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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACN
APCI

API
APPI

Cl

CID
CZE
DXN
ECD

El
ELSD
ESI
FTICR

HPLC

HPLC/ECD
HPLC/MS

HPLC/NMR

HPLC/RI
T

IXN

LLE
MALDI

MEKC

Acetonitril
Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (AtmosphePressure
Chemical lonization)

lonizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Rnestonization)
Fotoionizace za atmosférického tlaku (AtmosphericesBure Photo
lonization)

Chemicka ionizace (Chemical lonization)

Kolizné indukovana disociace (Collision Induced Dissooiayi

Kapilarni elektroforéza (Capillary Zone Electropbsis)
Desmethylxanthohumol

Elektrochemicka detekce (ElectroChemical Detection)

Elektronova ionizace (Electron lonization)

Detektor rozptylu siétla (Evaporative Light-Scattering Detector)

lonizace elektrosprejem (ElectroSpray lonization)

Analyzator s iontovou cyklotronovou rezonanci sh&ovou trasformaci
(Fourier Transform lon Cyclotron Resonance)

Vysokoinna kapalinova chromatografie (High Performancequid
Chromatography)

Vysoko&inna kapalinova chromatografie s elektrochemicketekici
Spojeni  vysokotinné  kapalinové  chromatografie s hmotnostni
spektrometrii

Vysoko&inna kapalinova chromatografie spojena s nukledaragnetickou
rezonanci

Vysoko&inna kapalinova chromatografie s detekci indexudom

lontova past (lon Trap)

Isoxanthohumol

Extrakce kapalina-kapalina (Liquid-Liquid Extracatjo

lonizace laserem za casti matrice (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization)
elektrokineticka ElectroKinetic

Micelarni chromatofrafie (Micellar

Chromatography)
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MEEKC

MS
MS/MS
MS"

NMR

NP
NP-HPLC
PDA

Q

QaQ
QqTOF

RI

RP
RP-HPLC
RRLC

SPE
SRM
TOF
TSI
UPLC

uv
XN
6-PN
8-PN

Mikroemulsni  elektrokineticka chromatografie (MicroEmulsion
ElectroKinetic Chromatography)

Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

Tandemova hmotnostni spektrometrie

Tandemova hmotnostni spektrometrie do n-tého stupn

Nuklearni magneticka rezonance

Normalni faze (Normal Phase)

Vysoko&inna kapalinova chromatografie v systému s normdlfézemi
Fotodiodovy detektor (PhotoDiode Array detector)

Kvadrupdlovy analyzator (Quadrupole)

Trojity kvadrupdl

Hybridni analyzéator sloZzeny z kvadrupoélu a analgmatioby letu

Index lomu (Refractive index)

Obracena faze (Reverse Phase)

Vysoko&inna kapalinova chromatografie v systému s obracef§zemi
Kapalinova chromatografie s vysokym rozliSer{(iRapid Resolution Liquid
Chromatography)

Extrakce tuhou fazi (Solid Phase Extraction)

Selected Reaction Monitoring

Aalyzator doby letu (Time-Of-Flight)

lonizace termosprejem (Thermospray ionization)

Ultra &innd kapalinova chromatografie (Ultra Performancéquid
Chromatography)

Ultrafialove z&eni

Xanthohumol

6-prenylnaringenin

8-prenylnaringenin
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1 UvoD

Prenylované flavonoidy jsou polyfenolické latky,eid¢ jsou obsazeny zejména
v chmelu a vEéenim gechazeji do piva. V poslednich letech se staly dikym bioaktivnim
acinkam  predmétem  |ékdského vyzkumu. Byly u nich prokazany antioxida
protirakovinné, protiz&livé, estrogenni a antimikrobidlni ciaky. Hlavnim zdrojem
prenylovanych flavonoitl je chmel, ktery pat mezi zakladni suroviny ip vyrobé piva.
Polyfenolové slozky piva maji tedy pozitivni vliardidské zdravi, na druhou stranu nelze
opomenout v pivu obsazeny alkohol, kteryza byt g ptilisSné konzumaci fwodcemriady
zdravotnich potiZzi.

Pro separaci a identifikaci polyfenolickych latek rsefastji pouziva vysokotinna
kapalinova chromatografie 8anymi zpisoby detekce. Jednim z né&jinéjSich reSeni je
spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni tspedetrii, kdy v jednom kroku dochazi
k separaci sksi latek a sotasre k urceni molarni hmotnosti jednotlivych slozek.
Pro identifikaci latek se stejnou molarni hmotnassitejnym fragmentaim chovanim (nap
polohové isomery) vSak samotnda hmotnostni spektirigneestai. Pro jednoznaé ukeni
struktury organickych slaenin je mozné vyuzit spojeni vysokminé kapalinové
chromatografie s nuklearni magnetickou rezonandérék je vSak technicky mnohem
obtizrejSi nez HPLC/MS.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Flavonoidy

Flavonoidy neboli flavonoidni latky jsou velice s@hlou skupinou rostlinnych
fenold, jejichz vyzkum v poslednich letech zna stoupl. Je popsano vice nez 4000 &oin
a jejich vyzkum stéle tr/&"

Flavonoidy jsou odvozeny od kyslikaté heterocyldicoweniny flavanu (Obr. 4,
ktery je tvaden d¥ma benzenovymi kruhy propojenymi heterocyklickynrgnem. VSechny
tiéi kruhy byvaji @Zzn¢ substituovany hydroxyskupinami nebo methoxyskumingednotlivé
derivaty se li§i pouze stugm oxidace a substituteRozeznavame nasledujici zakladni
struktury flavonoid: katechiny, leukoanthokyanidiny, flavanony, flaeowoly, flavony,

flavonoly a anthokyanidirly?.

D“x e
i

Obr. 1 : Strukturaflavanu

Flavonoidy jsou vyznamnou stasti antioxid&niho systému, zabfigji peroxidaci
lipida, likviduji volné kyslikové radikaly, mohou vazatiaaktivovat rekteré prooxidani
kovové ionty (Zelezo, tl)*, vyznami mohou pispst pri prevenci chorob majicich &y
pavod v oxid&nim poSkozeni biologickych struktur (atheroskler6aardiovaskularni
onemockni), maji antikarcinogenni &inky?. Jejich antioxidéni aktivita zavisi na pau
a poloze hydroxylovych skupin v molekule a také jefich glykosylact. Ukazuje se,
Ze @i terapii a prevenci zmémych onemocéni je konzumace potravin obsahujicich
flavonoidy vhod®j$i neZ podavani samotnych antioxidarjako je vitamin C a E Jejich
potencialni zdravotni dainky vyZaduji vyvoj metod pro jejich identifikaci atanoveni
v potravinovych produktech, rostlinnych extrakteckrevnim sérti

Jsou pitomny ve vSech rostlinach, jejich mnoZstvi a zagemi se vSak lisi.

Pt zpracovani rostlin se mohou dostat do potravite &vliviiuji charakteristické vlastnosti —
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barvu, vini a chu’. MiZeme je nalézt v pivu, vinu, dZzusechavch,&ajich atd. V b&zns
konzumovaném ovoci, zelerira dalSich rostlinnych produktech (cibule, pap&jakolice,
vinné hrozny, listova zeleninaokolada, soOja, obilniny a citrusové plody) se vysky
zejmeéna flavonoly (Obr. 2), u kterych byly z§8y optimalni vliastnosti. #rodni flavonoidy

maji nefastji podobu O-glykosid, obsahuji tedy ve své molekule necukerdast (aglykon)

LK

Obr. 2 : Struktura flavanolu

a cukernou slozKu

2.1.1 Antioxidaéni u€inek

Polyfenolické latky pat mezi latky s antioxidmim &inkem, to znamena,
Ze pomahaji likvidovat reaktivni formy kysliku amtipfispét k prevenci chorob majicich
pavod v oxid&nim poskozeni biologickych strukfur

Reaktivni formy kysliku jsou agresivni molekuly ([wé radikaly, reaktivni anionty
obsahujici atom kysliku nebo molekuly s kyslikeneré& bu’ mohou vytvdit volné radikaly
nebo jsou volnymi radikaly aktivovany), které vzaikv €le z exogennich nebo endogennich
piicin®. Mezi exogenni fi¢iny pati ionizaini z&eni (nap. UV-swtlo), $kodliviny zevniho
prostedi (vyfukoveé plyny, koteni), ozon, radiové frekvence, mikroviny, ultrazyukkteré
jedy, rektera xenobiotika a leky (n&pparacetamol) aj. Hlavnim zdrojem endogenniiGtirp
je aerobni metabolismus, dale reaktivni formy lkysznikaji hem celérady burcnych
pochodi (metabolismu Zivin, biosyntéze ¢kterych latek, transportu elektnbn
v mitochondriich), fagocytdze a zdilivych procesech, traumatecheldsném cuieni.

Pti velkém nahromathi vznikajicich reaktivnich forem kysliku, kterénheschopen
organismus likvidovat, vznik4 oxidai stres. PoSkozuje bky, zejména butné membrany,
proteiny, enzymy a geneticky material, &ispiva ke vzniku infe&nich i degenerativnich

onemocgni®.
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Kromé fenolickych latek mezi antioxidanty datadime nafiklad mangan, zinek,
glutathion, koenzym Q10, kyselina tova, beta-karoten, vitamin E, vitamin C a selen.
Najdeme je v barevném ovoci (iwky, brusinky, atd.), zelenén(rajcata, brokolice, atd.)
acaji°, ktery je vyznamnym zdrojem flavondidJejich obsah se vSak &znych druzichsaji
liSi. NejvySsi zastoupeni (hla¥rkatechiri) je v zelenémeaji, véerném a Rooibogaiji
je jejich obsah nizsi. Rooibos je naopak jedinymojain aspalathinu (Obr. 3), ktery fat
do skupiny velmi silnych antioxidaift

HO. 0N o~ OH
| = “\/H\
R | OH
HO

Obr. 3 : Strukturaaspalathinu

2.2 Prenylované flavonoidy

Prenylované flavonoidy jsou latkyfippdniho mivodu nachazejici se zejména
v chmeld. Maji pripojeny prenylovy radikéal (3,3-dimethylallyl)jako acyklicky nebo
cyklicky fetzec na zakladni C15 strukturu.

Biosynteticky gibuzné prenylovanym flavonaich jsou acylfluoroglucinoly,
humulony @-kyseliny), lupulony g-kyseliny), které maji vyznam pro pivovarskyiprysl,
ale v biomedicii nebyla tato skupina terpenfefi@osud pouZita

Diky pozoruhodnym bioaktivnim ¢inkaim se staly v poslednich letecliegnttem
lekarského a farmaceutického vyzkuniNejdalezitéjSim prenylflavonoidem je xanthohumol,
ktery tvaif nejwtsi podil prenylovanych flavonaidv saméich hlavkach chmefu Z dalsich
zastupé se v chmelu nachazi desmethylxanthohumol, isoxdwitimol a 8-prenylnaringenin.
U tschto latek byly mimo jiné prokazany protirakovinhi&1**® protizartlivé®,
estrogenrt?*?*® a antimikrobialni**?> (ginky. Taxonomicky paf prenylflavonoidy

mezi polyfenoly chalkonovéady'.
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2.2.1 Vyznamné prenylované flavonoidy

Nejvyznamrjsimi zastupci jsou xanthohumol (XN, Obr.*3aisoxanthohumol (IXN,
Obr. 48°), desmethylxanthohumol (DXN, Obr. 8y, 6-prenylnaringenin (6-PN, Obr. 4
a 8-prenylnaringenin (8-PN, Obr. 2¢>.

HsC |CH3 oH ﬁ'
fJ oH /@’\fﬁxﬁ = |
He | ‘“v*”DH| S HO = OH = OH
_ p
HyC ™ HSCJ\CHS
Obr. 4a : XN Obr. 4b :DXN
RI,DH
Ox | e
|
OH 0O
Obr. 4c : IXN Obr. 4d :6-PN
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H&H,DH
HO O | e
I
CH i
Obr. 4e :8-PN

Obr. 4 : Strukturyxanthohumolu, desmethylxanthohumolu, isoxanthohumol

6-prenylnaringeninu a 8-prenylnaringeninu

Hlavky saméich rostlin chmele Humulus lupulusL.) ¢eled Cannabinaceae jsou
jednou ze zakladnich surovin na vyrobu piva. Obuojigivo nejen o tolik oblibenou kkost,
plnost chuti a uni, ale i ofadu latek, jenz zvySuji jeho hodnotu z pohledu yareké
technologie, moderniho lékstvi a farmakologie. Mezi tyto latky gapolyfenoly chalkonove
tady, prenylovany flavonoid xanthohumol a jeho isonfevanon isoxanthohumol
Xanthohumol tvéi s obsahem 0,1 — 1% hm. suSiny hlavni podil pflergnoidi v saméich
hlavkach. Xanthohumol je vytoevan jako ¢ast chmelové pryskice (lupulin) pomoci
Zlaznatych chlup na konci Sistic, rize se objevit i na spodni sttammladych list.
V pryskyfici je xanthohumol doprovazen nejmééh3 gibuznymi chalkony, které jsou v 10 -
100krat mensi koncentraci nez xanthohumaitSva chalkof obsahuje volnou hydroxy
skupinu a mZe tedy prokhnout jejich izomerace naiplusné flavanorty

Xanthohumol byl poprvé izolovartast&€né charakterizovan a pojmenovan v roce
1913. Vroce 1957 byla Verzelem ziskana podobnéacsiona, ktera byla pojmenovana
humulol, pozdji identifikovana jako flavanon isoxanthohumol. ¥stedujicich letech
pietrvavala nejistota ohlednpolohy prenylového radikdlu v xanthohumolu vzhiade
k methoxy skupit. Pozdji dvé nezavislé skupirly'® potvrdily Verzeleho strukturu
xanthohumolu jako spravnou pomoci studia postugntésy a chemické degraddce

Nezajem o urdou vyrobu této sloteniny je pravépodobr spojeny s dostupnosti
xanthohumolu v irodnich zdrojich jako je n&pchmef.

U izomeru xanthohumolu, isoxanthohumolu, byl pr@éz antikancerogenni

potencial. B blokovani $kodli¥ pasobicich enzyihje dokonce &nngjsi nez xanthohumdi.
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V posledni dob se zajem sousdi na 8-prenylnaringenin jako novy fytoestrogen
syntetizovany z naringeninu a prenylového alkohdistrogenni aktivita byla zji&a také

u 6-prenylnaringeninu, 8-geranylnaringeninu a 6Behylnaringenintf.

2.2.2 Zdroje prenylovanych flavonoida

Hlavnim zdrojem prenylovanych flavondide chmel a nasledni pivo. Nejwtsi
zastoupeni ma xanthohumol, ktery jdt@men v rozmezi koncentraci 0,2 — 1,1 hm. %,
piicemz zéalezi na ofdé chmele. Nejvyssi obsah xanthohumolu byl &jist odifidé Agnus,
Sladek vykazoval nejvyssi hodnotu podilu xanthohilrkyseliny. Desmethylxanthohumol
je pitomen v koncentraci 0,05 — 0,2 hm. % a isoxanthasiumérgé nez 0,02 hm. %. V pivu
je isoxanthohumol zastoupen naopak nejvice, protazgika kEhem vdeni isomeraci
xanthohumol@'.

Analyzou ¢eskych piv bylo zji&tno, Ze nejvice prenylovanych flavonbige v 12%
lezaku Pilsner Urquell. V leZacich je ob&ambsah prenylflavonoid vyssi, nez v ostatnich
pivecH™.

Z prehledu uvedeného \erchozi kapitole jsou fgmé pozitivni dinky
polyfenolovych slozek piva na lidské zdravi. Na ldru stranu nelze opomenout v pivu
obsazeny alkohol, ktery naopakibe byt @i priliSné konzumaci fwodcemiady zdravotnich
poskozeni. Zdravi progpnd konzumace, tzwizené neboli moderované piti by ndm
piesahnout podletenych zdroj 0,5 az 1 litr den#y posuzovano vSak vzdy s ohledem
na celkovy zdravotni stav konzumentdi FRonzumaci piva je dopotevano jeho pozivani

béhem jidla, aby jeho vigbavani bylo pomalejsi a ochranrjniek delst®.

2.2.3 Horkeé kyseliny

Chmel obsahuje velké mnozstvi thgch kyselin. Do piva fechazi varem
na isomerizované kyseliny, které jsou zodfsmé za hitkou chu’, antibakterialni &nky
a v neposlednfact za stabilitu pny piva. Rna pati mezi kvalitativni a kvantitativni znaky
charakterizujici pivo, je jednim z prvnich vj@mnimanych spdéebitelem. Faktar, které
ovliviwuji stabilitu a trvani ¢gny, je velké mnozstvi, krotnhorkych kyselin jsou to také
bilkoviny, kovové ionty, lipidy a aminokyseliny. k@ kyseliny jsou fenolické kyseliny,
které se di na a-kyseliny ap-kyseliny. Mezi hlavnia-kyseliny pati humulon, kohumulon
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a adhumulon. Hlavn#-kyseliny jsou lupulon, kolupulon a adlupulon. idé B-kyseliny maji
na rozdil odu-kyselin o jednu prenylovanou skupinu na benzenojééie viceé?*

2.3 Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry, MS)

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda skduZ prevedeni molekul na ionty,
rozliSeni €chto ionti podle pondru hmotnosti a naboje/za naslednému zaznamu relativnich
intenzit jednotlivych iont. Tato metoda ma velmi dobré vypovidaci schopnosiruktue
analyzované latky, je navic velmi citliv&i pnalé spatebs vzorku. Jedna se vSak o metodu
destruktivni. Vysledkem je hmotnostni spektrum, jgozavislost relativni intenzity iontového
proudu na efektivni hmotnostin/z Relativni intenzita nejintenzi¥iho iontového proudu
je 100962

Hmotnostni spektrometr (Obr?% je iontow optické z&izeni, které separuje ionty
podle pondru jejich m/z. Pracuje za velmi nizkych tlak Je slozen zefit zakladnich¢asti:

iontovy zdroj, hmotnostni analyzator a deteftor

lonty lonty urcitého
m/z
| — > L
Vstup lontovy Hmotnostni Detektor Vyhodnocovaci
vzorku zdroj analyzator zafizeni

Obr. 5 : Obvyklé schéma hmotnostniho spektrometru

Nedilnou soutasti fFistroje je nejasgji dvoustugiovy vakuovy systém umdagjici
udrzet dostataé nizky tlak?

Zakladnimi kroky v této technice jsou: odeai vzorku, ionizace, akcelerace ibnt
do hmotnostniho analyzatoru, separaceiitimotnostnim filtrem, detekce idgt.

Hmotnostni spektrometrie je rychla a citliva anaké metoda, kterd je&asto
vyuzivana ke kvalitativni i kvantitativni chemickéalyze, protoZe poskytuje velké mnozstvi
informaci o vzorku a jeho sloZeni. Vyznamnapomahd k identifikaci, &eni struktury
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organické latky a weni jeji relativni molekulové hmotnosti. Je velnditatna pro zakladni

vyzkum vysoce reaktivnich molekul v plynné f4zi

2.3.1 lontovy zdroj

lontovy zdroj slouZi k fevedeni neutralni analyzované latky do ionizovarsthou.
lonizace je naprosto nezbytnyntedpokladem analyzy. Podle mnoZstvi dodané energie
pii ionizaci se ionizéni techniky @li na tzv. nekké a tvrdé. Mezi rtkké ioniz&ni techniky
pati nag. termosprej (TermoSpray lonization, TSI), ionizdeserem za dasti matrice
(Matrix Assisted Laser Desorption/lonization, MALDD4 ionizace za atmosférického tlaku
(Atmospheric Pressure lonization, API). Mezi APthriky setadi ionizace elektrosprejem
(ElectroSpray lonization, ESI), chemicka ionizace amosférickeho tlaku (Atmospheric
Pressure Chemical lonization, APCI)fotoionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric
Pressure Photo lonization, APPI). Mezi tvrdé iotidatechniky pat nag. elektronova
ionizace (Electron lonization, EIgi chemick& ionizace (Chemical lonization, €))
Hmotnostni spektra ziskan&kkymi ionizatnimi technikami se obeé&rzasada liSi od El
hmotnostnich spekterfacdt aspeki. Ve spektrech obvykle nepozorujeme zZadné intemzivn
fragmentové ionty (jsoudkteré vyjimky, zejména pro labilni sléeniny). lonty umo#ujici
uréeni molekulové hmotnosti jsou ve velk&tding pripadi nejintenzivigjSimi piky
ve spektru. Narozdil od El ideme ve spektrech pozorovat t#myhradré ionty se sudym

postem elektron®”,

2.3.1.1 lonizace elektrosprejem (ESI)

Jednd se o jednu znejdefiich nekkych ionizanich technik® (spoléns
s MALDI)?*. V sowasnosti pat mezi nejastji pouzivané iontové zdroje i pro spojeni
HPLC/MS™. Lze ji pouzit pro velmi Siroky okruh bioorganiaity a organickych sl@enin
vrozsahu od #dré polarnich a? po iontové sleeniny®. K rozpraSeni kapalné faze
piivedené do kovové kapilary dochazi vliivem nehomaoden elektrického pole mezi Gstim
této kapilary, na niZ jeffvedeno vysoké nami? (cca 3 — 5 k\A*, a protielektrodou, jeZ
je uzemna®®. Vznikajici mikrokapiky nesou diky vlioZenému n&p na kapilaru na svém

povrchu velké mnoZstvi nalioj(podle polarity viozeného n&p je naboj kladny nebo
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zaporny}*. Ty jsou protiproudem horkého inertniho plynu fgctiysugeny, disociované latky
mechanismem iontového vyipaani gechézeji gimo do faze plynné a vzniklé ionty
se vedou vstupni &binou ges iontovou optiku do hmotnostniho analyzatoru (Gt
V procesu mohou vznikat kla&ni zaporg nabité ionty v zavislosti na polaritnagpgti
vloZzeného na elektrodurizaznamu kladnych iofitvznikaji nefastji protonované molekuly
[M+H]*, dale adukty se sodnym [M+Na]draselnym [M+K] ¢i amonnym [M+NH]"
iontem. V rekterych gipadech mzZeme pozorovat ménintenzivni adukty s mobilni fazi.
Pti zaznamu zapornych iantvznikaji deprotonované molekuly [M-H§i ve vyjimeinych
piipadech adukty [M+CH{2.

Vstup eluatu  lonty

Zmlzujici plyn \

Susici plyn

Kapilara

Obr. 6 : Schéma ESI

2.3.1.2 Chemické ionizace za atmosfeérickeho tlaku (APCI)

APCI je analogii konvami chemické ionizace, ale probiha za atmosférickéti.

Tato technika byla navrzena pro spojeni s HPLC ra¢itévyhradré se pro tento el
pouziv&d*. Je vhodna pro idrs polarni i nepolarni 14tkg. Uspdadani iontového zdroje
je podobné jako u ESI, avSak na kapilaru neni wvioZzenagti, na konci kapilary
je vysokoteplotni topeni a u jejiho konce je ugmiatvybojova elektroda (Obr. 7). Mobilni
faze je na vystupu z kolony vedena kovovou kapilado zmlZzovée, kde je obdohnjako

u ESI rozpraSena na jemny aerosol. Vznikly aergeolrychle odpgen v kratké zo®
vyhtivané na vysokou teplotu (300 — 650 °C). Vlozeniag®ti na vybojovou jehlu dochazi
ke vzniku koronového vyboje, jimZ jsou ionizovanglekuly mobilni faze fitomné v plynné

fazi ve velkém nadbytku t¢i analytu. lonty vzniklé z mobilni faze (tzv. resk plyn)

22



nasleds ionizuji molekuly analytu, podolrjako @i chemickeé ionizaci. Vznikajici ionty jsou
stejrg jako u ESI urychleny a fokusovany dalSimi elekénmil a potom analyzovanygkterym
z hmotnostnich analyzatsf.

Tato ionizace je dostates Setrna a P zaznamu kladnych iofitvznikaji gredevsim
protonované molekuly [M+H]a @i zaznamu zapornych iantleprotonované molekuly
[M-H]". Fragmentované ionty byvaji také zastoupeny, @jeh intenzita zavisi na typu
analyzovane latky a na ngpvloZzeném na konicky vstupni otvor. VloZzenim &S nagti

lze vyznamg podpdit fragmentaci, coZ je mozné vyuzit pro ziskaniitych strukturnich
informacf?.

Vstup
eluatu

Sujic ZmlZovaé (sprej
ZmlZujici plyn __ mizovac (sprej)

=z - Vyh fivana zéna

Susici plyn

Vybojova

jehla Kapilara

Obr. 7 : Schéma APCI
2.3.1.3 lonizace laserem zadasti matrice (MALDI)

Pri pouziti této metody se necha studovana latkadreies latek) vykrystalovat
na kovové podloZzni desce s tzv. matrici. Tou byvdgrivaty nizkomolekularnich
aromatickych kyselin, které mohou absorbovat endéagerového z&ni ve viditelné nebo
blizké ultrafialové oblast.

MALDI vynikd nizkymi néroky na speéebu vzorku. Na rozdil od ostatnich
ionizatnich technik Ize pomoci MALDI analyzovat vzorky absijici @Zn¢ pouzivané soli,

slozky pufé a denaturéni ¢inidla. Odpada tedy nutnost Upravy vzorku a elifiise jeho
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ztraty. Riprava vzorku pro analyzu je navic velmi rychlad.zdgmnou vyhodou MALDI
je tvorba pouze jedenkrat nabitych ibntoz usnatiuje analyzu komplexnich sisi jako jsou
polymery. Akoli byla MALDI-MS puvodré zangiena na analyzu bilkovin a peptjdhasla
vyuziti i v daleko SirSim &titku. Vzhledem k pulsnimu charakteru ionizace gowasnosti

MALDI nejcastji pouzivana v kombinaci s filetovym analyzatoreffi.

2.3.2 Hmotnostni analyzator

Hmotnostni analyzator slouzi jako disperzni prveknaoziuje rozalit v prostoru
nebo v¢ase snis ionfi o riznych pongrechm/Z2. V sowsasnosti je na trhu cetada fiznych
typtt hmotnostnich analyzatiora proto je fi jeho volk& nutné pihlédnout k poZzadovanym
vlastnostem analyzétoru a sarfgax také k ekonomickym mozZnostem. S rostouci cenou
se zvySuji moznosti jednotlivych analyzd@io(zejména rozliSeni, fpsnost ufeni hmoty,
moznost niieni MS', apod.) a také sloZitost instrumentace a narokyjejiah obsluhu

a Gdrzbd”

2.3.2.1 Kvadrupdlovy analyzator (Q)

Je nefasgji pouzivanym hmotnostnim analyzatorem pro spojdwipalinove
chromatografie s hmotnostni spektrometrii. Jednd jselen z nejlew)Sich analyzatdr, jeho
obsluha a spojeni s HPLC jsou velice snadné. Kyadowy analyzator se vyztaje
robustnosti a stabilitou kalibrace hmotnosti poutltu dobu a poskytuje dobré vysledky
pro kvantitativni analyZi. Konstrukng se jedna octyri kovové tywe kruhového nebo
hyperbolického pifezu, které jsou fipojeny ke zdrajm  stejnosmrného
a vysokofrekvetniho stidavého nagti (Obr. 8f% Na jednu dvojici protilehlych f
je vloZzeno kladné a na druhou dvojici zapornéé&tidh lonty, které viétnou do prostoru
mezi tyemi, se dostanou doi&tavého elektrického pole a cxeou oscilovat. B vhodre
zvolenych hodnotach stejnosmého a sidavého nagti projdou kvadrupélem pouze ionty o
uréitém m/z které maji stabilni oscilaci. Ostatni ionty sénydouji po nestabilnich drahdch a
zachyti se na tjch kvadrupélu nebo nadsidch pistroje. Postupnou z#mou stidavého
a stejnosrrného nagpti pii jejich konstantnim pogtu jsou postuph detekovany vSechny
ionty ve zvoleném skenovacim rozsaMevyhodou kvadrupélového analyzatoru je pouze

jednotkové nebo o mélo vy3si rozliseni a cfifgh moZnost niieni MS/MS spektéf.
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Obr. 8 : Schéma Q

Spojenim i kvadrupoh za sebou ziskame tztwrojity kvadrupolovy analyzator
(QQQ), @icemz prvni kvadrupdl umakbije izolaci zvoleného iontu prekurzoru, druhy
kvadrupdl slouzi jako kolizni cela pro MS/MS¢fani a teti kvadrupdl slouzi k rozteni
produktovych ioni vzniklych fragmentaci zvoleného iontu prekurzorkolizni cele. Timto
zpisobem nizeme, na rozdil od jednoduchého kvadrupolgiitm MS/MS spektra, avSak

cena tohoto analyzatoru je vy3si aista sloZitost instrumentaée

2.3.2.2 lontova past (IT)

DalSim typem analyzatoru je iontova pésin Trap, IT), coZ je trojroz&rna obdoba
kvadrupélového analyzatdfyale na rozdil od kvadrupélu se neuplge stejnosmrné nagti
(Obr. 9¥* Kromé piiznivé ceny ma velkou vyhodu v moZnosti Malyzy. Dalsi vyhoda
tohoto analyzatoru spiva v tom, Ze hmotnostni spektra vySSifdau ntiime v jediném
analyzatoru teoreticky bez omezeni do n-tého stuphpraxi jsme omezeni citlivosti
a stabilitou ioni priblizng do tetiho a? patého stdpv zavislosti na typu sla@eniny.
Pomoci stidavého elektrického pole umade uzavit ionty v ohranieném prostoru. lontova
past se sklada ze vstupni a vystupni kruhové el@kthyperbolického fifrezu a prstencové
stredové elektrody. lonty se po zachyceni v iontovétippohybuji po velmi slozitych
drahach. Na pgtku skenovaciho cyklu je prstencova elektroda adida na nizké hodriot
amplitudy vysokofrekvetniho nagti, kterd se postugnzvySuje, ¢imz jsou na detektor
vypuzovany ionty s rostouai/Z>

Vyhody trojitého kvadrupélu a iontové pasti v 8@pojujelinearni iontova past”.
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Obr. 9: Schéma IT

2.3.2.3 Priletovy analyzator (TOF)

Pro vysokou citlivost detekce a velky rozsah detekeinych hmotnosti se stéle vice
pouziva piiletovy analyzator(Time Of Flight, TOF). V principu jde o nejjednodis
hmotnostni analyzattt Rozdluje ionty na zaklad doby letu. lonty analytu jsou urychleny
silnym elektrickym polem (25 — 30 kV) ags uzeménou ntizku vstupuji do evakuované
letové trubice (Obr. 169. lonty s fiznou hodnotoum/z maji [ stejné kinetické energii
riznou rychlost, proto se ion s vyssi molarni hmdingohybuje pomaleji a dorazi
na detektor pozgi neZ ion s mensi molarni hmotnosiiasova diference, a tim i rozlieni,
zavisi na délce drahy, kterou ionty v trubiciilptového analyzatoru urazi. Pro zlepSeni
citlivosti se pouziva reflektronové uspdani. Reflektron je elektrostatické zrcadlo, které
kompenzuje drift kinetické energie idnb stejné molarni hmotnosti a timiegiuje mefeni
hmoty?.

V biochemii se dnestasto pouziva kombinace MALDI-TOF, ESI s trojitym
kvadrupélem (QqQ) nebo hybridni spojeni kvadrumROF (QqTOFY.

Hmotnostni spektra s vysokym rozlisenim (az 100 (@®@nozné niit magnetickym
analyzatorem s dvoji fokusaci ionit, coZz umo#uje pesné weni sumarniho vzorce
molekuly i jednotlivych fragmentovych ioift"

Mezi hmotnostni analyzatory nejvy3sidly radime magnetické analyzatory s dvoji
fokusaci iont a zejménaanalyzator s iontovou cyklotronovou rezonanci s Faierovou
trasformaci (Fourier Transform lon Cyclotron Resonance, FT ICRJ ICR analyzator
vyrazre prevySuje ve vSech parametrech vSechny ostatni aatalyz bohuzel &etns

jeho cen§’.
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2.4 VysokoWwinna kapalinova chromatografie (High Performance Lguid
Chromatography, HPLC)

Chromatografie je fyzikalrchemicka sepatai metoda zaloZzena na ustalovani
rovnovahy mezi déma fazemi. Kapalinova chromatografie vyuziva opak®ho procesu
distribuce latek mezi kapalnou mobilni a veétsing pripadi tuhou stacionarni f&Zi
Kapalinové chromatografy se skladajiasti, které zajidiji transport mobilni faze, davkovani
vzorku, separaci jeho sloZek, jejich naslednoulditedznam a zpracovani sigmalu_atky
ve smési migruji riznou rychlosti ve s#mu toku mobilni faze. # prachodu
technikou kapalinové chromatografie je tzv. vysakonda kapalinova chromatografie (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC). Chromafigkym prostedim je kolona
obvykle o délce 50 — 300 mm a \umifm pimérem 2 — 6 mm pkna vhodnou naplff.
Kolona ma rozhodujici vyznam pro kvalitu chromatdgpké separace. Dobra
chromatograficka kolona musi umoznit separaci l&eksokou tinnosti a poZzadovanou
selektivitou, ma mit dlouhou Zivotnost a dobrou haedckou odolnost &&i vysokym
pracovnim tlakm béZnym v sodasné praxi HPLC a musi byt rezistentricivslozkam
mobilnich fazt*. Vysoké &innosti a rychlosti se dosahuje s pouZitim kolomspych velmi
malymi sasticemi (3 — Tum) a pfitoki mobilni faze (0,5 — 2 ml/mifd.

V souwasné dob pati mezi vyznamné vyvojové trendy v kapalinové chrtogeafii
miniaturizace vniniho paméru chromatografickych kolon. PouZzivané kolony gi dodle
vnitiniho paiméru na konvedni s vnitnim piaimérem nad 1 mm, mikrokolony (pod 1 mm),
kapilarni kolony (100 — 50@m) a ,nanoscale” kolony (pod 1Qdm). K eluci se pouzivaji
nizké pfitoky fadow ul/min. DalSim modernim trendem vyuzivajicim kolongplrené
¢asticemi o velikosti 1 — am je UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatograpfighy
Waters ¢i RRLC (Rapid Resolution Liquid Chromatography)nfiy Agilent. PouZivaji
se kolony o piméru 2 mm a délce 30 — 100 mnti Bnalyze se dosahuije tiakZ 100 MPZ.
Naplre kolon se pipravuji z pérovitych anorganickych matetidinebo z organickych
polymeii. Negasgji se pouzivaji materialy na bazi silikageludbhez Uprav nebo chemicky
modifikované navazanim nepolarnichiest® ¢i silné polarnich stacionarnich faziiipadré
i fazi s iontovymi nebo ionizovatelnymi fuekimi skupinanfi*. Pokud jsou néplni pevné
castice, hoviime o konvednich stacionarnich fazich nebo mohou mit chargktéymeru

(monolitu), pak jefe¢ o monolitickych stacionérnich fazich. Konwen stacionarni faze
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se skladaji z jednotlivycltastic o pesré definované velikosti, oproti tomu monolit o
jediny kus pérovitého materialu, ktery vznika z&sitn polymerni srési. Tyto typy kolon
dosahuji velmi vysokych rozliSovacich schopnostkeaceni doby analyzy. DalSi vyhodou
téchto technik je nizkd sp@ba mobilnich fazi a stim spojena moznost pouitdihych
rozpoustdel a aditiv (nap cyklodextriny). Vyhodou je i vyuZiticthto technik i stopové
analyze a snadné propojeni se spektralnimi metoffanatnostni spektrometrie, infrervena
spektroskopiéy.

Instrumentace pro klasickou HPLC vyZaduje pouZitisokotlakych cerpadef®
vyrobenych z materiél odolnych wi¢i agresivnim latkam a schopnych davkovat kapaliny
pii pracovnich tlacich 30 — 60 MPa, u UPLGi RRLC aZ 100 MPZ. Mobilni faze je dale
vedena do chromatografické kolony, pro dobrou répkovatelnost vysledk zpravidla
umistnou v termostatovém prostéfu Pistroje pro HPLC jsou mnohem slag#ti neZ
pro klasickou sloupcovou chromatografii, kde se imbbfdze pohybuje gravitami silou.
Vzorek je zaveden do proudu mobilni faze pomoddmatickych davkowsi?, diive pomoci
injekénich stikacek & smyckového davkovaciho ventfiti Mobilni fazi pred vstupem
docerpadla je feba zbavit rozpudhého vzduchu, aby se zabranildipadné neisnosti
zpstnych ventillki Gerpadla, kolisani ptoku a potizim § detekcf*. Jakocerpadla mobilni
faze se pouZzivaji takovaitzeni, kterd dokazi vytwir konstantni pitok ¢erpané kapaliny.
Pro BZné analytické kolony se rejstji pouzivaji pistova dvatinna cerpadla. Jejich
nevyhodou je pulsni chod, ktery vSak lze vykompeats pouZzitim dvou nebo vicerpadel
souwasre, piicemz pisty se nepohybuji rovhémé, ale parabolicky gasem a jejiciinnost
je fazow posunut®. Eluat z kolony je veden do detektoru, poskythiicelektricky signal
jako odezvu Urrnou znéng sledované vlastnosti eluafuDetektor by nil mit maly vnitni
objem, aby co nejménprispival k rozmyvani ekinich Kivek. Signal detektoru by &h byt
reprodukovatelny, linead&n zavisly na koncentraci v co nejSirSim rozsahu,livgit
a s co nejnizsi mezi detekte

K detekci se vyuZiva analyticka vlastnost systénmierda je ve znamém
a reprodukovatelném vztahu ke koncentraci analjRozliSujeme detektory univerzalni
a selektivni. Univerzalni detektorenn viastnost systéemu jako celku tj. index lomu, tepa
vodivost, relativni petmitivitu. Selektivni detektaméii uréitou vlastnost specifickou
pro danou latku nebo skupinu latek, hagbsorbanci i urcité vinové délce, elektrolyticky
proud i uréitém potencialu atd. Selektivni detekce je obvyditkv &jSi a vhod#jSi zejména

viv s

pouzivané v HPLC p#t spektrofotometricky, fluorimetricky, elektrochechky
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a refraktometricky detektor, stalgastji se pouziva spojeni HPLC s hmotnostni
spektrometrfi.

Zaznam zavislosti signalu detektorem ¢wse se nazyva chromatogram. Z polohy
maxim a eldnich vin (piki) na chromatogramu, které je charakteristické pédau strukturu
chromatografované latky v daném systému, usuzujemgitomnost ugitych latek. Kazda
latka daného chromatografického systému je poptanaetenim faktoremxk, pro ktery
plati:

tM

k= (1)

kde tr je reterni ¢as zadrzované latky & je mrtvy cas, resp. retémi ¢as latky, ktera
se na kolo# nesorbujé.
Z vySek piki ¢i ploch pod piky Ize kvantitativh vyhodnotit obsah dané latky

v analyzované sisi*%.

2.4.1 Chromatografie v systémech s normalnimi fazemi (NPHPLC)

Je-li stacionarni faze polaijsi nez faze mobilni, mluvime o systémech s norindln
fazemi, v op#ném pipad jde o systémy s obracenymi fazémi Chromatografie
v systtmech s normalnimi fazemi vyuZiva polarnidacisnarnich fazi a nepolérnich
mobilnich fazi. Jako stacionarni faze se pouZzikeyi anorganické adsorbenty (bagtji
silikagel, rekdy i oxid hlinity) nebo polarni chemicky vazané&dana silikagelovém nasi
(kyanopropylové, aminopropylové a daf&i)Ve srovnani s chromatografii v systému
s obracenymi fazemi je vliv stacionarni faze u &yat s normalnimi fazemi vyragsi. Jako
mobilni faze se zpravidla pouZivaji &n dvou fizr¢ polarnich organickych rozpogsel.
Volba polarniho rozpoudtla (propanol, acetonitril, dichlormethan) vyznamavliviiuje
retertni casy a selektivitu separace. Mgmolarni rozpousgtlo (wtSinou alifaticky uhlovodik
— heptan, hexan) ma na retenci mnohem mensi vieterRe latek se obvykle zvySuje
s klesajici koncentraci pol@giho rozpou&dla v mobilni fazi a s rostouci polaritou

stacionarni faze a separovanych latek, které sgf elparadi rostoucich polafit
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2.4.2 Chromatografie v systémech s obracenymi fazemi (RAPLC)

V dnesdni dob se tyto chromatografické systémy pouzivaji v HRiggastji, protoze
umo#iuji separovat vzorky obsahujici nepolarnfedteé nebo sili# polarni a¢asto i iontové
& ionizovatelné latk§’. Charakteristickym znakem chromatografie s obracenfazemi
je nizka polarita pouzité stacionarni faze ve séowrs mobilni fazi. Jako stacionarni faze
se obvykle pouzivh chemicky modifikovany silikagelModifikovan miZze byt
oktadecylovymi, oktylovymii jinymi alkylovymi skupinami. Mobilni faze jsou parnejSi
nez faze stacionarni a skladaji s¢Sinou z vody a jednohd& vice polarnich rozpou&del,
negasgji methanolu ¢i acetonitrilu (ACN). Charakter organického rozpwdia a typ
chemicky vazané nepolarni stacionarni faze auj reteiini ¢asy i selektivitu separate
Systémy s obracenymi fazemi jsou vhodné pro sepaftatek, které se IiSi velikosti
hydrofobnich¢asti molekul, pipadré postem a charakterem polarnich funkch skupif®.

Pro popis systému s obracenymi fazemiasto pouziva zjednodusené linearni vigdudk
logk =a-mg (2)

kde ¢ je koncentrace organického rozpaah aa a m jsou konstanty zavisejici
na typu pouzité mobilni a stacionarni faze. Korstamn je mirou elgni sily organického
rozpoustdla a roste s jeho klesajici polaritou a s velikasblekuly analyzované latky.
Konstantaa roste s klesajici polaritou a rostouci velikostiky&’.

Retence latek klesd s rostouci koncentraci a kéésgjolaritou organického
rozpoustdla v mobilni fazi a s rostouci polaritou staciariddze a separovanych latek, které
se eluuji v peadi klesajicich polarit, opaé nez i chromatografii v systémech s normalnimi

fazemf?.

2.4.3 Gradientova eluce

Chromatograficka separace probihajici za konstanmtslioZeni mobilni faze (nemi
se elgni sila) se nazyva izokraticka eluce. U komplexnicorki, které obsahuji velké
mnozZstvi slotenin s velmi rozdilnou retenci, izokraticka eldesto neposkytuje vyhovujici
separaci vSech slozekéhem jedné chromatografické analyzyii pouziti mobilni faze

s vysokou elani silou se dote separuji silé se zadrzujici latky, zatimco stakadrzované
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latky jsou eluovany v mrtvém objemu. Pokud se peuziobilni faze s elini silou vhodnou
pro slalg zadrzované latky, jsou didb separovany, ale eluce silmadrZzovanych latek trva
velmi dlouho a dochazi k rozmyti ik Proto byla zavedena gradientova eluce, u které
postupnym zvysSovanim alni sily mobilni faze dochazi k poklesu retence gdlivych latek.
Obecrk mize byt gradient proveden zZmou iontové sily, pH nebo sloZzenim mobilni faze,
dale také zrénou piitoku nebo teploty. NefzrgjSi je zneéna sloZzeni mobilni faze v zavislosti
na case. Gradientovy program t@e navic obsahovat iékolik izokratickych krok.
Mezi hlavni vyhody gradientové eluce pakratSi doba analyzy, zvySeni citlivosti detekce
pro pozdji eluujici latky. Podle tvaru gradientu Ize refitigradienty na linearni, konvexni

a nebo konkavni. NefingjSi je linearni gradient, kde se sloZeni mobilrdefas pabehu

gradientu mini linearr® pod ugitou snernici a sphuje rovnici:

0+¢z_¢0 t

tg

p=9¢ 3)

kde ¢, a ¢z jsou hodnoty koncentrace organického rozpmlaty na z&éatku

a na konci gradientutaje ¢as gradienttf.

2.4.4 Detektory v kapalinové chromatografii

Idedlni detektor pro kapalinovou chromatografiie§l umoziovat detekci vSech typ
koncentraci latky, & by mit vysokou citlivost a nizkou Urove&umu, nerdl by byt citlivy
ke zménam tlaku, pitoku mobilni faze a teploty, ¢ by mit minimalni pispsvek
k rozSiovani eldgnich zén latek a sh by umoZiovat pouziti gradientové eluag jinych
technik s programovanou Zmou pracovnich podminek. Takovy detektor v praaxistuje,
rizné detektory se jednotlivym poZadémkpouze do jisté miryijblizuji®.

Nejcastji pouzivanymi detektory v HPLC jsogpektrofotometrické detektory.
Detegované latky musi absorbovat v ultrafialovéoneidlitelné oblasti elektromagnetického
z&eni. VInovou délku detekce Ize digtroji s monochromatorem volit v rozsahu vinovych
délek zdroje zi&ni. Nekteré fistroje tohoto typu umdaidiji snimat UV spektra latek vémé
kyvet pri zastaveném gitoku mobilni faze, fipadré u rychle skenujicich spektrofotomietr

I bez geruseni toku mobilni faze. Pro rychly zaznam spe&éparovanych latek se &aegt;ji
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pouziva detektdr s tzv. fotodiodovym polem, které umnagi sowasnou detekci a integraci
chromatogram pri v&tSim patu vinovych délek’.

Refraktometricky detektor je nejstarSi univerzalni detektor pro HPLG. riachodu
latky mernou kyvetou poskytuje odezvu émou rozdilu indexu lomu mezidmou kyvetou
a kyvetou srovnavaci, nagimou ¢istou mobilni fazi. Tento detektor sice umoje detekci
vSech latek, ale jeho odezva silravisi na tepl@t na rychlosti pitoku a na sloZzeni mobilni
faze”.

Vysoce selektivni a citlivé jsofluorimetrické detektory. Detegovana latka v cele
detektoru absorbuje budici ie@i z ultrafialové oblasti, jehozast vyzéi ve forne
fluorescerniho zd&eni o vysSi vinové délce, které se zpravidkirpod uhlem 90° k zZéni
budicimd*,

DalSi skupinou selektivnich a citlivych deteKigsou detektory elektrochemické.
Tyto detektory nsii proud vyvolany fi praichodu redukovateln& oxidovatelné latky rrnou
celou s elektrodami, nash je vloZzeno nafii potrebné k pitbéhu elektrochemické reakde

Vodivostni detektory méti elektrickou vodivost eluatu z kolony vipokové cele,
obvykle valcového tvaru, se &wa vzajema izolovanymi kovovymi elektrodami. DalSim
univerzalnim detektorem jdetektor rozptylu svétla na tuhych¢éasticich v proudu plynu,
po predchozim odp&ni mobilni faze (Evaporative Light-Scattering ébe — ELSD).
Detektor rozpytlu sitla poskytuje fadu vyhod oproti refraktometrickému (RI) nebo
spektrofotometrickému detektoru. Stejako s RI se daji analyzovat latky neabsorbujiei U
z&eni a také pouZzit k eluci absorbujicich rozp&det Narozdil od Rl ma ELSD vybornou
stabilitu zakladni linie, ktera neni citlivAd na &mu teploty okoli, nedriftuje se zZmou eluentu

(moZnost gradientové eluce) a neoidiji ji ani pulsycerpadIad®.
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2.5 Spojeni HPLC/MS

Spojeni hmotnostniho spektrometru se sejpdénai metodami, zejména s plynovou
a kapalinovou chromatografii, vyrazavySuje selektivitu a umdije provadt identifikaci
latek ve sloZité matriéf. Hmotnostni spektrometr je univerzalni a vysodeksioni detektor.
Prvni spojeni HPLC/MS bylo popsano v roce 1973, kglypro spojeni vyuzit jednoduchy
deli¢ toku mobilni faze v pogru pxiblizné 1:100 a mobilni faze slouzila jako ionéza plyn
pro chemickou ionizaci. Nevyhodou byla niZSi citkt, ale poprvé bylo mozné zfit
hmotnostni spektra latek po jejich sepdifadiyvoj instrumentace pro spojeni HPLC/MS byl
rychly a v sodasnosti jsou systéemy HPLC/MS kortiet dostupné v fijatelnych cenovych
relacich v zavislosti na usfgmlant?.

Z&kladnim pedpokladem usgného spojeni HPLC/MS jeciiné odstraéni slozek
mobilni faze ped vlastni ionizaci. K tomutocélu byla vyvinutafada technickych Z&eni,
avsak ¥tSina ma v satasnosti pouze historicky vyzn&mJako ionizani techniky se nejprve
vyuzivalo zejména klasické elektronové (EI) nebeeroltké ionizace (Cl). Nevyhodou
"tvrdé" ionizace El je velky nadbytek vhii energie iont, ktery vede k rozsahlé fragmentaci
a znemottuje ukeni molarni hmotnogtl. V dnesni dob se pro spojeni HPLC/MS vyhragin
pouZivaji API techniky, mezi které paionizace ESI, APCI a névzavedena APBi. ESI
a APCI umoauji rutinni "on-line" spojeni se zcela minimalnimmezenimi pro volbu
separaénich podminek a pokryvaji prakticky cely rozsah ekalovych hmotnosti a polarit
analyzovanych laték Tyto ioniz&ni techniky jsou principiakh prizpisobeny pro praci
s ptitokem kapalné mobilni faze a jsou schopny odvésinu €kavych slozek mimo prostor
hmotnostniho spektrometru. Volba iontového zdrejegiena dle typu analyzované latky

Spojeni HPLC/MS Ize vyuzit vRP i v NP systémechi¢gmz pro praci v NP
systémech je vyhodjsi vyuzit APCI, zatimco v RP systémech lze powti ionizani
techniky*,

Z hlediska instrumentéalni kompatibility s kapalijav chromatografem neexistuje
Za4dné omezeni volby hmotnostniho analyzatoru. Kankr volba sefidi predevsim
poZzadovanym hmotnostnim rozsahem, rozliSenim a Zan®& porizovacimi a provoznimi
naklady?.

Pfi pouZiti sprejovacich ionizaich technik dochazi k zanedbatelné fragmentaci.
Strukturni informace ziskanéfippouziti piiletového ¢ kvadrupolového hmotnostniho

analyzatoru jsou omezeny nacemi molarni hmotnosti separované latky na zaklad
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pozorovaného molekularniho iontu. Préely podrobgjSich strukturnich studii je nutno
pouzit komplexni systém hmotnostni spektrometrieoZiiajici MS/MS ¢ MS" analyzu.
Klasickym instrumentalnim usp&@danim tandemového hmotnostniho spektrometru
schopného MS/MS analyzy je spojerti kvadrupdlovych analyzatdr (QqQ), z nichz
prostedni slouZi jako kolizni cel&j spojeni dvou kvadrupolovych atpetového analyzatoru
(QqTOF). Pro M8analyzu se vyuzivéa jako analyzatoru iontové fasti

Pouziti hmotnostniho spektrometru jako detektorjakninezuzuje vy&r typu
se jako stacionarni faze pouzivaji kolony s chegnichkzanou stacionarni fazi tegtji C8
nebo C18. Ufitd omezeni jsou kladena na volbu pouzité mobéréf a to zejména z hlediska
pritoku mobilni faze a ¢kavosti slozek. API techniky toleruji jioky mobilni faze
az do 2 ml/min u ionizace APCI, u ESI je to maxiddl ml/min. Je nutna minimalizace
mnoZstvi anorganickych sodnych a draselnych strékzpisobuji rychlé zaneseni zdroje.
Casto se pouziva Gpravy pH pro potd ioniz&ni (¢innosti — napiklad pidavek kyseliny
mraverti nebo octové, které jsoskiave. BZn¢ pouzivané neékavé pufry musi byt nahrazeny
tskavsj$imi analogy (nap octan amonny.

HPLC neni jedinou sepafai technikou vhodnou pro spojeni s MS. Bylo popsano
spojeni dalSich separsdch technik s hmotnostni spektrometrii, hagapilarni zénové
elektroforézy, kapilarni chromatografie, superkké fluidni chromatografie nebo "off-line"

spojeni s tenkovrtstvou chromatografii
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3  ANALYZA PRENYLOVANYCH FLAVONOID U
TECHNIKOU HPLC a HPLC/MS

Nejlepsi zjisob kompletni analyzy flavonaidveetrg jejich detailnich struktur,
konfigurace dvojnych vazeb na kruhu, ¢pb dvojnych vazeb, umisti hydroxylovych
a substituovanych skupin je zaloZzen nédtgonnosti a pouZiti dobré sepamd techniky

a detektoru s moZnosti identifikace jednotlivycieké’.

3.1 HPLC analyza

Polyfenolické latky jsou neéastji separovany v systémech s obracenymi fazemi
na C18 kolonéach.

Bézrné uzivanym systémem v laboréich analyzujicich biochemicky material
a potraviny je spojeni HPLC s UV detefciTouto metodou byly stanoveny flavonoidy
v lidské plasny®”?° (rhoifolin, daidzin, kvercitin, naringinin a nagenin), v lidské m&®3*
(naringinin, naringenin, kvercetin a kaempferolkrysi krvi*? (kvercetin a katechiny), a krysi
plasn&®® (apigenin). ervenych grepech byly separovany anthokyanfro stanoveni
mnoZstvi XN v chmelu a pivu byla také vyuZita HPSQV detekcf. Pro kvantitativni
analyzu ostatnich prenylflavondgidSak tato metoda nema dostai®u citlivost a selektivitu.

K detekci deseti polyfenolickych latek v nealkolkkiich pivech byla pouZzita metoda
zaloZena na extrakci vzorku tuhou fazi (Solid Phaswraction, SPE) a nasledné analyze
pomoci HPLC/UV*.

Na specialni spektralni charakteristice flavoiigie zaloZzena UV detekce s vyuzitim
PDA (PhotoDiode Array detection) detektBtuTouto metodou byly stanoveny flavonoidy
v mnoha matricich: biologickych tekutin&ch napojich ziznych druli ovocé® (nag.
pomeratie a grepy)gerveném ovodi (brusinky, maliny, jablka), v extraktechserstvého
ovoce® (borivky, rizné odédy jablek, grep), v zeleninovych extraktéticibule, celer)
a lustninach®, v odvarech zaju** a v extraktechiznych bylinek? (Crataegus, Sideritis).

Vzhledem k vysoké selektivita citlivosti je pro analyzu ffrodnich antioxidarit
v potravindch a népojich vysoce vyuZivana HPLC ektedchemickou detekt?®
Amperometricky i coulometricky detektor se pouziyap RP-HPLC obvykle s C18 kolonou
s vodrg-organickou mobilni fazi obsahujici kyselé pufrpdtlaieni disociace slabkyselych
fenolickych slodenin. Ri isokratické HPLC fenolickych kyselin a flavondidv pivu

se pouziva amperometrickd detek@mulometricka detekce vSak obvykle poskytuje lepsi
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citlivost a stabilitu v porovnéani s amperometrick®uo HPLC analyzu fenolickych sléenin

a flavonoidi s mobilni fazi obsahujici kyselinu mra¢émebo kyselinu octovou ve vodném
roztoku methanolu nebo ACN se pouziva detektor @dm Il s déma coulometrickymi
detekinimi celami zapojenymi v séffi Dale je moZné pouzit multi-kanalovy CoulArray
detektor se&tyimi, osmi, dvanacti nebo Sestnactetektrodovymi elektrochemickymi celami
zapojenymi v sérfr.

Amperometricka detekce ale neni kompatibilni s igratdvou eluci. Pro uskuteeni
HPLC separace latek srozdilnou polaritou (fendiclatky, flavonoidy) se pouziva
gradientova eluce se zvysujici se koncentraci acgého modifikatoru (methanolu, ACN)
v mobilni fazi pufrované dihydrogenfosfatem sodngrkyselinou fosforénou s osnff* nebo
dvanact® kanalovym CoulArray detektorem. Pomoci Sestnachakového CoulArray
detektoru bylo analyzovano vice ne#icet fenolickych latek v dzusech a jinych
napojicli®*nebo ficet Sest flavonoill a fenoli v riznych druzich pivagervenych a bilych
vin, v citrénovém dZusu, séji a tabakovych extrekte

Multikanalovy detektor CoulArray td s HPLC s gradientovou eluci vysoce
selektivni a citlivy systém pro analyzu flavonbid fenolickych antioxidaidt Nevyhodou
je nutnost porovnani se standardiitgmnych latek. Pokud nejsou standardy k dispozici,
je mozné pro analyzu neznamych skenin vyuzit spojeni HPLC/MS nebo v sérii s dalSimi
detektory jako UV nebo coulometricky deteKfor

DalSi moznosti detekce je¢beni indexu lomu (HPLC/RI). Pouziti této metody
je vSak limitovano svoji selektivitou a citlivostipresto byla usgsns aplikovana na stanoveni
leukokyanidind®.

Pro separaci hych kyselin a jejich isomérbyla pouzita HPLC s isokratickou
eluct®. Rychlejsi a kvalit§jsi separace neZz s HPLC bylo dosaZeno s vyuZitinK®IE
(Micellar electrokinetic chromatography) a MEEKC ifibemulsion electrokinetic
chromatography}>*

Ke stanovenia- a B-kyselin byla pouZita HPLC s elektrochemickou detek
(HPLC/ECDY®. Tato metoda je velmitpsna a citliva, v porovnani s UV detektorem, navic
miZe byt pouZita az dvacgyiikrat mensi koncentrace analjtuV sowasné dob se vsak

nejvice pouziva spojeni HPLC/MS, viz. kapitola 3.2.
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3.2 HPLC/MS analyza

Spojeni HPLC/MS jeiasto pouzivanou metodou stanoveni flavohaabsazenych
v jidle, ndpojich a dalSich biologickych vzorcidh.analyze se vyuziva chromatografické
separace, ip které je chromatograficka kolona najia chemicky vazanou stacionarni fazi
C18° & NH2>%a k eluci slouzi dvouslozkova mobilni faze ACN:vtd& methanol:vod&

s piidavkem kyseliny mraveii Jako iontovy zdroj se ngjstji pouZiva elektrospre] nebo
chemické ionizace za atmosférického tf=kiii zaznamu kladnych a zapornych ifft

Metoda HPLC/MS byla vyvinuta pro stanoveni Sestengtovanych flavonoidl
(xanthohumol, isoxanthohumol,  desmethylxanthohumol6-prenylnaringenin, 8-
prenylnaringenin, 6-geranylnaringenin) v chmelu ieup Dovoluje gimo analyzovat pivo
a surové methanolické extrakty ptva

LepSi citlivost ziskavametip pouziti tandemové hmotnostni spektrometrie. VysSi
selektivita umo#uje jeji vyuziti pro analyzu minoritnich komponertkomplexnich
matricich®. S pomoci techniky HPLC/MS/MS bylo vipodnim vzorku chmelu séasré
identifikovano dvacet Sest skenin (mezi nimi i isoxanthohumol a xanthohumol)
bez redchozi UprawWl. PouZitelnost, f@snost a spravnost metody byly demonstrovany
opakovanou analyzourimacti vzorki bézn¢ prodavanych piv a dvou bylinnycliajia
obsahujicich chmél.

Pro stanoveni prenylflavonaidv pivu bylo téZz vyuZito spojeni HPLC s trojitym
kvadrupdélem (QqQ) jako analyzatorem. Také bylo ¢gsp aplikovano na kvantitativni
analyzu séjovych isoflavdnv plasng, dstské vyZi a séjové mouce.

XN a IXN mohou byt stanoveny s vyuZitim HPLC/ESI/M&®.. Analyza se provadi
po extrakci vzorku methanolem s kyselinou mravenTato metoda je velmi dob
reprodukovatelna a ma Siroké meze detekce.

ProtoZe hekost piva je jednou z nejtezitéjSich vlastnosti tohoto napoje, je nutné
znat metody fesné analyzy sl@enin, které ji ovliwuji, tzn. hdkych kyselin a jejich
isomenf. V posledni dob byly optimalizovany parametry chromatografické amage a jsou
vyuzivany vyhody MS detekce, které vyrazziepsSuji selektivitu a citlivost analyzy/ -
kyselin a isoe-kyselin. Snizuji vSak linearitu hmotnostni detekaeliv (€inka matrice
vyZaduje pouZzivani vriiich standari pro gresnou kvantitativni analyzu cilové stemniny.
Vzhledem k tomu, Ze syntéza stabilnich izdt@zna&enych analogickymi-/ B-kyselinami

a isoa-kyselinami, které maji byt pouzity jako vimt standardy, je velmi pracna a nar4,
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byla vyvinuta ECHO technika. Tato analyticka teéanbyla vyvinuta pro kompenzaci vlivu
extrahovanych slozek matrice v LC/MS/MS analyzeidiz pesticidi v rostlinach pomoci
nezngené cilové sloteniny jako vnitniho standardu, ktery se nadavkuje do HPLC/MS
systému za ¢kolik minut od nasiku vzorku jako ,echo® analyt. Pro rychléfgsné a citlivé
stanoveni hikych latek v chmelu bylo cilem vyvinout HPLC/MS/M8etodu zaloZenou
na ECHO technié@.

Vzhledem k tomu, Ze syntéza izotopanaenych vnitnich standand odvozenych
z hakych chmelovych slatenin je velmi naréna, ECHO technika by mohla byt pouzita jako
alternativa kvantifikani strategie. K provedeni této techniky a kompenzabvu
extrahovanych slozek matrice v LC/MS/MS analyzeujsyuzZivany izolované nezéené
referegni sloweniny jako interni standardy, které se nadavkuji HBLC/MS systému
pied nebo po cilovém vzorku. Ziskaji secelucasy ECHO standaigl které jsou fiblizné
stejné jako retami ¢asy analyi. Aby se tohoto dosahlo, byl pro kazddgidt haké latky
pouzit jeden ECHO standard: isoxanthohumol prodieny, xanthohumul pro chalkony,
transiso-cohumulone pro isa-kyseliny, cohumulon prax-kyseliny a colupulon prd-
kyseliny. K vyrovnani vliv extrahovanych slozek matrice v LC/MS/MS analyzky lapalyty
s odpovidajicimi ECHO standardy vybirany tak, abgsovy posun mezi nimi byl
co nejmenéP.

Dale se hiké kyseliny analyzuji pomoci RP-HPLC/APCI/MS/fMS
a HPLC/ESI/IM$&?. Casto se vyuziva HPLC s UV detekci, jejiZ citlivastelektivita viak neni
pro pimou identifikaci dostéujici, zvlas¢ pro identifikaci minoritnich kyselin, kterouéziuje
i strukturalni podobnost sloéanirf®.

Analyza pomoci RP-HPLC/APCI/MS/MS s QgQ poskytujebiu separaci Sesti
hlavnich chmelovych kyselin. DalSi informace o kimie Ize ziskat pomoci kolizn
indukované disociace (CID). Pro identifikaci mirtofch kyselin se pouzivd metoda ,SRM*
(Selected reaction monitorirfd) Pomoci této techniky je tedy mozné detekovat iSlesnich
hoikych kyselin spolu s dalSimi Sesti minoritnimi kiysami, mezi které pat nagiklad
posthumulon, postlupulon a adprehumulon.

DalSi moznosti je detekce pomoci hmotnostnino speldtru s ionizaci
elektrosprejertf'?2. Tato metoda byla popsana pro dirané chromatografické systémy. Prvni
se zamdfuje na kompletni analyzu kyselin. Je zaloZena naZitiy gradientu ACN, vody
a octanu amonnéehorippH 6,5. Vzhledem k deprotonovanému stavitkiioh kyselin neni
citlivost pxilis dobra. LepSi citlivosti bylo dosazeno pouzitimbilni faze s vySSi koncentraci
modifikatord?.
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NejrozSfergjSi metoda stanoveni Hmsti piva je zaloZzena na spektrofotometrickém
mé&feni absorbance iso-oktanového extraktu okyselem#m pi vinové délce 275 nffi.
Extrakce byla provedena jak pevnou fazi (SPE)etdkakci kapalina-kapalina (Liquid-Liquid
Extraction, LLE). K okyseleni vzorku byla pouZitgsielina fosforen&.

Krom& pouziti HPLC/MS byly popsany i jiné techniky, diégad HPLC/NMF®.
NMR dokaZe objasnit strukturu stereoisoth&omerizovanych htaych kyselirf?, zatimco
spojeni HPLC/MS od sebe nedokaze rozliSit moleladystejnou molekulovou hmotnosti,
ale iznou strukturou. Nestabilita a podobnostikdyoh kyselin je tedy $ analyze
problémem.

Spojeni HPLC/NMR se poprvé objevilo v 90. letechvaowasné dob pati
mezi nej@inngjSi techniky separace, strukturalnih@ami neznamych latek ve gsi a tedy
jednoznané identifikace organickych moleKfl

Tandemové hmotnostni spektrometry nebyvaji spogpeuze s HPLC. DalSi moznosti
je spojeni kapilarni elektroforézy s tandemovym tmostnim spektrometrem s ESI ionizaci
(CZE/ESI/IMS)’. Touto metodou je moZné v surovém chmelovém eitradeparovat

a identifikovata-kyseliny, B-kyseliny a jejich oxidované formy.
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4 ZAVER

V bakal&ské praci byly popsany principy a metody vyuzitseko&inné kapalinové
chromatografie a spojeni vysokminé kapalinové chromatografie s hmotnostni spekatai
pro analyzu prenylovanych flavondi¢ chmelu a pivu.

Nejvice se pouziva spojeni HPLC/MS/MS s ionizadi i&bo APCI. Tato metoda mé
vysokou citlivost a selektivitu a s jejim vyuzitiae v pivodnim vzorku chmelu identifikovat
az dvacet Sest sloenin.

Spojeni HPLC/MS vSak od sebe nedokaze rozlisit esgnjednotlivych slodenin,
které maji stejnou molekulovou hmotnost, ale vekitie se liSi. Proto bylo vyvinuto spojeni
HPLC/NMR, které umaoiuje jednoznénou identifikaci organickych latek.
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