CO0™ 2 2 CH—COO ,
N 2 " (A Ho \CHZ ?H Co0 HO \CHz <|3H2
H3N tryptofanhydroxylasa H3N+ dem H3N+
: N aromatickych AK N
H H
tryptofan 5-hydroxytryptofan serotonin
pfiloha €. 2 - namérené parametry separace pro rtizné slozeni mobilni faze
SEROTONIN AMYGDALIN
vodna faze* . faktor - faktor
retencni faktor L retencni faktor o
(10mM AcAm . symetrie pfi . symetrie pri
[min] [min]
pH 6,8) 215 nm 215 nm
5 - - 7,54 1,64
10 7,37 0,79 2,97 1,36
15 2,83 0,81 1,55 1,09
20 1,73 0,83 1,11 1,11
30 1,10 1,30 0,79 1,10
40 0,82 1,32 0,65 0,95
60 0,93 1,44 0,63 1,4
80 0,98 1,48 0,63 1,14
90 1,14 1,43 0,67 1,13
95 1,32 1,5 0,69 1,14
vodna faze* . faktor - faktor
retencni faktor L retencni faktor L
(10mM AcAm . symetrie pfi . symetrie pri
[min] [min]
pH 5,3) 215 nm 215 nm
5 - - 8,16 1,74
10 7,17 0,82 3,02 1,46
15 2,80 0,85 1,62 1,09
20 1,69 0,91 1,17 1,13
30 1,10 1,14 0,79 1,18
40 0,95 1,35 0,84 1,23
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60 0,98 1,36 0,88 1,21
80 1,01 1,38 0,91 1,25
90 1,03 1,35 0,95 1,21
95 1,1 1,32 0,93 1,15
vodna faze* . faktor - faktor
retencni faktor L retencni faktor L
(10mM AcAm . symetrie pfi . symetrie pri
[min] [min]
pH 8,3) 215 nm 215 nm
5 - - 7,37 1,55
10 6,65 0,83 2,83 1,33
15 2,81 0,88 1,54 1,10
20 1,63 0,90 1,09 1,17
30 1,02 1,32 0,79 1,19
40 1,2 1,42 0,83 1,2
60 1,52 1,5 0,84 1,15
80 2,03 1,46 0,82 1,28
90 2,83 1,41 0,88 1,03
95 3,6 1,41 0,92 0,92
vodn3d faze* ., faktor ., faktor
retencni faktor L retencni faktor o
(10mM AcAm . symetrie pfi . symetrie pri
[min] [min]
pH 3,8) 215 nm 215 nm
5 20,71 0,91 6,15 1,20
10 4,18 0,90 2,59 1,09
15 1,83 1,01 1,48 1,08
20 1,18 1,15 1,08 1,32
30 0,77 1,41 0,79 1,37
40 0,64 1,25 0,64 1,27
60 0,62 1,26 0,64 1,28
80 0,64 1,24 0,65 1,24
90 0,68 1,24 0,64 1,23
95 0,67 1,28 0,67 1,21
vodn3d faze* ., faktor ., faktor
retencni faktor . retencni faktor L
(50mM AcAm . symetrie pri . symetrie pri
[min] [min]
pH 6,8) 215 nm 215 nm
5 15,34 1,05 6,41 1,24
10 3,26 1,17 2,38 1,20
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15 1,73 1,24 1,40 1,31
20 1,23 1,36 1,03 1,32
30 0,89 1,30 0,78 1,45
40 0,75 1,15 0,63 1,35
60 0,76 1,19 0,63 1,3
80 0,82 1,23 0,63 1,19
90 0,9 1,54 0,67 1,08
95 0,98 1,55 0,69 1,05
vodna faze* _ faktor .. faktor
kyselina retencn.l faktor symetrie pfi retencn.| faktor symetrie pfi
octova [min] 215 nm [min] 215 nm
5 X X 6,50 1,24
10 X X 4,49 1,18
15 X X 2,52 1,10
20 X X 2,01 1,06
30 X X 1,52 1,02
40 0,62 1,35 0,81 1,29
60 0,64 1,38 0,82 1,24
80 0,62 1,32 0,83 1,35
90 0,63 1,66 0,83 1,29
95 0,64 1,3 0,85 1,3

* -obsah vodné faze v pouzité mobilni fazi - v %
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Pfiloha €. 3 - zavislost symetrie piku amygdalinu na obsahu vodné faze

faktor symetrie

0,7

0,5

zavislost symetrie piku amygdalinu
na obsahu vodné faze (215 nm)

40 60 80 100

vodna faze [%)]

—— 10 mM pH 8,3
—— 10 mM pH 6,8
——10 mM pH5,3
—— 10 mM pH 3,8
—e—50 mM pH 6,8
—O— kyselina octova

priloha €. 4 - zavislost symetrie piku serotoninu na obsahu vodné faze

faktor symetrie

0,5

zavislost symetrie piku serotoninu
na obsahu vodné faze (215 nm)

40 60 80 100

vodna faze [%]

—— 10 mM pH 8,3
——10 mM pH 6,8
——10 mMpH5,3
—e— 10 mM pH 3,8
—6—50 mM pH 6,8
—O— kyselina octova
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priloha €. 5 - kalibracni kfivka pro amygdalin

kalibra €éni kfivka - amygdalin
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pfiloha €. 6 - kalibracni kfivka pro serotonin

kalibra éni kfivka - serotonin
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= 100000
80000
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60000
40000
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20000

0
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00
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pfiloha €. 7 - Chromatograficky zaznam analyzy standardniho roztoku obsahujiciho

amygdalin a serotonin, sloZzeni mobilni faze 10 mM octan amonny o pH 3,8 : acetonitril

(10:90 v:v), nastaveni UV/VIS detektoru na 215 nm
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EU

pfiloha ¢. 8 - Chromatograficky zaznam analyzy vzorku, pfi uréovani pfesnosti metody

stanoveni obsahu amygdalinu
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pfiloha €. 9 - Chromatograficky zaznam analyzy vzorku, pfi uréovani pfesnosti metody

stanoveni obsahu serotoninu
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