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1. Uvod

Nanokapalinova chromatografie se s ispéchem vyuziva k chirdlni separaci 1é¢iv
nebo piirodnich latek, jako jsou napfi. flavonoidy. Vzhledem k tomu, ze investice do
kapilarni kolony je pomérné vysokéd a pro separaci skupiny latek je potteba riznych
chirdlnich selektorti, nabizi se nanokapalinova chromatografie s vyuzitim kapilarnich
kolon s achiralni stacionarni fazi a pridavek aditiv zajist'ujicich chiralni rozliSeni do
mobilni faze. Protoze nanokapalinovéa chromatografie umoziuje pracovat s velmi nizkou
spotfebou mobilni faze, je mozné ovliviiovat jeji selektivitu i ptfidavkem drahych
chiralnich selektort, jako jsou napfiklad derivatizované cyklodextriny. V tomto
uspotfadani je mozno zménou mobilni faze (zménou typu chirdlniho selektoru a jeho

koncentrace) velmi pruzn¢ ovliviiovat enantioseparaci.

Flavanony se nejvice vyskytuji V citrusovych plodech a ovliviuji jak vzhled
a chut’ ovoce, tak jejich nutri¢ni hodnotu. Stanoveni stereoisomernich forem flavanont
Vovoci umoziuje podrobnéji charakterizovat kvalitu a bezpecnost produktil

potravinového prumyslu.

Cilem rigor6zni prace bylo vyuziti nanokapalinové chromatografie pro separaci
stereoisomertt flavanonti a flavanon-7-O-glykosidi. Tato prace se zabyva vyuzitim
achiralni kapilarni kolony s reverznimi fazemi, a derivatizovanych B-cyklodextrinu, které
slouzi jako chiralni aditiva mobilni faze. VyuZiti ptidavku chiralniho selektoru do mobilni
faze umoziuje vyssi flexibilitu chromatografické metody oproti standardnimu uspofadani
s vyuzitim chiralnich kapilarnich kolon, a dochézi také ke sniZeni finan¢nich néklada na
tyto separace. Ackoli je tato technika pomérné jednoducha a levna, v literatufe nebylo
doposud popsano vyuziti nanokapalinové chromatografie s achiralni kapilarni kolonou
apfidavkem  chirdlniho selektoru do mobilni faze pro stereoselektivni

separaci flavanonu ¢i flavanon-7-O-glykosidu.

Vysledky této studie byly publikovany ve stejnojmenném ¢lanku v periodiku

Journal of Separation Science v roce 2020.1



2. Teoreticka cast

2.1. Flavonoidy

Flavonoidy jsou skupinou pfirodnich latek, které se vyskytuji v rostlinnych
tkanich, bunkach ¢i na povrchu rostlin; jsou obsazeny v ovoci, zelenin¢€ a obilninach.
Diky svému rozsifeni v ptirods se staly nedilnou souéasti jidelnicku. 2 ® Za zminku stoji
jejich protizanétlivé, antialergické a antibakterialni vlastnosti. Popisovany jsou rovnéz
jejich protirakovinné vlastnosti. # > 8 Zakladni struktura flavonoidd je na uvedena na
obr. 1. Flavonoidy jsou dale déleny podle struktury. Vhodny je postup podle van Ackera,

ktery rozd¢€luje flavonoidy na flavonoly, flavony, flavanony, flavanoly, anthokyanidiny,

dihydroflavonoly, chalkony a isoflavonoidy. ’

Obriazek ¢. 1. Flavonoidni skelet.

V citrusovych plodech jsou nejvice zastoupeny flavanony, které se v ovoci mohou
vyskytovat ve form¢ aglykonti, ale mnohem castéji se vyskytuji ve formé glykosida.
Aglykony, nejcastéji hesperetin, naringenin a eriodictyol (obr. 2) neobsahuji cukerny
zbytek a v citrusovych dzusech se vyskytuji v minoritnim mnozstvi, coz souvisi s jejich
méné hydrofilni povahou, a tedy nizsi rozpustnosti ve vodé oproti odpovidajicim
glykosidim. Glykosylované flavanony je mozné po chemické ¢i enzymatické hydrolyze

analyzovat ve formé aglykoni. & °
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Obrazek €. 2. Chemické struktury vybranych aglykonu flavanonii.

V citrusovych plodech se flavanony vyskytuji nejcastéji ve formé O-glykosida,
u kterych je na hydroxylovou skupinu aglykonu v pozici C-7 vazan disacharid, nejéastéji
rutinosa a neohesperidosa. Mluvime tedy o flavanon-7-O-glykosidech (FGs). 1 Mezi
nejvice zastoupené FGs V citrusovych plodech, jako jsou grapefruity, pomerance nebo
citrony, patii hesperidin, naringin, narirutin, eriocitrin a neohesperidin (obr. 3). Tyto
slouceniny ovliviluji organoleptické vlastnosti vySe zminénych ploda, které jsou hotké ¢i
naopak sladké v zavislosti na obsazenych FGs. ! Popisované flavanony ovliviiuji vzhled
ovoce, chut’ a zvysuji jeho kvalitu a s ni souvisejici nutriéni hodnotu. 2

Diky asymetrické poloze C-2 se aglykony flavanonu vyskytuji jako dvojice
enantiomert, zatimco flavanon-7-O-glykosidy existuji jako dvojice diastereomerd, a to
pro pritomnost stereogennich center v pozici C-2 i v pozici C-7. Stanoveni izomernich
forem jednotlivych FGs pomuze detailnéji porozumét biosyntéze polyfenolickych
sloucenin, ale také umozni stanovit a charakterizovat kvalitu a bezpecnost produktl

potravinového priimyslu s obsahem téchto flavonoidi. 2
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Obrazek ¢. 3. Chemické struktury vybranych flavanon-7-O-glykosidii.

2.2. Chiralni separace flavanonii a FGs

Existuje cela fada analytickych metod, které umoZziuji chirdlni separaci flavanonti
a FGs. Mezi ty nejhojnéji vyuzivané se fadi vysokoudinna kapalinova chromatografie
(HPLC), kapilarni elektroforéza (CE) ¢i micelarni elektrokinetickd chromatografie
(MEKC). Ve vSech téchto metodach je mozno vyuzit chiralnich selektori. Mezi nimi je
velmi Casté pouziti cyklodextrinti (CD).

Cyklodextriny patfi do skupiny cyklickych oligosacharidd, slozenych z 6-8
glukozovych jednotek, které jsou spojeny a-1,4 glykosidovymi vazbami. V zavislosti na
poctu glukozovych jednotek rozlisujeme o-cyklodextriny (a-CD) (6 glukézovych
jednotek), B-cyklodextriny (B-CD) (7 glukézovych jednotek) a y-cyklodextriny (y-CD)
(8 glukozovych jednotek). Cyklodextriny, at’ nativni nebo derivatizované se Vyznacuji
(i) vysokou rozliSovaci schopnosti, (ii) nizkou UV-vis absorpci a (iii) nizkou cenou

a dobrou dostupnosti. 14 151617



Cyklodextriny se vyznacuji svou konickou strukturou s hydrofobni kavitou,
zatimco vngj§i povrch vykazuje spiSe hydrofilni vlastnosti diky pfitomnosti
hydroxylovych skupin (viz obr. 4). * CD jsou schopny vytvaiet do¢asné diastereomerni
inkluzni komplexy s enantiomery, které interaguji s kavitou CD (velikosti analytu je
mozné vhodnou volbou a, B nebo y-CD ptizpusobit velikost kavity). Nicméné
hydroxylové skupiny na povrchu CD hraji pfi chirdlni separaci rovnéz vyznamnou roli,
jelikoz tvoii adsorpéni a/nebo vodikové vazby s analyty a umoziiuji tak jejich separaci.
Povrch CD je mozné také modifikovat riznymi funkénimi skupinami a takto je mozné
vytvofit derivatizované CD s pozadovanymi vlastnostmi (vyssi rozpustnost, rozdilna

hloubka kavity, interakéni mista apod.). 2415
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2.2.1. Chiralni separace flavanonii a FGs pomoci CE

Analyticka metoda, kterda umoziuje separovat enantiomery a diastereomery
flavanontl, resp. FGs, je kapilarni elektroforéza. Mezi jeji hlavni vyhody patii rychlost
a ucinnost analytické separace a mala spotieba vzorki a elektrolyt (veetné jejich aditiv,
kterymi jsou napf. chiralni selektory). Ke zvySeni citlivosti a ucinnosti analytické
separace dale ptispiva spojeni CE s hmotnostni spektrometrii.

Diastereomery FGs byly separovany pomoci kapilarni elektroforézy s pridavkem
cyklodextrinti do zakladniho elektrolytu. Byly pouzity nativni CD (a, B, y-CD), neutralni
derivatizované CD (dimethyl--CD, hydroxypropyl-p-CD (HP-B-CD), hydroxypropyl- y-
CD (HP- y-CD)) a nabité CD (karboxymethyl-B-CD (CM-B-CD), karboxyethyl B-CD
(CE-B-CD)). Diastereomery eriocitrinu a hesperidinu byly analyzovany v citrébnovém
dzusu. 1° Pro zvyseni uinnosti separace diastereomeri jednotlivych FGs vyuzili Gel-
Moreto a kol. kombinaci rliznych CD jako aditiv do zékladniho elektrolytu. Kombinaci
dvou riznych CD pak byly rozdéleny FGs v Cerstve piipravenych a komeréné€ dostupnych
citrusovych dzusech (pomeranéovy, mandarinkovy, citronovy ¢&i grapefruitovy). 2° Aturki
a kol. vyvinuli metodu pro chirdlni separaci naringinu, hesperidinu, neohesperidinu,
narirutinu a eriocitrinu pomoci CE s ptidavkem sulfobutylether-p-CD (SBE-B-CD) do
zékladniho elektrolytu, ktera byla dale aplikovana na vzorek citrusového dzusu. 2t

S vyuzitim y-CD byly chirdlné rozliseny nékteré flavanony a FGs pomoci MEKC. 2

2.2.2. Chiralni separace flavanont a FGs pomoci HPLC

HPLC je v dnesni dobé nejhojnéji vyuzivanou separaéni technikou pro chiralni
separaci flavonoidil. K dosaZeni chiralniho rozliSeni flavonoidl byla tspéSné€ pouZita cela
fada polymernich chiralnich kolon, které mohou byt dale déleny na 1) polysacharidové,
ii) cyklodextrinové, iii) smisené. 13
2.2.2.1. Chiralni separace flavanoni a FGs pomoci HPLC s vyuZitim chiralnich

kolon na bazi polysacharida

Ke stereoisomerni separaci nékterych flavanonli se vyuzivaji chromatografické
kolony s chiralni stacionarni fazi (CSP) na bazi polysacharidi (derivaty amylozy
a celulozy) a to jak v usporadani na reverznich (RP), tak na normalnich fazich (NP).

K separaci enantiomert naringeninu, eriodictyolu a hesperetinu v normalnim separa¢nim



médu s vysokym rozliSenim byly v praci Caccamese a kol. vyuzity kolony
Chiracel OD-H a Chiralpak AS-H. 2 Baranowska a kol vyvinuli metodu pro chirdlni
separaci 12 enantiomert flavanont v redlnych vzorcich béhem jediné analyzy za pouziti
chiralni kolony Chiralpak AD-3R s vyuzitim gradientové eluce. 2 Magiera a kol. vyvinuli
metodu pro chirdlni separaci naringeninu v ovocném dzusu za pouziti chirdlni kolony
Chiracel OJ-RH v polarné-organickém separacnim modu. Realny vzorek byl pfipraven

po vysoleni a extrakci kapalina-kapalina. 2°

2.2.2.2. Chiralni separace flavanoni a FGs pomoci HPLC s vyuzitim chiralnich
kolon na bazi CD

Chiralni kolony zalozené na nativnich nebo derivatizovanyh cyklodextrinech,
jako  napiiklad  y-CD,  permethylovaného-p,  karboxymethylovaného-p-CD,
acetylovaného-p-CD byly v uspotadani na reverznich fazich pouzity k diastereomernimu
rozliseni FGs, jako je naringin, narirutin, neohesperidin, hesperidin a prunin. 262’ Tang
akol. se zabyvali hodnocenim polarity mobilni faze (MP) pii chiralni separaci
racemickych smési, mimo jiné aglykond hesperetinu a naringeninu, za pouziti perfenyl-
karbamoyl-B-cyklodextrinGi jako stacionarni faze. % Shuang a kol. syntetizovali
stilbenovy diamido-mustkovy bis(B-CD), ktery byl navazdn na stacionarni fazi.
V uspotadéani na reverznich fazich bylo mozné diastereomerni rozliSeni flavanoni, jako
je naringenin a hesperidin. Tato chirdlni stacionarni faze byla dadle porovnana se
stacionarni fazi na bazi nativnich B-CD azkoumané analyty vykazovaly vyssi
diastereoselektivitu a tudiz vyssi rozliseni. 2°

Pro separaci diastereomert FGs (naringin, hesperidin, neohesperidin, narirutin
a eriocitrin) z Cerstvé pripravenych citrusovych dzusi bylo vyuZzito multidimenzionalni
LC. Metoda, kterou vyvinula Aturki akol. vyuzivala dvé chromatografické kolony —
RP C18 a chiralni kolonu, jejiz stacionarni faze obsahovala karboxymethyl-g-CD. Tyto
chromatografické kolony byly piipojeny v sérii. Pomoci ESI-MS pak bylo studovano
relativni zastoupeni jednotlivych isomert FGs Vv citrusovych dzusech po jejich predchozi

separaci. %



2.2.3. Chiralni separace flavanonii a FGs pomoci nano-LC

Ackoli jsou konvencni chromatografické metody spolehlivé, robustni
a reprodukovatelné, diky vysoké cené chiralnich kolon jsou metodami pomérné drahymi.
Nelze obvykle spolehlivé predpovédét, na které chirdlni stacionarni fazi bude dosazeno
pozadované separace. Proto je bézné testovani vétSiho poctu chiralnich kolon, coz
optimalizaci analytického postupu dale prodrazuje.

Proto je vhodnym vychodiskem miniaturizace chromatografické techniky
a pouziti chiralnich selektor jako aditiv mobilni faze. Vysledkem je nano-LC, ktera
skryva mnoho vyhod, jako je jiz zminéna nizka spotfeba mobilni faze a chirdlnich
selektort, vysoka Uc¢innost a selektivita. Nano-LC umoziuje rychlé analyzy a je Setrna
k Zivotnimu prostfedi diky malému mnozstvi produkovanych odpadid ve srovnani
s konvenéni HPLC. 3! 32 Snizovanim poloméru kolony se snizuje mnoZstvi stacionarni
faze potfebné pro naplnéni kolony, tudiZ mohou byt vyuzivany také drahé staciondrni

faze ¢i selektory, jako jsou CD.

2.2.3.1. Nano-LC s chromatografickymi kolonami obsahujicimi CSP (chiralni

kolony)

Diastereomerni separace FGs pomoci nano-LC mohou probihat na chiralnich
chromatografickych kolonach (v pfipadé nano-LC kapilarni kolony). Si-Ahmed a kol.
vyuzili kapilarni kolonu se stacionarni fazi na bazi fenyl-karbamat-propyl-p-CD
aVusporaddni na polarnich organickych fazich, normalnich areverznich féazich
separovali flavanony a FGs. Vétsina analytt byla chiralné rozliSena na reverznich fazich
vV soustavé methanol/voda. Enantiomerni a diastereomerni separace hesperetinu
a hesperidinu byla dosaZena také v uspotradani na normalnich fazich s vyuzitim soustavy
ethanol/hexan/kyselina trifluoroctova (TFA). 3 Chirdlni separace flavanond a FGs byly
provadény také v pozdéjsi praci Si-Ahmeda a kol. s vyuzitim chiralnich kapilarnich kolon
na bazi polysacharidii Sepapak® 1, 2 a 3 a v polarné-organickém, normalnim a reverznim
modu. Chiralni separace 8 flavanonti a FGs byly s vysokym rozliSenim dosazeny pfi
pouziti chiralni kolony Sepapak® 3, s vyuzitim polarné-organického médu (mobilni faze
sestavajici se z methanolu a isopropanolu v poméru 20:80, v/v). Horsi rozliseni, rozsitené
chromatografické piky a delsi Casy analyz byly pozorovany u separace v usporadani

normalniho a reverzniho separaéniho moédu oproti polarné-organickému modu. 3



Silva a kol. pripravili CSP na bazi CD, kdy Staudingerovou reakci modifikovali silikagel,
na jehoz povrch nasledné imobilizovali derivat B-CD (3,5-dimethylfenyl-
karbamoylovaného-B-CD). Tato CSP byla naplnéna do kapilary a vyuzita k chiralni
separaci flavanonti a FGs. Uplné chiralni separace s kratkou dobou analyz bylo dosazeno
u vétsSiny flavanonti a FGs v reverznim separatnim modu S vyuzitim mobilni faze
sestavajici z methanolu a vody s ptidavkem 10 mM acetatového pufru s pH upravenym

na hodnotu 4,5. %

2.2.3.2. Chiralni separace flavanoni a FGs pomoci nano-LC s pridavkem
chiralnich selektori do mobilni faze (CMPA)

Alternativou Kk vyuzivani chiralnich kapilarnich kolon je ptidavek chiralnich
selektord (CS) do mobilni faze. Tato metoda je diky nizkym pratokiim mobilni faze
vysoce kompatibilni s nano-LC. Spotieba chiralnich selektort je tak velice mala a metoda
je cenové¢ dostupna.

Ptidavek opticky aktivni molekuly (chirdlniho selektoru) do mobilni faze
umoznuje chirdlni separaci analytd s vyuzitim achiralnich stacionarnich fazi v reverznim
separacnim modu. Interakce chirdlnich selektort s chirdlnimi analyty usnadiiuje tvorbu
docasnych diastereomert, které vykazuji odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti, a reaguji
odlisnym zpisobem s achiralni stacionarni fazi a organickou mobilni fazi. Takto dochazi
Kk odlisnému mechanismu separace ve srovnani se separaci na chiralnich stacionarnich
fazich. Nevyhodou pfidavku chirdlnich selektori do MP je nizkd kompatibilita
s detekénimi technikami, které jsou zaloZzeny na detekci aerosolli, hlavné ESI-MS.

Ackoli je nano-LC s ptidavkem chiralnich selektord do mobilni faze G¢innou
a levnou separa¢ni metodou, do dneSni doby bylo s vyuzitim této metody publikovano

S pouzitim monolitické kolony a pfidavku HP-B-CD do mobilni faze byl chiralné
rozliSen naproxen a ibuprofen. *¢ Typ stacionarni faze hraje také vyznamnou roli pfi
pouziti chirdlnich selektord jako ptidavku do mobilni faze. Rocco a kol. zkoumali vliv
Nejlepsich vysledki dosahli pti pouziti 3 um RP-18 a mobilni faze sestavajici se
z30 mM koncentrace heptakis-(2,3,6-tri-O-methyl)-B-CD (TM-B-CD) v 30 % (v/v)

acetonitrilu (ACN) pii pH 3. 3" Healy a kol. vyvinuli metodu pro separaci smési R,S-



naproxenu, ktera byla vyuzita pro kontrolu enantiomerni Cistoty komercnich tablet
naproxenu. Pti optimalnich podminkach pro separaci obsahovala mobilni faze 20 % ACN
Vv 50 mM acetatovém pufru pH 3, obsahujici 20 mM koncentraci methyl-B-CD. Pro
upravu pH pufru byla vyuzita HCI. Detekce probihala pomovi UV-detektoru pfi vinové
délce 232 nm. 38

Nano-LC svyuzitim CMPA ma také vyhodu ve vyssi flexibilité¢ kontroly
separacniho procesu. Pfi separaci s pouzitim chiralnich stacionarnich fazi je koncentrace
aktivnich mist konstantni. S vyuzitim CMPA je mozné separacni proces ,,vylepsSit™
Z pohledu selektivity, retence tvaru chromatografickych pika tim, ze budeme upravovat
koncentraci CS ptidavaného do MP a tim zvySovat, ¢i snizovat mnozstvi aktivnich mist.
Mimoto je achiralni kolona s reverzni stacionarni fazi mnohem stabilnéjsi oproti chirdlni
koloné a zkracuje se doba potiebna pro kondicionaci kolony. Ve srovnani s CE pak nano-
LC umoziuje nadavkovat vyssi mnozstvi vzorku pro separaci se zachovanim vysoké
selektivity, citlivosti a s uspokojivymi retenénimi parametry.

Cilem této prace je vyvoj nano-LC metody pro separaci stereoisomert flavanoni
a FGs, ktera kombinuje achiralni RP kolonu a derivatizované B-CD jako chiralni aditiva
do mobilni faze. V této praci je zkouman vliv sloZzeni MP a druh a koncentrace chiralnich
selektori na chiralni separaci enantiomer a diasterecomerti flavanond, resp. FGs.
Vyvinuta nano-LC metoda je dale aplikovana na analyzu nékterych diastereomerti FGs

Vv Cerstve piipravenych a komeréné dostupnych citrusovych dzusech.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Pouzité chemikalie

Acetonitril (ACN) (HPLC — gradient grade), methanol (MeOH) (HPLC — gradient
grade), kyselina octova (96 %) a chlorovodikova (37 %), hydroxid amonny (30 %),
hydroxid sodny (p. a.) byly zakoupeny od Carlo Erba (Milan, Italie). Ultracista, dvakrat
destilovana voda - VWR (International, PBI, Milan, Italie); eriodictyol, naringenin,
hesperetin, eriocitrin — Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA); naringin a hesperidin —
Aldrich (Steinheim, Némecko), narirutin — Extrasynthese (Genay, Francie);
karboxymethyl-p-cyklodextrin  a sulfobutylether-B-cyklodextrin  — Cyclolab  Ltd.
(Budapest’, Mad’arsko).

Zasobni roztoky byly pfipraveny rozpusténim daného analytu v MeOH a jeho
nafedénim na koncentraci 1 mg/ml a uchovavany pii +4 °C. Hesperidin byl rozpustén ve
smési 1 M HCI/MeOH (50:50, v/v). Pracovni standardni roztoky analyt (50 mg/ml) byly
pfipraveny ve smési voda/MeOH (75:25, v/v). Pufry (500 mM), které tvoiily acetat sodny
a amonny byly pfipraveny rozpusténim daného mnozstvi kyseliny octové ve vodé
a upravou pH na pozadovanou hodnotu pomoci hydroxidu sodného, resp. amonného. Pro
analyzu se pouzivaly roztoky standardli denné pfipravované ze zasobnich roztok.

Denné byla rovnéZ ptipravovana cerstva mobilni faze, kterd vznikla smisenim
MeOH/ACN, cyklodextrinti, odpovidajiciho mnozstvi 500 mM acetatového pufru pH 3

a ultracisté vody.

3.2. Instrumentace

Nano-LC experimenty byly provadény na pfistroji, ktery byl sestrojen
Vv laboratofi. Chromatograf se sestaval z konvenéni HPLC gradientové pumpy Spectra
System P2000, vakuového membranového degaséru Spectra System SCM1000, UV/VIS
detektoru Spectra Focus PC1000 (vse od Thermo Separation Products, San Jose, CA,
USA). Pro zavedeni analytti do systému se vyuZzivalo nano injektoru Sepaserve GmbH
(Munster, Némecko). Detekce signalit byla provadéna pii 205 nm a sbér dat byl
kontrolovan v softwaru Clarity™ Chromatography (DataApex, Ceské republika). Splitter

ve tvaru pismene “T”, ktery se vyuzival k dosazeni prutoku v fadech nl/min, byl taktéz
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sestrojen v laboratofi. Tento se skladal z nerezové ,,T* spojky (VICI Valco, Houstom TX,
USA), ktera byla pfipojena k vysokotlaké pumpé a injektoru pomoci dvou nerezovych
kapilar o vnitinim praméru (id) 500 um o délce 50 cm a 5 cm. Tieti vstup do ,, T spojky
byl piipojen k rezervoaru MeOH nachazejicim se ve vysokotlaké pumpé pomoci
kfemenné kapilary o vnitinim praméru 50 pm a délce 50 cm, coz umoznovalo recyklaci
organického rozpoustédla. Kapilarni kolona pak bylo piimo piipojena k modifikovanému
injektoru, ktery byl opatfen 50 pm smyckou.

Nastiik vzorku byl proveden manualné. VVzorek byl davkovan na kolonu po dobu
30 sekund a nasledné byla smycka naplnéna mobilni fazi. Pritokova rychlost byla uréena
pfipojenim 10 pl stiikacky (Hamilton, NV, USA) ke kapilarni kolon¢ pomoci teflonové
trubice a méfenim objemu mobilni faze po dobu 5 min. Pii optimalizovanych

podminkach byla nastavena pratokova rychlost na 600 nl/min.

3.3. Priprava kapilarnich kolon

Kapilarni kolony pro nano-LC byly pfipraveny plnénim suspenze stacionarni faze
do kfemennych kapilar zpiisobem jiz diive popsanym. 3> 39 Pouzivaly se kiemenné
kapilary o vnitinim praméru 100 um, vnéj§im praméru (0d) 375 pm a délce 50 cm, které
byly zakoupeny od Composite Metal Services (Hallow, UK). Konec kapilary byl pfipojen
k ptedkolonce o délce 10 cm a id 4,1 mm, ktera slouzila jako rezervoar suspenze,
obsahujici Castice stacionarni faze Varian C 18 o velikosti 3 um. Druhy konec byl
pripojen k mechanicke frit€¢ Valco (Houston, TX, USA), aby nedochdzelo k vymyvani
stacionarni faze. Ne&kolik miligramt staciondrni faze bylo suspendovano v malém
mnozstvi acetonu a naplnéno do kiemenné kapilary pomoci LC pumpy Perkin Elmer
(Palo Alto, CA, USA) na pozadovanou délku separa¢niho loze (15 nebo 25 cm). Po
naplnéni byla kolona promyta vodou (30 min) a nasledné roztokem NaCl (10 min), aby
doslo k odstranéni organického rozpoustédla a mohla byt vytvofena vstupni a vystupni
frita. Frity byly vytvofeny slinutim ¢astic uvnitt kapilary zhavenym vldknem 0 teploté
700 °C po dobu 8 s. Detekéni okénko bylo vytvoieno odstranénim vrstvy polyimidu
ptiblizné€ 2 cm od vystupni frity.

Na zacatku kazdého dne byla kapilarni kolona nejprve vyplachnuta vodou po dobu

15 min, nésledné¢ promyta mobilni fazi bez cyklodextrini (15 min) a nakonec
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kondiciovana mobilni f4zi s pfidanym chiralnim selektorem po dobu 15 min. Takto byla

kolona pfipravena K analyzam.

3.4. Priprava vzorki

Komer¢né dostupné citrusové dzusy (citronovy, pomerancovy, grepovy) a cerstvé
citrony byly zakoupeny v supermarketech v Rimé&. FGs byly extrahovany z komer&nich
a Cerstv¢ pripravenych citrusovych dzusti pomoci SPE s vyuzitim Sep-Pak C18 kolonek
(Waters, Milford, MA, USA). Byl pouzit diive publikovany postup 2%, jen
S drobnymi Upravami.

SPE kolona byla pted extrakci kondiciovana 2 ml MeOH a 2 ml ultradisté vody.
1 ml vzorku (citrusového dzusu) byl naddvkovan na SPE kolonku, a ta byla nasledné
promyta 2 ml vody. Analyt, ktery se takto zachytil na stacionarni fazi, byl nasledné
eluovan 1 ml MeOH a takto ziskany extrakt byl odpafen do sucha pomoci dusiku.
Odparek byl rozpustén ve 100 pl 25 % vodného roztoku MeOH (v/v) a odstiedén.
Supernatant byl roziedén 25 % vodnym roztokem MeOH (1:8, v/v) a pfipraven k nano-

LC analyze.

4. Vysledky a diskuze

Flavonoidy, jakoZzto analyty podrobené nano-LC separaci, ktera vyuziva achiralni
kapilarni kolonu sreverzni fazi a chirdlni aditiva v mobilni fazi, podléhaji béhem
chromatografického procesu fad¢ interakci ovliviiujici vyslednou separaci. Mezi nimi
jsou vyznamné interakce i) s CD adsorbovanymi na povrchu stacionarni faze, ii) s CD
rozpusténymi v mobilni fazi a iii) s achiralni stacionarni fazi a mobilni fazi. *° Nasledujici
¢ast je vénovana optimalizaci nano-LC separace aglykont a flavanon-7-O-glykosida. Pro
optimalizaci nano-LC separace byl sledovan efekt druhu a koncentrace organického
rozpoustédla v mobilni fazi, sloZzeni pouzit¢ho pufru a jeho pH a koncentrace CD
vV mobilni fazi. Pozornost byla zamétena také na délku kapilarni kolony a pritokovou
rychlost mobilni faze. Pfi optimalizaci byla brana v uvahu i délka analyzy (retence

analytl).
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4.1. Chiralni separace aglykonii flavanont

S ohledem na piedchozi zkuSenosti a data z literatury, byly pro chirdlni separace
flavanonti zvoleny nabité cyklodextriny, a to CM-B-CD a SBE-B-CD. Tyto dva druhy
cyklodextrinti vykazovaly dobrou stereoselektivitu u vybranych flavanont pii
experimentech provadénych v kapilarni elektroforéze. ** 42 Pro pocatedni experimenty se
rovnéz vychazelo z podminek vhodnych pro separaci kyselych protizanétlivych 1é¢iv
pomoci nano-LC diive publikovanych v pracich. 3" 3 Bylo vyuzito obdobné mobilni
faze, kterd obsahovala 50 mM acetatovy pufr pH 3 ve 25 % ACN. Separace probihala
v kapilarni koloné (o délce 25 cm a id 100 um id), ktera byla naplnéna stacionarni fazi
Varian C 18 s ¢asticemi o velikosti 3 um. Pro pocate¢ni experimenty se vyuzivalo CM-
B-CD, a jeho koncentrace byla nastavena na 60 mM. Prvotni experimenty umoznily
¢asteéné rozdéleni enantiomeri eriodictyolu a naringeninu (rozliseni (Rs) 1,1) a rozdéleni
enantiomert hesperetinu na zakladni linii (Rs 1,5).

Uspé&sné separace analytt pomoci CD se obvykle dosahovano pii pouziti nizkého
obsahu organického rozpoustédla v mobilni fazi, které interaguje s kavitou cyklodextrinu
a solvatuje analyt, ¢imz se snizuje afinita analytd k CD. Selektivita separace je pak
vyznamn¢ ovlivnéna zvolenym organickym rozpoustédlem. Bylo prokazéano, Ze pouziti
MeOH namisto ACN vyznamné zvysilo u¢innost separaniho procesu a bylo dosaZeno
lepsSiho chiralniho rozliseni. Tento jev je podpoten skutecnosti, ze ACN je méné polarnim
rozpoustédlem oproti MeOH a vykazuje vyssi afinitu ke kavit¢ CD. MeOH, ktery je
polarnéjSim rozpoustédlem, ma diky své amfiprotni povaze slabsi vytésiovaci ucinek,
ktery upfednostiiuje tvorbu inkluzniho komplexu mezi analytem a kavitou CD. 3% 4
MeOH navic moduluje polarni interakce, jako jsou vodikové vazby a iontové interakce,
které mohou napomdhat k chirdlnimu rozliSeni analyti. ¢ Volba organického
rozpoustédla ovlivnila potiebnou koncentraci CD pro nano-LC experimenty: methanol
umozioval rozpusténi vétStho mnoZstvi CD a jak uvedeno vySe, m& mensi afinitu
hydrofobni kavité CD, coz se projevilo snizenim koncentrace CD potiebné pro separaci
flavanonti na zakladni linii oproti acetonitrilu. Separace flavanonti na zakladni linii
s vyuzitim ACN vyZzadovala 60 mM CD, zatimco pfi pouziti MeOH byla dostate¢na
koncentrace CD 40 mM. Pro nasledné analyzy byl tedy vyuzit MeOH.

Ackoli bylo zjisténo, ze pro vybrané separace je nejvhodnéjSim organickym
rozpoustédlem methanol, i s jeho pouzitim bylo dosaZzeno pomérné nizké ucinnosti

chirdlni separace vlivem dlouhych reten¢nich €asti jednotlivych analyti (napf. hesperetin

14



byl separovan na své enantiomery béhem 80 min). Z toho divodu byla zvolena kratsi
kapilara (100 um id. X 15 cm), ktera umoznila rychlejsi analyzy a vyssi separacni uc¢innost
oproti kapilarni kolon¢ o délce 25 cm a 100 um id. Tim doslo ke snizeni koncentrace CD
potfebné pro UspéSnou separaci na 20 mMM vedouci k dalSimu snizeni nakladt jak
z pohledu spotieby pouzitych cyklodextrind, tak spotifeby mobilni faze.

Rozdily uvedené vySe je mozno detailngji popsat na piikladu separace
enantiomert eriodictyolu. Pfi pouziti 25 cm kolony byly enantiomery eriodictyolu
uspesné rozdéleny (Rs 1,08) pii pouziti 40 mM koncentrace CM-B-CD za 50 min. Pii
snizeni koncentrace CM-B-CD na 20 mM byl eriodictyol rozd€len pouze castecné
(Rs 0,95). Pii pouziti 15 cm kolony pak bylo dosaZzeno rozliseni 1,45 za dobu kratsi nez
30 min jiz pfi pouziti niz8i koncentrace CM-B-CD (20 mM). Obr. ¢. 5 ukazuje separaci
eriodictyolu na zakladni linii, pfi¢emz V analyze A prob¢hla separace do 30 min
s pouzitim 20 mM CM-B-CD pfi separaci na koloné o délce 15 cm, zatimco v ptipadé¢ B
trvala separace eriodictyolu 50 min a vyzadovala 40 mM CM-B-CD na kolon¢ o délce
25 cm. Je patrné, Ze rozdily v G¢innostech dosazenych na rizné dlouhych kolonach jsou
pro enantioseparaci eriodictyolu flavonoida podstatné. Podobné rozdily byly pozorovany

i U ostatnich flavonoidu.
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Obrazek ¢. 5. Separace enantiomerii eriodictyolu za pouziti A) 20 mM CM-4-CD a 15 cm
kapilarni kolony; B) 40 mM CM-B-CD a 25 cm kapilarni kolony. Slozeni mobilni faze:
danda koncentrace CM--CD v 30 % (v/v) MeOH v 50 mM acetatovém pufru pH 3; UV
detekce pri 205 nm; priitokova rychlost 400 nl/min, doba ndstiiku 30 s.
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Dale byl studovan vliv koncentrace MeOH na separaci enantiomert aglykont
flavanonti. Procentudlni obsah MeOH v mobilni fazi byl sledovan v rozmezi 25 — 35 %
(V/v). Obr. ¢. 6 ukazuje, Ze se zvySovanim obsahu MeOH v mobilni fazi se snizovala jak
retence vSech tii zkoumanych analytii, tak jejich schopnost separace na jednotlivé
enantiomery. Snizujici se rozliSeni jednotlivych enantiomerti flavanonii souvisi se
»soupetenim* MeOH s analyty o tvorbu inkluznich komplexti s CD a jednak se solvataci
analyti timto rozpoustédlem. Pii obsahu 30 % MeOH v mobilni fazi bylo dosazeno
nejlepSiho chirdlniho rozliSeni vSech zkoumanych analyt. Pfi snizeni obsahu MeOH
v MF (20 %) sice byly jednotlivé enantiomery Castecné rozdéleny, nicméné dochazi

k rozsifovani pikti (snizovani u¢innosti) a prodluzovani reten¢nich casa.

40 1 2 3
E
w 30 A
>
Q
I
=20
% J\._A_ 5
2
2 10
0
] W o
o —M
0 20 40 60 80

Retencni ¢as (min)

Obrazek ¢. 6. Chirdlni separace aglykonu flavanonii. Kapildarni kolona (100 um id)
naplnéna na délku 15 cm; mobilni faze: 50 mM acetatovy pufr pH 3 S riiznou koncentraci
MeOH: (4) 35 %, (B) 30 %, (C) 25 %, obsahujici 20 mM CM-S-CD; UV detekce pri 205
nm, pritokova rychlost 400 nl/min; doba nastriku 30 s; (1) eriodictyol, (2) naringenin,

(3) hesperetin.

Vyznamna byla také koncentrace pouzitého acetatového pufru a jeho pH, které
ovlivitovaly vyznamné jak chirdlni separaci, tak retenci zkoumanych analytl. Za
konstantniho obsahu MeOH v mobilni fazi (30 %, v/v) byl studovan vliv koncentrace
acetatového pufru mezi hodnotami 10 — 75 mM. Bylo zjisténo, Ze rizna koncentrace pufru

ovlivituje chirdlni rozliSeni jednotlivych flavanonii. Optimalni koncentrace byla 50 mM,
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kdy hodnoty Rs u eriodictyolu, naringeninu a hesperetinu dosahovaly hodnot 1,4; 1,5
a2,4. Nizsi a vyssi koncentrace acetdtového pufru pouze zpusobila zhorseni rozliSeni
a tvar pika.

Namisto acetatového pufru byl pouzit také pufr amonny o stejné koncentraci
(50 mM), coz piineslo snizeni retence jednotlivych flavanonii a soucasné sniZeni
enantiorozliSovacich schopnosti. Ztrata rozliseni jednotlivych enantiomerti nastala
pravdépodobné diky tomu, ze NH4" ionty snizuji schopnost tvorby vodikovych vazeb
ainterakci dipol-dipol, které pti spd$né separaci pisobi mezi analyty aCD. #°

Dalsim parametrem byla hodnota pH pufru, ktera byla zkouméana v oblasti 3-7.
K soucasné chiralni separaci vSech tii flavanonii doslo pii pH 3. ZvySovanim pH na
hodnotu 5 doslo k vyznamnému snizeni retence jednotlivych analytd spolu se snizenim
schopnosti jednotlivé enantiomery rozliSit. Naringenin nebylo mozné pii pH 5 ani pfi
pH 7 viibec na enantiomery rozdélit. Pfi zvySeni pH na hodnotu 7 zastaly hodnoty Rs
u vSech analytt konstantni a nedoslo k dalsi ztraté rozliSovaci schopnosti.

Pii pH 3 se CM-B-CD vyskytuje v protonované formé¢ diky tomu, Ze jeho hodnota
pKa se nachazi v rozmezi 5-7. Flavanony (hodnoty pKa 7-9), které maji ve své struktuie
velké mnozstvi hydroxylovych skupin, maji charakter slabych kyselin a mohou se
vyskytovat v nabité formé pii pH vyssim nez 5. Interakce mezi analyty a CD jsou tedy
silngj8i pii pH 3 a dochazi k chiralnimu rozliSeni téchto flavanont, coz je v souladu
S namétenymi Udaji. Pfi pH vys$8im nez 3 (nano-LC experimenty pii pH 5 a vyse) byla
vyznamné zhorSena schopnost separace enantiomert flavanont diky casteCnému
negativnimu naboji jak na povrchu CD, tak u jednotlivych analyta.

Dalsi optimalizovanym parametrem nano-LC separace flavanont byla
koncentrace CM-B-CD. Koncentrace chiralniho selektoru vyznamné ovliviiuje jak retenci
analytd, tak schopnost jejich chirdlniho rozliSeni. Koncentrace pouzitych CD byla
zkouména v rozmezi 10 — 40 mM. Nejlepsiho rozliSeni jednotlivych enantiomert
eriodictyolu, naringeninu a hesperetinu bylo dosazeno pii pouziti 20 mM CM-B-CD.
Zvysovani koncentrace CD v mobilni fazi na vyssi hodnoty vedlo pouze ke snizovani

schopnosti jednotlivé enantiomery rozdé€lit, viz obr. 7.
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Obrazek 7. Vliv koncentrace CM-f-CD na chiralni separaci (1) naringeninu, (2)
eriodictyolu a (3) hesperetinu. Kapildrni kolona (100 um id X 15 cm), podminky separace:
mobilni faze: 50 mM acetatovy pufr pH 3 v 30 % MeOH (v/v), obsahujici 10 — 40 mM
CM--CD; pritokova rychlost 400 nl/min, doba nastriku 30 s.

VSechny pifedchozi experimenty byly provadény pii pratokové rychlosti
400 nl/min. Za u¢elem urychleni nano-LC experimentt byly sledovany moznosti zvyseni
pritokové rychlosti. Pti pritokové rychlosti 600 nl/min doslo sice k nepatrnému sniZeni
rozliovaci schopnosti, nicméné bylo dosazeno vyznamného zkraceni doby analyzy —
vSechny tfi flavanony byly chiralné rozliSeny za dobu kratsi nez 45 min. Obr. ¢. 8 ukazuje
vliv prutokové rychlosti pii nano-LC experimentech na rozliSeni analytl a dobu této

Separace.
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Obrazek ¢. 8. VIiv pritokové rychlosti na nano-LC separaci aglykonii flavanonii.
Kapilarni kolona 100 um id naplnéna na délku 15 cm; mobilni faze: 50 mM acetdtovy
pufr pH 3 v 30 % MeOH (V/v), obsahujici 20 mM CM-S-CD; UV detekce pri 205 nm,
prutokova rychlost (4) 400 nl/min, (B) 500 nl/min, (C) 600 nl/min; doba nastriku 30 s,
(1) eriodictyol, (2) naringenin, (3) hesperetin.

Separaci za optimalnich podminek pro chirdlni separaci eriodictyolu, naringeninu

a hesperetinu popisuje obr. ¢. 9. Tabulka ¢. 1 shrnuje parametry nano-LC separace.
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Obrazek ¢. 9. Optimalni podminky pro nano-LC separaci aglykonii flavanonii. Podminky
separace: stejné jako na obr. 8; pritokova rychlost 600 nl/min; (1) eriodictyol, (2)

naringenin, (3) hesperetin.

Tabulka ¢&. 1. Vysledky nano-LC separace vybranych flavanonti za optimalnich

podminek.

Analyt t1 K1 to k2 o Rs
Eriodictyol 14,44 4,66 16,14 5,33 1,43 1,49
Naringenin 25,04 8,82 26,33 9,33 1,06 1,29
Hesperetin 36,66 13,38 39,90 14,65 1,09 2,28

Podminky separace viz obr. ¢. 8; t1 (), retenéni ¢as prvniho (druhé¢ho) diastereomeru
analytu; Ki (2), kapacitni faktor prvniho (druhého) diastereomeru analytu; a, separa¢ni

faktor (selektivita).

Utinnost nano-LC metody je vyjadiena jako polet teoretickych pater na metr
chromatografické kolony (n). Pocet teoretickych pater byl stanoven na 76500, 68620

a 54120 N/m pro prvni enantiomer eriodictyolu, naringeninu a hesperetinu.
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4.2. Diastereomerni separace FGs

Metoda, ktera byla vyvinuta pro enantiomerni separaci flavanond, byla pouzita
jako odrazovy mustek optimalizace metody pro diastereomerni separaci FGS. Pro
nasledujici separace byly vybrany: eriocitrin, naringin, narirutin a hesperidin. Mobilni
faze, pti které dochazelo k separaci enantiomerti aglykont, neumoziovala diastereomerni
separaci vybranych FGs, s vyjimkou naringinu, ktery se vSak podaftilo rozdélit pouze
CasteCne.

V literatuie byla jiz popsana CE separace nékterych FGs s vyuzitim SBE-B-CD
jako aditiva zakladniho elektrolytu. 2! Moznosti SBE-B-CD byly proto studovany i v této
nano-LC studii. Slozeni mobilni faze bylo pro dalsi analyzy ponechano stejné jako
v piedchozi studii (50 mM acetatovy pufr pH 3 v 30 % MeOH, v/v) a byla optimalizovana
koncentrace SBE-B-CD v rozmezi 1 — 20 mM.

Pti koncentraci 2,5 mM SBE-B-CD bylo dosazeno separace na zakladni linii
u diastereomert naringinu a hesperidinu (Rs 1,8, resp. 2,2), zatimco rozliSeni eriodictyolu
a narirutinu bylo niz8i nez 1,5. ZvySovanim koncentrace SBE-B-CD obecné dochézelo ke
zvySovani rozliSovaci schopnosti diastereomerti hesperidinu a naringinu, zatimco

u eriocitrinu a narirutinu dochazelo postupné K jejimu snizovani, viz obr. 10.
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Obrazek 10. Optimalizace koncentrace SBE-S-CD pro enantioseparaci jednotlivych
FGs: (1) eriocitrin, (2) narirutin, (3) hesperidin, (4) naringin. Kapilarni kolona
(100 um id, délka 15 cm), podminky separace: mobilni faze: 50 mM acetatovy pufr pH 3
v 30 % MeOH (v/v), obsahujici 1 —20 mM SBE-f-CD; UV detekce p7i 205 nm, prutokova
rychlost 600 nl/min, doba nastriku 30 s.

Pti nizkych koncentracich SBE-B-CD vSak mély jednotlivé analyty dlouhé
retencni Casy, napiiklad separace naringinu na zékladni linii (Rs 1,8) probéhla pfi
koncentraci 2,5 mM CD béhem 50 min. ZvySovani koncentrace SBE-B-CD pak vedlo ke
snizovani retencnich ¢asti FGs. Kompromisem mezi vysokym rozliSenim diastereomerti
jednotlivych FGs a pfimétenou dobou analyzy, bylo pouziti 10 mM koncentrace SBE-f-
CD, kdy vSechny studované FGs byly stereoselektivné rozdéleny b&hem 20 minut.

Chromatogram této separace je znazornén na obr. €. 11.
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Obrazek ¢. 11. Diastereomerni separace studovanych FGS. Mobilni faze obsahovala

10 mM SBE-f-CD, ostatni podminky separace jsou stejné jako u obr. 10.

Porovnanim nano-LC metody vyuzivajici chiralni aditiva mobilni faze, ktera byla
Vv této praci vyvinuta, s metodami, vyuzivajicimi pro separaci chiralni kolony, 3 3% 3%
bylo v piedlozené praci dosazeno vysSich hodnot Rs pii kratSich ¢asech analyz, se
zachovanim vysoké ucinnosti separace. Stereoselektivni separace vybranych FGs pak
trva kratSi dobu, protoze (i) neni potieba pfipravovat chirdlni kapilarni kolony (pro
pfipravu frity na chiralni kolong, obsahujici CD, je potieba vétsiho mnozstvi krokd, na
rozdil od ptipravy frity u kolony naplnéné C18), (ii) doba kondicionace kolony naplnéné
C18, vyuzivajici chirdlni selektor v mobilni fazi je krat§i a (ii1) syntéza chiralni
stacionarni faze je Gasové naroéna.

Pokud je ndm znamo, nebyla dosud vyvinuta HPLC metoda pro diastereomerni
separace FGs béhem jediné analyzy. Jak jiZz bylo zminéno v tvodu, Aturki a kol. vyvinuli
HPLC metodu pro stanoveni n¢kolika FGs v citrusovém dzusu béhem jediné analyzy,
aviak za pouziti dvou riaznych chromatografickych kolon. *° Optimalizace metody
zahrnovala naro¢nou studii, zabyvajici se vybérem mobilni faze, kterd je kompatibilni
S obéma pouzitymi kolonami, coZ mélo za nésledek dlouhé ¢asy analyzy. Srovnanim
vyvinuté nano-LC metody Vv této praci s CE, ktera byla publikovana dfive 2!, vyvinuta
nano-LC metoda umoznuje vyssi selektivitu separace diastereomeri Ctyt vybranych FGs
béhem jediné analyzy diky riznym mechanismim separace (vyse popsanym), zatimco

v CE dochazi ke ko-migraci paru eriocitrin-naringin a narirutin-hesperidin. Mimo vysoké
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selektivity separace umoziuje nano-LC nadavkovani vyssiho mnozstvi vzorki k analyze,

coz vede k vysoké citlivosti separace.

4.3. Validace nano-LC metody

Prace, dostupné ve védecke literature, které jsou zamétené na stanoveni flavonoidi
Vv citrusovych dzusech, prokdzaly pfitomnost majoritntho mnozstvi FGs oproti
aglykonovym forméam, které vznikaji pii biosyntéze. '? Piitomnost FGs v citrusovych
dzusech pak mize byt vyuzivana jako marker pro charakterizaci dzust na poli kvality
abezpecnosti téchto produktl. ¥ Ztoho diivodu byla provedena &aste¢na validace
vyvinuté nano-LC metody.

Byly ovéfeny valida¢ni parametry vyvinuté nano-LC metody pro diastereomerni
separaci FGs, mezi které patii opakovatelnost (kratkodoba a dlouhodoba piesnost),
kolonova reprodukovatelnost, citlivost (mez detekce (LOD) a mez kvantifikace (LOQ)),
linearita a s ni souvisejici korelac¢ni koeficienty.

Opakovatelnost metody (kratkodoba a dlouhodoba ptesnost), vyjadiena jako
RSD % retencnich casi (tr) a plochy pikii (A) obou diastereomerli, byla ovéfena
hodnocenim Sesti méfenimi standardniho roztoku FGs o koncentraci 50 pg/ml béhem
jednoho dne (kratkodoba) a ¢tyfmi méfenimi v riznych dnech (dlouhodoba). Hodnoty
RSD % pro reten¢ni ¢asy (tr) byly niz8i nez 2,7 a 4,5 % u kratkodobé, resp. dlouhodobé
ptesnosti a ptijatelné byly rovnéz hodnoty RSD % ploch pikt (<5,7 %, resp. 7 %), jak je
uvedeno v tabulce ¢. 2.

S pouzitim tfi riznych kapilarnich kolon, které byly naplnény shodnym zptisobem
a shodnou stacionarni fazi, byla hodnocena kolonova opakovatelnost, kdy RSD %
retencnich €asii byla niz8i nez 5,2 % a pro plochu pikli nizZsi nez 8,9 % pfi separaci FGs.
Na jedné kapilarni kolon¢ pak bylo mozné provést vice nez 250 analyz, vcetné
experimentl vyuZzivajicich realnych vzorki.

Citlivost nano-LC metody byla stanovena jako LOD a LOQ), které se udavaji jako
trojnasobek, resp. desetinasobek poméru signal/Sum. Meze detekce a kvantifikace
kazdého diastereomeru byly stanoveny v rozmezi 1,3 — 2,5, resp. 7,5 — 12,5 pg/ml.
Linearita metody byla hodnocena vrozmezi LOQ a 50 pg/ml, stanovenim Sesti
koncentracnich hladin pro kazdy analyt, a kazdé¢ meéfeni bylo provedeno dvakrat.

Kalibracni kfivky byly stanoveny vynesenim relativnich ploch pikti jako funkci
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koncentrace analytu. Zjisténé korelaéni koeficienty R? se pohybovaly v rozmezi 0,9918
— 0,9967 a poukazuji na akceptovatelnou linearitu nano-LC metody. Tyto valida¢ni

parametry jsou uvedeny Vv tabulce ¢. 2.
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Tabulka ¢. 2. Valida¢ni parametry nano-LC metody.

Analyt Kratkodoba opakovatelnost Dlouhodoba opakovatelnost LOD LOQ Rovnice linearni reerese Koreladni koeficienty R
(n = 6) RSD% (n = 12) RSD% (ng/mL)*  (ug/mL)* g y
try t (A) (A tr tra (A1) (A2) Diastereomer (1) Diastereomer (2) R% R%
Eriocitrin 1,31 155 3,48 3,03 2,51 2,96 7,46 7,45 1,3 7,5 y=4,503x-17,531 y=4,547x-18,619 0,9913 0,9904
Narirutin 1,93 2,08 4,43 3,90 3,95 453 7,6 7,11 25 7,5 y=4,3305x-16,209  y=4,5741x-26,159 0,9948 0,9967
Hesperidin 1,55 1,80 5,26 5,70 3,91 4,32 7,87 7,70 25 12,5 y=4,0545x-25,325 y=2,4711x-6,8307 0,9945 0,9908
Naringin 2,66 2,69 498 561 3,34 3,22 7,29 7,64 2,5 12,5 y=3,9037x-23,459  y= 3,9902x-15,905 0,9959 0,9939

* shodné hodnoty pro oba diastereomery analytt
t1 @), retenéni ¢as prvniho (druhého) diastereomeru analytu; A1 (), plochy pikt prvniho (druhého) diastereomeru analytu

26



4.4. Stanoveni obsahu FGs Vv citrusovych dZusech

Vyvinuta nano-LC metoda byla aplikovana na stanoveni obsahu FGs v citrusovych
dzusech. Identifikace jednotlivych FGs byla provedena porovnanim reten¢nich ¢ast pik,
vyskytujicich se v chromatogramu jednotlivych citrusovych dzust s dostupnymi
referen¢nimi standardy FGs a standardniho piidavku roztokd jednotlivych FGs do
extraktli. Stanovovany byly pouze majoritni FGs v citrusovych dzusech, viz tabulka ¢. 3.

Ptiprava extraktii pro analyzu byla nejprve provedena pouhym nafedénim dzust
25 % roztokem MeOH ve vodé, odstiedénim po dobu 5 min a takto pfipraveny vzorek
byl nastiikovan do nano-LC systému. Uskalim této piipravy vzorku byl vyskyt
neznamych piku, které interferovaly s piky zkoumanych FGs, coz neumoziovalo jejich
dokonalou identifikaci. Proto byly citrusové dzusy zbaveny interferujicich latek na
sloupci sorbentu SPE kolonky zptisobem popsanym Vv sekci 3.4.

Vytéznost SPE extrakce byla vypocitana ze standardnich pfidavkd FGs na dvou
koncentra¢nich hladinach do komeréné dostupného citronového dzusu v rozmezi
kalibra¢ni piimky (12,5 a 50 ug/ml). Experimenty byly provadény vzdy dvakrat na obou
koncentra¢nich hladinach. Data tykajici se vytéZnosti jednotlivych diastereomerid FGs
v citrusovych dzusech, a odpovidajici hodnoty RSD %, jsou uvedena v tabulce ¢. 3, stejné
jako stanovené mnozstvi jednotlivych stereoisomerti FGs v téchto dzusech.

Z tabulky ¢. 3 je patrné, Ze jak komercni, tak Cerstvé pfipraveny citronovy dzus
obsahoval pfevazné eriocitrin a hesperidin. Diastereomery eriocitrinu se v citronovém
dzuse vyskytuji v poméru 1:1, zatimco V ptipadé diastereomerd hesperidinu pievazuje
stereomer S (-) hesperidin, coZ je ve shodé se starsi relevantni literaturou. ¢ Je na misté
upozornit na skuteCnost, ze elucni poradi diastereomeri hesperidinu v této praci se
shoduje pofadim, které bylo pozorovano v elektroforegramu pifi pouziti stejného
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chiralniho selektoru, ** zatimco v HPLC je pfi pouziti imobilizovaného chiralniho

selektoru na staciondrni fizi eluéni potadi diastereomeri hesperidinu opaéné.
Koncentrace eriocitrinu byla ve dvou vzorcich citronového dzusu piiblizn€ stejna,
zatimco koncentrace a pomér diastereomerl hesperidinu byly ve vzorcich komercné
dostupného a cerstvé pfipraveného citronového dzusu odlisné. Stanovend mnozstvi
eriocitrinu  a hesperidinu ve vzorcich citronového dzusu jsou nicméné v souladu
s daty nalezenymi V literatute. 4’

Komer¢né dostupny grapefruitovy dzus je charakteristicky pfitomnosti narirutinu

a naringinu, coZ jsou nejvice zastoupené¢ FGs v grapefruitu zodpovédné mimo jiné za
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charakteristicky hotkou chut' tohoto ovoce. Odridy bilého, rizového a cEerveného
grapefruitu maji odlisny obsah vyse zminénych FGs a jejich kvantifikace mize vést ke
stanoveni odridy grapefruitu. Literatura popisuje vysokou koncentraci narirutinu
anaringinu v grapefruitech *® a tato prace se o tyto skutenosti opird (stanovené
koncentrace byly 46,15 mg/100 ml pro naringin a 18,23 mg/100 ml pro narirutin).

Analyza pomeran¢ového dzusu odhalila majoritni zastoupeni hesperidinu
(54,47 mg/100 ml) a narirutinu (17,45 mg/100 ml). Profil FGs stanoveny v extraktu
pomerancového dzusu je voditkem pro wureni odridy pomerance. Protoze
V analyzovaném vzorku nebyl pfitomen naringin (ktery je pfitomen v kyselych
pomerancich), profil FGs potvrzuje, Zze byl analyzovan dzus piipraveny ze sladkych
pomeranct (Citrus sinensis). “ Obr. ¢. 12 znazoriiuje chromatogramy ziskané nano-LC
analyzou extraktl citrénového, grapefruitového a pomerancového dzusu po ptedchozi

SPE purifikaci.
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Obrazek €. 12. Nano-LC chromatogramy extraktii citrusovych dzusii po predchozi SPE
purifikaci. (A) komercné dostupny Citronovy dzus, (B) dzus ze sladkého pomerance, (C)
grapefruitovy dzus. Mobilni faze obsahovala 50 mM acetatovy pufr pH 3 v30 %
MeOH (v/v), obsahujici 10 mM SBE-f-CD; UV detekce pri 205 nm, pritokova rychlost
600 nl/min, doba nastiiku 30 S.
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Tabulka €. 3. VytéZnost a koncentrace vybranych flavanon-7-O-glykosidi v riznych citrusovych dzusech.

Vytéznost (%) (n=2)

Koncentrace flavanon-7-O-glykosidi v citrusovych dzusech (mg/100 ml)?

Citréonovy dzus Citronovy dz Grapefruitovy dzus ~ Pomerancovy dzus
Analyt 12,5 ug/ml (RSD%) 50 pg/ml (RSD%) (komer¢né& (Eers tv% Ofviyrav‘;,) (komer¢n& (komer¢n&
dostupny) prip Y dostupny) dostupny)
Eriocitrin (1) 95,22 (3,84) 99,88 (2,54) 11,75+ 1,80 12,37 £ 0,94 nd nd
Eriocitrin (2) 96,86 (3,21) 98,21 (2,92) 11,34 £2,50 12,81 +1,33 nd nd
Narirutin (1) 95,78 (4,11) 98,17 (3,11) nd nd 10,42 + 2,49 7,95 + 1,48
Narirutin (2) 94,33 (3,55) 98,81 (2,67) nd nd 7,81 1,91 9,50 £ 2,34
Hesperidin (1) 87,47 (3,91) 94,73 (3,15) 15,24 + 2,15 24,92 +2,28 nd 18,60 + 1,95
Hesperidin (2) 85,83 (4,78) 93,87 (2,94) nq 15,26 + 2,73 nd 35,87 + 3,67
Naringin (1) 92,78 (4,15) 99,68 (4,23) nd nd 26,11+ 3,15 nd
Naringin (2) 89,82 (5,61) 97,25 (5,19) nd nd 20,04 +£2,92 nd

1 (2), prvni (druhy) eluujici diastereomer analytu

nd, nedetekovano

ng, nekvantifikovatelné mnozstvi

8 Hodnoty vyjadieny v mg/100 ml dZzusu (n = 2, hodnota = X + RSD %)
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5. Seznam pouzitych zkratek

ACN

CD

CE
CE-B-CD
CMPA
CM-B-CD
CS

CSP

FGs
HPLC
HP-B-CD

HP-y-CD

LOD
LOQ
MEKC
MeOH
MP
Nano-LC
NP

od

RP

Rs

acetonitril

cyklodextrin

kapilarni elektroforéza
karboxyethyl-B-cyklodextrin

ptidavek chiralniho selektoru do mobilni faze
karboxymethyl-p-cyklodextrin

chiralni selektor

chiralni stacionarni faze
flavanon-7-O-glykosidy

vysokouéinna kapalinova chromatografie
hydroxypropyl-B-cyklodextrin
hydroxypropyl-y-cyklodextrin

Vnitini pramér

mez detekce

mez stanovitelnosti (kvantifikace)
micelarni elektrokinetickd chromatografie
metanol

mobilni faze

nanokapalinova chromatografie

normalni faze

vnéjsi pramer

reverzni faze

rozliSeni
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RSD relativni smérodatna odchylka
SBE-B-CD sulfobutylether-B-cyklodextrin

TFA kyselina trifluoroctova

31



6. Zaver

Byla vyvinuta nano-LC metoda umoznujici stereoselektivni separace aglykont
flavanona (eriodictyolu, naringeninu a hesperetinu), kterda vyuzivala achirdlni RP
kapilarni kolonu a chiralni selektory, které byly ptiddvany do mobilni faze. Pro separaci
aglykonu flavanonii se jako chirdlni selektor osvédcil karboxymethyl-B-cyklodextrin.
Enantioseparace trojice aglykonti byla za optimalnich podminek dosazena za dobu kratsi
nez 45 minut. Vyvinuta metoda byla pouzita jako odrazovy mustek pro optimalizaci
nano-LC metody pro diastereomerni separaci FGs. Neju¢innéjsim chiralnim selektorem
pro separaci téchto analyti byl sulfobutylether-B-cyklodextrin. Diastereomerni separace
¢tyt FGs (eriocitrinu, naringinu, narirutinu a hesperidinu) béhem jediné analyzy trvala
20 minut. Tato metoda byla dale validovana, a to z pohledu opakovatelnosti, limitu
detekce, limitu stanovitelnosti a linearity s uspokojivymi vysledky. Dalsi ¢ast prace byla
vénovana identifikaci a stanoveni majoritnich FGs v citrusovych dzusech. Vysledky této
prace byly v souladu s daty publikovanymi V relevantni literatufe.

Vyvinuta nano-LC metoda je velmi citlivou a selektivni technikou a umoziuje
pracovat s velmi nizkym mnozstvim mobilni faze, a tedy S malym mnoZstvim
cyklodextrinu jako selektoru potiebnym pro chiralni separace. Vydaje spojené s naklady
na chirdlni separace analyti pomoci nano-LC jsou niz§i V porovnani s konvenénimi
chromatografickymi technikami. VyuZiti pfidavku chiralnich selektorti do mobilni faze
zvySuje flexibilitu separace a umoziiuje rychlej$i zmény podminek v porovnani s nano-
LC metodami vyuzivajicimi kapilarni kolony s chiralnimi stacionarnimi fazemi.

Data ztéto studie a vyvinuta analytickd metoda by mohly najit uplatnéni
V potravinaiském primyslu k podrobnéjsSimu hodnoceni népojit a pokrmt a sledovani

chiralnich latek v téchto vyrobcich obsazenych.
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