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Souhrn:

Tato prace finasi souhrn experimeantvyuzivajici metodu celostni dvourozmeé

kapalinové chromatografie aplikované na stanoveologicky vyznamnych latek jako

jsou proteiny, peptidy, antioxidanty a lipidy, obheaé v potravindch a biologickém

materialu.
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Summary:

This work brings the collection of experiments whese comprehensive two-
dimensional liquid chromatography metod applicdtediologicaly significant substances
as proteins, peptides, antioxidants a lipids inetuoh foods and biologic material are.
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1 Uvod

Chromatografie je jednou z nejvyznagjiich analytickych metod. Umdoije
déleni, identifikaci a stanoveni organickych i anangaych latek. Nazev chromatografie

vznikl spojeninteckych slovpopa (barva) aypoaesty (psat).

Rusky botanik Michail Semjonayvi Cwt je povazovan za objevitele
chromatografie. Pouzil skliénou kolonu naplénou uhlgitanem vapenatym prockkni a

izolaci barviv z rostlinnych extrakt

V dneSni dob se nejvice vyuziva HPLC neboli vysokoina kapalinova
chromatografie. Umatuje analyzovatadu anorganickych a organickych latek obsazenych
v nejizrejSich @irodnich nebo technickych ssich v obsahu od desitek procent do

stotisicin procenta a v rozsahu molekulovych hmstined stovky do &kolika stovek tisic.

Vicerozngérna chromatografie poskytuje€téi rozliseni nez klasicka jednorozma.
Prakticky se pouziva dvourozmma chromatografie. Jedna z pouzivanych metod je
celostni chromatografie, ktera poskytuje vysokdigeni. ,On-line" sestava se sklada ze
dvou chromatografickych systémnegasgji spojenych vicecestnym dvoupéaim
ventilem. VSechny frakce vychéazejici z prvni dimefjgou podrobeny analyze v dimenzi
druhé. Prvni celostni dvourozmy systém analyzujici komplexni rostlinny extrakt

piedstavili Erni a Frei.

Prace je roztlena na dv casti. Prvni se zabyva kapalinovou chromatogratio a
jak jednorozmirnou tak i dvourozrérnou. Je zde popsan jeji princigilehi a parametry.
Druhd ¢ast se zamfuje na analyzu dkterych biologicky vyznamnych latek pomoci

celostni dvourozirné kapalinové chromatografie.
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2 Chromatografie

2.1 Zaklady chromatografie

Chromatografie je sepaa technika, ktera je zaloZzena na réegiani latek mezi 2
faze, z nichz jedna je mobilni a druha stacionfithiPti separaci dochazi k opakovanému
vytvareni rovnovaznych stév délenych latek mezi mobilni a stacionarni fazi [2].
Chromatograficky systém seigom mize natolik piblizit rovnovaze, Ze distribuci slozky
mezi 2 faze lze popsat distrimi (rozclovaci) konstantol,. Distribwni konstanta

slozky A je pongr rovnovaznych koncentraci této slozky ve staciohamobilni fazi:

—

3

S — (nA)S V
(A, " (), Ve @

wn

kde [A],a [A],, jsou molamni koncentrace slozky ve stacionarni a mobilni faz{p, ). a
(n,). jsou latkova mnoZstvi sloZzkpve stacionarni a molarni faalga V,, jsou objemy

stacionarni a mobilni faze [1].

S rostouci hodnotoK, se bude latka ve stacionarni fazi déle zadrzganaleji
se pohybovat sepamim prostorem a pozfi z tohoto prostoru odejde. Slozky vzorku
s odlisSnymi K, budou prochazet separam prostorem odliSnymi rychlostmi a budou se
od sebe odtlovat, oproti tomu vzorky se shodnyrii, nebudou odgleny. Hodnota K,
zavisi nejen na povaze dane latky, ale také nandatech stacionarni a mobilni faze. Tato
latka mize byt charakterizovana roatiymi hodnotami K, v zavislosti na pouzité
stacionarni a mobilni fazi [3].

Trvaly pohyb mobilni faze nicménzabrani dosazeni skdte termodynamicke
rovnovahy a posune molekuly slozek k d&isti stacionarni faze, kde se znovu vyivo
priblizn¢ rovnovazny stav. Interakce sloZzky a chromatogkgfib fazi jsou hlavnim

faktorem pro rychlost pohybu sloZky v chromatogiadim systému. Rozdily v rychlostech
pohybu pak uma#uji separaci slozek [2].
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2.2 Kapalinova chromatografie HPLC

HPLC slouzi k dleni snési latek, které mohou byt i slozité a ma Sirokolasb
pouzitelnosti. Touto metodou Ize analyzovat iondale pak polarni, nepolarni, malo
tékavé, tepeld stabilni i vysokomolekularni latky. DalSi vyhodge, Ze Ize separaci
ovliviiovat sloZzenim mobilni faz&lobilni (pohyblivou) fazi je kapalina a je téZz naana
elwni ¢inidlo ¢ eluent. Stacionarni (nepohyblivd) faze je nepaljigd se napl
separéniho prostoru a je umista v kolor [4]. Stacionarni faze, obetmwznaovana jako
sorbent, nize byt tenka vrstva kapaliny nanesena na tulégshicich, film kapaliny na

vnitini strak kapilary, neba@éasteky tuhé faze o velikosti jednotek az stoyek [1].

Schopnost vymyvat latky z kolony se nazyv&eisila.Cim je rychlejsi vymyvani

latky z kolony, tim je vySSi etimi sila mobilni faze.

Separace je zavisla na vlastnostech analyzovangtgk la jejich interakcich
s mobilnimi a stacionarnimi fazemi. Déle pak nautgpvlastnostech stacionarni faze, na
sloZzeni mobilni faze, na geometrickych parametkatbny, na typu davkovaciho idaent,

detektoru a spojovacich cest, natpku a na pracovni tepkof4].

2.2.1 Princip chromatografického procesu

Kolonou, ktera je naptma sorbentem, prochazicuou rychlosti mobilni faze. Na
zatatek kolony se vnasi vzorek, jenz obsahuje slozky?1 VVzorek je unaSen mobilni fazi
ke konci kolony, ficemz slozka 2 postupuje pomaleji nez slozkarl pRichodu vzorku
kolonou jsou molekuly sloZek duv mobilni fazi, pak se pohybuji stejnou rychlgako
mobilni faze nebo jsou zadrZzovany sorbetem, pot@mnepohybuji @bec. Bhem
prichodu kolonou kazda molekula vzorkiephazi mnohokrat z mobilni faze na povrch
sorbentu a zfi. Doba, kterou gmérnd molekula ufité sloZzky setrvava na povrchu
sorbetu, zavisi na velikosti interakce mezi sloZkosorbetem a twje pdadi, v jakém
slozka vychéazi (eluuje) z kolong.im silngjsi interakce, tim poz{i slozka eluujesili ma

VEtSi reterini ¢as. Cely pitbéh je zobrazen na obr. 1 [1].
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nastfik vzorku

I /77

-mobilni
faze

o0

(O

i1 [358
o [ X
AAA ®0@® siozka2
AAA [ I

(X ]

A A slozka 1

k detektoru

Obr. 1: Separace vzorku o dvou sloZzkaak: slozka 1 - slozka 2

Mechanismy separace chromatografickych metod jeamanité.Riazné afinity
separovanych latek ke &wa fazim mohou byt zaloZeny nejen na rozpustnalgtitaké na
adsorpci, chemisorpci, iontové vg¢ng, sitovych efektech a na kombinadichto

mechanisn[4].
2.2.2 Tvorba elénich Kivek, elwni data

2.2.2.1 Chromatogram (eléni k¥ivka)

Zaznam zavislosti koncentrace separovanych lateéase nebo objemu proteklé
mobilni faze se nazyva chromatogram (Obr.2) J4].to soubor tzv. chromatografickych
pika [5]. Z chromatogramu lze &t hodnoty parametr charakterizujici reteémi chovani

separovanych latek a parametrytgiganych chromatografickych piK3].

Odezva detektoru

Cas
Obr. 2: modelovy chromatogram separatg'slozkove snssi;t,, —mrtvy ¢as kolony,
ty- retertni ¢as slozky vzorku,) - Sitka piku i zakladrg, h— vyska piku, A— plocha
piku
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2.2.2.2 Reteini charakteristiky (eluéni data)

Charakteristickou velinou pro kazdou chromatografickou latku v daném
chromatografickém systému je &hil (reteni) cas t; resp. eldni (reteréni) objemVy.
Retergni objem je celkovy objem mobilni faze protekly wéstiku vzorku do kolony az
po maximum eldni kiivky. Retergni ¢as je pak analogicky doba, ktera uplyne odiiiast

vzorku po maximum piku. Mez¢mito dwma veltinami plati vztah:

Vg =t [F, (2)

kde K, je objem mobilni faze protekly kolonou za jednkwselu neboli objemova
pratokova rychlost [cms?]

Redukovany retemi ¢ast, slozky vzorku je definovan vztahem:

ty =tg —t, 3)

kde t,, je mrtvy retegni ¢as. Jinymi slovy je to reténi ¢as slozky, ktera se pohybuje
kolonou stejnou rychlosti jako faze mobilni (nerkoloré zadrzovana) [1,6]. Obdobne
definovany redukovany retémi objemV, ozna&ovany také jako skutay reterni objem.
Vyhodou redukovanych hodnot je jejich nezavislostdélce kolony. Plati tedy obegin

nez pouhé hodnotyaV [4].

Velice ¢asto pouzivanou veinou k vyjadeni reteginich charakteristik v kolonové
chromatografii je retami faktor k [2] definovany jako podil latkoveho mnozstvi slgzk

ve stacionarni fazi ku latkovému mnozstvi slozkyeAfazi mobilni:

Ky, G- (4)

kde (n,).a (n,)_ jsou latkova mnoZstvi slozkp ve stacionarni a mobilni fazic,). a

(c,). jsou latkové koncentrace slozky A v obou fazkch, je distrib@ni konstantayV, a

15



V_ jsou objemy stacionarni a mobilni faze v k&loRovnice (4) sotasre iika, jaky je

vztah mezi kapacitnim patrem a distribani konstantou [6].

V praxi se hodnot& , coZ je bezroz#rnd veltina vypaitava ze vztahu:

te

t

k = = :V_R = (5)
VM

kdeV,, je mrtvy retedini objem. Ve ¥tSin¢ ptipadi Ize ztotoznit s objemem mobilni faze
V.. [1,2]. Zrovnice (5) je patrne, Ze kapacitni gonudava, kolikrat je retemi objem

nebo retetni ¢as separované latkytéi nez mrtvy objem [7].

2.2.3 WEinnost separace v kolonové chromatografii

Mirou Ginnosti chromatografického systému je teoretickérqpg2]. Uginnost
chromatografické kolony klesa s rostouci rychlasgmyvani zon separovanych latek.

Paet teoretickych paten z chromatogramu Ize vyjétvztahem:

2
n= 16[ﬁt—Rj = 554 [EV—R] (6)
Y Y1/2
kde Y je Sitka piku v zaklad# Yi2je Sika piku v polovig vysky.
K porovnani dinnosti kolon fiznych délek se pouziva vyskovy ekvivalent
teoretického patra neboli vySka teoretického pétraDefinujeme ho vztahem:

H== @)

kde L je délka chromatografické kolony. Vyskovy ekvivaleteoretického patra ma

rozmer délky.
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2.2.4 RozliSeni

Hlavnim Ukolem chromatografie je dosahnout coepdji rozdleni sloZzek vzorku
analyzované latky vipatelném case. Rozéleni slozek mze byt Uplné, ¢asté€né,
nedokonalé apod. Je proto vhodné stupezliSeni kvantitativé vyjadrit. V praxi se

pouziva mira relativni separace dvou sousedicidah fv. rozliSeniR,. Hodnota rozliSeni

se prolatky 1 a2 zoaR,, a je definovana vztahem:

tR,Z_tR,l

I:21,2 =
OSLEY, 2 + Y1)

(8)

kde ty, a ty , jsou retedni casy latek 1 a 2\, a Y, , je Sika piki latek 1 a 2
v zakladr.

Cim wtsi je hodnota rozliseni, tim jsou latky Iépe sepany.Je-li R>15, Ize latky
povazovat za Upthoddlené. Ri nizSich hodnotach dochaziclsteénému pekryvani

pika. V praxi je u symetrickych ptkpost&ujici hodnota rozliSenR= 10

Nasleduijici vzorec duje jak faktory ovliviuji kvalitu rozliSeni.

r,-1
Rlzzlngk_l[{/ﬁ (9)
4 o, 1+k

' [

kde r,, je ret&ni poner latky 1 vici latce 2, k, je reterdni faktor latky 1,n je paet

teoretickych pater kolony-.,, je faktor selektivity,F, . je faktor kapacity & ¢ je faktor

e

acinnosti. Jedna se o n&jézitejSi teoretickou rovnici chromatografie.

Selektivita chromatografického systému je dandoolstacionarni a mobilni faze.

Mirou selektivity je relativni retencg , neboli retetini (eleni) pontr a je dana vztahem:

= D1 - RI_ R (10)

17



kde k, a k, jsou retenni faktory slozky 1 a 2K, , a K, , jsou distrib@ni konstanty

slozky 1 a 2 [2].Cim je wtSi hodnotar , tim vice se od sebe vzdaluji teZi&uwnich

.....

Pro viceslozkové vzorky je kvalita separace dakavou kapacitouP, jenz je

definovana jako p#et separovanych piks rozliSenim R = 1v rozmezi retetnich
objemi prvnihoVy , a posledniho eluujiciho piké; , v daném sepataim case. Giddings

odvodil zjednoduSeny vztah, ktery slouzi k odhptkové kapacity,P .

P:@In(VR’ZJ+1:£In(kZ+1J+1 11

4 Vr1 4 k +1

kde k; a k, jsou reteni faktory prvni a posledni eluujici slozkynaje paiet teoretickych

pater [8].

2.2.5 Instrumentace

Kapalinovy chromatograf v sébzahrnuje cerpadlo mobilni faze, #&eni pro
odplyreni mobilni faze, davkovaci #aeni, kolonu se stacionarni fazi, termostat kolon,

detektor s pito¢nou celou, vyhodnocovaciizaeni [5].

vysokotlake
ferpadlo

zasobnik
mobilni faze davkovaci ventil nidici
s vyménitelnon smyikoun pocitac

HPLC kolona

deteltor d

Obr. 3: Schéma kapalinového chromatografu
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Cerpadla mobilni faze

Tok mobilni faze je zaji®van vysokotlakymcerpadlem.V dnesSni dob se
negastji pouzivaji pulzni neboli reciptmi cerpadla. Pist ve valci periodicky nasava a
vytlacuje mobilni fazi. Maji dva zfiné ventily, které sefppravidelre opakujicim pohybu
pistu ve valci oteviraji a zavirajitddl vstupem mobilni faze do pracovniho valce je réozn

menit jeji slozeni [5].

Davkovaci z&izeni

K davkovani lze &n¢ pouzit Sesticestny ventil s davkovaci skou presre
uréeného objemu [3], jehoz schématické znazoirpe na obr. 4. Davkovaci ventil ma Sest
vstupi kde pokazdé dva vstupy jsou propojeny kanalkem.

Plnéni A Dévkovani vzorku
P
A
|
|
|
|
|
|

Obr. 4: Sesticestny davkovaci ventil; A — davkovani saim davkovaci smyky,
B — davkovani s vyuzitim vrtitiho objemu ventilu; P éerpadlo, C — kolona, W —

odpad, S — vzorek
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Kolony

Separani kolony, které se pouzivaji v HPLC musi vydrzgsoky tlak mobilni
faze. \EtSinou jsou vyrobeny z ocelové nebo tlustoeg sklegné trubice o vninim
priméru 2 — 5 mm a délce 30 — 300 mm. Nakblony tvai vhodné stacionérni faze jakou
byva obvykle oxid kemkity vhodné zrnitosti a négseji modifikovany navazanim

vhodnych funknich skupin [3] .

Tabulka 1: Rozcleni kolon na zakladrozmert [5]

vnitini pramér délka
skupina
[mm] [mm]
preparativni (technologické) > 50 500 - 2000
semipreparativni 10-50 250 - 1000
klasické (GPC, IEC) 6-10 150 - 1000
analytické 2-6 30 - 300
mikrokolony 0,5-2 50 - 1000
kapilarni 5.1d - 0,06 1000 - 10000
Detektory

K detekci separovanych latek se obvykle vyuZivaickej obecnych nebo
specifickych vlastnosti, kterymi se tyto latky &dlji od mobilni faze. Podle toho se také
rozliSuji na univerzalni a selektivni detektorynilerzalni detektory maji signal @nmy
celkové vlastnosti efluentu jako celku. tj. mobifazi a zjifované slozky. Oproti tomu je
signal selektivnich detektibrinmegrny pouze koncentraci zji@vané slozky v mobilni fazi
[2]. V sowasnosti jsou prakticky vSechny typy detektopouzivanych v HPLC
koncentrani.
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Na detektory jsou kladeny speciélni naroky:

» okamzita linearni koncentfai odezva,

* univerzalnost (moznost detekce vSeéigmnych komponent)
» vysoka citlivost a nizky Sum

* minimalni vliv znmeény tlaku, pfitoku mobilni faze a teploty,

* minimalni gispivek k roz&tovani zény

* moZnost pouziti gradientové eluce

Je v8ak nutnost komproniisprotoZe v praxi neexistuje zcela univerzalni kiete[5].

Nejbézreji pouzivanym detektorem je fotometricky detektkiery pracuje v UV
oblasti zéeni nefastji pii vinové délce 280 nm. Pro barevné latky se poudivdobny
detektor, ktery pracuje ve VIS oblasti. UV detektonoziuje sledovat absorbanci latek
vystupujicich z chromatografické kolony. Ramezi selektivni detektory, ale i tak lze
vyuzit prakticky v 90 % aplikacich. Jeho linearmiemva je Siroka a je vysoce citlivy.
V sowasnosti secasto pouziva detektor s diodovym polem (DAD), jehsghéma
zachycuje obr. 5. Snima celé spektrum v realé@se bez feruSeni chromatografické

1_}(24A§$

separace [2].

7

Obr. 5: Schéma detektoru s diodovym polem; (ené ze zdroje, (2) &tbina, (3)cocka,
(4) clona, (5) mrna cela detektoru, (6) holografick&ika, (7) fotodioda
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Dale se pouzivA hmotnostni detektor, ktery um@® na z&kladgl ziskanych
hmotnostnich spektertijpnou identifikaci jednotlivych separovanych latgnz vychazeji
z kolony. Sklada se ze zdoje iantmagnetického analyzatoru, kvadrupdlového filtru a
TOF detekniho systému[3].

2.3. Dvouroznirna kapalinova chromatografie

Jednorozrarna chromatografie se¢brn¢ pouziva pro analyzu vzoikv mnoha
oblastechSeparani metody vSakasto nemaji dostateou rozliSovaci schopnost. V malo
komplexnich vzorcich je obe¢mahodna distribuce pikiktera vyZzaduje velky pt
teoretickych pater pro celkové pikové rozliSenil(§, Jestlize poet sloZzek pekrauje
37% pikové kapacity, pikové rozliSeni se @S¢ pripadh snizi [10]. Tento problém
muze byt vfeSen pouzitim vicerozimych systém, kde jednotlivé roziry jsou zaloZzené

na jinych mechanismech separace.

Vicerozmérné chromatografické techniky maji vySSi rozliSdvachopnost a
pikovou kapacitu v porovnani s jednoraznymi. Tyto techniky se &i na ,heart-cutting”
a ,comperhensive” neboli celost@liejména LC techniky maji Sirokou Skalu mechariism
separace, jako je chromatografie s normalnimi fag&R) a s obracenymi fazemi (RP),
gelova permeai (SEC), ionto¥ vyménna (IEC)¢i afinitni chromatografie (AC), jenz
jsou charakterizované rozdilnou selektivitou. Sidkeg zvysSeni pikové kapacity, selektivity
a rozliseni, zvlastv celostnim LC rezimuNicmérg kombinace utitych LC rezimi maze
piedstavovatadu potizi, jako je ndjklad nemisitelnost a nesourodost mobilni faze iprvn

dimenze a stacionarni faze druhé dimenze[11].

Dvojrozmérna HPLC niize byt provedena llu,off-line* [12,13] nebo ,on-line"
[14]. ,Off-line” technika je snad§Si, ale mize byt zdlouhava a obtizna na automatizaci a
opakovatelnost, nachylna ke z&araneéné nebo zné&isteni vzorku. Sbhiraji se jednotlivé
frakce vystupujici z prvni dimenze a naskedidvkuji do druhé chromatografické kolony.
,On-line* technika je rychlejSi a macisi opakovatelnost, ale gebuje specifické

propojeni a je obtiZ)8i na obsluhu [11].

Rozdil mezi ,heart-cutting” viceroztmou chromatografickou technikou a celostni
je ten, Ze prvni z nich umdije dalSi separaci &itého p@tu vicesloZzkové frakce efluentu
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z prvni do druhé kolony [15], zatimco ve druhérmkesy vzorek podléha separaci v obou

rozmgrech [16].

Celostni dvourorozsma chromatografie je na zaktadsiddingsovych definic

definovanaitemi znaky:

a) kazda slozka vzorku je podrobenaha iznym separacim,

b) stejné procento (ki1 100% nebo nizsi) vSech slozek vzorku musi prdjiina
kolonami a nakonec se dostat na detektor,

c) separace (rozliSeni) ziskana v prvnim rémmmusi byt zachovanargd vstupem
do druhého rozgru [17,18].

Celostni 2D HPLC je &n¢ provadna pomoci jednohdi dvou HPLC systéiin
vybavenymi kolonami spojenymii@s [fenosové zidzeni umisiné mezi nimi.Pfenosove
zarizeni oddluje frakce efluentu prvni kolony afgvadi je na druhou kolonu, kde se
obvykle uskuteénuje sekundarni rychla separat@azda jednotliva frakce z prvni kolony

musi byt ped gepnutim ventilu Gplé zanalyzovandl19].

2.3.1 Instrumentace

Kapalinovy chromatograf pro dvouroZmou analyzu je obvykle sestaveny ze
dvou ¢erpadel, dvou kolon,ippinaciho ventilu vybaveného dvojici vzorkovacietysek

a detektoru. Fklad sestavy jednoho z nich je na obr. 6.

10

Obr. 6: Schéma dvourozénného kapalinového chromatografu; (€ypadlovy systém 1.
dimenze, (2xerpadlovy systém 2. dimenze, (3) davkovatizami, (4) kolona 1. dimenze,
(5) ventil, (6) smyka 1, (7) odpad, (8) snika 2, (9) kolona 2. dimenze, (10) detektor
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Pro spojeni dvou chromatografickych sysiése daji pouzittyi- [20] , Sesti-
[21,22] , osmi- [6,23,24] , deseti- [25,26] neboadécticestné [27] ventily se &wa

pozicemi opaeny nap. dvéma smykami nebo déma zachytavajicimi kolonami.
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3 Stanoveni biologicky vyznamnych latek

Tato kapitola popisuje stanoverskterych biologicky vyznamnych latek vanych
smesich nebo biologickych materialech metodou celostaourozngrné kapalinové
chromatografie. Je zaffena na stanoveni pepiidoroteiri, antioxidand a lipida. Prirodni
antioxidanty pitomné v potravinach a dalSim biologickém materiawolaly zn&ny
zdjem kuili svym potencidlnim nuténim a terapeutickymdinkam [28], proto paf mezi
¢asto stanovované latky. Mezi dalSi hojstanovované latky patpeptidy, proteiny a
lipidy. Tyto latky jsou vyznamnou soéasti \tSiny potravin [29]. Analyza jejich slozeni je

dulezita zejména ze zdravotniho hlediska.

Jednotlivé experimenty jsou shrnutyifipze 1.

3.1 Aminokyseliny, peptidy a proteiny

Aminokyseliny jsou zakladnim stavebnim kamenem igépa proteiri. Proteiny
maji v organismu strukturni, katalytickou, trangp@r pohybovou, obranou, zasobni,
senzorickou, reguéai a vyzivovou funkci. Skladaji se z dvaceti zaklimth aminokyselin,

z nichZ rekteré jsou pralovéka esencialniClovek je musi pijimat potravou, protoze si je

nedokdze sam syntetizovateRled aminokyselin je uveden v tab.2.

Tabulka 2: dvacet zakladnich aminokyselin

Trivialni nazev Symboly Trivialni nazev symboly
glycin Gly G kyselina glutamova Glu
alanin Ala A asparagin Asn
valin* Val \% glutamin GIn Q
leucin* Leu L lysin* Lys
isoleucin* lle I arginin Arg R
serin Ser S histidin His H
threonin* Thr T fenylalanin* Phe F
cystein Cys C tyrosin Tyr Y
methionin* Met M tryptofan* Trp W
kyselina asparagova Asp D prolin Pro P

* pro ¢lovéka esencialni aminokyseliny
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3.1.1 Stanoveni peptich proteiri

Bushey a Jorgenson se ve své praci [30] zabyvaliyaou sndsi proteinovych
standard a proteinového séra (lidskeho ankkeho). V prvni dimenzi pouzili iontév
vyménou chromatografii (IEC) a ve druhém gelovou pernéahromatografii (SEC).

Systémy byly vzajemhpropojeny osmicestnym ventilem sestha smykami.

Obr. 7 ukazuje trojrozémné zobrazeni celostniho dvojroamého kapalinového

chromatogramu proteinovych standardnich viork

Obr. 7: celostni dvourozirny chromatogram proteinového vzorku; A - gluk6zoddza,
B — ovalbumin, C $-laktoglobulin, D — trypsinogen, E e-chymotrypsinogen A, F —
conalbumin, G — ribonukleaza A, H — hemoglobin, Mxkluze, N — totalni permeace.

Dvouroznerny kapalinovy chromatograficky systém, ktery pois. J. Opiteck a
spol. [31], slouZi k separaci $si proteii po lyzy burk Escherichia colia izolaci
proteini které produkuji. Tento systém pouZiva gelovou pee¥mi chromatografii (SEC)
v prvnim roznéru a ve druhém rozénu pak kapalinovou chromatografii s obracenymi
fazemi (RP-LC). Systémy jsou propojentyicestnym dvoupolohovym ventilem.

Jednotlivé proteiny byly detekovany UV detektoreifivinové délce 215m.

2D-HPLC systém popsany v praci Wagnera a spol. [@2]sklada z iontav
vymeénné chromatografie (IEC) v prvnim rozra a chromatografie na obracenych féazich
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(RP) ve druhém rozénu. Kolony byly propojeny deseticestnym dvoupolojrowentilem.
Systém byl vyuZit pro separaci standangroteini a pro analyzu lidskych fibroblast

Celkova analyza trvala mé&mez 20 minut aiftom mela vysokou rozliSovaci schopnost .

Ch. Liu a spol. postavili a &anku [33] popsali dvourozénny kapalinovy
chromatograficky systém slouzici k uplné proteinav@lyze komplexnich proteinovych
vzorki. Tento systém se padla optimalizovat tak, Ze analyza vice nez tisiaptl
trvala pouhych 150 minut. Z Zivého rakovinovéhoaradim bylo analyzovano nad 1202
proteini. Systém byl propojen vicekanalovym propojovacinfizemim vybavenym
tiismernym uza¥rem. V prvni dimenzi byla pouzita iontdvymeéna chromatografie (IEC)
a ve druhé dimenzi chromatografie na obracenyckctiagRP). Detekce proteinbyla
provadna za pouziti UV a MALDI-TOF-TOF detektoru.

3.2 Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky, které zpomaluji, blokujiebo zabrguji oxidatnim
zmeénam latek v lidskémgte a bunkach. Podle chemické struktury se antioxidanty nooho
delit na polyfenoly (flavonoidy, anthokyany, fenolkexxylové kyseliny a kumariny),
karotenoidy (karoteny . prekursory vitaminu A a tkanfyly) a tokoferoly (vitamin E).
Mezi dilezité antioxidanty pét i fenolické kyseliny. Vyraznou antioxidai aktivitu ma
také kyselina L-askorbova (vitamin C) a selen. Ruwlglické slodeniny, zvlast
flavonoidy, jsou dinnymi antioxidanty diky své schopnosti zachytavatné radikaly
mastnych kyselin a reaktivnich forem kysliktielenina, ovoce a zeftklské plodiny
piedstavuji v lidské vyz& vyznamny zdroj antioxidafitjak pi piimé konzumaci, tak i ve
form¢ zeleninovych a ovocnycht&v [28]. Justesen a kol. [34] odhadli denttijgm

flavonoidi na 26 mg na osobu.
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3.2.1 Stanoveni antioxidant

Fenolické sloteniny jsou Siroce roz&né v rostlinach, ovoci, zelesinlistech,

ofiScich, semenech, &inach, kKife, napojich a v potravinovych produktech.

F.Cacciola a spol. [2%eparovali sis 20-ti fenolickych antioxidafta flavonoidi
pomoci celostni 2D-HPLC. V obou dimenzich byla p@uzeverzni chromatografie.
Metodu pouzili na zjigni fenoloickych antioxidaiit obsazenych v pivu. Ve své praci
popisuji ¢tyii zpasoby ,on-line* sestaveni pro separaitto latek, kde kombinuji PEG
kolonu pouzitou v prvni dimenzi a C18, Chromol@ti8 a ZR-Carbon kolonou ve druhé
dimenzi. Misto vzorkujicich sntgk byly v rekterych sestavenich pouzity v
zachytavajici kolony. Ty slouzily ke i&lavému zachytavani frakci. Jednotlivé

antioxidanty byly detekovany pomoci UV detektoiuz80 nm.

E. Blahové a spol. [35] podrobili analyze pivniclamelové extrakty. Nejdre
separovali sis 17-ti girodnich fenolickych antioxida@ita flavonoidi. Systém pro
analyzu pivnich a chmelovych extrakivyuzival v obou rozwrech chromatografii

s obracenymi fazemi.

F. Cacciola [36] analyzoval fenolické a flavon@amdioxidanty ve vzorcich piva a
vina. V prvni dimenzi byla pouzita C18 mikrokolorave druhé dimenzi dwstidajici se

ZR-Carbon kolony. V obouifpadech se jednalo o chromatografie s obracenyzenia

V dalSi publikaci F. Cacciola [37] testoval pomocélostni dvourozgrné
kapalinové chromatografie fenolické a flavonovéi@aatianty. Tuto metodu aplikoval na
analyzu pirodnich antioxidarit z pivnich a vinovych vzotk Pouzil @t raznych
uspdadani, kde kombinoval PEG-silikagel a fenyl-silighgkolonu v prvni dimenzi
a Chromolith C18 kolonou vdruhé dimenzi. V obouzmdrech ot vyuZili

chromatografii s obrdcenymi fazemi.

M. Kivilompolo a T. Hyoétyldinen [38] se zabyvalinalyzou antioxidariit
fenolickych kyselin z bylinnych extrakt Nejdtive byly fenolické kyseliny z bazalky,
dobromyslu, rozmarynu, Sa&je, maty a tymianu extrahovany alkoholem, a poté by
zfiltrovany extrakt podroben separaci pomoci celo&D-HPLC. V prvni dimenzi byla

pouzita C18 kolona a ve druhé dimenzi CN (kyano)oka. Oba dva reverzni

28



chromatografické systémy byly propojeny desetiggstmvoupolohovym vysokotlakym

ventilem.

Metodou celostni dvourozmé HPLC byly analyzovany volné karotenoidy a
karotenoidové estery z esencialniho oléggveného pomerge [39]. Systém pouziva
v prvni dimenzi chromatografii s normalnimi fazeamive druhé dimenzi chromatografii
s obracenymi fazemi. Pouzité kolony byly propojedgseticestnym dvoupolohovym
piepinacim ventilem se dwma vzorkovacimi smdkami. Z esencialniho olejgerveného

pomerakie bylo identifikovano 40tznych karotenoidl

P. Dugo a spol. [40] analyzovali karotenoidy z poaroveho esencialniho oleje a
stavy. V prvni dimenzi byla pouZzita chromatografiaeemalni fazi a ve druhé dimenzi
chromatografie s obracenou fazi. Systémy byly namapropojeny deseticestnym

piepinacim ventilem.

V dalsi publikaci [41] P. Dugo a spol. podrobifiagdyze mandarinky. Na analyzu
karotenoid byla pouZita sestava sloZena z chromatografiermmd@ai fazi v prvnim
rozmeru a reverzni chromatografie vrogm druhém. Kolony of propojoval

deseticestnyigpinaci ventil.

3.3 Lipidy
Lipidy jsou latky biologického jvodu. Nejvyznam#si je triacylglycerol, coz je
derivat vySSich mastnych kyselin s glycerolem. dyppati mezi energeticky nejbohatsi

sloweniny. Mohou se vyskytovat jak ve foénmuhé (tuky) tak kapalné (oleje). Jsou to

vyznamne slozky potravin.

3.3.1 Stanoveni lipid

Triacylglyceroly jsou hlavnimi slozkami tiika olefi a jsou typickym fikladem

piirodnich komplexnich s&si. Nejlepsi technikou separace pro tyto latky 8.
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Prace [42] prezentuje celostni LC systém zaloZeryy adliSnych sepataich
mechanismech. Vyuziva argetnad (Ag) chromatografie a bezvodé reverzni
chromatografie. Tento systém byl aplikovan na analgostlinnych derivdit prfirodnich
lipidickych forem. Konkréta byl pouZzit na analyzu triacylglycefoke sojového a tmého

oleje.

Celostni 2D-HPLC systém, ktery sestavili L. Mordeb spol. [43] slouzZi
ke zjiseni triacylglycerol z lipidickych vzorki. Byl mimo jiné vyzkouSen na analyzu

ryzového oleje a standardnich vzirk

Celostni dvourozerny kapalinovy systém zalozeny na kombinaci Ag akePny
byl pouZzit pro identifikaci frakce triacylglicerolTAG) z tuku obsaZeného v oslim mléce
[44]. V tomto vzorku bylo zjig#no okolo 60 TAG.

P.Dugo a spol. [45] analyzovali triacylglycerolkukuiicného oleje. Celostni
dvourozngrny LC systém vyuZival argerdtai (Ag) chromatografii v prvni dimenzi a
reverzni chromatografii v dimenzi druhé. Oba chrtwgeafické systémy byly propojeny

deseticestnym ventilem. V kuktném oleji bylo zji&no celkem 44 triacylglyceral
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4 Zavér

Prednosti chromatografickych metod v dvourgemmém usp&adani je poskytnuti
kvalitniho rozliSeni i pro velmi komplexni vzorkyejich nevyhodou je, Ze jsou né&ngjSi
na konstrukci nez systémy jednoraamych metod.

Cilem této prace je shrnuti vyznamnych aplikatdstai dvourozrarné kapalinove
chromatografie, které stanovuji biologicky vyznantdi&y. Prace byla zagtena na ufeni
proteini, peptidi, antioxidant a lipidi v riznych potravinovych vzorcich a biologickém
materialu. Hlavnim @vodem, pré se tyto latky stanovuiji, je jejich nutni vyznam.

Popisovanymi metodami byly analyzovanyizmorodé vzorky. Zabyvaly se
analyzou proteilh nebo peptid v rakovinném nadoru, v bakterkkscherichia coli v
lidském nebo kiiském séru a v lidskych fibroblastech. Ve vzorciolapvina, extraktech
Z bylin a citrusovych plail byly stanovovany antioxidanty. Dale bylo Zfp&ano slozeni

lipida obsazenych v ryzovém, sojovénenem a kukii¢cném oleji a v oslim mléku.

Nejcastji pouzivanym systémem pro analyzu peptia proteiri je kombinace
iontowe vyménné chromatografie a chromatografie s obracenymérnfd. Pro analyzu
antioxidanti je vhodna chromatografie s obracenymi fazemi péu¥iobou rozrérech
nebo kombinace chromatografie s normalnimi a sagongmi fazemi. Pro analyzu lipid

pak kombinace argenitai chromatografie a chromatografie s obracenynerféiz
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Priloha 1: Souhrn hlavnich paramétpednotlivych analyz

Prepinaci Geltetie el G2 I (L Kolona ve druhém rozm éru (L | celkovy €as
Lit. Ventil Sbér frakci b x i.d. ,mm); objemovy . Y y . Y detekce aplikace / vzorky
perioda or ditok x i.d. ,mm); objemovy pr uGtok analyzy
i , . . . ) . ) . i . proteinové standardy a|
[30] 8-cestny ventil 2 vzorkovaci sy (30 ul) 6 min IEC (250 x 1); ful/min SEC (250 x 9,4); 2,1 ml/min 150- 360 min URAS5 nm) proteinové sérum
olystyren divyniloenzen (33 x 2,1); UV (215 nm), proteinové standardy a|
[31] 4-cestny ventil 2 zachytavajici druhé kolony mih SEC 8x (300 x 7,8); 25@/min Polysty 1 gml/min I’ 30 min MALDI-TOF/ | buagény lyzatEscherichig|
' MS coli.
i , . L . . . ) . . proteinové standardy a|
[32] 10-cestny ventil 2 zachytavajici druhé kolony IEC (35 x 4,6); 1 ml/min C18 (14 x 4,6); 2,5 mlmi 20 min UV (215 nm) lidskeé fibroblasty
vicekanalové propojovaci daeni vybavené&ismernym . . . . . UV (); MALDI- peptidy a proteiny;
[33] mikroseparatorovym uzéxem IEC (70 x 0,32); qul/min C18 10 x (250 x 0,25) ; @/min 150 min TOF-TOF rakovinovy nador
a) 2 vzorkovaci smisky (100pul) 1 min PEG (150 x 4,6); 0,1 ml/min C18 (10 x 2,1)0 ml/min 200 min
fenolické a flavonové
L . ) . C18 Chromolith (50 x 4,6); 2,0 , tioxidantv. i
[29] 10-cestny ventil b) 2 C18 zachytavajici kolony 9 min PEG (150 x 4063 ml/min mi/min 100 min UV (280 nm) antioxidanty, pivo
c) 2 zachytavajici ZR-Carbon kolony 6 min PEG (¥506);0,2 ml/min ZR-Carbon (50 x 2,1); 1,0 ml/min 135 min
il T . PEG (150 x 2,1) + C18 (125 X ) . . . pouze srss fenolickych &
d) 2 zachytavajici ZR-Carbon kolony 5 min 4.6): 0,2 mi/min ZR-Carbon (50 x 2,1); 1,0 ml/min 140 min flavonovych antioxidarit
[35] 6-cestny ventil; zastavenim toku prvni kolonghem |, o PEG (50 x 2,1); 0,4 mi/min C18 (125 x 2, enl/min 16-40min | UV (280 nm)| Standardy antioxidafta
separace v druhé dimenzi pivo
. . L . ) . i . . . smes fenolickych
[36] 10-cestny ventil 2 zachytavajici ZR-Carbondwl 3 min C18 (150 x 0,5); 1d/min ZR-Carbon (50 x 2,1); 1,0 ml/min 15 min UVv8@ nm) antioxidanti, pivo a vino
a) 2 vzorkovaci sniky (100pl) 1 min PEG (150 x 4,6);0,1 ml/min clis Chromrgll;trzir(]SO X 4,6); 2,0 neukeno
8 min PEG (150 x 4,6);0,3 ml/min cis Chromrc::;rr:]i(ioo x4.6); 2,0 neukeno
. : . PEG (50 x 2,1) + C18 (250 x| C18 Chromolith (100 x 4,6); 2,0 standardy fenolickych
37 10-cestny ventil UV (280 nm o ; .
= ’ b) 2 zachytavajici C18 kolony 2 3,0); 0,3 mi/min mifmin neutent ( ) antioxidant; pivo a vino
7 min PEG (150 x 4,6) + C18 (50 x| €18 Chromolith (100 x 4,6); 2,0 neukeno
4,6); 0,3 ml/min ml/min
6 min fenyl (50 x 3,9); 0,3 ml/min C18 Chromolith .(100 x 4,6); 2,0 neukeno
ml/min
-cestny venti vzorkovaci s u S x 2,1); 0,1 ml/min X 4,6)9 ul/min min - - ) :
[38] 10-cestny ventil 2 vzorkovaci sifigy (130p) 35 C18 (150 x 2,1); 0,1 mi/mi CN (75 x 4,6)9 ul/mi 45 mi ESI-TOF-MS a”ﬁ'(‘;’;'glf‘nr;g’_ gi{:ﬁ;‘c"e
. ) karotenoidy,
-cestny venti vzorkovaci s u min x 1,0); min \ min arotenoidové estery -
[39] 10 , i 5 K i ity (20 ) 2 mi CN (250 x 1,0); 1Ql/mi C18 Chromolith (100 x 4,6); 5,0 100 mi UV (450 nm), K idové
ml/min APCI-MS 9 .
cerveny pomerah
. . ) . ) karotenoidy -
10-cestny ventil 2 vzorkovaci siky (20 ul) 2 min microbore S'“Ca. (300x1,0); 16  C18 Chromolith .(100 x4.6); 4,7 160 min UV (450 nm) | pomerakiovy esencialni
ul/min ml/min . X
olej a $ava
. . . karotenoidové standarty}
microbore silica (300 x 1,0); 10 C18 Chromolith (100 x 4,6); 4,7 . . )
[41] 10-cestny ventil 2 vzorkovaci smiky (20 ul) 2 min wl/min ml/min 110 - 150 min UV (450 nm) volné karot§n0|dy )
mandarinky
CN (250 x 1,0); 1Q/min C18 Chromolith (100 x 4,6); 4,7 110 - 150 min UV (450 nm) karaten0|d0\_/e estery -
ml/min mandarinky
[42] 10-cestny ventil 2 vzorkovaci sigy 2 min Ag (150 x 1,0); 13l/min c1s Chromn?ll;:rr]wirgloo x4,6); 4 140 - 190 min APCI-MS tnacylgllr)]/gr?;o(l)léjsomvy a
i , . . , ) , C18 Chromolith (100 x 4,6); 4 i , UV (210 nm); | triacylglycerové standard
[43] 10-cestny ventil 2 vzorkovaci sigy 1,5 min Ag (150 x 1,0); 18//min mi/min 70 - 140 min APCI-MS a ryzovy olej
[44] 10-cestny ventil 2 vzorkovaci sigy 2 min Ag (150 x 1,0); 13l/min c1s Chromohth_ (100 x 4,6); 4 160 min APCI-MS tnacylglygerol - osll
ml/min mléko
10-cestny ventil 2 vzorkovaci sitly 1 min Ag (1) (250 x 2,1); 2@l/min C18 (30 x 4,6); 3 ml/min 25 min UXéZczllf)Mnsm); trlacylglyceorlcélj - kukdicny




