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Souhrn
Pfedklddand prace je zaméfena na analyzu anthokyaninl HILIC chromatografii.

Teoretickd Cast se vénuje barvé vina a jeji kontrole. Zaméfruje se na anthokyaniny jako
nejrozsirenéjsi prirodni barviva a stru¢né shrnuje moznosti jejich analyzy. Vétsi pozornost je
vénovana kapalinové chromatografii, u které je shrnut princip a trendy vyvoje

chromatografického zafizeni.

Experimentalni ¢ast prace je vénovana vyvoji metody pro analyzu anthokyanin( na
monolitickych kolondach v systému HILIC vhodné pro spojeni s hmotnostné spektrometrickou
detekci. Optimalizovana metoda je pouZita pro analyzu anthokyaninl v extraktu z ¢erveného
zeli. Vysledky jsou porovnany s vysledky analyzy stejnou metodou na ¢asticové HILIC koloné

a s vysledky analyzy generickou metodou v systému reversnich fazi.

Ziskané vysledky ukazuji, Ze HILIC chromatografie je aplikovatelna zejména v pfipadé,
ze ukolem je misto detailni analyzy anthokyanini napfiklad velmi rychlé sledovani stupné
jejich glykosylace. Spojeni s hmotnostni spektrometrii pak muiZe vradé pripadd nizsi
chomatografické rozlisSeni vyrovnat. Vyssi obsah acetonitrilu v mobilni fazi pro HILIC oproti
mobilni fazi pro reverzni fazi je vyhodny pro zlepseni ionizace elektrosprejem a tim snizeni
limitu detekce pro HILIC systém. Polarni interakce v HILIC systému nabizi nadto zajimavou

selektivitu pro separaci polyglykosylovanych barviv.



Summary
This diploma work is focused on analysis of anthocyanins by HILIC chomatography.

Theoretical part is devoted to colour of wine and its control. It is focused on anthocyanins as
the most common natural pigments and it briefly summarizes methods for their analysis.
Special focus is given to liquid chromatography summarizing the principles and trends of

chromatographic equipments.

The experimental part of the work is devoted to development of methods for the
analysis of anthocyanins on monolithic columns in HILIC mode suitable for combination with
mass spectrometric detection. Optimized method is used to analyze the extract of red
cabbage. Results are compared with the results obtained by HILIC chromatography using a
column with stationary phase created by particles and with the results obtained by generic

reversed phase method.

Obtained results show that HILIC chromatography is especially useful in case that a
fast monitoring of glycosylation degree is requested instead of a detailed analysis of
particular anthocyanins. Combination of HILIC method with mass spectrometry can in some
cases balance a lower chromatographic resolution. Higher content of acetonitrile in HILIC
mobile phase compared to mobile phase commonly used for reversed phase mode is
advantageous due to improvement of electrospray ionization and consequently decrease of
detection limit in HILIC system. Moreover, polar interactions in HILIC system offer an

interesting selectivity for separation of polyglycosylated dyes.
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1. Uvod a cil prace
Barva potravin patfi k zakladnim parametrim pouzivanym pro hodnoceni kvality

produktu a hraje dlleZitou roli pfi jejich vybéru zakaznikem. V soucasnosti je vétSina
potravin néjakym zplsobem zpracovavana a teprve nasledné nabizena zakaznikovi. Pfi
procesech zpracovani vSak mlze dochazet ke ztraté plvodni pfirozené barvy a vyrobky jsou
proto dobarvovany. V potravinarském pramyslu jsou dostupna rlizna syntetickd a ptirodni
barviva, kterd jsou spolu s dalSimi latkami (napf.: sladidly, plnidly,..) obecné nazyvana
potravinova aditiva a jejich pouzivani upravuje pravni legislativa. Pomérné pfisna pravidla na

obsah barviv jsou stanovena napfiklad pro vino a ovocné $tavy."?

Kontrola kvality produktl a dodrZovani pravnich predpist je v pravomoci statnich
organll, u nichZ (ale i jinde v potravinarstvi) je kliCova spravna, presna, citliva a rychla
analyza, coz je vzhledem ke komplexnosti vzork(l velkou analytickou vyzvou. Nicméné
neustaly vyvoj analytickych metod v soucasnosti nabizi nové mozZnosti, které lze pfi

analyzach pouzit (od réiznych extrakci az po samotnou identifikaci latek).

Tato prace si klade za cil ve své teoretické ¢asti stru¢né shrnout zakladni poznatky o
kvalité vina se zamérenim na jeho barvu a dobarvovani (véetné kontroly nedovolené Upravy
potravin barvivy). Vénuje se anthokyaninlm a moZnostem jejich analyzy. Podrobnéji se
potom zaméfuje na chromatografii, jako techniku nejéastéji pouzivanou pfi analyze
anthokyanint. Struéné shrnuje jeji zaklady a trendy ve vyvoji chromatografického zafizeni (se

zamérenim na chromatografické kolony).

V experimentalni ¢asti je vénovana pozornost vyvoji metod pro kontrolu
anthokyaninovych barviv na monolitické i ¢asticové koloné v systému HILIC s cilem najit
jednoduchou a rychlou alternativni metodu vhodnou pro spojeni shmotnostné

spektrometrickou detekci.



2. Teoreticka cast

2.1. Vino - kontrola kvality a pfibarvovani

Vinna réva a produkty z ni ziskané jsou lidstvu znamy jiz miliony let. Udava se, Ze
¢lovéka provazi po celou dobu jeho existence. Prvni doklady o vyrobé vina se datuji do doby
10 000 let pred nasim letopoétem, ale jiz ¢lovék ,sbérad” sbiral hrozny a pil jejich stavu
v Cerstvé i zkvasené podobé. Prvni rozSifeni vinic na nasem Uzemi je spojeno jiz
s Velkomoravskou [isi a se jmény knizete Bofivoje a svatého Vaclava. Rozkvét vinarstvi u nas

je vSak nejvice spojovan s vladou Karla Iv.2

V dnesni dobé se mlze jako vino oznacovat podle predpisli Evropské unie vyrobek,
ktery byl ziskdn vyhradné uUplnym nebo ¢asteénym alkoholovym kvasenim cerstvych,
rozdrcenych nebo nerozdrcenych vinnych hroznli nebo hroznového mostu. Dalsi legislativa
potom upravuje pozadavky na senzorické vlastnosti, podle kterych se hodnoti jednotliva
vina —vzhled, barva, viné a chut. Tato kapitola se podrobnéji zaméfuje na barvu vina,

moznosti jejiho ovlivnéni a moznosti kontroly.4’ >

Hlavnimi faktory ovliviiujicimi barvu vina jsou: odrida hroznd, jejich vyzralost, zplsob
zpracovani, Skoleni vina a jeho zrani. Vyhlaska rika, ze ,barva by méla byt u ¢ervenych a
bilych vin odpovidajici odriidé, rocniku a deklarované technologii“. Co se cerveného vina
tyCe, nejvice barviv obsahuji odrldy zvané barvirky, které obsahuji barvivo nejen ve slupkach
ale i vduzZiné. Nékteré odrldy se pouZivaji v povoleném mnoistvi k vylepSeni barvy jinych
vin. Ke ztraté barvy dochazi v dusledku prezravani hrozn(, ale také plsobenim plisni a hnilob
vyskytujicich se na hroznech. Zpracovani hroznl a Skoleni vina vyZzaduje urcité zkusenosti
sklepmistra, a to predevsim pfi maceraci (luhovani), nebot jeji doba ovlivriuje barvu a chut
vina. Procesy nasledujici po maceraci jako je sifeni, Cifeni a filtrace, vétSinou vedou
k ¢asteCnému odbarveni vina. Poslednim uvedenym faktorem ovliviujicim barvu je zrani
vina. Pfi tomto procesu se barva vina vyviji v zavislosti na riznych podminkach, jako je

pFistup kysliku, teplota skladovacich prostor a typ nadoby, ve které je vino uchovéavano.”® 8

Ve vinarské praxi se u barvy hodnoti jeji jas a sytost. Pro presnéjsi popsani barevnosti

se pouziva spektrofotometrie, kterou se stanovuje obsah anthokyanin( a dal$i parametry.



Sofistikovanéjsi analytické postupy vyZaduje méreni jednotlivych anthokyanin( a kontrola

ptipadného pfidavku syntetickych barviv.®

Ackoliv zakon o vinohradnictvi a vinafstvi, vztahujici se k nafizenim Evropské unie
stanovuje, Ze ,do produktu je zakdzdno pfiddvat jakékoliv Idtky, pokud nestanovi pfedpisy
EU, tento zdkon nebo provddéci prdvni pfedpis jinak”, objevuji se stale ptipady, kdy je vino
nepovolené upravovano. Vyssi vyskyt vin, u kterych byla prokazana pfitomnost cizorodych
latek, byl zaznamenan v roce 2007. Bulharsko, které mélo legislativné povoleno pfidavani
syntetickych barviv do vina, v tomto roce pristoupilo do Evropské unie a tato vina se dostala
ve vétsi mife i na nas trh. Jinym pfipadem, ktery byl zverejnén ¢eskymi médii v lednu 2011, je
vino Hrabénka. U tohoto vina plvodem z Madarska byl prokazan pridavek syntetickych
barviv a to konkrétné azorubinu, patentni modfi V a tartrazinu. Tyto pfipady jsou dokladem

toho, Ze cilend kontrola barviv ve viné je pro ochranu spottebitele trvale potiebna.” *% ™

Moznosti kontroly dobarvovani vina jsou r(izné. Jednoduchou a rychlou metodou pro
stanoveni syntetickych barviv ve viné je TLC. Touto metodou lze identifikovat synteticka
barviva rozpustnd ve vodé v potravinach s malym obsahem tukd. Barviva se z vodného
roztoku izoluji v kyselém prostredi sorpci na odtuc¢néné vinéné vldkno, odkud se po promyti
desorbuji roztokem amoniaku a déli se chromatografii na tenké vrstvé. Podle zabarveni
skvrny na vysuseném chromatogramu a hodnoty R; porovnané se standardy se provede

jejich identifikace.'!

Pro hodnoceni dobarvovani vina prirodnimi barvivy (predevsim anthokyaniny) se
pouziva tzv. fingerpriting chromatography. Tato technika vyuziva toho, Ze kazidé ovoce
obsahujici anthokyaniny ma pro svij botanicky druh typické sloZeni téchto latek. Bylo
zjisténo, Zze hlavnimi anthokyaniny vyskytujicimi se ve vinné révé jsou pfevazné 3-monogly-
kosidy malvidinu, cyanidinu, peonidinu, petunidinu a delfinidinu, pficemz previada
malvidin-3-B-D-glukosid (u neevropskych vin je vyznamnym anthokynainem také
malvidin-3,5-B-D-diglukopyranosid). HPLC analyza poskytla anthokyaninové profily vSsech u
nds pro vyrobu vina povolenych modrych odrlid vinné révy. Tyto profily slouzi pro

identifikaci plvodu anthokyaninl ve viné. Po filtraci je vzorek podroben HPLC analyze



s detekci UV pfi 520 nm. Zaznam (anthokyaninovy otisk) se porovnava s knihovnou a hleda

se shoda prabéhu kfivky. ' 1%

2.2. Anthokyaniny

Anthokyaniny (nebo také anthokyany) z feckého anthos (kvétina) a kyan (modry)
patfi do skupiny latek nazyvanych flavonoidy. Flavonoidy tvofi rozsahlou skupinu pfirodnich
latek, které jsou vyznamné pro svou barvu, chut nebo biologickou aktivitu a mimo

anthokyaniny do této skupiny patfi také napf. katechiny, flavanony, flavony &i flavonoly.'* 13

Anthokyaniny tvofi nejrozsitenéjsi a velice pocetnou skupinu rostlinnych barviv. Jsou
zodpovédné za barvy od oranZové po modrou, ale vyslednd barva pfirodnich materidlt nebo
potravin Casto zavisi také na pritomnosti jinych rostlinnych pigmentl (jako jsou karotenoidy
nebo chlorofyly). Byvaji nashromazdéné ve vakuoldch riznych rostlinnych pletiv. Nejcastéji
se nachazeji v epidermalnich burikach, ale je popisovan i vyskyt v mezofylu. V rostlinach pini
podobné jako ostatni flavonoidy funkci antioxidantl, chrani proti zareni, zajistuji obranny
mechanismus a mohou hrat také duleZitou roli v rozmnoZovani rostlin (barvenim rlznych

&asti rostlin lakaji opylovace nebo Zivotichy, ktefi nasledné roznaeji jejich semena).™ *°

Struktura anthokyanin(, respektive jejich necukernych slozek (aglykond,

anthokyanidin() vychazi z obecné struktury flavonoid(, jak je uvedena na obrazku 1.

+
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Obr. 1: Obecnd struktura flavonoidi (vlevo) a obecnd struktura anthokyanidind (vpravo)



Literatura uvadi, Ze je znamo 21 anthokyanidini (pocet kroku 2003), pficemi

nejcasté&ji se vyskytuje Sest latek a jejich struktury jsou uvedeny na obrazku 2.%**°
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Obr. 2: Struktury nejbéznéjsich anthokyanidini
Volné aglykony (anthokyanidiny) se v pfirodé nachdazi pouze vzacné, nebot jejich
stabilita je pomérné nizkd a zdvisld& na poctu hydroxy (methoxy) skupin

ve strukture — srostoucim poctem methoxy skupin roste stabilita, s rostoucim poctem



hydroxy skupin naopak stabilita klesa. Jak jiz bylo uvedeno, nejbéinéji se vyskytuji
glykosylované slouceniny (anthokyaniny), protoZze molekuly sacharidd strukturu
anthokyanidinu stabilizuji. Nejcastéji je sacharid navazany pres hydroxy skupinu v poloze 3 a
pokud jsou obsazeny jesté dalsi molekuly sacharidli, byvaji tyto vazany pres hydroxy skupinu
v poloze 5 nebo 7, méné casto se vyskytuji vazby v poloze 3’a 5°. Uvadi se, Ze v pfirodé se
vyskytuji pouze anthokyaniny, u kterych nejsou soucasné glykosylovany vice nez tfi hydroxy
skupiny. Na molekulu anthokyanidinu byvaji vazany rizné typy sacharidd. Z monosacharid(
jsou bézné glukosa, rhamnosa, xylosa, galaktosa, arabinosa a fruktosa, z disacharid( potom
napr.. rutinosa nebo sophorosa. Cukry mohou byt dale acylovany alifatickymi nebo
aromatickymi kyselinami, coz také molekulu anthokyaninu stabilizuje (tzv. intramolekularni
kopigmentace). Ve strukturach se vyskytuji napf. kyselina p-kumarova, sinapova, ferulova a

7 . 13,15, 16
kavova.™

Ve vodnych roztocich se anthokyaniny vyskytuji ve ¢tyfech rlznych formdch, pficemz
to, ktera forma bude prevaZovat, zavisi na pH prostiedi. Pfi pH od jedné do tfi je prevazujici
formou flavyliovy kation, ktery se zvysujici se hodnotou pH prechazi pres neutralni chinoidni
bazi na anion se strukturou chinonu (anion chinoidni baze, 7 < pH). Pfi pH 4 — 5 flavyliovy
kation mlZe prechazet na tzv. karbinolovou pseudobazi. V mirné kyselém nebo neutralnim
prostiedi mize dojit k otevieni heterocyklického kruhu a ke vzniku chalkonu (transformace
je vSak pomala — v literature se uvadi, Ze pfi laboratorni teploté mulzZe trvat i nékolik

hodin).>

Pfirodni zdroje anthokyaninG jsou rozmanité. Rostliny bohaté na anthokyaniny jsou
naptiklad z ¢eledi révovité (réva vinna), rizovité (jablka, jahody, ...), lilkovité (lilek, brambory)
nebo brukvovité (Cervené zeli). Mnoistvi anthokyaninU a jejich profil jsou zavislé na druhu
rostliny, ze které pochdzeji. Nékteré druhy obsahuji anthokyaniny odvozené pouze od
jednoho anthokyanidinu, jiné od vice rlznych. U nékterych je pocet nékolik malo
anthokyanin( (jahody, ostruziny), dalsi obsahuji i vice nez deset. Pfikladem m{iZe byt ¢ervené
zeli, ve kterém bylo identifikovano 24 rlznych anthokyaninl (vSechny odvozené od

cyanidinu).’> ¢



Anthokyaniny jsou pro svou atraktivni barvu vyuzZivany v potravinarském pramyslu
jako potravinarska barviva (s prihlédnutim k faktu, Ze se zménou struktury anthokyaninu
vlivem pH, teploty a dalSich parametrd se méni i jejich barva). Extrakty anthokyanin(
uzivanych v potravinarstvi nesou oznaceni E163 a ziskavaji se predevsim z vinnych hrozn,
cerného rybizu, borlvek, ibisku (Hibiscus sabdariffa) a ze zeleniny potom z ¢erveného zeli,
cerné mrkve nebo sladkych brambor. Anthokyaninova barviva jsou vSeobecné povolenad a
vétSina zemi nema ani limit pro jejich pouZiti. Zdjem o tyto barviva vzrostl v souvislosti
s obecnym rlstem zajmu o pfirodni latky a o nezavadnost a bezpecnost kupovanych potravin
(ndhrada syntetickych barviv pfirodnimi). Kromé anthokyaninl se jako pfirodni barviva
v potravinarstvi dale pouzivaji napf.: kurkumin, lutein, betanin nebo karamelizovany

cukr.17’ 13,18

Lidé se o anthokyaniny zajimaji i pro jejich dobré ucinky na zdravi. Anthokyaniny jsou
soucasti lidské stravy jiZ mnoho tisicileti. Tyto slouceniny patfily do tradi¢ni pfirodni mediciny
severoamerickych indidnG, ale i Evropand a Ciflan(. Jejich Gcinky jsou predevsim
antioxida&ni. Jak je uvedeno v literatuie®, smési a extrakty bohaté na anthokyaniny se
vyuzivaly k 1é¢bé tak rozdilnych nemoci, jako je vysoky krevni tlak, horecka, poruchy jater i
problémy vylucovaci soustavy, jako jsou ledvinové kameny nebo infekce mocovych cest.
Ddle autorky uvadéji, Ze in vitro studie na smésich purifikovanych anthokyanind potvrzuji
jejich ucinky, jako ochrana proti poskozeni jater, vyznamné snizeni krevniho tlaku, zlepseni

zraku, inhibice mutaci zpisobenych mutageny z potravy a jiné.zo’ 19

Literatura popisuje rdzné metody pro analyzu anthokyanin. K jejich extrakci
z rostlinného materidlu se nejcastéji pouziva methanol nebo ethanol s pridavkem kyseliny
chlorovodikové. Jinou moZnosti je pouZit extrakci acetonem a nasledné reextrakci
lipofilnéjsich slozek (lipid(, karotenoid(, ev. chlorofyl( aj.) do chloroformu. Timto postupem

dochézi k daldimu pretiéténi acetonového extraktu anthokyaning.™ *>

Pro separaci anthokyaninl se vzhledem kjejich vzajemné podobnosti ve
fyzikalné — chemickych vlastnostech nejvice pouzivaji metody chromatografické, ale
uplatiuji se i metody elektromigracni (napf.: kapilarni elektroforéza). Literatura popisuje

pouziti papirové, tenkovrstvé i klasické kolonové chromatografie, avSak v soucasnosti je



primarni volbou metoda HPLC. Pfehledny seznam HPLC metod pro analyzu anthokyanin(
v rlznych rostlinnych materidlech podavaji ve své praci Valls a jeho spolupracovnici. Z tohoto
pfehledu je zfejmé, Ze pfi separaci anthokyanind prevldda vyuZiti vysokoucinné kapalinové
chromatografie v systému reversnich fazi. Konkrétné, bézné vyuzivané metody v rutinnich
analyzach jsou zaloZzeny na pouziti C18 kolon a mobilnich fazi, které jsou tvoreny smési

acetonitrilu, vody a kyseliny mraven¢i.** °

Vzhledem k tomu, Ze anthokyaniny maji schopnost absorbovat zafeni ve viditelné
Casti spektra, uplatnuji se kjejich detekci (popfipadé charakterizaci) spektrofotometrické
metody. Velmi Casto je jako detektor pfi chromatografickych analyzach pouzivan tzv. DAD
detektor (diode array detektor — detektor diodového pole). Nejobvyklejsi vinova délka pro
detekci je 520 nm. V dnesni dobé je ddle pomérné bézné vyuZiti hmotnostni spektrometrie,
coz dokazuje také jiz zminéna prace Vallse a jeho kolegll, jehoz seznam metod uvadi

prevainé metody se systémem HPLC — DAD — MS.** 12



2.3. Chromatografie

Chromatografie je separacni technika, ktera vyuziva déleni slozek mezi dvéma fazemi
(nepohyblivou — stacionarni a pohyblivou — mobilni). Zaklady metody poloZil pocatkem
tohoto stoleti rusky botanik Cvet, ktery rozdélil listova barviva na sloupci sorbentu. Nasledné
vSak byla v plvodnim provedeni téméf zapomenuta a kjeji renesanci doSlo az koncem

Sedesatych let ve vysokoucinné formé.*

V chromatografii dochazi pri déleni k prenosu molekul zfaze mobilni do faze
stacionarni. Tento proces se natolik blizi krovnovaze, Ze distribuci sloZzek lze popsat
distribuéni konstantou:

_ [4]: _ (nad)s - Vi
[Aln,  Gradm - Vs

kde (na)s je latkové mnozstvi slozky A ve fazi staciondrni a (na)m je latkové mnozstvi slozky A

Kp

ve fazi mobilni.

Skutecna termodynamicka rovnovaha se vsak nevytvori, protoze pohyb mobilni faze
brani jejimu ustanoveni a posune molekuly slozek k dalsi ¢asti stacionarni faze. Interakce
slozky a fazi urcuji rychlost migrace slozky. Rozdily v téchto rychlostech jsou rozhodujici pro
rozdéleni sloZzek. Nachazi-li se v analyzované smési dvé slozky, které rozdilné interaguji se
stacionarni fazi, slozka se silnéjsi interakci je vice zadrzovana, tzn. ma vyssi retenci a dochazi

k jejimu oddéleni od slozky s nizéi retenci.”*

Chromatografie je v podstaté skupinou metod, u kterych se uplatiuji rizné separacni
mechanismy. Chromatograficky proces mulze byt zaloZzen na adsorpci, chemisorpci, sitovém
efektu, rozdélovani nebo specifické interakci biomolekul, avSak vysledna separace v daném

systému je Casto vysledkem plsobeni riiznych mechanisma.?

Miru separace jednotlivych sloZek Ize posuzovat riznymi zplsoby. BéZné pouZivané je
tzv. rozliSeni, které udava relativni separaci dvou sousednich pikd. RozliSeni ovliviuji tfi

faktory — kineticky, termodynamicky a kapacitni — podle rovnice:

1\/_r12 -1 k2
= — n’——
R 4 o, 1+k,
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Prvni ¢len rovnice predstavuje kineticky faktor (n oznaduje pocet teoretickych pater),
druhy je termodynamicky (r;, je retenéni pomeér) a posledni kapacitni (k znaci kapacitni

faktor).*

V praxi se uziva vypocet rozliSeni podle vzorce:

_ LRy IR

LY ':]15{]:{., + Y}

V této rovnici tg; a tg; pfedstavuji retencni Casy slozek, pro které je rozliseni pocitano,
a Y, Y; odpovidaji Sitkdm pikd téchto sloZek na drovni nulové linie (vSechna tato data Ize

ziskat z chromatogramu).?

Pro hodnoceni separace vice jak dvou pikl Ize pouzit tzv. COF funkci, zndmou také
jako chromatograficka optimalizacni funkce. Rovnici pro jeji vypocet lze definovat rzné.

Uvadi se napft.:

tp

Rmax ~— h..:'.'}

nebo:

COF = ZR: N4 (tpmar— tax )4V -(ths ~tro)

kde R; je rozliseni dvou sousednich pikd, N celkovy pocet piki na chromatogramu, tg ;
a trx jsou retencni ¢asy prvni a posledni eluované latky a tro @ trmax jsou pfedem zvolené
hodnoty minimalniho a maximalniho retenéniho ¢asu, které jsou piipustné. Cleny o, B ay
predstavuji vahové koeficienty, které je mozné ménit podle toho, kterému aspektu separace
je prikladana vétsi dllezitost. Tuto funkci jako optimalizani kriterium pouZili ve své praci

nap¥. Miawa a jeho kolegové.*" 2

Zakladni schéma chromatografu je na obrazku 3. Mobilni faze se nasava vysokotlakou
pumpou ze zasobnikld mobilni faze a je tlacena dale pfes chromatografickou kolonu, ktera je
naplnéna staciondrni fazi, na niz dochazi k separaci slozek analyzovaného vzorku. Vzorek se
do systému nejcastéji davkuje pres Sesticestny davkovaci ventil, ktery byva vybaven rGzné

velkou davkovaci smyckou. Odtud je vzorek po otoceni ventilu a zafazeni smycky do systému
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vymyt mobilni fazi. Z kolony pokracuji separované slozky do detektoru, kde je vytvaren
signdl. Tento signal je zpracovavan v dnesni dobé nejcastéji pocitacem, ktery soucasné slouzi

k ovladani celého chromatografu.

zasobniky
mabilnich fazi

zarizeni ke
zpracovani . i ‘
vysokotlakd signdlu

pumpa
signal ke a:rac:-.-am'T
nastrik |_ detektor
vZorku
HPLC kolona *
odpad
Obr. 3: Schéma HPLC

Chromatografické kolony jsou sklenéné, nerezové nebo v nékterych pfripadech
plastové trubice rdzného priméru a délky, které jsou naplnény stacionarni fazi. Podle
zpUsobu vyroby stacionarni faze mdzeme kolony rozliSovat na monolitické a ¢asticové, které
mulzZeme dale délit jesté na kolony s plné poréznimi c¢asticemi a kolony plnéné casticemi
s neporéznim jadrem, které je potazeno poréznim filmem stacionarni faze (core — shell

technologie).

Zakladni definice monolitu v chromatografickém smyslu slova fika, Ze
chromatografické loze se sklada z jednoho kusu spojitého, porézniho materidlu (porezni
tyCe), ktery je hermeticky uzavien v trubici. Literatura rozdéluje material pro vyrobu
monolitickych kolon do dvou typl — anorganicky, kam patfi kolony na bazi silikagelu (podle
zpusobu vyroby se dale déli na xerogel a polykondenzovany silikdt) a organicky, ktery je
zastoupen organickymi polymery — rGzné hydrofilni a hydrofébni gely — na bazi
polyakrylamidovych gelll, methakrylatovych gell nebo gell z polystyren/divinylbenzenovych

kopolymera.? %
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Monolitickd kolona obvykle byva charakterizovana bimodalni distribuci velikosti por(
(udava se velikost meso a makro poérud). Pocet kanalkll prostupujicich chromatografickym
lozem je u monolitickych kolon mnohem vy3si nez u kolon ¢asticovych (jak ukazuje obrazek
4), proto oproti c¢asticovym kolondam vykazuji monolitické kolony vysokou permeabilitu.
Permeabilita vsoucasnosti dostupnych monolitickych kolon odpovidda permeabilité
casticovych kolon naplnénych ¢asticemi s primérem 9 um (u kolon s ¢asticemi 2, 3 nebo
5 um je permeabilita asi o fad nizsi). Permeabilita kolony Uzce souvisi s pracovnim tlakem. U
casticovych kolon se pracovni tlak pohybuje v fadu nékolika set bard (pro ¢astice 5 um) a
mezi 1000 az 1200 bary pro kolony s ¢asticemi 1,5 um, zatimco pracovni tlak monolitické
kolony je v rozmezi 50 — 100 bar(. Nizsi pracovni tlak Setfi dalSi soucasti chromatografického

pristroje (predevsim pumpu) a umoznuje pouZit metody s vyssim pritokem, coZ mize vést

23,25

ke zkraceni doby analyzy, nebo lze pouzit delsi kolonu.

Obr. 4: Struktura cdsticové (a) a monolitické kolony (b) (vpravo snimky z elektronového
mikroskopu)®

Literatura uvadi, Ze ucinnost monolitické kolony (Chromolith) s velikosti makropéra
asi 2 um pfi linearni rychlosti blizké optimu a pfi délce 10 cm je srovnatelna s ucinnosti kolon

o délce 15 cm plnénych &asticemi s primérem 5 um (10000 — 15000 teoretickych pater).?

Dostupné studie nejcastéji diskutuji monolitické kolony v souvislosti s jejich vyuzitim

v podobé kapildarnich kolon. Uvadi se, Ze vétSimu rozsifeni monolitickych kolon
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v preparativnim méfitku (prdmeér 4 — 5 mm a délka kolony 5 — 30 ¢cm) brani predevsim
zpUsob vyroby nékterych monolitd (Spatna kontrola teploty pti polymerizaci, ktera vede ke
Spatné reprodukovatelnosti vyroby kolon), ale i takové kolony jiz existuji. Nicméné
silikagelové monolitické kolony byly a nékteré stale jsou chranény patentem (jeden vyprsel
vroce 2011 a druhy expiruje aZz vroce 2020) a jediné komercéné vyrabéné kolony doddva
firma Merck (kolony Onyx od firmy Phenomenex jsou zaloZzeny na monolitické technologii

licencované firmou Merck).23

Patentova ochrana monolitickych kolon (a nemoZnost tyto patenty obejit) vsak
vyznamné posunula vyvoj v oblasti kolon ¢asticovych, nebot pouze nékolik let po prvnim
zverejnéni monolitickych kolon vyrobci kolon pfisli s ¢asticemi o priméru mensim nez 2 um.
Metoda vyuZivajici takovéto kolony se nazyva ultraucinnd kapalinova chromatografie
(zkratka UHPLC nebo obchodni znacka UPLC pro kolony a systémy od firmy WATERS). Tyto
systémy poskytuji rychlou a ucinnou separaci (uvadi se rozsah 1000 — 80 000 teoretickych

pater), ale musi pracovat pfi velmi vysokych tlacich (1000 bar).? %’

Dobrym kompromisem mezi uc¢innosti kolony a pracovnim tlakem mohou byt kolony
plnéné tzv. core — shell ¢asticemi. Rozdil mezi strukturou plné porézni a core — shell ¢astice je
na obrazku 5. Tato metoda dovoluje pracovat s béznym chromatografickym vybavenim (tzn.
pracuje stlakem do 400 bar), ale pfitom lze ziskat ucinnost srovnatelnou s analyzou na

kolonach s ¢asticemi pod 2 um.27

Porézni cast
Neporézni ¢ast

Obr. 5: Struktura core — shell Cdstice (vlevo) a pIné porézni ¢dstice (vpravo)

Jak je vidét ztohoto velmi strué¢ného prehledu, vyvoj chromatografickych kolon
postupuje v podstaté tfemi sméry a je otazkou, které kolony se nakonec prosadi. Guichon se
ve své praci®® piklani k ndzoru, ze po expiraci patentd Ize otekavat evoluci v monolitickych

kolonach a tyto Ze jednoho dne budou hlavnim tahounem chromatografickych separaci i
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vrutinni praxi. Pravdou vsak zUstavd, Ze pouziti toho ¢i onoho typu kolony bude

pravdépodobné vzdy zaviset na konkrétni aplikaci a ekonomickych moznostech laboratofi.

2.3.1. Chromatografie na normalnich a reversnich fazich
Chromatografie na normalnich fazich je ve své podstaté nejstarSim typem kapalinové

chromatografie. Separacni proces je zalozeny na kompetitivni adsorpci molekul
analyzovaného vzorku a molekul mobilni faze na povrch faze stacionarni. Jako stacionarni
faze se vyuzivaji polarni adsorbenty, tj. napriklad silikagel nebo alumina. Mobilni fazi obvykle
tvofi smés nepolarnich organickych rozpoustédel. Tato metoda dnes nachazi vyuziti
napriklad pfi analyzach extrémné hydrofobnich latek nebo latek nachylnych k hydrolyze.

Radu vyhod maji rovné? v preparativni chromatografii.”" 2

V soucasné dobé nejpouzivanéjsi systém ve vysokoucinné kapalinové chromatografii
vSak je chromatografie na reversnich fazich (RP-HPLC), kterd nachazi uplatnéni az v90 %
vsech aplikaci (od déleni malych organickych molekul az po déleni proteint). Pojem

,obracené (reversni) faze” znaci, Ze stacionarni faze je nepolarni a mobilni faze polarni.

v

Bézné pouZivané stacionarni faze jsou tzv. chemicky vazané faze, kdy je na polarnim
nosici (nejcastéji silikagelu) chemickou reakci navazana nepolarni skupina — ¢asto se jedna o
uhlovodikovy tetézec (napf. C8, C18, kde Cislo udava pocet uhlik(l v retézci) a dale o
fenylovou ¢i bifenylovou skupinu. Své uplatnéni v tomto systému si najde i uhlik ¢i organické
polymery. Jako mobilni faze se vtéchto systémech uplatiuji smési vody (pufru) a

organickych rozpoustédel, jako je methanol, acetonitril popfipadé tetrahydrofuran.21

U separace na obrdcenych fazich se predpoklada, Ze pfi retenci se nejvice uplatiuje
tzv. solvofobni efekt. Hnaci silou jsou tu polarni interakce mezi molekulami mobilni faze,
které jsou silngjsi nez interakce mezi molekulami délenych latek a mobilni faze. Dochazi tedy

evvs

polarita.”!

2.3.2. HILIC
Zkratku HILIC poprvé pouzil ve své praci vroce 1990 Alpert koznaceni

chromatografické techniky, ve které analyty interaguji s hydrofilni stacionarni fazi - filmem

vody na povrhu castice stacionarni faze a jsou eluovany relativné hydrofobni smési
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rozpoustédel, ve které se ale urcité mnozstvi vody pouZiva jako rozpoustédlo s vétsi elucni
silou. Technika jako takova vSak byla znama jiz drive (napriklad prace Lindena a Palmera, obé
vroce 1975). HILIC se nékdy povaZuje za specidlni pfipad chromatografie na normalnich
fazich, dost dobre se ale mlzZe povaZovat za propojeni iontovévyménné chromatografie a
chromatografie na normalnich i obracenych fazich, nebot s kaZzdou ze jmenovanych technik

m& néco spoleéného, jak ukazuje obrazek 6.2% 3% 31,32

NP

SF
HILI

<

Obr. 6 Propojeni systému HILIC s dalsimi chromatografickymi systémy

Pfestoze je HILIC mod vliterature obcas popisovan jako specidlni pripad
chromatografie na normalnich fazich, je mechanismus separace vtéto metodé ponékud
sloZitéjsi a znacné zavisly na sloZzeni mobilni faze, pouzité stacionarni fazi i analyzovanych
latkach. Zakladnim separacnim mechanismem u chromatografie hydrofilnich interakci je
rozdélovani mezi o vodu obohacenou vrstvu mobilni faze, ktera je castecné imobilizovana na
povrchu staciondrni faze, a o vodu ochuzenou mobilni fazi, kterd proudi pres kolonu.
Nicméné, v zavislosti na pouzitych fazich a povaze analytu se pti separaci mohou uplatrfiovat

také vodikové vazby a elektrostatické interakce (jak ukazuje obr. 7).*
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Obr. 7: Separace v systému HILIC **

Jako mobilni faze se vyuzivaji smési rozpoustédel béznych pro chromatografii na
reverznich fazich svysokym obsahem organické slozky — 50 — 99 % organického
rozpoustédla, obvykle acetonitrilu. Mohou byt pouzZita i aprotickd rozpoustédla misitelna
s vodou, jako je tetrahydrofuran nebo dioxan. Jsou popsany i systémy, ve kterych se jako
slozka mobilni faze uplatiiuje néktery lehky alkohol (napt.: methanol nebo isopropanol).
Ovsem pokud je vyZadovana stejna retence, jako v systému aprotické rozpoustédlo — voda,

je potiebna vy&i koncentrace alkoholu.3% 3% 34

Prvni staciondrni faze vyuzivané v HILIC chromatografii byly silikagelové faze
s navazanymi aminovymi skupinami. Tyto faze byly vhodné napftiklad pro separaci sacharida.
Dalsi staciondrni faze — s navdzanymi diolovymi skupinami — se vyuZivaly pro separaci
proteinl. Jiné stacionarni faze, které nasly uplatnéni v systému HILIC jsou silikagelové faze
modifikované cyano nebo amido skupinami. Druhd zminénd faze byla pouZita napf. pro
separaci peptidl. V systému HILIC lIze vyuZit i iontoméniCové stacionarni faze. Takovym
pfikladem mohou byt kolony, kdy jsou na silikagelovy nebo polymerni nosi¢ navdzany tzv.
zwitterionic ligandy (obr. 8). Tento typ kolon byl vyuZit napfiklad pro metabolicky ,otisk

prstu“ moci potkana. Silikagel, ktery neni modifikovany Zadnymi funkénimi skupinami
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(funkéni skupiny tvofi pouze silanolové a silanové skupiny na povrchu silikagelu), je
v systému HILIC vyuzZitelny kuprikladu pro isolaci a separaci epirubicinu. Uvedené aplikace
jsou pouze malym vyétem toho, kde je moiné chromatografii hydrofilnich interakci

vyuiit.33' 31,32

CH,

®l S

CH;~N~CH; CH; CH; SO,
CH,

Obr. 8: Piiklad zwitteriontu®>

Pro analyzu flavonoidll je casto vyuZivano takovych postupl, pfi kterych jsou
analyzované vzorky nejprve rozdéleny na reversnich fazich a teprve ndsledné v systému
HILIC (nebo obracené). V systému HILIC je popsano vyuziti silikagelovych stacionarnich fazi

nemodifikovanych, ale i téch, které jsou modifikovany napfiklad cyklodextriny nebo dioly.*®

HILIC se zd4 byt vhodnou volbou pro analyzu velmi polarnich latek metodou LC — MS.
PFi spojeni téchto metod je dnes v praxi bézné uzivanou ionizac¢ni technikou elektrosprej, u
kterého ionizace a tim i citlivost mimo jiné zavisi také na schopnosti mobilni faze dostatecné
rychle se odpafit. V porovnani s reversnimi fazemi Ize u HILIC chromatografie predpokladat,
Ze pfi spojeni s hmotnostni spektrometrii bude metodou citlivéjsi, protoze vyssi obsah
organické slozky v mobilni fazi maze zlepsit ionizaci (dochazi ke zlepSeni desolvatace
analytu). Navic — podle literatury — je poradi eluovanych latek u HILIC chromatografie
obvykle obracené oproti reversnim fazim, coz mdze zajistit dobrou separaci velmi polarnich
latek. Nespornd vyhoda HILIC chromatografie je v nizSim pracovnim tlaku (diky snizeni
viskozity mobilni faze pri vyssim obsahu organické slozky), coz umozinuje zvyseni pritoku
mobilni faze. HILIC poskytuje i jednu zasadni vyhodu oproti analyze na normalnich fazich,
protoZe pracuje s pomérné polarnimi rozpoustédly a zlepsuje tak rozpustnost polarnich
analyt (obvykle dobfe rozpustnych ve vodé). Navic, po SPE nebo L — L extrakci neni tfeba

rozpoustédlo odparovat a vzorek lze pfimo davkovat. Podle Heatona a Smitha je podstatnou
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nevyhodou HILIC chromatografie pfiliSna zavislost na acetonitrilu. Za velkou nevyhodu lze
povaZzovat i fakt, Ze ekvilibrace kolony je pomérné pomald v porovnani sreversnimi

7 . 37,38, 39
fazemi.”” =
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3. Experimentalni cast
Experimentalni ¢ast prace je rozdélena na dvé casti. V prvni ¢asti jsem se vénovala

optimalizaci metody pro HILIC chromatografii na monolitické silikagelové koloné (Chromolith
Si 100 x 2 mm; Merck, Darmstadt, Némecko) a na ¢asticové koloné Kinetex 100 x 2,1 mm;
velikost Castic 2,6 um (Phenomenex, Torrance, USA). Pro optimalizaci jsem vyuZivala

pfipravené smési standard(l. Optimalizovdno bylo sloZeni mobilni faze, jeji pH a elu¢ni sila.

Druhd ¢ast prace se vénuje analyze redlného vzorku (extraktu cerveného zeli) pfi
pouziti chromatografie v systému HILIC na ¢asticové a monolitické koloné a dale v systému

reversnich fazi (kolona ACQUITY UPLC BEH C18 2,1 x 100 mm (velikost ¢astic 1,7 um)).

3.1. Chemikadlie

Byly pouZity standardy anthokyanini a anthokyanidinG (Extrasynthese, Francie):
malvin (malvidin-3,5-diglukosid), cyanin (cyanidin-3,5-diglukosid), oenin (malvidin-3-
glukosid), ideain (cyanidin-3-galaktosid), primulin (malvidin-3-galaktosid), pelargonidin,
cyanidin, delfinidin. Dale byla vyuZita kyselina mravenci (reagent grade, Sigma Aldrich, USA),
acetonitril (gradient grade, Merck, Némecko), methanol (HPLC super gradient, LachNer,
Neratovice, Ceskd Republika), t-butylmethylether (HPLC, Sigma-Aldrich, USA), hydroxid
amonny (p.a., Sigma Aldrich, Svycarsko), deionizovand voda (z deionizaéni stanice Millipore,

R = 18 MQ), kyselina chlorovodikova (p.a, Penta, Ceska Republika).

3.2. Pristroje

Experimentalni c¢ast této diplomové prace byla vypracovavana na kapalinovém
chromatografu od firmy Knauer (Berlin, Némecko), ktery je vybaven dvoupistovou pumpou
Smartline 1000 pracujici s maximalnim pritokem 10 ml a maximalnim tlakem 40 MPa, fidici
jednotkou Smartline manager 5000 svakuovym degaserem a s moznosti nizkotlakého
michani kvartérniho gradientu, Sesticestnym davkovacim ventilem s davkovaci smyckou o
objemu 20 pl a Smartline UV detektorem 2600 (zdroj zafeni — deuteriova vybojka) zalozeném
na technologii diodového pole s moZznosti méreni spektra vrozsahu 190 az 510 nm a

s moznosti volby Sifky pasu v rozmezi 4 az 25 nm.
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Dale byl vyuzit ultra Gcinny kapalinovy chromatograf Acquity (Waters, Milford, USA)
ktery je vybaveny binarnim vysokotlakym systémem cerpani mobilni faze pracujicim
s maximalnim pritokem 2 ml/min a s maximalnim tlakem 1034 bar. Dale je vybaven
autosamplerem Acquity UPLC, sample managerem, termostatem a PDA detektorem, na
kterém lIze méfit v rozmezi 190 — 500 nm. UPLC byl spojeny s hmotnostnim spektrometrem
Q-TOF Premier (Waters) vybavenym iontovym zdrojem elektrosprejem (Z-sprej geometrie) a

hybridnim analyzdtorem v kombinaci kvadrupdl a TOF (QqTOF).

Pti pfipravé vzorkl a mobilnich fazi byly pouzivany analytické vahy (Mettler Toledo,
Svycarsko), pH metr (InoLab, Némecko), ultrazvukovd lazert Elmasonic (Elma, Némecko) a

vakuovy manifold pro SPE extrakci (Supelco, Bellefonte, USA).

3.3. Priprava roztoku standardi a jejich smési

Zakladni roztoky standard(, jejichz koncentrace byla 1 mg/ml, se pfipravovaly
navazovanim standardu v pevném skupenstvi a jeho ndaslednym rozpusténim ve smési
acetonitril/voda/kyselina mravenci (90/5/5, v/v) (napf.: navazka delfinidinu cinila 0,27 mg a
toto mnoiZstvi bylo rozpousténo v 270 pl pfipravené smési rozpoustédel). Z dlvodu
nedokonalého rozpousténi latek v uvedené smeési bylo do kazdého roztoku standardu
pfidano daldich 20 % (v/v) pétiprocentni kyseliny mravenéi. UpIlného rozpusténi latek bylo

nasledné dosazeno sonifikaci vzorkd v ultrazvukové lazni.

Zakladni smés standard( byla vytvorena z pfipravenych roztok( tak, Ze z kazdého
roztoku bylo odebrano 50 ul a bylo pfidano jesté 100 ul smési acetonitril — voda — kyselina
mravendi (90/5/5, v/v). Koncentrace jednotlivych standardd anthokyaninovych barviv
v pripravené smési tedy byla 100 mg/l. Tato zakladni smés se potom dale redila prislusnymi

mobilnimi fazemi na vyslednou koncentraci 10 mg/I.

3.4. Priprava redlného vzorku

Listy ¢erveného zeli byly natrhany na drobné kousky a rozetfeny v tfeci misce na
hustou kasi. Do kadinky o vhodném objemu (150 ml) byl odvaZen asi 1 g rozetfeného
rostlinného materidlu. Krostlinnému materidlu bylo pfidéno 100 ml vody okyselené

kyselinou chlorovodikovou (koncentrace kyseliny 0,01% (v/v)) a rostlinny material byl
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extrahovan v ultrazvukové lazni po dobu 1 hodiny. PFfi extrakci byla kontrolovana teplota
ultrazvukové |azné, aby nedochazelo k prehtivani vzorku (pokud se teplota dostala na 45 °C,
byla lazen vypnuta a ochlazena). Po extrakci byly pevné zbytky rostlinného materialu

odfiltrovany pres papirovy filtr a filtrat byl dale zpracovavan.

Filtrat (4 ml) byl precistén pomoci solid phase extrakce (SPE). Pro SPE byly pouzity
kolonky Strata SDB-L (100 um, Phenomenex, Torrance, USA). Sorbent téchto kolonek byl
nejprve aktivovan promytim 3 ml okyseleného methanolu (0,01 % (v/v) kyselina
chlorovodikova v methanolu), nasledné se promyl okyselenou vodou (0,01 % (v/v) kyselina
chlorovodikova ve vodé) a poté se na kolonku nanesl vzorek. Vzorek zachyceny na sorbentu
byl promyt okyselenou vodou (minimalné 4 ml, sledovalo se, zda se vzorek nevymyva).
Vymyti vzorku bylo provedeno 2 ml okyseleného methanolu. Rozpoustédlo bylo odfoukano

proudem dusiku a vzorek byl zamrazen pro dalsi zpracovani.

Pfi pfipravé vzorku pro analyzu se zamrazeny vzorek nechal ohfat na laboratorni
teplotu a poté se rozpustil ve 2 ml prislusné mobilni faze. Pokud byl vzorek pfipravovan pro
analyzu na ultra dc¢inném kapalinovém chromatografu, byl navic prefiltrovan pres

membranovy filtr (PTFE, velikost pdérd 0,22 um).
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3.5. Priprava mobilnich fazi

Mobilni faze byly pfipravovany smisenim jednotlivych rozpoustédel v uréeném
objemovém poméru. SloZeni jednotlivych mobilnich fazi pouZitych pfi optimalizaci je shrnuto
v tabulce 1. Objemy byly odmérovany pomoci odmérnych vélct a pipet. Pripravené mobilni

faze byly odplyfiovany v ultrazvukové [azni minimalné 10 minut.

Tabulka 1: SloZeni mobilnich fazi pouZitych pri optimalizaci

, Obsah slozek v MF (%, v/v)
nazev metody
ACN MeOH voda Pufr HCOOH t-BME

metoda 1 90 - 5 - 5 -
metoda 2 93 - 2 - 5 -
metoda 3 94 - 1 - 5 -

90 - 5 - 5 -
metoda 4 95 - - - c -
metoda 5 90 2,5 2,5 - 5 -
metoda 6 90 4 1 - 5 -

90 - 5 - 5 -
metoda 7 90 z - - c -
metoda 8 90 5 - - 5 -
metoda 9 50 45 - - 5 -
metoda 10 72,5 22,5 - - 5 -
metoda 11 50 - 5 - 5 40
metoda 12 99 - - 1 - -
metoda 13 99 - - 1 - -
metoda 14 95 - 4 1 - -

Pfi pripravé pufrd pro metody 12 — 14 se vychdazelo z roztoku kyseliny mravenci o
koncentraci 1 mol/l. Zakladni roztok kyseliny mravenci byl titrovan koncentrovanym
roztokem hydroxidu amonného na pfislusné pH — pH 3 pro metodu 12, pH 4 pro metodu 13

a pH 5 pro metodu 14.

ProtoZze v metodach 12 a 13 dochdzelo k vysrazeni mravenanu amonného, byl do
mobilni faze pridan methanol (v pfipadé metody 12 objem 1 ml, u metody 13 objem 10 ml).
Pro metodu 14 bylo zménéno sloZeni mobilni faze (snizen obsah acetonitrilu a zvySen obsah

vody).
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Pfi analyze realného vzorku byly pouZity mobilni faze o slozeni, které je uvedeno
v tabulce 2. Zplsob pfripravy byl stejny jako u mobilnich fazi pouZitych pro optimalizaci
metody. Navic, pfi praci na ultraiCinném kapalinovém chromatografu byly mobilni faze

prefiltrovany pres Albet filtr ve sklenéné filtracni vakuové aparature (Supelco).

Tabulka 2: SloZeni mobilnich fdzi pro analyzu redlného vzorku

, Obsah slozek v MF (%, v/v)
nazev metody
ACN Voda HCOOH
metoda 15 50 45 5
metoda 16 70 25 5
94 1 5
metoda 17 20 55 c
94 1 5
metoda 18 20 >c c
94 1 5
metoda 19 70 >c c
93,5 1,5 5
metoda 20 20 55 c
93,5 1,5 5
metoda 21 20 55 c
94 1 5
metoda 22 70 >c c
94,5 0,5 5
metoda 23 20 >c c
94,5 0,5 5
toda 24 - -
metoda 70 25 5
Je — li vmetodé uvedeno sloZeni pro dvé mobilni faze, jedna se vtéto metodé o

gradientovou eluci (pribéh gradientu viz tabulka 3 kapitola 3.6.). Uvedené mobilni faze jsou

slozky tohoto gradientu a prvni je uvadéna slozka s mensi elu¢ni silou.

Pro analyzu realného vzorku chromatografii na reversnich fazich byla pfipravena
mobilni faze o sloZeni acetonitril/kyselina mravenci v poméru 95/5 a voda/kyselina mravendi

95/5 (metoda 25).
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3.6. Zdkladni parametry metod

Pfi optimalizaci metody na smési standardd byla pouZivana isokratickd eluce
s pratokem mobilni faze rychlosti 0,5 ml/min. Vzorek se davkoval c¢aste¢nym plnénim
davkovaci smycky. Davkovany objem byl 5 pl do 20 ul davkovaci smycky. Analyzy probihaly
za laboratorni teploty. Analyzované latky byly detekovany pfi vinové délce 480 nm se

zaznamem spektra v rozmezi 200 — 500 nm (diode array detekce).

Analyza realného vzorku je zaloZena prevazné na metodach s gradientovou eluci (viz
tabulka 3) s pratokem mobilni faze 0,5 ml/min. Vzorek byl davkovan preplriovanim davkovaci
smycky (20 pl) objemem 100 pl. Analyzy probihaly za laboratorni teploty. Detekce probihala
pfi vinové délce 480 nm se soucasnym zaznamem spektra vrozmezi vinovych délek

200 -500 nm.

Tabulka 3: Gradienty sloZeni mobilni fdze pro analyzu redlného vzorku

nazev sloZzeni mobilni faze gradient sloZeni mobilni faze
metody
metoda 15 ACN/ H,0 /mravendi k. 50/45/5 -
metoda 16 ACN/ H,0 /mravendi k. 70/25/5 -
A: ACN/H,O/HCOOH - 94/1/5 0-7 min 100% A
metoda 17 B: ACN/H,0/HCOOH - 70/25/5 7 -9 min 100% A do 100% B
9-20 min 100% B
metoda 18 A: ACN/H,0/HCOOH - 94/1/5 0 -2 min 100% MF A
B: ACN/H,0/HCOOH - 70/25/5 2—20 min 100% MF B
A: ACN/H,0/HCOOH - 94/1/5 0 -4 min 100% A
metoda 19 B: ACN/H,0/HCOOH - 70/25/5 4 -6 min 100% A do 100% B
6 —20 min 100% B
A: ACN/H,0/HCOOH -93,5/1,5/5 0-4 min 100% A
metoda 20 B: ACN/H,0/HCOOH - 70/25/5 4 -6 min 100% A do 100% B
6 —20 min 100% B
metoda 21 A: ACN/H,0/HCOOH - 93,5/1,5/5 0 -2 min 100% MF A
B: ACN/H,0/HCOOH - 70/25/5 2—-20 min 100% MF B
A: ACN/H,0/HCOOH - 94/1/5 0-2 min 100% A
metoda 22 B: ACN/H,0/HCOOH - 70/25/5 2 -7 min 100% A do 100% B
7 —20 min 100% B
metoda 23 A: ACN/H,0/HCOOH -94,5/0,5/5 0 -2 min 100% MF A
B: ACN/H,0/HCOOH - 70/25/5 2—-20 min 100% MF B
A: ACN/H,0/HCOOH - 94,5/0,5/5 0-4 min 100% A
metoda 24 B: ACN/H,0/HCOOH - 70/25/5 4 -6 min 100% A do 100% B
6 —20 min 100% B
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Pro separaci v systému reversnich fazi byla pouzita kolona ACQUITY UPLC BEH C18
2,1 x 100 mm (velikost ¢astic 1,7 um) a eluce s gradientem slozeni mobilni faze (0 — 17 minut,

95% A-15%A, 17 — 18 minut, 95 % A). Pritok mobilni faze byl 0,3 ml/min.

Pro analyzu latek sdetekci hmotnostni spektrometrii byl pouzit hmotnostni
spektrometr Q-TOF Premier s ionizaci kladnym potencidlem (pozitivni mod). Byla nastavena
online lock mass korekce a centrovani. Lock mass byl nastaveny na leucin-enkefalin (hodnota

m/z 556,2771). Nastaveni parametr pro hmotnostni spektrometr je uvedeno v tabulce 4.

Tabulka 4: Nastaveni parametri hmotnostniho spektrometru

Parametr HILIC monolit | HILIC ¢asticova RP

napéti na kapilare 2,2 kV 2,2 kV 3,5 kV

napéti na sample cone 30 kv 30 kv 30 kv

teplota zdroje 120 °C 120 °C 120 °C

teplota desolvatace 250 °C 250 °C 250 °C
pratok plynu (cone gas) 30 I/hod 30 I/hod 30 1/hod
prutok desolvatacniho plynu | 2501/hod 250 1/hod 400 I/hod

kolizni energie A 5eVv 5eV 5eV
kolizni energie B 30 eV 30 eV 30 eV
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4. Vysledky a diskuse

4.1. Optimalizace slozeni mobilni faze pro separaci v HILIC systému
Z literatury vime, Ze vhodna mobilni faze pro analyzu anthokyaninl je obvykle smési
acetonitrilu, vody a kyseliny mravenci v rlzném poméru a Ze v systému HILIC se pouZivd

%32 Tato fakta vedla k rozhodnuti zahéjit optimalizaci HILIC

vysoky obsah organické slozky.
metody sloZzenim mobilni faze acetonitril/voda/kyselina mravenci v poméru 90/5/5 (v/v)
(metoda 1). Obrazek 9 ukazuje chromatogram smési v porovnani s chromatogramy smeési

obohacené o konkrétni anthokyaniny.

Smés se standardnim pfidavkem Smeés se standardnim pfidavkem
20 delfinidinu 60 - primulinu
smes smes
604 ., e=aa- smés + delfinidin 4 <8 aaaaa smés + primulin
40 - E
0. 2 M A
20 j l\___f __________________
0 ~— 0 1
20 ; ; ; ; ; || 20 ;
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
t(min) t(min)

Smés se standardnim pFidavkem

60 - malvinu
40 - smés
20 [P 5 1 P P
0 _
220 T
0 1 3 5 6
t(min)

Obr. 9: Chromatogramy metody 1

Jak ukazuji chromatogramy, zvolend metoda ve velmi kratkém case separuje
pfipravenou smés standardl do skupin, a to podle stupné jejich glykosylace (respektive
podle rostouci polarity). Nejvyssi retenci v tomto systému maji diglykosylované anthokyaniny

(malvin a cyanin).

Upravou poméru acetonitril/voda (pFi zachovani 5 % (v/v) obsahu kyseliny mraven¢i
v mobilni fazi), pfi které se zvySoval obsah acetonitrilu, byla snizovana elucni sila mobilni

faze. Byly pouZity mobilni faze s obsahem 90, 93, 94 a 95 % (v/v) acetonitrilu. Zména
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separace byla hodnocena porovnavanim chromatogram(i a zménou kapacitnich faktor( (obr.

10).

4.5

3.5

2.5

1.5

0.5

] Vliv obsahu ACN na kapacitni faktor
] == aglykony
] == monoglykosidy
i diglykosidy
e —

+ __’

90 93 94 95
% ACN

Obr. 10: Zména kapacitniho faktoru v zdvislosti na zméné obsahu acetonitrilu v mobilni fdazi

Graf ukazuje, Ze kapacitni faktory narlstaji se zvySujicim se obsahem acetonitrilu.

V ptipadé diglykosidl je zména kapacitniho faktoru nejvyraznéjsi, z cehoz vyplyva, Ze jejich

retence je obsahem acetonitrilu v mobilni fazi ovlivnéna vice nez v ptipadé aglykond a

monoglykosidd.

Z grafu je také vidét, Ze nejvyssi retenci vykazuji diglykosidy pfi slozeni mobilni faze

acetonitril/voda/kyselina mravenci 94/1/5. Pfi tomto slozeni mobilni faze od sebe byly

jednotlivé diglykosidy také ¢astecné separovany, jak ukazuje chromatogram na obrazku 11.

smeés se standardnim pridavkem cyaninu

25 ~

20 A

15 -

10 1 malvin cyanin

5 \\ 4

0 A S N

-5 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

t (min)

Obr. 11: Chromatogram smési se standardnim pridavkem cyaninu pfi sloZzeni mobilni faze
ACN/voda/HCOOH (94/1/5)
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Pro studium retence VHILIC systému spouzitim bezvodé mobilni faze
(acetonitril/kyselina mravenci 95/5 (v/v), metoda 4) byla nejdfive kolona promyta mobilni
fazi acetonitril/voda/kyselina mravenci 90/5/5 (v/v). PouZitim této mobilni faze pred
samotnou analyzou bylo zajisténo vytvoreni vodného filmu na povrchu stacionarni faze.
Opakovanymi nastriky bylo ddle sledovdno, jak se méni separace v zavislosti na dobé od
ustaleni vodné vrstvy na povrchu stacionarni faze. Zména separace je hodnocena pomoci

zmény kapacitnich faktord jednotlivych latek (obr. 12).

3 -
2.5 4
2 ——aglykony
== monoglykosidy
k 1.5 -
diglykosidy
1 -
__._ _.
0.5
— 4
0 T 1
0 8 16
t{min)

Obr. 12: Zména kapacitniho faktoru v zdvislosti na dobé od ustdleni vodné vrstvy

Je vidét, Ze kapacitni faktor s dobou vyraznéji naroste u diglykosidi a u aglykon( a
monoglykosid(i se témér neméni. V souvislosti se zménou kapacitniho faktoru se méni i tvar
piku, coz ukazuje na zménu mechanismu retence zrozdélovani na adsorpci (obr. 13).
Otdzkou pro podrobnéjsi studie maze byt, jak by se analyty chovaly pfi prodluzujicich se
Casech od ustdleni vodné vrstvy. Hledani odpovédi presahuje radmec této studie. Je vsak
ziejmé, Ze ani pfi prodluzujicich se ¢asech metoda nevykazovala jinou neZ skupinovou

selektivitu.
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Obr. 13: Separace smési standardu ihned po ustdleni vodné vrstvy a 8 minut od ustdleni
vodné vrstvy

Literatura uvadi, Ze ptidavek alkoholu k mobilni fazi pro systém HILIC mUZe byt
vyhodny predeviim k maximalizaci retence.*® Ur¢ity podil vody byl tedy nahrazen v mobilni
fazi methanolem. Srostoucim podilem obsahu methanolu — pfi konstantnim obsahu
acetonitrilu a kyseliny mravenci — jsme pozorovali (v souladu s teorii), Ze kapacitni faktor
mirné roste (viz obr. 14). V pfipadé 5 % (v/v) obsahu methanolu se na chromatogramu

objevuje i ndznak separace diglykosidU, jak ukazuje obr. 15.

Vliv obsahu MeOH na kapacitni faktor

2.5 +

2 —4—2aglykony
15 - == monoglykosidy

k diglykosidy
1 -
_. .,__
O I I I 1
0 2.5 4 5
% MeOH

Obr. 14: Vliv pridavku methanolu na kapacitni faktor
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ACN/MeOH/HCOOH 90/5/5
60 -

0 M 1

30 -

—480nm

'
Mo N & o 0 2

1.9 2.4 2.9
10 - h t (min)

_10 T T T T T T 1

t (min)

Obr. 15: Chromatograficky zdznam pro mobilni fazi obsahujici 5 % methanolu s detailem piku
diglykosidd

Dalsim zvySovanim obsahu methanolu na uUkor obsahu acetonitrilu se separace

vyrazné zhorsuje. Pfi sloZeni mobilni faze acetonitril/methanol/kyselina mravenci

72,5/22,5/5 (v/v) v podstaté nedochazi k Zadné separaci, jak ukazuje obrazek 16.

22,5 % MeOH
100 -

30 -

60 -

20 A

_20 T T T T T 1
0 0.5 1 15 P 2.5 E)
t (min}

Obr. 16: Chromatogram pro metodu se sloZzenim mobilni faze acetonitril/methanol/kyselina
mravenci (72,5/22,5/5)

Jako dalsi slozka mobilni faze byl zkousen t-butylmethylether. Pfedpokladali jsme, Ze

pridavkem t-butylmethyletheru dojde ke sniZzeni polarity mobilni faze a tim ke zvyseni

retence analyzovanych latek. Polaritni index u ACN je 5,8 a u t-butylmethyletheru je 2,5,
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snizeni polarity je tedy vyznamné. Jeho pouziti vSak separaci nijak nezlepSilo. Smés
standard( je opét separovana podle stupné glykosylace s o néco vyssi retenci diglykosidu.
Nicméné tvar piku diglykosid(i se oproti metodé s mobilni fazi ACN/voda/kyselina mravenci

90/5/5 zhorsil (obr. 17).

120 - Mobilni faze obsahujici t-BME

100
80
60
40
20

ACN/t-BME/voda/mravenéik. 50/40/5/5
----- ACN/voda/mravenéik.90/5/5

_40 T T T T T T 1
0 1 2 3 t(min) 4 5 6 7

Obr. 17: Separace metodou s mobilni fazi ACN/t-BME/voda/mravenci k. 50/40/5/5

V chromatografii je ¢asto dulezité pH pouzité mobilni faze, proto jsme v dalsi skupiné
metod zkouseli slozeni mobilni faze acetonitril/pufr pfi rizném pH. Bylo pouZito pH 3, 4, 5.
Pfi zvolenych pH se separace znacné zhorSovala. Navic, i identifikace jednotlivych
anthokyanin( ve smési se stavala problémem. Uplatnuji se zde pravdépodobné jiz dalsi
acidobazické formy anthokyanin(, které maji rdznou retenci a kinetika jejich vzdjemné
premeény je pomérné pomala. | pfi analyze jednoho anthokyaninu vidime na chromatogramu

vice pikd.

15 - Oenin

Obr. 18: Analyza standardu oeninu pfi pH 5
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Moznosti HILIC chromatografie byly vedle monolitické faze testovany i na moderni
fazi Casticové. Byla testovana kolona Kinetex HILIC naplnénd povrchové poréznim
sorbentem. Pro analyzu byla vzata jako nejvhodnéjsi metoda se sloZzenim mobilni faze
acetonitril/voda/kyselina mravenci 94/1/5 a kolona Kinetex 100 x 2,1 mm s ¢asticemi o
velikosti 2,6 um. Jak je vidét z obrazku 19, Casticova kolona za poutZiti stejného slozeni a
pratoku mobilni faze poskytuje lepsi separaci nez monolitickd kolona. Dochazi ke zvySeni

retence vSech antokyaninll. Retence diglykosylovanych barviv se prodlouZila o necelé 2

minuty.
Casticovd kolona o Monoliticka kolona
50 - :
40 - 50
30 _ 40 -
30 -
20 - 20 4
10 - 10 4
0 - e . 0 - I
'10 T T T T T T T 1 _10 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 2 3 4 5 6 7
t (min) t (min)

Obr. 19: Srovndni separace na cdsticové a monolitické koloné

4.2. Optimalizace HILIC metody pro analyzu anthokyanint v redlném vzorku

Jako redlny vzorek byl v této praci pouzit extrakt z cerveného zeli. Tuto rostlinu jsme
si vybrali proto, Ze je bohatym zdrojem anthokyanin( a tyto jsou dobfe popsany. Jde z velké
Casti o diglykosylovana a acylovana barviva. Arapitsas a jeho kolegové ve své pré\ci16
analyzovali extrakt ¢erveného zeli optimalizovanou metodou na koloné Zorbax SB-C18 (100 x
2,1 mm, dp = 1,8 um) a identifikovali 24 rliznych anthokyanin(. Data z jejich LC/MS analyzy
byla vyuZita pro potvrzeni identifikace anthokyanin( pfi LC/MS analyze, kterd nasledovala po

optimalizaci chromatografické metody pro redlny vzorek.

ProtoZe se pri optimalizaci na smési standardd ukazala byt velmi vhodna metoda se
slozenim mobilni faze ACN/voda/kyselina mravencéi 94/1/5, vychazelo se pfi analyze
(respektive pti optimalizaci metody pro analyzu) redlného vzorku pravé z ni. Vedle toho byly
vyzkouseny dvé metody s vyssi eluéni silou (metoda 15 a 16, tabulka 3). Optimalni mobilni
faze (ACN/voda/kyselina mravenci 94/1/5, v/v/v) v kombinaci s mobilni fazi o sloZeni

acetonitril/voda/kyselina mravenci 70/25/5 byla pouZita pro gradientovou eluci.
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Bylo vyzkouseno 8 metod srliznym gradientem sloZeni mobilni faze a srdznou
mobilni fazi s nizsi elucni silou. Metoda 17 (tabulka 3) je pfipravnym experimentem pro
optimalizaci gradientové eluce a je z hlediska gradientu hrani¢ni. Analyty jsou separovany

izokraticky a slozka s vyssi elucni silou je pouzita pro vymyti balastnich latek z kolony.

K vyhodnoceni separace slozek redlného vzorku metodami 18 — 24 byla pouzita
chromatograficka optimalizacni funkce. Jak bylo zminéno v kapitole 2.3., muiZe byt
chromatografickd funkce definovdna rlzné. Pro Uucely této prace jsme definovali

chromatografickou funkci rovnici:

COF =a> R+ N+ Mt o) * 0t ~tro)

kde R; je rozliSeni dvou sousednich pikd, N celkovy pocet pik(i na chromatogramu, tg ;
a trx jsou retencni ¢asy prvni a posledni eluované latky a tgp a trmax jsou predem zvolené
hodnoty minimalniho a maximalniho retenéniho &asu, které jsou p¥ipustné. Cleny a, B,y a &

predstavuji vahové koeficienty.

V této rovnici je volen maximalni pfipustny retencni €as (tgmax) 12 minut a minimalni
retencni ¢as (tro) 1,2 minuty. Oba tyto parametry maji svQj vyznam — vyvijend metoda by
méla byt rychld, nejrychleji eluujici anthokyanin by vSak mél byt dostatecné separovan od

pripadnych balastnich sloZzek eluujicich s velmi malou retenci (témér) v mrtvém case.

Funkce COF byla pocitana pro rlizné vahové koeficienty (tab. 4). Tyto koeficienty byly
voleny podle dilezZitosti pfikldadané jednotlivym parametriim. Tedy, vahové koeficienty pfi
vypoctu COF 1 davaji vSem parametrim ve vypoctu stejnou vahu. Za téchto podminek jsou
Ciselné hodnoty jednotlivych ¢lent ve funkci srovnatelné (s vyjimkou minimalniho casu),
nicméné jejich dllezZitost neni brana v potaz. Pfi vypoctu COF 2 je Ciselna hodnota vdhovych
koeficientl zdvojnasobena, ale ponechana stejna pro vsechny cleny funkce. Z nadefinovani
funkce COF vyplyva, Ze takto zvolenymi parametry se klade vétsi duleZitost na pocet pik(
v chromatogramu, protoze v tomto ¢lenu je zavislost na vahovém koeficientu exponencialni
(NB). Hodnoty vahovych koeficientl v poslednim pfipadé jsou voleny tak, aby primérna
hodnota ¢lend zohlednujicich rozliSeni a pocet pikd byla Ciselné srovnatelnd, prispévek

maximalniho ¢&asu polovicni a minimdlni ¢as mél desetkrdat mensi vdhu neZ rozliseni.
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Takovéto nastaveni chromatografické funkce dava nejvétsi vyznam kvalité separace, ale

efektivné zohlednuje i dobu analyzy. Vypoctené hodnoty srovnavaji grafy na obrazku.

Tabulka 5: VVdhové koeficienty pro vypocet COF

vahovy koeficient
COF
a B Y 6
1 1 1 1
2 P P 2 2
3 8 2 5 7
COF1 COF 2
19 100
18 80
c 17 C 60
o
0 16 - ;40 -
F
15 A 20 -
14 - 0 -
MTD 18 MTD 20 MTD 22 MTD 24 MTD 18 MTD 20 MTD 22 MTD 24
Metoda Metoda
COF3
140
120
100 -
C g |
0 ¢ -
F
40 -
20 -
0
MTD 18 MTD 20 MTD 22 MTD 24
Metoda

Obr. 20: Porovndni hodnot COF funkce pro jednotlivé vahové koeficienty

Z jednotlivych graf(i je vidét, Ze s ménicimi se vahovymi koeficienty se pomérné
vyrazné méni i hodnoty COF. Vyplyva z nich, Ze v pfipadé stejné dlleZitosti vSech parametru
je nejvyhodnéjsi metodou metoda 22. Pokud vsak pridélime vétsi dllezZitost poctu pika
v chromatogramu, pofadi metod se vyrazné zméni a jako nejvyhodnéjsi se ukdze byt metoda
24. PYi vypoctu podle nastaveni parametrli pro COF 3 se hodnoty COF funkce vyrazné
srovnavaji. | v pfipadé poutziti vdhovych koeficientll tfetim zplsobem vsak nabyva nejvétsi

hodnoty COF metoda 24.
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4.3. LC/MS metoda pro analyzu anthokyaninti v extraktu z éerveného zeli

Metoda 24 byla dale pouZita pro analyzu technikou LC/MS. Touto technikou byl

analyzovan extrakt ¢erveného zeli na monolitické a ¢asticové koloné v systému HILIC. Dale

byla pouZita metoda 25 na casticové koloné v systému reversnich fazi. Zhodnot m/z

s pfihlédnutim k fragmentaci a porovnanim s daty Arapitsase a kol.*® bylo identifikovano 9

raznych anthokyaninQ, které jsou v ¢erveném zeli obsaZeny (viz tabulka 6).

Tabulka 6: Anthokyaniny nalezené v extraktu cerveného zeli

Nézev molekuly pfesnd |namérend| sumarni HItLrIC t, HILIF t RP
hmota hmota vzorec K monolit
cyan-3,5-diglu 611,1612| 611,1563 | Cy7H3,046+ | 4,95 1,77 2,3
cyan-3-soph-5-glu 773,214 | 773,2211 | C33H410,1+ | 5,94 5,1 2,12
cyan-3-(p-coum)diglu-5-glu 919,2508 | 919,2562 | C4oH470,3+ | 5,56 2,14 4,13
cyan-3-(fer)soph-5-glu 949,2614 | 949,2697 | Cs3Ha9024+ | 5,57 2,17 4,2
cyan-3-(sin)soph-5-glu 979,2719| 979,2832 | CssHs510,5+ | 5,63 2,17 4,2
cyan-3-(caf)(p-coum)soph-5-glu |1081,283 | 1081,31 | Cs:Hs530,6+ | 6,08 5,71 | 3,07
cyan-3-(fer)(fer)-diglu-5-glu 1125,309 | 1125,316 | Cs3Hs7057+ | 4,93 1,74 4,47
cyan-3-(sin)(fer)soph-5-glu 1155,319| 1155,327 | Cs7H590,5+ | 4,99 1,72 4,58
cyan-3-(sin)(sin)soph-5-glu 1185,33 | 1185,341 | Cs5He1020+ | 4,99 1,7 4,63

cyan = cyanidin, glu = glukosid, soph = sophorosid, p-coum = p-kumaroyl, fer = feruloyl, sin =

sinapoyl, caf = caffeoyl
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Obrazek 21 hodnoti separaci latek na ¢asticové a monolitické koloné proti separaci

latek v reversnich fazich (pomoci kapacitnich faktoru).

15 - 10 -
k . o 8
"10 - A4 '
' &
Lk \9“\_>
I
c 5 85 - ¢ L X 2
¢ 8 . .
0 2 kep 4 6
8 - 2 -
K 1.8
m il L J 07 .
o © . ¢
n 1.6 -
o 4 -
: | 14 »
v 2 . 1.2 4 ®e
0 T T 1 1 T T T T 1
0 2 kg 4 6 4 4.2 4.4 4.6 4.8 5
Obr. 21: Srovnani kapacitnich faktort anthokyanint na monolitu a cdsticové koloné
v systému HILIC s kapacitnimi faktory na reversnich fdzich
Srovndme — |i vysledky pro monolitickou a ¢&dasticovou kolonu v systému HILIC,

dojdeme k zavéru, Ze pro nékteré latky poskytuje lepsi separaci kolona monoliticka (latky

sm/z 611,15 a 773,2), pro jiné zase kolona ¢asticova (latky s m/z 949,2 a 979,2). Dale je

vidét, Ze studované latky maji na ¢asticové koloné v systému HILIC vyssi retenci neZ v pripadé

separace na koloné monolitické i na reversnich fazich. Nicméné velkou vyhodou monolitické

kolony je pracovni tlak. Pti pratoku mobilni faze (sloZzeni metoda 24) rychlosti 0,5 ml/min byl

na monolitické koloné tlak do 40 bar, zatimco u ¢asticové kolony se tlak pohyboval mezi 150

a 160 bar.
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Vidime, Ze latka sm/z 611, kterd je v systému reversnich fazi jen C¢astecné
separovana od latky s m/z 773,2 se v systému HILIC separuje |épe, cozZ pro reversni faze a
Casticovou kolonu v systému HILIC dokazuje i obrazek 22. Z tohoto obrazku je i zfejma vyssi

intenzita signalu v systému HILIC.

1:TOF MS ES+
100 212 773.20.20000a 597
‘61 100 : 1:TOF MS ES+
e 77320.10000a
3N
# =
0750 200 300 400 500 600 700 800 | 0 Tt Hocelbmpact i
00 200 300 400 500 600 700 8 100 200 300 400 500 600 700 800 800
100 230 100 499
1: TOF MS ES+ 1:TOFMSES+
611.150.2000Da 6§11.150.1000Da
155 304
® £
Mu, I M Mn M MM, L b sty

0 100 200 300 400 500 600 700 800 r.. 100 200 300 400 500 600 700 800 800 Tyme

Obr. 22: Separace latky s m/z 611,1 a latky s m/z 773,2 na reversnich fdzich (vlevo) a na
Casticoveé koloné v systéemu HILIC (vpravo)
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Z grafll je také zfejmé, Ze zde jsou dvé trojice barviv s vzajemné velmi blizkou retenci

v systému HILIC i na reversni fazi. Ukazalo se vsak, Ze latky s m/z 979,2 a 949,2, které se na

reversnich fazich nedéli, jsme v systému HILIC na ¢asticové koloné schopni ¢asteéné rozlisit,

coz ukazuje také obr. 23.

100 420 . TOFMSES+
979.20.2000Da
303
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0 ..'.'ﬂ-(..
100 200 300 400 500 600 700 800
420
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Time

100 563
1:TOF MS ES+
979.20.2000Da
321

3
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949.20.2000Da
335
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Time

Obr. 23: Separace iontti o m/z 979,2 a 949,2 v systému reversnich fdzi (vlevo) a na ¢dsticové

koloné v systému HILIC (vpravo)

Naopak, latky s m/z 1155,3 a 1185,3 jsou Castecné separovany v systému reversnich

fazi, ale systém HILIC tyto latky neseparuje (jak ukazuje obr. 24).
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Obr. 24: Separace latky s m/z 1155,3 a 1185,3 na reversnich fazich (vlevo) a na ¢dsticové

koloné v systému HILIC (vpravo)
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5. Zaver
V predloZzené praci jsem se vénovala analyze anthokyaninl pomoci HILIC

chromatografie.

Teoretickd Cast prace se zabyvala barvou vina (za kterou mohou prevainé
anthokyaniny ve viné obsazené) a moZnostmi jeji kontroly. Vénovala se anthokyanin(im, jako
Siroce rozsifenym prirodnim barvivim. Seznamila nas s jejich strukturou, vlastnostmi a
popsanymi metodami pro jejich analyzu. Ddle se zabyvala chromatografii, jako nejbéznéjsi
technikou pro analyzu anthokyanintd. Ve strucnosti shrnula zakladni princip této metody a

podrobnéji se vénovala chromatografii v systému HILIC a chromatografickym kolonam.

Experimentalni ¢ast prace byla vénovana optimalizaci metody pro HILIC
chromatografii. Optimalizovalo se sloZeni, elu¢ni sila a pH mobilni faze. Optimalizovana
metoda byla pouZita pro analyzu extraktu ¢erveného zeli metodou LC/MS. V systému HILIC
byly provedeny analyzy na Casticové a monolitické koloné. Tyto analyzy byly srovnavany
mezi sebou a ddle sanalyzou, kterd byla provedena generickou metodou v systému

reversnich fazi.

Ziskané vysledky ukazuji, Ze HILIC chromatografie i pres velmi peclivou optimalizaci
v Sirokém rozsahu experimentdlnich parametrd neumozZiuje rozliSeni jednotlivych
anthokyanint tak kvalitné jako reversni faze. Je ovSem aplikovatelna v pripadé, Zze Gkolem je
misto detailni analyzy anthokyaninl napfiklad velmi rychlé sledovani stupné jejich
glykosylace. Spojeni s hmotnostni spektrometrii pak muUzZe vradé pfipadd nizsi
chomatografické rozlisSeni vyrovnat. Vyssi obsah acetonitrilu v mobilni fazi pro HILIC oproti
mobilni fazi pro reverzni fazi je vyhodny pro zlepseni ionizace elektrosprejem a tim snizeni

limitu detekce pro HILIC systém.

V extraktu ¢erveného zeli Ize nalézt nékteré dvojice latek, které jsou v systému HILIC
chromatografie separovany Iépe nezZ na reverzni fazi. Jde o latky diglykosylované, u kterych
se polarni interakce mohou dobre uplatnit. To ukazuje na moiny smér dalSiho

zkoumani — separace polyglykosylovanych flavonoidd.
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HILIC chromatografie na monolitické stacionarni fazi dovoluje nadto praci za velmi
nizkych tlak(l a otevira tak cestu k rychlé chromatografické analyze bez nutnosti poufZiti

drahych chromatografickych ¢erpadel (respektive mliZze vyrazné zvysit jejich Zivotnost).
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6. Seznam zkratek
ACN acetonitril

COF chromatograficka optimalizacni funkce

DAD (PDA)  detektor diodového pole (diode array detector)

HILIC chromatografie hydrofilnich interakci (Hydrophilic interaction liquid
chromatography)

HPLC vysokoucinna kapalinovd chromatografie (High performance liquid
chromatography)

IC iontové vyménna chromatografie (ionexchange chromatography)

LC kapalinova chromatografie (liquid chromatography)

L—-L (extrakce) kapalina — kapalina (liquid — liquid (extraction))

MeOH methanol

MF mobilni faze

MS hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

NP normalni faze (normal phase)

PTFE polytetrafluorethylen

R¢ retardacni faktor

RP reverzni faze (reversed phase)

SF stacionarni faze

SPE extrakce tuhou fazi (solid phase extraction)

UHPLC ultraucinnd kapalinova chromatografie (ultra-high performance liquid
chromatography)

uv (zareni) ultra fialové (ultra violet)

t—BME t-butylmethyleter

TLC chromatografie na tenké vrstvé (thin layer chromatography)

TOF (analyzator) doby letu (time of flight)
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