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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Jitka Mrazkova
Skolitel: PharmDr. Petr Chocholous, Ph.D.
Nazev  diplomové prace: Sekvencni injekéni  chromatografie — srovnani

spektrofotometrickych detektora.

Nasledujici diplomova prace porovnava presnost a ucinnost sekvencni injekéni
chromatografie a ultraa¢inné kapalinové chromatografie. Pro tento experiment byl
pouzit standardni roztok fenolickych kyselin o rlznych koncentracich. Oba
chromatografické systémy (sekvenéni injekéni chromatografie a ultrauc¢innéa kapalinova
chromatografie) byly nastaveny na stejné podminky méfeni. Pro separaci byla pouzita
stejna core-shell kolona (Ascentis® Express C18).

Pro detekci byl pouZit stejny chromatograficky detektor. Separace vSech sloZzek
byla uskuteénéna gradientovou eluci uzivajici bindrni mobilni fazi slozenou z
acetonitrilu a kyseliny octové (pti pH 2,7). Hodnoty kalibraci a opakovatelnosti ukazuji,
ze sekvencni injek¢éni chromatografie poskytuje témeét stejnou preciznost a tcinnost

jako ultraucinna kapalinova chromatografie.



ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical chemistry

Candidate: Jitka Mrazkova
Supervisor: PharmDr. Petr Chocholous, Ph.D.
Title of diploma thesis: Sequential injection chromatography —comparsion of

spectrophotometric detectors.

Following diploma thesis compares precision and performance of sequential
injection chromatography and ultrahigh performance liquid chromatography. For this
experiment were used standard solutions of phenolic acids with different concentrations.
Both chromatographic systems (sequential injection chromatography and ultrahigh
performance liquid chromatography) were set to the same conditions of measurement.
For the separation was used the same core-shell column (Ascentis® Express C18).

For the detection was used the same chromatographic detector. The separations
of all the components were performed by gradient elution using binary mobile phases
composed of acetonitrile and acetic acid (at pH 2.7). The values of calibrations and
repeatability demonstrate that sequential injection chromatography provides almost the

same precision and performance as ultrahigh liquid chromatography.
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Pouzité zkratky

ACN
Avga
Avg H
CA
CAD
CAS
ChA
DAD
ELSD
FA
FIA
HPLC

MS
oCA
PA
PEEK
RSD a
RSD H
SD a
SD H
SIA
SIC

UHPLC

UV/VIS

acetonitril

aritmeticky primér ploch piku

aritmeticky primér vysek piku

skoficova kyselina

Charged aerosol detector (Detektor nabitého aerosolu)

mezinarodné uznavany jednoznacny ¢iselny kod (pro chemicke latky)
chlorogenova kyselina

Diode Array Detector (Detektor s diodovym polem)

Evaporative light scattering detector (Odpatrovaci detektor rozptylu)
ferulova kyselina

Flow Injection Analysis (Pritokova injek¢ni analyza)

High Performance Liquid Chromatography (Vysokoucinna kapalinova
chromatografie)

Mass Spectrometry (Hmotnostni spektrometrie)

o-kumarova kyselina

protokatechova kyselina

Polyetheretherketon

relativni smérodatnéd odchylka ploch piku

relativni smérodatnéd odchylka vysek piku

smérodatna odchylka ploch piku

smerodatna odchylka vysek piku

Sequential Injection Analysis (Sekven¢ni injek¢ni analyza)

Sequential Injection chromatography (Sekvencni injekéni
chromatografie)

Ultra High Performance Liquid chromatography (Ultrauc¢inna kapalinova
chromatografie)

spektrometrie ve viditelné a ultrafialové oblasti



1 UVOD

V soucasné dobé je neoddélitelnou soucasti kazdé moderni analytické laboratote
zafizeni pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC). Tento systém
se s vyhodami pouziva pro celou fadu analyz. HPLC vynikd citlivosti stanoveni,
pfesnosti, rychlosti a také automatizaci. Tato metoda se neustale vyviji. Zaroven velky
pokrok mnastal pfi  vyvoji dalSich chromatografickych soucéasti (detektory,
chromatografické separacni kolony). Nicméné zacinaji se objevovat i jisté nevyhody
této metody. Zatizeni pro HPLC v laboratofich zabira relativné velky prostor,
zaroven je pomérné naro¢né na provozni a servisni naklady.

Systém, ktery pfinasi spojeni HPLC a dalsi dilezit¢ analytické metody —
sekvencni injekEni analyzy, je sekvencni injekéni chromatografie. Tento systém nasel
postupné velké vyuziti a 1 vtéto rychle se rozvijejici oblasti analytické chemie.
Sekvencni injekéni chromatografie ma své vyhody, zafizeni je malé a mobilni.
Zaroven zatizeni pro SIC neni zdaleka tak nadkladné a je i snadnéji opravitelné na rozdil
od HPLC.

HPLC 1 SIC jsou velmi dilezitymi analytickymi metodami, které pracuji
na stejném principu. Rozhodli jsme se porovnat, sjak velkymi rozdily oba systémy
méti. Za predpokladu, Ze je méfeni provedeno na stejné chromatografické koloné,

stejném detektoru a na stejnych vzorcich a za identickych podminek.
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2 CIiL A ZADANI PRACE:

Tato prace ma za cil porovnat, sjakou piesnosti méfi typické zatizeni
pro sekvencni injekéni chromatografii ve srovnani se systémem pro vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii. Na obou systémech se méfeni provadélo za stejnych
podminek. Byly pouzity stejné standardy fenolickych kyselin, do obou systému byla
zapojena  stejnd  chromatografickd  kolona s Casticemi s pevanym  jadrem.
Pro zaznamenani a sledovani dat se pouzil identicky detektor. Na obou systémech
se provedlo méfeni kalibrace a opakovatelnosti. Z naméfenych hodnot miizeme

pozorovat rozdil, s jakou pfesnosti pracuji oba systémy.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Sekvenéni injekéni analyza

Sekvenéni injekéni analyza (Sequential Injection Analysis, SIA) predstavuje
druhou generaci pratokovych technik, byla vyvinuta vroce 1990, jako nastupce
prutokové injekcni analyzy (FIA). Zavedeni SIA znamenalo zna¢ny posun v chemické
analyze a odstranilo nékteré nedostatky, které provéazely FIA. SIA se pouZziva pro
stanoveni Siroké Skaly analytl v riiznych matricich v rozlicnych oblastech vyzkumu
a prumyslu. Sekvencni injekéni analyza polozila zaklad dalS$im analytickym metodam,
které se z ni postupem Casu vyvinuly [1,2].

Zakladni rozdil mezi FIA a SIA je jiZ v samotném zavedeni roztoku vzorku
a Cinidel do systému. FIA vyuziva kontinudlni tok, kdy definovany objem vzorku se
nasaje do kontinudlniho toku nosného ¢inidla. Zona aspirovaného vzorku poté postupné
putuje systémem, disperzi se misi s Cinidly a vytvaii se produkt chemické reakce.
Vysledek chemické reakce poté zaznamené vhodné€ zvoleny detektor [2,3,4].

SIA aplikuje sekvencni nastiiknuti roztokli vzorku a ¢inidel do jednokanalového
systému. Toto nastiiknuti obstaravd vicecestny selekéni ventil a pumpa (Cerpadlo)
nejcastéji pistova nebo peristaltickd. Po nasati vSech potfebnych roztokti se pohyb pistu
pumpy obrati a tim dojde k promiseni z6n vzorku a ¢inidla. Casté a opakované zmény
ve sméru toku umozni dokonalejsi disperzi a vytvoii se koncentra¢ni gradient.
Promisenim probéhne chemicka reakce mezi vzorkem a Cinidlem jejimz vysledkem je
produkt, ktery zachyti a zaznamena vhodny detektor. Podle charakteru vysledného
produktu chemické reakce zvolime ptislusny detektor [1,2,4].

Typické zatizeni pro sekvencni injekéni analyzu obsahuje vicecestny selekéni
ventil, ktery umoziiuje programovatelny nastiik vzorku a cinidel do systému.
Uvniti vicecestného  ventilu  je centrdlni rotor s komunika¢nim kanalkem,
ktery propojuje kazdy periferni vstup ventilu s centrdlnim vstupem. Ventil spojuje
jednotlivé komponenty celého systému pro SIA. Vicecestny selekéni ventil je napojen
na dvousmérnou pistovou pumpu slouzici k aspiraci presnych objemi ¢inidel a vzorku,
které jsou poté vedeny do misici civky. Z misici civky vysledny produkt probéhnuté
chemické reakce putuje do detektoru, ktery ho zaznamend nejCastéji jako pik.
Signal z detektoru zpracuje pocitac [2,4].

SIA metoda s sebou pfinesla mensi spotiebu ¢inidel a vzorkt. Protoze v SIA se

vyuzivd zastaveni a zmény sméru toku, oproti FIA, kde jsou reagencie Cerpany
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kontinualn€. Mensi spotfeby €inidel znamenaji nejen sniZzeni nakladii na analyzy a také
mensi zat€Zz pro Zivotni prostfedi. Plné pocitacov€ programovatelny pritok déla
sekvenéni injek¢ni analyzu pfesnéjsi a zaroven flexibilnéj$i. VSechny kroky provadéné
v STA systému fidi pocitacovy program a dovoluje pozd€ji cely systém rychle

preprogramovat pro dalsi pouziti [4].

PUMPA MISICI CIVKA

17'-"!"-': P F'J-.-\-::M.H.P“
]

'ODPAD

NOSNA

EAPALINA

RFACENT1 RFACENT2

Obr. 1 — Schéma systému pro sekvencni injek¢ni analyzu [5]
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3.2 Sekvenc¢ni injekéni chromatografie

Sekvencni injekéni chromatografie (SIC) je moderni analytickd metoda,
ktera byla poprvé popséna vroce 2003 a vychdzi ze sekvencni injekéni analyzy.
Avsak zavedeni této metody piineslo do analyzy znacny pokrok ve formé
chromatografické separace. SIC se fadi mezi stiednétlaké separacni analytické techniky
[6,7].

Zatizeni pro sekventni injekéni chromatografii vychdzi ze systému,
ktery vyuziva SIA. Hlavni odli$nost spociva v zapojeni separacni kolony pied detektor.
SIA dovoluje analyzu pouze jednoslozkového vzorku na zékladé koncentra¢niho
gradientu, naopak SIC ziskala diky chromatografické kolon¢ vyhodu v moZnosti
analyzovat viceslozkové smési. Chromatograficka kolona (nejCastéji monolitické
kolony) oddéli na zaklad¢ rtiznych mechanismt jednotlivé komponenty stanovované
smesi od sebe a to, jak rozdiln¢ tyto slozky mobilni faze vymyva zkolony,
zaznamenava detektor [6,7].

Systém pro sekvencni injekéni chromatografii se skladda z dvousmérné pistové
pumpy (jejiz objem je nejcastéji 4—10 ml). Pumpa ma obvykle 2 porty, jeden z nich je
napojen pies misici civku na selek¢éni ventil, kudy do systému proudi roztoky vzorka
areagencie. Druhy port je napojen na periferni tlakovy ventil, ktery slouzi k regulaci
pretlaku, ktery muze vzniknout pii ucpani kolony nebo systému, nebo je napojen
na zasobnik mobilni faze a slouzi rychlému naplnéni pumpy. Misici civku tvofi sto¢ena
trubicka, ktera mtze byt i temperovana. Délka trubicky zavisi na pozadované aplikaci,
ale nejcastéji vyuzivané rozpéti se pohybuje mezi 100 az 500 cm o obvyklém vnitinim
praméru  0,051-0,076 cm, coz odpovida 0,5-1,5 ml vnitintho objemu.
Vicecestny selekéni  ventil stejn¢ jako v SIA  umoziuje programovatelné
a diskontinualni nasavani vzorku a Cinidel do systému. Po nadavkovani mobilni faze
unasi vzorek do separacni chromatografické kolony. V chromatografické koloné jsou
jednotlivé komponenty postupné zadrzovany a vymyvany na zaklad¢ riznych interakci
se sorbentem, ktery tvofi napln kolony. Jak jsou postupné jednotlivé zadrzené slozky
vymyvany mobilni fazi vrizném case, doputuji tyto slozky v rozdilném Ccase
do detektoru, ktery je zaznamena jako piky, charakterizované reten¢nim ¢asem, vyskou
a plochou. Detektor je nejcastéji spektrofotometricky a umoziiuje méfit pii riznych
vlnovych délkach a tim zvysuje selektivitu metody. Mobilni faze se vybira podle druhu
kolony a charakteru slozek v analyzované smési. NejCastéji se pouzivaji smési

metanolu, acetonitrilu a vody v rezimu obracenych fazi [6,7].
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Metoda sekvencni injekéni chromatografie pii porovnani s HPLC se muze pySnit
hned nékolika vyhodami. SIC mé srovnatelnou separacni G¢innost jako HPLC, pfi niZsi
spotfeb¢ roztokli a niz$i produkci odpadu oproti HPLC. Analyzy na SIC jsou ale
zaroven jednodussi vzhledem ke kratSi kolon¢ nez na HPLC. Systém pro sekvencni
injekéni chromatografii diky své miniaturizaci dovoluje vysoky stupeii mobility
a flexibilni spojeni s dal§imi metodami a technikami (napf. pro pfedpfipravu a Gpravu
vzorkll apod.). Jednoduchd konstrukce tohoto zafizeni a minimum komplexnich
a slozitych soucéasti pfinasi snadnost pouziti, nendro¢nou udrzbu, méné prostoji
a vysokou flexibilitu [6,7].

Sekven¢ni injekéni chromatografie ma i1 fadu nevyhod, které piedstavuji vyzvy
v dalS$im vyvoji této metody. Jednu z klicovych limitaci zde predstavuje objem pumpy,
jeji dostupny rezervoar mobilni faze je jen 4,0 ml nebo 10,0 ml, pro jednorazové vymyti
by bylo vyhodné, aby byl objem pumpy vétsi. Nicméné tento problém by mohl byt
vyfeSen opétovnym naplnénim pumpy. Pro preciznéjsi oddélovani slozek
ze stanovované smeési by bylo prospéSné zapojeni delSi separacni kolony,
kterd by poskytovala vétsi separacni ucinnost. Zapojeni delsi kolony do SIC systému
znamena narust zpétného tlaku, ktery by pretizil pumpu. Zaroven je zddouci vytvoreni
kvalitnéjsiho a preciznéjSiho pocitacového programu, ktery fidi cely SIC systém
a soucasn¢ zaznamenava a vyhodnocuje data ptichéazejici z detektoru [6,7].

Sekvencni injekéni chromatografie byla nejprve vytvofena a pouzivana
ve farmaceutickych analyzach. Stanovovaly se jednoduché viceslozkové vzorky (kapky,
roztoky, sirupy atd.), které nevyzadovaly zadnou specialni upravu pied analyzou,
pouze rozpusSténi v piislusném rozpoustédle. Dal§i vzorky (napft. topické pfipravky,
tablety, kapsle atd.) vyzaduji néjakou predptipravu jako napt. extrakci do organického

rozpoustédla [6].
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Obr. 2 — Schéma systému pro sekven¢ni injek¢éni chromatografii [5]
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3.3 Vysokoudinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), jak uZ nam ndzev napovida,
patii mezi chromatografické metody. Tyto metody se vyuzivaji k oddéleni
analyzovanych slozek ze smési a Ize diky nim provadét kvalitativni i kvantitativni
analyzy. Zjistime nejen, co dany zkoumany vzorek obsahuje, ale i v jakém mnozstvi
jsou jednotlivé slozky zastoupeny. HPLC ma oproti jinym chromatografickym metodam
fadu vyhod. Vysoko ¢innd kapalinovd chromatografie se vyznacuje dobrou rychlosti
analyz, opakovatelnosti jednotlivych méfeni a vysokou citlivosti. HPLC se stala
vhodnou metodou pro separaci a analyzu surovych smési s minimalni pfipravou vzorku.
Vodné roztoky stanovovaného vzorku se mohou napt. analyzovat ihned po jednoduché
filtraci [8,9,10].

Princip HPLC je shodny s principy ostatnich chromatografickych metod.
Pti chromatografickém procesu dochédzi k mnohondsobnému ustanovovani rovnovahy
slozek analyzované smési mezi dvéma vzijemné nemisitelnymi fizemi.
Féaze rozd€lujeme na nepohyblivou (stacionarni), kterou predstavuje pevna latka anebo
kapalina, a na pohyblivou (mobilni) fazi, v ptipadé HPLC se jedna o kapalinu.
Stacionarni faze ma schopnost riznymi mechanismy a interakcemi zadrzovat slozky
stanovované smeési, mobilni fize tyto slozky eluuje (vymyvé) rtznou rychlosti,
¢imz dojde k jejich oddéleni. Z principu vyplyva, ze latka s vétsi afinitou ke stacionarni
fazi bude vazana pevnéji a tim delsi dobu bude trvat, nez ji mobilni faize vymyje pryc.
U HPLC se kseparaci slozek smési se vyuziva vSech vratnych dvoufazovych
separa¢nich mechanismt (adsorpce, rozdélovani, iontovd vymeéna a sitovy efekt gelu)
[10,11].

Nejcasteji dnes pouzivanym typem HPLC je systém obracenych fazi, organicky
hydrofobni sorbent funguje jako staciondrni faze a mobilni fazi predstavuje hydrofilni
rozpoustédlo. Uéinnost HPLC zavisi na mnoha aspektech. Velmi vyznamné téinnost
HPLC ovliviiyje stacionarni faze, teda kvalita sorbetu (velikost a stejnomérnost castic,
jejich tvar, porozita a struktura). Plati zde pravidlo, Ze ¢im mens$i a stejnomérngjsi
jednotlivé Castice jsou, tim je vetsi ucinna plocha a separacni efekt je vyraznéjsi [8,11].

Zatizeni pro HPLC, tedy kapalinovy chromatograf, se skladd znékolika
soucasti. Prvni a velmi dillezitou souc¢ést tvoii pumpa (Cerpadlo). Pumpa ptivadi roztoky
mobilnich fazi ze zasobnich lahvi do systému tenkych trubicek, které probihaji celym
chromatografickym systémem. Mobilni faze pied vstupem do systému projde

pres filtry, které zachyti pifipadné mechanické necistoty a zabrani tak posSkozeni

18



pristroje. Pumpa ma schopnost pumpovat mobilni fazi pod velkym tlakem, a tim
zlepSuje UCinnost chromatografického stanoveni. Ziroven pumpa musi zajistit
kontinualni a bezpulzni tok mobilni faze pfi riznych rychlostech (0,1-10,0 ml/min).
Do proudu mobilni faze davkovac (autosampler) nastiikne pfesny objem stanovované
smesi, ta je unaSena do dalSi Casti chromatografického systému do kolony.
Chromatografickd kolona obsahuje stacionarni fazi (napln), na které probihd vlastni
oddéleni latek. Jednotlivé sloZky stanovované smési se od sebe na stacionarni fazi
odde€li, mobilni faze je postupné vymyva a tyto slozky putuji do detektoru.
Detektor zaznamend prichazejici latky jako piky a signdl z detektoru zaznamena

pocita¢. Zaznamu, ktery métenim ziskame, se fika chromatogram [8,11].
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3.4 UHPLC - Ultra High Performance Liquid Chromatography

Pojem UHPLC (Ultrat¢inna kapalinova chromatografie) byl poprvé zminén
Jorgensonem vroce 1997. Systétm UHPLC vté dobé pouzival kolony naplnéné
silikagelovymi neporéznimi mikrocasticemi o velikostech 1,0-1,5 um a pracoval
za velmi vysokych tlak. Prvni chromatograficky systém kompatibilni s tlakem 1000
bar uvedl do praxe Waters v roce 2004. V poslednich letech se zvysil pocet vyrobci,
kteti nabizeji vlastni UHPLC systémy kompatibilni s tlaky 600 - 1400 bar [13].

UHPLC ptedstavuje novou moderni separacni techniku. Vychazi z vysoce
ucinné kapalinové chromatografie. V UHPLC technice se vyuziva specialnim sorbentt,
které maji velmi vysokou mechanickou pevnost a mimofddnou separacni ucinnost.
Separacni proces na UHPLC probihd za velmi vysokych tlakd (15 000 psi, 1000 bar,
100 MPa). UHPLC vynika tfadou ptednosti oproti klasické HPLC technice. Analyzy na
UHPLC trvaji kratsi dobu a to pfindsi vysSSi produktivitu. Snizuji se ndklady
na jednotlivd méfeni, protoze u UHPLC je niZ§i spotieba rozpoustédel. Déle je zvySena

separa¢ni u¢innost, snizuje se mez detekce a zvysSuje se citlivost méteni [14].
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3.5 Monolitické kolony

Separacni kolona ptedstavuje jadro kazdého chromatografického systému.
Monolitické kolony ptedstavuji jednu z forem separacnich kolon, kde napli kolony
tvoii jeden celistvy kus materidlu s vysokou pordzitou, ta umoziuje vysoky prutok
mobilni faze pfi nizkém tlaku, aniz by doSlo ke ztrat¢ separacni uUCinnosti.
Tato schopnost dovolujici pouziti béznych pritokovych rychlosti mobilni faze
za niz§ich tlakid byla klicova pro zavedeni téchto kolon do systému SIC [3,6].

RozliSujeme 2 zékladni druhy monolitickych kolon bud’ polymerni anebo
zalozené na rizné¢ modifikovaném silikagelu. Zaklad kolony tvofi jediny blok vysoce
Cisttho polymerniho silikagelu, ktery je prostoupeny poéry se 2 rozmeéry.
Makropéry (praimérnd velikost 2 um) vyrazné redukuji zpétny tlak separacni kolony
a dovoluji pouziti vysSich prutokl. Mezopory (pramérna velikost 13 nm) vytvari velkou
uniformni aktivni plochu, kde dochdzi k vysoce u¢inné chromatografické separaci.
Charakter monolitické fdze nabizi vysokou kapacitu pro velké a malé molekuly
z diivodu velké plochy povrchu a permeability. Bimodalni distribuce velikosti port
azpusob jejich propojeni wurcuje disperzi prochdzejicich roztokti a pfispiva
k maximalnimu piipustnému priitoku mobilni faze [3,6,7,15].

U polymerné zaloZenych kolon ma vétsi popularitu organickd polymerni faze
nez anorganicka. Materidly pouzivané pro pfipravu polymerniho sorbentu byvaji
vétSinou kompatibilni s proteiny. Do smési ptfi vyrobé monolitické faze mohou byt
pridany i proteiny nebo ligandy, které tvori vyhodné vlastnosti vyuzitelné pii analyzach
(napf. iontovd vymeéna, zachyceni protilatek v imunitnich testech apod.) Smési se
potom naplni kolona a provede se polymerizace in situ. Polymer tak tésné pfiléha na
stény uvniti kolony a jeji obsah je homogennéjsi nez u kolon plnénych ¢asticemi [3,6].

Monolitické kolony zalozené na silikagelu mohou byt derivatizovany (nejCastéji
Cig) nebo modifikovany kovalentné navazanymi funkénimi skupinami dovolujici Sirsi
aplikace [3,6].

Delsi kolony obvykle nabizeji lepsi vysledky. Pouziti kratSich kolon pfinasi
vyhody v podobé nizs§i spotieby mobilni faze, zkraceni Casu potfebného k analyze
a niz8i naklady [3].

Postupem vyvoje se monolitické kolony staly komerc¢né dostupné a jsou

pouzivané v riznych oblastech vyzkumu [6,16].
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3.6 Core-shell kolony

Sekvenc¢ni injekéni chromatografie 1 HPLC pouzivaji stejné kolony, ¢asticové
anebo monolitické kolony. Oba typy kolon maji vSak svd omezeni. A zaroven existujici
pozadavky na vysokou uc¢innost separacnich procest, na rychlé separace s dostate¢nymi
a kvalitnimi vysledky a to vSe optimalné¢ pii relativné nizkém zpétném tlaku
chromatografické kolony, vedly k nutnosti objevit a zavést do praxe nové kolony [15].

Jiz v Sedesatych letech 20. stoleti Horvath s Kirklandem uvedli koncept pevnych
kfemicitych Castic, které obaluje vrstva porézniho obalu. Nicméné, vyroba takovych
¢astic musela v nasledujicich letech ptekonat velké prekdzky, aby byla zajiSténa
pozadovand vysoka kvalita téchto ¢astic. Teprve v roce 2006 Halo zacal vyrabét prvni
kolony, které obsahovaly zminény typ Castic a odhalily potencidl této nové technologie
v kapalinové chromatografii [17].

Tyto unikatni Castice se nazyvaji core-shell Castice (také fused-core kolony)
a skladaji se ze dvou odlisnych ¢asti. Zaklad tvofi pevné, neporézni a vysoce inertni
jadro, které je nejCastéji z oxidu kiemicittho o priméru vrozpéti 0,9-3,7 pm.
Mén¢ ¢asto muze byt jadro vytvofeno z anorganickych (hlinik, zlato, uhlik) nebo
organickych materialti (polymery nebo smési polymerti). Jadrem mize byt samostatna
jedina ¢astice anebo agregace né¢kolika malych ¢astic. Druhou ¢asti core-shell ¢astice je
obal (nejcastéji silny 0,5 upm) tvofeny nékolika vrstvami rizn€é chemicky
modifikovaného silikagelu s kontrolovanou porézitou. Struktura obalu mulze byt
kontinualni, dals§i zptsob spociva v pfipevnéni malych ¢astic na povrch pevného jadra
anebo mohou byt malé ¢éastice pfimo zakomponovany do povrchu jadra. Core-shell
¢astice pouzivané v chromatografii jsou obvykle vyrobeny zoxidu kiemicitého
[3,15,17,18].

Core-shell castice se obvykle syntetizuji ve dvou a vice krocich. Ptiprava Core-
shell ¢astic odpovidd pozadovanym vlastnostem riznych materidlii, jejich struktute
a také zamyslenému pouziti chromatografické kolony [15].

Core-shell ¢asticové kolony se mohou pysnit nékolika vyhodami v porovnani
s kolonami vyplnénymi plné¢ poréznimi casticemi a s monolitickymi kolonami.
Mensi objem pért redukuje prazdny prostor ptitomny v okrajovych Eastech vnitiku
kolony a tim se redukuje podélna difuze. S vyhodou dochdzi k rychlému prenosu hmoty
kolonou diky kratké difuzni ¢asti kolony. Kolonova permeabilita je zvySend, takze pii
niz§im tlaku mizeme pouzit vyssiho pratoku. Zaroven efekt termalni vodivosti core-
shell castic je lepSi nez u plné poréznich castic diky pfitomnosti vysoce vodivého
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pevného jadra. Proto teplo produkované pii vysSim prutoku muize byt Iépe odvadéno
a tudiZ se vyhneme pfitomnosti teplotniho gradientu. Dochazi ke zlepSeni homogenity
migracéni rychlosti molekul pfes kolonu a vysledkem jsou uzsi piky. Separa¢ni ucinnost
2,7 um core-shell ¢asticovych kolon je srovnatelnd s sub-2-um casticovymi kolonami
s podobnym charakterem staciondrni faze. Protoze porézni obal a malé pevné jadro
poskytuji vétsi plochu povrchu pro separaci [17,18,19].

Core-shell casticové kolony velmi rychle nasly oblibu ve vSech oblastech
kapalinové chromatografie. Postupem casu se staly bézné komercné dostupnymi a

na trhu existuje cela fada vyrobcti vyrabéjici core-shell kolony [15,17].

Ascentis Express Particle Totally Forous Particle

Diffusion Path

Obr. 4 — Struktura core-shell ¢astic [20]
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3.7 Detektory pro kapalinovou chromatografii

V kapalinové chromatografii se detektory povazuji za velice dlleZitou soucast
celého chromatografického systému a zdvisi na nich uspéSnost celého méteni.
Existuje hodné typt chromatografickych detektort, kazdy z nich ma své vyhody. Kvli
vysokym narokiim na citlivost, selektivitu a dal$i vykonnostni charakteristiky se do
praxe zavad¢ji nové druhy detektori jako je Hmotnostni spektrometrie (MS),
Evaporative Light Scattering HPLC Detector (ELSD), Charged Aerosol Detector
(CAD), chiralni detektor a pulzni amperometricky detektor [21,22].

V HPLC systému je detektor umistén za analytickou kolonou a slouzi k zméfeni
roztokd, které ptichdzeji z kolony. Vystup z detektoru je proporcionalni ke koncentraci
jednotlivych slozek vzorku. Nyni vSechny pouzivané detektory v HPLC jsou
koncentra¢ni. RozliSujeme selektivni detektory, u kterych je signal amérny koncentraci
méfené slozky v analytu. U univerzalnich detektort je signdl umérny celkovym
vlastnostem roztoku (mobilni faze s detekovanou slozkou) [21,22,23].

Jako prvni on-line detektor v roce 1942 uvedli a popsali Tiselius a Claesson
refraktometricky diferen¢ni detektor méfici zmény indexu lomu eluatu. Navzdory jeho
limitované citlivosti mize byt uzitecny pro detekovani téch slozek, které jsou neionické,
neabsorbujici UV zéfeni a nefluoreskuji. U tohoto detektoru neni umoZznéna gradientova
eluce [21,24].

UV/VIS HPLC detektory jsou nejvice pouzivané detektory v HPLC,
protoze vétSina organickych analytli absorbuje svétlo v UV oblasti (190-400 nm)
nebo ve viditelné oblasti svétla (400-750 nm). M¢tfeni vSech UV/VIS detektori je
zalozeno na schopnosti roztoku absorbovat svétlo definované vinové délky. Vinové
délky svétla, které analyt absorbuje, zavisi na jeho chemické struktuie a funkénich
skupinach pfitomnych v roztoku. Kvantitativni vyhodnoceni vychéazi s Lambert-
Beerova zdkona a vyjadifuje se jako absorbance. Celkem se rozliSuji 4 typy téchto
detektort: s fixni vinovou délkou, s ménitelnou vlnovou délkou, s programovatelnou
vlnovou délkou a nakonec detektory diodového pole [23,24].

Fluorimetrické detektory jsou citlivéjsi, specifi¢téjsSi a  selektivngjsi.
Protoze detekuji pfitomnost pouze jediné molekuly analytu v pritokové cele.
Zakladnim principem u téchto detektorti je fluorescence, tedy méfeni sekundarniho
zateni, které latka vyzaii po absorpci primarniho zateni [21].

Pro detekci latek, které umoznuji elektrochemické reakce na fazovém rozhrani

elektroda-mobilni faze, se pouzivaji elektrochemické detektory. MeEfi urcitou
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elektrickou veli¢inu, jejiz zmény vyvola latka prichodem pies pratokovou celu
detektoru. Sledovanymi elektrickymi veli¢inami byva elektrodovy potencial, proud
a kapacita. Zaznamendvany elektricky signdl je Umérny latkovému mnoZstvi
stanovované komponenty a u téchto detektorii sledujeme zavislost mezi elektrickou
veli¢inou a koncentraci sledované slozky. Elektrochemické detektory obsahuji celkem 3
elektrody: pracovni, pomocnou a referen¢ni [21,23,24].

Vodivostni HPLC detektory poskytuji univerzalni, reprodukovatelnou, vysoce
citlivou detekci vSech nabitych slozek (aniontii, kationtl, kovili, organickych kyselin
atd.). Tyto detektory méii elektrickou vodivost eluatu mezi dvéma elektrodami, na které
je ptivadéno stiidavé napéti [21].

Evaportive Light Scattering HPLC Detektor (ELSD) se pouZiva pro detekci
latek, které ve své molekule nemaji obsazeny z4dny chromofor nebo fluorofor
(napft. fosfolipidy, mastné kyseliny, makromolekuly, aminokyseliny, sacharidy).
ELSD se tadi mezi univerzalni detektory a dovoluje gradientovou eluci. Eluent z HPLC
kolony je nebulizitorem pfeménén na mlhu drobnych kapicek. Malé kapicky jsou
selektovany pro minimalizaci Sumu pozadi. Kapicky vstupuji do evaporizaéni komurky
pfi riznych teplotach. Dojde k odpafeni mobilni faze a zbudou kapicky méné t€¢kavého
analytu. Evaporizace je uskutecnéna pii nizkych teplotach, takze se vyhneme
teplotnimu rozkladu analytu. U tohoto detektoru se musi pouZit mobilni fdze obsahujici
t€kava aditiva. Po vstupu zmlZzeného eluentu do optické komtirky nastane rozptyl svétla
pochdazejiciho ze zdroje zafeni. Rozptyl svétla zachyti fotodetektor [21,23].

Charged Aerosol Detector (CAD) je unikdtni HPLC detek¢ni technologie,
ktera pfinasi vyhody a lepSi moznosti analyzy neZ ostatni detekéni metody. CAD se
pySni  vynikajici citlivosti, Sirokym  dynamickym = rozpétim, mimotadnou
reprodukovatelnosti, konzistentni odezvou a Sirokou pouzitelnosti. V CAD technologii
je eluent zmlzen dusikem a vysuSen k vytvofeni proudu Céstic stanovovaného vzorku,
poté dojde ke kolizi s pozitivnimi ionty vytvofenymi koronovym nabojem. Tento naraz
vytvoii nabité castice analytu, které detekuje elektrometr. Detekce je zalozena
na velikosti ¢astic a pohyblivosti analytu [21,24].

Hmotnostni spektrometr je v souCasné dob¢ nejvice vyuzivany detektor pro
detekci jednotlivych latek analyzovaného vzorku. Funguje tak, ze po prichodu analytu
kolonou se od eluentu odd¢li mobilni faze. Nasledné vzorek doputuje do iontového
zdroje hmotnostniho spektrometru, kde je rlznymi zplsoby ionizovan a rozbit

na fragmenty, které se poté separuji magnetickym polem na zaklad¢ poméru hmotnosti
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a naboje. Detektor zachyti pocet ionttl, jejich hmotnost a velikosti nabojti a vysledkem
je hmotnostni spektrum. Hmotnostni spektrometr je velmi citlivy, jeho detekéni limit
¢ini 100 pg/l — 1 ng/l. Zarovenn MS umoziluje ziskat informace o struktufe, coz je
vyhodné pro lepsi rozpoznani jednotlivych latek. Nevyhodou pro MS je jeho vysoké

poftizovaci a provozni naklady [25,26].
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3.8 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny fadime mezi sekundarni metabolity rostlin a hub.
Fenolické slouceniny dlouZzi rostlindim jako ochrana pfed UV zafenim, proti hmyzu,
virim a bakteriim. Zaroven slouzi jako zdroj vyzivy pro rostliny, syntetizuji se z nich
proteiny, podili se na enzymatické aktivité, fotosyntéze a funguji jako strukturalni
slozka. Fenolické kyseliny se v rostlinich vyskytuji voln¢, ale Casto byvaji soucasti
dalsich latek (fenolickych glykosidii, polysacharidi, glykoproteind, polyamind).
V rostlinach se nachazi predevsim v semenech, listech, kofenech a stoncich [27,28].

Syntéza fenolickych kyselin probihd pfes meziprodukt Sikimat z aminokyselin
L-fenylalaninu a L-tyrosinu. Tyto dvé aminokyseliny jsou hlavnimi prekurzory
pro vétsinu piirodnich fenolickych produkti [27].

Fenolické kyseliny mtizeme rozdé€lit do dvou hlavnich skupin: derivaty kyseliny
hydroxyskoficové a derivaty kyseliny gallové. Z kyseliny skoficové, ktera je
pfedstupném vzniku vSech dfive uvedenych kyselin, vznikd kyselina vanilova
a ferulova. Odlisnou cestou vznika z kyseliny skoficové kyselina o-kumarové a z této
nasledné kumariny. Tteti a posledni moznosti je vznik kyseliny p-kumarové a jejich
dalSich derivati (napft. kyseliny kavové) [27,28].

Fenolické kyseliny se v poslednich letech castéji stdvaji objektem rizného
vyzkumu. Tento fakt souvisi s jejich biologickou aktivitou. VétSina z fenolickych
kyselin vykazuje antioxidacni, protinadorovou a antimikrobialni aktivitu. Pomysli se
na mozny potencidlni efekt fenolickych kyselin vterapii a prevenci nékterych
onemocnéni v souvislosti s oxidativnim stresem napf. rakovinnd onemocnéni,
kardiovaskularni choroby, aterosklerdza, neurodegenerativni poruchy, revmatoidni

artritida [27].

Tabulka 1 — Zakladni charakteristiky fenolickych kyselin [29,30]

K. skofFicova K. protokatechova K. o-kumarova
Sumarni vzorec C9H802 C7H604 C9H303
Hmotnost 148,1600 154,1201 164,1580
(g/mol)
CAS 140-10-3 99-50-3 614-60-8
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K. ferulova K. chlorogenova
Sumarni vzorec CioH1004 Ci6H1309
Hmotnost (g/mol) 194,1840 354,3087
CAS 1135-24-6 327-97-9
Kwselina skoficova Kvselina protokatechova
O O OH
- “OH
OH
OH
Kyselina o-kumarova Kyselina ferulova
OH 0
H3CO ™
/ O OH
HO

OH

Kyselina chlorogenova

HQ CO.H

HO" Jv\ X

& L
OH

Obr. 5 — Strukturni vzorce fenolickych kyselin [30]
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité pristroje a chemikalie
4.1.1 Pouzité pristroje
1) Zarizeni pro sekven¢ni injekéni chromatografii:
SIChrom"™ system (FIAlab®, USA)

- 2 vicecestné ventily z nerezové oceli s 8 porty (VICI® Valco, USA)

- Precizni pumpa S17 (Sapphire™ Engeneering, USA)

- Priatokové hadicky tvotené PEEK trubickami o vnitinich primérech 0,25; 0,50 a
0,75 mm (Upchurch Scientific, USA)

- Tlakovy limit systému 750 PSI (5,2 MPa)

2) Zarizeni pro UHPLC:

Dionex UltiMate 3000 RS (Thermo Scientific, USA)

- 2 binarni pumpy
- Termostatovany autosampler a oddil kolon
- Priatokové hadicky vyrobené z nerezové oceli s vnitinim primérem 0,13 mm

- Tlakovy limit systému 15000 PSI (103,4 MPa)

3) Detailni popis detektoru UHPLC:

Dionex™ UltiMate™ 3000 DAD-3000RS (Thermo Scientific, USA)

- Typ detektoru: DAD

- Rozsah vlnovych délek: 190-800 nm

- Rozliseni: 1024 pixela

- Frekvence sbéru dat: 100 Hz (pro celé spektrum)
- Svételny zdroj: deuteriova lampa

- Kontrola teploty: ano (u lampy a detektoru)

- Propojeni s pocitatem: USB 2.0

- Rozméry: 51 x42 x 16 cm
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4) Chromatograficka kolona: [31]

Ascentis” Express C18 (3cm x 4,6mm, 2,7 um), (Sigma — Aldrich®, USA)

Ascentis Express HPLC kolona s technologii ¢astic s pevnym jadrem.

- Tato kolona nabizi vyhodu sub-2 um ¢astic pti niz§im zpétném tlaku. Zrychluje
proces HPLC a zlepsuje vysledky chromatografie. Jadro Fused-core ¢éstic je pevné
o pruméru 1,7 um a porézni obal je silny 0,5 um.

- Aktivni skupina je C18 (oktadecyl) faze, tato kolona se pouZziva pro chromatografii
na reverzich fazich.

- Pracovni rozmezi pH pro tuto kolonu ¢ini 2-9.

- Kolona Ascentis” Express C18 poskytuje ve vysledku ostiejsi piky a tim vyrazné

zvysuje citlivost méfent.

5) Dopliikové pristroje:

e  Analytické vahy Santorius analytic

e Ultrazvukova lazen Bandelin Sonorex® RK 100
e Vialky 1,5 ml

e  Magnetické michacka IKA MS 3 basic

e  Automatické pipety Biohit

e  Spicky na automatické pipety

6) Standardni detektor SIC:

Ocean Optics USB4000

- Typ detektoru: CCD

- Rozsah vlnovych délek: 200-1100 nm

- Rozliseni: 3648 pixela

- Frekvence sbéru dat: 6 Hz (4 vinové délky)
- Svételny zdroj: deuteriova lampa

- Kontrola teploty: ne

- Propojeni s pocitatem: USB 2.0

- Rozméry: 9x6,3x3,4cm
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4.1.2 Pouzité chemikalie

Kyselina protokatechova, ¢istota 97%, Sigma — Aldrich, Steinheim (Némecko)
Kyselina o-kumarova, Cistota 97%, Sigma — Aldrich, Steinheim (Némecko)
Kyselina ferulova, Sigma — Aldrich, Steinheim (Némecko)

Kyselina chlorogenova, ¢istota 95%, Sigma — Aldrich, Steinheim (Némecko)
Kyselina skoficova, Sigma — Aldrich, Steinheim (Némecko)

Acetonitril pro HPLC, Chromasolv, Sigma — Aldrich, Steinheim (Némecko)
Kyselina octova ledova R (CL 2009), Penta (Ceské republika)

Voda superéista vyrobena MilliporeMilli-Q RG, Millipore (Ceska republika)

4.2 Zpusob vyhodnocovani chromatografickych zaznamiu: [32]

4.2.1 Pocet pater (N)

Utinnost chromatografické kolony mizeme vyjadiit jako polet pater (tedy podet
teoretickych pater) zudaja, které zavisi na podminkéach, pii kterych je méfeni
uskute¢néno.

N = 5,54 (\;_P;)Z

v némzZ znamena:
tr — retencni Cas piku odpovidajiciho dané slozce;
W), — sitka piku v poloving jeho vysky.

Pocet teoretickych pater zéavisi na druhu stanovované slozky, na pouzité
chromatografické koloné€, na teploté¢ kolony, na pouzité mobilni fazi a na retencnim
Casu.

4.2.2 Faktor symetrie (As)
Faktor symetrie piku se stanovuje podle vztahu:

Wo,05
A — 0,0
S 2d

v némz jsou:
Wy,0s - Sitka piku v jedné dvacetin€ jeho vysky;

d - vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou casti piku v jedné
dvaceting jeho vysky.
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Pokud je hodnota faktoru symetrie rovna jedné, pik je symetricky. Pokud je vétsi nez
jedna, odpovida chvostovani piku a je-li mensi nez jedna, pik ma asymetricky tvar.

4.2.3 RozliSeni (Rg)

Rozliseni mezi piky dvou slozek se vypocitava podle vztahu:

_ 1,18 a (tRZ - tRl)
ST Wiy + Wy

v némz je try > tr,
kde:
fr; @ tgy - retenéni Casy piki;
Wiy a Wy, - 8itky pikd v polovinég jejich vysky;
a - migracni vzdalenost ¢ela mobilni faze.
4.2.4 Pomér signilu k Sumu (S/N)
Kratkodoby Sum zakladni linie ma vliv na pfesnost stanoveni slozek.

Vypocte se podle vztahu:
2H
S/N=—

4.2.5 Opakovatelnost

Opakovatelnost odezvy je vyjadiena jako odhad relativni smérodatné odchylky.

100 fz Ik
5, (%) = ; (ﬁl_ly)

yi — jednotlivé hodnoty vyjadiené jako plocha piku, vyska piku anebo pomér ploch u
metody vnitiniho standardu;

vV némz znamena:

y — prumér jednotlivych hodnot;

n — pocet jednotlivych hodnot.
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4.3 Postupy pripravy jednotlivych ¢inidel a vzorki

4.3.1 Priprava mobilnich fazi

V pribéhu méfeni na UHPLC se pouzivaly dva druhy mobilni féaze.
Prvnim z nich byl ¢isty ACN, ktery se jednoduchym pielitim ze zasobni 1dhve doplnil
do lahve, ze které byl cerpan do syst¢ému UHPLC a SIC. AvSak po preliti ¢istého ACN,
byl fadné protiepan v uzaviené ldhvi a na né€kolik minut umistén do ultrazvukové 1azné,
pro odstranéni piipadnych bublinek vzduchu. Takto pfipraveny ACN byl pouzit
v pfipadé meéfeni na SIC. Pro méfeni na UHPLC se mobilni faze cisty ACN
do ultrazvukové 1dzn¢€ nedaval. Druhou mobilni fazi byl roztok ledové kyseliny octové
upraveny na pH 2,7. Do ldhve destilované vody se postupné (za stdlého michdni na
magnetické michacce) ptikapavala ledova kyselina octova a tento roztok byl nastaven
na pH 2,7 pomoci pH metru. Roztok se nékolikrat v uzaviené lahvi protiepal a byl opét

na nékolik minut dan do ultrazvukové lazné kvuli odvzdusnéni.

4.3.2 Priprava standardi

Pro tento experiment byly zvoleny fenolické kyseliny. Celkem jich bylo pouzito
pét (konkrétné: kyselina skoficova, protokatechovd, o-kumarova, ferulova,
chlorogenova). Roztoky standardl byly pfipraveny o koncentraci 1,0 mg/ml.
Na analytickych vahach se odvézilo potiebné mnozstvi kyseliny (25 mg) a toto
navazené¢ mnozstvi piislusné kyseliny se ptfevedlo kvantitativné do 25 ml odmérné
banky. V odmérné bance se doplnilo destilovanou vodou po rysku a obsah se dikladné
protifepal. Dokud se pevné krystaly kyselin Upln€ nerozpustily. Takto se piipravila
kazda fenolickd kyselina zvlast. Tyto zasobni roztoky standardi byly uchovéavany

v chladnicce.

4.3.3 Pripravy pracovnich roztoki pro méreni

Nejdiive se piipravovaly jednotlivé roztoky standardl fenolickych kyselin pro
méteni na UHPLC v koncentraci 10 pg/ml. Postup byl takovy, ze se automatickou
pipetou odebralo potiebné mnozstvi roztoku standardu (100 pl), toto mnozstvi se
pteneslo do vialky o objemu 1 ml a doplnilo napipetovanou destilovanou vodou
(900 pul). Stejnym zpuasobem byly piipraveny vzorky vSech fenolickych kyselin.
Ptiprava vzorkl pro meéfeni se provadela vzdy v Cas potieby. Roztoky standardii

o koncentraci 10 pg/ml se pouzivaly pro ovéfeni totoznosti jednotlivych fenolickych
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kyselin. Tedy pro identifikaci, ktera fenolicka kyselina odpovida jednotlivym retencnim
castim (pikiim). Divodem bylo pozd¢jsi stanoveni roztoku standardd, ktery obsahoval
vSechny zminéné fenolické kyseliny.

Pro stanoveni kalibrace UHPLC se pripravily roztoky standardd,
které obsahovaly vSechny fenolické kyseliny ve stejném mnozstvi. Byly pouzity roztoky
o koncentraci 25,0 pg/ml, 20,0 pg/ml, 15,0 pg/ml, 10,0 pg/ml, 5,0 pg/ml, 2,0 ng/ml, 1,0
png/ml. Pro méfeni opakovatelnosti se opét vyuzivala smés obsahujici vSechny fenolické
kyseliny o koncentracich 25,0 pg/ml, 10,0 pg/ml a 1,0 pg/ml.

Pro méteni kalibrace i opakovatelnosti na SIC se pouzivaly roztoky standardi s 10x
niz$i koncentraci z divodu 10x vyssiho nasttiku (10 pg), mnozstvi jednotlivych kyselin

tak korelovalo méfenim na UHPLC.
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4.4 Pribéh méreni a nastaveni pristroje UHPLC
Prvnim cilem méfeni byla identifikace jednotlivych fenolickych kyselin podle
reten¢nich Cast, abychom pro pozd¢jsi stanoveni smésného vzorku dokazali rozpoznat,

ktery pik patii k pfislusné kyselin€.

4.4.1 Nastaveni pristroje UHPLC

Celkovy ¢as méteni: 11,0 minut
Nastaveni davkovace:

Rychlost vymyti vzorku: 20,0 [ul/s]
Nasttikovany objem vzorku: 1,0 [ul]

V case: 0,0 — 2,0 min

Pumpa ,,pouzivana‘ pritok: 0,6 [ml/min]

Pumpa % obsah ACN (ze zasobnikové lahve ,,B“): 5,0 [%]
Pumpa kiivka: 5

V case: 2,0 — 6,0 min

Pumpa ,,pouzivana‘“ pritok: 0,6 [ml/min]

Pumpa % obsah ACN (ze zasobnikové lahve ,,B“): 5,0 [%]

gradient Pumpa % obsah ACN (ze zasobnikové lahve ,,B*): 40,0 [%]
Pumpa kiivka: 5

V ¢ase: 6,0 — 7,0 min

Pumpa ,,pouzivana‘ pritok: 0,6 [ml/min]

Pumpa % obsah ACN (ze zasobnikové ldhve ,,B“): 5,0 [%]
Pumpa kiivka: 5

Konec méfeni v ¢ase: 11 min

4.4.2 Nastaveni detektoru v pritbéhu méreni

Byly monitorovany celkem 3 vlnové délky 220, 265 a 290 nm. Pro vyhodnocenti,

ale trvale bylo monitorovano spektrum v rozsahu 190 — 400 nm.
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4.4.3 Slovni popis metody

V pribéhu méfeni se vyuzivala gradientovad eluce. Koncentra¢ni gradient byl
vytvafen postupnym navySovanim mnozstvi ACN, které bylo nasdvano do UHPLC
systému. Po nastiiku vzorku (objem 1,0 ul) bylo slozeni mobilni faze v poméru 5:95.
Mensi podil tvofil ¢isty ACN a druhy dil byl tvofen kyselinou octovou o pH 2,7.
Tento pomér predstavoval slozeni mobilni faze v prvnich 2 minutidch méteni. Po¢atkem
treti minuty se postupné zacalo navySovat mnoZstvi nasavaného ACN aZ na kone¢nou
koncentraci 40:60 (ACN:CH3;COOH). Mezi Sestou a jedenactou minutou bylo opét
sloZzeni mobilni faze 5:95 (ACN:CH3COOH).

4.4.4 Ovéreni totoZnosti fenolickych kyselin

Po provedeném UHPLC méfeni se mohlo ur€it, ktery pik patfi k dané fenolické
kyseliné. Detektor byl nastaven na vlnovou délku 265 nm. Na chromatogramu jsou
vidét piky vSech stanovovanych fenolickych kyselin. Na ose x je udan cas (time)
v minutadch, na ose y je absorbance. Jako piiklad je uveden chromatogram meéieny

pro koncentraci smésného vzorku o koncentraci 25 pg/ml (Obr. €. 6).

Pik ¢. 1 — kyselina protokatechova (PA) — reten¢ni ¢as — 1,783 min
Pik ¢. 2 — kyselina ferulova (FA) — reten¢ni ¢as — 3,690 min

Pik ¢. 3 — kyselina o-kumarova (0CA) — retencni ¢as — 4,953 min
Pik ¢. 4 — kyselina chlorogenova (ChA) — retencni ¢as — 5,483 min

Pik ¢. 5 — kyselina skoticova (CA) — reten¢ni ¢as — 6,407 min

120 = S— - - = =
4 5 - 6.407
100
80
=) J 4-5487
£ 601
- i
2
o 4
E 404
=] -
<
20 |1-1.787 3- 4983
1 /\ \2-3.697 L’ﬁ
04 | ‘ AN |
7207I“"I“"\""\""\""\""\""I""I"'I
0.00 1.25 2.50 3.75 5.00 6.25 7.50 8.75 10.00 11.0
Time [min]

Obr. 6 — Chromatogram znazoriujici poradi fenolickych kyselin
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4.4.5 Kalibrace na UHPLC

Hodnota se méfila celkem 3 krat pro kaZzdou koncentraci. Jako vzorek se pouzil

smeésny vzorek obsahujici 5 fenolickych kyselin (protokatechovou, ferulovou, o-

kumarovou, chlorogenovou a skoficovou). Pii tomto méfeni se pouzivala metoda

popsana vysSe. V nasledujicich tabulkach jsou uvedené primérné hodnoty plochy

a vysky pikl (avg a; avg H), smérodatné odchylky jednotlivych hodnot (SD a; SD H)

a také relativni smérodatné odchylky obou hodnot (RSD a; RSD H). Primérné hodnoty

ploch a vysek piki byly vypocitany aritmetickym primérem ze tii hodnot. Tabulky jsou

pro kazdou fenolickou kyselinu zvlast' v potadi od prvniho piku k poslednimu.

Tabulka 2 — Hodnoty kalibra¢ni zavislosti pro kyselinu protokatechovou (UHPLC)

Koncentrace Primér Primér
(ug/ml) plochy piku | vySky piku SD a SDH | RSDa | RSDH
ng a H
25.0 2,160 19,110 0,017 0,087 | 0,79% | 0,45%
20.0 1,694 15,213 0,006 0,089 | 0,38% | 0,58%
15.0 1,270 11,600 0,037 0,187 | 2,94% | 1,61%
10.0 0,851 7,960 0,005 0,087 | 0,57% | 1,09%
5.0 0,425 4,110 0,009 0,013 | 2,02% | 0,32%
2.0 0,163 1,627 0,003 0,009 | 2,07% | 0,55%
1.0 0,078 0,797 0,004 0,018 | 5,01% | 2,23%
9

0.5 0,034 0,370 0,000 0,000 1,02% | 0,00%

2,5

2

= 1,5

o0 1

= 0,5

0 : : : : 1 !
0 5 10 15 20 25 30
Koncentrace pg/ml

Obr. 7 — Kalibra¢ni kiivka kyseliny protokatechové (UHPLC)
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Tabulka 3 — Statistické parametry pro kalibra¢ni kiivku kyseliny protokatechové
(UHPLC)

Statistické parametry pro regresi: y=kx+q

Pocet bodii n=28 Odhad chyby
Smérnice k =0,08605 + 0,000463
Absolutni ¢len q=-0,009987 +0,006081
Korelaéni koeficient r=0,999913

Rezidualni odchylka s=0,011435

Tabulka 4 — Hodnoty kalibra¢ni zavislosti pro kyselinu ferulovou (UHPLC)

Koncentrace Primér Priamér
(ug/ml) plochy piku | vySky piku SD a SDH | RSDa | RSDH
ng a H
25.0 0,566 5,587 0,006 0,091 1,12% | 1,63%
9
20.0 0,438 4,633 0,001 0,042 | 0,34% | 0,91%
9
15.0 0,332 3,460 0,003 0,087 | 1,02% | 2,50%
10.0 0,230 2,300 0,012 0,040 | 5,05% | 1,74%
5.0 0,101 1,020 0,003 0,033 | 2,98% | 3,27%
2.0 0,042 0,413 0,007 0,038 | 17,59% | 9,14%
1.0 0,018 0,197 0,004 0,024 | 20,89% | 12,43%
05 0,011 0,100 0,002 0,030 | 20,54% | 30,00%

avg a

30

Koncentrace pg/ml

Obr. 8 — Kalibrac¢ni kiivka kyseliny ferulové (UHPLC)
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Tabulka 5 — Statistické parametry pro kalibra¢ni kfivku kyseliny ferulové (UHPLC)

Statistické parametry pro regresi:y=kx+q

Pocet bodl n=3_§ Odhad chyby
Smérnice k =0,022539 +0,000273
Absolutni ¢len q=-0,003919 +0,003583
Korelac¢ni koeficient r=0,999561

Rezidualni odchylka s =0,006737

Tabulka 6 — Hodnoty kalibra¢ni zavislosti pro kyselinu o-kumarovou (UHPLC)

Koncentrace Pramér Pramér
plochy piku | vySky piku SD a SDH | RSDa | RSDH
(ng/ml) 2 H
25.0 1,347 18,193 0,002 0,162 | 0,18% | 0,89%
20.0 1,182 14,393 0,010 0,296 | 0,83% | 2,05%
15.0 0,930 10,973 0,003 0,238 | 0,31% | 2,17%
9

10.0 0,712 8,073 0,026 0,151 | 3,70% | 1,.87%
5.0 0,722 4,990 0,010 0,020 | 1,33% | 0,40%
2.0 0,590 2,997 0,014 0,064 | 2,36% | 2,15%
1.0 0,564 2,447 0,018 0,036 | 3,15% | 1,45%
05 0,545 2,210 0,009 0,000 | 1,71% | 0,00%

1,6

14 +

12 +

08 | /
« ,8 T
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0 : : ; : 1 !
0 5 10 15 20 25 30
Koncentrace pg/ml

Obr. 9 — Kalibra¢ni kiivka kyseliny o-kumarové (UHPLC)
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Tabulka 7 — Statistické parametry pro kalibra¢ni kiivku kyseliny o-kumarové (UHPLC)

Statistické parametry pro regresi:y=kx+q

Pocet bodl n=_§ Odhad chyby
Smérnice k =0,031686 +0,002543
Absolutni ¢len q=10,513081 +0,033399
Korela¢ni koeficient r=0,981224

Rezidualni odchylka s =0,062798

Tabulka 8 — Hodnoty kalibra¢ni zavislosti pro kyselinu chlorogenovou (UHPLC)

Koncentrace Priamér Priamér

(ng/ml) plochy piku | vySky piku SD a SDH | RSDa | RSDH

ng a H
25.0 3,197 61,827 0,032 0,469 | 0,99% | 0,76%

9

20.0 2,504 48,643 0,031 0,636 | 1,25% | 1,31%
15.0 1,896 36,877 0,012 0,349 | 0,63% | 0,95%
10.0 1,269 24,753 0,000 0,129 | 0,04% | 0,52%
5.0 0,625 12,230 0,008 0,060 | 1,30% | 0,49%
2.0 0,246 4,823 0,003 0,038 1,41% | 0,78%
1.0 0,122 2,393 0,001 0,011 1,14% | 0,46%
05 0,057 1,140 0,003 0,030 | 4,85% | 2,63%

avg a

Koncentrace pg/ml

Obr. 10 — Kalibracni kiivka kyseliny chlorogenové (UHPLC)
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Tabulka 9 — Statistické parametry pro kalibracni kiivku kyseliny chlorogenové
(UHPLC)

Statistické parametry pro regresi: y=kx+q

Pocet bodl n=_§ Odhad chyby
Smérnice k=0,127223 + 0,000683
Absolutni ¢len q=-0,008871 + 0,008966
Korelaéni koeficient r=0,999914

Rezidualni odchylka s=10,016859

Tabulka 10 — Hodnoty kalibra¢ni zavislosti pro kyselinu skotficovou (UHPLC)

Koncentrace Primér Primér
(ug/ml) plochy piku | vySky piku SD a SDH | RSDa | RSDH
ng a H
25.0 6,200 112,420 0,061 1,347 | 0,99% | 1,20%
20.0 4,870 88,323 0,059 0,976 1,21% | 1,10%
15.0 3,694 67,070 0,031 0,827 | 0,83% | 1,23%
10.0 2,503 45,037 0,009 0,202 | 0,37% | 0,45%
5.0 1,257 22,440 0,036 0,120 | 2,85% | 0,53%
2.0 0,488 8,843 0,002 0,051 0,42% | 0,58%
1.0 0,246 4,440 0,002 0,027 | 0,81% | 0,60%
9

0.5 0,118 2,150 0,004 0,030 | 3,13% | 1,40%
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<

3 -
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Obr. 11 — Kalibraéni kiivka kyseliny skoticové (UHPLC)
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Tabulka 11 — Statistické parametry pro kalibra¢ni kiivku kyseliny skoticové (UHPLC)

Statistické parametry pro regresi:y=kx+q

Pocet bodu n=_§ Odhad chyby
Smérnice k=10,246372 +0,001385
Absolutni ¢len q=0,004478 +0,018195
Korelac¢ni koeficient r=0,999905

Rezidualni odchylka s=0,034212
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4.4.6 Opakovatelnost méreni na UHPLC

Opakovatelnost se méfila na smésném vzorku obsahujicim vSechny uvedené
fenolické kyseliny o tiech koncentracich (25,0; 10,0 a 1,0 pg/ml). Méfeni se provadélo
pfi stejném nastaveni piistroje jako u meéfeni kalibraci. Kazdé méteni se opakovalo
celkem Sestkrat pro kazdou koncentraci. Vysledky méteni jsou uvedené v tabulkach pro
kazdou koncentraci zvlast’ a obsahuji primérné hodnoty reten¢nich casii, ploch pikd,
vysek pikll, symetrii, rozliSeni a teoretickych pater a zkazdé¢ hodnoty vypoctenou

i relativni smérodatnou odchylku (RSD).

Tabulka 12 — Opakovatelnost pro smésny vzorek kyselin o koncentraci 25,0 pg/ml
(UHPLC)

Pramér Pramér

g;t‘(e::lciz; plochy vysky Symetrie | RozliSeni Teo:&?:ka
piku a piku H P
PA 1,786 2,151 19,198 1,415 12,282 1815

RSD 0,19% 0,65% 0,47% 1,41% 0,96% 0,49%

FA 3,697 0,563 5,705 1,668 10,652 10517

RSD 0,08% 1,16% 1,78% 2,31% 1,27% 3,68%

oCA 4,954 1,353 18,178 0,75 6,145 45970
RSD 0,02% 0,43% 1,00% 3,56% 0,56% 1,59%
ChA 3,486 3,191 61,817 1,082 10,993 72873

RSD 0,02% 0,61% 0,68% 1,28% 0,19% 0,75%

CA 6,407 6,193 112,358 1,085 - 87325

RSD 0,01% 0,59% 0,86% 1,32% - 0,56%
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Obr. 12 — Chromatogram pro koncentraci 25,0 pg/ml (UHPLC)

Tabulka 13 — Opakovatelnost pro smésny vzorek kyselin o koncentraci 10,0 pg/ml
(UHPLC)

v , | Pramér Priamér I
Retencni ‘v . . . | Teoreticka
Sas (min) plochy vysky Symetrie | RozliSeni atra
piku a piku H P
PA 1,741 0,861 8,065 1,41 12,447 1885
RSD 0,78% 1,40% 1,20% 1,22% 0,90% 1,53%
FA 3,653 0,256 2,28 1,468 10,368 9805
RSD 0,36% 15,65% 1,50% 14,56% 0,51% 2,96%
oCA 4,925 0,656 7,835 0,858 5,908 40321
(1) 0 0 0 0
RSD 0.15% 7,30% 2,70% 9,49% 0,85% 2,85%
ChA 5,452 1,272 24,74 1,103 11,113 72629
RSD 0,15% 0,17% 0,45% 1,47% 0,34% 0,64%
CA 6,381 2,515 45,062 1,073 - 86732
RSD 0,10% 0,45% 0,26% 1,60% - 0,46%
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Obr. 13 — Chromatogram pro koncentraci 10,0 pg/ml (UHPLC)

Tabulka 14 — Opakovatelnost pro smésny vzorek kyselin o koncentraci 1,0 pg/ml
(UHPLC)

v . | Pramér Prumér .« .
Retencni loch vySk Symetrie | RozliSeni Teoreticka
¢as (min) P y ysky y patra

piku a piku H
PA 1,702 0,080 0,812 1,286 12,973 1932

RSD 0,12% 7,15% 3,05% 4,35% 1,72% 4,37%

FA 3,617 0,017 0,193 1,403 4,873 10725

RSD 0,08% 14,33% 7,39% 8,28% 1,52% 12,50%

oCA 4,909 0,556 2,455 1,472 2,235 2529

RSD 0,03% 2,06% 1,11% 5,40% 1,02% 2,30%

ChA 5,433 0,120 2,377 1,093 11,168 72824

RSD 0,04% 3,33% 1,40% 1,31% 0,60% 2,44%

CA 6,368 0,250 4,453 1,04 - 85166

RSD 0,02% 2,84% 0,73% 1,10% - 1,09%
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Obr. 14 — Chromatogram pro koncentraci 1,0 pg/ml (UHPLC)
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4.5 Pribéh a vysledky méreni na SIC

4.5.1 Nastaveni programu SIC pro méreni

Promyti chromatog. kolony
slabym eluentem

Pravy ventil port 6
Pumpa
Pumpa

Pravy ventil port 2
Pumpa
Pumpa

Nasavani 1500 pl
Rychlost 70 pl/s

Vytlacovani 1500 pl
Rychlost 10 pl/s

Promyti vzorku

Pravy ventil port 8
Pumpa
Pumpa

Pravy ventil port 5
Pumpa
Pumpa

Pravy ventil port 1
Pumpa

Nasavani 150 pl
Rychlost 70 pul/s

Nasavani 50 pl
Rychlost 10 pl/s

Vytlacovani 200 pl

Pumpa Rychlost 50 ul/s

Separace

Plnéni  pumpy  silnym | Port 8

eluentem Pumpa Nasavani 3700 pl
Pumpa Rychlost 70 pul/s
Port 5

Nasavani vzorku Pumpa Nasavani 10 pl
Pumpa Rychlost 10 pul/s
Port 2

Separace Pumpa Vytlacovani 3710 pul
Pumpa Rychlost 10 pl/s

Separacni gradient

Plnéni  pumpy  silnym | Port 8

eluentem Pumpa Nasavani 2300 pl
Pumpa Rychlost 70 pul/s

Plnéni  pumpy  slabym | Port 6

eluentem Pumpa Nasavani 1500 pl
Pumpa Rychlost 70 pul/s

Nasavani vzorku Port 5
Pumpa Nasavani 10 pl
Pumpa Rychlost 10 pl/s

Separace Port 2
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Pumpa Vytlacovani 3810 ul

Pumpa Rychlost 10 pl/s
Promyti kolony slabym | Port 6
eluentem Pumpa Nasavani 1500 pl
Pumpa Rychlost 70 pul/s
Port2
Pumpa Vytlacovani 1500 pul
Pumpa Rychlost 10 pl/s

U méfeni na SIC byly nastaveny podminky odpovidajici méfeni na UHPLC.
Prttok ¢inil 0,6 ml/min. Nastfikovany objem byl 10,0 pl. Koncentra¢ni gradient se
tvotil v misici civce. Mobilni faze od pocatku do casu 2,0 min byla v poméru 5:95
(celkovy objem 1,5 ml) ACN:CH3;COOH (pH 2,7). V ¢ase od 2,0-6,3 min se zvysil
podil ACN az na 40 % v poméru k CH;COOH (pH 2,7) tedy 40:60. Na konci méteni
v ase 6,3-8,8 min se pomér mobilnich fazi vratil na pivodni pomér 5:95,

ACN:CH;COOH (pH 2,7).

4.5.2 Kalibrace pro SIC

Béhem méfeni kalibrace na SIC byly pouzity desetkrat ziedéné koncentrace
fenolickych kyselin oproti méfeni na UHPLC. Kazdé méfeni pro danou koncentraci se
opakovalo tfikrat. V tabulkach jsou uvedeny hodnoty kalibrace pro kazdou fenolickou
kyselinu zvlast’. V tabulkéach jsou zaznamenané primérné hodnoty ploch a vysek pikt,
smérodatné odchylky a relativni smérodatné odchylky kazdé¢ hodnoty. Pro kazdou
kyselinu zv1ast’ je sestavena kalibracni kiivka a tabulka obsahujici statistické parametry

pro kalibracni kiivku.
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Tabulka 15 — Hodnoty kalibra¢ni zavislosti pro kyselinu protokatechovou (SIC)

Koncentrace Primér Primér

(ug/ml) plochy piku | vysky piku SD a SDH | RSDa | RSDH

ng a H
25 2,292 20,100 0,012 0,420 | 0,52% | 2,09%
2.0 1,968 17,377 0,017 0,296 | 0,86% | 1,70%
15 1,546 12,210 0,000 0,000 | 0,00% | 0,00%
1.0 1,126 8,590 0,031 0,133 2,74% | 1,55%
0.5 0,584 4,177 0,014 0,164 | 2,40% | 3,94%

9
0.2 0,266 1,970 0,015 0,093 5,48% | 4,74%
0.1 0,123 1,000 0,009 0,093 7,56% | 9,33%
0.05 0,072 0,580 0,015 0,100 | 20,75% | 17,24%
<
o0
>
]
3
Koncentrace pg/ml

Obr. 15 — Kalibracni kiivka kyseliny protokatechové (SIC)

Tabulka 16 — Statistické parametry pro kalibra¢ni kiivku kyseliny protokatechové (SIC)

Statistické parametry pro regresi: y=kx+q

Pocet bodl n=_§ Odhad chyby
Smérnice k =0,925403 +0,032537
Absolutni ¢len q=10,089073 +0,042738
Korelac¢ni koeficient r=0,996312

Rezidualni odchylka s =0,080359
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Tabulka 17 — Hodnoty kalibra¢ni zavislosti pro kyselinu ferulovou (SIC)

Koncentrace Primér Primér
plochy piku | vySky piku | SD a SDH | RSDa | RSDH
(ng/ml) 2 H
25 0,720 12,197 0,003 0,118 | 0,46% 0,97%
2.0 0,607 9,710 0,014 0,153 | 2,36% 1,58%
15 0,479 7,000 0,000 0,000 | 0,00% 0,00%
1.0 0,385 4,913 0,012 0,076 | 3,00% 1,54%
0.5 0,138 2,290 0,004 0,033 | 2,80% 1,46%
b
0.2 0,053 0,917 0,003 0,036 | 6,15% 3,88%
9

0.1 0,024 0,437 0,002 0,016 | 6,60% 3,56%
0.05 0,012 0,230 0,001 0,000 | 5,31% 0,00%

0,8 +
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0,5 +

= 0,4 +
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= 01

0 - : | 1 : | 1
0 0,5 1 15 2 2,5 3
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Obr. 16 — Kalibracni kiivka kyseliny ferulové (SIC)

Tabulka 18 — Statistické parametry pro kalibracni kiivku kyseliny ferulové (SIC)

Statistické parametry pro regresi:y=kx+q

Pocet bodu n=2_§ Odhad chyby
Smérnice k =10,299595 +0,015468
Absolutni ¢len q=0,008272 +0,020317
Korelac¢ni koeficient r=0,992098

Rezidualni odchylka s =0,038201
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Tabulka 19 — Hodnoty kalibra¢ni zavislosti pro kyselinu o-kumarovou (SIC)

Koncentrace Primér Primér
plochy piku | vySky piku | SD a SDH | RSDa | RSDH
(ng/ml) 2 H
25 0,737 19,283 0,007 0,336 | 0,99% 1,74%
2.0 0,527 13,617 0,009 0,102 | 1,65% 0,75%
15 0,401 9,890 0,000 0,000 | 0,00% 0,00%
1.0 0,292 6,750 0,008 0,107 | 2,69% 1,58%
05 0,151 3,310 0,001 0,027 | 0,57% 0,81%
9

0.2 0,059 1,333 0,001 0,031 | 2,41% 2,33%
0.1 0,029 0,670 0,001 0,013 | 4,68% 1,99%
0.05 0,013 0,325 0,000 0,005 | 1,87% 1,54%

0,8
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0,5

5 8

02

< 0,1

0 : : | 1 : |
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Koncentrace pg/ml

Obr. 17 — Kalibra¢ni kiivka kyseliny o-kumarové (SIC)

Tabulka 20 — Statistické parametry pro kalibra¢ni kiivku kyseliny o-kumarové (SIC)

Statistické parametry pro regresi:y =k x + q

Pocet bodil n=2y Odhad chyby
Smérnice k=0,280878 +0,009167
Absolutni ¢len q=0,000513 +0,01204
Korelacni koeficient r=0,99682

Rezidualni odchylka s =0,022639
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Tabulka 21 — Hodnoty kalibra¢ni zavislosti pro kyselinu chlorogenovou (SIC)

Koncentrace Primér Primér
plochy piku | vySky piku SD a SDH | RSDa | RSDH
(ng/ml) 2 H
25 3,536 81,167 0,077 0,844 | 2,19% | 1,04%
2.0 2,933 65,110 0,041 0,473 1,38% | 0,73%
15 2,242 47,980 0,000 0,000 | 0,00% | 0,00%
1.0 1,655 33,023 0,088 0,342 | 5,30% | 1,04%
0.5 0,914 16,427 0,080 0,318 | 8,78% | 1,93%
9

0.2 0,490 7,020 0,064 0,047 | 13,06% | 0,66%
0.1 0,270 3,510 0,052 0,047 | 19,32% | 1,33%
0.05 0,129 1,995 0,049 0,465 | 38,10% | 23,31%

4

3,5

3

2,5

S 1
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0 0,5 1 15 2 2,5 3
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Obr. 18 — Kalibrac¢ni kiivka kyseliny chlorogenové (SIC)

Tabulka 22 — Statistické parametry pro kalibracni kiivku kyseliny chlorogenové (SIC)

Statistické parametry pro regresi: y=kx+q

Pocet bodl n=_§ Odhad chyby
Smérnice k =1,372467 +0,031395
Absolutni ¢len q=0,174392 +0,041237
Korelac¢ni koeficient r=0,998434

Reziduélni odchylka s=0,077537
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Tabulka 23. — Hodnoty kalibraéni zavislosti pro kyselinu skoticovou (SIC)

Koncentrace Primér Primér
plochy piku | vySky piku SD a SDH | RSDa | RSDH
(ng/ml) 2 H
25 6,430 128,420 0,029 2,040 | 0,44% | 1,59%
2.0 5,466 105,553 0,090 0,696 1,64% | 0,66%
15 4,206 76,640 0,000 0,000 | 0,00% | 0,00%
1.0 3,103 53,017 0,075 0,449 | 2,40% | 0,85%
05 1,608 26,073 0,014 0,156 | 0,84% | 0,60%
b
0.2 0,661 10,833 0,016 0,311 2,35% | 2,87%
9
0.1 0,320 5,407 0,010 0,082 | 3,11% | 1,52%
0.05 0,149 2,650 0,002 0,050 1,53% | 1,89%
8 _
7 €
6 €
5 €
< 4 +
o0 3+
= 21
0 - : 1 1 1 | |
0 0,5 1 15 2 2,5 3
Koncentrace pg/ml

Obr. 19 — Kalibracni kiivka kyseliny skoticové (SIC)

Tabulka 24 — Statistické parametry pro kalibracni kiivku kyseliny skoticové (SIC)

Statistické parametry pro regresi: y=kx+q

Pocet bodii n=28 Odhad chyby
Smérnice k =2,600638 +0,082193
Absolutni ¢len q=0,190999 +0,1077961
Korelacni koeficient r=20,997017

Rezidualni odchylka s =0,202996
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4.5.3 Opakovatelnost na SIC

Obdobné¢ jako pii méteni kalibra¢ni zavislosti se opakovatelnost na SIC méfila
pii koncentracich 2,5; 1,0 a 0,1 pg/ml smésného vzorku, ktery obsahoval vSechny
prislusné fenolické kyseliny. Méteni pro kazdou koncentraci se opakovalo Sestkrat
a primérné hodnoty jsou zaznamenané v nasledujicich tabulkdch. Primérné hodnoty
retencnich casii, ploch pikl, vySek pikl, symetrii, rozliSeni a teoretickych pater.
Vzdy pro kazdou kyselinu zvlast' a zaroven ze vSech hodnot jsou stanoveny relativni

smérodatné odchylky (RSD).

Tabulka 25 — Opakovatelnost pro smésny vzorek kyselin o koncentraci 2,5 pg/ml (SIC)

v . | Pramér Prumér .« .
Retencni ‘v . . . | Teoreticka
Eas (min) plochy vysky Symetrie | RozliSeni atra
piku a piku H P
PA 2,482 2,330 20,375 1,312 8,713 3190
RSD 1,28% 1,39% 1,51% 1,42% 1,60% 1,57%
FA 3,588 0,718 12,112 1,278 8,542 33288
RSD 1,29% 0,59% 1,00% 1,68% 0,62% 0,39%
oCA 4,947 0,295 6,742 1,038 3,868 75659
RSD 1,36% 2,24% 1,29% 0,96% 0,92% 0,55%
ChA 4,437 3,583 80,583 1,290 7,865 68690
RSD 1,36% 1,51% 1,15% 2,88% 0,33% 1,46%
CA 5,014 6,475 127,493 1,093 - 64001
RSD 1,35% 0,77% 1,53% 2,09% - 0,28%
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Obr. 20 — Chromatogram pro koncentraci 2,5 pg/ml (SIC)

Tabulka 26 — Opakovatelnost pro smésny vzorek kyselin o koncentraci 1,0 pg/ml (SIC)

v ., | Pramér Prumér I

Retencni ry . .. . | Teoreticka
tas (min) plochy vysky Symetrie | RozliSeni atra

piku a piku H P

PA 2,799 1,136 8,595 1,372 9,332 3020
RSD 1,37% 1,89% 1,08% 0,97% 0,87% 0,50%
FA 4,193 0,397 4,900 0,743 9,012 30687
RSD 1,30% 4,24% 1,28% 2,18% 0,40% 0,93%
oCA 4,947 0,295 6,742 1,038 3,868 75659
RSD 1,36% 2,24% 1,29% 0,96% 0,92% 0,55%
ChA 5,238 1,720 33,090 1,388 8,037 71140
RSD 1,38% 4,10% 0,93% 4,49% 0,89% 3,26%
CA 5,924 3,149 52,800 1,102 - 65471
RSD 1,42% 2,06% 0,89% 1,38% - 1,22%
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Obr. 21 — Chromatogram pro koncentraci 1,0 pg/ml (SIC)

Tabulka 27 — Opakovatelnost pro smésny vzorek kyselin o koncentraci 0,1 pg/ml (SIC)

v . | Pramér Priamér I

Retenéni Y . . . | Teoreticka
¢as (min) plochy vysky Symetrie | RozliSeni patra

piku a piku H

PA 2,477 0,127 1,042 1,282 9,763 3146
RSD 1,27% 4.21% 4,98% 1,67% 1,62% 1,14%
FA 4,125 0,024 0,443 1,253 9,422 35235
RSD 1,34% 6,06% 3,87% 3,72% 1,53% 4.21%
oCA 4,871 0,029 0,665 1,065 3,002 75433
RSD 1,40% 2,78% 1,07% 1,48% 8,71% 1,22%
ChA 5,143 0,307 3,502 1,170 5,606 19990
RSD 1,06% 2,07% 0,99% 19,66% 2,98% 1,77%
CA 5,849 0,315 5,382 1,097 - 63621
RSD 1,48% 2,54% 0,83% 1,74% - 0,68%
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Obr. 22 — Chromatogram pro koncentraci 0,1 pg/ml (SIC)
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4.6 Porovnani vysledki

Pro ptikladné porovnéni vysledki byly vytvoteny tabulky, které shrnuji vS§echny

chromatografické parametry pro kazdou fenolickou kyselinu zvlast’ a jejich relativni

smérodatné odchylky. Tyto hodnoty jsou pro koncentraci 10,0 pg/ml na UHPLC a 1,0

pg/ml na SIC. Hodnoceny kalibra¢ni rozsah obou metod byl zvolen vzhledem
k moznosti nastfiku — UHPLC 1,0 pg rozsah 0,5-25,0 pg/ml a SIC 10,0 pg rozsah
0,05-2,5 pg/ml.

Tabulka 28 — Piehled vysledkd pro UHPLC a SIC pro koncentraci 10,0 pg/ml a 1,0

png/ml
“ « ., | Prumér | Priamér Primér Primér
. . . | Reten¢ni | Retencni . -
Fenolicka | |, . - . plochy plochy vysky vysky
. ¢as (min) | ¢as (min) , , ; ;
kyselina UHPLC SIC piku a piku a piku H piku H
UHPLC SIC UHPLC SIC
PA 1,741 2,799 0,861 1,136 8,065 8,595
RSD 0,78% 1,37% 1,40% 1,89% 1,20% 1,08%
FA 3,653 4,193 0,256 0,397 2,28 4,900
RSD 0,36% 1,30% 15,65% 4,24% 1,50% 1,28%
oCA 4,925 4,947 0,656 0,295 7,835 6,742
RSD 0,15% 1,36% 7,30% 2,24% 2,70% 1,29%
ChA 5,452 5,238 1,272 1,720 24,74 33,090
RSD 0,15% 1,38% 0,17% 4,10% 0,45% 0,93%
CA 6,381 5,924 2,515 3,149 45,062 52,800
RSD 0,10% 1,42% 0,45% 2,06% 0,26% 0,89%
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Tabulka 29 — Piehled vysledkd pro UHPLC a SIC pro koncentraci 10,0 pg/ml a 1,0

pg/ml
Fenolicka Syn}etrie Symetrie | RozliSeni | RozliSeni Teoreticka Teoreticka
kyselina Ug;fl‘i ¢ | pikuSIC | UHPLC | sic | PHM | patrasic
PA 1,41 1,372 12,447 9,332 1885 3020
RSD 1,22% 0,97% 0,90% 0,87% 1,53% 0,50%
FA 1,468 0,743 10,368 9,012 9805 30687
RSD 14,56% 2,18% 0,51% 0,40% 2,96% 0,93%
oCA 0,858 1,038 5,908 3,868 40321 75659
RSD 9,49% 0,96% 0,85% 0,92% 2,85% 0,55%
ChA 1,103 1,388 11,113 8,037 72629 71140
RSD 1,47% 4,49% 0,34% 0,89% 0,64% 3,26%
CA 1,073 1,102 - - 86732 65471
RSD 1,60% 1,38% - - 0,46% 1,22%
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5 DISKUZE

V pribchu experimentu nebyla vyvijena nova metoda pro stanoveni fenolickych
kyselin. Cilem bylo porovnat, jakou roli hraje detektor v méfeni na sekvencnim
injekénim chromatografu. Zaroven se porovnavalo, ktery systém poskytuje preciznéjsi
a kvalitnéjsi vysledky. Pro méfeni se jako vzorek zvolil smésny vzorek obsahujici 5
fenolickych kyselin.

Jiz od pocatku méteni byl systém UHPLC nastaven na hodnoty popsané vyse.
Toto nastaveni se jevilo jako vhodné, protoze vysledné piky na chromatogramu byly
jasn¢ zietelné a odd¢€lené.

Nejprve se meteni provedlo na kapalinovém chromatografu. Pro zjisténi, jestli je
nase méfeni validni, jsme provedli proméieni kalibracni zavislosti. Kalibrace se méfila
pro smésny vzorek obsahujici vSechny piislusné fenolické kyseliny (o koncentracich
25,0; 20,0; 15,0; 10,0; 5,0; 2,0; 1,0 a 0,5 pg/ml). Stanoveni kazdé koncentrace se
provedlo celkem ttikrat. Sledovaly se hodnoty pro plochu a vysku piku, z nich byly poté
vypocteny primérné hodnoty a relativni smérodatné odchylky. Kalibra¢ni kiivka byly
sestaveny jako zavislosti plochy piku na koncentraci pro kazdou fenolickou kyselinu
zvlast. Z téchto kalibracnich kiivek je patrné, ze metoda byla nastavena spravné,
hodnota korela¢niho koeficientu je ve vSech piipadech vyssi nez 0,99. Kalibracni kiivku
1ze povazovat za linearni, pokud je hodnota korelacniho koeficientu r > 0,99.

Dalsim krokem bylo ovéfit opakovatelnost méfeni na UHPLC pro celkem 3
koncentrace (25,0; 10,0 a 1,0 pg/ml). Kazdé meéfeni se zopakovalo Sestkrat.
Sledovaly se hodnoty retencnich cast, ploch piki, vySek pika, faktord symetrie,
rozliSeni a pocet teoretickych pater. V tabulce jsou uvedeny aritmetické priméry ze
vSech hodnot a relativni smérodatné odchylky. Zde je vidét, Ze se hodnoty pro
opakovatelnost od sebe vyznamné neliSi. Z toho lze usuzovat, Ze preciznost pumpy
u SIC neni vyznamné nizsi nez u UHPLC.

Aby bylo mozné porovnat preciznost méteni obou systémt, byl systém pro SIC
nastaven na podminky méfeni odpovidajici nastaveni UHPLC. Jelikoz se na SIC
nastfikoval objem vzorku 10 pl. Musely byt upraveny koncentrace vzorkua (zfedény 10
krat oproti UHPLC). Byly sestaveny kalibracni kiivky pro kaZdou z fenolickych
kyselin. Korela¢ni koeficienty vSech kfivek se i zde pohybuji nad hodnotou 0,99;

muzeme kalibra¢ni kiivky povazovat za linearni. A stejnym zpisobem jako na UHPLC
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byla proméiena opakovatelnost pro koncentrace (2,5; 1,0 a 0,1 ug/ml). Zaroven jsou

sestaveny tabulky s udaji stejné€ jako v piipadé¢ UHPLC.
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6 ZAVER

Zapojenim UHPLC detektoru do SIC se podafilo srovnat metodu SIC a UHPLC
z pohledu preciznosti, citlivosti a chromatografické ucinnosti. Metoda SIC s ohledem
na své moznosti (objem nasttiku, priitokové rychlosti a sloZzeni mobilni faze a moznost
vybéru pouze kratkych kolon) vykazala srovnatelné hodnoty pro opakovatelnost
retencnich Cast, ploch a vySek pikli a i pro chromatografické parametry analyzy
vyjadiené — symetrii piki, rozliSenim a poc¢tem teoretickych pater.

Z uvedenych zavérh je ziejmé, ze detektor je kliCovou ¢asti urCujici vysledky
chromatografie. Typicky uZivany USB detektor v SIC omezuje separaci jak
do citlivosti, tak do preciznosti a chromatografické tcinnosti. Celkova u¢innost UHPLC
detektoru piekonava detektor s optickymi vlakny. UHPLC software umoziuje rychly
sbér dat a variabilni zpracovani dat pro ziskani vice informaci ze zaznamenanych dat.

Miuzeme pozorovat jisty pifinos pro SIC zafizeni a dal$i vyvoj metody. SIC
zafizeni muze provadét separaci na stejné kolon¢, kterd je kompatibilni s UHPLC.
Rychlejsi rozvoj separacnich podminek a také rychlejsi zpracovani dat. Zaroven se
potvrzuje kvalita SIC pumpy, je bez pulzi. Pozorujeme 1 vétSi citlivost méfeni.
Gradientova eluce (tvofend v misici civce) vykazuje v SIC znatelné mensi preciznost
nez izokraticka eluce. Piesnost SIC metody miize byt také ovlivnéna néstfikem vzorku
(selekéni ventil).

UHPLC detektor piinasi do SIC metod nové moznosti a ma fadu vyhod. UHPLC
detektor ma i své nevyhody. V tabulce ¢. 30 jsou shrnuty nejvétsi vyhody a nevyhody
detektoru, ktery byl pouzit vnasem méfeni, v porovnani s detektorem bézné

pouzivanym v SIC.
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Tabulka 30 — Vyhody a nevyhody detektort

Dionex™ UltiMate™ 3000

Ocean Optics USB4000 DAD-3000RS
Vyhody Maly rozmér - mobilni 3D spektra
Modularita — lampa a detekéni , f oy
cela Vysoky pracovni vykon
Jednoducha obsluha Vysokorychlostni sbér dat
i Sofistikovana manipulace s
Nizka cena
daty
Nevyhody Utinnost Vysoka cena

VyS§i Sum

Oddéleny software

Scanovaci rychlost

Stolni velikost detektoru

Rychlost sbéru a zpracovani dat
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