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ANOTACE

Diserta&ni prace shrnuje vysledky vyzkudmtykajicich se moznosti stanoveni kritické
micelarni koncentrace tenzigpomoci kapilarni elektroforézy, moznosti vyuzifidsomalni
elektrokinetické chromatografie a micelarni elekinetické chromatografie pro stanoveni
rozdklovacich koeficient studovanych firodnich antioxidarit, vyuziti micelarni
elektrokinetické chromatografie a kapilarni elekdrézy s UV/Vis nebo hmotnostni detekci
pro analyzu firodnich antioxidarit a oligosacharil a moznosti spojeni kapalinové
chromatografie a micelarni elektrokinetické chroogaafie v dvoudimenzionalnim
separanim systému. Disertai prace je psana formou komaitit& publikovanym i doposud
jes€ nepublikovanym pracim.
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TITLE

Utilization of complexation equilibria during elecmigration separations of natural
substances

ANNOTATION

The aim of the doctoral thesis is to conclude #muits of research focused to the possibility
of the determination of critical micelle conceniwat of surfactants by capillary
electrophoresis, utilization of liposome electrakin chromatography and micellar
electrokinetic chromatography for the determinatadrdistribution coefficient of the study
natural antioxidants, utilization of micellar eleakinetic chromatography and capillary zone
electrophoresis with UV/Vis or mass detection floe &analysis of natural antioxidants and
oligosaccharides and possibility of the connectibthe liquid chromatography with micellar
electrokinetic chromatography in two-dimensiongbagation system. The doctoral thesis is
concepted as a comment to the published artickesgitles which will be published.
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SEZNAM ZKRATEK

2-AA 2-aminobenzoova kyselina
2-AB 2-aminobenzamid

2-AP 2-aminopyridin

2D dvourozrérny

3D tirozmerny

4-HPAC 4-hydroxyfenyloctova kyselina

AB alkylbenzen
ACN acetonitril
ANDS 7-aminonaftalen-1,3-disulfonova kyselina

ANOVA analyza rozptylu

ANTS 8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfonova kyseli
APS peroxosiran draselny

BGE zakladni elektrolyt

CAC kritick& agregmi koncentrace

CD cyklodextrin

CE kapilarni elektroforéza

cmc kriticka micelarni koncentrace

CZE kapilarni zénova elektroforéza

DMSO dimethylsulfoxid

EKC elektrokineticka chromatografie

eof elektroosmoticky tok

ESI ionizace pomoci elektrospreje

HPLC vysokotinna kapalinova chromatografie
I.D. vnitni praimer

IUPAC mezinarodni unie préstou a uzitou chemii (z anglického Internationalidh

of Pure and Applied Chemistry)



LC
LEKC
LOD
LOQ
MEKC
MS
PAL
PDMA
p-HBA
POPC
POPG
POPS
PVA
RPLC
SD
SDeS
SDS
SL

TEMED

kapalinova chromatografie
liposomalni elektrokineticka chromatogeaf
limit detekce
limit kvantifikace
micelarni elektrokineticka chromatografie
hmotnostni spektrometrie
povrchow aktivni latka
polydimethylakrylamid
p-hydroxybenzoova kyselina
1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-fosfodiho
1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-fosfo-{hac-glycerol)
1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-fosfaskrin
polyvinylalkohol
kapalinova chromatografie pracujici iéysu s obracenymi fazemi
smrodatna odchylka
decylsiran sodny
dodecylsiran sodny
pidavna kapalina (sheath liquid)

N,N,N",N’-tetramethylethylendiamin



UvoD

Kapilarni elektroforéza je Siroce vyuzivana segmiranetoda, jejiz nejroz&nsjSimi
mody jsou kapilarni zénova elektroforéza a micel@ektrokinetickd chromatografie. Oba
tyto médy kapilarni elektroforézy vynikaji nizkopattebou chemikdlii, rychlou analyzou
a nizkou spdebou vzorku. Hlavni rozdil mezérito metodami spéva v jejich vyuziti.
Kapilarni zonova elektroforéza je vhodnou metodoa peparaci nabitych latek, kdezto
micelarni elektrokinetickou chromatografii Ize sheglou pouZzit pro separaci latek bez naboje
nebo i smisi nabitych a nenabitych latek.

Prvni ¢ast prace je zafhena na moznosti vyuziti kapilarni elektroforézyspe
kapilarni zonové elektroforézy a micelarni elekineické chromatografie pro stanoveni
kritické micelarni koncentrace aniontovych terizigeprezentovanych homologickdadou
alkylsirani sodnych. Hodnota kritické micelarni koncentracarniéatni pro kazdy tenzid a je
zavisla i na okolnich podminkach (slozeni elektiglypH, teplota, fidavek organického
modifikatoru). Znalost hodnoty kritické micelarnioncentrace tenzid pouzivanych
v separdénich procesech jeutkzita pro charakterizaci mechani@rkteré probihaji &hem
separace. Kapilarni elektroforéza unwge vyuziti hned #&kolika metod pro stanoveni
kritické micelarni koncentrace. NejjednodusSsi jetoda zaloZzena na dfeni proudu. Tento
postup je nejrychlejSi z pouzitych metod a nejjels3i jak na provedeni, tak na
vyhodnoceni. Déle byly testovany metody zaloZzenémigeni reteiniho ¢asu, reteéniho
faktoru a elektroforetické pohyblivosti. Tyto meyogracuji jak v médu kapilarni zénové
elektroforézy, tak i micelarni elektrokinetické chratografie v zavislosti na koncentraci
tenzidu a tedy fitomnosti micel v zakladnim elektrolytu. V této Kaje jsou popsany
principy jednotlivych stanoveni, #poby vyhodnoceni a vlivy délky alkylovéhetzce,
zpisobu pgipravy vzorku a dalSich aspékina hodnotu kritické micelarni koncentrace.
Ziskané hodnoty kritickych micelarnich koncentrpoimoci jednotlivych metod byly mezi
sebou porovnany a rozdily mezi jednotlivymi vysledyly statisticky vyhodnoceny.

Druh&cast prace jednovéana studiu rozdbvacich koeficient piirodnich antioxidarit
pomoci micelarni elektrokinetické chromatografie posomalni elektrokinetické
chromatografie. V literatie 1ze nalést idaje o roddvacim koeficientu latek mezi oktanolem
a vodou (log Pow), pog. pufrem o pH 7,40 (logDpn74), ktery charakterizuje
hydrofilni/hydrofobni vlastnosti latek. V Zivych ganismech se vSak vyskytuji bariéry
(biomembrany) tviené lipidovou dvojvrstvou a ipac pouziti rozdlovaciho koeficientu

oktanol-voda pro predikci chovani latky v zivém amgsmu se jedna o velmi hruby nastin
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jejich vlastnosti v organismu. Ztohoto hlediska geo predikciin vivo chovani latek
vhodrgjSi pouzit jinou fazi, ktera by Iépe vystihovalastnosti biomembran. Pro tytéealy
bylo navrZzeno pouziti liposomalni elektrokinetickéhromatografie, kde se ustavuje
roz&klovaci rovnovaha analytu mezi pseudostacionarni féaenou liposomy a pufrem
o pH, jehoZz hodnota odpovida wmitmu prostedi v organismu. V této préci byly pro
stanoveni roz#lovacich koeficient analyfi mezi liposomy a vodnou fazi pouzity ddsmesi
fosfolipidd, konkrétrg smes 1-palmitoyl-2-oleylsn-glycero-3-fosfocholinu a 1-palmitoyl-2-
oleyl-sn-glycero-3-fosfo-L-serinu a 1-palmitoyl-2-oleghglycero-3-fosfocholinu a 1-
palmitoyl-2-oleylsn-glycero-3-fosfo-(1"-rac-glycerolu). D&le byl staem rozalovaci
koeficient analyi mezi micelami dodecylsiranu sodného a vodnou [@mhoci micelarni
elektrokinetické chromatografie. Na Zawyly mezi sebou porovnany predikované hodnoty
roz&klovacich koeficient s experimentath stanovenymi hodnotami ro&dvacich
koeficienti mezi liposomy-vodnou fazi a micelami-vodnou fazi.

Treti ¢4st prace fedstavuje praktické vyuZziti micelarni elektrokic&s chromatografie,
kapilarni zonové elektroforézy s UV/Vis a s hmotndsdetekci pro analyzu vybranych
piirodnich antioxidarit a oligosachariil Je studovan vliv pouzitého tenzidu &davku
riznych tym pB-cyklodextrini a oxyethylenovanych mastnych alkahotio z&kladniho
elektrolytu na separaci vybranychinadnich antioxidarit pomoci micelarni elektrokinetické
chromatografie. Optimalizace separéno procesu byla provedena na ésmstandard
piirodnich antioxidarit a podminky vhodné pro analyzu byly poté aplikovaray realné
vzorky suSenych Kiti cerného bezu. Analyzovany bylyi tsérie vzork, které byly
vyhodnoceny kvalitativéh i kvantitativre. Samotné separaci oligosacharjgomoci kapilarni
zénoveé elektroforézy, popkapilarni zonové elektroforézy ve spojeni s hrostni detekci,
piedchazela derivatizace vzdrkktera podporovala jak samotnou separaci, tak i@kieaci
v hmotnostnim spektrometru, a optimalizace sepach podminek.

Posledni kapitola této prace jénovana analyzeifyodnich antioxidarit pomoci 2D
systému realizovaného spojenim kapalinové chromafiegv prvni dimenzi s micelarni
elektrokinetickou chromatografii v dimenzi druhé:l0v prvni dimenzi pouzita gradientova
eluce se zrmou koncentrace organické slozky v mobilni fazerétje posléze davkovana do
druhé dimenze, dochaziéhEm analyzy v druhé dimenzi k posunu migrich cadi
studovanych analyt jelikoZ koncentrace micel, resp. kriticka miceliakoncentrace, je
zavisla na obsahu organické slozky v roztoku. Tédatmmeén je v této praci kompenzovan
zmenou koncentrace dodecylsiranu sodného, jehoz mibedi pseudostacionarni fazi

v micelarni elektrokinetické chromatografii, v zglaisti na znminé organického modifikatoru
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ve frakci gichazejici z prvni dimenze. Navrzené podminky lpdgléze pouZity pro analyzu
realného vzorku zastoupeného vyluhem suSenyéti kerného bezu.
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Cile prace a postupreSeni

Cilem prace bylo porovnani metod vyuzivajicich kapi elektroforézu pro stanoveni
kritické micelarni koncentrace tengidoweteni moznosti vyuZziti liposomalni elektrokinetické
chromatografie a miceléarni elektrokinetické chrovgagfie pro stanoveni roZidvacich
koeficienti studovanych firodnich antioxidarit, vyuziti micelarni elektrokinetické
chromatografie a kapilarni elektroforézy s UV/Viebo hmotnostni detekci pro analyzu
piirodnich antioxidarit a oligosacharil a moznosti spojeni kapalinové chromatografie a

micelarni elektrokinetické chromatografie v dvoudmionalnim sepataim systému.
NizZe jsou uvedené postupsSeni jednotlivych ait

1. Porovnat metody vyuzZivajici kapilarni elektroforgae stanoveni kritické micelarni
koncentrace vybranych tenzid

- Stanovit hodnotu kritické micelarni koncentrace ztel v elektrolytu pomoci
metod zaloZenych nadieni proudu a vodivosti.

- Porovnani postup pro vyhodnoceni metody zalozené na&temi proudu —
vyhodnoceni kritické micelarni koncentrace #agstikia piéimek nebo pomoci
druhé derivace.

- Stanovit hodnotu kritické micelarni koncentrace peimmetod zaloZzenych na
retertnim modelu (metoda zaloZena naieni retetinihocasu, reteéniho faktoru
a elektroforetické pohyblivosti homologick&dy alkylbenzed).

- Z nameienych migrénich¢adi alkylbenzef ur¢it pohyblivost micel.

- Owiit vliv vloZzeného nagti na kapilaru Bhem stanoveni kritické micelarni
koncentrace pomoci vysSe uvedenych metod.

- Owtit vliv sloZeni vzorku alkylbenzeéna davkovani na hodnotu kritické micelarni
koncentrace stanovené pomoci metody zaloZzené &animretednich cadi
alkylbenzen.

- Statisticky zhodnotit ziskané vysledky.

2. Porovnat roz&lovaci koeficienty oktanol-voda, micely-voda a goony-voda pro
vybrané pirodni antioxidanty.

- Pripravit liposomalni pseudostacionarni fazi pro LEKG5 mM POPC/POPS
80:20 mol% ve fosfatovem pufru a 0,5 mM POPC/PORBG2@ mol% ve
fosfatovém pufru).

- Pripravit micelarni pseudostacionarni fazi pro MEKEZ2(mM dodecylsiran sodny
ve fosfatovem pufru).
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Stanovit pohyblivost pseudostacionarni faze poritec&niho postupu s vyuZzitim
homologické&ady alkylbenzodit

Pronztit efektivni elektroforetické pohyblivosti analyty LEKC, MEKC a CZE
systému.

Vypocitat fazovy pondr v LEKC a MEKC systému.

Vypocitat rozatlovaci koeficienty analyit mezi pseudostacionarni a vodnou fazi.
Statisticky vyhodnotit rozdily mezi tabelovanymi stanovenymi hodnotami

rozc&lovacich koeficient vybranych analyi

. Aplikace MEKC, CZE a CZE/MS pro separacitirpdnich antioxidarit a
oligosacharid.

Zhodnotit  vliv  gidavku  B-cyklodextrinu,  heptakis(2,6-dd-metyl)-
cyklodextrinu a heptakis(®-sulfo)-cyklodextrinu do zakladniho elektrolytu
(25 mM boritanovy pufr o pH 9,30) s 36 mM decylsgen sodnym na separaci
piirodnich antioxidarit

Zhodnotit vliv sloZzeni sisnych micel (alkylsiran sodny v kombinaci
s oxyetylenovanymi mastnymi alkoholy — Slovasol 147Slovasol 247) na
separaci firodnich antioxidarit

Sestrojit kalibrani zavislosti odezvy signalu na koncentraci antiaxiti, stanovit
limity detekce a kvantifikace.

Provést kvalitativni a kvantitativni analyzu redinévzorku vyluhu kgta ¢erného
bezu.

Provést derivatizaci vybranych oligosachariggomoci derivanich cinidel
7-aminonaftalen-1,3-disulfonové kyseliny, 8-aminitalen-1,3,6-trisulfonové
kyseliny, 2-aminobenzoové kyseliny, 2-aminobenzamiaminopyridinu.
Zhodnotit vliv pokryti vnitni s€ny kiemenné kapilary pomoci polyvinylalkoholu
a polydimethylakrylamidu na separaci derivovanylfosacharid.

Zhodnotit vliv pouZzitého elektrolytu (kyselina mexi, mravegan amonny,
fosfore&nanovy pufr) na gibéh separace.

Optimalizovat spojeni kapilarni elektroforézy s hnastnim detektorem cetrg
nagéti na iontovém zdroji, pozice a geometrie konceasgpi kapilary, slozeni a
pritoku piidavné kapaliny, mitoku suSiciho plynu, délky sepama kapilary a
vloZeného nafii na separai kapilaru.

Provést analyzu derivatizovanych oligosachapdmoci spojeni CE/MS.
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. Optimalizace spojeni kapalinové chromatografie cetdrni elektrokinetickou

chromatografii.

- Stanovit kritickou micelarni koncentraci vybranydenzidi v zavislosti na
piidavku acetonitrilu v elektrolytu.

- Stanovit parametryn” aq rovnice:log kygxec = 0"+ q - logcpmic — m’ - @.

- Optimalizovat podminky pro separadinednich antioxidarit pomoci kapalinové
chromatografie.

- Provést analyzu standd@rdenolickych kyselin a flavonoid pomoci kapalinové
chromatografie ve spojeni s micelarni elektrokoleiu chromatografii
s konstantnim sloZzenim pseudostacionarni faze.

- Provést analyzu standdrdenolickych kyselin a flavonoid pomoci kapalinové
chromatografie ve spojeni s micelarni elektrokoleiu chromatografii
s pronénnou koncentraci pseudostacionarni faze.

- Provést analyzu reélného vzorku vyluhwtvéerného bezu pomoci kapalinové
chromatografie ve spojeni s micelarni elektrokoletu chromatografii

s pronénnou koncentraci pseudostacionarni faze.
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Kapitola 1

1 Porovnani metod vyuzivajicich kapilarni elektrofor&u pro

stanoveni kritické micelarni koncentrace vybranychtenzidi

Tato kapitola je ¥novana moznostem vyuZziti kapilarni elektroforézg ptanoveni
kritické micelarni koncentrace vybranych terizidStudovany byly metody zalozené na

meéieni proudu, retemihocasu, reteéniho faktoru a pohyblivosti.

1.1 Povrchow aktivni latky

Tenzidy (povrcho¥ aktivni latky, surfaktanty) jsou nedilnou sésti naSich Zivat
Setkdvame se s nimi vSude kolem nasj.naposmetickychgisticich a pracichigpravcich.
VyuzZivaji se v celérack proces v potravindstvi, papirenstvi, ze¥délstvi, tZaistvi a
stavebnictvi.

Tenzidy jsou latky amfofilniho charakteru. Jejictolekula je tvéena hydrofobnim
nepolarnim uhlovodikovyntettzcem (8 — 20 uhli) a polarni hydrofilni skupinou, ktera
muze byt nositelem néboje (obr. 1.1 A) [1,2]. Dle rkderu hydrofilni skupiny lze tenzidy
roz&lit na aniontové, kationtové, amfoterni a neiontdtabulka 1.1) [3]. Mezi kationtové
tenzidy patti nag. kvarterni amoniové nebo fosfoniové soli, aniogétéenzidy se vyskytuji ve
form¢ sirani, fosfati nebo soli karboxylovych kyselin. Amfoterni tenzidyaji ve své
molekule jak kladny tak i zaporny naboj a v zawsima pH okolniho prostdi se vyskytuji
bud’ ve forme aniontu, nebo kationtu. Zastupcem tefizglpolarni nenabitou skupinou je

nag. polyethylenglykol s navazanym dlouhym uhlovodigovetzcem.

N\, N\

Obrazek 1.1: A) Struktura molekuly tenzidu (dodecylsiran sodB))Micela.

Pri nizSich koncentracich se molekuly tenzidu v rkatovyskytuji téngt zcela
dispergované (rozptylené) nebo ve férndimer, trimemi atd. Ri dosazeni kritické
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Kapitola 1

koncentrace molekul tenzidu v roztoku dochéazi ichejagregaci a vznikaji Gtvary zvaneé
micely (obr. 1.1 B). Tato koncentrace se nazyvéicka micelarni koncentracerg a je
charakteristickou velinou pro kazdy tenzid. Vedle kritické micelarni kentrace jsou
tenzidy charakterizovany také agrégian c¢islem micel a Krafftovou teplotou (tabulka 1.1).
Agregani cislo udava peet molekul tenzidu v micele a obvykle se tato hadnmohybuje

v rozmezi 60 — 100 molekul tenzidu. Krafftova teplge charakterizovana jako bod tani
hydratovaného pevného tenzidu a jestlize je teplotdoku nizSi nez odpovidajici hodnota
Krafftovy teploty daného tenzidu, nebude dochazagtegaci molekul tenzidu a ke vzniku
micel.

Tabulka 1.1: Hodnoty kritické micelarni koncentrace, agragho ¢isla a Krafftovy teploty pro

vybrané tenzidy. Hodnoty kritické micelarni kongawce byly stanoveny ve vodnych roztociah p
teplog 25 °C [2,3].

Agreqaini Krafftova
Tenzid cmc(mM) gwg teplota
¢islo X
Q)
Aniontové
o
DN S P PN
S
1l
0]
Dodecylsiran sodny 8,1 62 9
Perfluorheptanoat draselny 30 - 25,6
Kationtove
CH,
/\/\/\/\/W\/\f:\ILCHa
CHy
Cetyltrimetylamonium bromid (CTAB) 1.3 78 23
Cetylpyridinium chlorid (CPC) 0,12 95 -
Amfoterni
o
0=8=0
‘i
N-dodecyl-N,N-dimetylammonium-3-propan-1-
sulfonova kyselina (SB-12) 3 55 <0
N,N-dimethyl-N-(karboxymethyl)oktylamoniovéils 250 24 <0
Neiontové
O
P N N \%':CZHAO:IQSH
Polyoxyethylen (23) dodekanol (Brij 35) 0,1 40 -
Polyoxyethylen (6) dodekanol 0,09 400 -

[17]



Kapitola 1

1.2 Kiriticka micelarni koncentrace

Pojem kriticka micelarni koncentracen{q charakterizuje takovou koncentraci
tenzidu v roztoku, id které dochazi ke spontanni agregaci molekul guae aktivni latky do
micel. Pro jednotlivé povrcha@vaktivni latky je dileZité znat hodnotemg protoZe fi jejich
vyuziti v separénich technikach je kladenidhz na pitomnost micel v pracovnim roztoku.
Obecrt se v literatiée daji nalézt hodnoty kritické micelarni koncengrggovrcho¥ aktivni
latky ve vo@. Hodnota kritické micelarni koncentrace je vSakwoéna i sloZzenim roztoku,
ve kterém se povrchév aktivni latka nachézi. Vifpad micelarni elektrokinetické
chromatografie se jedna rfap sloZeni zéakladniho elektrolytu (BGE), jeho awdu silu a
pH, pfidavek organického modifikatoru do zakladniho eldigtu a teplotu, p které probiha
analyza [4]. To vede k pi@b: stanovit hodnotu kritické micelarni koncentracenétzo

tenzidu v pracovnim roztoku za podminek,kperych bude probihat analyza.

1.2.1 Vznik micel

Vznik micel je vysledkem {sobeni tti zakladnich sil. Jde o hydrofobni odpuzovani
mezi uhlovodikovymietézci a vodnym prosedim, o odpuzovani nabitych iontovych skupin
a pisobeni van der Waalsovych sil mezi alkylovyieiézci micel [5]. Ve vodném proidi
vznikaji micely, které maji hydrofobni alkylov@®zce orientovany dovrit v nepolarnim
prostedi vznikaji tzv. reverzni (obracené) micely, ktevdji uvnit micely polarni skupiny.

1.3 Stanoveni kritické micelarni koncentrace

Metody slouzici ke stanoveni kritické micelarni &entrace jsou zalozeny na &am
fyzikélné-chemickych vlastnosti roztoku tenzidu v zavislosdi zngné koncentrace daného
tenzidu v systému (obr. 1.2). Jedna se &emi elektrické vodivosti, dielektrické konstanty
a povrchoveho nai; z elektrochemickych metod the byt pouzZita potenciometrie
a cyklicka voltametrie; spektroskopické metody viyafi monitorovani rozpustnosti barviv
v roztocich tenzidu.

V poslednim desetileti bylo navrzen&kolik technik stanoveni kritické micelarni
koncentrace pomaoci instrumentace pro kapilarnitelékézu [6]. Tato prace je zaiena
praw na porovnani metod stanoveni kritické micelarmdemtrace vyuZivajicich kapilarni
elektroforézu (CE).

[18]
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cmc o2

—>Vlastnost

Osmoticky tlak

Povrchové napéti

Molarni vodivost

—> Koncentrace

Obrazek 1.2:Fyzikalré-chemické vlastnosti roztoku v zavislosti na kortcaei tenzidu.

1.3.1 Metoda zaloZzena na néiFeni proudu

Metodu pro stanoveni hodnoty kritické micelarni &emtrace, vyuzivajici éeni
proudu prochazejiciho kapilarou nagiou roztokem tenzidu, poprvé popsal Tickle [7]. Na
jeho praci pozgi navazal Cifuentes [8], ktery se zabyval vlivedoZzeni elektrolytu na
velikost proudu prochéazejiciho kapilarodi wlozeném konstantnim nég. Metodu pro
stanoveni kritické micelarni koncentrace tefizehlozenou na #iteni proudu ve své praci
vyuzili i Mrestani a kol. [9] a Liu a kol. [10]. RPite Ohmova zakona zavisi velikost proudu
v kapil&e napliné roztokem iontového tenzidu o koncentraci nigi jgjichcmcna hodnat

vlozeného nafii U podle rovnice:

. mdZF (ug + piy)Cs U

o (1.1)

kde F je Faradayova konstantd, je vnittni pramér kapilary, | je délka kapilary,us je
pohyblivost tenziduu, je pohyblivost protiiontu a; je koncentrace tenzidu v roztoku.

Pro roztoky, v nichZ je koncentrace tenzidu vy&sicmg plati nasledujici vztah:

T[dgF(lls + yx)cmc + (.ux + ﬂmic)(]- B 9)(Cs B Cmc) U
41

(1.2)

kde u,ic je pohyblivost micel & je molarni zlomek protiiontu uzéeného v micelach
(obvykle v rozmezi 0,6 — 0,8) [4].
Tato metoda je pouzitelna pouze pro aniontové miiatvé tenzidy. Resnost metody

je zavisla na rozdilu hodnot gmic primek v oblasti pod a nad hodnotou odpovidajici
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kritické micelarni koncentraci. Na obr. 1.3 je zod®na zavislost proudu na koncentraci
decylsiranu sodného. Hodnota kritické micelarnidestrace byla vypdena z rovnic linearni
regrese obou iffmek jako x-ova sodadnice jejich piseiku. Vypaitena hodnota kritické

micelarni koncentrace je 33,5 mM [1Y¥]literature byva uvadna hodnota 33 mM [12].

28—
24—-
20-
16—.

I (WA)

12 1

33,5 mM

0 10 20 30 40 50 60
¢ (mM)
Obrazek 1.3 Zavislost proudu na koncentraci decylsiranu sbdné& vod (podle [11]).

U = 20 kV, n&Feno po dobu 5 min. Celkova délka kapilary byla 8% efektivni délka byla 27 cm a
vnitini pramér kapilary byl 50 um. Teplota 25 °C.

1.3.2 Zo6nové metody

Tyto metody byly navrzeny k rozghi pouZzitelnosti kapilarni elektroforézy pro
stanoveni kritické micelarni koncentrace i pro n&wé tenzidy. Zénové elektroforetické
metody vychazeji ip stanoveni kritické micelarni koncentrace z pyncikapilarni zénové
elektroforézy (CZE) a micelarni elektrokinetickéamatografie (MEKC). Zatimco v CZE je
separace latek zalozena na jejich rozdilné pohgsiiwe stejnosgrném elektrickém poli, a
je tedy zavisla na velikosti naboje a polsm iontu, micelarni elektrokineticka
chromatografie se vyuziva pro separace neutralatek. V MEKC se neutralni analytyld
na zaklad jejich rozdilného distribtniho koeficientu mezi pseudostacionarni faziigwnou
micelami tenzidu) a vodnou mobilni fazi. Neutrabmalyty v elektrickém poli ziskavaji
v zavislosti na jejich afinét k micelam nenulovou pohyblivost @émmou pohyblivosti micel
[13].
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1.3.2.1 Metoda zaloZzena na rdreni retenéniho faktoru

V micelarni elektrokinetické chromatografii je netai faktor definovan jako [14]:

Vinic v(c; — cmc)
k= K,; = K, ; 13
mie Vaq meq v(c; — cmc) (1.3)

kde K,,,; je distribini koeficient analytu mezi pseudostacionarni a wodmobilni f&ziV,,;.
je objem micel},, je objem vodné faze, je specificky objem micely tenziduca je celkova
analytickd koncentrace tenzidu. Hodnota vyrage — cmc) je mnohem mensSi nez 1, proto

Ize retertni faktor zjednodusServyjadkit jako:
k = K,,;.v(c; — cmc) (1.4)

Pro neutrélni analyty lze vypitat jejich retefini faktor ze znalosti jejich reténiho

¢asu t,, migraniho ¢asu elektroosmotickeho tokt,,, a migr&niho ¢asu micel podle

rovnice:
t.—t
k = T eof (1.5)
t (1 _ )
eof Umic

Pro vyp@et reteniho faktoru je nezbytné znat migracas elektroosmotického toku
a migra&ni cas micel. Pro zjigni t,,r se pouzivaji malé neutralni molekuly, které
neinteraguji s micelami, a jejich pohyb kapilarouavisi pouze na velikosti
elektroosmotického toku. Takovymi latkami jsou hagpiomaiovina nebo uracil. Migrani
¢as micel lze ufit pomoci markeru, ktery se vyskytuje (je distribén) téndt vyhradré
v micelach, nap barvivo Sudan Il (1-[(4-fenylazo)fenylazo]-2-tal) nebo Ize pouzit
iterani postup[15].Z rovnice (1.4) vyplyva, Ze retémi faktor analytu je zavisly na celkové
koncentraci tenzidu v zakladnim elektrolytu. Grigficuto zavislost vystihujeifmka, ktera
protinax-ovou osu v hodneét ktera odpovida kritické micelarni koncentrgt6]. Na obr. 1.4
je znazorgna zavislost reteémiho faktoru homologickéady n-alkylbenzei na koncentraci
decylsiranu sodného v 25 mM boritanovém pufru o $B0. Hodnota kritické micelarni
koncentrace byla vygtena jako pimér prasetikt piimek sx-ovou osou. Nagiena hodnota
cmcpro decylsiran sodny v daném piesli byla 25 mM [11].

Presnost uvedené metody zavisi na tom, s jakeanosti je mozné &it migracni ¢as

elektroosmotického toku a migra cas micel.
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120+
®  metylbenzen
1004 ® etylbenzen
A propylbenzen
80- v butylbenzen
¢ pentylbenzen
60-

cmc= 25 mM
40

20+

c (mM)

Obrazek 1.4: Zavislost reteéniho faktoru na koncentraci decylsiranu sodnéhb mR1 boritanovém
pufru o pH 9,30.

1.3.2.2 Metoda zalozené na réreni retenfniho éasu

Nakamura a kol. [17] navrhli vyuZittipno reterni ¢as 2-naftylmetanolu v zavislosti
na koncentraci tenzidu v zakladnim elektrolytu ptanoveni kritické micelarni koncentrace
tenzidu [17]. V porovnani stedchozi metodou zaloZenou na vifooreterniho faktoru by

Vi s

atnic. Vztah retednihocasu k retetnimu faktoru popisuje rovnice:
_ teos(L+ k)
T T N
1+ <L'f) k

tmic

(1.6)

Probiha-li analyza v oblasti podcmg neutralni analyt migruje spcie
s elektroosmotickym tokem. V oblasti naminc dochazi k interakcim mezi analytem a
micelami a migréni ¢as analytu se prodluzuje s rostouci koncentracidanNa obr. 1.5 je
zadznam zavislosti migéaiho ¢asu toluenu, 2-naftylmetanolu a naftolu na kon@amtr

dodecylsiranu sodného v 20 mM fosfatovém pufru o/ [16].
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t (min)

o ] ] ! ) ] 1 1 ' ' {
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Obrazek 1.5: Zavislost migré&niho/retedniho ¢asu analytu na koncentraci dodecylsiranu sodného
v 20 mM fosfatovém pufru o pH 7,00, teplota 40 °C.
o toluen;e 2-naftylmetanol;A naftol. Upraveno dle [6].

1.3.2.3 Metoda zaloZena na réfeni pohyblivosti

Jacquier a Desbéne [18] ve své praci detaitzebiraji stanoveni kritické micelarni
koncentrace dodecylsiranu sodného pomoci efekélakitroforetické pohyblivosti neutralni
latky. Tato metoda byla vyuZita i v dalSich pracicibyvajicich se stanovenim kritické
micelarni koncentrace tenzigpomoci kapilarni elektroforézy [19-23]. Efektivodhyblivost

analytu, u.rr, V elektrolytu s koncentraci tenzidu nizSi nez jgho kriticka micelarni

koncentrace, je dana vztahem:

Ksolvct

= — 1.7
:ueff 1+ Ksolvct Usorv ( )

kde K,,;,, je rovnovaznéa konstanta popisujici interakci nagmlytem a monomerem tenzidu,
c; je celkova koncentrace tenzidu v systémuug;, je pohyblivost komplexu analytu

S monomerem tenzidu.

V elektrolytu s koncentraci tenzidu vysSi nez jejemcje mozné vypditat efektivni

pohyblivost analytu:
(1.8)

Ksolvcmc Kmic(ct B cmc)/n
Herf =1+ Ksorweme + Kpic(c — cme)/n Hsow + 7 Kgoreme + Kpyic(c; — cme)/n

HUmic
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kde K,,;. je rovnovazna konstanta popisujici interakci mazalytem a miceloug,,i. je
pohyblivost miceln je agregani ¢islo tenzidu.

Na obrazku 1.6 je mozné pozorovat dva zlomy feck, ktera vznikla proloZzenim
bodi, odpovidajicich efektivni elektroforetické pohylalsti 2,3,5-trichlorpyridinu v zavislosti
na koncentraci dodecylsiranu sodného v elektrolitoncentrace tenzidu, kter4 odpovida
prvnimu zlomu, se nazyva kriticka agrégakoncentrace. iiPtéto koncentraci se monomery
tenzidu zainaji shlukovat do micel. Se v®tajici koncentraci tenzidu v elektrolytu dochazi
ke zwtSovani shluk z monomei tenzidu, dokud tyto shluky nedosahnou stabilninfpra
dolre definované struktury. K tomu dochazi koncentraci tenzidu, jenz odpovida druhému
zlomu na Kivce a oznéuje se jako koncentraag. Hodnota kritické micelarni koncentrace se
nachazi v rozmezi daném kritickou agr@gakoncentraci a koncentragi. Hodnotucmclze
odegiist jako pfiseik kiivky vzniklé proloZzenim bail lezicich pod hodnotou kritické
agregani koncentrace ark/ky proloZzené body lezicimi nad koncentrac|24].

\
0 - v~v v v — \_._
vl 2,3,5-trichlorpyridin
[S) "\.
- s b 4
2] += ¥
T 05 F 5 v
& © \
5 el
B E *'\
— '1,0 B [e)) é\‘ v'\
N—r” m o -
= o \
2 = g W
\(C < ‘\
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Obrazek 1.6: Zavislost efektivni elektroforetické pohyblivogj3,5-trichlorpyridinu na koncentraci
dodecylsiranu sodného v 20 mM fosfatovém pufru o7pB0 (podle [24]). Délka kapilary 57 cm s
vhitinim primérem 50 um, nagii 30 kV, teplota 25 °C, detekce UV 200 nm.

Nagamine a Nakamura [25] ve své praci vyuzili ptaneveni kritické micelarni
koncentrace kationtovych tenzidelativni mobilitu,(tm — teof)/teof, kdy byl retegni ¢as

markeru {,) interagujiciho s micelami povrchéwaktivni latky vztazen k migtamimu ¢asu

elektroosmotického toku.
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1.3.3 DalSi moznosti stanovenémc pomoci kapilarni elektroforézy

Mezi zonové metody pro stanoveni kritické miceldtancentrace dale gatmetoda
zaloZenda na #feni zeta potencialu. Tento parametr je zavislylektm®foretické pohyblivosti
dle modifikované Smoluchowského rovnice [6]:

7= 3NUery
2¢ef (ka)
kden je dynamickd viskozita elektrolyty, je dielektrick& konstanta; je reverzni Debyeova

(1.9)

délka,a je poloner ¢astice & (ka) je Henryho koreéni funkce.

Lokajova a kol. [26] publikovali metodu pro stamow kritické micelarni koncentrace
zaloZenou na detekci mobilit systémovychtpiBystémovymi piky jsou nazyvany piky, které
nesouvisi s analyzovanou latkou, ale jsou zaznavdmya detektorem. Tyto piky jsou
zpasobeny ruSivymi jevy, které doprovazeji analyzy poirkapilarni zénové elektroforézy a
objevuji se i v micelarni elektrokinetické chrongtafii. Patet systémovych pikzavisi na
piitomnosti tenzidu v pracovnim elektrolytu a jejipbzice je sil& zavisla na fitomnosti
micel v elektrolytu. Hodnotu kritické micelarni koemtrace Ize odést v inflexnim bod
zavislosti pohyblivosti systémovych @iika koncentraci tenzidu v elektrolytu.

Pro stanoveni kritické micelarni koncentrace téinzZize také vyuzit @eni relativni
viskozity roztoku tenzidu pomoci kapilarni elektradzy [27,28]. Vzorek nitrometanu [27]
nebo mesityloxidu [28] byl nadavkovan do sepafeapilary napliné roztokem tenzidu.
Pratok vzorku kapilarou bykizen tlakem a relativni viskozita byla vyjitéina jako podil
migratniho ¢asu vzorku v roztoku stenzidem k migmanu ¢asu vzorku v roztoku bez
piidavku tenzidu.

DalSi moZnost stanoveni kritické micelarni koncare pomoci kapilarni elektroforézy
predstavuje vyuZziti frontalnich metod a kontinualnfaintalnich metod [29,30,31]. Princip
stanoveni spiva v nadavkovani dlouhé zony vzorku tenzidu doasgpi kapilary (i
pouziti kontinualni frontalni metody je vzorek davian do kapilary neptrzit) a po vlozeni
nagéti na konce kapilary dochazickst&nému oddleni monomernich a agregovanych forem
tenzidu aniz by doslo k naruSeni rovnovdhy monomieely. Kritickd micelarni koncentrace
je odvozena z vysky prvni detekovatelné migrafronty odpovidajici monomerni fogm

tenzidu.
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1.4 Experimentalni ¢ast

1.4.1 Seznam pouzitych chemikalii

Decylsiran sodny (> 99 %) a dodecylsiran sodngg§ %) byly zakoupeny od firmy
Sigma Aldrich (Steinheim, &necko). Hydroxid sodny byl od firmy Penta (Prakzska
republika), thiomsovina od firmy Lachema (Brndjeska republika) a kyselina borita od
firmy Fluka (Buchs, Svycarsko). Acetonitril, 1-dé@@ol, dekahydrat tetraboritanu sodného a
alkylbenzeny — etylbenzen, propylbenzen a butyleenlayly zakoupeny od firmy Sigma
Aldrich (Steinheim, Nmecko). Toluen byl ziskan od firmy Lach-Ner (Nexate, Ceska
republika).

1.4.2 Pristrojoveé vybaveni

Stanoveni kritické micelarni koncentrace bylo pdmm@ pomoci fistroji pro
kapilarni elektroforézu Agilent CE 7100 a AgiletiCE (Agilent, Palo Alto, CA, USA).
Pristroje jsou vybaveny autosamplerem, zdrojem vysokeagti, temperovanou kazetou s
kapilarou a detektorem s diodovym polem. K vodimdsietekci byl pouzit bezkontaktni
vodivostni detektor (Agilent Technologies). K nastgani podminek pro analyzu a
k vyhodnocovani ziskanych dat byl vyuzit prograne@lpabs pro fistroj Agilent CE 7100 a
program ChemStation profiptroj Agilent *°PCE. Mgteni bylo provedeno vikmennych
kapildrach s vnihim primérem 20, 50 nebo 75 um, celkova délka kapilary 8facm
(efektivni délka 28 cm).

pH zakladniho elektrolytu bylo &eno pomoci pH metru Metrohm 827 (Metrohm,
Herisau, Svycarsko). pH metr byl kalibrovan na adki roztoky pufk o pH 7,00 a 9,00.

1.4.3 Pracovni postup

Stanoveni kritické micelarni koncentrace probihaloepokryté kemenné kapii.
Pred prvnim pouzitim byla kapilara promyta 20 mintodem 0,1 M NaOH, 10 min
deionizovanou vodou a 10 min zakladnim elektrolytdako zakladni elektrolyt byl pouZzit
25 mM boritanovy pufr o pH 8,50. Pro stanoveni i€k micelarni koncentrace byly
piipraveny kalibréni fady vybranych alkylsiransodnych ve vagdla v 25 mM boritanovém
pufru o pH 8,50.
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1.4.3.1 Mé&reni kritické micelarni koncentrace

Metoda zaloZzena nadieni proudu a vodivosti

Program analyzy:

» promyvani kapilary zakladnim elektrolytem po doboni® tlakem 1 bar

» vloZen gradient nagpi 0 az 20 kV v rozmezi 0 — 0,1 min

» z&znam hodnot proudu a vodivosti po dobu 5-6 min.

Kapilara byla temperovana na 25 °C. Ze ziskanydhbg& vypaitana ptimérna
hodnota proudu, pdpvodivosti. Ze zavislosti proudu (vodivosti) nankentraci tenzidu byla
vypoctena hodnota kritické micelarni koncentrace jakis@iik piimek, které byly prolozeny
body lezicimi pod a nad hodnotou odpovidajici ¢kii micelarni koncentraci.

Metoda zalozena na retémim modelu

Program analyzy:

» promyvani kemenné kapilary zakladnim elektrolytem po dobu 8 thakem 1 bar

» davkovani vzorku hydrodynamicky 50 mbar po dobu 5 s

» vlozen gradient napi 0 az 20 kV v rozmezi 0 — 0,1 min

> detekce i 254 nm.

Byl ptipraven zasobni roztok alkylbenZea koncentraci 5 g/l, jako rozpotdto byl
pouzit acetonitril. K analyze byl roztok daletedn na konénou koncentraci 60 nebo
120 mg/l bd’ vodou, nebo zakladnim elektrolytem bez tenzidukoJamarker
elektroosmotického toku byla pouzita thiotowina. Zasobni roztok thiomioviny nel
koncentraci 50 mg/l, koncentrace pouzita pro analygla 0,5 mg/l. Analyzy byly provédy
pii teplog 25 °C.
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1.5 Vysledky a diskuze

Kapitola 1

Tato prace se zabyva stanovenim kritické miceléonicentrace povrcheévaktivnich

latek pomoci kapilarni elektroforézy a porovnaniosakenych vysledk Na obr. 1.7 jsou

uvedeny piklady vyhodnoceni jednotlivych metod, které bylpugity v této praci. Na

obrazku neni uvedena metoda zaloZzena &&mn vodivosti, jelikoZ vyhodnoceni se provadi

stejre jako u metody zaloZené naftani proudu (obr. 1.7A).
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Obrézek 1.7: Ukazka vyhodnoceni jednotlivych metod pro standweitické micelarni koncentrace
dodecylsiranu sodného ve wod
A — metoda zaloZena nasteni proudu (hodnota vloZzeného s 5; 20 a 25 kV)
B — metoda zaloZzena na&ftani retetinich¢asi homologické&ady alkylbenzein

C — metoda zaloZena na&ieni retetiniho faktoru homologickéady alkylbenzem
D — metoda zaloZena natani pohyblivosti alkylbenzen
Celkova délka kapilary 37 cm (efektivni délka 28) camitini pramér kapilary 50 um. VloZené naip
(B, C, D) 20 kV, teplota 25 °C. Koncentrace vzoralkylbenzei 120 mg/l, vzorek davkovan
hydrodynamicky 50 mbar/5 s.

[28]



Kapitola 1

1.5.1 Vyhodnocenicmcna zakladé méieni proudu

Na obrazku 1.7A je znazama zavislost prmérnych hodnot proudu na koncentraci
dodecylsiranu sodného ve wogii trech fiznych hodnotach vioZzeného rép Hodnota
proudu byla zaznamenavana po dobu 5-ti minut. Kadog v tomto grafu je fmérem
minimalné 600 hodnot. Pro vyget cmc byl sestrojen graf zavislosti jonérné hodnoty
proudu + smrodatna odchylka. Tak byly ziskanyddpiimky v oblasti pod hodnotou kritické
micelarni koncentrace a &#iwmad touto hodnotou. Hodnota kritické micelarni éemtrace byla
vypotitdna jako piseiik takto ziskanych fimek a je uvéagha jako pémér stanovenych
hodnot + smirodatna odchylka (SD).

DalSi moznost, jak vyhodnotit metodu zaloZenou ®&emi proudu fedstavili ve své
praci Khan a Shah [32]. Pro vy cmc byla vyuZita druh& derivace ggnérnych hodnot
proudu, takto ziskané body jsou proloZzeny Gaussd¥mkou a hodnotecmc je odestena

Vv jejim minimu. Na obrazku 1.8 je ukadzka vyhodndaeamerenych vysledis touto metodou.

2
Zévislost(%) nac SDS je proloZzena Gaussovativkou s vyuzitim programu OriginPro 9.

0,024
0,0 *
-0,02-
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d*l/d¢?
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Obrazek 1.8: Vyhodnoceni metody pro stanovesic zaloZzené na #iieni proudu pomoci druhé
derivace.
Zaznam pro SDS ve védvloZzené nagti 20 kV.

Porovnani hodnot ziskanych Zipeiku piimek ziskanych ze zavislosti proudu na
koncentraci SDS proloZzenim hipdad a pod hodnotocmca pomoci druhé derivace hodnot
proudu jsou uvedeny v tabulce 1.2.&¢hto konkrétnich fdpadech jsou hodnotgmc pro
SDS ve vod ziskané z piseiiku piimek vySSi v porovnani s hodnotami ziskanymi z éruh
derivace proudu ip dané hodndt vloZzeného nafti. Také byla provedena analyza rozptylu
(ANOVA) pomoci programu OriginPro 9. Celkem bylorapovano 18 vstupnich hodnot,
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které byly rozdleny do Sesti skupin. Pomoci analyzy rozptylu nglod hladig vyznamnosti
a = 0,05 zjisény vyznamné odchylky mezifmérnymi hodnotamcmc

Tabulka 1.2: Porovnani hodnotmc pro SDS ve vo#l ziskanych i#iznymi zpsoby vyhodnoceni
metody zaloZené nadteni proudu.

. + *
nageti (kV) (;Tlga:i[?)r(umﬂlz) ?c;?lfhésdDer(ir\?all\(/:l)e)
15 7,58 + 0,06 730+ 0,15
20 749 +0,17 7,08 + 0,52
25 7,36 + 0,45 6,74 + 0,56

1.5.2 Vyhodnocenicmcna z&kladé migraénich charakteristik analyti

Vyhodnoceni kritické micelarni koncentrace ze zstlanigraniho ¢asu markeru
elektroosmotického toku (thiomioviny) a retetinich ¢asi homologickéfady nenabitych
latek (alkylbenzeny) je uvedeno na obr. 1.7B. Hadraitické micelarni koncentrace byla
vypaotitana jako pkmér hodnot ziskanych z fseliku piimky ziskané proloZzenim bod
paticich migr&nimucasu thiomoéoviny a gimek ziskanych proloZzenim binddpovidajicich
retertnim casim alkylbenzefi (metyl- az butylbenzen).

Zavislost retetniho faktoru alkylbenzenna koncentraci dodecylsiranu sodného ve
vok je uvedena na obr. 1.7C. Reteinfaktor byl spéitan dle rovnice (1.5).

Migracni ¢as micel byl ziskan pomoci itérdho postupu. Itekmi postup vychazi ze
znalosti retednich ¢asi homologickéfady neutralnich latek a migmiho casu markeru
elektroosmotického toku. V prvnim kroku iténdho postupu byl vypitan retetni faktor
pro ¢leny homologické&ady s vyjimkou latky s nejdelSim alkylovyfatzcem, jehoz retemi
¢as byl pouzit misto migtaiho ¢asu micel pro vypiet retedniho faktoru ostatnich latek.
Dale byla vynesena zavislost légna pd@tu uhliki v alkylovémtettzci alkylbenzef. Ze
znalosti rovnice regrese byla vyfithtna nova hodnota migmaiho ¢asu micel. S touto
hodnotou byly opt spaitany retetini faktory vSech alkylbenzéna byla dopgitdna nova
hodnota migrénihoc¢asu micel. Tento proces byl opakovan, dokud neimdit dvou po sab
jdoucich hodnot miggaiho ¢asu micel zanedbat&lnmaly. Modifikovany iterani postup
s vyuzitim homologickéady alkylbenzodi je detail& uveden v kapitole 2 na obr. 2.7.

Na obrazku 1.7D je znazamma zavislost efektivni elektroforetické pohybliviost
homologickétrady alkylbenzein na koncentraci dodecylsiranu sodného ve¢vatektivni

elektroforeticka pohyblivostler, byla vypditana dle vztahu:
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Hepf = =" (— - —) (1.10)

kde l; je celkova délka kapilaryy je délka kapilary k detektoru @ je hodnota viozeného
napsti.

Jak vyplyva z obrazku 1.7, oproti ostatnim zé@sastm (proud, vodivost, ret&m ¢as,
retertni faktor) neni zavislost efektivni elektroforetickohyblivosti na koncentraci tenzidu v
roztoku linearni, coz vyplyva z Onsagerova vztalho pavislost vodivosti na koncentraci.

Proto byla experimentalni data proloZzena mocnirfnalci.

1.5.3 Vliv experimentalnich parametra na velikostcmc

V ramci studie byl také sledovan vliv velikosti tiniiho ptiiméru kapilary na ziskané hodnoty
kritické micelarni koncentrace a jeji radatné odchylky. Pro tyto experimenty byly pouzity
metody zaloZené nadieni proudu a na &eni vodivosti. Diéi vysledky této studie byly
publikovany v diplomové praci Ing. Martiny V&koveé [33], na které jsem se podilela jako
konzultantka. Byla stanovena hodnetac SDS ve vod pii 25 °C. Vysledky stanoveni jsou
uvedeny v tabulce 1.3. Hra&ni hodnoty byly ziskany z pseiiku rovnic linearnich zavislosti
se zapotenymi sngrodatnymi odchylkami. Z vysledkuvedenych v tab. 1.3 je dale patrne, Ze
nejmensi roz§i bylo ziskano s pouzitimi&gmenné kapilary s viitim ptimérem 50 pm,
proto nadale byly pouzivany kapilary s timto ¥miin ptimérem. Resnost této metody je
silné ovlinéna rozdilem ve velikosti sémic zavislosti pod a nad hodnotozmc a
negesnostmi nakifenych hodnot v obou oblastech, které se projevdzptylu parametru

prokladanych linearnich zavislosti.

Tabulka 1.3: Vliv vnitiniho piméru kapilary na hodnotu kritické micelarni koncengaSDS ve
VoK.

1.D. (um) pramer (rgzpép’) cmc(mM) pramer (SOZ[Z'EU') cvmc(,mM). .
Metoda zaloZena nadgifeni proudu Metoda zaloZena nadgfeni vodivosti
20 7,17 (0,12) 8,04 (0,62)
50 7,75 (0,02) 8,60 (0,26)
75 6,10 (1,96) 6,20 (2,50)

Déle byl hodnocen vliv vioZzeného riippii méieni kritické micelarni koncentrace
dodecylsiranu sodného ve wogti 25 °C. VloZené nafti mélo hodnotu 15; 20 a 25 kV. Byly
vyuzity metody zaloZené nadteni proudu prochazejiciho kapilarou naplou roztokem
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s tenzidem, retémiho casu, reteéniho faktoru a pohyblivosti homologick&ady
alkylbenzefi. Ziskané vysledky jsou uvedeny na obr. 1.9.

e

zaloZenych na #ieni retetniho faktoru a pohyblivosti homologicki@dy alkylbenzed.
Naopak nejvyssi hodnoty byly ziskany pomoci metpdipzené na #teni retetinich ¢asi
homologickéiady alkylbenzef V rdmci metody zaloZzené naéteni proudu ¢mc byla
stanovena jako pse&ik ptimek ziskanych proloZzenim bibdhad a pod hodnotoemg,
s rostouci hodnotou vioZzeného wtpklesa hodnota kritické micelarni koncentraceoste
hodnota srrodatné odchylky.

Ziskané hodnotgmcpro SDS uvedené na obr. 1.9 byly podrobeny anaigzptylu
pomoci programu OriginPro 9. Vychazelo se z celkov@aitu 36 vstupnich hodnot (N),

které byly rozdleny do 12 skupin (p), hladina vyznamnast: 0,05.
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Obrézek 1.9: Porovnani vyslednych hodnomc dodecylsiranu sodného ve voriskanych pomoci
vybranych metod vyuZivajicich kapilarni elektroforé

A — metoda zaloZena nateni proudu

B — metoda zaloZzena naiani retetinichcasi

C — metoda zaloZena nateni retetinich faktofi

D — metoda zaloZzen& natani pohyblivosti alkylbenzén
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Na zaklad vysledki uvedenych vtabulce 1.4 byla na hladimyznamnostia
zamitnuta nulova hypotéza, kteregpoklada statisticky nevyznamné rozdily mezi \disje
a na zaklagtoho bylo provedeno mnohonasobné porovnani vysledknoci Tukeyova testu
[34], aby byly nalezeny statisticky vyznamné rogdihezi jednotlivymi podminkami
stanovenicmc Statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotaomnc ziskanymi jednotlivymi
metodami jsou row¥ uvedené v tabulce 1.4. Vramci dané metody nelpgyorovany

statisticky vyznamneé rozdily mezi hodnotamifenymi @i rizné hodnat vioZzeného natii.

Tabulka 1.4: Analyza rozptylu - vliv pouZité metody pro stanoivemc

ANOVA Tukey v test
Metoda (U (KV)) cmc+t SD me.tvod,a se’statisticky vyznamé,
(mM) o p odlidnym vysledkemcmck dané
metodé
| (15 kV) 7,58 £ 0,06 k (15 kV)
| (20 kV) 7,49 + 0,17 k (15 KV)
| (25 kV) 7,36 + 0,45 k (15 kV)
(15 k) 8.48 + 0,27 k (15 kV), k (20 kV), k (25 kV),
3,1583.10 Herr (25 KV)
R R i k (15 kV), k (20 kV), k (25 kV),
statisticky Hetr (15 KV), Lt (25 kV)
t: (25 kV) 8,35+0,38 0,05 vyznamny Mefr (25 kV)
rozdil mezi t, (15 kV), t (20 kV),
k(15kv) — 505+188 hodnotami I (15 k(V), | (2)0 k(\/), | (2)5 KV)
k (20 kV) 6,14 + 0,62 cme (15 KkV), t (20 kV)
k (25 kV) 6,05 + 0,53 t, (15 kV), t (20 kV)
Herr (15 KV) 6,21 + 1,40 t, (20 kV)
Let 20KV) 6,78 +0,54
Herr (25 KV) 5,30 + 0,62 (15 KV), t (20 kV), t (25 kV)

a — hladina vyznamnosti; p - praysbdobnost

Metoda zaloZena nadieni proudu je nejrychlejsSi a nejjednodussi z pgakiimetod,
je vSak omezena pouzitim pro roztoky s nizkym oésalorganického modifikatoru (zde
konkrétré acetonitrilu). B vySSi koncentraci acetonitrilu v roztoku doch&es zmenseni
rozdilu mezi smrnicemi gimek ziskanych proloZzenim bibgpod a nad hodnotou kritické
micelarni koncentrace a tim je znemé&m vyhodnoceni kritické micelarni koncentrace.

Proto byla ¥novana ¥tSi pozornost met@dzaloZzené na #ieni reteminiho casu
homologickéiady alkylbenzet a to z hlediska efektu sloZeni vzorku alkylberizarefektu

davkovani na hodnotu kritické micelarni koncentraBgly pripraveny zasobni roztoky
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alkylbenzefi ve vod a v acetonitrilu, které byly nasleflitedny vodou nebo zakladnim
elektrolytem. Vysledky této studie jsou na obrakiO, kde jsou uvedeny nalezené hodnoty
cmcpro vSechny kombinace experimentalnich podminekravei je nazndena velikostmc
SDS v zakladnim elektrolytu o pH 8,50 zjish pomoci metody zaloZzené n&ireni proudu,
ktera je rovna 5,54 + 0,13 mM.
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sloZeni davkovaného vzorku alkylbenzenu

Obrazek 1.10:Hodnota kritické micelarni koncentrace v zavidlost sloZzeni vzorku alkylbenzéra
na davkovani, U = 20 kV. Pomoci metody zaloZzenén&ani proudu byla na#itena hodnotamc=
5,54 + 0,13 mM. BGE: 25 mM boritanovy pufr o pH @,%elkova délka kapilary 48 cm (efektivni
délka 40 cm), vnini pramér 50 um. Teplota 25 °C.

Pomoci analyzy rozptylu bylo zj&to, Ze zde jsou statisticky vyznamné rozdily mezi
jednotlivymi vysledky, kdy mezi vyznamné faktorytiygak sloZzeni vzorku alkylbenzéntak
i doba davkovani. V tabulce 1.5 jsou uvedeny sygtékoncentrace alkylbenzénslozeni

vzorku a davkovani), mezi kterymi byly pozorovatstisticky vyznamneé rozdily.
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Tabulka 1.5: Systémy mezi kterymi byly nalezeny statisticky wgmné rozdily v nastienych
hodnotactemce Vliv sloZeni vzorku AB nemcSDS v 25 mM boritanovém pufru o pH 8,50.

Experimentalni podminky (systém) 1 Experimentabdrpinky (systém) 2
KXSC(?:;;T;CG SloZeni vzorku AB Dﬁ"ﬁg?’g‘ i KAOSC(?]%;%CG SloZeni vzorku AB D@,’Eg;’i? i

60 H,O 1000 60 H,O 250
60 H20 + 6 % ACN 500 60 0 1000
120 H,O 1000 60 H,O 250
120 HO 1000 60 HO + 6 % ACN 500
120 BGE + 6 % HO 1000 60 H,O 250
120 BGE + 6 % KD 1000 60 HO + 6 % ACN 500
120 BGE + 6 % HO 1000 60 BGE + 6 % ACN 1000
120 HO + 12 % ACN 500 60 WD + 6 % ACN 500
120 H,O + 12 % ACN 1000 60 H,O 250
120 HO + 12 % ACN 1000 60 ¥ + 6 % ACN 500
120 H,O + 12 % ACN 1000 60 BGE + 6 % ACN 250
120 HO + 12 % ACN 1000 60 BGE + 6 % ACN 500
120 H,O + 12 % ACN 1000 60 BGE + 6 % ACN 1000
120 BGE + 12 % ACN 1000 60 B 1000
120 BGE + 12 % ACN 1000 120 H,O 1000
120 BGE + 12 % ACN 1000 120 BGE + 12 %M 1000
120 BGE + 12 % ACN 1000 120 H,O + 12 % ACN 500
120 BGE + 12 % ACN 1000 120 -8+ 12 % ACN 1000

Mezi hodnotou kritické micelarni koncentrace SD25vmM boritanovém pufru
o pH 8,50 ziskanou pomoci metody zalozené r@emi proudu a hodnotanimc SDS
v 25 mM boritanovém pufru o pH 8,50 ziskanymi pomatetody zaloZené na dieni
retertniho ¢asu v zavislosti na sloZzeni vzorku a &atAvkovani vzorku nebyly nalezeny
statisticky vyznamné rozdily.

Efekt sloZeni vzorku alkylbenzéra doba davkovani vzorku na hodnatmc SDS
stanovené pomoci metody zalozené ngemi reteriniho ¢asu byl sledovan také v 25 mM
boritanovém pufru o pH 8,50 sidavkem 10 % ACN, obr. 1.11. Davkované vzorkylyn

obdobné slozZeni jako wgdchozi studii.
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6,30 + 0,64
7,56 £ 1,02
6,59 + 0,50
6,79 £ 0,76
6,44 £0,78

- 7,25+0,87
6,83 + 0,53
7,26 £0,15
8,95 + 0,38
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5,44 £ 0,37
--6,10+ 0,11
~6,65 + 0,26
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~-6,29 £ 0,30
--5,42 £ 0,48
-6,22+ 0,29
~5,51+0,13
~6,31+0,74
6,83+0,78
--6,07 £ 0,56
5,74 £ 0,04
~-6,43 £ 0,46

E s
R
£ 4
(&) 4
31 ) %) %) 0 0 0 0 %)
1| © (2] —_ (%) (7p) —_ (2] (2] . (2] (%] — (%) (%) . (%] (%) — (%) (%] — (%] (%) —
. P ® . . ] P P ® P . © P P © . P ® P . @® . P ®©
24l gl S|l S|l sllal| sl[gS||all g|| S|l gl s||lalls||s|lall gl s||2l|l || || a2
ellEllSIEElISIEElSIIEIEISIEIEISEIE|SIIEIESIElIE|S
l_O ollo]||o||o]|lo]|o||o]||O]||o||lo||lo]||lo|l|lo]||lo||lo]||lo]||lo||o|lo]||o||lo]l|lo]|o
IRkl = R = =i R i == k=l I k=1 R k=l =R k= =1l k=l i k=1 1A N k=l k=]
N[N ||| N]WO[]|T[|N|[|WO[[H][N[[O[]|H (N[O N[O]]H[|N|[O]|]
0
H,0 BGE H,0 BGE H,0 BGE H,0 BGE
+6 % H,0 | + 6% ACN | +6 % ACN +12 % H,0|+ 12% ACN+ 12 % ACN
\ 60 mg/l AB 120 mg/l AB

sloZeni davkovaného vzorku alkylbenzenu

Obrazek 1.11:Hodnota kritické micelarni koncentrace v zavidlost sloZzeni vzorku alkylbenzéra
na davkovani. Vlozené n&p 20 kV. BGE: 25 mM boritanovy pufr o pH 8,50 + ¥ ACN. Celkova
délka kapilary 48 cm (efektivni délka 40 cm), ¥mitpramer 50 um. Teplota 25 °C.

Pomoci analyzy rozptylu byly vyhodnoceny rozdily znhodnotami cmc SDS
stanovenymi metodou zaloZenou n&'emi reteginiho faktoru v 25 mM boritanovém pufru o
pH 8,50 s pidavkem 10 % acetonitrilu jako statisticky vyznamNé zaklad této analyzy byl
dale proveden Tukdy test mnohonasobného porovnani a dvojice systénezi kterymi

byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily, jsoedeny v tabulce 1.6.
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Tabulka 1.6: Systémy mezi kterymi byly nalezeny statisticky wgmné rozdily v nastienych
hodnotachcmc Vliv slozeni vzorku AB nacmc SDS v 25 mM boritanovém pufru o pH 8,50
s pridavkem 10 % acetonitrilu.

Experimentalni podminky (systém) 1 Experimentabdrpinky (systém) 2
KXSC(%];%CG SloZeni vzorku AB Dﬁ’gg;’i? i KXSC(%];%CG SloZeni vzorku AB Dﬁ’gg;’i? i
120 H,O 250 60 H,O 250
120 HO 250 60 BGE + 6 % D 500
120 H,O 250 60 H,O + 6 % ACN 500
120 HO 250 60 BGE + 6 % ACN 250
120 BGE + 12 % HO 250 120 H,O 250
120 HO + 12 % ACN 1000 60 Al 250
120 H,O + 12 % ACN 1000 60 BGE + 6 % HO 500
120 HO + 12 % ACN 1000 60 ¥ + 6 % ACN 500
120 BGE + 12 % ACN 500 60 H,O 250
120 BGE + 12 % ACN 500 60 BGE + 6 %® 500
120 BGE + 12 % ACN 500 60 H,O + 6 % ACN 500
120 BGE + 12 % ACN 1000 60 B 250
120 BGE + 12 % ACN 1000 60 H.O 500
120 BGE + 12 % ACN 1000 60 B 1000
120 BGE + 12 % ACN 1000 60 BGE + 6 % HO 250
120 BGE + 12 % ACN 1000 60 BGE + 6 % 500
120 BGE + 12 % ACN 1000 60 BGE + 6 % HO 1000
120 BGE + 12 % ACN 1000 60 B +6 % ACN 250
120 BGE + 12 % ACN 1000 60 H,O + 6 % ACN 500
120 BGE + 12 % ACN 1000 60 B +6 % ACN 1000
120 BGE + 12 % ACN 1000 60 BGE + 6 % ACN 250
120 BGE + 12 % ACN 1000 60 BGE + 6 % ACN 500
120 BGE + 12 % ACN 1000 60 BGE + 6 % ACN 1000
120 BGE + 12 % ACN 1000 120 -8 500
120 BGE + 12 % ACN 1000 120 H.O 1000
120 BGE + 12 % ACN 1000 120 BGE + 12 % 250
120 BGE + 12 % ACN 1000 120 BGE + 12 % HO 500
120 BGE + 12 % ACN 1000 120 BGE + 12 % H20 1000
120 BGE + 12 % ACN 1000 120 H,O + 12 % ACN 250
120 BGE + 12 % ACN 1000 120 -8+ 12 % ACN 500
120 BGE + 12 % ACN 1000 120 BGE + 12 % ACN 250
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Dodecylsiran sodny se vyrabi sulfataci dodekanghlikoZ od vyrobce neni k dispozici
v 100%¢istot, byl zkouman i vliv koncentraceriganého (tj. ,,zbytkového*) dodekanolu na
hodnotu kritické micelarni koncentrace SDS v 25 nidritanovém pufru o pH 8,50.
K tomuto &elu byla ogt vyuzita metoda zalozena n&imni proudu. Timto Zisobem byly
zjistovanycmcdodecylsiranu sodného, ke kterému byiidgno 1, 3 a 5 % dodekanolu (m/m,
vztaZzeno na navazku SDS). Hodnoty kritické micel&oencentrace dodecylsiranu sodného
v 25 mM boritanovém pufru o pH 8,50 bez arlavkem dodekanolu jsou uvedeny v tabulce
1.7.

Tabulka 1.7: Hodnotycmc SDS v 25 mM boritanovém pufru o pH 8,50 v zavislos gidavku
dodekanolu.

Pridavek dodekanolu; % (m/m) cmcx SD (mM)
0 554 +0,13
1 5,99 £ 0,02
3 5,70+0,44
5 6,59 + 0,02

Hodnoty kritické micelarni koncentrace v 25 mM bamovém pufru sifdavkem
dodekanolu jsou vySSi nez v roztoku bemavku dodekanolu a pomoci analyzy rozptylu
byly vyhodnoceny statisticky vyznamné rozdily melzodnotou cmc ziskanou pro
dodecylsiran sodny bezigavku dodekanolu a gidavkem 5 % (m/m) a mezi hodnotami
cmcSDS s pidavkem 3 % (m/m) a 5 % (m/m) dodekanolu na hkagiznamnosti = 0,05,
avSak nebyl pozorovan zadny trend mezi koncentdaciekanolu v roztoku a hodnotou
kritické micelarni koncentrace dodecylsiranu sodnéh tohoto ndfeni vyplyva, Ze do
piidavku 3 % (m/m) dodekanolu ke korte¥ dostupnému standardu dodecylsiranu sodného
nema koncentrace dodekanolu na hodnotu kritickéeldmai koncentrace dodecylsiranu

sodného statisticky vyznamny vliv.
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1.6 Shrnuti

V této casti disertani prace jsou porovnany elektroforetické metody Ag@iné pro
stanoveni kritické micelarni koncentrace povrchaktivnich latek. Konkréthse jednalo o
metody zaloZzené na d&feni proudu, vodivosti, reténiho ¢asu, retetniho faktoru a
pohyblivosti. U metody zaloZzené na pouziti réteho faktoru a pohyblivosti byly zji&hy
vétsSi hodnoty srrodatnych odchylek ve srovnani s metodami zalozemgmeieni proudu
a retegniho ¢asu. To nize byt dano tim, Zefpvypoctu retergniho faktoru je iteba znat
pohyblivost micel, ktera byla dopiddvana pomoci itetaiho postupu a tim mohla byt
vnesena dalSi négsnost do vysledné hodnatync Lze gredpokladat, Ze vifpact vypcoctu
kritické micelarni koncentrace z pohyblivosti ndélrifch latek mohly byt hodnoty
smerodatnych odchylek mensi, pokud by v oblasti blikkécké micelarni koncentrace bylo
proméieno vice roztok s menSi diferenci koncentrace SDS a tim by bylsagZeno

piesréjSiho proloZzeni mocninné funkce a timieprgjSiho stanovenéimc

Vysledky studie byly uv@jnény v:
< Vanova J.,Cesla P., Fischer J., Stanoveni kritické micelarondentrace tenzid
pomoci kapilarni elektroforézyLVIIl. semind o tenzidech a detergentech: sbornik
prednasek2015) 63-71, ISBN 978-80-7395-942-5.
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2 Porovnani rozcélovacich koeficienfi oktanol-voda, micely-voda,

liposomy-voda pro vybrané grirodni antioxidanty

Lipofilicita a hydrofilicita latek niize byt vyjadena jejich roz8ovacim koeficientem
mezi polarni a nepolarni fazi [1]. Logaritmus réipdaciho koeficientu oktanol-voda,
log P, /y, poskytuje informace o fyzikdachemickych vlastnostech latek a je
nejrozsfergjSim zpisobem pro popis hydrofilicity, lipofilicity a vztéhmezi strukturou
a inkem biologicky, farmakologicky a ekologicky vyanaych slogenin [2]. Je dan

vztahem:

C
logP,,w = log —oktanol (2.1)
Cvoda
kde Coktanor @ Croaa JSOU celkové koncentrace analytu v oktanolu, resp.vodné fazi.
Rozctlovaci koeficient oktanol-voda nezahrnuje nabojlgna lonizovatelné latky mohou
byt ¢asté&né nabité v zavislosti na pH présti. Rovnovahu analytu mezi oktanolem a pufrem

o daném pH vyjaenou rozdlovacim koeficientemD, Ize vypditat ze znalostP,,, pH

a disoci&ni konstanty analytu pK&J:

D= [Z/w
1+ 10®H-PKa)

(2.2)

2.1 Stanoveni rozdlovaciho koeficientu micely-vodna faze, liposomy-vina faze

Ke stanoveni roztlovaciho koeficientu latek v systému liposomy-vodifdze
a micely-vodna faze lze vyuzit kapilarni elektré@ou, resp. liposomalni elektrokinetickou
chromatografii (LEKC) a micelarni elektrokinetickochromatografii (MEKC). LEKC
i MEKC pati mezi elektrokinetické sepair@ metody zaloZzené na kombinaci elektroforézy
a interakcich analytu s pohybujici se disperzriiridzyvanou také pseudostacionarni faze [4].
Tato pseudostacionarni faze je iea micelami nebo liposomy. Micely jsou agregaty
povrchow aktivnich latek, tenzitl Micely vznikaji v roztocich tenzido koncentraci vyssi
nez je jejich kriticka micelarni koncentraaam@. Vznik micel byl diskutovan jiz v kapitole 1
[5]. Vroztoku fosfolipidh, ve kterém jejich koncentracerghkrasi kritickou agregani
koncentraci, dochazi ke vzniku liposonRozdil mezi liposomy a micelami je znazénma

obr. 2.1. Ztohoto obrazku je patrné, Ze liposomoj@oti micele tvéen dvouvrstvou
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povrcho¥ aktivnich latek a dochazi tak ktomu, Ze ve vodinyoztocich m& liposom
hydrofilni vrstvu nejen na povrchu, ale také uknMicela je tvdena pouze jednou vrstvou
povrcho¥ aktivnich latek, a proto ve vodnych roztocich jdoxdrofilni konce molekuly
tenzidu orientovany ven a hydrofobni konce ddvmitcely. Interakce latky s liposomy lépe

vystihuje interakce latek s membranami 8um Zivém organismu.

Obrazek 2.1:Schéma liposomu a micely [6].

Pseudostacionarni faze, teoa nabitymi molekulami nebo agregaty nabitych
molekul, se pohybuje kapilarou v zavislosti na nejinaboji [7]. Elektrokineticka
chromatografie je zaloZzena na dvou zakladnich jevedektroforéze a elektroosmoze.
Elektroforézou je nazyvan pohyb nabiéstice prosedim v gitomnosti elektrického pole

(obr. 2.2). Elektroforetickou rychlost latek v eliegkém poli,v,,,, Ize vyjadit jako:

e(E

6nn-—pwa (2.3)

Vep =

kde ¢ je elektricka permitivita prostdi, { je elektrokineticky potencial (zeta potencidl)
povrchu nabitécastice, E je intenzita elektrického poley je viskozita prosedi ap,, je

elektroforeticka pohyblivost (mobilita) nabitéstice v daném prasidi.

96699896669896968

EOF »§> | = .
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Obrazek 2.2: Pohyb latek v elektrickém poli.
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Druhy jev, elektroosméza (#pobujici elektroosmoticky tokeof), je dle IUPAC
definovan jako pohyb kapaliny skrz membranu nebgil&ai nasledkem {sobeni
elektrického pole nag membranou (resp. kapilardd)8].

Rychlosteof je dana vztahem:

e(E
Veof = H = UeorE (2.4)

kdev,,s je rychlost elektroosmotického tokwg, s je pohyblivost elektroosmotickeho toku.
V dusledku vlioZzeného n&p na kapilaru napknou zakladnim elektrolytem vznika na
jejim vnittnim povrchu elektricka dvojvrstva a to selektiviisarpci ioni na disociované
silanolové skupiny na vritim povrchu kemenné kapilary. Elektrickou dvojvrstvu Ize
roz&lit na statickou a pohyblivokast (obr. 2.3), ve které smem do roztoku astava
piebytek volného naboje. V elektrickém poli pak dathépohybu nejen pohyblivé vrstvy,

ale takeé diky vninimu teni v kapalig i veSkerého roztoku v kapité [9].
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Obrazek 2.3: Vznik elektroosmotického toku wémenné kapil@. Upraveno dle [9].

K separaci latek pomoci elektrokinetické chromaafigr dochazi na zakladiejich
rozdilného distribéniho koeficientu mezi pseudostacionarni fazi a wodmobilni fazi
(v MEKC je pseudostacionarni faze tena micelami, v LEKC liposomy). Jestlize maji
micely nebo liposomy zaporny néboj, pohybuji seérem k anod. Pohyblivost
elektroosmotického toku, pohybujiciho seésamn ke katod, byva vysSi nez pohyblivost

micel, resp. liposoin a proto je vysledny (zdanlivy) smpohybu micel a liposotnke
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katock. Neutralni analyt se v débinterakce s micelami nebo liposomy pohybuje st@jno
rychlosti jako dané agregaty. Pokud je analyt &olnroztoku, pohybuje se rychlosti
elektroosmotického toku (obr. 2.4). Nabité analyse vdok, kdy neinteraguji
s pseudostacionarni fazi, pohybuji rychlosti, kteea rovna vektorovému stiu jejich

elektroforetickych rychlosti a rychlosti elektroostického toku.

molekula
tenzidu

Obrazek 2.4:Princip EKC (MEKC)upraveno dle [10].

Jelikoz @i analyze dochazi k opakovanému ustavovani a peanm$odistribéni
rovnovahy, zdanliva elektroforeticka rychlost latkyjadiend retetnim faktorem nebo jeji
pohyblivost je pimo Unérné rozélovacimu koeficientu [11]:

kde k je reterni faktor, K, je rozctlovaci koeficient,V,, je objem pseudostacionarni faze
aV,, je objem vodne faze. Pa&ml,,/V,, se nazyva fazovy pam ®. Pro MEKC je fazovy

poner dan rovnici:

_ (2.6)

Vpsp Vspec,vol * M - (CPAL — cmc)
V. M-
aq 1- Vspec,vol M (CPAL — cmc)

kde Vspecwor j€ Parcialni specificky objem micelig,ec 00 = Vp/M, kde Vp je parcialni
molarni objem micel, v této praci je pouzita hodngarcialniho molarniho objemu micel
SDS 0,246 I/mol [12]M je molarni hmotnost;,; je koncentrace povrchéaktivni latky a

cmc je kriticka micelarni koncentrace.
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Fazovy pondr v LEKC Ize spgitat obdobs:

Vspec,vol M - (Clip - cac)

1- (Vspec,vol "M - (Clip - CCLC))

@ = 2.7)

Kde vspecvor j€ Parcialni specificky objem lipos@mM je molarni hmotnost fosfolipiduy;,,

je aktualni koncentrace lipida cac je kriticka agregéni koncentrace. Podle Lokajové a kol.
[13] Ize predpokladat, Ze parcialni specificky objemésmliposonii, ve které je hlavni
komponentou 1-palmitoyl-2-oler-glycero-3-fosfocholin (POPC), se rovna parcialnimu
specifickému objemu samotného POPC (0,996 ml/g;G0[14]. Molarni hmotnost sési

fosfolipida je dana sattem ,parcialnich® molekulovych hmotnosti jednotlohy fosfolipidi
(mol% A - M(A) + mol% B - M(B)).

2.2 Vypocet rozdélovacich koeficienti z efektivnich pohyblivosti

Efektivni elektroforetickou pohyblivost analytu Igpaitat dle vztahu:

_ lt * ld 1 1
Herr ==\t T (2.8)

kdel, je celkova délka kapilary, je efektivni délka kapilaryl/ je hodnota vioZzeného n&p
to je migra&ni ¢as markeru elektroosmotického toku ge migrani (reterni) ¢as analytu
(v zavislosti na tom, v jakém modu kapilarni elekirézy ngérime).

Ze znalosti efektivni elektroforetické pohyblivoatialytu v MEKC nebo LEKC médu
Uerr, €fektivni elektroforetické pohyblivosti analytu ®ZE mddupu, a elektroforeticke
pohyblivosti pseudostacionarni faze (micel nebodgri) u,,, Ize vypditat retegni

faktork:

Herr — Ho

k = (2.9)

Hpsp — Hefr

Pohyblivost micel/liposorin je mozné stanovit ndppomoci iterdniho postupu, ktery
vyuziva homologickoiadu neutralnich molekul s rozdilnou hydrofobicifbb,16].
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2.3 Pr¥irodni antioxidanty

Antioxidanty jsou sekundarnimi metabolity rostlkteré mohou chranit organismus
pied pisobenim volnych radikaldiky jejich schopnosti zhaSet volné radikaly ailolat
oxidatni procesy. Mohou tak zlepSit imunitni funkci organu [18]. U antioxidarit byly
pozorovany antiaterosklerotické, protizéivé, protinaddorové, antibakterialni, antivirové
a antitrombogennidinky [20,21].

Zakladni rozdleni antioxidani na zaklad jejich struktury je uvedeno v tabulce 2.1
[22]. Jednoduché fenoly jsou reprezentovany kunyagirienolickymi kyselinami. Fenolické
kyseliny se dli dle toho, zda se jedna o derivaty kyseliny bew#onebo skiicové[23,24].
Predpoklada se, Ze u antioxidanypu polyfenoi je antioxid&ni schopnost danaipomnosti
hydroxylové skupiny v pozici 3, dvojnou vazbou mehiiky v pozici 2 a 3, karbonylovou
skupinou v pozici 4 a polyhydroxylaci aromatickétmohu A a B [19].

Mezi nejhojrEji se vyskytujici pirodni antioxidanty v nasi strawati flavonoidy
(obrazek 2.5), které seéadi mezi polyfenoly. Zakladni struktura flavonbige tvaena
flavanovym jadrem obsahujicim 15 atbrahliku usp#adanych doit kruhi (C6-C3-C6).
Flavonoidy se daled&ti do Sesti skupin - flavony, flavonoly, flavanolyavanony, isoflavony
a antokyaniny. Flavonoidy jsou do jednotlivych skupaazeny na zakladrozdilnosti ve
sktruktue danéiiznym stupm hydroxylace, metoxylace nebo glykosylace.

Obrazek 2.5: Zakladni struktura flavonoid

Antioxidanty Ize déale rozfit na zaklad mechanismu jejich dinku na primarni,
sekundéarni a synergické. Primarni antioxidanty jsobiopné ukatit oxidativni fettzovou
reakci poskytnutim vodiku nebo elektronu volnémdik@u. Sekundarni antioxidanty jsou
schopné rozlozit peroxidy lipidna stabilni koncovy produkt afgqulejit tak jejich oxidaci
a vzniku radikal. Synergické antioxidanty funguji jako zh&8eysliku a jsou schopné vazat
kovové ionty, které mohou generovat reaktig@sticd25,26].
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Tabulka 2.1: Rozdleni grirodnich antioxidatit a jejich zakladni struktura.

Derivaty
OH
benzoove ®—<
0
kyseliny
Fenolické kyseliny -
Jednoduché Derivaty 0
fenoly skaicové @MOH
kyseliny
o} o]
Kumarin
v o9
(o]
Flavony I O
J
>
c
c
S Isoflavony
o
(%2]
‘O
v4
Q
[e)
c
e Flavanony
Flavonoidy
Polyfenoly
Flavonoly
¢}
Flavanoly O © O
OH
Antokyaniny ‘ O
Hydrolyzujici
Taniny :
Nehydrolyzujici
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In vivo efekt antioxidant je zavisly na jejich lipofilici¢ a hydrofilicit€, které ovlivauji
jejich interakce s membranou a proteiny, a jsouppegtné za jejich pmik na misto
pusobeni. Jak jiz bylo uvedeno, hydrofobicita analgunefastji popisovana rozélovacim
koeficientem oktanol-voda, pro lepSi porozunin chovani latek v Zzivém organismu se
s vyhodou pouziva roztbvaci koeficient liposomy-vodna faze, kde je zatrnvliv van der

Waalsovych a donor-akceptorovych interakci meziyapa liposomalni fazi [27].
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2.4 Experimentalni ¢ast

2.4.1 Seznam pouzitych chemikalii

1-Palmitoyl-2-oleylsn-glycero-3-fosfocholin (POPC), 1-palmitoyl-2-olegh-glycero-
3-fosfo-L-serin (POPS), 1-palmitoyl-2-olegh-glycero-3-fosfo-(1"-rac-glycerol) (POPG)
byly zakoupeny od firmy Avanti Polar Lipids (Alaltag AL, USA). Dodecylsiran sodny
(SDS) byl od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, WB$ stejré jako hydrogenfosforman
sodny. Dihydrogenfosfotean sodny byl od firmy Sigma-Aldrich (Steinheimgrecko).
Metanol byl od firmy VWR International (Espoo, Fkag a hydroxid sodny od firmy FF-
Chemicals (YIli-li, Finsko). Alkylbenzoaty a thiordavina byly ziskany od firmy Sigma-
Aldrich. Deionizovana voda bylatipravena pomoci systému Millipore Milli-Q. Standard

fenolickych kyselin a flavonoid(viz tabulka 2.2) byly zakoupeny od firmy SigmadAth.

Tabulka 2.2: Seznam studovanych fenolickych kyselin a flavofioid

[0}
0] 0]
g o
o) OH OH
2] HO
P
~ OH HO
= p-hydroxybenzoova _ _ OH _
8 kyselina salicylova kyselina protokatechova kyselina
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HO o}
o0 OH OH OH
HO HO HO
OH o
0
CH, NeH,
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myricetin
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HO. CHs
o
HO
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CH, OH ©
c HO.
(@)
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‘g OH
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hesperidin
OH O

HO o O
CHs
oH o~

naringenin hesperetin

2.4.2 P¥istrojové vybaveni

Stanoveni roz&lovacich koeficient micely-vodna faze a liposomy-vodna faze bylo
provedeno naifstroji pro kapilarni elektroforézu Agilent CE 71QQgilent, Palo Alto, CA,
USA). Histroj je vybaven autosamplerem, zdrojem vysokéqmth temperovanou kazetou s
kapilarou a detektorem s diodovym polem. K nastandvpodminek pro analyzu a

k vyhodnocovani ziskanych dat byl vyuzit prograne@IStation.

2.4.3 Pracovni postup

Fosfatovy pufr o iontoveé sile | = 20 mM a pH 7,44 pripraven smisenim roztoku
hydrogenfosforénanu sodného a dihydrogenfostaranu sodného (celkova koncentrace
fosfatovych aniorit se rovnala 8,2 mM a sodnych katidrit4,1 mM). Fosfatovy pufr byl
filtrovan pres 0,45 um filtr.

Pracovni elektrolyt pro LEKC bylipraven ze zasobnich rozioRPOPC (20 mM
v chloroformu), POPS (12,7 mM v chloroformu), POPGO mM v chloroformu,
skladovanych $ -18 °C) a fosfatového pufru. Vypttana mnoZstvi zasobnich roziok
liposomi byla smisena v mikrozkumavce a otgre do sucha proudem vzduchu za vzniku
filmu na stné mikrozkumavky. Bpadné zbytky chloroformu byly odstrary v exsikatoru,
kde byla hodnota tlaku 8-100 mbar. Po dvaceti hachinbyl vznikly film na siné
mikrozkumavky hydratovan fosfatovym pufrem o | = @M a pH 7,40. Roztok byképan
(1000 rpm) pi teplot 60 °C po dobu 1 hod. Poté byl roztok 19x extrudiopi@s Nucleopore
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Track-Etch membranu (Whatman) s pory o velikos@ héh (schéma extrudéru je znazoro
na obr. 2.6). Vysledna koncentrace zasobniho roztBKOPC/POPS 80/20 (mol%) a
POPC/POPG 80/20 (mol%) ve fosfatovéem pufru bylaM. idoncentrace lipid v pracovnim
elektrolytu byla 0,5 mM.

drazka
pro podpra teflonové
O-krouzek filtru Ioiisko
O krouzek
vNnejSi vnitini vnitini
plag podpera polykarbonova podpra
extrudéru membrany membrana membrany matice

Obrézek 2.6: Schéma extrudéru [28].

Analyzy v MEKC probihaly v 5,2 mM SDS ve fosfatovgmfru o pH 7,40 a iontové
sile I = 20 mM. Ze standatdvybranych fenolickych kyselin a flavondicbyly pripraveny
zasobni roztoky v metanolu o koncentraci 1 g/l. Rumsalyzu byly pouzity analyty
o koncentraci 25 mg/l s vyjimkou morinu, biochaniAuesculinu, isokvercitrinu, luteolinu,
myricetinu (50 mg/l, sipdavkem 20 % metanolu v/v). Jako marker elektrodsrkého toku
byla pouzita thiom&ovina (koncentrace 0,5 mM).

Experimenty probihaly v nepokryt&dmenné kapii@ (Agilent) o peiméru 50 um
a celkové délce 36,5 cm (efektivni délka 28 cm)védapilara byla fed prvni pouzitim
promyta 15 min 0,1 M NaOH, 15 min milliQ vodou a b%n zakladnim elektrolytem
(v ptipact LEKC byla kapilara promyvana zakladnim elektromt@o dobu 5 min). Vzorek
byl davkovan hydrodynamicky tlakem 50 mbar po d&bs. VioZzené nafti mélo hodnotu
20 kV, teplota Bhem analyzy byla nastavena na 25 °C a pouzita dln&lka detektoru byla
214 a 254 nm.
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Vysledna hodnota roztbvaciho koeficientk, byla vypaitana dle vztahu (2.5), kde
pro vypaet fazového powru je teba znat hodnotu kritické micelarni koncentracsp.re
kritické agregani koncentrace. Hodnota kritické micelarni koncaedr SDS v I = 20 mM
fosfatovém pufru o pH 7,40 byla stanovena pomogil&mi elektroforézy a byla pouzita
metoda zaloZena naépeni proudu (viz. Kapitola 1 — Porovnani metod vyajitich
kapilarni elektroforézu pro stanoveni kritické ntéeai koncentrace vybranych teni)jd
Hodnota kritické agregai koncentrace byla ziskana z literatury [17].

Z nantfenych retedénich ¢asi pro homologickouadu alkylbenzodt byla vypa@itana
jejich efektivni elektroforetickd pohyblivost. Vygrim kroku byla nahrazena pohyblivost
pseudostacionarni faze efektivni elektroforetickpahyblivosti hexylbeanzoatu a byly
vypccitany retegini faktory pro alkylbenzoaty s pty uhlika v alkylu 1 - 5. Do grafu byla
vynesena zavislosvg k na p@tu uhlika v alkylovémietzci a z rovnice linearni regrese byla
vypcocitana nova hodnota pohyblivosti pseudostacionéze.fDale se postupovalo itémém

postupem dle schématu na obrazku 2.7.

t

Oct _ lt * ld 1 1
e m— Moy = U (? B t_0>
3C I
4 C
5 C
6
A_ r_ NE k= Hefr — Ko
Modelovy t (min) Hpsp — Heff
elektrochroratogram I
Je rozdil dvou
ANO ¢ po sobé jdoucivchv 1.0,
hodnot nekonec¢n¢ 05]
I maly? 00 00
| K o,a
Hpsp -0, y = 0,4845x — 1,8761
? Hpsp = atii 1,0 R =09942
k + Herr 1,5

1 2 3 4 5
Pocet uhlika v alkylovém ietézci

Obrazek 2.7: Schéma iter@niho postupu.
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2.5 Vysledky a diskuze

Ke stanoveni rozslovacich koeficient vybranych pirodnich antioxidarit byly
pouzity liposomy POPC/POPS 80:20 mol%, POPC/POPG2080mol% a micely
dodecylsiranu sodného. Struktury pouzitych fosfdiipjsou uvedeny na obrazku 2.8.
Liposomy a micely tviily pseudostacionérni fazi liposomalni resp. miagl&lektrokinetické
chromatografie. Jako zakladni elektrolyt byl poubisfatovy pufr o iontové sile 20 mM a
pH 7,40.

\\ °\/\®/
POPC /\/\/\/\/\/\/\)j\ /\<\ 0~ \@
759,6 g/mol \/\/\/\/\/\/\/\/\n/
o} 09
H,
POPS /\/\/\/\/\/\/\)j\ \\ 0\2;

o
OH

POPG /\/\/\/W\/\j\ Ao Ao
0 0" \e
770,5 g/mol \/\/\/\/\/\/\/\/\}Eﬁ\ °

o
Obrazek 2.8: Struktury pouzitych fosfolipidl.

2.5.1 Stanoveni elektroforetické pohyblivosti liposoni/micel

Nedilnou souasti procesu stanoveni r@&kuvaciho koeficientu pomoci
elektrokinetické chromatografie je stanoveni elafkiretické pohyblivosti pseudostacionarni
faze — liposom a micel. Jak pro stanoveni pohyblivosti liposonrPOPC/POPS a
POPC/POPG tak i micel SDS byl pouzit itara postup s vyuzitim homologickéady
alkylbenzoai (C1-C6) detailty popsany v experimentaldasti. Timto zfsobem vypoétena
pohyblivost liposomd POPC/POPS (o koncentraci 0,5 mM v | =20 mM fasféam pufru
opH 7,40) byla -4,18.1dm*v's’. Pohyblivost POPC/POPG liposémza stejnych
podminek byla -4,33.19m?v s a pohyblivost micel SDS byla -4,57: 4’V 's™.

2.5.2 Stanoveni rozdlovacich koeficienti piirodnich antioxidanti

Z nantienych dat efektivnich elektroforetickych pohyblitidatek v LEKC, MEKC a
CZE systému a z vygtenych hodnot fazového peénu byly vypaitany rozélovaci
koeficienty vybranych antioxidaitmezi liposomy POPC/POPS 80:20 (mol%), POPC/POPG
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80:20 (mol%), micelami SDS a fosfatovym pufrem o pAO a | = 20 mM. Ziskané hodnoty

rozdlovacich koeficient micely nebo liposomy-vodna faze byly porovnanyodrotami

béZzneé pouzivanymi pro charakteristiku latek a to rélegtacim koeficientem oktanol-voda,

resp. oktanol-pufr. Pro ionizovatelneé latky bylyugdy hodnotylog D, 7 4 pro pH 7,40 a pro

neutralni latky byly pouzity hodnoty lofow, oboji predikované s pouzitim ACD/Labs
Percepta Platform — PhysChem Module. Hodnoty jsedeny v tabulce 2.3. Hodnoty pKa

byly predikované s pouzitim Advanced Chemistry Depment (ACD/Labs) Software

V11.02 (© 1994-2015 ACD/Labs).

Tabulka 2.3: Predikované hodnoty pKa, |ag,,, a log D,y 4 pro studované sl@eniny pomoci

programu ACD/Labs.

sloutenina pKa log Py log Dpyi 7,4
4-hydroxybenzoova kyselina 4,57 £0,10 1,42 -1,15
salicylova kyselina 3,01+0,10 2,06 -0,77
protokatechova kyselina 4,45+ 0,10 1,16 -1,86
galova kyselina 4,33+0,10 0,91 -2,30
vanilova kyselina 4,45+ 0,10 1,33 -1,46
syringova kyselina 4,33+£0,10 1,13 -1,63
p-kumarova kyselina 4,65 + 0,10 1,88 -1,32
kavova kyselina 4,58 + 0,10 1,42 -1,74
ferulova kyselina 4,58 £0,10 1,64 -1,38
sinapova kyselina 4,53 +0,10 1,29 -2,02
chlorogenova kyselina 3,91 £ 0,50 -0,36 -3,91
(-)-epikatechin 9,54 +£0,10 0,49 0,56
(+)-katechin 9,54 +0,10 0,49 0,56
flavon - 3,56 3,42
7-hydroxyflavon 7,02 +0,40 3,32 2,76
luteolin 6,50 £ 0,40 2,40 1,12
rutin 6,17 £ 0,40 1,76 -1,75
biochanin A 6,50 £ 0,20 3,14 1,97
iIsokvercitrin 6,17 £ 0,40 1,75 -1,19
kaempferol 6,34 £ 0,40 2,05 0,81
myricetin 6,30 £ 0,40 2,11 0,26
kvercetin 6,31 + 0,40 2,08 0,58
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morin 6,30 + 0,40 1,61 0,34
naringin 7,17 £ 0,40 2,73 -0,05
naringenin 7,52 +0,40 3,19 2,22
hesperetin 7,49 £ 0,40 2,90 2,25
hesperidin 7,15+ 0,40 1,78 -0,26
esculin 7,00 £ 0,20 -1,52 -1,92
4-hydroxykumarin 4,50+ 1,00 1,60 -1,72
6,7-dihydroxykumarin 8,60 £ 1,00 0,98 1,30

Hodnoty rozdlovacich koeficient vypcacitané podle vztahu (2.5) vybranych
fenolickych kyselin a flavonoidvypaotitané z experimentalnich dat ziskanych pomoci LEKC

a MEKC jsou uvedeny v tabulce 2.4.

Tabulka 2.4: Rozdlovaci koeficienty analyitziskané pomoci LEKC a MEKC.

slowenina 10g Ko 10g Ko 10g Ko
(POPC/POPS) (POPC/POPG) (SDS)
galova kyselina 1,19 1,37 2,30
4-hydroxybenzoové kyselina -- 2,13 2,21
protokatechova kyselina 2,07 1,14 1,97
salicylova kyselina 2,20 2,54 2,68
syringova kyselina 1,76 1,85 2,32
vanilova kyselina 2,20 1,69 2,34
kavova kyselina 0,65 - 2,18
chlorogenova kyselina 2,48 2,49 1,98
ferulova kyselina 1,29 0,79 2,33
p-kumarova kyselina 1,05 1,74 2,22
sinapova kyselina 1,39 1,86 2,42
(+)-katechin 2,43 2,22 -
(-)-epikatechin 2,57 2,50 -
7-hydroxyflavon 3,15 3,42 3,10
biochanin A 4,12 4,62 3,25
flavon 3,40 3,47 --
isokvercitrin 2,46 2,20 2,45
luteolin 3,96 3,72 3,00
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rutin 1,88 0,71 2,59
kaempferol 3,97 3,20 3,11
morin 2,88 1,81 2,41
myricetin 3,45 3,61 2,65
kvercetin 4,19 4,30 --
hesperetin 3,39 3,65 2,60
hesperidin - - -
naringenin 3,79 3,77 2,60
naringin -- -- --
4-hydroxykumarin 1,78 1,46 2,29
6,7-dihydroxykumarin 3,40 2,41 2,23
esculin 2,47 1,55 2,09

Vypocitané hodnotyog K, (POPC/POPS) byly porovnany s tabelovanymi hodnotami
log Dpy 7.4 ,Tesp.log P, . Graf korelace je uveden na obrazku 2.9. Data wyteodnocena
pomoci prograri Statistica 12 a grafického programu Origin 9. Nafy lze nalézt dv
skupiny analyzovanych sléenin. Ve skupity A se nachézeji fenolické kyseliny, steminy
patici mezi glykosidy (esculin, rutin, isokvercitri@) 4-hydroxykumarin. Ve skupinB se
vyskytuji ostatni sloteniny s vyjimkou hesperidinu, naringinu a 4-hydroggzoove
kyseliny. Hesperidin a naringin také fianezi glykosidy a za danych podminek nedochazelo
k interakci mezi liposomy POPC/POPS @nito sloweninami. To niZze byt zfisobeno
nizkou hydrofobicitou &chto slodenin. Hodnota logDyH7,4 pro hesperidin je -0,26 a pro
naringin -0,05. Polarni charakter latek v kombinadejich objemnou molekulou iRe

casténe vyswitlit absenci interakci mezémito sloweninami a liposomy POPC/POPS.

[58]



Kapitola 2

5+ —_———m—
POPC/POPS Rl B
< \
/4 \
44 23@ ol \
\
. \
% ......... [ 16‘}
g °7 !
O
a 3 /
o) : J
g 2 ;
a :
= : y =0,3917x + 2,7137
- . ‘1 K] 2 _
14 . ®10 . R“ = 10,4907
7 Pearsoniv korela¢ni
R koeficient = 0,7143
0 I d I d I d I d I d I d I d I d I

-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
log Pom, resp.log Dot 7,4
Obrazek 2.9:Korelace mezi logp (POPC/POPS) a |08y, resp.log Kp (POPC/POPS) a l0QpH 7,4
1 — galova kyselina, 3 — protokatechova kyselina; dalicylovd kyselina, 5 — syringova kyselina,
6 — vanilova kyselina, 7 — kavova kyselina, 8 —oobienova kyselina, 9 — ferulova kyselina,
10 — p-kumarova kyselina, 11 — sinapova kyselin2, -1 (+)-katechin, 13 — (-)-epikatechin,
14 — 7-hydroxyflavon, 15 — biochanin A, 16 — flaydi¥ — isokvercitrin, 18 — luteolin, 19 — rutin,

20 — kaempferol, 21 — morin, 22 — myricetin, 23 velcetin, 24 — hesperetin, 26 — naringenin,
28 — 4-hydroxykumarin, 29 — 6,7-dihydroxykumarif,-3esculin.

Obdobnym zpsobem byly studovany interakce vybranych aralgt liposond
tvorenych POPC/POPG 80:20 mol% pomoci LEKC. Ziskanénbiyd distribwnich
koeficienti liposomy-vodna faze (I = 20 mM fosfatovy pufr, pH40, tab. 2.4) byly
porovnany s tabelovanymi hodnotami disttibich koeficient oktanol-voda. Byl
zkonstruovan graf zavislosti ld¢y (POPC/POPG) na |08y, resp. 10gD,y 7 4. Tento graf je
znazorgn na obrazku 2.10. Podobrjako v gedchozim fpac je mozné pozorovat
roz&kleni slowenin do dvou skupin. Ve skuginC jsou fenolické kyseliny (vyjimkou je
kyselina kavova), glykosidované flavonoidy a 4-lopdikumarin. Skupinu D reprezentuji
jednoduché flavonoidy (vyjma hesperidinu a naringjira danych podminek se kyselina

kavova, hesperidin a neringenin nezadrzovaly &tjgjich retegini faktor byl roven nule.
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Obrazek 2.10: Korelace mezi logkp, (POPC/POPS) a lo®.w, resp.log Kp (POPC/POPS) a

log Dpn74 1 — galova kyselina, 2 - 4-hydroxybenzoova kyseli3 — protokatechova kyselina,
4 — salicylova kyselina, 5 — syringova kyselina:- &anilova kyselina, 8 — chlorogenova kyselina,
9 — ferulova kyselina, 10 — p-kumarova kyselina, 41sinapova kyselina, 12 — (+)-katechin,
13 - (-)-epikatechin, 14 — 7-hydroxyflavon, 15 -ediianin A, 16 — flavon, 17 — isokvercitrin,

18 — luteolin, 19 — rutin, 20- kaempferol, 21 — mpR2 — myricetin, 23 — kvercetin, 24 — hesperetin
26 — naringenin, 28 — 4-hydroxykumarin, 29 — 6 ffydroxykumarin, 30 — esculin.

Statisticky byla zavislost dat charakterizovana poimPearsonova koreiaiho
koeficientu. Pro system POPC/POPS vs. Rag, resp.log Dy 74 méa Pearsalv korelani
koeficient hodnotu 0,7143R¢{ = 0,4907) a pro systém POPC/POPG vs.Rgg/ log D pH 7.4
hodnotu 0,7401R? = 0,5297). Pearsonovy kored koeficienty spadaji do intervalu 0,7 -
0,8, coz indikuje silnou korelaci. Dale byly poréwy vypa@itané logaritmy roz&ovacich
koeficienti analyzovanych latek v obou liposomélnich systémeeakizajem (obr. 2.11).
Studované slateniny, u kterych bylo sledovano stejné chovani @obEKC systémech lezi
na Sedé&arkované fimce (y = x), konkréttise jedna o kyselinu syringovou a chlorogenovou,
(-)-epikatechin, flavon a naringenin. Pear®oikorela&ni koeficient je v tomto ifjpact veétsi
nez 0,85, coz zig ze korelace mezi hodnotami l&g ziskané pro systéem s POPC/POPS a
POPC/POPG je sitjSi nez korelace mezi logp a tabelovanymi hodnotami |dg,, / log
DpH 7,4
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Obrazek 2.11: Porovnani logKp, (POPC/POPS) s loip, (POPC/POPG); 1 — kyselina galova,
3 — protokatechova kyselina, 4 — salicylova kysglid — syringova kyselina, 6 — vanilova kyselina,
7 — kavova kyselina, 8 — chlorogenova kyselina, ferulova kyselina, 10 — p-kumarova kyselina,
11 — sinapova kyselina, 12 — (+)-katechin, 13 -epikatechin, 14 — 7-hydroxyflavon, 15 — biochanin
A, 16 - flavon, 17 — isokvercitrin, 18 — luteolii9 — rutin, 20 — kaempferol, 21 — morin,

22 — myricetin, 23 — kvercetin, 24 — hesperetin, 26naringenin, 28 — 4-hydroxykumarin,

29 — 6,7-dihydroxykumarin, 30 — esculin.

Analogicky k gedchozi studii byly zji®vany rozdlovaci koeficienty
polyfenolickych antioxidarit v micelarnim systému. Pseudostacionarni faze v WHyla
tvofena 5,12 mM dodecylsiranem sodnym. Koncentrace B zvolena tak, aby fazovy
poner SDS byl stejny jako fazovy pain pseudostacionarni faze v LEKC. (+)-katechin,
(-)-epikatechin, kvercetin, hesperidin a naringevykazovaly Zadné interakce s micelami
SDS a jejich retence byla nulova. Na obrazku 2e12njazortina zavislost mezi nasienymi
hodnotami rozélovaciho koeficientu pomoci MEKC mezi micelami SBSodnou mobilni
fazi a tabelovanymi hodnotami ratovaciho koeficientu oktanol-voda, resp., oktanotiwa
faze o pH 7,40. Stefnako v gipad LEKC i zde ntizeme pozorovat @dvskupiny slodenin.
Skupina E obsahuje fenolické kyseliny a flavonaighkvercitrin, rutin, 4-hydroxykumarin a
esculin a skupina F obsahuje zbylé flavonoidy. yAliteré neinteragovaly s micelami SDS,

nejsou v grafu uvedeny.
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Obrazek 2.12:Porovnani lod<p (SDS) s logPou, resp. 10gKp (SDS) s logDp 7,4 1 — galova kyselina,

2 — 4-hydroxybenzoova kyselina, 3 — protokatechoxselina, 4 — salicylova kyselina, 5 — syringova
kyselina, 6 — vanilova kyselina, 7 — kavova kysli — chlorogenova kyselina, 9 — ferulova kyselina
10 — p-kumarové kyselina, 11 — sinapova kyselind, -1 7-hydroxyflavon, 15 — biochanin A,
17 - isokvercitrin, 18 — luteolin, 19 — rutin, 20 kaempferol, 21 — morin, 22 — myricetin,
24 — hesperetin, 26 — naringenin, 28 — 4-hydroxydatim 29 — 6,7-dihydroxykumarin, 30 — esculin.

Na obrazku 2.13A jsou porovnany hodnoty kg (SDS) a logkp (POPC/POPS).
Obrazek 2.13B znaziwmje zavislost mezi logKp (SDS) a logKp (POPC/POPG). Nizsi
Pearsofiv koeficient a tedy nizSi korelace mezi vymmymi roza@lovacimi koeficienty je
dana odliSnou strukturou micel a liposbma tim i rozdilnym zfisobem interakce

analyzovanych latek s pseudostacionarni fazi.
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Obrazek 2.13: A - Porovnani logKp (SDS) s logKp (POPC/POPS)B - log Kp (SDS) s logKp
(POPC/POPG); 1 — galova kyselina, 2 — 4-hydroxybewa kyselina, 3 — protokatechova kyselina,
4 — salicylova kyselina, 5 — syringova kyselina,—6vanilova kyselina, 7 — k&vova kyselina,
8 — chlorogenova kyselina, 9 — ferulova kyselind~1p-kumarova kyselina, 11 — sinapova kyselina,
14 — 7-hydroxyflavon, 15 — biochanin A, 17 — isolor&in, 18 — luteolin, 19 — rutin, 20 - kaempferol
21 — morin, 22 — myricetin, 24 — hesperetin, 26 aringenin, 28 — 4-hydroxykumarin,
,29 — 6,7-dihydroxykumarin, 30 — esculin. Seddukovanou fimkou je vyznaena zavislost y = x.
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2.6 Shrnuti

V této kapitole byla vyuzita liposomalni elektrokticka chromatografie a micelarni
elektrokineticka chromatografie pro stanoveni gbadacich koeficient liposomy (micely)-
vodna faze. Jako pseudostacionarni faze bylyfipagt LEKC pouzity fosfolipidy
1-palmitoyl-2-oleoylsn-glycerofosfatidylcholin, 1-palmitoyl-2-oleodrfosfatidylserin
a 1-palmitoyl-2-oleoykn-glycero-3-fosfatidyl-DL-glycerol. Konkréth byly pouzity smdsi
téchto fosfolipidi — POPC/POPS 80:20 mol% a POPC/POPG 80:20 mol%EX®1jako
pseudostacionarni faze slouzily micely SDS. Koneaet SDS byla zvolena tak, aby fazovy
poner v MEKC a LEKC byl shodny a bylo mozné porovnakzainé hodnoty roztbvacich
koeficienti. Byl stanoven reteémi faktor vybranych fenolickych kyselin a flavonaid
v LEKC i MEKC modu a zdchto hodnot byly vypéitany distribéni konstanty latek
v systémech liposomy-vodna faze a micely-vodna,f&eeré byly porovnany s hodnotami
distribwtniho koeficientu oktanol-voda nalezenymi v litefetu Z namndtenych hodnot je
patrné, Ze rozdovaci koeficient je obeeénnizsi pro fenolické kyseliny a glykosidované
flavonoidy nez pro neglykosidované flavonoidy. Zddacnich grafi se da usuzovat, Ze na
hodnotu rozdlovacich koeficient maji vliv parametry nepolarni faze a to zejména

piitomnost a typ hydrofilni skupiny v molekule fosfotli a dodecylsiranu sodného.

Vysledky studie byly uv&jnény v:

% Vaiova J., Liimatta L.Cesla P., Wiedmer S, Determination of distributiemstants
of antioxidants between liposomes, alkylsulfate etiés, octanol and water using
electrokinetic chromatographyCECE 2016: 13th International Interdisciplinary
Meeting on BioanalysisBrno: Ustav analytické chemie AUR, v. v. i., 2016. s. 62-
65. ISBN 978-80-904959-4-4.,

% Vaiova J., Liimatta L.Cesla P., Wiedmer S. Determination of DistributioonStants
of Antioxidants by Electrokinetic Chromatograph@ogent Chemistry 3 (2017).
https://doi.org/10.1080/23312009.2017.13851i@8.
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3 Aplikace MEKC, CZE a CZE/MS pro separaci prirodnich

antioxidantu a oligosacharidi

Tato ¢ast prace je &novana stanovenitipodnich antioxidarit a oligosachari@l pomoci
micelarni elektrokinetické chromatografie a kapilazonové elektroforézy s UV/Vis nebo

hmotnostnim detektorem.

3.1 Stanoveni Firodnich antioxidantd pomoci micelarni elektrokinetické

chromatografie

Bez ¢erny Sambucus nigrd..) je k& rostouci v tér celé Evrop a je bohatym
zdrojem flavonal, fenolickych kyselin, antokyanin karotenoid, vitamimi a minerah [1].
Bioaktivni  slokeniny z bobuli ak&tt cerného bezu maji silné antioxioh,
antikarcinogenni, antimikrobialni a protizdiivé (cinky [2]. VytaZzek z bobuli nebo Kkt
¢erného bezu je vyznamnym pri@stkem pi [écbé nachlazeni, hotky a zawgtu dutin [3], je
pouzivan pro jeho diuretick&iaky a &inky podporujici poceni. Latky obsaZzené ¢tech a
plodech¢erného bezu hrajitdezitou roli v prevenci oxidace a btimé inhibice [4].

Pro stanoveni firodnich antioxidarit obsazenych ve vyluzickierného bezu Ize
s vyhodou pouzit micelarni elektrokinetickou chroogaafii (MEKC). Tato metoda
umoziuje separaci s#si neutralnich a nabitych latek a vyZog se vysokym rozliSenim,
nizkou spatbou vzorku a kratkou dobou analyzy [5]. Separatekl| probiha na zaklad
jejich rozdilného distribtniho koeficientu mezi pseudostacionarni a vodnouiimiofazi.
Pseudostacionarni faze v MEKC je itgnpa micelami povrchavaktivnich latek (tenzit)

o koncentraci vysSi nez je jejich kritickd micelakkoncentrace. MEKC Ize modifikovat
raiznymi zpisoby, nap. pouZzitim cyklodextriai (CD) v zakladnim elektrolytu nebo pouZzitim
smeésnych micel jako pseudostacionarni faze.

Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy obsalkugest ¢-CD), sedm [§-CD), osm
(y-CD), det (6-CD), deset §-CD) nebo i vice d-1,4) vazanychu-D-glukopyranosovych
jednotek [6]. Jsou to produkty enzymatické degradakrobu [7]. Cyklodextriny si Ize
piedstavit jako kapsle, do kterych mohou inkludowaé molekuly (obrazek 3.1). Kuzelovity
tvar molekuly cyklodextrinu ma relatigrlipofilni vnitini kavitu a hydrofilni vijSi povrch
[7,8]. Komplex vznikly interakci cyklodextrinu sijpu molekulou je nazyvan inkluzni
komplex. Molekula cyklodextrinu je oz#éavana jako hostitelskd molekula a ,urewd“
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molekula fast&né nebo Uplg) je nazyvana host. Mezi hostitelem a hostem neaicke
vzniku kovalentnich vazeb, ale upiaji se van der Waalsovy sily, hydrofobni interalkce

vznik vodikové vazby.

hydrofobni kavita

' L 780 pn

- ~a

N_———-

780 pm
1530 pm

Obrazek 3.1: Chemicka struktura a schématické znazoirf-CD6].

Vznikly komplex neni staly a v roztoku se neustddéavuje rovnovazny proces mezi
hostitelem a hostem. Inkluze molekul do kavity ogédxtrimi sp&iva v substituci molekul
vody v kavie mére polarni molekulou — hostem. Inkluze ngépolarnich molekul do
hydrofobnich kavit cyklodextriin je energeticky vyhodijSi nez pitomnost molekul vody
v kavite [7,9]. Schopnost cyklodextrinu t&id inkluzni komplex s jinymi molekulami
ovliviuji dva zakladni faktory. Prvni, stericky faktoravisi na relativni velikosti
cyklodextrinu a hostujici molekuly nebo n#&itpmnosti gkterych funknich skupin v ramci
hostujici molekuly. Druhym faktorem jsou termodynek@ interakce mezi jednotlivymi
komponentami systému (cyklodextrin, hostujici malekrozpou&tdlo). Pro vznik komplexu
musi byt inkluze hostujici molekuly do cyklodextripro dany systém energeticky vyhodna
[10].

Cyklodextriny jsou Siroce pouzivany v sepani@h procesech, jsou schopné zvysit
selektivitu mezi polohovymi izomery, futkimi skupinami, homology a enantiomery [7].
Cyklodextriny nemohou byt solubilizovany v micelgsbvrchow aktivnich latek, které jsou
pouzivany jako pseudostacionarni faze v miceldektmkinetické chromatografii, vzhledem
k hydrofilni povaze v§Si casti. V MEKC s cyklodextrinem ftomnym v pracovnim
prostedi jsou analyty distribuovany me#i faze — vodnou fazi, micely a cyklodextriny.
Rozdily v migraci latek av rozliSeni jsou dany wajicimi komplexy cyklodextrinu a
analytu [11]. Tvorba komplexu analytu s cyklodax#tmn snizuje elektroforetickou

pohyblivost tohoto analyturejme diky naistu velikosti molekuly [12].
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Jsou-li povrcho¥ aktivni latky, tenzidy, v roztoku o nizké koncextlir (nizSi nez je
jejich kritick& micelarni koncentrace), vyskytug grevazrie ve formé monomed. Fi vyssi
koncentraci se shlukuji do sférickych uUtvaikteré na povrchu maji polarni skupiny a
uhlovodikovyfetzec tvdi jadro €chto Utvafi, micel. Timto se minimalizuje energeticky
nevyhodny stav systénfd3,14]. Micely nemusi byt tweny pouze jednim typem tenzidu.
Micely, které jsou tvieny minimalg dvéma druhy tenziél, nazyvame sisnymi micelami.
Smésné micely nizeme rozdlit do dvou skupin v zavislosti na tom, zda jsowiény
alifatickymi tenzidy nebo komplexem aromatickycmzeli [15]. Dale mizeme smsné
micely rozliSit dle toho, zda jsou tikeny kationtovymi, aniontovymi, neiontovymi nebo
amfoternimi tenzidy nebo zda se jedna o kombinadngtlivych skupin tenzid [16]

(schematické znazani sntsné micely je uvedeno na obrazku 3.2).

~ Analyt

% \‘@ . TTenzic;JI ,,I:‘

~
-

4

A

]
.

Obrazek 3.2: Schéma sisné micely.

3.2 Analyza oligosacharidi pomoci CE

Druha ¢ast této kapitoly je za#hena na analyzu oligosacharidOligosacharidy se
Gcastni procesu zvaného glykosylace, ktery probibadoplazmatickém retikulu. Tam se na
proteiny vazi polysacharidovérettzce. Z endoplazmatického retikula se proteiny
s nhavazanymi polysacharidovymirettzci obsahujicimi  hlavh mandézu pesunuji
membranovymi véky do Golgiho komplexu. Vtomto komplexu probihauldh faze
glykosylace, kdy dochazi k odpeni rekolika manodzovych zbytk a vazi se i jiné cukry
(nag. galaktdéza) a kyselé skupiny (ffapyselina sialova) [17]. Oligosacharidy jsou vagan
prostednictvim N- a O-glykosidovych vazeb [18]. Glykasyé hraje dlezitou roli v Zivém
organismu, kontroluje tdezité dje, jako nap. burg¢nou komunikaci, rozpoznavani,

rozpustnost protein ochranu ped enzymy, adhezi a proliferaci [19]. Rozdilnoststreikture

[69]



Kapitola 3

oligosacharid je dilezita pro biologickou funkci glykoproteirf18] a proto je charakterizace
oligosacharid nezbytna pro porozuni biologickych funkci glykoproteiin

Pri analyze oligosacharnidje nutno brat v ivahu chyjici chromofor v molekule (obr.
3.3). Tento problém lze vgSit derivatizaci. Jako derivatizd ¢inidlo slouzi latka, ktera po
reakci s analytem vyt¥d produkt detekovatelny pomoci UV/Vis nebo fluomsniho
detektoru [20].

HO OH HO
0 0 o
OH OH OH
0 OH
HO & A i OH

Obrézek 3.3: Struktura maltooligosacharidu.

Derivatizace nemusi byt vyhodna jen diky mozZnostuziti bézné dostupnych
detektofi, ale vnesenim ionizovatelné skupiny do molekuljgadacharidu nize dojit
i ke zlepSeni vlastnosti molekuly pro separaci ponkapilarni zénové elektroforézy. Mezi
pouzivana derivatizai cinidla pro sacharidy p#t 8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfonova
kyselina (ANTS)21,23], 9-aminopyren-1,4,6-trisulfon@l], 2-aminopyridin (2-AP) [22], 2-
aminobenzamid (2-AB), 2-aminobenzoova kyselina @-A23]. Na obrazku 3.4 je
znazorrgno schéma derivatizace glukosy pomoci ANTS. Redokkpnec sacharidu reaguje
s primarni aminoskupinou sléeniny derivatizéniho ¢inidla (ANTS) za vzniku Schiffovy
baze, ktera je naslegimedukovana kyanoborohydridem sodnym. Derivaty kignieduktivni

aminaci jsou stabilni v kyselém i alkalickém predt [24].

CH,0OH CH,OH )
SO,
[ H ,COOH
oH 058 SO,

C!l(. ANTS Schiffova bd

NaBH,CN, DM‘% Schiffova baze

CH,0OH
o OsS SO,

ANTS-Gle
Obrazek 3.4: Schéma derivatizace pomoci ANTS.
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Pro analyzu oligosachafidse &Zr¢ vyuziva vysokotinné kapalinova chromatografie
(HPLC). V dnesni dab se vSak kapilarni elektroforéza (CE) se svymi @livymi mody
stava alternativou k HPLC diky jednoduché instrutaein vysoké sepakai innosti, kratke
doke analyz a nizké spehe vzorku. Kapilarni zonova elektroforéza (CZE) jezSiena

separéni technika, ktera se vyuziva pro separaci ionitagich molekul.

Separace probiha na zakdadzdilné pohyblivosti nabitych latek v elektrickérali:

_r__4
M_E_67TT'T]

(3.1)

kde u je elektroforeticka pohyblivost (mobilita) analytuje linearni rychlost pohybééstice,
E je intenzita elektrického pole, je velikost nabojer je hydrodynamicky pologr iontu az

je viskozita prosedi.

3.2.1 Kapilarni elektroforéza s hmotnostré spektrometrickou detekci

Spojeni  kapilarni zénové elektroforézy s hmotndstspektrometrickou detekci
umoziuje vysoce citlivou a selektivni kvalitativni i kw@tativni analyzu Sirokého spektra
latek. Ri spojeni CE/MS muselo byt igSeno skolik zakladnich probléiin Zatimco khem
analyzy pomoci kapilarni elektroforézy se spektafwetrickym nebo fluorescénim
detektorem dochazi k detekci vzorku na kapilg¥icemz oba konce kapilary jsou pdaeay
v zakladnim elektrolytu v elektroforetickych naddébk, g spojeni CE/MS dochazi k tomu,
Ze vzorek je detekovan teprve potom, co opustiragpiekapilaru.

On-line spojeni kapilarni elektroforézy s MS defejecrealizovdno pomociiznych
typt rozhrani - bezipdavné kapaliny (sheatless interface)figg/nou kapalinou (sheat-flow
interface, obr. 3.5) a kapalinovy spoj (liquid jtina). Nami pouzivané rozhrani ggavnou
kapalinou je sice robustnim spojem, aletglddku #edovani zon analytu mércitlivé [25].
PrestoZe dochazi Keafovani analytu, jevi se spojeni 8davnou kapalinou jako nejlepsi
kompromis. B pouZiti rozhrani bezifdavné kapaliny sice nedochazi kedovéani analytu,
nicmeére pratoky pouzivané v kapilarni elektroforéze byvaji taklé, Ze nezatuji stabilni
ionizaci pomoci elektrospreje (ESI), ktery prabyva negasgji pouzivan ve spojeni
s kapilarni elektroforézou. Kapalinovy spoj nalsitabilrgjSi elektrosprej oproti rozhrani bez
piidavné kapaliny a mensi ieakni vzorku oproti rozhrani sffgavnou kapalinou, ale na

druhou stranu naruseni drahyijmku analytu vede ke ztgaticinnosti [26]. lonizace pomoci
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elektrospreje je realizovana za atmosférickéhautlgddi se mezi ®kké ioniz&ni techniky a
pouziva se pro ionogenni a polarni molekuly [25].

Déle je teba vyesit otazku nafii na separi kapil&e a také v iontovém zdroji, aby
byly zajiS€ny stabilni podminky pro analyzu a stabilni podrngimkontovém zdroji. Nkteré
hmotnostni spektrometry umiagi vioZeni vysokého n&g na vstupnicasti iontové optiky.
To znamend, Ze spdlea CE/ESI elektroda @iie byt uzeména, jelikoz napti potrebné pro
elektrosprej je vloZzeno na vstup hmotnostniho spekétru. Toto usp@dani umoiuje
nastavit nagti na CE a ESI nezavisle na golsprej jemnych kapek je v ESI produkovan
diky silnému elektrickému poli. Elektricky gradigmyskytuje hnaci silu pro elektrochemické
reakce na Spce elektrospreje a tim kajy ziskavaji pebyt&ny naboj. Po nasledném
odpdeni rozpou&dla se v wiitém okamziku v dsledku nadrérného naboje igkonava
povrchové nagti. Dochazi ke kask&dCoulombickych explozi, coz ma za néasledek vznik
fady menSich kapek. Resny mechanismus vzniku iént plynné fazi neni jednoztias
popsan. Jsou uvady dva zfisoby vzniku ioni, ,charged residue model“ a ,ion evaporation
model” [26-28].

kapilara separacni

z nerezové ocel kapilara ) )
ptidavna kapalina

N

Obrazek 3.5: Schéma spojeni CE/MS pomoctidavné kapaliny tzv. sheath flow interface
(prekresleno dle [25]).

Nedilnou sotiasti hmotnostniho spektrometru je také hmotnostrdlyaator, kde
dochazi k rozéleni ionti v plynné fazi vzniklych viontovém zdroji podlejigh pomeru
hmotnosti a ndboje. Mezi zakladni typy hmotnostrdolalyzatoi pati nag. kvadrupélovy
analyzator, sféricka a linearni iontova past, @apita pilletovy analyzator. Pouzivaji se
i kombinace jednotlivych analyzatgrkonkrétg v této praci byl pouzit hmotnostni detektor,
ktery kombinuje kvadrupdlovy analyzator a linearantovou past. V podstatse jedn&
o trojity kvadrupdl, picemz teti kvadrupdl mize pracovat v rezimu linearni iontové pasti
[29].
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3.3 Experimentalni ¢ast

3.3.1 Seznam pouzitych chemikalii

Standardy fenolickych kyselin (kdvova, chlorogendudgptochlorogenova, ferulova,
galova, neochlorogenovd, p-hydroxybenzoova, p-kow@r4-hydroxyfenyloctova kyselina
(4-HPAC)), aglykované flavonoidy (hesperetin, kaésnql, naringenin, kvercetin) a
glykosidované (hesperidin, isokvercitrin, kaempkd<d-rutinosid, rutin), standardy
oligosachad, derivatiz&ni ¢inidla 8-amino-1,3,6-trisulfonova kyselina (ANTS),
2-aminobenzamid (2-AB), 2-aminopyridin (2-AP), 2iaobenzoova kyselina (2-AA),
7-aminonaftalen-1,3-disulfonova kyselina (ANDS), N\W\",N"-tetramethylethylendiamin,
peroxodisiran draselny, kyanoborohydrid sodny, tiylakrylamid, dimethylsulfoxid,
y-metakrylopropyltrimethoxysilan byly ziskany odnfiy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA), stejrié jako chemikalie pdebné pro fipravu zakladniho elektrolytu, tj. kyselina borita
a tetraboritan sodny, mrawan amonny, octan amonny, kyselina octovd a amoniak.
Decylsiran sodnyp-cyklodextrin, heptakis(®-sulfo)-cyklodextrin a heptakis(2,6-@-
metyl)B-cylodextrin byly také od firmy Sigma Aldrich. Sterdy isorhamnetin-8-
glukosid a isorhamnetin-@-rutinosid byly zakoupeny u firmy Extrasynthese (@g
Francie). Dihydrogenfosfotean sodny byl ziskdn od firmy J.T.Baker (Deventer,
Nizozemsko), kyselina fosfa¥ed od firmy Lachner (BrnoCeska republika) a kyselina
mraveri od firmy Penta (ChrudimCeska republika). Deionozovana voda (vodivost
0,055 uS/cm) bylaifpravena pomociijstroje Ultra CLEAR UV (SG, Hamburg,&hecko).
Hydroxid sodny a thiommvina byly od firmy LachNer (Neratovice eska republika).
Slovasol 117 (oxyethylenovany mastny alkohol@&mrnou délkou uhlikovéheetzce C11 a
pramérnym stup®m oxyethylenace 7) a Slovasol 247 (oxyethylenovarastny alkohol s
pramérnou délkou uhlikovéheettzce C12-C14 a imérnym stupgm oxyethylenace 7) byly
od firmy SLOVECA Sasol Slovakia (Bratislava, Sloska).

3.3.2 Pracovni postup
MEKC separace jfirodnich antioxidant

Pro analyzu byly pouZityitsérie vzork cerného bezuSambucus nigrd.). V prvni
sérii bylo gipraveno gt vyluha z psti ¢ajovych séku ¢erného bezu (zakoupeno v obchodni
siti). Navazky byly 1,6804 g; 1,6277 g; 1,6600 ¢31D2 g a 1,6803 g. Druh& série vaork
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byla pipravena homogenizaci 20ajovych séka kvétu ¢erného bezu. Navazky byly
1,6009 g; 1,6007 g; 1,6074 g; 1,6096 g a 1,602Zigti série vyluli byla gipravena ze
susenych k&tia nasbiranych ve Veltrubech (50° 4,3219° N, 15° 3B@& E) vcervnu 2013.
Jednotlivé navazky byly 1,6076 g; 1,6072 g; 1,6476.,6218 g a 1,6024 g. Nalevy byly
piipraveny vyluhovanim vzorku v 200 ml 95 °C horkéygo dobu 5 min a zchlazenim na
laboratorni  teplotu.  ied davkovanim byly  vzorky igfiltrovany  ges
polytetrafluoroethylenovy filtr (Bedford, MA, USA velikosti péit 0,45 pum.

Méieni bylo provedeno naigtroji pro kapilarni elektroforézu Agilent 7100 g#ent,
Palo Alto, CA, USA). Byla pouzita nepokrytéemenna kapilara o viiitim piiméru 50 pm,
celkové délce 48 cm a efektivni délce 40 cm. V &ndlgtekce byl pimér kapilary 150 pm
(Agilent). Nova kapilara bylaied prvnim pouzitim promyta 10 min 0,5 M hydroxidem
sodnym, 10 min deionizovanou vodou a 10 min zakladelektrolytem. Jako zakladni
elektrolyt byl pouzit 25 mM boritanovy pufr o pH3®, s gidavkem 36 mM decylsiranu
sodného. pH z&kladniho elektrolytu bylosieno pH metrem Metrohm 827 s elektrodou
Unitrode (Metrohm, Herisau, Svycarsko). pH metr kglibrovan na pufréni roztoky od
firmy Metrohm o pH 7,00 a 9,00. Teplota kapilarya5 °C a vloZzené né&p mélo hodnotu
+20 kV. Vzorek byl davkovan hydrodynamicky (100 mik8 s). Detekce byla provéada i
214, 254 a 280 nm.

Koncentrace cyklodextrin v pracovnim elektrolytu byla vrozsahu 1 — 5 mM.
Analyzy probihaly v nepokrytérf&menné kapii@ o vnitnim piméru 50 pum, efektivni délce
64 cm a celkové délce 72 cm. Kapilara byla temp@mavna teplotu 25 °C. Pracovni
elektrolyt byl tvaden 25 mM boritanovym pufrem o pH 9,30 s 36 mM dsicghu sodného.
Tato koncentrace decylsiranu sodného odpovida muio¥8@ mM micel v elektrolytu (viz.
Kapitola 1 - Porovnani metod vyuZzivajicich kapilaetektroforézu pro stanoveni kritické
micelarni koncentrace vybranych tenBid Koncentrace zasobnich roztokstandard
fenolickych kyselin a glykosidovanych flavonéitbyla 1 g/l v metanolu.ied analyzou byly
vzorky Zedény deionizovanou vodou na koncentraci 50 mg/l. @édai vzorku probihalo
tlakem 50 mbar po dobu 5 s. &né kalibrani roztoky byly gipravenyrednim zasobnich
roztoki standard fenolickych kyselin a flavonoid Koncentr&ni rozmezi kalibréni rady
bylo 0,5 — 100 pg/ml. N&g béhem analyzy o hodnotu 20 kV a detekce byla provéad
pii 214, 254 a 280 nm.

Separace v MEKC moédu sigavkem heptakis(2,6-dd-metyl)$3-cyklodextrinu
probihala v nepokrytéikmenné kapii@ o celkove délce 48 cm (efektivni délce 40 cm) a

vnittnim piméru 50 pm, vnitni pramér kapilary v mist detekce byl 150 um. Zakladni
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elektrolyt byl tva@en 25 mM boritanovym pufrem o pH 9,30, kapilaraabtgrmostatovana na
teplotu 20 °C a vlozené n&pv praibéhu analyzy milo hodnotu 20 kV. Vzorek byl davkovan
hydrodynamicky tlakem 100 mbar po dobu 10 s. Detdikgla provadna @i vinové délce
214, 254 a 280 nm.

CZE, CZE/MS separace oligosachairid

Derivatizace vzork oligosacharid byla provedena pomoci derivatingch cinidel
2-AA, 2-AB, 2-AP, ANDS a ANTS. Do nadobky o objer300 ul byl gedloZzen piblizné
1 mg kazdého standardu oligosacharidu. Byléidgmo 15 pl zasobniho roztoku
derivatiz&niho ¢inidla (koncentrace roztoku 70 mg/ml ve &inkyseliny octové a vody
v poneru 3:17 (v/v)) a 15 pl roztoku kyanoborohydridu sédo o koncentraci 0,8 M
v dimetylsulfoxidu (DMSO). Reakce probihala po d@lodin i 68 °C.

Derivaty byly separovany nafiptroji pro kapilarni elektroforézu Agilent 7100
s UV/Vis detektorem v nepokryté&dmenné kapii& (Agilent, Palo Alto, CA, USA) spojené
s hmotnostnim detektorem AB SCIEX 4500 QTrap (Freymam, MA, USA) pomoci
rozhrani s fidavnou kapalinou. Kapilary pouzité pro analyzyybtdké od firmy Agilent.
Jednalo se o nepokrytoieknennou kapilaru o viitim piméru 50 um a o kapilaru pokrytou
polyvinylalkoholem  (PVA). Vlaborai® byla pipravena kapilara  pokryta
polydimethylakrylamidem (PDMA) dle postupu popsamé&ianem a kol. [30]. Kapilara byla
nejprve promyvana 10 min acetonem, poté 30 min IN&DH, nasledovalo promyvani
10min 0,2 M HCIl, 10 min deionizovanou vodou a 30inm10% roztokem
y-metakrylopropyltrimethoxysilanu. Tento roztok bypfipraven smisenim 100 ul
y-metakrylopropyltrimethoxysilanu, 450 pl kyselingtové a 450 ul acetonu. Konce kapilary
byly uzaweny septy a kapilara byla ponechana minira@d hodin pi laboratorni teplat Po
této dokt byla kapilara profouknuta dusikem, proplachnutat@mem a naptma 1% (v/v)
roztokem dimethylakrylamidu. Ten byfipraven smisenim 100 pl 10% dimethylakrylamidu
(35 ml deionizované vody a 4 ml dimethylakrylamioldvzduSgno 20 min v ultrazvuku i
45 °C pod vakuem), 865 pl deionizované vody, 3sapropylalkoholu, 5 pul 10% TEMEDu
(0,2 ml N,N,N",N’-tetramethylethylendiaminu a 0,9 deionizované vody) a 5 ul 10% APS
(0,1 g peroxosiranu draselného v 1 ml deionizovaody). Konce kapilary byly ésreny
septy a kapilara byla ponechana 3 hoditiytgplot 50 °C. Kapilara byla poté zchlazena,

profouknuta dusikem, promyta deionizovanou voddur(in) a vysuSena dusikem (20 min).
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S takto gipravenou kapilarou bylo naklddano jako s ostatrkapilarami. Byla zkracena na
pozadovanou délku a bylo vytteno dete&ni okénko.
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3.4 Vysledky a diskuze

3.4.1 MEKC separace grirodnich antioxidanti

Samotné analyze realnych vzorkvyluhi kvéta cerného bezu iedchazela
optimalizace sepataiho procesu, ktera zahrnovala zkoumani vlivuésmich micel
ap-cyklodextrimi na separaciifrodnich antioxidarit Z predchozi prace [31,32] vyplynulo,
Ze vhodna pseudostacionarni faze pro separacidpich antioxidarit je tvarena micelami
decylsiranu sodného. Z&alem zvySeni rozliSeni separadegouziti dodecylsiranu sodného
jako pseudostacionarni faze byl zkouman vliéidavku oxyethylenovanych mastnych
alkoholi (Slovasol 117, 247) ti¥ich s dodecylsiranem sodnym é&mé micely [33]. Na
obrazku 3.6 je zaznam separace standargbranych pirodnich antioxidarit v 25 mM
boritanovém pufru o pH 9,10 s 5 mM dodecylsirandngho. Zde jsou vid dva kritické pary
slowenin, které nebyly rozdeny, (+)-katechin s hesperetinem a p-hydroxybewnadyselina

(p-HBA) s kvercetinem.

85 - 3,4
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Obrazek 3.6: Separace standd@rdenolickych kyselin a flavonoid Koncentrace vzorku 20 mgl/l;
nepokryta kemennd kapilara: pmér 50 um, délka 58 (50) cm, detek cela 150 um; na&gp +20 kV,
teplota 25 °C. Davkovani 100 mbar/10 s a detekde fmpvadna @i 214 nm. Pracovni elektrolyt 25
mM boritanovy pufr o pH 9,10 s 5 mM dodecylsirandrgho. 1 — hesperidin, 2 — (-)-epikatechin, 3 —
(+)-katechin, 4 — hesperetin, 5 — 7-hydroxyflavénr; naringenin, 7 — rutin, 8 — 4-HPAC, 9 — kyselina
chlorogenova, 10 — kyselina salicylova, 11 — flavé® — p-HBA, 13 — kvercetin, 14 — kyselina
kdvova, 15 — kyselina galova.

Na obrazku 3.7 jsou uvedeny zaznamy separditedpich antioxidarit v systému, kde
pseudostacionarni faze byla tena roztokem navazky 0,0133 g Slovasol 117 (3.7&gp.
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0,0240 g Slovasol 247 (3.7B) v5 ml 5 mM dodecwsir sodného v 25 mM boritanovém
pufru o pH 9,10. Z obr. 3.7A je Wt Ze doSlo k roz&leni (+)-katechinu a hesperetinu, na
obr. 3.7B jsou roz&leny oba kritické pary, které byly pozorovany na.ch6, ale vtomto
piipadt doslo ke koeluci 7-hydroxyflavonu a flavonu. Dez gredlozenych zaznaipatrné,
Ze pidavkem Slovasolu 117 i 247 dochazi nejen k oélnrrozliSeni, ale také ke zme
elniho pdadi jednotlivych latek (obr. 3.8) v zavislosti nanamistvi pidaného

oxyethylenovaného mastného alkoholu.
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Obrazek 3.7: Separace standdrdenolickych kyselin a flavonoid v elektrolytech se s&snymi
micelami. Pracovni elektrolytA - 25 mM boritanovy pufr o pH 9,10; 0,0133 g Slamlas
117/5 ml 5 mM dodecylsiranu sodnéld,- 25 mM boritanovy pufr o pH 9,10; 0,0240 g Sladas
247/5 ml5 mM dodecylsiranu sodného. Daldi podminky obr. 3.6. 1 — hesperidin,
2 — (-)-epikatechin, 3 — (+)-katechin, 4 — hesperéd — 7-hydroxyflavon, 6 — naringenin, 7 — rutin,
8 — 4-HPAC, 9 - kyselina chlorogenova, 10 — kyselsalicylovd, 11 — flavon, 12 — p-HBA,
13 — kvercetin, 14 — kyselina kavova, 15 — kysetjabova.
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hesperetin
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Obrazek 3.8: Zavislost4t (rozdil reteginiho¢asu analytu a migéaihocasu elektroosmotického toku)
fenolickych kyselin a flavonoid na koncentraci tenzidu Slovasol 11X)(a 247 B) v25 mM
boritanovém pufru o pH 9,10 s 5 mM dodecylsiramingdo.

~r vz

Dalsi ¢ast optimalizace byla zaffena na vliv derivatizovanyclf-cyklodextrin
v pracovnim elektrolytu na fio¢h analyzy[34,35]. Mezi antioxidanty vyskytujicimi se
v ¢erném bezu p#t i isomery fenolickych kyselin a strukturnvelmi podobné molekuly
glykosidovanych  flavonoil  Konkrét# se jedna o kyselinu chlorogenovou,
neochlorogenovou a kryptochlorogenovou, isorhamrg®-rutinosid, kaempferol-3-
rutinosid a isorhamnetin-@-glukosid a kaempferol-8-glukosid (obrazek 3.9). Testovany
byly neutralnip-cyklodextrin a heptakis(2,6-d)-methyl)$-cyklodextrin a negativh nabity
heptakis(60-sulfo)-cyklodextrin. Koncentrace cyklodexttinv pracovnim elektrolytu byla
zvolena 1 — 5 mM. Pro SirSi pohled na danou témdiika posléze sés vybranych isomér
kyseliny chlorogenové a glykosidovanych flavonioid doplrtna o kyselinu
p-hydroxybenzoovou, neglykosidované flavonoidy mgenin a hesperetin a glykosidovany

flavonoid rutin.
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Obrazek 3.9: Struktura vybranych fenolickych kyselin a flavodi
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Kyselina chlorogenova, neochlorogenova, kryptoaddenova, isorhamnetin-Q-
glukosid, isorhamnetin-8-rutinosid a kaempferol-&-rutinosid byly separovany pomoci
micelarni elektrokinetické chromatografie v 25 mMrikanovém pufru o pH 9,30 s 36 mM
decylsiranem sodnym. Z&chto podminek nedoslo k raddni kyseliny neochlorogenové
a kryptochlorogenové a dale isorhamneti@-8utinosidu a kaempferol-@-rutinosidu.
Po gidavku B-cyklodextrinu, heptakis(2,6-dD-methyl)$-cyklodextrinu a heptakis(®-
sulfo)f-cyklodextrinu doslo klepSimu roZéni dvojice isorhamnetin-@-rutinosid
a kaempferol-3-rutinosid. Na separaci kyseliny neochlorogenovérgptochlorogenové
nenel pridavek cyklodextrifi do pracovniho elektrolytu vliv (obr. 3.10). Po $@eni snési
standard o kyselinu p-hydroxybenzoovou, naringenin, hedpera rutin byly provedeny
analyzy za stejnych podminek jakoiegchozim fipact. Ze zaznarin analyz bylo patrné, Ze
piidavek cyklodextrii ma vliv na migraci flavonoitl ale na separaci kyselin vyznamny vliv
nema. RozliSeni isorhamnetin€glukosidu a kaempferol-8-glukosidu se sice zvysilo, ale

rozliSeni ostatnich flavonaidglykosidovanych i neglykosidovanych) se sniZilo.
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Obrazek 3.1C: Analyza sndsi fenolickych kyselin a glykosidovanych flavondids 25 mV
boritanovém pufru o pH 9,30. Nepokrytéeknenné kapilara 72 (64) cm, 50 um |.Dplé¢a 25 °C
napsti +20 kV, detekce i 254 nm, davkovani vzorku 50 mbar/5s. 1 — isonhatin-3-O-glukosid

2 — isorhamnetin-®-rutinosid, 3 — kaempferol-@-rutinosid, 4 — neochlorogenova kyselina; 5
kryptochlorogenova kyselina, 6 — chlorogenova kipsel
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Na obrazku 3.11 jsou znézeny zavislosti rozdil migratnich ¢asi analyfi a ¢asu
elektroosmotického tokdt na koncentraci pouzitého cyklodextrinu. Z uveddényévislosti
je patrné, ze pouziti methylovaného a sulfatovar@fodextrinu vedlo k zvySeni selektivity

separace obou rutinosidzatimco izomery chlorogenové kyseliny se rbizchepodadilo.
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Obrazek 3.11 Zavislost4t na koncentraci cyklodextrinv zéakladnim elektrolytu. Podminky analyzy
viz obr. 3.10.

Na obrazku 3.12 je porovnanupeh analyzy pomoci MEKC s pseudostacionarni fazi
tvorenou decylsiranem sodnym bez (3.12A) artidgvkem heptakis(2,6-dD-metyl)-
B-cyklodextrinu (3.12B). Na obr. 3.12A je Vg Ze nedoSlo k rozteni isorhamnetin-2-
rutinosidu a kaempferolu @-rutinosidu a kyseliny kryptochlorogenové a neoobdenoveé.

Po pidavku heptakis(2,6-dbD-metyl)$3-cyklodextrinu do zakladniho elektrolytu dosSlo
k rozcEleni kyseliny kryptochlorogenové a neochlorogenavaypak se nepotie rozcdlit
kyselinu ferulovou a kaempferol a dvojici latek &lmy p-kumarové a kvercetinu. Separace
probihala v nepokrytérf&menné kapii® o celkové délce 48 cm (efektivni délce 40 cm) a
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vnitinim piméru 50 pum (vnitni pramér kapilary v mist detekce byl 150 um) za podminek

uvedenych v experimentaléasti.

A X 103,254 nm

19
t [min]

170
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A x 103,254 nm
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30

10

-10 5 7 9 11 13 15 17 19
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Obrazek 3.12: Separace standdrdenolickych kyselin a flavonoid BGE: 25 mM boritanovy pufr
pH 9,30.A — 36 mM decylsiran sodn$ — 36 mM decylsiran sodny + 5 mM heptakis(2,&i-
metyl)-#-cyklodextrin. Nepokrytd #emenna kapilara 48 (40) cm, 50 um I1.D., miit pramér
detekéniho okénka 150 um, vioZené ®Hp+20 kV, teplota separace 20 °C, davkovani 10amib s,
detekce g 254 nm. 1 — kdvové kyselina, 2 — chlorogenovékys, 3 — kryptochlorogenova kyselina,
4 — ferulova kyselina, 5 — galova kyselina, 6 —pestin, 7 — hesperidin, 8 — isokvercitrin,
9 - isorhamnetin-3-O-glukosid, 10 - isorhamneti@-3utinosid, 11 — kaempferol, 12 - kaempferol-3-
O-rutinosid, 13 - naringenin, 14 — neochlorogenowsekna, 15 - p-kumarova kyselina,
16 — p-hydroxybenzoové kyselina, 17 — kvercetin-18tin.
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Na zéklad vysledki analyz standafd byl pro dalSi experimenty pouZzit zakladni
elektrolyt s 36 mM decylsiranem sodnym [36]. V ddézi byly pipraveny kalibrani rady
pro vybrané fenolické kyseliny a flavonoidy. Byléigraveno sedm sésnych kalibrénich
roztoki v rozsahu koncentraci 0,5 — 100 pg/ml. Prehirty a sedmy roztok byl progren
pétkrat, ostatni kalibréni roztoky byly prondteny ftikrat. Ziskané hodnoty byly statisticky
zpracovany, byly zkonstruovany kalibra zavislosti pro jednotlivé standardy, jejichZz
parametry jsou uvedeny v tabulce 3.1.

Tabulka 3.1: Parametry kalibrénich zavislosti.

Oblast

W H + .
Analyt Sme;n[l)ce - Usek + SD R linearity L((?nz//l;n?)Q
(ng/ml)
galova kyselina 34,41 +0,36 -0,29 +15,47 0,9995 0,5-100 0,21/0,70
neochlorogenova kyselina 6,18 + 0,05 4,04 +2,28 99%% 0,5-100 0,22/0,75

p-hydroxybenzoova kyselina 19,94 + 0,38 2,32+16,34 0,9982 0,5-100 0,09/0,31
chlorogenové kyselina 5,67 +£0,07 7,77 £+9.82 0,9993 0,5-100 0,14/0,47
kryptochlorogenova kyselina 6,54 + 0,09 -4,32+ 4,10 0,9990 0,5-100 0,24/0,81
kavova kyselina 25,36 £ 0,21 14,17 + 8,86 0,99975-1m0  0,11/0,37
p-kumarova kyselina 17,21 +0,32 -15,11+13,85 0,9983 0,5-100 0,08/0,27

ferulova kyselina 14,77+ 0,17 792+7,12 0,9994,5-100  0,14/0,46
isokvercitrin 12,05+0,10 -0,21+4,75 0,9997 1,0-100 0,25/0,84
rutin 6,48 £ 0,09 16,95+8,04 0,9987 0,5-100 @13
hesperidin 6,52+0,22 13,20+10,35 0,9954 0,5-100 0,41/1,35

kaempferol-30-rutinosid,

. ; i ) 7,41 +£0,14 -10,72+11,88 0,9983 1,0-100 0,13/0,44
isorhamnetin-3-rutinosid

isorhamnetin-32-glukosid 9,07+0,12 7,80+519 09991 0,5-100 0,08/0,26

kvercetin 16,56 + 2,90 -28,73+29,80 0,9155 0,5-200,30/1,06
naringenin 14,3, +0,16 536+6,98 0,9994 0,5-100 0,05/0,18
hesperetin 15,94 + 0,24 13,62 +10,19 0,9989 0(5-100,07/0,22
kaempferol 22,37+0,62 -61,92+26,93 0,9961 0,5-100 0,43/1,43

4Slougeniny nebyly za danych podminek rozéleny.
® Statisticky vyznamny Gsek ¢ = 0,05)
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Pro statistické vyhodnoceni na&fanych dat byl vyuzit program Statistica 10 (StatSof

Inc., 2011, www.statsoft.com).

Limit detekce [(OD) a kvantifikace I(OQ) vybranych fenolickych kyselin

a flavonoidi byl spaitan dle rovnice:

3h
LOD = — (3.2)
resp.:
10h

kde h je sneérodatna odchylka signalu Sumuwsge snernice kalibr&ni primky sestrojené ze
zavislosti vysky piku na koncentraci standardu.

Pouziti sepakmi kapilary s ¥tSim vnignim pimérem v mist detekce oproti zbytku
kapilary (tzv. kapilara s bublinkovou celou) vede kvySeni citlivosti detekce a ke zvySeni
linearniho rozsahu v porovnani s kapilarou, jejiitimi pramér je v celé jeji délce stejny.
Oblast linearity je ve &Sir¢ pripadi v rozsahu 0,5 — 1Q0g/ml.

Pfi analyze realnych vzotkbyly pripraveny ti série vyluhi ¢erného bezu. Prvni a
druha série reprezentovaly kupovany byliriay. V prvnim gipad byl pro gipravu nalevu
pouzit vzdy novycajovy s&ek, ve druhém ifpact bylo dvacetcajovych séka oteweno a
jejich obsah byl smisen. Néalev byfigraven z navazky z této gmérné snési ¢ajovych
s&ku. Treti série byla fipravena ze suSenych di cerného bezu nasbiranych a nasuSenych
ve Veltrubech ervnu 2013. Zaznam separace realného vzorlprgveného dle postupu

uvedeného v kapitole 3.3.2 je uveden na obrazkai 3.1
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Obrazek 3.13: Separace vyluhtiajového sé&u obsahujiciho kit c¢erného bezu. Zakladni elektrolyt
25 mM boritanovy pufr, pH 9,30 s 36 mM decylsiransepdnym, kapilara o délce 48 (40) cm
s vnitthim praimérem 50 um a v mistdetekce s gimérem 150 um. Davkovani vzorku 100 mbar/10 s,
vloZzené nagti 20 kV, teplota 25 °C. 1 — chlorogenova kyseli@a;- galova kyselina, 3 — kavova
kyselina, 4 — kryptochlorogenova kyselina, 5 — fdmwogenova kyselina, 6 - p-hydroxybenzoova
kyselina 7 - Isorhamnetin-@-glukosid, 8 — isorhamnetin-®-rutinosid, 9 — isokvercitrin, 10 —
kaempferol-3©-rutinosid, 11 — naringenin, 12 — rutin.

Vysledky kvantitativni analyzyiit sérii vzorki kvéta ¢erného bezu jsou uvedeny
v tabulce 3.2 spotm¢ s hodnotami mezi detekce/kvantifikace. Vzhledenorku, Ze se
nepodailo rozclit kaempferol-3O-rutinosid a isorhamnetin-@-rutinosid je hodnota.OQ
u téchto latek uvedena jako suma pra ¢dtky. V kazdé sérii bylo analyzovaneétpzorki,
kazdy vzorek byl zren ftikrat. Pro kyselinu neochlorogenovou a kryptochimoovou a
pro par isorhamnetin-®@-rutinosid a kaempferol-8-rutinosid je uvedena suma jejich
koncentraci, jelikoz za danych podminek nedoslejih rozdleni. Koncentrace kyseliny
p-kumarove, hesperidinu, kvercetinu (ve vSech \zbjca kyseliny galové (verdti sérii
vzorki, nasbirany a nasuseny bez) nebyla stanovenapjgki hodnota byla nizsi nez mez
kvantifikace. Koncentrace hesperidinu a kaempfer@ni stanovena, jelikozZ jejich odezva
byla nizsi nez limit detekce.

Profil zastoupeni fenolickych kyselin a flavonbidle vyluzich cerného bezu je
podobny pro vSechny série s nejvySSim zastoupenitimur a kyseliny chlorogenové.
Vyznamné rozdily v koncentracich mezi jednotlivyggriemi jsou zaznamenany u minogitn

zastoupenych sl@enin. NejvysSSi koncentrace polyfefiolbyla pozorovana v sérii ze
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e

smichanych ¢ajovych séku, nejnizSi koncentrace polyferiol byla v nasbiranych a

nasuSenych ktechéerného bezu.

Tabulka 3.2: Vysledky kvantitativni analyzy vzoékierného bezu, limit detekce a kvantifikace.

S IS DR
satki

galova kyselina 0,19+ 0,04 0,06 + 0,04 c
neochlorogenova kyselina 5,15+ 0,57 5,21 £0,62 4,02+0,31
p-hydroxybenzoova kyselina 0,32 £ 0,05 0,46 £ 0,06 0,18 £0,10
chlorogenové kyselina 11,04 + 0,05 12,44 + 1,37 6,50 + 0,66

kryptochlorogenové kyselina a a a
kavova kyselina 0,28 £ 0,06 0,32 + 0,04 0,20 + 0,09

p-kumarové kyselina c c c
ferulova kyselina 0,33+0,05 0,43 +£0,25 0,18 £ 0,06
isokvercitrin 1,64 + 0,33 1,80 + 0,30 0,66 £ 0,31
rutin 17,45+1,01 21,59+1,95 12,83+ 0,74

hesperidin c c c
kaempferol-30-rutinosid 3,20+0,18 1,34 £ 0,29 3,27 +0,21

isorhamnetin-39-rutinosid b b b
isorhamnetin-39-glukosid 0,89 + 0,07 4,20 +0,30 0,69 +0,20

kvercetin c c c
naringenin 0,91+0,16 1,08 £ 0,09 0,61+0,11

hesperetin d d d

kaempferol d d d

a — byla stanovena suma kyseliny kryptochlorogenowa neochlorogenové
b — byla stanovena suma isorhamnetin-8-rutinosidu a kaempferol-3-O-rutinosidu

x v s

¢ — koncentrace latek je nizsi nez limit kvantifikae
d — koncentrace latek je nizSi nez limit detekce

3.4.2 CZE, CZE/MS separace oligosacharid

V prvnim kroku analyzy vybranych sacharidD-(+)-rafinosa, D-(+)-melezitosa,
maltotriosa, isomaltotriosa, stachyosa, maltoteirosmaltopentosa, maltohexosa a

maltoheptosa) byla provedena separace jejich jédyett derivati pomoci kapilarni zénové
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elektroforézy. Jako derivatigai c¢inidla byla pouzZita 7-aminonaftalen-1,3-disulfonova
kyselina (ANDS), 8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfonokgselina (ANTS), 2-aminobenzoova
kyselina (2-AA), 2-aminobezamid (2-AB) a 2-aminoipym (2-AP).

Dale byly v ramci diplomové prace [37], na kterénsse podilela jako konzultantka,
testovany kapilary sigznou Upravou vnihi s&ny. Byly pouzity kapilary pokryté
polyvinylalkoholem (Agilent), polydimethylakrylaméin (PDMA) a nepokryta kapilara.
Pokryti polyvinylalkoholem (PVA) pottalje elektroosmoticky tok a absorpci latek na imiit
stnu kapilary @i pouziti neutralnich i mimh alkalickych elektrolyii. Na obrazku 3.14 je
zadznam separace &sh ANDS derivat oligosacharid v 20 mM fosfatovém pufru o pH 7,00

v kapil&e pokryté polyvinylalkoholem.

5 A
=
<
4-
£ 4
c 31 2
T} 3
o
N
B 21 1 6
x 7 8 g
<
1 o
O T T r—1TrT 717117 TvT7r T 7r T 17T T .
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 (min)

Obrazek 3.14:Separace s#si ANDS derival oligosacharid. BGE: 20 mM fosfatovy pufr, pH 7,00.
Ktemenna kapilara pokryta polyvinylalkoholem 50 (48), vnitni pramér 50 um, nagti -30 kV,
teplota 25 °C. 1- D-(+)-melezitosa, 2 — D-(+)-ra#a, 3 — maltotriosa, 4 — stachyosa, 5 —
isomaltotriosa, 6 — maltotetrosa, 7 — maltopentBsa,maltohexosa, 9 — maltoheptosa.

Na obrazku 3.15 je pro porovnani uvedena analyz®®3Nlerivat oligosacharid
v nepokryté kapilge. Oproti gedchozimu fipadu doSlo k rozfleni maltotriosy, stachyosy
a isomaltotriosy na zakladni linii. Z porovnani aegei v kapilardch pokrytych PVA, PDMA
a v nepokryté kapit@ vyplyva, Ze doba analyzy se zvySuje vqud nepokryta, PVA a
PDMA kapilara. NejvysSi ¢ginnosti separace bylo dosazeno s nepokrytou kapilapotée
s kapilarou pokrytou PVA a nejnizstinnost byla pozorovana u kapilary pokryté PDMA. Na
zakladk téchto experimeritjsme dale pokksvali s nepokrytou kapilarou.
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Obrazek 3.15:Separace s#si ANDS derival oligosacharid. BGE: 50 mM fosfatovy pufr, pH 2,50.
Nepokryta kemenna kapilara 50 (42) cm, \miit primér 50 um, vloZené nagii -20 kV, teplota 25 °C.

1 — D-(+)-melezitosa, 2 — D-(+)-rafinosa, 3 — maltsa, 4 — stachyosa, 5 — isomaltotriosa, 6 —
maltotetrosa, 7 — maltopentosa, 8 - maltohexosan@ltoheptosa.

Déale byly testovanyizné druhy elektrolyi za &elem ziskat co nejkratSi dobu
s hmotnostni spektrometrii (kyselina mraienmravegan amonny a pro porovnani také
netkavy fosforénanovy pufr). Aby bylo dosaZzeno co nejkratSi dobglgzy, byl k separaci
vyuzit kratSi konec nepokrytéidmenné kapilary (efektivni délka kapilary byla 8)cm
Analyzovany vzorek byl davkovan na vystup kapilarppyla zndnéna polarita zdroje n&g,
aby byla zaji&na migrace vzorku k det&kimu okénku. Na obrazku 3.16 jsou porovnany
separace v 50 mM mravéanu amonném o pH 3,00 (3.16A, pH upraveno pomoséliyy
mraverti), 50 mM kyselig mraveri (3.16B) a 50 mM fosfomanovém pufru (3.16C,
NaH,PO, + HsPOy, pH 2,50). Na@ti vloZzené na kapilaru bylo +25 kV, kazeta s kapila
byla temperovana na 25 °Cii Pouziti kyseliny mraveti jako elektrolytu byla doba analyzy
1,2 min. V gipac, Ze byl pouzit mraveran amonny nebo dihydrogenfosfeman sodny
s kyselinou fosforénou, byla doba pétbna k rozdeni dané swsi kratSi nez jedna minuta.
Tento fakt, Ze Ize ANTS derivaty maltosy az malfathsy rozdlit v kapilare o délce 8 cm Ize
vyuzit @i spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostnim képmmetrem za &elem ziskani

kratSi doby analyzy.

[89]



Kapitola 3

30

ANTS
[

20- A

10-\ B

o-___h._j ¢

!
0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 1,5t (min)

A x 10, 210 nm

Obrazek 3.16: Porovnani rychlych separaci ANTS derivatmaltosy az maltoheptosy.
A - BGE: 50 mM HCOONHK + HCOOH, pH 3,00B — BGE: 50 MM HCOOHC — BGE: 50 mM
NaH,PO, + HsPO,, pH 2,50. Nepokryta fiemenna kapilara o viiitim piméru 50 um a efektivni
délce 8 cm. VloZené nagh 25 kV, teplota 25 °C. 1 — maltosa, 2 — malt®ap3 — maltotetrosa, 4 —
maltopentosa, 5 — maltohexosa, 6 — maltoheptosa.

V ramci optimalizace spojeni kapilarni elektrofogréz hmotnostnim spektrometrem
realizovaného pomoci rozhrani idavnou kapalinou (sheath-flow) byl studovan vliv
vloZzeného nafii na iontovy zdroj (ESI), pozice a geometrie koseparani kapilary, sloZzeni
a piatoku pridavné kapaliny, mitoku suSiciho plynu, délky sepana kapilary a vlozeného
napsti na separai kapilaru.

Nepokryta kKemenna sepatni kapildra z CE Ustila ipmo do iontového zdroje
hmotnostniho spektrometru. Byly testovafiyptofily konce sepagai kapilary — rovny a dva
konické (vrcholovy uhel 95° a 50°). Separa kapilara s rovhym koncem bylaiznuta
diamantovym noZem, konického profilu konce kapildsylo dosazeno jejim ipsnym
zbrouSenim. Na obrazku 3.17 jsou ukazany fotogrpéiézené pimo v iontovém zdroji
hmotnostniho spektrometru a detail konce sejpataapilary.
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B

Obrazek 3.17: Geometrie konce separd kapilary. A — vyzn&eni jednotlivych vzdalenosti
charakterizujicich sepafiai kapilaru viontovém zdroji. B — detail separa kapilary s rovnym
koncem, C — detail sepd&rd kapilary sbrousené s vrcholovym uUhlem 50°, D etad separéni
kapilary sbroudené s vrcholovym Ghlem 95°. a — lert#st konce vnihi kapilary od &la sprejovaci
Spicky, b — vysunuti sepatai CE kapilary.
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Byla sledovana intenzita signalu v zavislosti nautpouzité kapilary a na vzdalenosti
konce kapilary od sprejovaci gky (obr. 3.18).

Int. Int.

6x10’ | A 6x10 1 — v/v

5x10 ] —" 5x10 1

4x16 / . \ 4x10 | %

x1F ] @ \. ¢ * ] M

2x10 | \%, 2x10 1

1x10 ] 1x10 1 B S
0752 03 04 05 06 07 ° 03 04 05 o6 07

Int. b (mm b (mm

6x10° C Vzdalenost a = 0,093 mm

5x10- Vzdalenost a = 0,205 mm (viz obr. 3.17A)

4x101 n

316 N A —rovny konec sepatai kapilary

1G] .\.\ B- k(?ni'ckf{ konec sepaﬁraf kap?lrflry, 95°.

o e~ C — konicky konec sepafiai kapilary, 50°.
0

03 04 05 06 07 08

b (mm
Obrazek 3.18: Intenzita signalu v zavislosti na geometrii a pozeparéni kapilary viontovém
zdroji.

NejlepSich vysledk bylo dosaZzeno s pouzitim separa kapilary s konicky
zbrouSenym koncem, kdy vzdalenost konce kapilaryspictjovaci Sgky byla mensi nez
vnejSi pramér kapilary. Pouzitim koénického konce sepaiakapilary doSlo ke zvySeni
poneru signal/Sum oproti pouziti kapilary s rovnym kent Nasledovala optimalizace
sloZzeni a prtoku piidavné kapaliny. Byl sledovan vliv pém H,O/CH;OH/HCOOH na
intenzitu signalu maltoheptosy (obr. 3.19A). Na ladk téchto dat byla pro nasledujici
méteni pouzita fidavna kapalina o sloZeni ;@/CH;OH/HCOOH (5 ml : 5 ml : 30 ul). Na
obrazku 3.19B je graf zavislosti intenzity signébaltoheptosy na ptoku vzorku sepatai
kapilarou vytvdeném kombinaci elektroosmozy didavného tlaku a ptoku pidavné
kapaliny. Jak je patrné z tohoto grafu, nejvys$énamity signalu vzorku bylo dosazendé p

pritoku piidavné kapaliny 2 pl/min.
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Obrazek 3.19:Vliv slozeni a piitoku gridavné kapaliny (SL) na intenzitu signalu maltolospt

A- vliv poméru H,O/CH;OH/HCOOH na intenzitu signélu maltoheptosy.

B- zavislosti intenzity signalu maltoheptosy nétpku vzorku sepatai kapilarou a pttoku piidavné
kapaliny

Vysledkem tohoto procesu bylo optimalizované spioj&apilarni elektroforézy
s hmotnostni detekci pomoctigavné kapaliny, kdy bylo dosaZzeno separace horukiég
fady maltosy aZ maltoheptosyiem 7 minut, ficemz @i pocate&nich optimaliz&nich
experimentech sé&as potebny k rozdleni této snisi pohyboval okolo 21 minut. Na obrazku
3.20 je zaznam separace &sinoligosacharid. Zakladni elektrolyt byl tvien 400 mM
HCOOH, separi kapilara byla 80 cm dlouha s umitm piimérem 50 pm s konicky
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sbrouSenym koncem v Uhlu 50°. Konec sefr@r&apilary v iontovém zdroji byl umist
0,4 mm od sprejovaci &fiy (vzdalenost a = 0,205 mm). Po nadavkovani vzdrKuobsah
kapilary tla¢en smérem k detektoru tlakem 950 mbar po dobu 1 min, fxpié na kapilaru
vloZzeno napti -25 kV a tlak byl snizen na 25 mbar. afek pridavné kapaliny
H,O/CH;OH/HCOOH (5 ml : 5 ml : 30 pl) byl gl/min. Vstupni potencial byl -10 V, kolizni
energie byla také -10 V, n&p na iontovém zdroji bylo -4500 V a pouzity dek&sini
potencial nél hodnotu -100 V. Skenovaci rychlost byla 1000 Da/s

Int. [
- 5,20x10”
- 3,90x10”
- 2,60x10”
- 1,30x10’
— 7 maltoheptosa
— maltohexosa
_f»/ maltopentosa
maltotetrosa

maltotriosa
—~") "7: - ”"‘7#' maltosa

........................................
lllllllll

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
t (min)

Obrazek 3.20: CE/MS separace oligosachadriBGE: 400 mM HCOOH, sepatfiai kapilara 80 cm

s vnittnim primérem 50 um s kénicky sbrouSenym koncem v Ghlu 50°. Konecas®pi kapilary

v iontovém zdroji byl umigh 0,4 mm od sprejovaci $fy (vzdalenost a = 0,205 mm). 0 min tlak 950
mbar, 1 min nafti -25 kV a tlak 25 mbar. Btok SL HLO/CH;OH/HCOOH (5 ml : 5 ml : 30 ul) byl 2
wl/min. Vstupni potencial -10 V, kolizni energie ayt10 V, napti na iontovém zdroji -4500 V,
deklastera&ni potencial -100 V, skenovaci rychlost 1000 Da/s.
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3.5 Shrnuti

Tato kapitola byla #&ovana optimalizaci a naslednému vyuziti micelarni
elektrokinetické chromatografie a kapilarni zon@ektroforézy s UV/Vis nebo hmotnostni
detekci pro analyzu ipodnich antioxidarit a oligosachariil V prvni ¢asti prace byly
optimalizovany podminky pro vyuziti micelarni eleinetické chromatografiefpstanoveni
fenolickych kyselin, glykosidovanych a neglykosidaych flavonoid vcerném bezu.
Optimalizace zahrnovala vliv pouzité povrckioaktivni latky jako pseudostacionarni faze,
vliv B-cyklodextrinu gitomného v z&kladnim elektrolytu a moznost vyugitésnych micel.
Byly zméieny kalibr&ni zavislosti, stanoven limit detekce a kvantifigkaa byly ziskany
hodnoty koncentrace jednotlivych antioxidame vyluzich ze vzork kvéta ¢erného bezu a
tyto byly déle pepaiteny na obsah jednotlivych antioxidant pavodnich vzorcich suSenych
kvétt. NejvySSi obsah antioxidantoyl ve vzorcich ziskanych smisenim dvacegiovych
s&ku bézné dostupnéhdaje ¢erného bezu, nejmémantioxidantt bylo stanoveno ve vzorcich
nasbiraného a suSenéterného bezu z Veltrub. Je prépddobné, Ze obsah antioxidant
siln¢ zavisi na podminkach prosti, ve kterém rostou (klima, typighy, vihkost, srazky) a
také na dobskeru a zisobu suseni.

Druha ¢ast prace se zabyvala optimalizaci podminek praraep homologické&ady
oligosacharid — maltosy az maltoheptosy pomoci kapilarni zénele&troforézy a CE/MS.
S vyuzitim kapilarni zénové elektroforézy s UV/\dstekci bylo dosazeno sub-minutovych
separaci ANTS a ANDS derivamaltosy az maltoheptosy. Spojeni CE/MS bylo reaiino
pomoci gidavné kapaliny, tzv. sheath-flow spojeni. Bylydsiuany vlivy sloZeni a fitoku
piidavné kapaliny a geometrie a pozice sefpdr&apilary v iontovém zdroji na velikost
odezvy detektoru. Bylo dosaZeno rélethi a detekce analyzovanych derivatigosacharid

pomoci CE/MS Bhem sedmi minut.

Prace byly uviejreény v:
% Vanova J.,Cesla P., Fischer J., CZE and MEKC separation ohplie compounds,
Chemické listyl07 (2013) S465.
< Vénova J.,Cesla P., Fischer J., VyuZiti $emych micel v MEKC separaciipodnich
antioxidanti. Sbornik pednasek XLVII. Semind tenzidech a detergente¢h014)
43-50.Ceskéa spolknost chemickéa, Pardubice, ISBN 978-80-7395-836-7.
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4 Vicerozmeérné separace

Vicerozmérné separace jsou zaloZzeny na kombinaci dvou andezavislych sepataich
technik a speéivaji v separaci vzorku pomoci jedné metody a nlisleiskané frakce jsou
v dalSi dimenzi separovany on-line nebo off-linenimialre jeS€ jednou dalSi metodou [1].
V této praci byla pouzita kapalinova chromatografigradientovou eluci v prvni dimenzi a
micelarni elektrokinetickd chromatografie v dimedmihé, proto je teoretick&st této prace
zametena zejména na tyto &ivechniky a moznosti jejich spojeni.

4.1.1 Pikova kapacita

Dvouroznerné separaceijpaseji v porovnani s jednoroZmou separaci vysSi rozliSeni
a vysSSi pikovou kapacitu. V jednoroamé analyze realizované pomoci kapalinové
chromatografie s gradientovou eluci je pikova kapao.cg definovana jako maximalni
pocet pika, které mohou byt umisty jeden vedle druhého (s rozliSenRn= 1) v prostoru

vymezeném dobou analyzy [2] a je dana vztahem [3]:

VN [t
nLC’g =1 +_<£ - 1) (41}

4 \tp

kde N je paiet teoretickych patertiz1 je retegni ¢as prvniho piku &g, je retegdni ¢as
posledniho eluujiciho piku. \fipac elektrokinetické chromatografie Ize pikovou kapaci

Nekc, VypQiitat dle rovnice:

(2]

VNt
Nggc = 1+_ln( 2)

7 (4.2)

kdet; je reterni ¢as prvniho piku & je reteni (migrani) ¢as posledniho piku. V tomto
piipads je t; rovenéasu markeru elektroosmotického tokg) @t, je roven migranimu ¢asu
pseudostacionérni fazg.§) [4].
V idealnim gipact je celkova pikova kapacita dvourogmeho sepatamiho systému
priblizné rovna nasobku pikovych kapacit obou dimenzi [5]:
Nyp =Ny "Ny, (4.3)
kde n, a ny, jsou pikové kapacity v jednotlivych dimenzichypy je pikova kapacita

dvourozngérného systému.
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4.1.2 RozliSeni

Giddings stanovil d¥ zakladni pravidla charakterizujici idedlni vicengmou separaci
[5,6]. Prvni z nichiika, Ze principy separace technik spojenych v ramiceroznérnych
separaci by sy byt ortogonalni a tedy by analyty ¢y byt separovany na zaklad
rozdilnych fyzikalnich¢i chemickych princip. Druhé kritérium uvéadi, Ze by neha v dalSi
dimenzi separace dojit ke z#abzliSeni ziskaného v prvni dimenzi. Proto jsopiipac on-
line spojeni, kladeny vysoké naroky na rychlostasape v druhé dimenzi v porovnani
s dimenzi prvni. Ideaénlze vyuzit gradientovou eluci v prvni dimenzi, aika piki ziskana
v prvni dimenzi byla viceménkonstantni a kazdy pik by tak mohl byt v druhé elizi
nadavkovanitkrat azctyiikrat [7].

Giddings dale ve své praci uvadi, Ze vysledné Senmli R;, pro dany par latek

separovanych v dvoudimenzionalnim systému je roven:

Rs = (Rle + RsDZ)l/2 (4-4)
kde Rsp1 a Rspz jsou hodnoty rozliSeni daného paru latek, ziskanyprvni, resp. v druhé
dimenzi.

V kapalinové chromatografii je rozliSeni definovarmtahem:

N a-1 L,
RS=£-—- 2 (4.5)
4 a 1+k,

kdeN je paset teoretickych patey, je separéni faktor ak, je reterni faktor.
V micelarni elektrokinetické chromatografii Ize lideni neutralnich latek vygdat

pomoci obdobné rovnice [8]:

VN a1y ky \ 1+t0/tmc>
RS_ 4 ( a ) (E2+1> (1_(t0/tmc)zl (46)

kde Rsje rozliSeniN je paiet teoretickych patep je separéni faktor, ktery je dan poénem
reterénich faktofi k,/k;, to je migrani ¢as markeru elektroosmotického tokutg je
migrarti ¢as micel. Reteimi faktor je definovan jako ponpoétu moki analytu v micele k

poneru paitu moli analytu ve vodné fazi atbe byt vypgitan dle vztahu:

tr— 1o

k =
t0(1 - tr/tmc)

4.7)

kde t; je reterni cas analytut, je migra&ni ¢as markeru elektroosmotického toku,aje
migracni ¢as micel.

[100]



Kapitola 4

4.1.3 Spojeni separd&nich technik

Spojeni mezi jednotlivymi dimenzemitie byt provedeno il off-line nebo on-line.
Ob¢ moznosti maji své vyhody i nevyhody. Mezi vyhodij-lme spojeni pati moznost
vloZeni dalSiho kroku mezi separace, kterymizen byt nap. Uprava vzorku —fedéni,
zakoncentrovani nebo derivatizace. Off-line wégdani Ize také s vyhodou pouzit pro spojeni
mezi metodami, které se liSi chemickymi nebo fylrikéi podminkami (pidavek aditiv, typ
rozpoustdel, objem vzorku, gitok mobilni faze nebo zakladniho elektrolytu, ttek kolorg
nebo v kapilée bithem analyzy, teplota) a je tedy mozné vyuZzit kamiepristroje. Déle je
mozné diky tomuto typu spojeni odebrat neomezertgtprakci, které lze analyzovat i
opakova#. Nevyhodou off-line spojeni j&asova narénost, kdy je pdeba ¥novat
pozornost stru frakci, @icemz kazda frakce je naslednsamostath davkovana a
analyzovana ve druhé dimenzi, coz sebou mimo jiiréasi nebezpe kontaminace vzorku.
On-line spojeni naproti tomu nabizi automatizovaigvod mezi dimenzemi,igemz ale
musi byt brany v Gvahu rozdilné podminky, za kteryrobihaji analyzy v jednotlivych
dimenzich. DalSi vyhodou on-line spojeni je moznadby mezi komprehenzivnim (analyza
vSech frakci z prvni dimenze) nebo heart-cuttingdemd (analyza vybranych frakci z prvni
dimenze). Limitujicim prvkem dvoudimenzionalni segue je rychlost analyzy v druhé
dimenzi a kompatibilita pouzitych mobilnich fazésp. mobilni faze a zakladniho elektrolytu
a dimenzi sepatai kolony a kapilary [9]. On-line spojenitie byt realizovano verdch
zakladnich provedenich — vipadt elektromigr&nich metod mize dochéazet k 2D separaci
v jedné kapil&ée, dale p spojeni dvouiiznych technik lze vyuZit proievod frakce z jedné
dimenze do druhé rozhrani (interface) nebo vicegestntil [10].

4.1.4 Spojeni kapalinové chromatografie s elektromigr&nimi metodami

Spojeni kapalinové chromatografie a elektromigfeh metod je népstji realizovano

v uspdadani, kdy je kapalinova chromatografie v prvni el a elektromigrani metoda
v dimenzi druhé. V kapalinové chromatografii byvaupivan vysSi pitok nez je tomu
u elektromigranich metod a je tedy mozné nasbiraitSy objem frakci v porovnani
s elektromigranimi metodami. Toto uspadani je vyhod¥jSi i z pohledu doby ptébné
k provedeni analyzy, jelikoz obetne cas potebny pro analyzu pomoci CE kratSi nez
pomoci LC.

Spojeni kapalinové chromatografie s kapilarni etdkrézou niize byt provedeno

n¢kolika zpisoby. Zde jsou uvedeny ty nejznggi (nejpouziva#Si). Podle Ranjbara a kol.
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[11] byl jako prvni pro on-line spojeni LC s CE gduSesticestny dvoupolohovy davkovaci
ventil. Eluat z prvni dimenze (LC) byl shiran v #évaci smyce a smyka byla kazdou
minutu promyta swirem ke kapilarni elektroforéze, kde byl eluat zrprwdimenze
elektrokineticky nadavkovan do kapilary (obr. 412].

¢ dlo Eerpadlo
A erpa B

CZE

CZE

ila kapilara
davkovaci kapildra davkovaci P
smycka smycka
A
HPLC HPLC
kolona kolona
=3

odpad odpad

Obrazek 4.1: Sesticestny davkovaci ventil jako interface prechod eluentu z kapalinové
chromatografie do kapilarni zonové elektroforézy.

A — pIréni smyky

B — davkovani; upraveno dle [14].

Sesticestny ventil vyuzil Cesla a kol. ve své praci [13] pro spojeni kapaléov
chromatografie v prvni dimenzi a micelarni elekingtické chromatografie v dimenzi druhé.
V tomto pipact se jednalo o off-line spojeni a ventil slouzillk@matizovanému shu frakci
z HPLC kolony do elektroforetickych nadobek (se 100sklergnymi inserty) ulozenych
v autosampleru CE. Autosampler seddt@azdych 15 s a objem frakce byl 100 pl. Nékres

tohoto usptadani je uveden na obrazku 4.2 [13].

separacni separacni
A odpaq epildra (MEKC) B odpag  kaPiléra (MEKC)
prepinaci detektor prepinaci detektor

ventil ventil

LC kolona LC kolona

BGE BGE vzorek BGE BGE

Yy L

autosampler CE s vialkami autosampler CE s vialkami

Obrazek 4.2: Off-line uspdadani pro automaticky &bfrakci mezi LC (prvni dimenze) a MEKC
(druha dimenze).

A — prevod eluentu z prvni dimenze do elektroforeticksiéldobek s insertem.

B — Davkovani vzorku ve druhé dimenzi (MEKC).
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DalSi moZnosti pro on-line spojeni kapalinové chatografie a rychlou analyzou

pomoci kapilarni elektroforézy je pouziti T-spoje, obr. 4.3 [14].

S

T

>

A odpad promyvaci e
o >

ventil CE LC kolona T

B z LC kolony

uzaviraci | 13

CE kapilara

napéti

1
1 1
1 1
1 1
1 1 |
o 1 ! !
ventil gl ! !
! ; ] ' :

irozhrani :
L 0 | ;
laserovy paprsek v | :
m | vysoka intenzita cETRErIm |

1
f'—E pro LC ! '
o ! !
] ! !
X ! |
w , : 1
O | laserovy paprsek ! !

‘—

nizka intenzita : |
1 1
2 . . | :
zdroj vysokého ! '
1 1
1 1
1

Obrazek 4.3: A - Diagram dvoudimenzionalniho ugadani RPLC/CZE.
B — detail T-rozhrani mezi RPLC a CZE. Upraveno[ti]e

LC kapilarni kolona je spojena pomoci T-spoje sil&apu z kapilarni elektroforézy a
¢ast eluentu z prvni dimenze neustale proudi dold&gplCE pomoci elektromigrace. Pro
fluorescekiné¢ zna&ené analyty je pouzit pro detekci intenzivni lasgr@aprsek, ktery je
sousted®n na kapilaru za T-spojem, tento paprsek fotodegeafiluorescetné znaené latky
prochazejici kapilarou. Vzép je laserovy paprsek zackm a kapilarou projde malé
mnozstvi nezrnéného vzorku, ktery je rozéen a detekovan. Tato metoda je limitovana
pouzitim pro fluorescemé znaené latky a také vyzaduje velmi rychlou analyzuruhe
dimenzi (CE), ale nabizi nejrychlej§epghod a davkovani mezi LC a CE.

Modifikace rozhrani pomoci T-spoje je uvedena neapku 4.4, kde je znazammo
rozhrani vyuZzivajici pitoku elektrolytu v kolmém sénu k LC eluentu. V tomto uspadani
je konec kapilarni kolony z LC umést prfimo proti kapilde z CE a je odden Uzkym
kanalkem. Bhem analyzy je kanalek kontinudinpromyvan zakladnim elektrolytem
pouzitym pro kapilarni elektroforézu, ktery ,odvadiuent z LC do odpadu. K nadavkovani
eluentu z prvni dimenze do druhé doch&zipperuSeni prouthi pufru a eluent je davkovan

pomoci elektromigrace do kapilary pro CE. Rychlgpakovatelné nadavkovani je umeéiia
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pouzitim gepinaciho ventilu s pneumatickym ovladanim, ktergpntkoluje piitok

promyvaciho pufru [1,15,16].

= i
. ampérmetr ; 5
% P zdroj vysokého
) napéti
2 &lic - detektor P
< rozhrani ---Lt---
oku ! [
kapilarni E [CE kapilara
LC kolona '---f--~
cerpadlo
elektrol
pro LC "

odpad

pocitaé

Cerpadlo
na promyvani

LCkapiIéra: N _H s :CEkapiIérai

Obrazek 4.4: A — Uspdéadani dvoudimenzionalniho systému LC/CZE s ,flote@ozhranim.
B — Detail rozhrani. Upraveno dle [1,16]. 1Zili

Bergstrom a kol. [16] vyvinuli polymethylmetakrytdty interface s kanalky o
velikosti 50 resp. 180 pum (obr. 4.8jerné 3ipky na obréazku reprezentuji tok z LC kolony
(vnitini pramér kolony byl 0,2 mm a gtok mobilni faze byl fiblizné 1,5 pl/min) a Sedé
Sipky reprezentuji elektroosmoticky tok a tlakérpeny tok elektrolytu. Bhem davkovani
z LC do CE je pozastaven tlakdimeny tok elektrolytu a eluent z LC kolony je nakldwan
do separéni kapilary CE.
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BGE z LC kolony

A s 180 pm

.......

2 50 pum

k¥izeni
kanalkt

odpad

CE-ESI-MS

A\

////\\‘ \
/ \ avkovak

Obrazek 4.5: Polymethylmetakrylatové rozhrani pro spojeni LCEE&-MS. Upraveno dle [16].

Cesla a kol. pedstavili dalsi moznost spojeni kapalinové chrompatile a kapilarni
elektroforézy kroms jiz vySe zmigného pistupu. Vysledky studie byly prezentovany na
zahranéni konferenci, konkréth na konferenci 30 International Symposium on
Chromatography v Salzburgu v roce 2014 (nadzev ptaze Development on Microfluidic
Interface for On-line Two dimensional Liquid Chraimgraphy-Capillary Electrophoresis).
Na obrazku 4.6A je znazamo schéma pro 2D LC-CE spojeni s vyuzitim flow mgti
rozhrani. Na obr. 4.6B jsou fotografie flow gatimghrani (I), rozhrani ukotveného v drzaku
umoziujicim spojeni se separdm systémem (ll) a pouziti flow gating rozhrand geparaci
(11). Na rozdil od rozhrani zndzofmého na obr. 4.5, kde jsou kanalkgme Siroké a kapilary
a kolona jsou fipevreny na jeho okraji, na obr. 4.6C je patrné, Ze Kanpou stejg Siroke a

separani kapilara pro CE je umigta v mist kiizeni kanalk.
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L zdroj
vysokého
detektor napéti
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BGE e — - GZ‘:

Flow gatg pocitac
rozhrani  efluentz LC
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[
L,

Obrazek 4.6: A - Schéma 2D LC-CE separace s flow gating roziman

B — I: flow gating rozhrani; Il: rozhrani v drzakemoziujicim spojeni se systémem; llI: ukazikow
gating rozhrani v praxi

C — Schéma on-linetfechodu frakce z LC do CE, IV: flow gating rozhravi;pti¢ny tok elektrolyti
pro CE hem separace v LC; VI: separace v druhé CE dimenzi.

Eluent z kapalinové chromatografie je reprezentaeatokem methylenové miid Fotografie poskyt
doc. Ing. Petfesla, Ph.D.
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4.1.5 Spojeni LC v prvni dimenzi a MEKC v dimenzi druhés programovanou znénou

sloZeni pseudostacionarni faze

Vtéto praci je pouzivan dvoudimenzionalni sepaira systém s kapalinovou
chromatografii v prvni dimenzi. V LC je aktualni naentrace organického rozpaidia
dvousloZkové mobilni faze, tvorené vodou a organickym rozpotdiem, jehoZ koncentrace

roste spoléné scéasem, dana vztahem:

o =A+B-F,t (4.8)
kde A je pa:ateini koncentrace organického rozpaaia v mobilni fazi na p&atku gradientu,
B je strmost gradientu (sfmice znény gradientu organického rozpotdia od pdateeni
koncentrace po jeho koncentraci na konci gradieRin)e pratok mobilni faze d je aktualni
¢as od z&atku gradientu (2D analyzy).

Elu¢ni ¢as analytu v kapalinové chromatografii v systénobmcenymi fazemi ke

byt v pripack linearniho gradientu spiéan pomoci rovnice [17,18]:

tR'Fm:

——log {231-m-B-[,-10@™D —y | + 1} + V,, + 1 (4.9)

kde a a m jsou parametry linearni rovnice lag= a — np charakterizujici zavislost retence
latky (reterniho faktoru) na koncentraci organického rozpéalat v mobilni fazi,Vy, je
mrtvy objem kolony &/p je zpoZdni gradientu.

Béhem off-line dvoudimenzionalni separace, kombinugapalinovou chromatografii
v systému s obracenymi fazemi v prvni dimenzi agfdimi elektrokinetickou chromatografii
v druhé dimenzi, je eluent z prvni dimenze sbiranalych frakcich o fgdem definovaném
objemu,V;, jenZ je dan dobou 8tu frakce,t;, a rychlosti pitoku mobilni faze kolonourn,
[13]. Koncentrace organického rozpaigia vn-té frakci z LCprn, miZe byt vypd@itdna jako
pramér z paateini a koncové koncentrace organického rozpail&tna zaatku, ti,, a na

konci frakce ff n+1:

1
(pf,n = E ' [A + B - Fm ' (tf,n+1 + tf,n)] (410)

Podobr jako v RPLC niZze byt efekt koncentrace organického rozpalat na
retereni faktor v MEKC v zakladnim elektrolytu sloZzenéhmicel a organické slozky popsan

rovnici:

logkygke =a —m’ - @ (4.11)
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kde @ a m” jsou konstanty zavislé na povaze analytu a tymamického rozpousdla.
Retergni faktor v MEKC je také zavisly na koncentraci eiie zdkladnim elektrolytu [19]:

logkygke =0+ q - log Cic (4.12)

kde p a q jsou konstanty zavislé na typu analytu a pouzittdnzidu, cnic je koncentrace
micel, kterd je dana rozdilen aktualni koncentremezidu v roztoku a kritickou micelarni
koncentraci daného tenziden( = ¢s — cm@. Na zaklad téchto rovnic Ize odvodit vztah pro

retenci latek v MEKC se zakladnim elektrolytem dghgicim organickou slozku:

logkyexe =P+ q-logcpe —m’ - ¢ (4.13)

Primérn& koncentrace organického rozpedkt ve frakcich skokavvzrista v pfibéhu
gradientu v LC. Diky tomu dochazi k posunu miégido ¢asu analytu v druhé dimenzi
(MEKC) smerem k nizSim hodnotam vzhledem ke zvysSujici se btédhkritické micelarni
koncentrace tenzidu vroztoku dané rostoucim olsaherganického rozpoustla
v zakladnim elektrolytu [20]. Tento posun, ktery ggmo umérny davkovanému objemu
frakce do druhé dimenze a strmosti gradientisapuje deformace 2D gfah znesnatlije
moznost identifikace a kvantifikace jednotlivyclo&atk vzorku. V této praci byly éiovany
moznosti kompenzace negativniho efektu rostoucicéwimace organického rozpotdia
v privadénych frakcich pomoci zémy sloZeni zakladniho elektrolytu ve druhé MEKC
dimenzi.

Se stoupajici koncentraci organického rozpmli&tve frakcich sbiranych z LC, a tedy i
ve vzorcich davkovanych do kapilary MEKC, Kklesatemeni faktor analytu
v pseudostacionarni fazi [21] a to vede k prodloiZzakoncentrované zény v porovnani se
z&kladnim elektrolytem bez ridavku organického rozpowsa. Vzhledem k posunu
distribwni rovnovahy analytu mezi negatiévmabitymi micelami a vodnou mobilni fazi ve
prosgch vodné faze, kterd se pohybuje rychlosti elekmumického toku, dochazi ke
zkracovani doby analyzyébem druhé dimenze (MEKC). Aby byl zachovan konstant
retertni faktor analytu ghem analyzy v MEKC s ohledem na zvySujici se kotraen
organickeho rozpouddla v davkovaneé frakci z LC jéeba vykompenzovat klesajici reten
faktor zvySenim koncentrace micel v zakladnim etditu MEKC, aby doSlo k zachovani
délky zakoncentrované zény analytu. &m koncentrace micel v zakladnim elektrolytu,
ACmic, pofebnou pro kompenzacitippmného organického rozpo&dla ve vzorku pomoci

rovnice:

Acpic = Acg — Acme = 109™/4 (4.14)
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Posun migréniho ¢asu vdruhé dimenzi (MEKC) a 2zma koncentrace
pseudostacionarni faze pelhnd pro kompenzaci je tedy exponend@alnmérna pongru

parametii m” aq, které jsou zavislé na retenci analytu v micelach.
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4.2 Experimentalni ¢ast

4.2.1 Seznam pouzitych chemikalii

Standardy fenolickych kyselin a flavonéidyly ziskany od firmy Fluka (Buchs,
Svycarsko) a od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MQJSA). Homologicka rady
alkylbenzefi (toluen, etyl-, propyl-, butyl- a pentylbenzen)ugda pro charakterizaci retence
v MEKC byla zakoupena u firmy Sigma-Aldrich. Kys®i borita, tetraboritan sodny,
decylsulfat sodny, dodecylsulfat sodny a tetradadfdt sodny byly zakoupeny od firmy
Fluka, acetonitril od firmy Sigma-Aldrich, metanadl firmy Merck (Darmstadt, &mecko) a
kyselina mrave#i od firmy Lachema (BrnoCeska republika). Deionizovana voda (vodivost
0,055 pS/cm) bylafipravena pomociifstroje Ultra CLEAR UV (SG, Hamburg,dhecko).
Zakladni elektrolyt a mobilni faze bylyigd pouzitim filtrovany pes membranovy filtr
s velikosti p6it 0,45 um (Millipore Bedfort, MA, USA) a odvzdudmy v ultrazvukové lazni.
pH bylo méteno pomoci pH metru Metrohm 827 s elektrodou ddir(Metrohm, Herisau,

Svycarsko), ke kalibraci byly pouzity kaliérs roztoky o pH 7,00 a 9,00.

4.2.2 Pristrojové vybaveni, pracovni postup

Experimenty v ramci kapalinové chromatografie ytgvedeny naistroji Shimadzu
XR, sestaveného ze dvou LC-20ADX®rpadel, autosampleru SIL-20ADXR (vSe od firmy
Shimadzu, Kyoto, Japonsko) a termostatu LCO 102QEC Praha,Ceska republika)
se silikagelovou kolonou s chemicky vazanym polyiethglykolem Discovery HSPEG, 50 x
2,1 mm s Sumcasticemi. Pitok mobilni faze kolonou byl 0,4 ml/min a kolona ldy
temperovana na 40 °C. Mobilni faze pouzita v pdinienzi (LC systém) obsahovala vodu
s piidavkem kyseliny mravei (v/v, mobilni faze A) a acetonitrilu (mobilni f&zB). Byl
pouzit linearni gradient: 0 min — 1% B, 15 min -98®. Zpoza&ni gradientu bylo 0,52 ml.
Konec LC kolony pouzité v prvni dimenzi byl spojgres Sesti-portovy iepinaci ventil
s autosamplerem kapilarni elektroforézy AgilefCE (Agilent, Palo Alto, CA, USA).
Autosampler byl pouZit pro automatickyéslfrakci z LC do MEKC sepataiho systému
[13]. Pro separace v MEKC systému byla pouzita kepgéd kiemenna kapilara s viitim
pramérem 50 um, celkova délka byla 48 cm a délka k detakbyla 40 cm (Agilent). i
spojeni LC-MEKC byla v druhé dimenzi pouzita nepoér kiemenna kapilara s viitim
praimérem 50 um a @mérem v mist detekce 150 um, celkova délka kapilary byla 48acm

délka k detektoru 40 cm (Agilent)i€dl prvnim pouzitim byla nova kapilara promyta 1 mi
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0,5 M hydroxidem sodnym, 10 min vodou a 10 min adkim elektrolytem. Kapilara byla
temperovana na teplotu 25 °C a vloZené ¢tiapylo +20 kV. Vzorek byl davkovan
hydrodynamicky tlakem 50 mbar, vzorkem bylo n&ptm @iblizné 1% objemu kapilary.

Mezi jednotlivymi analyzami byla kapilara promyvaaanin zakladnim elektrolytem.
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4.3 Vysledky a diskuze

Zmeéna obsahu acetonitrilu v mobilni fazéhem separace v prvni dimenzi (LC), z niz
byly odebrané frakce davkovany do druhé dimenze KME byla kompenzovana zZmou
typu a koncentrace pseudostacionérni faze. Allaytgirsodné s délkou uhlikovétiettzce
C8 — C14 hyly testovany jako pseudostacionarni fdze separaci fenolickych kyselin a
flavonoidi ve druhé dimenzi (viz Kapitola 3). V prvnim krokwla stanovena kriticka
micelarni koncentrace vybranych aniontovych teizidzavislosti na fidavku organického
rozpoustdla (acetonitrilu) v roztoku (viz Kapitola 1). Prstanoveni kritické micelarni
koncentrace alkylsird@n sodnych byla pouZita metoda zaloZzend n&temi proudu
prochazejiciho kapilarou v zavislosti na koncentraezidu v roztoku [22]. Na obrazku 4.7 je
znazorgna zavislost Ircmcna pd&tu uhlikia v alkylovémtetézci tenzidu,n, ve fech Gznych
rozpoustdlech — ve vod v zakladnim elektrolytu (25 mM boritanovy pufrpbl 9,00) a
v zakladnim elektrolytu siflavkem 10 % acetonitrilu (v/v). Z grafu je patrmge se
vzrastajicim pdtem uhlika v alkylovémretézci klesa hodnota kritické micelarni koncentrace.
Dale z namstenych dat vyplyva, Ze kritickd micelarni koncen&rge vyssi v zakladnim
elektrolytu s pidavkem acetonitrilu nez v zakladnim elektrolytwz h@idavku organického

modifikatoru.

®m  voda
® BGE
A BGE + 10 % ACN (v/v)

In cmc (mM)
T

Obrazek 4.7: Zavislost Incmcna pc&tu uhliki v alkylovémietézci alkylsiram sodnychp.
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Pro dalSi experimenty nebyl pouzit oktyl- a tetadsiran sodny. Kritickd micelarni
koncentrace oktylsiranu sodného je gom vysoka (143 mM ve vag 88 mM v zakladnim
elektrolytu) a jeho micely nejsou stabilni v rozaiak gidavkem acetonitrilu. Kraftova teplota
pro tetradecylsiran sodny je 36 °C [23] a jelikegilbta Ehem experimentu byla nastavena na
25 °C, dochéazelo dhem analyz k vysrazeni tetradecylsiranu sodnétartoku. Pro dalSi
meieni byly tedy pouzity pouze decyl- a dodecylsiradinsy.

Parametry m” a g rovnice (4.13) byly stanoveny pomoci homologidkéy n-
alkylbenzei. Byly nameieny retetini faktory pro metyl- az pentylbenzen v zakladnim
elektrolytu s 0 — 20 % (v/v) acetonitrilu a s tahgzijejichz koncentrace odpovidala jeden a
pul az trojnasobku hodnoty kritické micelarni konecane. Koncentrace decylsiranu sodného
se tedy pohybovala v rozmezi 30 — 80 mM a dodeeylsi sodného od 5 do 30 mM. Byly
vyhodnoceny zavislosti reté&miho faktoru na koncentraci acetonitrilu a na |dgau
koncentrace micel v zakladnim elektrolytu za vyiutdvnice (4.13). Ziskané parametry
rovnic regrese pro jednotlivé alkylbenzeny v elektiu s decylsiranem sodnym jsou uvedeny

v tabulce 4.1, s dodecylsiranem sodnym v tabulze 4.

Tabulka 4.1: Ziskané parametry rovnice regrese zavislosti dgtido faktoru analytu na koncentraci
decylsiranu sodného a obsahu acetonitrilu v zakta@tektrolytu.

Slou¢enina p s qts m’ + §y R®
Metylbenzen -1,512+0,122 1,122+0,090 1,688+0,352 0,9380
Etylbenzen -0,937 £ 0,048 0,987 + 0,037 2,434 + 0,143 0,9886

Propylbenzen -0,576 £0,053 1,023 +0,039 3,277 +0,154 0,9898
Butylbenzen -0,218 £0,075 1,068 + 0,055 3,994 + 0,217 0,9839
Pentylbenzen 0,250 +0,095 1,019+0,070 4,769+0,275 0,9777

Tabulka 4.2: Ziskané parametry rovnice regrese zavislosti dgiido faktoru analytu na koncentraci
dodecylsiranu sodného a obsahu acetonitrilu v dakta elektrolytu.

Slou¢enina p s qts m’ + §y R®
Metylbenzen -1,105+0,122 0,797 +0,156 0,372+0,605 0,7277
Etylbenzen -0,636 + 0,048 0,801 + 0,061 1,396 + 0,237 0,9397

Propylbenzen -0,185+0,052 0,843 +0,067 2,280+0,260 0,9398
Butylbenzen 0,224 + 0,057 0,855 + 0,072 2,845 + 0,281 0,9393
Pentylbenzen 0,672 +0,065 0,907 +0,084 3,932+0,325 0,9437
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Na obrazku 4.8 je uvedena zavislost gného retetniho faktoru pro pentylbenzen
v zakladnim elektrolytu sifdavkem dodecylsiranu sodného na obsahu acetoni#il
koncentrace micel v roztoku. Vysledky nazmg Ze parametrp” am” rovnice (4.13) silé
zavisi jak na délce alkylovélhtettzce v molekule alkylbenzenu tak na typu pseudostaécni
faze. Oba parametry rostou s rostouci délkou alléfio rettzce a tim se zvySujici se
hydrofobicitou molekuly. Paramety zavisi silji na typu tenzidu a je té#h nezavisly na
testovaném analytu. Nizk4 8mdatna odchylka pro vSechny parametry (s vyjimkou
metylbenzen/SDS/acetonitril) indikuje, Ze rovnicg1l@) miZze adekvat®h popsat retenci

analytu v micelach decyl- a dodecylsiranu sodnéhdirtomnosti acetonitrilu v roztoku.

= -

P >2

o

@ <19
= <15
<

o <111
g <0,7
~ B <03
Q B <01

9§¢ %o

Obrazek 4.8: Zavislost retetniho faktoru pentylbenzenu na koncentraci micel GEBa obsahu
acetonitrilu (v/v).

Pro optimalizaci gradientu pseudostacionarni faygke viybran nejvice se zadrzujici
alkylbenzen — pentylbenzen. Pémparametrum” a q z rovnice (4.14) pro pentylbenzen byl
4,68 pro decylsiran sodny a 4,34 pro dodecylsicamyg Z toho vyplyva, pro kompenzaci
rostouci koncentrace acetonitrilu v po &@doucich frakcich odebiranych v prvni dimentii p
gradientové LC separaci je peba mensSi zema koncentrace micel tenzidu s delSim

alkylovym ftettzcem. To je také v souladu s vysSi zavislosti wetepentylbenzenu v
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elektrolytu s SDS nez v elektrolytu s SDeS (SDeSBS). Ziskané parametm” a q byly
dale pouzity pro navrzeni gradientu pseudostacioraze.

V prvni dimenzi LC separace byla pouzita silikagéldolona s chemicky vazanym
polyethylenglykolem,¢imz bylo dosazeno separace s rozdilnou selektivitgorovnani
s MEKC ve druhé dimenzi a niZSi retence latek opoéni s tradiné pouzivanou kolonou
s oktadecylsilikagelovou stacionarni fazi [13]¢hBm LC separace byl pouzit linearni
gradient se viistajici koncentraci acetonitrilu ve wo@ pgidavkem 0,2 % (v/v) kyseliny
mraverti. Paiateini koncentrace acetonitrilu ve votiéhem 15 minutové analyzy byla 1 % a
konena 30 % (v/v). VSechny testované sleniny eluovaly do 12 min a byly odebirany
frakce po 15 s, coZz bylo ve vysledku 48 frakci qeotu kazdé z nichv; = 100 pl.
Koncentrace acetonitrilu ve frakcich ugtala piblizné o 0,5 % (v/v). Vype¢itana
koncentrace acetonitrilu v posledni frakci byl&ibfizné 20 % (v/v), do vyp&u bylo
zap@itano zpozdéni gradientu a mrtvy objem kolony. Zma koncentrace acetonitrilu ve
sbiranych frakcich z LC byla kompenzovana ve druhitenzi slozenim zakladniho
elektrolytu, kdy byla fipravena série zékladnich elektralyse vzfistajici koncentraci
alkylsiranu sodného. MEKC separace prvni frakce lpybvedena v zakladnim elektrolytu
s koncentraci micel 10 mM, celkova koncentrace Wéeyu sodného v elektrolytu byla
36 mM. Znena koncentrace decylsiranu sodnéhorgimta ke kompenzaci 2my obsahu
koncentrace acetonitrilu v roztoku byla vyftana dle rovnice (4.14), ziskané vysledky pro
decylsiran sodny jsou uvedeny na obr. 4.9. Z tolotw@ézku je patrné Ze v roztoku s 20 %
acetonitrilu (v/v), je koncentrace decylsiranuipbha pro kompenzaci jeho vlivu na separaci
86 mM micel SDeS (skutea koncentrace SDeS by odpovidala 120 mM).

100

Zména «— Cspes
80 - tenzidu

0 0,05 0,10 0,15 0,20

@acn (VIV)

Obrazek 4.9: Zavislost koncentrace decylsiranu sodného na ab&&iIN v BGE (%, V/v).
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Vzrastajici koncentrace tenzidu vede ke zvySovani estikproudu prochazejiciho
kapilarou, ktery mize vyznama prispét k rozSteni migr&nich zon analyi a tim snizit
separani &innost. Proto byla vyuZita ztna tenzidu pouzitého v z&kladnim elektrolytii p
koncentraci 10 % acetonitrilu v odebrané frakci. @t koncentrace pouzivany decylsiran
sodny, jehoz koncentrace z&chto podminek byla 56 mM (29 mM micel), byl nahmaze
31 mM dodecylsiranem sodnym (koncentrace micel 28).nZavislost kritické micelarni
koncentrace dodecylsiranu sodného a koncentraoenétel na obsahu acetonitrilu v roztoku
je uvedena na obrazku 4.10.

100

Obrazek 4.10:Z4vislost koncentrace SDS na obsahu ACN v BGE /(%o v

Smes standaril flavonoidi a fenolickych kyselin byla analyzovana jak za kangich
podminek ve druhé dimenzi (koncentrace decylsirandného v zakladnim elektrolytu
tvoreném 25 mM boritanovym pufrem o pH 9,00 byla 36 nmis® za pouziti gradientu
koncentrace tenzidu ve druhé dimenzi (obrazek 4Z4.1photo zaznamu je patrné, ze doslo
k rozéleni vSech standaiidfenolickych kyselin a flavonoidve sné&si. BEhem separace za
konstantnich podminek ve druhé dimenzi doSlo kposmigra&niho ¢asu pro nkteré

sloweniny (katechin, hesperetin, rutin a naringenin).
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Obrazek 4.11: 2D LC-MEKC analyza standakdfenolickych kyselin a flavonoid s konstantnim
sloZzenim pseudostacionarni faze ve druhé MEKC dim&GE: 25 mM boritanovy pufr o pH 9,00
s 36 mM decylsiranem sodnym (10 mM micel SDeS).diegd Kemenna kapilara 48 (40) cm, 50
pm 1.D., detekni okénko 150 um I.D. N&g 20 kV, teplota 25 °C, detekce 214 a 254 nm. ¥hpr
dimenzi byla pouZita silikagelova kolona s chemicldzanym polyethylenglykolem, mobilni faze
byla tva'ena vodou sifdavkem kyseliny mravein (0,2 % v/v, A) a acetonitrilem (B). Linearni
gradient: 0 min — 1% B, 15 min — 30% B. Teplota°@0 Sk¥r frakci po 15 s. 1 — (-)-epikatechin, 2 —
(+)-katechin, 3 — flavon, 4 — 7-hydroxyflavon, fesperetin, 6 — hesperidin, 7 — kvercetin, 8 -Ar @i

— naringenin, 10 — galov& kyselina, 11 — kavovéekya, 12 — 4-hydroxyfenyloctova kyselina, 13 —
chlorogenové kyselina, 14 — salicylova kyselina-¥6hydroxybenzoové kyselina.

Diky pouziti gradientu koncentraci tenizid/ druhé dimenzi bylo dosaZzeno ®&m

stejnych migranich ¢asi pro dané slateniny v po sob jdoucich frakcich. Zaznam separace
s pouzitim rostouci koncentrace tenzidu v BGE \hdrdimenzi je uveden na obrazku 4.12.

DalSi vyhodou pouziti gradientu koncentraci ten2idMEKC modu bylo dosazeni uzSich

pika, coz miZze byt dano zvysujici se separainnosti v zakladnim elektrolytu se zvy3ujici

se koncentraci pseudostacionarni faze.
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Obrazek 4.12: 2D LC-MEKC analyza standakdfenolickych kyselin a flavonoid s konstantnim
sloZenim pseudostacionarni faze ve druhé MEKC dim&GE: 25 mM boritanovy pufr o pH 9,00
s koncentraci PAL volenou dle obr. 3 a 4. Nepokkigmenna kapilara 48 (40) cm, 50 um I.D.,
detekéni okénko 150 um I.D. N&g 20 kV, teplota 25 °C, detekce 214 a 254 nm. ¥hpdimenzi
byla pouzita silikagelova kolona s chemicky vazarpuotyethylenglykolem, mobilni faze byla ttenma
vodou s pidavkem kyseliny mravei (0,2 % v/v, A) a acetonitrilem (B). Linearni gradt: 0 min —
1% B, 15 min — 30% B. Teplota 40 °C.&lrakci po 15s. 1 — (-)-epikatechin, 2 — (+)-kdi@, 3 —
flavon, 4 — 7-hydroxyflavon, 5 — hesperetin, 6 spexidin, 7 — kvercetin, 8 — rutin, 9 — naringerii,

— galova kyselina, 11 — k&vova kyselina, 12 — 4rbygfenyloctova kyselina, 13 — chlorogenova
kyselina, 14 — salicylova kyselina, 15 — 4-hydrosyboova kyselina.

Uvedeny postup byl aplikovan na analyzu vodnéhawylz k¥ta cerného bezu, ktery
je uveden na obrazku 4.13. V tomto vzorku bylo tdiwovano pit studovanych slaienin
(rutin, naringenin, galova kyselina, kdvova kysaliohlorogenovéa kyselina) na zakigdjich
migratnich¢agi a porovnanim jejich UV spekter se spektry stantlard
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Obrazek 4.13: 2D LC-MEKC analyza vyluhu kita cerného bezu s konstantnim sloZzenim
pseudostacionarni faze ve druhé MEKC dimenzi. BGkR: mM boritanovy pufr o pH 9,00
s koncentraci PAL volenou dle obr. 3 a 4. Nepokkigmenna kapilara 48 (40) cm, 50 um I.D.,
detekéni okénko 150 um I.D. N&g 20 kV, teplota 25 °C, detekce 214 a 254 nm. ¥hpdimenzi
byla pouZita silikagelova kolona s chemicky vazargotyethylenglykolem, mobilni faze byla ttema
vodou s pidavkem kyseliny mravei (0,2 % v/v, A) a acetonitrilem (B). Linearni gradt: 0 min —
1% B, 15 min — 30% B. Teplota 40 °C. &lrakci po 15s. 8 — rutin, 9 — naringenin, 10aloga
kyselina, 11 — kavova kyselina, 13 — chlorogenoygekna.
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4.4 Shrnuti

Tato cast prace je &novana off-line spojeni kapalinové chromatografracpjici
v modu s obracenymi fazemi v prvni dimenzi a micslélektrokinetické chromatografie
v dimenzi druhé. V kapalinové chromatografii bylugd linearni gradient se Jmstajici
koncentraci acetonitrilu v mobilni fazi. Jednotlifrékce odebrané z prvni dimenzeisrmou
koncentraci acetonitrilu byly davkovany do druhgeinze a analyzovany pomoci micelarni
elektrokinetické chromatografie. M@tajici koncentrace acetonitrilu ve vzorku davkeran
do druhé dimenze #pobovala posun migkaich ¢asi analyzovanych latek a rogdvani
pika, jelikoz kritickd micelarni koncentrace tenZide zavisld na obsahu organického
modifikatoru v roztoku a tedyipstejné koncentraci tenzidu v roztoku &niti se hodnet
kritické micelarni koncentrace dochazi keémhkoncentrace micel v roztoku a tim sénn
podminky analyzy. Aby tento efekt byl patém, byl vliv znény obsahu acetonitrilu ve
frakcich z prvni dimenze eliminovan #nmou sloZeni zakladniho elektrolytu ve druhé MEKC
dimenzi (koncentrace a typ tenzidu) tak, aby byigragni okno v MEKC tém¥t konstantni.
Koncentrace decylsiranu sodného pouZzitého pro komgme vlivu acetonitrilu ve vzorku
z prvni dimenze (1 - 20 %, v/v) se pohybovala vmezi 36 — 123 mM a koncentrace
dodecylsiranu sodného byla v rozmezi hodnot 37mBlI Ziskané poznatky byly vyuZity i
pii separaci realného vzorku reprezentovaného vodnjuinem kwti ¢erného bezu.
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Determination of distribution constants of
antioxidants by electrokinetic chromatography

Jana Varovd'?, Laura J. Liimatta?, Petr Cesla® and Susanne K. Wiedmer?*

Abstract: Liposome electrokinetic chromatography and micellar electrokinetic
chromatography were used for studying the lipophilic properties of natural antioxi-
dants, specifically phenolic acids and flavonoids. The employed negatively charged
liposomes were composed of mixtures of 1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycerophosphati-
dylcholine and 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-phosphatidylserine or 1-palmitoyl-2-oleoyl-
sn-glycero-3-phosphatidylglycerol. In micellar electrokinetic chromatography,
sodium dodecyl sulphate micelles were used as the pseudostationary phase. The
retention factors of the studied compounds were determined at pH 7.4. The cor-
responding distribution constants were calculated from the experimentally de-
termined retention factors and the phase ratios of the liposome dispersions and
the micellar system. The distribution constants between the aqueous phase and
the liposomes or micelles were compared with octanol/water partition or distribu-
tion constants of the studied compounds, which were predicted using the ACD/
Labs Percepta Platform—PhysChem Module. Our results indicate that the correla-
tions between the distribution constants of the two tested liposome systems were
much stronger than those between the liposome/micellar systems. The correla-
tions between the n-octanol phase and the liposome phases were similar to that
between n-octanol and the micellar phase. Our data shows that electrokinetic
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chromatography is an efficient method for determining partition coefficients of
compounds, but the type of pseudostationary phase has a clear impact on the
values.

Subjects: Analysis & Pharmaceutical Quality; Analytical Chemistry; Natural Products;
Physical Chemistry

Keywords: antioxidants; distribution constants; electrokinetic chromatography; liposome;
retention factors

1. Introduction

Antioxidants are secondary metabolites of plants, which can protect organisms from the effect of
free radicals. Antioxidants are able to inhibit oxidative damages and to improve the immune func-
tion of organisms (1). In vivo effects of these compounds are dependent on their lipophilicity and
hydrophilicity, which govern membrane and protein interactions. In general, the hydrophobicity or
lipophilicity of compounds can be expressed by the distribution constant between a polar and a non-
polar phase (2). The octanol/water partition coefficient and its logarithm, log P, , are commonly
used for the description of the hydrophobicity or lipophilicity of compounds. These values are also
good descriptors for the characterisation of the relationship between the structure and biological,
pharmacological and ecological effects of the compounds (3). However, for charged (ionised) com-
pounds, it isimportant to consider the distribution constant between n-octanol and a buffer with the
target pH value (4). To get a better understanding of the distribution of compounds between lipo-
philic and hydrophilic phases, micelle or liposome/aqueous partition coefficients, which are depend-
ent on van der Waals and hydrogen donor/acceptor interactions between the compounds and the
lipophilic membrane, can be determined (5).

In this work, we used micellar electrokinetic chromatography (MEKC) and liposome electrokinetic
chromatography (LEKC) for the separation of some antioxidants commonly present in plant mate-
rial. MEKC has been widely employed for the separation of synthetic and natural drugs (6, 7), pro-
teins and peptides (8, 9), oligonucleotides (10), carbohydrates (11, 12) and for the separation of
natural antioxidants (13-16). The advances in developing fundamental aspects and applications of
MEKC have been summarised, e.g. in “Silva 2011 (17)”. LEKC has been known since the mid-90s,
when it was used for characterisation of interactions between lipid bilayers and peptides, or drugs
(18). Later on, Roberts et al. (19) studied the behaviour of liposomes in capillary electrophoresis.
Since then, several papers on LEKC have been published (20-22). Even though liposomes are rather
crude biomimetic models of biological cell membranes, data has shown that LEKC can be used for
predicting the behaviour of compounds in living systems (5, 23, 24).

The anti-atherosclerotic, anti-inflammatory, antitumor, antibacterial, antiviral and antitrombo-
genic effects of natural antioxidants are described in the literature (25-27). Polyphenols, including
flavonoids, are the most common natural antioxidants in the human diet. Flavonoids are divided
into six groups—flavones, flavonoles, flavanoles, flavanones, isoflavones and anthocyanines. The
differences between the groups are given by the varied degree of hydroxylation, methoxylation or
glycosylation. Coumarins and phenolic acids represent the simple phenols. The phenolic acids can
further be divided into two groups based on the structure of cinnamic acid or benzoic acid. In vivo
effects of these compounds are highly dependent on their lipophilicity and hydrophilicity, and there-
fore, in this study, micelle/aqueous phase and liposome/aqueous phase distribution constants of
antioxidants were determined by MEKC and LEKC, respectively. Both the sodium dodecyl sulphate
(SDS) micelles and the employed liposomes were negatively charged. The liposomes comprised of
1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-phosphocholine  (POPC) and 1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-
3-phospho-L-serine (POPS) or 1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol) (POPG). All
lipids chosen have transition temperatures well below room temperature, meaning that the li-
posomes used were in the disordered liquid crystalline phase throughout the study. To our
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knowledge, this is the first time a direct EKC comparison of LEKC and MEKC, using the same volume
of the pseudostationary phase (similar phase ratio), has been done.

2. Materials and methods

2.1. Materials and reagents

1-Palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-phosphocholine (POPC), 1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-fosfo-L-
serine (POPS) and 1-palmitoyl-2-oleyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol (POPG) were purchased from
Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA). The purity of all phospholipids were >99% according to
Avanti Polar Lipids home page (https://avantilipids.com/). The phase transition temperatures of
POPC, POPS and POPG are -2, 14 and —2°C, respectively. The structures of the phospholipids are
shown in the supporting information (SI), Figure S2. SDS, the alkylbenzoates and the standards of the
antioxidants (Figure S3) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Sodium hydrogen
phosphate and thiourea were from Sigma (Darmstadt, Germany) and sodium dihydrogen phosphate
monohydrate and HPLC-grade methanol were purchased from Mallinckrodt Baker (Deventer, The
Netherlands). Methanol was purchased from VWR International (Espoo, Finland) and sodium hy-
droxide from FF-Chemicals (Yli-Ii, Finland). All compounds were used as received.

2.2. Capillary electrophoresis

An Agilent 7100 (Agilent, Palo Alto, CA, USA) capillary electrophoresis instrument equipped with a
diode array detector was used for the LEKC and for the MEKC studies. Uncoated fused-silica capillar-
ies with 50 um 1.D. (360 pm 0.D.) and a total length of 36.5 cm (effective length of 28 cm) were used
throughout the study. When a new capillary was taken into use, it was preconditioned by rinsing
(pressure of 940 mbar) for 15 min with NaOH (0.1 M), for 15 min with Milli-Q water and for 15 min
(MEKC conditions) or 5 min (LEKC conditions) with the background electrolyte (BGE) solution before
the first run. The sample was injected hydrodynamically by applying 50 mbar pressure for 5 s on the
inlet sample vial. The applied voltage was 20 kV, the temperature was 25°C and the detection wave-
length was set at 214 and 254 nm. All capillary zone electrophoresis (CZE) and MEKC experiments
were repeated five times. For LEKC experiments, the total volume of the BGE was only 225 pL (due
to the high cost of phospholipids), and therefore, the LEKC experiments were repeated only three
times.

2.3. Preparation of buffer, liposomes, micelles and antioxidant samples

Phosphate buffer (pH 7.4; ionic strength of 20 mM) was prepared by mixing appropriate amounts of
solutions of sodium hydrogen phosphate and sodium dihydrogen phosphate. The total concentra-
tion of phosphate anion formed was 8.2 mM, and the concentration of sodium cations was 14.1 mM.
The phosphate buffer was filtered through a 0.45 um membrane filter before use. The BGE for MEKC
contained SDS (5.2 mM) in phosphate buffer (pH 7.4; ionic strength of 20 mM). The BGE for LEKC was
prepared from stock solutions of POPC (20 mM), POPS (12.7 mM) and POPG (10 mM) in chloroform
(stored in a freezer) and phosphate buffer (pH 7.4; ionic strength of 20 mM). Appropriate amounts of
the stock solutions of the phospholipids were mixed and evaporated to dryness under a gentle
stream of air. Traces of chloroform were removed by evacuation under 8-100 mbar pressure for
20 h. The lipid film was hydrated with phosphate buffer and shaken at 1,000 rpm for 60 min at 60°C.
The liposome dispersion was extruded 19 times through a Nucleopore Track-Etch membrane
(Whatman, Maidstone, UK) with a pore size of 100 nm. The total concentrations of the liposome
dispersions, i.e. POPC/POPS (80:20, mol%) and POPC/POPG (80:20, mol%), were 4 mM, which were
further diluted to 0.5 mM with phosphate buffer for LEKC analyses.

The concentration of the stock solution of each antioxidant compound was 1 g/L in methanol. The
concentration of the antioxidants injected for analyses was 25 mg/L in Milli-Q water, except for mor-
in, biochanin A, esculin, isoquercitrin, luteolin and myricetin, which were of 50 mg/L in water/metha-
nol 3:1 (v/v). Thiourea (0.5 mM solution in phosphate buffer) was used as a marker of the
electroosmotic flow (EOF).
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2.3.1. Calculation of retention factors and determination of distribution constants

A description of the determination of the retention factors is given in the supporting information (SI).
The effective mobilities of the micelles and the liposomes were determined using an iterative proce-
dure, utilising a series of alkylbenzoate homologues (methylbenzoate to hexylbenzoate) (28, 29).
The scheme of the iterative procedure is shown in the supporting information (Figure S1). The distri-
bution constants of the compounds were calculated from the retention factors. The equations and
details about the calculations are given in the supporting information.

3. Results and discussion

3.1. Determination of the electrophoretic mobility of liposomes and micelles

Determination of the electrophoretic mobilities of the liposomes and micelles is necessary for calcu-
lating the retention factors of the compounds in LEKC and MEKC. The iterative procedure using a
homologous series of alkylbenzoates (C1-C6) was used for the determination of the electrophoretic
mobility of the liposomes comprising POPC/POPS or POPC/POPG and for the SDS micelles. The mobil-
ity of 80:20 mol% POPC/POPS liposomes with a concentration of 0.5 mM in phosphate buffer (pH 7.4,
20 mM ionic strength) was —4.18 X 10® m? V! s71. The electrophoretic mobility of 80:20 mol% POPC/
POPG liposomes was —4.33 X 108 m? V- s7%. These values are rather similar to the values previously
obtained for liposomes and lipid emulsions, i.e. Intralipid® and ClinOleic® (24, 30-32).

The electrophoretic mobility of the SDS micelles was —4.57 x 108 m? V-1 s71, which is in good agree-
ment with previously published values (33, 34). Both liposomes and SDS micelles have an overall
negative surface charge, but the smaller size of SDS micelles in comparison with the liposomes ex-
plains the higher mobility of the SDS micelles.

3.2. Determination of the distribution constants of natural antioxidants

The distribution constants between the phosphate buffer (pH 7.4, ionic strength of 20 mM) and the
liposomes, i.e. 80:20 mol% POPC/POPS or 80:20 mol% POPS/POPG, or the SDS micelles were deter-
mined from the effective electrophoretic mobilities of the flavonoids and phenolic acids measured
under CZE, LEKC and MEKC conditions. Typical electropherograms under CE (CZE) and LEKC condi-
tions are shown in Figure S4. The obtained values were compared with the values of octanol/aque-
ous distribution constants. The values of log D, ,, were used for ionised compounds and log P_,,
values for neutral compounds (flavone, (+)-catechin). Log D,,,, and log P, values were predicted
using the ACD/Labs Percepta Platform—PhysChem Module and the pK_ values were predicted using
Advanced Chemistry Development (ACD/Labs) Software V11.02 (©1994-2015 ACD/Labs). The values
are listed in Table 1.

3.3. Comparison of the distribution constants with log D, or log P, values

The degree of ion dissociation and the experimentally determined distribution constants for the
phenolic acids and flavonoids using MEKC and LEKC are also listed in Table 1. The correlation be-
tween the obtained log K, (POPC/POPS) values and the predicted log D, /log P, values is shown in
Figure 1(A). There are two groups of studied compounds presented in the graph; group I represents
the phenolic acids, the flavonoid glycosides (esculin, rutin and isoquercitrin) and 4-hydroxycou-
marin; group II represents the rest of the compounds, except for hesperidin, naringin and 4-hydroxy-
benzoic acid. Hesperidin and naringin belong to the group of flavonoid glycosides (flavanones), and
they did not interact with the POPC/POPS liposomes under the selected experimental conditions (the
retention factors were equal to zero). The reason for this could be due to the very low hydrophobicity
of the compounds, indicated by their log D, , values of ~0.26 for hesperidin and ~0.05 for naringin.
This polar character in combination with their very bulky structures can at least partly explain the
lack of interactions with the POPC/POPS liposomes.

In the following step, the interactions between the compounds and 80:20 mol% POPC/POPG li-
posomes were studied. The obtained log K, (POPC/POPG) values were compared with the predicted

octanol/aqueous distribution constants. The correlation between the liposome (POPC/POPG)/
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Table 1. Values of pKa, log D,,,, ,, log P, and experimentally determined distribution constants
(log K,) of phenolic acids and flavonoids
Group | Compound | No. pKa a (%) logD,,,, | logK, | logK, | logkK,
orlogP, | (POPC/ | (POPC/ | (SDS)
POPS) POPG)
Benzoic Gallic acid 1 4.33+0.10 | 99.92+0.02 -2.30 1.19 1.37 2.30
acid 4-Hydroxy- 2 | 4574010 | 99.860.03 | -1.15 - 2.13 221
benzoic acid
Protocat- 3 4.45%0.10 | 99.90+0.02 -1.86 2.07 1.14 1.97
echuic acid
Salicylic acid 4 3.01£0.10 | 100.0+0.0 -0.77 2.20 2.54 2.68
Syringic acid 5 4.33+0.10 | 99.92+0.02 -1.63 1.76 1.85 2.32
Vanillic acid 6 4.45%0.10 | 99.90+0.02 -1.46 2.20 1.69 2.34
Cinnamic | Caffeic acid 7 | 458+0.10 | 99.86+0.03 -1.74 0.65 - 2.18
acid Chlorogenic 8 |391+050 | 99.95+004 | -3.91 2.48 2.49 1.98
acid
Ferulic acid 9 4.58+0.10 | 99.86+0.03 -1.38 1.29 0.79 2.33
p-Coumaric 10 | 4.65%0.10 | 99.83 +0.04 -1.32 1.05 1.74 2.22
acid
Sinapic acid 11 | 453+0.10 | 99.87 +0.03 -2.02 1.39 1.86 2.42
Flavanol | (+)-Catechin 12 | 9.54£0.10 0.8£0.2 0.49? 2.43 2.22 -4
(-)-Epicat- 13 | 9.54%0.10 0.8£0.2 0.56° 2.57 2.50 -4
echin
Flavone 7-Hydroxyfla- | 14 | 7.02£0.40 | 69.0+17.9 2.76 3.15 3.42 3.10
von
Biochanin A 15 | 650+0.20 | 889*43 1.97 4.12 4.62 3.25
Flavone 16 -1 -1 3.56% 3.40 3.47 =4
Isoquercitrin 17 | 617040 | 93.0+49 -1.19 2.46 2.20 2.45
Luteolin 18 | 6.50+0.40 | 86.6+9.0 1.12 3.96 3.72 3.00
Rutin 19 | 6.17+0.40 | 93.0%+49 -1.75 1.88 0.71 2.59
Flavonol Kaempferol 20 | 634+040 | 90.2+6.8 0.81 3.97 3.20 311
Morin 21 | 630+0.40 | 90.9+6.3 0.34 2.88 1.81 2.41
Myricetin 22 6.30£0.40 | 90.9£6.3 0.26 3.45 3.61 2.65
Quercetin 23 | 631+040 | 90.7+6.4 0.58 4.19 4.30 -
Flavanone | Hesperetin 24 | 749040 | 47.7£215 2.25 3.39 3.65 2.60
Hesperidin 25 | 715+£0.40 | 63.4119.7 -0.26 ~ — =4
Naringenin 26 | 7.52+0.40 | 4631124 2.22 3.79 3.77 2.60
Naringin 27 | 7.17+0.40 | 625+199 -0.05 -4 - -
Coumarin | 4-Hydroxy- 28 | 450+£1.00 | 99.4%06 -1.72 1.78 1.46 2.29
coumarin
6,7-Dihy- 29 | 8.60+1.00 | 20.8%£20.1 1.30 3.40 2.41 2.23
droxycouma-
rin
Esculin 30 | 7.00£0.20 | 72.4%89 -1.92 2.47 1.55 2.09

INon-ionisable groups.

2log P,

olw

values are shown for uncharged compounds.

3A very small charge was observed, because the compound could be separated under CZE conditions (see

supplementary information).

“The compounds do not interact with the micelles or liposomes.
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Figure 1. (A) Correlation
between log K, (POPC/
POPS) values and log DpH
,./'0g Po, and (B) correlation
between log K, (POPC/POPG)
valuesand logD,,,, /log P .
Compounds: (1) gallic acid;

(3) protocatechuic acid; (&)
salicylic acid; (5) syringic acid;
(6) vanillic acid; (7) caffeic acid;
(8) chlorogenic acid; (9) ferulic
acid; (10) p-coumaric acid; (11)
sinapic acid; (12) (+)-catechin;
(13) (-)-epicatechin; (14)
7-hydroxyflavon; (15)
biochanin A; (16) flavone;

(17) isoquercitrin; (18)

luteolin; (19) rutin; (20)
kaempferol; (21) morin; (22)
myricetin; (23) quercetin; (24)
hesperetin; (26) naringenin;
(28) 4-hydroxycoumarin; (29)
6,7-dihydroxycoumarin; (30)
esculin. Data was evaluated
using program Statistica 12
and graphical program Origin 9.
Running conditions: uncoated
fused-silica capillary (50 pum
1.D./360 um O.D, I, , = 36.5 cm,
l,.. = 28.0 cm); BGE: 0.5 mM
80/20 mol% POPC/POPS (A)

or 0.5 mM 80/20 mol% POPC/
POPG (B) in phosphate buffer at
pH 7.4 (I = 20 mM); separation
voltage + 20 kV; capillary
cassette temperature 25°C;
sample injection 50 mbar/5 s;
UV detection at 214 and

254 nm; 0.5 mM thiourea was
used as an EOF mobility marker.

-14
2] y=0.3917x + 2.7137

1 R’ =0.4907
34
| A - POPC/POPS

Pearson’s correlation
-4 4

log K, (POPC/POPS)

coefficient = 0.7143

'5 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5
log P, /log Dp

o/w H7.4

414

-2 y = 0.4348x + 2.5527
1 R’ =0.5304

Pearson’s correlation

coefficient = 0.7406

log K, (POPC/POPG)

34

-4

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

log P, /log Dp

H7.4

aqueous and octanol/aqueous distribution constants is shown in Figure 1(B). Similarly, to the POPC/
POPS liposomes, the compounds are divided into two groups. Phenolic acids (excepted for caffeic
acid), glycosylated flavonoids and 4-hydroxycoumarin are clustered in group III, whereas the agly-
cones of flavonoids (except for hesperidin and naringin) are clustered in group IV. The groups III and
IV generally correspond to groups I and II presented in Figure 1(A). Due to negligible interactions
with the liposomes, the retention factors of caffeic acid, hesperidin and naringin were equal to zero.

The positive slope of the regression line in Figure 1 indicates that the antioxidants prefer to inter-
act with the hydrophobic phospholipid membrane. The polar compounds (group I in Figure 1(A) and
group III in Figure 1(B)) are only weakly retained in both liposome systems, with the slope of the
correlation line being higher for the POPC/POPG liposomes. According to the data presented in Table
1, higher log K, values were observed for some phenolic acids (i.e. gallic acid, 4-hydroxybenzoic acid,
p-coumaric acid and sinapic acid) when comparing POPC/POPG liposomes with POPC/POPS li-
posomes. This clearly indicates selective interactions between some of the compounds and the po-
lar head groups of the lipids. Even though both phospholipids, i.e. POPG and POPS, have an overall
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Figure 2. Correlation between
log K, (POPC/POPG) values and
log K, (POPC/POPS) values. The
numbering of the compounds
and the running conditions are
the same as in Figure 1.

negative surface charge, the polar parts of the molecules are dissimilar. POPS has two negatively
charged functional groups and one neutralising positively charged group, whereas POPG only con-
tains one negatively charged phosphate group. The 1,2-diol presented in POPG can also specifically
interact with the aforementioned compounds.

3.4. Correlation of experimental and predicted distribution constants

For detailed characterisation of the correlation between the log K, data, the Pearson’s correlation
coefficient, r, was used. Pearson’s correlation coefficient is one of the most important and most
commonly used parameters for measuring the strength of a correlation between two continuous
random variables. Pearson’s correlation coefficient is expected from N pairs of values—the correla-
tion pairs of the measured N individuals randomly selected from the population. Pearson’s correla-
tion coefficient determined for the POPC/POPS liposomes vs log P, /log D, was 0.714 (R? = 0.491)
and for the POPC/POPG liposomes vs log P, /log D ., , the positive correlation was 0.740 (R? = 0.530).
The values of the Pearson’s correlation coefficients are in the range of 0.7-0.8, which is typical for
strong correlation between studied variables. The Pearson’s correlation coefficient was even higher
(r=0.874, N =25, p < 0.05) for the correlation between log K, (POPC/POPS) and log K, (POPC/POPG),
shown in Figure 2. This demonstrates that the positive correlation between the two liposome sys-
tems is stronger than between the log K, values obtained using the liposome systems and the pre-
dicted log P, /log D ,,, , values.

The pseudostationary phase in MEKC comprised 5.2 mM of SDS. The cmc of SDS was determined
using a CE instrument for measuring the current as a function of increasing SDS concentration in a
capillary filled with a BGE containing SDS (35). The cmc value of SDS in phosphate buffer (pH 7.4,
I=20 mM) was 4.1 £ 0.2 mM. This means that the BGE employed in this work (comprising 5.2 mM
SDS), contained both SDS micelles (with the micelle concentration 1.1 mM) and free SDS unimers.
The concentration of the pseudostationary phase was selected to provide the same phase ratio in
the LEKC and MEKC analyses. Interactions between (+)-catechin, (-)-epicatechin, flavone, quercitrin,
hesperidin or naringin and SDS micelles were not observed in the MEKC analyses. The correlation
between the logarithms of micelle/aqueous phase distribution constants and the log P, /log Dyyrs
values is shown in Figure 3. The corresponding data is presented in Table 1. Group V is formed by the

5 —_
e15
023
41 22 26
_ 4 %83
g 020
© 3
&
&)
S
& 24
(]
gﬁ 10 0.9897x - 0.1584
Q0 y=0. x - 0.
S
=14 o3 R?=0.7543
9 o 19 Pearson’s correlation
coefficient = 0.8742
0 T T T T T T T T ! 1
0 1 2 3 4 5

log K, (POPC/POPS)
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Figure 3. Correlations between
log K, (SDS) values and log

P, /logD . values. The
numbering of the compounds
is the same as in Figure 1.
Running conditions: uncoated
fused-silica capillary (50 um
1.D./360 um O.D,, [, = 36.5 cm,
l,.. = 28.0 cm); BGE: 5.2 mM SDS
in phosphate buffer at pH 7.4
(I = 20 mM); separation voltage
+20 kV; capillary cassette
temperature 25°C; sample
injection 50 mbar/5 s; UV
detection at 214 and 254 nm;
0.5 mM thiourea was used as
an EOF mobility marker.

......

log K, (SDS)

-2 y = 0.1481x + 2.5519
1 R’ =0.5247

Pearson’s correlation

coefficient = 0.7385

4 3 2 4 o0 1 2 3 4
log Pa i /log me. P

phenolic acids and flavonoid glycosides, and group VI represents the flavonoids. In comparison with
the LEKC systems, the positive slope of the correlation line is lower, indicating that the less polar
compounds interact more strongly with the phospholipid membrane than with the SDS micelles. The
correlation between log K, (SDS) and log P, /log D, ,, represented by Pearson’s correlation coeffi-
cient (r=0.739, N = 24, p < 0.05), is however similar to the values obtained for POPC/POPS and POPC/
POPG liposome dispersions.

3.5. Comparison of the distribution constants in LEKC and MEKC

In order to compare the LEKC and MEKC separation systems and for characterisation of the distribu-
tion equilibria, the correlations between the constants determined for the SDS micelles and for the
liposomes were constructed. The correlation between log K, (SDS) and log K, (POPC/POPS) is pre-
sented in Figure 4(A), and the correlation between log K, (SDS) and log K, (POPC/POPG) is shown in
Figure 4(B). Both systems provided similar positive slopes of regression lines with slightly better cor-
relation of SDS with POPC/POPG, indicated by a slightly higher Pearson’s correlation coefficient (0.716
for SDS-POPC/POPG compared to 0.661 for SDS-POPC/POPS). Micelles of SDS are negatively charged
as well as the liposomes of POPC/POPG and POPC/POPS. However, at this stage, we are not able to
comment on the reason why the Pearson’s correlation coefficient between SDS-POPC/POPG is higher
than between SDS-POPC/POPS. The primary amino group presented in POPS could make a difference.
The significant correlation of distribution constants by MEKC and LEKC suggests that the partition
equilibria in SDS micelles can be used as a rough model for characterising the interaction of com-
pounds with phospholipid membranes.
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Figure 4. Correlations between
(A) log K, (SDS) values and

log K, (POPC/POPS); and (B)
log K, (SDS) and log K, (POPC/
POPG). The numbering of the
compounds is the same as in
Figure 1. Running conditions
were as in Figures 1 and 3.

(A) 51
4
a 20 @ 15
72)
2 3- 104 *14 813
~ 11 o 17 e
& 7 1000 F—wc® 21 4 26
¥ 2 CFR KUY
y =0.2274x + 1.9193
R’ =0.4095
14 Pearson’s correlation
coefficient = 0.6606
1 2 3 4 5
log KD (POPC/POPS)
B) 5-
4
—~ 20
g .. o e 14 e 15
2
ga
%0 ., ° 28.2
) 2 ®3 730 [ ]
y = 0.2385x + 1.9264
14 R’ =0.4897
Pearson’s correlation
coefficient = 0.7162

T2 3 4 s
log K, (POPC/POPG)

4. Conclusions

In this work, liposome/aqueous and micellar/aqueous phase distribution constants of natural anti-
oxidants were determined using LEKC and MEKC. Liposomes comprising 80:20 mol% POPC/POPS or
80:20 mol% POPC/POPG were used as the pseudostationary phase in LEKC, and SDS micelles were
used in MEKC. In order to compare the distribution constants obtained by LEKC and MEKC, pseu-
dostationary phases of similar phase ratios were utilised. The distribution constants were calculated
from the phase ratio and the retention factors, and the K, values were compared with predicted
values of octanol/aqueous phase distribution constants of the selected antioxidants. The results
show that the distribution constants of phenolic acids and flavonoid glycosides are, in general, lower
than the distribution constants of the flavonoids. Obviously, the type of polar head groups in the
phospholipids or surfactants has a considerable effect on the distribution constants of the phenolic
acids and flavonoids. The data indicated a stronger positive correlation between the two studied li-
posome systems than between the liposome/SDS systems.
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Summary

Micellar electrokinetic chromatography was used in
this work for separation of selected antioxidants. The
critical micellar concentration of homologous series of
sodium alkyl sulfates and migration time of their micelles
were determined. The effects of pH of background
electrolyte, concentration of surfactants and organic
modifier on the separation selectivity of flavonoids and
phenolic acids were studied.

1. Introduction

Micellar electrokinetic capillary chromatography
(MEKC) is a mode of capillary electrophoresis, which
combines principles of liquid chromatography and
capillary zone electrophoresis. Neutral molecules as well
as charged ions can be separated by this technique,
including pharmaceuticals, environmental pollutants, cell
cultures, biological fluids and substances in food' ™.

For the process of MEKC, the presence of surfactant
micelles in background electrolyte is essential. The
micelles are formed if the concentration of surfactant in
solution is higher than the critical micelle concentration®.
The critical micelle concentrations (cmc) of the sodium
alkyl sulfate surfactants were determined in water, borate
buffer (25 mmol L™, pH 9.30) and buffer with addition of
acetonitrile (5-20 %; v/v). Besides of the effect of length
of alkyl chain and of the surfactant concentration in
background electrolyte on the separation selectivity of
natural antioxidants, the effect of organic modifier
acetonitrile was investigated, too. In this work, sodium
decyl sulfate and sodium dodecyl sulfate were used for the
separation of selected flavonoids and phenolic acids. The
MEKC separation of antioxidants was compared to the
CZE separation in the same buffer without surfactants.
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2. Experimental

Sodium decyl sulfate and sodium dodecyl sulfate,
selected antioxidants  ((—)-epicatechin, (+)-catechin,
4-hydroxyphenylacetic acid, 7-hydroxyflavone, caffeic

acid, flavone, gallic acid, hesperetin, hesperidin,
chlorogenic acid, naringenin, p-hydroxybenzoic acid,
quercetin, rutin, salicylic acid) and alkylbenzenes
(methylbenzene, ethylbenzene, propylbenzene,

butylbenzene, pentylbenzene) were obtained from Sigma-
Aldrich (Steinheim, Germany). Sodium tetraborate and
boric acid were purchased from Fluka (Buchs,
Switzerland), thiourea from LachNer (Brno, Czech
Republic) and methanol from J. T. BAKER (Deventer,
Netherlands).

All experiments were carried out using capillary
electrophoresis Agilent *°CE (Palo Alto, CA, USA) in
fused-silica capillary (non-coated, 48 cm total length,
40 cm effective length, 50 um i.d.) and voltage 20 kV was
applied. Detection wavelength was set at 254 nm.
Separation capillary was preconditioned by flushing with
electrolyte for 2 min before the analysis. The samples were
injected by applying 50 mBar pressure on the inlet sample
vial for 5 s.

The stock solutions of antioxidants were prepared in
methanol (0.5 g L") and for separation the samples were
diluted by water to the final concentration of 10 mg L.

The critical micelle concentration was determined by
the method based on the measurement of the background
electrolyte current’ and by the computational method using
the retention model®, where the migration time of the
micelles was obtained using iterative process of migration
times of homological series of alkylbenzenes’.
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Fig. 1. The values of critical micelle concentration of sodium
decyl-, dodecyl- and tetradecyl sulfate in electrolyte with con-
centration of acetonitrile 5-20 % (v/v)
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Fig. 2. Separation of the mixture of antioxidants in 25 mmol L™ borate background electrolyte pH 7.19; 8.10 and 9.30

10 5
8 A) 39.09 mmol.I"! sodium decyl sulfate
11
8 4
7
6 3 5
1
mAU L\ 2 12
4 1 2 15
1 13
10
N LM'{:J__
ot v
o] T T T T T T T 1
2 4 6 8 10 12 14 16
t (min)
-2 4
10 4
8 4+ B)78.18 mmol.I" sodium decyl sulfate
g J /11
6
2
mAU \14 12 7
5
4 15
1 10 13 6
2 4
o
0 : . . : . . , . . .
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
) t (min)

Fig. 3. Separation of mixture of antioxidants in 25 mmol L™ borate background electrolyte pH 9.30. Non-coated 48 (40) cm fused
silica capillary, 50 um i.d., applied voltage 20 kV, temperature 25 °C. 1: (-)-epicatechin, 2: (+)-catechin, 3: rutin, 4: hesperetin, 5:

naringenin, 6: 4 hydroxyphenylacetic acid, 7: chlorogenic acid, 8: 7-hydroxyflavone, 9:

salicylic acid, 10: quercetin, 11:

p-hydroxybenzoic acid, 12: caffeic acid, 13: gallic acid, 14: flavone, 15: salicylic acid
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3. Results and discussion

The values of critical micelle concentrations of
sodium alkyl sulfate surfactants were determined by the
two methods. The measured values are presented in the
Fig. 1. The critical micelle concentration decreases with
increasing length of the alkyl chain in the surfactant
molecules and increases with increasing concentration of
acetonitrile in the background electrolyte.

First, the separation of selected antioxidants was
carried out in background electrolyte without the
surfactants. The pH of electrolyte was changed in the
range of 6.89-9.30.

Separation of the selected antioxidants using different
pH of BGE is presented in the Fig. 2. As can be seen from
this figure, the increasing value of pH improves the
separation selectivity and at pH 9.30, the best separation of
flavonoids and phenolic acids was obtained.

The MEKC separation of the mixture of antioxidants
in background electrolyte with addition of 0-20 % (v/v)
acetonitrile is presented in Fig. 3. The separation time
increases both with increasing concentration of sodium
alkyl sulfate and with increased concentration of
acetonitrile in background electrolyte.

4. Conclusions

Influence of working conditions on the separation of
selected antioxidants was studied. The critical micelle
concentrations of homologous series of sodium alkyl
sulfates were determined by the methods (i) based on the
measurement of BGE current and (i7) based on the
retention model. The critical micelle concentration
decreases with increasing number of carbons in the alkyl
chain and increases with increasing concentration of
acetonitrile in BGE.
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Separations of the mixture of phenolic acids and
flavonoids were carried out in BGE with pH in the range
6.89-9.30 and with different type and concentration of
sodium alkyl sulfates and concentration of acetonitrile.
Separation time, retention factors of analytes and width of
the migration window can be manipulated by using sodium
alkyl sulfates with different length of the alkyl chains in
their molecules and by varying of the concentration of
acetonitrile.
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Chapter 8

Characterization of Sambucus nigra L.
Infusions Using Capillary Electrophoresis and
Liquid Chromatography-Tandem
Mass Spectrometry

Petr Cesla,* Petra Dinisova, Jana Vaiiova, Lenka Ceslova,
and Jan Fischer

Department of Analytical Chemistry, Faculty of Chemical Technology,
University of Pardubice, Pardubice, Czech Republic
*E-mail: Petr.Cesla@upce.cz.

Herbs, herbal teas and infusions are widely used as natural
medicines with important biological effects caused by the
presence of plant metabolites. One of the major groups of
such compounds are polyphenolic compounds including both
phenolic acids and flavonoidic natural antioxidants.  For
separation and determination of the content of (poly)phenolic
compounds in herb samples, the liquid chromatographic
method (based on a reversed-phase system employing columns
packed with porous shell particles coupled to the tandem mass
spectrometry) and the capillary electrophoretic method have
been developed. The utility of both methods for characterization
and quantification of polyphenolic compounds is demonstrated
on Sambucus nigra L. infusion samples. The quantitative
parameters, i.e. the sensitivity, repeatability and linearity of
calibrations, limits of detection and the correlation between
the concentrations of polyphenolic compounds determined
using both methods are compared in this work with the aim of
providing a tool for the comprehensive characterization of the
herbal infusion samples.
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Introduction

In recent years, there is increased interest in the analysis of wild plants rich in
polyphenolic compounds due to their possible beneficial effects on human health.
Some flowers from wild species such as Sambucus nigra L. have been traditionally
used for medicinal applications. Due to their diaphoretic properties infusions
prepared from the inflorescences of Sambucus nigra L. have been used to treat
the symptoms of influenza, colds and sinusitis (/). Further, the infusion, poultices
or ointments prepared from elderflower can be used for treatment of skin injuries,
diabetic wounds or as a blood cleanser (2).

The main constituents reported for elder species are phenolic compounds,
triterpenes, essential oils (3) and other compounds such as acyl spermidines
(7). Phenolic compounds (also often known as polyphenols) are secondary
metabolites synthesized in the plants depending on their development stages. The
main classes of phenolic compounds are phenolic acids and flavonoids, which are
very often present in the plant material in the glycosylated form. Due to their
health benefits, the analytical techniques for the characterization and quantitation
of these compounds are required in order to support the steady progress of
the medicinal sciences. As the herb infusions are usually complex mixtures
containing tens of compounds, the methods possessing high peak capacities are
usually required for their analysis.

For the separation and quantification of phenolic compounds in complex
samples such as herbal extracts and infusions, reversed-phase liquid
chromatography (RP-LC) is a widely used technique (/, 3—/3). The mobile
phase usually consists of an aqueous solution of acetonitrile or methanol with the
addition of formic or acetic acid for suppressing the dissociation of the phenolic
acids in acidic pH. Octadecyl silica gel columns are used in almost all cases for
the separation of polyphenols in herbs, however other special stationary phases
were also tested, e.g. poly-(carboxylic acid)-coated silica phase, which is stable
in low pH and can be used for the fast separation of flavonoids (4). Recently, the
RP-LC method for determination of polyphenols in elderflower samples on-line
coupled with the assay for determination of their antioxidant capacity have been
introduced (/4).

The polyphenolic profile of the Sambucus nigra L. strongly depends on the
genotype, the place of origin (including altitudinal variations) and processing
conditions (2, 5, 6). Usually, water infusions, hydromethanolic or hydroethanolic
extracts of elderflower are used for quantitative analysis of phenolic compounds.
The common extraction techniques like maceration and Soxhlet extraction are
time consuming and, consequently, in recent years an effort has been made to
develop faster extraction procedures. The comparison of different extraction
techniques with the accelerated solvent extraction was performed for rutin and
isoquercitrin (7) and other flavonoids glycosides and anthocyanins (5). The
application of the accelerated extraction techniques improved the total extraction
time more than ten times in comparison with the maceration technique. The
method suitable for decreasing the extraction time of preparation of extracts from
elder is pressurized liquid extraction (8).
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Besides the RP-LC, spectroscopic techniques (3, /5) and various modes
of capillary electrophoresis (capillary zone electrophoresis, isotachophoresis,
micellar electrokinetic chromatography) can be used for the quantitative
analysis of the phenolic compounds (3, 9, 16-18). Recently, the benefits of
two-dimensional separation techniques have been recognized for the analysis
of polyphenolic compounds of herbs.  Thus the two-dimensional liquid
chromatography based either on the combination of reversed-phase systems
(19, 20) or on the combination of hydrophilic interaction chromatography with
reversed-phase system (2/, 22) is suitable for characterization of the profile
of polyphenolic compounds. The application of capillary electrophoresis in a
two-dimensional system with liquid chromatography (23) can further improve the
overall peak capacity yielding better separation of the polyphenols.

Quantitative determination of polyphenols presented in herb extracts and
infusions performed using different methods should ideally provide the same
results. In this work we have therefore focused on the comparison of quantitative
parameters of the two most widely applied methods, i.e. reversed-phase
liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry and capillary
electrophoresis. Both optimized methods were used for the characterization and
determination of the 18 physiologically most important polyphenolic compounds
in three Sambucus nigra L. infusion samples.

Materials and Methods
Chemicals

Standards of phenolic acids (caffeic, chlorogenic, cryptochlorogenic,
ferulic, gallic, neochlorogenic, p-hydroxybenzoic, p-coumaric), flavonoid
aglycones (hesperetin, kaempferol, naringenin, quercetin) and glycosides
(hesperidin, isoquercitrin, kaempferol-3-O-rutinoside, rutin) were purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), as well as the chemicals for
the preparation of mobile phases (methanol, LC/MS purity) and background
electrolyte components (boric acid, sodium tetraborate). Standards of
isorhamnetin-3-O-glucoside and isorhamnetin-3-O-rutinoside were obtained
from Extrasynthese (Genay, France). Background electrolyte additives
sodium decyl sulfate, B-cyclodextrin, heptakis(6-O-sulfo)-b-cyclodextrin and
heptakis(2,6-di-O-methyl)-B-cyclodextrin were also from Sigma-Aldrich.
Deionized ultra-pure water with conductivity of 0.055 pS/cm was prepared by
Ultra CLEAR UV apparatus (SG, Hamburg, Germany). Formic acid, sodium
hydroxide and thiourea were purchased from LachNer (Neratovice, Czech
Republic).

Sample Preparation

The three series of samples of Sambucus nigra L. infusions were used for the
analyses. At first series, the five infusions were prepared using five elderflower tea
bags, obtained in a local store. The weight of each bags was 1.6804 g, 1.6277 g,
1.6600 g, 1.6102 g and 1.6803 g, respectively. The second series of infusions was
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prepared by homogenization of 20 tea bags (from the same brand like in the first
series) and by weighting the elderflower samples. The samples weighted 1.6009
g, 1.6007 g, 1.6074 g, 1.6096 g and 1.6022 g, respectively. The third series of
infusions was prepared from the dried inflorescence of wild-growing Sambucus
nigra L. plant, collected in Veltruby, Czech Republic (location 50° 4.3219° N, 15°
10.8356” E) on June 2013. The samples weighted 1.6076 g, 1.6072 g, 1.6176
g, 1.6218 g and 1.6024 g, respectively. The sample infusions were prepared by
keeping the bags or inflorescence samples in 200 mL of 95 °C hot water for 5 min
and cooling to the laboratory temperature. Before injection, the infusions were
filtered using Millipore 0.45 um polytetrafluoroethylene syringe filter (Bedford,
MA, USA).

Capillary Electrophoresis Method

Electrophoretic analyses with micellar electrokinetic chromatography were
performed using an Agilent CE 7100 capillary electrophoresis instrument
(Agilent, Palo Alto, CA, USA). Fused silica capillaries were used, 50 pm i.d., 48
cm total length, 40 cm to the detector with 150 um extended light path cell (also
obtained from Agilent). Before the first use, new capillaries were preconditioned
by rinsing with 0.5 mol/L sodium hydroxide following by ultra-pure water for
10 min each. The analyses were carried out in background electrolyte (BGE)
consisted of 25 mmol/L borate buffer pH 9.3 with the addition of 36 mmol/L
sodium decyl sulfate. The pH of the BGE was adjusted using Metrohm 827
laboratory pH meter equipped with Unitrode electrode (Metrohm, Herisau,
Switzerland), calibrated using Metrohm standard buffer solutions, pH 7.00 and
9.00. The temperature of the capillary was 25 °C and applied voltage was 20 kV.
The samples were introduced into the separation capillary hydrodynamically by
applying overpressure of 100 mBar for 10 s at the inlet sample vial. The detection
wavelengths of the CE instrument were set to 214, 254 and 280 nm.

Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry Method

The elderflower infusions were analyzed using a Shimadzu modular liquid
chromatograph consisting of two LC-20ADXR pumps, DGU-5 degassing unit,
SIL-20ADXR autosampler, SPD-20A UV detector (all Shimadzu, Kyoto, Japan)
and LCO-102 column thermostat (ECOM, Prague, Czech Republic) coupled with
QTRAP 4500 mass spectrometer operated in electrospray mode (AB SCIEX,
Framingham, MA, USA). The tandem mass spectrometric (MS/MS) detection
in multiple reactions monitoring mode (MRM) was used for the quantitative
analysis. The detection conditions i.e. the MRM transitions, declustering
potential, collision energy and collision cell exit potential were optimized for
all compounds using direct infusion of the standards into the mass spectrometer.
The optimal parameters used for quantitative analysis are indicated in the Table I.
Other settings of the ionization source common to all compounds were as follows:
curtain gas 25, collision gas — medium, ion spray voltage -4500 V, temperature
400 °C, ion source gases 50/60, entrance potential -10 V.
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Figure 1. Separation of the elderflower infusion. Liquid chromatography (A)
Ascentis Express C18 column (150 x 3.0 mm, 2.7 um porous shell particles),
gradient elution of methanol/water with 0.1 % (v/v) formic acid, 0.5 mL/min, 30
°C. Capillary electrophoresis (B) capillary 48(40) cm x 50 um i.d. with 150 um
light path cell, 25 mmol/L borate buffer pH 9.3 with 36 mmol/L sodium decyl
sulfate, 20 kV, 25 °C. For other experimental conditions, see Materials and
Methods.

In this work, several columns were tested for the separation of (poly)phenolic
compounds. Thus Zorbax Eclipse XDB-C18, Luna PFP (both 250x4.6 mm, 5 pum)
and ACE3 C18-PFP (150x3.0 mm, 3 um) columns packed with the fully porous
particles were compared with the porous shell columns Ascentis Express C8, C18
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and phenyl-hexyl (all 150x3.0 mm, 2.7 pum particle size, 1.7 pm core size). The
quantitative analysis was performed using Ascentis Express C18 column. The
mobile phase A consisted of ultra pure water, mobile phase B was methanol.
Formic acid (0.1 %, v/v) was added to both mobile phases. Flow rate of the mobile
phase was 0.5 mL/min, temperature of the column 30 °C, injection volume 1 pL.
The optimized gradient profile was 0 min — 15 % B, 8 min — 35 % B, 22 min — 59
% B, 24 min — 80 % B. The MS/MS data were acquired with the cycle time 0.6 s
at scheduled MRM mode with MRM detection window of 160 s. The UV signal
was recorded at 280 nm.

Statistical Evaluation of the Data

The results of the quantitative analysis were evaluated using Statistica 10
software (StatSoft, Inc., 2011, www.statsoft.com). The calibrations for both LC/
MS/MS and MEKC methods were measured at least at seven concentration levels
with three replicates (n = 3). The first, fourth and seventh calibration standards
were replicated five times (7 = 5). The calibration data were fitted using the least
square linear regression at a significance level of 95 % (o= 0.05). The significance
of the regression parameters was tested using Student’s #-test and the linearity
was checked by inspecting the residuals. Each elderflower infusion was analyzed
three times (n = 3) and the concentrations of phenolic compounds were calculated
together with the standard deviations. Analysis of variance (ANOVA) was used
for the determination of the significance of differences between the analyses, the
infusions and the methods used.

Results and Discussion

Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry Method

For the chromatographic analysis of the polyphenolic compounds presented
in Sambucus nigra L. infusions, the various reversed-phase columns were tested
including octadecyl-, octyl-, phenylhexyl- and pentafluorophenyl silica gel
columns. The columns used in the study were packed with both, fully porous and
superficially porous (porous shell) particles. Porous shell material reduces the
band broadening and allows the attainment of high efficiencies for fast separation
similar to sub-2 pum fully porous particles. The advantage of such columns
lies predominantly in reduction of longitudinal and eddy diffusion (B and A4
term of van Deemter plot) (24). The retention and the selectivity of separation
for glycosylated flavonoids was higher using the medium-polarity and polar
stationary phases (pentafluorophenyl silica gel column). The phenolic acids and
flavonoid aglycones were better separated using octadecyl silica gel column.
The separation of the elderflower infusion under optimized gradient conditions
is presented on Figure 1A.
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Polyphenols presented in the elder infusions were identified by comparing
the retention times with the standards and by using tandem mass spectrometric
detection. Thus two MRM transitions were used for the detection of the
compounds, where one transition with higher intensity was used for quantification
and the second one for the confirmation of the target compound.

The MRM transitions were optimized using direct infusion of the standards
of polyphenols into the mass spectrometer and are shown in Table I. The most
intense fragment ions of phenolic acids correspond to the decarboxylation. For
the cafeoylquinic acids, either the deprotonated quinic acid (neochlorogenic and
chlorogenic acids; Figure 2A) or the loss of caffeic acid from the deprotonated
molecule was observed in the tandem mass spectra (cryptochlorogenic acid). The
loss of sugar moiety was observed for flavonoid glycosides as the most intense
fragments and for the aglycons, both bonds between carbon and oxygen in the
central ring (1-2 and 3-4 bonds in C ring) are cleaved yielding characteristic
fragment ions m/z 151 (Figure 2B). In case of hesperetin, the central ring can be
cleaved in different position (1-2 and 2-3 bonds in C ring). The tandem mass
spectra of kaempferol strongly depend on the experimental conditions and many
fragment ions are observed. For the conditions used, the transition m/z 285/185
was the most intense, which corresponds to the double decarbonylation and one
decarboxylation of the molecular ion and is in agreement with the literature (25).

| At | B 15 f50
3.0 3.0 i
HO., COOHo @
25 ‘ 25
HO™ ™
2.0 OH 2.0
15 15 )
107 [M-H]
10 100 |194 179 301
0.5 g5 [M-HT 0.5
T . 3?3 lll. ) sk 4L L
60 140 220 300 miz 60 140 220 300 miz

Figure 2. Tandem mass spectra and fragmentation of (4) chlorogenic acid
and (B) quercetin. Electrospray ionization in the negative ion mode. For
experimental conditions, see Materials and Methods.
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Capillary Electrophoresis Method

In contrast to the RP-LC separation of polyphenols, the ionization of the
compounds is beneficial for the separation using capillary electrophoresis. The
dissociation constants (pK, values) range from 3.91 to 4.65 for the studied set
of phenolic acids (calculated using ACD/Labs Software V11.02; data obtained
from SciFinder database). The values of pK, of flavonoid glycosides and
aglycones are even higher (6.17 — 7.52). Therefore, we have selected the borate
background electrolyte with alkaline pH 9.3 for the separation of polyphenolic
compounds using capillary electrophoresis. To improve the separation of the
polyphenols from other compounds presented in Sambucus nigra L. infusions,
the sodium decyl sulfate surfactant in concentration 36 mmol/L was added to the
background electrolyte forming negatively charged micellar pseudostationary
phase. The critical micelle concentration for the sodium decyl sulfate under the
applied conditions is 25.4 £ 0.9 mmol/L (26, 27), and, thus, the concentration
of micelles is approx. 10 mmol/L. In addition to electrophoretic migration, the
analyzed compounds are separated also by partitioning between the micellar
phase and bulk electrolyte. The separation of the elderflower infusion with
the identified polyphenols is shown in Figure 1B. In comparison to the RP-LC
analysis (Figure 1A), the separation order is reversed due to the ionization of
the compounds as the effective electrophoretic mobilities are directed towards
the anodic end of the capillary, which is on the injection side. Some pairs
of structurally similar phenolic compounds were not resolved under these
conditions (glycosides isorhamnetin- and kaempferol-3-O-rutinodise and neo-
and cryptochlorogenic acids). To improve the separation of the critical pairs,
neutral B-cyclodextrin, heptakis(2,6-di-O-methyl)-B-cyclodextrin and negatively
charged heptakis(6-O-sulfo)-B-cyclodextrin were tested as the additives to the
BGE. The application of neutral cyclodextrins led to the slightly improved
resolution of the isomers of chlorogenic acids, however, the resolution of
other compounds (p-coumaric acid / quercetin, isorhamnetin-3-O-rutinoside
/ isorhamnetin-3-O-glucoside) decreased.  Negatively charged cyclodextrin
also has not improved the overall separation of polyphenols in the samples of
elderflower infusions. Therefore, we have used the BGE without cyclodextrins
for the determination of polyphenols and the comigrating compounds were
quantified as the sums.

Comparison of Quantitative Results

The quantitative analysis of Sambucus nigra L. infusions was performed using
both developed methods, i.e. liquid chromatography-tandem mass spectrometry
and capillary electrophoresis. The calibration solutions were prepared in the range
of 0.5 ng/mL — 10 pg/mL for chromatographic method and in the range of 0.5 —
200 pg/mL for electrophoretic method, respectively. The evaluated parameters of
the quantitative analyses are presented in Table II for liquid chromatography and
in Table III for capillary electrophoresis.
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For the liquid chromatography-tandem mass spectrometry method, the
calibration data can be considered linear for most of the compounds, at least
in the range of three orders of concentration. The coefficients of determination
of the linear regression of the data are higher than 0.99 for all compounds.
The hypothesis that the intercepts of the calibration curves are statistically
insignificant was tested using Student’s #-test. The calibration curves can be
reasonably assumed to pass through zero for almost all tested compounds as the
statistical p-values of the intercepts at the 95 % significance level is higher than
0.05. The intercepts are statistically significant only for hesperidin, hesperetin
and kaempferol. The limits of detection calculated as the concentration yielding
signal-to-noise ratio equal to three are between 0.04 and 50 ng/mL. The sensitivity
of the method, i.e. the slope of the calibration equations is slightly higher for
the phenolic acids and flavonoid aglycones than for flavonoid glycosides. It can
be probably attributed to the facile ionization of the carboxylic groups of the
acids and hydroxyl-groups presented on the flavonoid skeleton, rather than the
hydroxyls in the sugar moieties.

The developed capillary electrophoretic method uses the UV detection,
which has narrower linearity range in comparison to the mass spectrometric
detection. The utilization of the separation capillary with extended light path
detection cell, however, improves the detection sensitivity and increases the
linear dynamic range in comparison to the ordinary fused silica capillaries. The
electrophoretic calibration data can be considered linear in the range of two-orders
of the concentrations (generally in the range of 0.5 — 100 pg/mL) and the limits of
detection are in the range of tenths of pg/mL (Table III). The limits of detection
for the developed method are slightly lower and the sensitivity (i.e. the slope of
the calibration curves) is approximately four times higher in comparison to the
values presented for our recently published electrophoretic method employing 25
pum i.d. capillary with detection cell extended to 125 um (28). The lower limits
of detection and higher sensitivity of current method can be probably attributed
to the higher injected sample volume and also to the increased internal diameter
of the separation capillary including detection cell diameter in current method
(50 um i.d. extended to 150 pum in the cell compared to 25 um i.d. extended
to 125 pm). The coefficients of determination were higher than 0.995 for most
of the compounds. Among the tested compounds, the intercept of the linear
calibration equation was statistically significant only for chlorogenic acid, which
was indicated with the p-value of 0.042 lower than critical value 0.05.

The three series of the Sambucus nigra L. infusions were quantitatively
analyzed using developed methods. Using these results, we have studied
the effects of the preparation of infusion and sample type on the content
of polyphenolic compounds. Moreover, we have compared both methods
developed for quantitative analysis of polyphenolic compounds in terms of the
determined concentrations and repeatability of the analyses. Thus three series
of the elderflower infusions were prepared. The first and the second series of
infusions were prepared from the same batch of herbal tea. In the first series, the
infusions were prepared from the adjusted tea bags, while in the second series
twenty tea bags were opened and mixed together and the appropriate amount
of the elderflower was taken for the preparation of infusion. The third series of
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infusions was prepared from air-dried wild growing elderflower. The results of
the quantitative analysis are presented in Table IV. The determined concentrations
of the polyphenolic compounds were related to the 1 g of the dry elderflower.

The polyphenolic profile of the Sambucus nigra L. infusions determined by
both methods is consistent with the literature (2, /8). In particular, the highest
content of chlorogenic acid and rutin were observed followed with the other
polyphenolic compounds, but the exact concentrations are strongly dependent
on the extraneous influences (e.g. cultivar, place of origin, treatment of the
sample) (6). For example, the concentrations of flavonoids and their glycosides
determined in inflorescence samples of Sambucus nigra L. presented by Barros et
al. are in agreement with our presented results, however, the concentration levels
of phenolic acids (especially isomers of chlorogenic acid) determined in our work
are significantly higher (2). For both methods, the repeatability of the analyses
represented by the relative standard deviations of concentrations is lower than
5 % for the most of the compounds. The deviations between the infusions are
significantly higher, ranging from 5 % to 25 % for liquid chromatographic method
and up to 50 % for electrophoretic method. To reveal the significant differences
between the analyses of infusions and the method used, a two-way ANOVA was
performed for each analyte. The results of the analysis of variance showed that in
most cases the differences between the consecutive analyses of each infusion are
not statistically significant. Also the differences between the infusions within the
series of elderflower samples were not significant for the most of the compounds,
however, the standard deviations are higher, than for the consecutive analyses of
each infusion. The most important differences were however discovered between
the applied methods, especially for the compounds with higher abundance in the
samples (chlorogenic acid, rutin).

To further compare the results obtained using both liquid chromatographic
and capillary electrophoretic methods, the correlation plots of the determined
concentrations were constructed. The plots are shown in Figure 3. As can be seen
from the higher part of the figure, the coefficient of determination 0.89 indicated,
that the concentrations determined using both methods are correlated. The slope
of the regression line is however significantly lower than one, which would be
expected if both methods provided the same results. The bottom part of Figure
3 represents the regression line fitted to the concentration data of less abundant
polyphenolic compounds. The slope of the regression line for less abundant
compounds is not significantly different from one and the correlation coefficient
is higher than in the previous case. One of the possible sources of the differences
between the concentrations of the most abundant polyphenols (rutin, chlorogenic
acid) presented in elderflower samples determined using liquid chromatography
and capillary electrophoresis can be attributed to ionization suppression in the
mass spectrometric detection (29, 30). These matrix effects can play a significant
role, especially when the compounds of interest coelute with other compounds,
which is the case for rutin, isoquercitrin and hesperidin. To confirm the accuracy
of the presented methods, analysis of certified reference material is required,
which is not readily available for the herb matrices.
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Figure 3. Correlation of the concentrations of polyphenolic compounds in
Sambucus nigra L. infusions determined by liquid chromatography-tandem mass
spectrometry method and capillary electrophoretic method.

Conclusions

In the present work, two methods for the characterization of Sambucus
nigra L. infusions have been developed. Liquid chromatography-tandem mass
spectrometry and capillary electrophoresis with UV detection have been used
for the separation and quantification of 18 polyphenolic compounds including
phenolic acids, flavonoid aglycones and glycosides. The quantitative results
of both methods were compared and the effects of the samples’ nature and
sample preparation were evaluated. Statistically significant differences were
found between the concentrations of the most abundant polyphenolic compounds
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determined using both methods, however, a high correlation between the results
was obtained for the compounds presented in elderflower infusions at lower
concentration levels.
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Abstract

A  method for determination of 18 flavonoid
aglycones, glycosides and phenolic acids using micellar
electrokinetic chromatography has been developed.
Sodium decyl sulphate was used as pseudostationary phase
at the concentration of 36 mmol L™ and addition of
cyclodextrins up to the 5mmolL™' was tested for
improvement of the separation of isomeric compounds. In
the electrolyte containing heptakis(2,6-di-O-methyl)-f-
cyclodextrin, three isomers of chlorogenic acid
(chlorogenic, neo- and cryptochlorogenic acid) were
successfully  baseline separated. The quantitative
parameters of the method were determined including limits of
quantification, which were in the range of 0.15-1.4 pg mL™",
together with the linearity of calibration curves. The
method was successfully applied for the analyses of water
infusions of elderflower samples and the statistically
significant ~ differences were found between the
concentrations of polyphenols depending on the sample
harvest location.

Introduction

Micellar electrokinetic chromatography is a powerful
tool for separation of mixtures of charged and neutral
molecules. Separation of neutral molecules is possible due
to their different distribution coefficients between micelles
and a running buffer'. Micelles of a surfactant (at higher
concentration than the critical micelle concentration) used
in  micellar electrokinetic =~ chromatography  form
pseudostationary phase. Micellar electrokinetic
chromatography is usually carried out in non-coated fused
silica capillaries with sodium decyl-, dodecyl- and
tetradecyl sulphate as a micellar agent. In this work,
micellar electrokinetic chromatography with sodium decyl
sulphate was used for the quantification of antioxidants in
elderflower infusions.

s192

Elder (Sambucus nigra L.) is a shrub growing in
almost all Europe. Elder is rich source of flavonols,
phenolic acids, anthocyanins, carotenoids, vitamins and
minerals’. Bioactive compounds from berries and flowers
of elder have potent antioxidant, anticancer, antimicrobial
and anti-inflammatory properties’. Flowers and fruits of
elderberry are used in many ways such as food and as
a medicine. Extracts of elderflowers are used for treatment
of cold, fever and sinusitis®. They are used for their
diuretic and perspiratory properties. Compounds in
elderflowers and berries can play an important role in the
prevention of oxidation and cellular inhibition or delaying
the oxidative processes’. Polyphenols are secondary
products of plant metabolism and contain multiple phenol
structural units®. The group of 18 polyphenols including
aglycones and glycosides flavonoids and phenolic acids
was used as the standards and the method for their
determination in elderflower infusions has been developed
in the present work.

Experimental
Chemicals

Standards of flavonoids aglycones (hesperetin,
kaempferol, naringenin, quercetin), flavonoids glycosides
(hesperidin,  isoquercitrin,  kaempferol-3-O-rutinoside,
rutin), phenolic acids (caffeic acid, chlorogenic acid,
cryptochlorogenic  acid, ferulic acid, gallic acid,
neohlorogenic acid, p-hydroxybenzoic acid, p-coumaric
acid), electrolyte components (boric acid, sodium
tetraborate, sodium decyl sulphate, sodium dodecyl
sulphate, B-cyclodextrin, heptakis(6-O-sulfo)-B-cyclo-
dextrin and heptakis(2,6-di-O-methyl)-B-cyclodextrin)
were purchased from Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Standards of isorhamnetin-3-O-rutinoside and
isorhamnetin-3-O-glucoside =~ were  obtained  from
Extrasynthese (Genay, France). Sodium hydroxide and
thiourea were purchase from LachNer (Neratovice, Czech
Republic). Deionized ultra-pure water was prepared by
Ultra CLEAR UV apparatus (SG, Hamburg, Germany).

Micellar electrokinetic chromatography

Micellar electrokinetic chromatography was carried
out using Agilent CE 7100 -capillary electrophoresis
instrument (Agilent, Palo Alto, CA, USA) in bare fused
silica capillary (50 um i.d., 48 cm total length, 40 cm
length to the detector, 150 um extended light path cell,
Agilent). The new capillary was rinsed with 0.5 mol L™
sodium hydroxide and with ultra-pure water (both for
15 minutes) before the first use. Background electrolyte
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contained 25 mmol L' borate buffer (pH 9.30) with
addition of 36 mmol L™ sodium decyl sulphate. The value
of pH was measured using Metrohm 827 laboratory pH
meter equipped with Unitrode electrode (Metrohm,
Herisau, Switzerland). pH meter was calibrated by
standard buffer solutions with pH 7.00 and 9.00.
Separation was carried out at applied voltage 20 kV and
the temperature 20 °C. The samples were injected
hydrodynamically by applying pressure of 100 mbar for
10 s at the vial with the sample. The detection wavelengths
were set to 214, 254 and 280 nm.

Calibration

Seven calibration solutions wused for the
quantitative analysis were prepared in the concentration
range of 0.5-200 pgmL™' for each compound. All
calibration solutions were analyzed in triplicate. The
calibration solutions with concentrations of standards 0.5,
10 and 100 mgmL™" were measured five times. The
calibration curves were evaluated by Statistica 10 software
(StatSoft, Inc., 2011). The limit of quantification was
calculated using the equation:

10*h
s

LOQ = @

where / is standard deviation of noise signal and s is slope
of the calibration curves of the dependencies of zone
height on the concentration of the standards.

10, 12

18

A x 103,254 nm

“n
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Elderflower infusions analysis

Three series of elderflower infusions were analyzed.
At first series of samples, five infusions were prepared
from five elderflower tea bags from MEGAFYT Pharma.
The second series was prepared by homogenization of
twenty tea bags from MEGAFYT Pharma, too. The third
series was prepared from air-dried wild growing
elder collected in Veltruby, Czech Republic (location
50°4.3219’ N, 15° 10.8356” E) on June 2013.

The infusions were prepared by keeping the bags or
dried elderflowers in 200 mL of 90 °C hot water for
15 minutes and cooling to the laboratory temperature.
Before injection the infusions were filtered using syringe
0.45 um polytetrafluoroethylene filter (Millipore, Bedford,
MA, USA).

Results and discussion

First, the conditions of analysis of phenolic acids and
flavonoids using micellar electrokinetic chromatography
were optimized. Based on our previous results, application
of sodium decyl sulphate in MEKC yielded better
resolution than sodium dodecyl sulphate for the analysis of
polyphenols’. The value of critical micelle concentration of
sodium decyl sulphate in borate buffer (pH 9.30) is 25.4 +
0.9 mmol L' (ref.®’). For the separation of selected
antioxidants, the concentration of 36 mmolL™' was
selected, which represents concentration of micelles
approximately 10 mmol L™'. Some pairs of compounds
(isorhamnetin-3-O-rutinoside and kaempferol-3-O-rutino-

16

I L

n
$
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13 19

h

17

t [min]

Fig. 1. MEKC separation of polyphenols standards; BGE: 36 mmol L™ sodium decyl sulphate, 25 mmol L™ borate buffer pH 9.30, for
other experimental conditions see Experimental. Compounds: 1 — caffeic acid, 2 — chlorogenic acid, 3 — cryptochlorogenic acid, 4 — feru-
lic acid, 5 — gallic acid, 6 — hesperetin, 7 — hesperidin, 8 — isoquercitrin, 9 — isorhamnetin-3-O-glucoside, 10 — isorhamnetin-3-O-
rutinoside, 11 — kaempferol, 12 — kaempferol-3-O-rutinoside, 13 — naringenin, 14 — neochlorogenic acid, 15 — p-coumaric acid, 16 —

p-hydroxybenzoic acid, 17 — quercetin, 18 — rutin
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side, neochlorogenic acid and cryptochlorogenic acid) To improve the separation selectivity, addition of
were not resolved and pair of compounds isoquercitrin/ cyclodextrins to the background electrolyte was tested.
naringenin was partially separated under these conditions Cyclodextrins can selectively form inclusion complexes
(Fig. 1). with hydrophobic part of analyte molecules, while the
170 +
17
150 -
130 A
E 110 -
g 90 - 4,11
~
>
S 70 -
£
< 15
1 5
16
13 15 17 19
t [min]

Fig. 2. MEKC separation of polyphenols standards in electrolyte with heptakis(2,6-di-O-methyl)-p-cyclodextrine; BGE: 36 mmol L™
sodium decyl sulphate, 25 mmol L' borate buffer pH 9.30, 5 mmol L™ heptakis(2,6-di-O-methyl)-B-cyclodextrine, for other experimental
conditions see Experimental. Compounds: 1 — caffeic acid, 2 — chlorogenic acid, 3 — cryptochlorogenic acid, 4 — ferulic acid, 5 — gallic
acid, 6 — hesperetin, 7 — hesperidin, 8 — isoquercitrin, 9 — isorhamnetin-3-O-glucoside, 10 — isorhamnetin-3-O-rutinoside, 11 —
kaempferol, 12 — kaempferol-3-O-rutinoside, 13 — naringenin, 14 — neochlorogenic acid, 15 — p-coumaric acid, 16 — p-hydroxybenzoic
acid, 17 — quercetin, 18 — rutin
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Fig. 3. The values of the limits of quantification
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inclusion equilibrium competes with partitioning in
micellar phase. Thus B-cyclodextrin, heptakis(2,6-di-O-
methyl)-B-cyclodextrin and heptakis(6-O-sulfo)-f-cyclo-
dextrin were tested as the additives to the background
electrolyte. In background electrolyte with addition of
heptakis(2,6-di-O-methyl)-B-cyclodextrin, the resolution of

YISAC 2014, June 25-28, 2014, Pardubice, Czech Republic

cryptochlorogenic and neochlorogenic acids significantly
improved, however the resolution of ferulic acid and
kaempferol, p-coumaric acid and quercetin decreased
(Fig. 2). The similar results were observed for other tested
cyclodextrins. According to the obtained results, the
electrolyte containing 5 mmol L' heptakis(2,6-di-O-
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Fig. 4. Results of the quantitative analysis of elderflower infusions; N — the concentration of compounds is below the limit of

quantification
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methyl)-B-cyclodextrin is suitable for analyses of isomers
of chlorogenic acid, but for the complex quantitative
analyses of polyphenols in elderflower infusions, the
electrolyte without cyclodextrins was used.

For the quantitative analyses of polyphenols, the
calibration curves were constructed. The coefficients of
determination, slopes, intercepts and limits of
quantification (Fig. 3) were evaluated from the calibration
curves. The coefficients of determination were higher than
0.995 for all analyzed compounds except quercetin. The
coefficient of determination for quercetin was 0.9155. The
developed method is suitable for quantification of
polyphenolic compounds ranging from 0.15 pgmL™ to
100 pg mL".

Results of quantitative analysis of three series of
elderflower infusions are presented in the Fig. 4. Five
infusions from each series of samples were analyzed, each
infusion was measured three times. The values of
concentration of some substances are not show because the
concentration of hesperidin, p-coumaric acid in the
samples and gallic acid in the third series of samples
represented by air-dried wild-growing Sambucus nigra L.
is below the limits of quantification. The sum of the
concentration of neochlorogenic acid and
cryptochlorogenic acid was determined and the sum of the
concentration ~ of  isorhamnetin-3-O-rutinoside  and
kaempferol-3-O-rutinoside was determined.

The polyphenolic profile of all samples of elderflower
infusions is similar with the highest concentration of rutin
and chlorogenic acid isomers presented in the samples.
There are significant differences in the concentrations of
lower abundant compounds between the samples. The
highest content of polyphenols was observed in mixed tea
bags of commercial sample of elder tea, wild-growing
elder possess the lowest concentration of polyphenols.
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Conclusion

In the present work, the method for determination of
18 polyphenols including aglycones and glycosides of
flavonoids and phenolic acids in elderflower infusions
using micellar electrokinetic chromatography with UV
detection was developed. The conditions of separation
were optimized and the limits of quantification were
calculated. The highest concentrations of polyphenols were
found in the mixed tea bags, the lowest concentrations of
polyphenols were determined in the air-dried wild-growing
elderflower infusion. The content of polyphenols strongly
depends on the conditions of growing such as climate, soil
type, and moisture.
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