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Anotace

The main goal of this work was optimization of GC-MS method for the analysis of
lignans trimethylsilyl (TMSi-) derivatives of two model compounds — hydroximatairesinol
(HMR) and enterolactone (ENTL). It included validation of GC-MS metod for TMSi-
HMR and TMSi-ENTL, comparison of chosen derivatization reagents and verification of
time stability for TMSi-HMR. It was shown that TMSi-HMR and TMSi-ENTL provide a
nonlinear calibration curve. Second order polynomial curve gave the best fitting and was
used for method validation. N-Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide activated I and
II (Sigma Aldrcih) were selected as the best choice for simultaneous derivatization for
HMR and ENTL mixture. Room temperature was confirmed to be appropriate for 3 days
storage of TMSi-HMR. Also it was shown that storage at -80 °C preserve the lignan

samples for at least 90 days storage.

Prohlaseni

Prohlasuji, Ze svoji bakalarskou praci jsem vypracoval samostatné pouze s pouzitim
prament a literatury uvedenych v seznamu citované literatury. Prohlasuji, Ze v souladu s §
47b zékona €. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se zvefejnénim své bakalaiské
prace, a to v nezkracené podobé, elektronickou cestou ve vetejné piistupné ¢asti databaze
STAG provozované Jihodeskou univerzitou v Ceskych Budgjovicich na jejich
internetovych strankach, a to se zachovanim mého autorského prava k odevzdanému textu
této kvalifikacni prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéZz elektronickou cestou byly v
souladu s uvedenym ustanovenim zdkona ¢. 111/1998 Sb. zvetfejnény posudky Skolitele a
oponentll prace i zdznam o pribéhu a vysledku obhajoby kvalifikaéni prace. Rovnéz
souhlasim s porovnanim textu mé kvalifikacni prace s databazi kvalifikacnich praci
Theses.cz provozovanou Narodnim registrem vysokoskolskych kvalifikacnich praci a

systémem na odhalovani plagiata.

V Ceskych Budgjovicich dne 12. 12.2016 ........................
Jan Bednar



Podékovani:

V této Casti bakalaiské prace bych chtél pod¢kovat zejména svému Skoliteli panu
prof. Ing. Janu Ttiskovi, CSc., panu RNDr. Petru Kotasovi a pani RNDr. Nadézde¢
Vrchotové a to nejen za mnozstvi cennych rad, kterymi mi pomohli pii feSeni této

bakalarské prace a které nepochybné vyuziji 1 pfi feSeni dalSich ukold, ale také za jejich

ochotu, ktera byla ¢asto nad béZny rdmec jejich povinnosti.



OBSAH

CILE PRACE ..ottt 1
1 TEORETICKA CAST ..ottt 2
1.1 ZAKLADNI CHARAKTERISTIKY A FUNKCE LIGNANU ......eotiriieiiniiinieeienitenieeie e 2
L1 1 StrUKtUFrQ [EGRARTL ...t en 2
1.1.2 Vyskyt lignanii @ jefich fUNKCE................cccueeviueeiiieiiiiie e 3
1.1.3 Lignany ve vodnich ekoSyStEMECH................ccceevcueieiiiieeiiieeiiieeiieeeie e 9

1.2 STANOVENI LIGNANU GC/MS ...ttt sttt 10
1.2.1 Plynova chromatOQrafie..............ccccouciiouiiieniiiiiieeee et 10
1.2.2 Hmotnostni detektory v plynové chromatografii..............c..ccceevvvveveveenceeeninneennen. 11
1.2.2 Princip a vyznam deriVAtiZACE ................cc.oecveeeueeeiieeeeieeeiieeesiieeennaeeniseeenvee s 13
1.2.3 GC/MS analyza lIgNanii .................ccccoooiioiiiiiiiiiiiiieesee s 15

2 MATERIALY A METODY ...ttt sttt sse s 18
2.1 POUZITE CHEMIKALIE A CINIDLA ......eeittiiittentteateentteeteesiteeseesieeeseesisessseesseesseesasesnseesnees 18
2.2 INSTRUMENTALNI VYBAVENI: L.ttt ettt st sttt e e 19
2.3 PRIPRAVA ROZTOKU STANDARDU.....c..cerutiiiriieniietenitesitenteeitesieeiesitesseensesnsesieensesssesseensens 20
2.4 DERIVATIZACE STANDARDU .....cuteittritiniteteeiteniteteeetesteesteeitesieeaesatesaeeteeasesaeensesasesaeennens 21
2.5 SILANIZACE INZERTU ....oiutitieiieitieteeitesieesteeeestteteeseesseenseentesseenseeneesseenseensesseensesnsesseensens 21
2.6 PODMINKY CHROMATOGRAFICKE SEPARACE A NASTAVENI MS DETEKTORU. .................. 22
2.7 POROVNANI{ UCINNOSTI DERIVATIZACNICH CINIDEL.....cccuteteniieierieenieeieeienieeneesieesieennens 22
2.8 MERENI STABILITY TMSI-HMR NA IONTOVE PASTI ...couviiiieniieieniienieeieeee et siee e 22
2.9 PODMINKY A ZPUSOB PROVEDEN{ JEDNOTLIVYCH TESTU ....cevuveiieiierieeieeiesieenieeeeseeeneens 23
2.10 STATISTICKA VYHODNOCENT .....ceittiittiiiteniieeieesite ettt ettt et et e st e sateebee e 23
2.10.1 Ucinnost derivatizaciich Ginidel.....................coooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeee e 23
2.10.2 Dlouhodoba stabilita TMSi-HMR .................cccoueeeiueieiieiieiieeeieeeeiee e 24
2.10.3 Kratkodoba stabilita TMSi-HMR ...............cccc.cooovueiiiiiiieeeeeiieeeeeiee e 24

3 VYSLEDKY A DISKUZE ..ot 25
3.1 OPTIMALIZACE MS-SIM METODY .....ctiiiiiitiniiiiieeniieeitenieeeteesieeeteesieeereesiaeeneesseesneens 25
3.2 POROVNANI UCINNOSTI DERIVATIZACE .....eruviiteieniieniieieeieesiteiesieesieesesieesseesesieenaeenne e 27

3.3 VALIDACE GC/MS METODY ettt eeeeeeeeeeeee e e e e eeeeeeeeeaeeeeeeeeeaeraaaeeeeeeeeeaneaaaeeeeeeeeannnns 30



3.3.1 Mez detekce a Mez SIANOVITCINOSIT.........ooeeeeeeeee ettt 30

3.3.2 Test kalibracni KFiVKY .............cccoooooiiiiiieeie e 31
3.3.3 Kalibracni kiivka cholesterolu....................ccccoociviiiioiiiiiiiiiiiiieiieieee e 32
3.3.4 Pridavek derivatizacniho Cinidla ...................ccccccoovoieioiiiiiiiiiiieieeeee e 34
3.3.5 Derivatizacni krok, Silanizace inZertil................cccccoeveeeoeeniieiiiinieieeeee e 35

3. 3.0 TYD LIN@IU .o e 37
3.3.7 Chromatograficka kOIONG ..................cccoeviiiiiiiieiie e 39

3. 3.8 TYP AOLEKIOFU ...t 40

3. 310 HPLC/DAD ...ttt 46

3.4 KONVEXNI KALIBRACNI KRIVKA = VALIDACE .......eotiniiiiiniieniieieeeenieeee et 47
oA d LIR@ATIIQ ...ttt 48
3.4.2 SPYAVIOST G PFOSTIOSE ...ttt 50
o3 ROZSAN ...ttt 51

3.5 STABILITA TMSI-HMR ..ot 51
3.5.1 Dlouhodoba stabilita TMSi-HMR .............cccccoiiiiiiiiiiiieiie et 51
3.5.2 Kratkodoba stabilita TMSi-HMR ..............cccccooeiiiiiiaiieieeeee et 55

4 ZAVER ...ttt 57
SREFERERENCE ..ottt sttt sttt sttt et st be et e et enseense e 59

6 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU ......coooiiiieieeeeeeeeeeeee e 66



CILE PRACE

V teoretické casti bylo cilem shrnout dosavadni poznatky tykajici se struktury,
vyskytu a funkci lignanid v rostlinné fi$i. Dale pak sumarizovat poznatky z oblasti vlivu
pfijmu lignanGi na lidsky organizmus. S ohledem na zamySlené vyuZiti metody
optimalizované v ramci teoretické, se pak zvlast¢ zaméfit na prace, které pojednavaji

o vyskytu lignanti v povrchovych vodach.

Cilem praktické casti, byla optimalizace GC-MS metody pro stanoveni vybranych
druhti lignanii. Optimalizace se skladala z vlastni validace GC-MS metody pro stanoveni
hydroxymatairesinolu (HMR) a enterolaktonu (ENTL), porovnani ucinnosti vybranych

derivatizacnich ¢inidel a ovéfeni stability silylovanych derivath lignani.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Zakladni charakteristiky a funkce lignant

1.1.1 Struktura lignant

Vlastni ndzev lignany zavedl v roce 1936 Haworth a definoval je jako skupinu
fenylpropanoidnich dimert [1]. Zakladni strukturni jednotka je uvedena na Obr. 1. Vedle
této dimerni jednotky jsou zndmy i jeji trimery a tetrametry, které je mozné zatadit do

skupiny oligolignant [2].

Obr. 1: Zékladni strukturni prvek lignanti — dvé fenylpropanové jednotky spojené uhliky

v pozici 8, 8.

Lignany jsou velice Sirokou skupinou rostlinnych fytoestrogenti. Do dnesni doby
bylo objeveno nékolik stovek latek fadicich se do této skupiny. Strukturni vzorce hlavnich

lignanti objevujicich se v této praci jsou znazornény na Obr. 2.
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Obr. 2: Strukturni vzorce vybranych lignanti véetné jejich ndzvi [3, 4].

1.1.2 Vyskyt lignant a jejich funkce

Vyskyt lignanti byl do roku 2004 prokazan u vice nez 60 rostlinnych celedi. Zaroven
byly lignany nalezeny v nejriiznéjSich ¢astech rostlin: dievnaté ¢asti, koteny, listy, kvéty,
plody a semena [5]. Lignany se mohou v bunikach vyskytovat jak volné, tak i1 glykosidicky
vazané¢ na Sirokou skupinu cukrii [6]. Vysledky studie srovnavajici obsah volnych

a vazanych lignanti u Inénych seminek jsou shrnuty v Tab. L.



Tab. I: Srovnani mnozstvi hydrolyticky odstépenych (pomoci HCIl) a neodstépenych

lignanu obsazenych ve I[néném semenu (slupka, embryo) s uvedenou smérodatnou

odchylkou ctyrnasobné opakovanych extrakci mérenych na HPLC/TOF-MS systému [3].

Lignan Cast semene Pted hydrolyzou [ug/g] Po hydrolyze [ug/g]
Slupka ND 570 £ 120
SECO
Embryo ND 92 £ 16
Slupka 3,0+0,1 860 £ 120
ANSECO
Embryo ND 46 + 10
Slupka ND 32+9
ISOLAR
Embryo ND 11+2
Slupka ND 53
LAR
Embryo ND ND
Slupka 29403 110 £ 60
SDG
Embryo 2,5+0,5 470 + 90
Slupka ND 1710 + 350
SMG
Embryo ND 1110+ 180
Slupka 6,0+0,3 3290 + 500
Suma lignanti
Embryo 2,5+0,5 1730 + 280

Z dat uvedenych v Tab. I vyplyva, Ze drtivd vétSina lignan je v semenu Inu

obsazena ve vdzané form¢. S vyjimkou SDG bylo také vét§i mnozstvi lignanti obsazeno

ve slupce, tento rozdil je obzvlasteé patrny pro SECO a ANSECO [3].

Vyjime¢né bohatymi zdroji lignanti jsou tedy Inénd semena spolu s jadrovym

dfevem a suky nékterych druhli stromi. Obsah lignanti vybranych druhi rostlin je shrnut

v Tab. II.




Tab. II: Obsah lignant ve vybranych druzich rostlin (*-jadrové dievo, ®_suk) [4].

Rostling SEC MR LAR HMR PIN Ref
[ug/g] [ug/g] [ug/g] [ug/g] [ug/g] '
Len 3700 10,9 ND NA NA [24]
(semeno) 2900 5,5 30,4 NA 332 [39]
12600 58,6 NA NA NA [40]
Sezam 293 4.8 95 NA 0,7 [39]
(semeno)
Zito
1

(shupky) 3 1,7 NA NA NA [41]

Zito

2

(mouka) 7, 1,7 NA NA NA [40]
Zitny chléb 0,1 0,1 1,2 NA 1,7 [39]
Kapusta 0,2 0,1 6,0 NA 16,9 [39]
. 41 0,2 NA NA NA [42]
Brokolice 0,4 0 9,7 NA 3.2 [39]
Cesnek 0,5 0 2,9 NA 2,0 [39]
15,0 0,8 NA NA NA [43]
Jahody 0 0 12 NA 2,1 [39]
Olivovy 0 0 0 NA 2,4 [39]

olej
Cerny Cay 242 3,0 NA NA NA [42]
ZelenyCaj | yg4 2,0 NA NA NA [42]
Smrk 3-370° 10-520° | 17-3700° NA 10-20° [44]
ztepily | 1400-6800° |1700-5500° | 1000-2500° [36000-88000° D [44]
Jedle 140° 250° 180° 150° 20° [45]
bélokora [29000-36000" |2500-2600° [4600-10000° | 7000-7800° | 360-1000° [45]

Z dat uvedenych v Tab. II vyplyva nejen to, Ze obsah lignanti se v riznych studiich
muze i u jednoho druhu znaéné lisit, ale také to, Ze lignany jsou v jistém mnozstvi béZnou

soucasti lidského jidelnicku.

Zajimavé srovnani zastoupeni lignani v sucich a jadrovém dfevé pifi extrakci

acetonem oproti dal§im rostlinnym metabolitim je pak zaznamendno na Obr. 3.
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Obr. 3: Pomérné zastoupeni lignanti, flavonoidi, stilbentl, ostatnich a neidentifikovanych
latek v riznych druzich stromil pifi extrakci acetonem (knots = suky, hearthwood =

jadrové dievo) [7].

Z Obr. 3, je patrné, ze lignany jsou zastoupeny vyhradné u druht jehli¢natych
a zaroven také, ze lignany byly vyraznéji zastoupeny pouze v jadrovém dievé smrku
ztepilého. Suky smrku ztepilého mély ze vSech testovanych druhti nejvyssi zastoupeni
lignanti vici ostatnim latkdm, zaroven byl vtomto extraktu hydroxymatairesinol

zastoupen 64,3 % [7]. Této skutecnosti se vyuziva pro extrakci ¢ist¢tho HMR [8].

Navzdory tomu, Ze o tématu lignanti byly napséany jiZ stovky praci z nejriiznéjSich
uhlt pohledu na tuto problematiku, bohuZzel o funkci lignani v rostlinach je toho zatim
znamo jen malo a tato otdzka je stdle pfedmétem debaty. Pfedpokladéd se, ze lignany
mohou hrat ulohou v obranyschopnosti rostlin a také ptsobit jako faktory ovliviiujici rust

rostlin [4].

Zcela opacna situace panuje v oblasti studia biologické aktivity lignanii a jejich vlivu
na zdravotni stav Zivocichli a ¢lovéka. Na toto téma jiz byly publikovany desitky praci.

Lignaniim jsou pfipisovany antivirové, protirakovinné (ve smyslu prevence i pozitivniho



-----

a hepatoprotektivni ucinky [9]. Délek pak byly prokdzany také pozitivni UCinky pfi
prevenci osteoporozy [9], ¢i zmirnéni nezddoucich efekti spojenych s menopauzou [10].
Diky vSem témto pozitivnim uUCinkim pfichazeji postupné na trh dopliky stravy
s obsahem lignand, napiiklad ve Velké Britanii je mozné zakoupit doplnék stravy
s nazvem 7-HMR, ktery obsahuje extrakt HMR ze smrkovych sukd. V Ceské republice,
stejné¢ jako 1 v dalSich clenskych statech EU, zatim nedoSlo k oficialnimu schvaleni
lignanti jako doplikil stravy a to na rozdil od stanoviska FDA, ktery v roce 2005 schvalil
HMR jako mozZny doplnék stravy [11]. Zajimavym aspektem v této souvislosti je vliv
odlisnych stereoizomerit HMR (HMR1 a HMR2) na sav¢i organizmus. Ve studii, kde byly
porovnavany protizanétlivé u€inky obou zminénych stereoizomerdt HMR bylo zjisténo, ze
majoritné se vyskytujici izomer HMRI1 protizanétlivé uc¢inky ma, ale minoritni izomer

HMR?2 nikoliv [12].

S problematikou konzumace lignani je spojena i jejich metabolickd pfeména.
Béhem procesu traveni lignanti dochédzi v zaZzivacim traktu savcl k pfeméné nékterych
rostlinnych lignanii na tzv. lignany sav¢éi (mammalian lignans). Jsou to predev§im
enterolakton a enterodiol, viz Obr. 2. Tyto sav¢i lignany jsou poté dale distribuovany
v organismu a nakonec jsou vylou€eny z téla moci. V Tab. III jsou shrnuty vysledky
studie zabyvajici se pfeménou vybranych rostlinnych lignanli na lignany sav¢i in vitro

[13]..



Tab. IIl: Mnozstvi lignanu pridaného do fekalni kultury, mnozstvi ENTL a END po 24 h

inkubace a procentualni vyjadieni premeny prekurzoru po 24 h [13].

Mnozstvi
ENTL END Konverze za 24 h
Lignan prekurzoru
[nmol] [nmol] [%]
[nmol]
MR 3073 1973 0 62
SEC 3260 676 1643 72
PIN
' _ 3504 664 1112 55
diglucoside
SYR
2803 82 10 4,0
diglucoside
ARC
. 3745 198 0 5,5
glucoside
HMR 2353 343 4 15
Iso-LAR 2722 0 0 0
LAR 2778 1290 1524 101

Vysledky uvedené¢ v Tab. W3 ukazuji, Ze naméfena konverze z rostlinnych na savci

lignany je pro rtizné lignany zna¢né odlisné a to v rozmezi 4,0 — 101 % [13].

S tématem metabolizmu lignana také uzce souvisi jejich vylucovani. Ve studii, kde

bylo testovano 234 nezavislych vzorkli Zenské moci na ptitomnost isoflavont a lignanti

byla zjisténa primérna koncentrace ENTL 1104 png/l

se smérodatnou odchylkou

4370 pg/l, priméma koncentrace END dosahovala 82 ng/l se smérodatnou odchylkou

219 pg/l. Jak je patrné z hodnot smérodatnych odchylek, variabilita mezi vzorky byla

obrovska, coz patrné souvisi s rozdilnym obsahem lignan ve stravé. Z uvedenych dat

byla dale vypoctena primérnd hodnota vylucovani lignant moc¢i béhem 24 h a to na

hodnotu 1,5 mg pro ENTL a 0,1 mg pro END [14].




1.1.3 Lignany ve vodnich ekosystémech

Ptitomnosti lignanti v povrchovych a splaskovych vodach se zabyva jen nemnoho
studii. Jako o potencialnich zdrojich vétsiho mnozstvi lignanii v povrchovych vodach je
mozné uvazovat o vodach splaskovych a odpadnich vodach ze dfevozpracujiciho
prumyslu [15]. Vysledky studii zabyvajicich se obsahem lignani v povrchovych a
splaskovych vodach jsou shrnuty v Tab. IV.

Tab. 1V: Koncentrace vybranych lignanii v povrchovych a splaskovych vodach.

Vodni | HMR | MR | SEC | LAR | ' | HEL | ED | EL |CONI| _ .
zdroj | [ug/l] | [ng/l] | [ng/l | [ugh | oy | (e | [ng/] | [ng/]) [ng/l]
V@St | N 10,0059| ND | ND | ND | ND | ND |0.011] NA | [15]
Sggj 0,157 | 0,034 | ND |0,0026(0,028| ND | ND |0,013| NA | [15]
Fluminovd| o071 | 0,035 |0,028| 0,072 {0,105 | ND |0,0066 |0.012| NA | [15]
MOrskE 10,00048| ND | ND | ND | ND | ND |0,0018]0,026| NA | [15]
NS | 0018 | ND | ND | ND | ND | ND | 0019 |1223| NA | [15]
Xeos” | ND | ND | ND | ND | ND | ND | 0,018 0659 NA | [15]
A 271 | NA | D | NA [ NA | NA | NA [ NA | D |[l6]
B 12066 | NA | D | NA |NA|[NA| NA | NA| D |[16]
c 649 | NA | D | NA | NA | NA | NA | NA | D |[16]
Potok | NA | NA | NA | NA | NA | NA |0,0002/0,005| NA |[17]
N%tg‘Vna NA | NA | NA | NA | NA | NA | 0,07 | 0,6 | NA [[17]]

Z hodnot uvedenych v Tab. IV je piekvapivy zejména vyskyt MR v ultracisté vode¢.
Tato skuteCnost je autory diskutovana jako dikaz, Ze ani dosavadni zpisoby ¢isténi vody
nemohou lignany zcela odstranit. Stejnym zpiisobem je hodnocena i pfitomnost lignant
v pitné vodé. Autory je také nastihovana moZnost pfemény rostlinnych lignanii na lignany

savCi a opacné pisobenim bakterii a dalSich mikroorganismu Zijicich ve vodé. Otazkou



mozné kontaminace vzorkl v priibéhu jejich pfipravy a méfeni se autofi nezabyvaji [15].
Rovnéz piekvapiva je vysokd koncentrace HMR naméfend na lokalitich A, B, C
(pod timto oznagenim se ukryvaji 3 odli§né zdroje povrchovych vod v CR). Zde autofi
konstatuji, Ze koncentrace lignanii v odpadnich vodéach z papiren mohou fddové dosahovat
koncentraci az jednotek mg/l [16]. AvSak vzhledem k pozdé&jsim métenim, které byly
provedeny na typové podobnych lokalitach a které dosud nebyly publikovany, se lze
domnivat, Ze zminéné vysoké koncentrace mohly byt zptisobeny kontaminaci v pribé¢hu
ptipravy vzorki. Obé& studie sledujici koncentraci ENTL a END v natoku na COV pak
dosahly pfiblizné stejnych hodnot [15, 17].

Bohuzel, dosud zadna z publikovanych praci se nevénovala vlivu lignanii na
spoleCenstvi organizmil vyskytujicich se v povrchovych vodach. Nepochybné by vsak
bylo vhodné, aby takové studii predchizel detailni screening obsahu lignant
v povrchovych vodach, protoZze dosud bylo na toto téma publikovano jen malo udaji a

navic si jesté v nékterych ohledech odporuji.

1.2 Stanoveni lignanti GC/MS

1.2.1 Plynova chromatografie

Chromatografick¢é metody jsou obecné vyuzivany k separaci jednotlivych slozek
smési latek mezi dveé faze, stacionarni a mobilni, a to na zdklad¢ interakce pfitomnych
analytli s prostfedim, kterym prochdzi. V ptfipadé plynové chromatografie pak jde
o interakci (afinitu) analyti v plynné fazi s fazi stacionarni (pevna latka nebo kapalina
ukotvend na nosici, eventudlné na sténé kapilary). Z toho vyplyvaji i nutné piedpoklady
pro pouziti plynové chromatografie. Analyzované latky by mély byt tekavé
a termostabilni. Tyto pfedpoklady v praxi spliiuje cela fada organickych sloucenin, a proto

nachazi plynova chromatografie v analytickych laboratofich velice Siroké uplatnéni [18].

Plynovy chromatograf se obvykle skladd z: zdroje nosného plynu, regulatoru
pratoku nosného plynu, termostatované ndéstfikové komirky, chromatografické kolony
uloZzené v termostatovaném prostoru, detektoru, zesilovace signdlu a zdznamového

zafizeni. Schematické zapojeni viz Obr. 4 [18].
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Obr. 4: Schematické uspotfadani jednotlivych €asti plynového chromatografu [18].

Klicovou ulohu pro separaci latek pak ma vybér chromatografické kolony. Kolony
pro plynovou chromatografii mizeme rozdélit na napliiové a kapilarni. Délky népliovych
kolon se obvykle pohybuji v fadech desetin az jednotek metrti pfi vnitinim priméru
v rozsahu 3 — 8 mm. Délka kapilarnich kolon se pak pohybuje v fadech desitek metril pfi
vnitinim praméru 0,1 — 0,53 mm. Vyhodou kapilarnich kolon je obecné lepsi délici
schopnost (pocet teoretickych pater). V soucasné dobé jsou vyuzivany piedevsim
kifemenné (fused silica) kapilarni kolony, na jejichz vnitinim povrchu je nanesena vrstva
stacionarni faze, tloustka této faze se pohybuje od desetiny mikrometru po jednotky
mikrometri. Tyto faze se pak odliSuji svoji polaritou. Obecné je mozné uvést,
ze chromatograficka kolona nejlépe déli pravée ty latky, které maji podobnou polaritu jako

jeji stacionarni faze [18].

Dalsimi faktory ovliviiujicimi separaci latek pii pouziti plynového chromatografu
jsou: druh nosného plynu (He, N,, H,), pratok nosného plynu, objem nastfikovaného

vzorku, teplota nastfiku, nastaveni teplotniho programu... [19]

Problematika plynové chromatografie a s ni spojenych jevi je velice obsdhlou védni

disciplinou a jeji detailné&jsi popis je zcela mimo rozsah této prace.

1.2.2 Hmotnostni detektory v plynové chromatografii

Ve spojeni s plynovym chromatogramem je mozné pouzit celou fadu detektort:

tepelné vodivostni detektor (TCD), plamenové ionizacni detektor (FID), detektor
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elektronového zachytu (ECD), analyzator iontové mobility (IMS), hmotnostni spektrometr
(MS) a celou fadu dalSich. A pravé hmotnostni detektory patii v souCasné dobé¢ k velice
vyuzivanym zpusoblim detekce a to diky jejich vysoké univerzalnosti, dobré citlivosti
a moznosti ziskat udaje o struktufe molekul. Hmotnostni detektory vyuzivaji principu,
Ze nabité Castice (ionty) lze pfi priichodu elektromagnetickym polem ve vakuu rozlisit dle
poméru jejich hmotnosti k velikosti nesené¢ho naboje (m/z). Obecné tak lze fici,
ze hmotnostni detektor se skladd ziontového zdroje, separdtoru iontli a vlastniho
detek¢niho zafizeni. Nutnou soucésti je 1 vyveéva evakuujici prostor hmotnostniho

detektoru [18, 19].

Nejcastéji pouzivanym zpusobem ionizace v plynové chromatografii pak je ionizace
narazem elektronu (EI). Pii této technice jsou molekuly ionizovany proudem elektronti
s energii typicky 70 eV emitovanych Zhavenym vldknem. Pfi nérazu takového elektronu
do neutralni molekuly dojde k vytrzeni jednoho z elektronli v elektronovém obalu
molekuly a vznikne tak kladné nabity molekularni ion — M". Pokud je takto vznikly
ion nestabilni v disledku nadbytku vnitini energie, dojde k jeho rozpadu na neutrdlni a
ionizovany fragment. Jednotlivych ionizovanych fragmenti vznika celd fada, dohromady
pak tyto fragmenty tvofi fragmentacni spektrum, které je pro kazdou molekulu typické.
Této vlastnosti vyuzivaji takzvané knihovny spekter, coz jsou databidze umoziujici
porovndni fragmentaéniho spektra hledané molekuly s fragmentaénimi spektry
namétfenych standardii. Existuje také fada pravidel umoziujicich na zéklad€ velikosti a

zastoupeni fragmenta urcit jejich atomové slozeni, typy vazeb v molekule a posléze tak

vvvvvv

ey ee

spekter [18, 19].

V praxi jsou momentalné nejcastéji vyuzivany tii typy iontovych separatort a jejich
vzajemnych kombinaci. Jsou to analyzator doby letu (TOF), kvadrupolovy analyzator
(ISQ) a iontova past (IT). Schematické zndzornéni analyzatorti vyuzitych v praktické ¢asti

viz Obr. 5.
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Obr. 5: Schematické zndzornéni kvadrupolového analyzatoru a iontové pasti [20].

Podrobngjsi popis déji  probihajicich v hmotnostnich detektorech, vyhody
¢1 nevyhody spojené s pouzitim konkrétnich detektorti a moZnosti jejich kombinaci, jsou

zcela mimo rozsah této prace.

1.2.2 Princip a vyznam derivatizace

Jak uz bylo zminéno v kapitole zabyvajici se plynovou chromatografii, je tato
technika vhodnd zejména pro latky t€kavé a termostabilni. Podminku tékavosti obvykle
spliluji zejména latky nepolarni a malo polarni. U organickych latek obsahujicich funkéni
skupiny zvySujici polaritu molekuly (-OH, -COOH, -SH, -NH; =O...) je vhodné tyto
skupiny modifikovat navazanim méné polarnich skupin. Tato technika je oznaCovana jako
derivatizace. [21] A pravé fada lignana patii mezi latky jenz je vhodné derivatizovat.
U lignant métenych v této praci Slo o derivatizaci volnych -OH skupin vysoce zvySujicich

polaritu molekuly.

V soucasné dob¢ je nejvice vyuzivdna derivatizace pomoci silylace polarnich
skupin. Pfi této technice je nejCastéji vodik nahrazen kiemikem s navazanymi
methylovymi skupinami [21]. Pro derivatizaci -OH skupin lignanii je typicky vyuzivana
skupina -Si(CH3)s [3, 7, 14, 15, 16, 21, 22, 23]. Pouze ve dvou pracich bylo popséano

meéteni lignani pomoci GC-MS bez derivatizace. V prvni z nich vSak 3 z péti lignanti

13



sledovanych v této praci nemély Zadnou -OH ani =O skupinu, zbyl¢é 2 lignany pak mély
po jedné -OH skuping [25]. Ve druhé praci pak byly nederivatizované lignany pouzity pro
urceni jejich fragmentacnich spekter. Pro kvantifikaci pak ale byly vyuzity TMSi derivaty
lignant, nebo HPLC s detekci v UV oblasti [26].

V drtivé vétSin€ praci bylo k derivatizaci lignanti pouzito BSTFA s 1 % TMCS,
kdy jako prosttedi pro reakci byl vyuzivan bezvody pyridin nebo acetonitril [7, 14, 16, 22,
23]. Pridavek 1 % TMCS k BSTFA ma za cil katalyzovat reakci u stericky branénych
funkénich skupin [21]. Reakéni mechanizmus BSTFA s -OH skupinou viz Obr. 6. Ve
dvou studiich byla pouzita derivatiza¢ni smés pyridinu, HMDS a TMCS v poméru 9:3:1
(v/viv) [24, 27].
O—TMS
+ H—Y—R —— TMS—Y—R + F;C—C—N—TMS
FsC—C=N—TMS3 |
H
Obr. 6: Schéma reakce BSTFA (TMS = -Si(CHs)3) s uhlovodikem s polarni -YH skupinou
(Y=0, S,NH, NR’, COO...) [21].

Obdobnym mechanizmem, jako u BSTFA probiha derivatizace 1 v ptipadé MSTFA,

které bylo €asto pouZivano v praktické ¢asti této prace. Reakéni mechanizmus viz Obr. 7.

F3C—C—N—CHa+ H—Y—R — TMS—Y—R + FgC—C_Iil—CHa

™S H

Obr. 7: Schéma reakce MSTFA (TMS = -Si(CHs);) suhlovodikem s polarni -YH
skupinou ( Y= 0, S, NH, NR’, COO...) [21].

MSTFA miize byt dale obohaceno o katalyzujici latky, které vylepsuji derivatizacni
ucinnost pro rizné skupiny latek. Takovym ptikladem muiZe byt ptidavek jodidu
amonné¢ho, které se preméfuje na trimethyljodosilan. V takovém piipad¢ je k MSTFA
pfidan i ethanthiol, aby nedochazelo k tvorbé jodovanych derivati. Tomu je zabranéno

tim, Ze vodik z ethanthiolu se navaze na jodidovy ion a ethanthiol dimerizuje na diethyl
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disulfid [28]. Takto aktivované MSTFA je v katalogu Sigma Aldrich oznaceno jako
MSTFA activated I. DalSimi moznymi zplsoby aktivace je naptiklad ptidavek
2-(Trimethylsilyl)ethanthiolu (MSTFA activated II u Sigma Aldrich) ¢&i ptidavek
imidazolu (MSTFA activated III u Sigma Aldrich). Derivatizaéni ucinnost takto
upravené¢ho MSTFA se miize pro rizné skupiny latek dramaticky lisit [29].

1.2.3 GC/MS analyza lignanu

Pfi analyzidch obsahu lignan v nejrtiznéjSich matricich je obvyklym postupem
extrakce lignaniit pomoci SPE ¢i LLE, v nékterych piipadech doplnénd o odStépeni
vazanych lignanli. Analytickou koncovkou je pak obvykle kapalinovd ¢i plynova
chromatografie ve spojeni s nejriiznéjSim typem detektord. V literatufe je uvadeéna
1 moZznost separace lignani pomoci chromatografie na tenké vrstvé, ktera se dnes jiz piili§
nevyuziva [26, 30]. Pokud jde o volbu mezi kapalinovou a plynovou chromatografii, tak
ve veétSin€ praci je vyuzivana chromatografie kapalinova, ale i plynovd chromatografie je

uzivana neziidka.

Jak jiz bylo zminéno v ptedchozi kapitole, pfi vyuziti plynové chromatografie pro
separaci lignanti pfedchazi analyze témét vzdy derivatizaéni krok. V takovém piipadée jsou
pouzivany nepolarni aZ mirn€ polarni kolony — od 100 % dimethylpolysiloxanu po kolony
s 5% obsahem fenyldimethylpolysiloxanu. Konkrétni piiklady pouzitych stacionarnich
fazi: ZB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm, Phenomenex) [16], HP-1 (25 m x 0,20 mm x 0,11
pm, Agilent Technologies) [15], DB-5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, J&W Scientific)
3], GC-1 (15 m x 0,25 mm x 0,25 p, GC2 Chromatography) [14] a HP5-ms
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um, J&W Scientific) [22].

Teplotni gradient pak mél obvykle podobu rychlého naristu teploty na vice
nez 200 °C a pozvolnéjSiho nartstu k 300 °C. Konkrétni teplotni gradienty pak byly velice
variabilni co do pocatecni teploty, rychlosti nartstu teplot, ¢i isotermickych prodlev [3, 7,

14, 16, 21, 22, 23].

Pokud jde o zplisob detekce lignanii v plynové chromatografii, tak nejpouzivanéjsi
metodou je v soucasnosti MS [3, 7, 14, 15, 16, 21, 22, 23, 26]. Mozné je pouzit i dalsi
typy detektorti vhodnych pro GC jako naptiklad IMS [31], nebo FID [30] .
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BohuzZel pouze nékteré prace uvadéji alespont zakladni validacni charakteristiky pro

GC-MS analyzu lignant a to jeSt¢ vrizném rozsahu a nalezené/vypoctené riiznymi

metodami. Tato udaje jsou tak jen velice tézko porovnatelné. Nalezené validacni

charakteristiky jsou shrnuty v Tab. V.

Tab. V: Zakladni validacni charakteristiky pro GC-MS systém pri analyze lignanii.

Typ MS | Koncentrace kalibra¢nich bodii LOD 5
R Reference
detektoru [ug/ml] [nug/ml]

IT 0;0,1; 1; 5; 10; 20 1,32 0,9975 [16]
ISQ-SIM 0,025 -5 0,0038 —0,00802 | 0,9977-0,9991 [27]
ISQ-SIM NR 0,00002 — 0,003 0,989-1,000 [3]
ISQ-TIC NR 0,00005 —0,0096 | 0,983-0,999 (3]

pro R*:
0;0,05;0,1; 0,15;0,2; 0,5;1; 2
ISQ-SIM 0,0012 —0,0053 >0,999 [14]

pro LOD:

0; 0,0025; 0,005; 0,01; 0,025

Z Tab. V je patrné, ze hodnoty LOD se 1i$i a to az o 5 adl v ramci raznych studii,

lignant a pfistroji. AvSak 1 hodnoty pro riizné lignany méfené v ramci jedné studie

se mohou liSit az o 2 fady. Obdobné variabilni jsou pak i1 koeficienty determinace.

Hodnoty spravnosti a ptesnosti pro jednotlivé koncentracni hladiny pak nebyly uvedeny

ani u jedné z praci.

Zajimavé srovnani LOD mezi GC a HPLC systémy pro 9 rlznych lignant

provedené v rdmci jedné studie je uvedeno v Tab. VL

16




Tab. VI: Limity detekce pro 9 vybranych lignanit mérenych s vyuzitim ruznych HPLC-MS
a GC-MS systemii [3].

ANSECO END ENTL | Iso-LAR | LAR MR PIN SDG SEC
Systém

[ug/ml] | [ug/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [ug/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [pg/ml]
HPLC

0,000008 | 0,000007 | 0,000002 | 0,000006 | 0,000043 | 0,000006 | 0,000006 | 0,000008 | 0,000008
TOF-MS
HPLC

0,000001 | 0,00001 |0,000003 |0,000004 | 0,00001 |0,000002 | 0,000009 | 0,000005 | 0,000005
MS/MS
GC

0,0001 0,00002 | 0,00012 | 0,0021 0,003 0,0023 | 0,0026 ND 0,00011
MS-SIM
GC
MS.TIC 0,00021 | 0,00005 | 0,00033 | 0,0096 | 0,0039 | 0,0065 | 0,0045 ND 0,00028

Z vysledkl studie uvedenych v Tab. VI jednoznacné vyplyva, ze pro velice nizké

koncentrace lignanti je vyhodnéjsi pouzit HPLC. Zajimavé také je, ze u jednoho HPLC

systému je maximdlni rozdil mezi riznymi hodnotami LOD pftiblizn€ tadovy. Naproti

tomu u GC systému je tento rozdil piiblizné v rozsahu dvou tadi. AvSak vyznamnou roli

v tomto srovnani mize hrat i fakt, Ze ve spojeni s HPLC byl pouzit ISQ-TOF a TSQ,

zatimco ve spojeni s GC byl pouzit pouze ISQ [3]. Pro praktické vyuziti pak také nelze

opomenout znaény cenovy rozdil mezi jednotlivymi systémy.
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2 MATERIALY A METODY

2.1 Pouzité chemikalie a ¢inidla

Standardy:

HMR extrahovany v laboratofi [32]
ENTL, ArboNova (Turku, Finsko)
PIN, ArboNova (Turku, Finsko)
Iso-LAR, ArboNova (Turku, Finsko)
LAR, ArboNova (Turku, Finsko)
MR, ArboNova (Turku, Finsko)
CONI, ArboNova (Turku, Finsko)
SEC, ArboNova (Turku, Finsko)

Derivatizac¢ni ¢inidla:

BSTFA-staré, Fluka Chemie AG, ¢. Sarze: 273899

BSTFA-nové, Aldrich, ¢. Sarze: SHBF5856V

BSTFA + 1 % TMCS, Aldrich, ¢. Sarze: BCBL6267V

MSTFA, Aldrich, ¢. Sarze: BCBL4248V

MSTFA-I, Aldrich, ¢. Sarze: BCBL6267V

MSTFA-II, Aldrich, ¢. Sarze: BCBK3091V

MSTFA-II, Aldrich, ¢. Sarze: BCBN0324V

MSTFA-III, Aldrich, ¢. Sarze: BCB65587V

MSTFA-II, Aldrich, ¢. Sarze: BCBN0324V + jodid amonny *

MSTFA-II, Aldrich, ¢. Sarze: BCBN0324V + jodid amonny a ethanthiol *

* ptipravené Be. Lydii Plackovou
Ostatni:

Dimethyldichlorsilan, Restek
Methanol, Merck
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Toluen, Merck
Hexan, Merck
Dusik z generatotu

Helium 5.0; Messer

2.2 Instrumentalni vybaveni:

MS detektor: ITQ 1100, Thermo Fischer Scientific

MS detektor: ISQ, Thermo Fischer Scientific

MS detektor: TSQ 8000 Evo Triple Quadrupole, Thermo Fischer Scientific
FID detektor pro Trace 1300 GC series, Thermo Fischer Scientific

Plynovy chromatograf: Trace GC Ultra, Thermo Fischer Scientific
Plynovy chromatograf: Trace 1310, Thermo Fischer Scientific

Chromatograficka kapilarni kolona: Rxi-5ms, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm, Restek
Chromatograficka kapilarni kolona: Rxi-1ms, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm, Restek
Chromatograficka kapilarni kolona: TR-5MS, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Thermo

Fischer Scientific

Generator dusiku: Peak Scientific NM32LA
Analytické vahy: Sartorius 1712
Dry block: Pierce Reacti-Therm, Thermo Fischer Scientific

Software:

Sada nastrojiit MS Office
Statistica 13

Xcalibur 2.2 SP1.48

Chromeleone 7
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2.3 Priprava roztokt standard

Zasobni roztoky standardii lignand byly ptipraveny dle Tab. VII. Vyjimkou byl

zasobni roztok cholesterolu, ktery byl nafedén toluenem.

Tab. VII: Zpusob pripravy zdasobnich roztokii.

Objem Me-OH Koncentrace
Latka Navazka [mg] (*Toluen) zasobniho roztoku
[ml] [mg/ml]

HMR I+II 15,97 3 5,323
ENTL 10,950 2 5,475
Iso-LAR 2,42 2 1,210
SEC 2,34 2 1,170
MR 2,47 2 1,235
LAR 2,34 2 1,170
CONI 2,04 2 1,020
PIN 2,41 2 1,205
CHOL 6,20 3* 2,067

Ze zasobnich roztokl byly déle ptipraveny roztoky pracovni, viz Tab. VIII.

Tab. VIII: Zpiisob pripravy zdasobnich roztokui.

Latka Koncentrace pracovniho Objem zasobniho Finalni objem
roztoku [pg/ml] roztoku [ul] [ul]
HMR 30; 500 56,4; 187,7 10000; 2000
[+IT* ’ S ’ ’
ENTL* 30; 500 54,8; 182,6 10000; 2000
Iso-LAR 20; 500 66,1; 826,4 4000; 2000
SEC 20; 500 68,4; 854,7 4000; 2000
MR 20; 500 64,8; 809,7 4000; 2000
LAR 20; 500 68,4; 854,7 4000; 2000
CONI 20; 500 78,4; 980,4 4000; 2000
PIN 20; 500 66,4; 829,9 4000; 2000
CHOL 10; 500 19,4; 483,8 4000; 2000

*HMR a ENTL byly pfipraveny jako smésny standard do jedné vialky.
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Z pracovniho roztoku HMR, CHOL a ENTL byl poté pfipraven desetindsobnym
fedénim pracovni roztok o koncentraci 3 pg/ml a 1 pg/ml. V nékterych ptipadech byly
rozfedény jest¢ dal§i pracovni roztoky o jinych koncentracich, coz je vzdy v textu
uvedeno. Jako interni standard byl také vyuzivan roztok Me-C19 v hexanu. Jeho zasobni
roztok o koncentraci 250 pg/ml byl pfipraven laborantkou. Z néj byly dale pfipravovany

pracovni roztoky o koncentraci 1 a 10 pg/ml.

Pro velkou variabilitu v pfipravach kalibra¢nich kiivek a dalSich méfenych roztoki,
jsou konkrétni zplisoby ptipravy vzdy uvedeny v piislusné podkapitole. Veskeré roztoky

byly uchovéavany v mraznicce pii -18 °C.

2.4 Derivatizace standardu

Ptislusny objem methanolického roztoku lignanu byl pfeveden do insertu o objemu
250 pl. V ptipad¢ davkovani méné nez 100 pl roztoku lignanu bylo do inzertu predtim
nadavkovano 100 pl ¢istého methanolu, aby nemohlo dochazet k nereprodukovatelnym
odchylkdam béhem davkovani. V ptipadé¢ pouziti CHOL jako ISTD byl v tuto chvili
nadavkovan i piislusny objem roztoku CHOL. Obsah inzertu byl poté odpafen do sucha
proudem dusiku, poté bylo pfidano 40 pl derivatiza¢niho ¢inidla (v ptipadé BSTFA a
BSTFA s1 % TMCS spolu s 40 pl pyridinu), roztok byl dikladné¢ vortexovan.
Derivatizace probihala po dobu 30 minut pii teploté¢ 70 °C. Poté byly vzorky opét
odpafeny do sucha proudem dusiku a nafedény dcistym hexanem (nebo roztokem
Me-C19), roztok byl dikladné protiepan. V ptipad¢ odchylky od tohoto postupu je tento
fakt vzdy zaznamenan v pfisluSné podkapitole. Pokud neni v textu uvedeno jinak, bylo

k derivatizaci pouzito MSTFA-IL

2.5 Silanizace inzertu

Deaktivace inzertli byla provedena technikou silanizace a to pomoci DMDCS.
K vlastni silanizaci byl pouzit 5 % roztok DMDCS v toluenu (v/v). Timto roztokem byly
naplnény inzerty. Po 15 minutach byl roztok DMDCS odstranén a inzerty dvakrat

proplachnuty toluenem. Poté byly inzerty naplnény methanolem. Po 15 minutach byl
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odstranén methanol a inzerty je$t€¢ jednou propldchnuty methanolem. Na zavér byly

inzerty vysuSeny proudem dusiku.

2.6 Podminky chromatografické separace a nastaveni MS
detektoru

Pokud v textu pfislusné podkapitoly neni uvedeno jinak, byl pouzit ISQ detektor
a plynovy chromatograf Trace GC Ultra, vybaveny chromatografickou kapilarni kolonou

Rxi-5ms, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm a linerem Sky 3.0 mm ID Single Taper.

Jako nosny plyn bylo pouzito helium. Nastfikovan byl objem 1 ul v splitless modu
pii teploté 250 °C, split po 1 minuté, 50 ml/min. Konstantni pritok helia byl nastaven
na 1 ml/min. Teplotni program byl nasledujici: pocate¢ni teplota 140 °C, poté narust na
250 °C rychlosti 40 ‘C/min, dalsi nartst na 283 “C pti 5 “C/min, poté dalsi zvySeni teploty
na 300 °C rychlosti 2 ‘C/min a na zavér nartst na 310 “C rychlosti 20 ‘C/min, tato teplota
byla nasledné drzena po dobu 1 min. Teplota transfer line byla 250 °C, iontovy zdroj byl
nastaven na teplotu 200 ‘C a ioniza¢ni energie na 70 eV. Pocatek skenovani iontt byl

v Case 7,00 min.

2.7 Porovnani uc¢innosti derivatizacnich cinidel

Srovnani ucinnosti derivatizace bylo provedeno na dvou koncentracnich trovnich
a to 0,05 pg/ml a 4,5 pg/ml. VSechny vzorky byly pfipraveny ve tfech opakovanich.
Pro eliminaci mozné fluktuace odezvy ISQ byl v kazdém vzorku ptfitomen Me-C19

o koncentraci 1 pg/ml. Vysledky byly poté statisticky vyhodnoceny.

2.8 Méreni stability TMSi-HMR na iontové pasti

Z provoznich divodl laboratofe musel byt test dlouhodobé stability TMSi-HMR
méten na iontové pasti (ITQ 1100; Thermo). Pro méfeni kalibracni kiivky na iontové pasti
byl vzhledem k niZ8i citlivosti iontové pasti upraven 1 rozsah kalibracni kiivky na
10 — 50 pug/ml. Z toho divodu byla zvolena koncentrace HMR na 30 pg/ml. Metoda

nebyla s timto typem detektoru pln€ validovana, ale byla ovéfena piesnost a spravnost této

22



metody na koncentra¢ni hladin€ 30 pg/ml. Pro tento test bylo pfipraveno 10 samostatnych
vzorkl. Vzorky byly pfipraveny pievedenim 200 pl pracovniho roztoku o koncentraci
30 pg/ml do inzertu. Kvili velké fluktuaci odezvy iontové pasti byl jako interni standard
pouzit roztok cholesterolu o koncentraci 100 pg/ml, kterého bylo pfidano ke vzorku 20 pl.
Po finalnim nafedéni na 200 pl tak byla vyslednd koncentrace cholesterolu 10 pg/ml.
Pti piipravé kalibracnich kiivek bylo pfiddno 15 pl roztoku cholesterolu o koncentraci
100 pg/ml. Po findlnim nafedéni na 150 ul tak byla vysledna koncentrace cholesterolu

opét 10 pg/ml. Namétena data byla statisticky vyhodnocena.

2.9 Podminky a zptlsob provedeni jednotlivych testu

Kvili velkym odliSnostem v pribéhu piiprav jednotlivych méfeni a velkému poctu
dil¢ich test bylo rozhodnuto, ze kvili lepsi piehlednosti budou nékteré informace,
které jsou obvykle uvadény pravé v kapitole Materidly a metody, uvedeny vzdy az na
zacatku prisluSné podkapitoly v oddile Vysledky a diskuze. Jedna se zejména o informace
souvisejici s koncentraci, mnozstvim a zptisobem pfipravy kalibra¢nich bodi. Uvedeni
téchto informaci pro vSechna provedend méteni v tomto oddile by bylo velice nepiehledné

a pro ¢tenare pii hodnoceni vysledkt v oddile Vysledky a diskuze matouci.

2.10 Statisticka vyhodnoceni

Vysledky méteni porovnani ucinnosti derivatizac¢nich ¢inidel a stability TMSi

HMR byly vyhodnoceny v programu Statistika 13.

2.10.1 Uéinnost derivatiza¢nich ¢inidel

Ziskana data byla analyzovana metodou jednocestné ANOVY a to pro kazdy analyt
a koncentrac¢ni troven zvlast — celkem tedy 4 analyzy. Homogenita variance byla v kazdé
skupiné otestovana pomoci Bartlet, Corchan C a Hartley testu, kdy pfi neprikaznosti
tohoto testu miZzeme predpokladat, Ze variance jsou homogenni a tudiZ je mozné pouzit

ANOVA testy. Dale byl proveden Tukeyho post hoc test k roztfidéni jednotlivych
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derivatizacnich cCinidel do statisticky vyznamné odliSnych skupin dle w¢innosti

derivatizace.

2.10.2 Dlouhodoba stabilita TMSi-HMR

Ziskana data byla analyzovana metodou jednostranné ANOVY pro opakovana
mefeni. Kvali vyssi variabilité uvniti triplikatd v disledku méteni na ITQ, byly naméfené
hodnoty koncentraci pted statistickym vyhodnocenim logaritmovany. Pomoci testu
Bartlet, Corchan C a Hartley byla otestovana homogenita varianci. Dale byl proveden

Tukeyho post hoc test k rozliSeni vlivu jednotlivych teplot uskladnéni a doby uskladnéni.

2.10.3 Kratkodoba stabilita TMSi-HMR

Nemeétend data byla analyzovana metodou jednostranné, jednocestné ANOVY.

Pomoci testu Bartlet, Corchan C a Hartley byla ovéfena homogenita varianci.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Optimalizace MS-SIM metody

Optimalizace MS-SIM metody zahrnovala ur€eni retencnich €asti vybranych TMSi

derivath lignan a Me-C19 pro urceni jednotlivych casovych SIM oken a vybér

nejvhodnéjsich specifickych iontii. Hlavnim kritériem pro vybér iontil byl pomér signalu

k Sumu a jednoznaéna identifikace dané latky. Pro méfeni byly pouZity roztoky lignant

a Me-C19 o koncentraci 10 pg/ml. Zpiisob fedéni jednotlivych roztokl je uveden v Tab.

IX.

Tab. IX: Redéni pracovnich roztokii lignanii pro stanoveni jejich RT a fragmentacnich

spekter.
. Konc’entrace Objem pracovniho Finalni objem po
Latka pracovniho roztoku L
[ug/ml] roztoku [pl] derivatizaci [pl]
Me-C19 250 8 200
ENTL 30 67,7 200
Iso-LAR 20 100 200
SEC 20 100 200
HMR [+I 30 67,7 200
MR 20 100 200
LAR 20 100 200
CONI 20 100 200
PIN 20 100 200
CHOL 10 200 200

Lignany byly pfed méfenim derivatizovany MSTFA-II dle postupu uvedeného

v oddile Materidly a metody. Podminky chromatografické separace byly nastaveny dle

popisu uvedeného v oddile Materidly a metody. Pro zjisténi fragmentacnich spekter byl

hmotnostni spektrometr nastaven na skenovani v rozsahu 50-700 m/z. Namétfené retencni

casy, Casova okna a vybrané ionty jsou uvedeny v Tab. X.
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Tab. X: Retencni casy TMSi derivatii lignanu, casova okna a ionty vybrané pro SIM

metodu namérené na chromatografické koloné s fazi Rxi-Sms.

Latka Retencni ¢as [min] Casové okno [min] Tonty [m/z]
Me-C19 5,11 4,00-8,00 312; 269
ENTL 9,28 8,00-10,30 442; 180; 263
Iso-LAR 10,98 10,30-11,30 558; 437, 455; 527
SEC 11,49 11,30-13,00 560; 261; 439; 470
HMR-II 13,36 13,00-14,10 590; 297; 500
HMR-I 13,51 13,00-14,10 590; 297; 500
MR 13.51 13,00-14,10 502; 209
LAR 14,37 14,10-14,50 576; 324; 455; 486
CONI 14,66 14,50-15,30 500; 385; 470, 485
PIN 16,35 15,30-17,30 502; 223; 235
CHOL 13,34 13,00-13,42 458, 368; 336

Jak je z Tab. X patrné, pouzivany standard HMR obsahoval oba jeho izomery [12]
a tyto izomery byly separovany. Déle se ukazalo, Ze na pouzité chromatografické koloné
se stacionarni fazi Rxi-5ms dochézi ke koeluci mezi TMSi-HMR-II a TMSi-CHOL. Tento
fakt nebyl piekdzkou pii testech, nebot’ v pouzivaném standardu HMR byl izomer
HMR-II zastoupen pouze minoritné. Pro méfeni ptirodnich vzorkli by ovSem bylo nutné
pouzivat jiny ISTD, ¢i vyzkouSet jinou chromatografickou kolonu. Déle také nebylo
mozné oddélit HMR-I od MR a to i1 pfes to, Ze maji znacn€ odliSnou molekulovou
hmotnost: TMSi-HMR= 590 g/mol; TMSi-MR= 502 g/mol. ProtoZe cilem bylo pfipravit
metodu pro stanoveni lignant v povrchovych vodach, kde miize byt pfitomen HMR 1 MR
[15], byla otestovana chromatografickdi kolona Rxi-Ims. VSechny ostatni
chromatografické podminky byly nezménény. Vysledky meéfeni na této koloné jsou

shrnuty v Tab. XI.

26



Tab. XI: Retencni casy TMSi derivatii lignanii na chromatografické koloné s fazi Rxi-1ms.

Latka Retencni ¢as [min]
Me-C19 4,81
ENTL 9,09
Iso-LAR 10,71
SEC 11,30
MR 12,55
HMR-II 12,72
HMR-I 12,88
CONI 13,25
LAR 13,55
PIN 14,86

Nameétené retencni Casy uvedené v Tab. XI ukazuji, ze na chromatografické koloné
s fazi Rxi-1ms dochdzi k rozdéleni TMSi derivati HMR-I a MR. Zaroven s touto zménou
vSak nedoslo k zddnému piekryti retenCnich Cast ostatnich méfenych latek. Na zakladé
tohoto méfeni je tak mozné doporucit chromatografickou kolonu s fazi Rxi-1ms pro
méteni vzorkl s predpokladanym obsahem lignanti uvedenych v Tab. XI. Z provoznich
davodt laboratoie vSak nebylo mozné, aby byla v plynovém chromatografu dlouhodobé
nainstalovana kolona s fazi Rxi-lms a proto byla veskera dal§i méfeni provadéna na
kolonach s fazi Rxi-5ms. Béhem dalSich optimaliza¢nich krokii jiz byly méfeny pouze
ENTL a HMR, tudiz tato skute¢nost nemela na praci zadny vliv. Dle hodnot uvedenych
v Tab. X bylo provedeno nastaveni hmotnostniho spektrometru pro detekci TMSi derivata

HMR-I; HMR-II; ENTL  a Me-C19.

3.2 Porovnani ucinnosti derivatizace

Pti planovani tohoto pokusu doSlo k problémim s dodanou Sarzi MSTFA-II, kdy
toto Cinidlo prestalo derivatizovat keto skupiny steroidnich latek, které vté dobé
v laboratofi stanovovany. Tento problém byl vyfeSen ptidavkem jodidu amonného
a ethanthiolu k derivatizaénimu c¢inidlu (dosud nepublikovana data Bc. Lydie Plackova).
Bylo proto rozhodnuto, Ze bude otestovano i vliv pfidavku téchto latek k MSTFA-II na

derivatizaci -OH skupin lignani.
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Test homogenity variance (Bartlet, Corchan C a Hartley) vySel na obou

koncentrac¢nich trovnich u vSech skupin nepriikazné na hladin€ vyznamnosti 5 %.

Jednocestnou analyzou variance otestovany piedpoklad, ze zaddné derivatizacni
¢inidlo se svou derivatiza¢ni u€innosti nelisi, byl zamitnut na nizsi (p<0,0001; df= §;18) 1
na vyssi (p<0,0001; df= 8;17) koncentracni urovni. Celkové vysledky spolu s vysledky
Tukey post hoc testu jsou graficky znazornény na Obr. 8 a 9.
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Obr. 8: Graf pomért ploch pikit Me-C19 a ptislusného lignanu o koncentraci 0,05 pg/ml.

Odli$na pismena oznacuji statisticky vyznamné odlisné skupiny.
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Obr. 9: Graf pomért ploch piklit Me-C19 a ptisluSného lignanu o koncentraci 4,5 pg/ml.

Odlis$na pismena oznacuji statisticky vyznamné odlisné skupiny.

Chybové tusecky oznaCuji smeérodatnou odchylku mezi opakovanimi. Stejnymi
pismeny jsou pak v grafu oznaceny skupiny derivatizacnich ¢inidel, ktera se od sebe na
zakladé Tukeyho post hoc testu neodliSuji. U ENTL byla skupina s nejniz§im vytéZkem

oznacena pismenem a. U HMR byla skupina s nejniz§im vytézkem oznacena pismenem z.

Z namé&fenych dat vyplyva, Ze na niz$i koncentracni hladiné je mezi jednotlivymi
derivatiza¢nimi Cinidly vétsi variabilita. Také absolutni rozdily jsou v této skupiné veétsi.
To potvrzuje ptedpoklad, ze pfi koncentracich blizkych limitu detekce miize byt volba
derivatizacniho ¢inidla klicova. Dale mlzeme konstatovat, Ze pfidavek ethanthiolu a
jodidu amonného k MSTFA-II nevedl k vy$$i u¢innosti derivatizace. Naopak ptidavek
samotného jodidu amonného vedl k vyznamnému sniZeni Uc¢innosti derivatizace u obou
testovanych lignand pfi koncentraci 0,05 pg/ml. Pridavek 1% TMCS k BSTFA mél
vyznamny vliv na sniZeni u€innosti derivatizace pro ENTL na niZ8i koncentra¢ni Grovni.
Vyznamny byl také rozdil mezi Sarzemi BSTFA, kdy BSTFA-staré mélo vyznamné lepsi

derivatizacni G¢inek pro HMR a to na obou koncentracnich tirovnich. Naopak pro ENTL

na vysSi koncentracni urovni mélo BSTFA-nové statisticky vyznamné nejlepsi
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derivatizacni G¢innost ze vSech testovanych derivatizacnich c¢inidel. MSTFA-III pak
pravdépodobné nederivatizovalo vibec [29] a naméfené hodnoty jsou jen vysledkem
mozné kontaminace v pribéhu pifipravy. Obecné lze k derivatizaci lignanii doporucit
MSTFA-I a MSTFA-II které mély stabiln€¢ dobrou derivatizacni Uc¢innost pro oba
testované lignany na obou koncentracnich urovnich. Na zaklad¢ vysledkii by bylo mozné
doporucit i BSTFA-staré a vSak vzhledem ke zna¢nému stafi této Sarze, jiZ nepochybné

nebude mozné jej v budoucnu opakované pouZzivat.

3.3 Validace GC/MS metody

3.3.1 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce byla stanovena méfenim postupné zied’'ovanych roztokii. Koncentrace
jednotlivych roztokti a zptsob fedéni jsou uvedeny v Tab. XII. Za mez detekce byla
povazovana takova koncentrace, kdy vySka piku odpovidala piiblizné trojnasobku vysky
Sumu zékladni linie v okoli piku. Mez stanovitelnosti pak byla stanovena jako pfiblizné
desetinasobek vysky Sumu zakladni linie v okoli piku. Vyhodnoceni poméru signalu

k Sumu bylo provedeno manualné v softwaru Excalibur (Thermo Fischer Scientific).

Tab. XII: Zpiisob redéni roztoki pro stanoveni meze detekce a meze stanovitelnosti.

Koncentrace Konc'entrace Objem pracovniho Finalni objem

roztoku [ug/mi] | Pracovnino roztoku roztoku [ul] m
[ug/ml]

3 3 200 200
0,3 3 20 200
0,1 0,1 200 200
0,05 0,1 100 200
0,01 0,1 20 200
0,005 0,1 10 200
0,001 0,1 2 200
0,0005 0,1 1 200

Smésny pracovni roztok HMR a ENTL o koncentraci 0,1 pg/ml byl pfipraven

smichanim 50 pl pracovniho roztoku o koncentraci 3 pg/ml s 1450 ul ¢istého methanolu.
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Timto zplsobem byla stanovena mez detekce TMSi-HMR na 0,005 pg/ml
s pomérem signdlu k Sumu rovnym c¢tyfem a mez stanovitelnosti na 0,01 pg/ml
s pomérem signalu k Sumu rovnym deseti. Pro TMSi-ENTL byla mez detekce stanovena
na 0,001 pg/ml s pomérem signalu k Sumu rovnym tfem a mez stanovitelnosti na
0,005 pg/ml s pomérem signalu k Sumu rovnym dvanacti. Porovnani dosazenych hodnot
s publikovanymi studiemi, neni moZné, protoZze hodnota LOD pro TMSi-HMR byla
uvedena pouze v jedné praci a to pii detekci pomoci IT. Vypocet LOD pak bal jesté
proveden odliSnym zptsobem [16]. Pro TMSi-ENTL je pak mozné provést srovnani se
dvémi pracemi, kde byly pro GC/MS-SIM dosazeny nasleduji hodnoty LOD:
0,00012 pg/ml [3] a 0,0053 pg/ml [14]. Hodnota LOD dosazena v této praci tak lezi

ptiblizn¢ uprostfed mezi t€émito diive publikovanymi udaji.

3.3.2 Test kalibraéni krivky

Na zaklad¢ métfeni meze stanovitelnosti byla testovana kalibracni kiivka v rozsahu
0,015 pg/ml az 15 pg/ml. Jednotlivé kalibra¢ni body a zpiisob jejich fedéni je uveden
Tab. XIIL

Tab. XIII: Zpiisob redeni jednotlivych bodu kalibracni kiivky.

Koncentrace Konc'entrace Objem pracovniho Finalni objem
roztoku [ug/mi] | Pracovnino roztoku roztoku [ul] m
[ug/ml]
15 30 100 200
9 30 60 200
6 30 40 200
3 30 20 200
1 1 200 200
0,3 1 60 200
0,15 1 30 200
0,06 1 12 200
0,015 1 3 200

Prbéh kalibracni kiivky z bodl pfipravenych dle Tab. XIII, je zaznamenan na Obr. 10.
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Obr. 10: Kalibra¢ni kiivky pro TMSi derivaty HMR a ENTL s prolozenymi pfimkami.

Jak je zObr. 10 patrné, v celém testovaném rozsahu nebylo mozné nalézt usek,
ktery by mohl byt prolozen pfimkou. Protoze u GC/MS systému by odezva méla byt
v jistém koncentratnim rozsahu linedrni, byla provedena fada testli k odhaleni pficCiny

nelinedrni odezvy.

3.3.3 Kalibracni krivka cholesterolu

Nejdiive byl otestovan systém jako celek a to kalibracni kiivkou cholesterolu,
ktery byl pfed méfenim derivatizovan pomoci MSTFA-II stejnym postupem jako lignany.
Cholesterol byl vybran pravé kvili tomu, Ze je nutné ho pfed méfenim na GC také
derivatizovat. Kazdy bod byl pfipraven a méfen pouze jednou. Zptsob fedéni jednotlivych

kalibra¢nich bodt je uveden v Tab. XIV.
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Tab. X1IV: Zpusob redeni jednotlivych bodii kalibracni krivky cholesterolu.

Koncentrace Koncentrace . . e sr s 3.

. Objem pracovniho | Finalni objem
roztoku pracovniho roztoku roztoku [p] [ul]
[pg/ml] [pg/ml] 3 i

10 10 200 200
5 10 100 200
2 10 40 200
0,5 10 10 200
0,1 10 2 200
0,05 10 1 200

Priubéh kalibraéni kiivky pfipravené dle Tab. XIV, je zaznamenén na Obr. 11.
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Obr. 11: Kalibraéni kiivka TMSi derivatu cholesterolu

Kalibra¢ni kiivka TMSi-CHOL na Obr. 11 je dle ocekdvani linearni o ¢emz sveédci
jeji linedrni prolozeni s koeficientem determinace rovnym 0,9998. Z tohoto méfeni
vyplynulo, Ze nelinearita kalibra¢ni kiivky neni spolecnou vlastnosti pro vSechny TMSi

derivaty.
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3.3.4 Pridavek derivatizacniho cinidla

Déle byla testovana hypotéza, Ze by vroztoku po nafedéni hexanem
bez derivatiza¢niho ¢inidla mohlo dochdzet k samovolnému rozpadu TMSi derivatd,
1 kdyz v literatufe je uvadéno, ze napt. TMSi-derivaty steroidnich latek obsahujici -OH
skupinu, jsou minimdlné¢ béhem prvnich 48 hodin stabilni [33]. Byl proto pfipraven
kalibra¢ni roztok HMR a ENTL, ktery byly derivatizovan dle obvyklého postupu
MSTFA-II. OvSem s tim rozdilem, Ze po odfoukéani derivatiza¢niho ¢inidla dusikem,
nebyly derivaty fedény na findlni objem 200 ul Cistym hexanem, ale hexanem s 1 %
MSTFA-II. Kazdy bod kalibra¢ni kiivky byl pfipraven a méfen pouze jednou. Zpisob
fedéni jednotlivych kalibra¢nich bodu je uveden v Tab. XV.

Tab. XV: Zpiisob redeni jednotlivych bodii kalibracnich kiivek HMR a ENTL.

Koncentrace Koncentrace . . c src o ae
. Objem pracovniho | Finalni objem

roztoku pracovniho roztoku roztoku [pl] ]
[pg/ml] [pg/ml] " "

10 10 200 200

5 10 100 200

2 10 40 200

0,5 10 10 200

0,1 10 2 200

0,05 10 1 200

Smésny pracovni roztok HMR a ENTL o koncentraci 10 pg/ml byl pfipraven
smichanim 500 pl pracovniho roztoku o koncentraci 30 pg/ml s 1000 ul Ccistého
methanolu. Pribéh kalibraénich kiivek pfipravenych dle Tab. XV a métenych na GC/MS,

je zaznamenan na Obr. 12.
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Obr. 12: Kalibra¢ni kiivky TMSi-HMR a TMSi-ENTL s ptidavkem 1% MSTFA-II v
nastiiku
Dle vysledkti na Obr. 12 je patrné, Ze piidavek derivatiza¢niho ¢inidla k roztoku

TMSi derivata lignanii nevedl k linearizaci kalibra¢nich kiivek.

3.3.5 Derivatizacni krok, silanizace inzertu

Jako mozna pfi¢ina nelinearity kalibracni kiivky byla vyhodnocena rlizna
koncentrace analytu v derivatizacnim kroku a to navzdory tomu, Ze derivatizacni ¢inidlo
je zamérn¢ piridavano v takovém nadbytku oproti analytu, aby pii ustavovani rovnovahy
neméla koncentrace analytu vliv na vytéZnost reakce. Tato hypotéza byla ovéfena tim,
ze do inzertu bylo pfevedeno 200 pl pracovniho roztoku HMR a ENTL o koncentraci
30 pg/ml, tento roztok byl poté standardnim postupem derivatizovan pomoci MSTFA-II.
Po odfoukéni derivatiza¢niho ¢inidla bylo do inzertu pfidano 200 ul roztoku Me-C19
v hexanu o koncentraci 0,5 pg/ml. Tento roztok Me-C19, TMSi-HMR a TMSi-ENTL byl

dale pouZit jako pracovni roztok pro ptipravu kalibra¢nich kiivek.
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V tomto experimentu byl také testovan vliv silanizace inserti na konvexnost
kalibra¢nich kiivek. Hypotéza byla takova, ze by mohlo dochazet k adsorpci TMSi
derivati lignanli na neinaktivovany povrch sklenénych inzertii [34]. Inaktivace inzertl
silanizaci byla provedena postupem popsanym v oddile Materidly a metody. Do takto
inaktivovanych inzerti byl teprve rozifed'ovan smésny kalibra¢ni roztok TMSi-HMR a
TMSi-ENTL. Ptislusné objemy pracovniho roztoku byly nésledné¢ nafedény na 100 pl
roztokem Me-C19 v hexanu o koncentraci 0,5 pg/ml. Zptsob, jakym byly kalibraéni
kiivky pfipraveny, shrnuje Tab. XVI. Celkem pak byly kalibra¢ni kiivky pfipraveny
Ctyfmi riznymi zpusoby: kalibra¢ni kiivka roziedéna ze smeésného roztoku TMSi-HMR a
TMSi-ENTL do silanizovanych inzertl, kalibra¢ni kiivka rozfedéna zroztoku TMSi-
HMR a TMSIi-ENTL do nesilanizovanych inzerti, kalibraéni kiivka roziedéna
ze smésného roztoku HMR a ENTL derivatizovana v silanizovanych inzertech a
kalibra¢ni kiivka roziedéna z roztoku HMR a ENTL derivatizovana v nesilanizovanych

inzertech. Kazdy zplsob ptipravy kalibracni kiivky byl proveden ve dvou opakovanich.

Tab. XVI: Zpusob redeni jednotlivych bodii kalibracnich krivek.

Koncentrace Koncentrace . . e sr s 3.

. Objem pracovniho | Finalni objem
roztoku pracovniho roztoku roztoku [p] [ul]
[pg/ml] [pg/ml] " "

15 30 50 100
9 30 30 100
6 30 20 100
3 30 10 100
1 30 3,4 100
0,3 30 1 100

Zpusob tedéni kalibra¢nich bodl uvedeny v Tab. XVI byl shodny pro
derivatizovany 1 nederivatizovany pracovni roztok. Pribéh kalibracnich kiivek
TMSi-HMR a TMSi-ENTL piipravenych dle Tab. XVI, které byly roziedény z jiz
derivatizovaného pracovniho roztoku do silanizovanych inzertd je zaznamenan na

Obr. 13.
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Obr. 13: Kalibracni kiivky TMSi-HMR a TMSi-ENTL rozfedéné po derivatizaci

do silanizovanych inzertt.

Pribéh kalibracnich kiivek pfipravenych zbylymi tfemi postupy byl prakticky
totoZny s pribéhem kalibracnich kiivek na Obr. 13. Jak je z Obr. 13 patrné, ani roziedéni
jiz derivatizovanych analytl ani inaktivace povrchu inzertd silanizaci nevedlo

k linearizaci kalibra¢nich kiivek.

Po testech souvisejicich s ptipravou TMSi derivath a jejich vlastnosti byly testovany

jednotlivé komponenty GC/MS systému.

3.3.6 Typ lineru

Jako prvni ¢len chromatografického systému byl testovan vliv typu lineru. Pro tento
test byla pfipravena kalibra¢ni kiivka standardnim zpiisobem derivatizace pomoci
MSTFA-II popsanym v oddile Materialy a metody. Redéni jednotlivych kalibracnich bodii
je shrnuto v Tab. XVIL
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Tab XVII: Zpiisob redeni jednotlivych bodu kalibracnich kiivek HMR a ENTL.

Koncentrace Konc’entrace Objem pracovniho | Findlni objem

roztoku pracovniho roztoku

[ug/ml] [ug/ml] roztoku [pl] [pl]

15 30 100 200

9 30 60 200

6 30 40 200

3 30 20 200

1 30 6,7 200

0,3 30 2 200

Kalibra¢ni ktivka byla dle Tab. XVII pfipravena pouze v jednom opakovani a tato
kalibra¢ni kiivka byla méfena za pouziti Ctyi riiznych typa linert. Testovany byly tyto

typy linerti od firmy Restek: Sky 3.0 mm ID Straight; Sky 3.0 mm ID Single Taper; Sky

5.0 mm ID Straight; Sky 5.0 mm ID Single Taper.

Nebot’ pritbéhy kalibracnich kiivek namétenych za pouZiti rtiznych typh linerd,
se od sebe neodliSovaly, je pro ukazku uvedena pouze jedna dvojice kalibracnich ktivek.

Vysledky méfeni kalibracnich kiivek s pouzitim lineru Sky 3.0 mm ID Straight jsou

znazornény na Obr.

14.
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Obr. 14: Kalibra¢ni kiivky TMSi HMR a TMSi ENTL naméfené s pouzitim lineru Sky

3.0 mm ID Straight.
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Jak je z Obr. 13 patrné, pouziti lineru Sky 3.0 mm ID Straight nevedlo k linearizaci

kalibracni kfivky a vzhledem ktomu, ze pribéh kalibracnich kiivek testovanych

za pouZiti ostatnich typi liner byl shodny s priibéhem na Obr. 13, je moZné konstatovat,

ze vymeéna za zadny z testovanych typtl linerti nevedla k linearizaci kalibraéni kiivky.

3.3.7 Chromatograficka kolona

Jako dalSi soucdst chromatografického systému byl otestovan vliv polarity

stacionarni faze chromatografické kolony. Pro tento test byla standardn€ pouzivana kolona

se stacionarni fazi Rxi-5ms nahrazena kolonou, kterd se liSila pouze v polarité stacionarni

faze. Testovana byla kolona se stacionarni fazi Rxi-1ms. Redéni jednotlivych kalibracnich

bodii je shrnuto v Tab. XVIIL.

Tab. XVIII: Zpiisob redéni jednotlivych bodii kalibracni krivky.

Koncentrace Konc’entrace Objem pracovniho Finalni objem
roztoku [pg/ml] pracovniho roztoku roztoku [pl] [pd]
[pg/ml]
15 30 100 200
9 30 60 200
6 30 40 200
3 30 20 200
1 1 200 200
0,3 1 60 200
0,15 1 30 200
0,06 1 12 200
0,015 1 3 200

Kalibra¢ni kiivka byla dle Tab. XVIII pfipravena ve tfech opakovanich. Prabé&h

kalibrac¢nich ktivek je zaznamenan na Obr. 14.
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Obr. 14: Kalibraéni kiivky TMSi HMR a TMSi ENTL na chromatografické koloné

s polaritou Rxi-1ms.

Jak je z Obr. 14 patrné, zména polarity stacionarni faze chromatografické kolny

nevedla k linearizaci kalibrac¢nich kiivek.

3.3.8 Typ detektoru

Posledni testovanou soucésti systému byl vlastni detektor. K porovnani odezvy
jednoduchého kvadrup6lu byla pouzit trojity kvadrupol (TSQ 8000 Evo Triple Quadrupole;
Thermo Fisher Scientific) a iontova past (ITQ 1100; Thermo Fisher Scientific).
Pro srovnani byl zafazen také test s plamenové ioniza¢nim detektorem - FID. U vSech
systémt byla pouzita chromatografick4 kolona délky 30 m s vnitinim primérem 0,25 mm,
tloustkou filmu 0,25 pum a polarité¢ stacionarni faze odpovidajici Rxi-5ms od firmy
Restek. VSechny kalibraéni kiivky byly pfipraveny a méfeny v souladu s popisem
uvedenym v kapitole Materidly a metody.  Jako derivatizacni ¢inidlo bylo pouzito
MSTFA-II. Zpisob ptipravy kalibrac¢ni kiivky pro test na trojitém kvadrupolu je uveden
v Tab. XIX.
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Tab. XIX. Zpusob redeni jednotlivych bodu kalibracni kiivky.

Koncentrace Konc’entrace Objem pracovniho Finalni objem
roztoku [pg/ml] pracovniho roztoku roztoku [pl] [pd]
[pg/ml]
15 30 100 200
9 30 60 200
6 30 40 200
3 30 20 200
1 1 200 200
0,3 1 60 200
0,15 1 30 200
0,06 1 12 200
0,015 1 3 200

Kalibraéni kiivka byla dle Tab. XIX pfipravena ve tfech opakovanich. Prabé&h
kalibra¢ni kiivky TMSi-HMR je zaznamenan na Obr. 15.

100000000 +

90000000 -

80000000 -

70000000 -

60000000 -

50000000 -

Plocha piku

40000000 -

30000000 -

20000000 -

10000000 -

0 &>

o0

o0

0

6 8 10

Koncentrace [pg/ml]

12

14

16

Obr.
jako detektoru.
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Jak je z Obr. 15 patrné, zména typu MS detektoru nevedla k linearizaci kalibracni

kiivky TMSi-HMR. Kalibra¢ni kiivka TMSi-ENTL nebyla méfena.

Zpusob piipravy kalibra¢ni kiivky pro test na iontové pasti je uveden v Tab. XX.

Tab. XX. Zpiisob redeni jednotlivych bodii kalibracni krivky.

Koncentrace

Koncentrace

pracovniho roztoku

Objem pracovniho

Finalni objem

roztoku [pg/ml] [g/ml] roztoku [ul] [pd]
50 30 166,7 200

30 30 100 200

20 30 66,7 200

10 30 334 200

2 66,7 200

0,5 16,7 200

Kazdy bod kalibra¢ni kiivky byl pfipraven ve tfech opakovanich a z diivodu velké

fluktuace odezvy iontové pasti byl také kazdy bod méten dvakrat. Hmotnostni spektrum

bylo snimano v rozsahu 50-600 m/z a teprve po naméteni byly ze spektra filtrovany ionty
s hmotami 590; 500; 297 m/z pro TMSi-HMR a 458, 368 a 336 m/z pro TMSi-CHOL.
Prbéh kalibracéni kiivky TMSi-HMR je zaznamenan na Obr. 16.
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Obr. 16: Kalibracni kiivka TMSi-HMR naméiend s vyuzitim iontové pasti jako detektoru.

Jak je z Obr. 16 patrné, pouziti iontové pasti jako detektoru nevedlo k linearizaci

kalibra¢ni kiivky TMSi-HMR. Kalibra¢ni kiivka TMSi-ENTL nebyla méfena.
Jako alternativa k hmotnostnim spektrometrim byl zvolen FID. Pro méfeni

kalibra¢ni kiivky na FID byl vzhledem k nizsi citlivosti upraven i rozsah kalibra¢ni

kiivky. Zptsob ptipravy kalibra¢nich kiivek pro test na FID je uveden v Tab. XXI.
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Tab. XXI. Zpusob redeni jednotlivych bodii kalibracnich krivek.

Koncentrace Konc'entrace Objem pracovniho Finalni objem
roztoku [ug/mi] | Pracovhino roztoku roztoku [ul] m
[ug/ml]

500 500 100 100

250 500 50 100

100 500 20 100

50 500 10 100

25 500 5 100

10 10 100 100

5 10 50 100

1,5 10 15 100

0,5 10 5 100

Kazdy zbodl kalibra¢ni kiivky byl dle Tab. XXI pfipraven dvakrat. Stejnym
zpusobem byla v jednom opakovani nafedéna i kalibra¢ni kiivka cholesterolu. Pro velky
rozsah kalibracnich kiivek a lepSi ndzornost byly kalibra¢ni kiivky rozdéleny do dvou

grafi. Pribéh kalibracnich kiivek TMSi-HMR, TMSi-ENTL a TMSi-CHOL je

zaznamenan na Obr. 17 a 18.
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Obr. 17: Kalibra¢ni kiivky TMSi-HMR, TMSi-ENTL a TMSi-CHOL v rozsahu

1,5 - 25 pg/ml namétené s vyuzZitim plamenové ionizacniho detektoru.
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Obr. 18: Kalibracni kiivky TMSi-HMR, TMSi-ENTL a TMSi-CHOL v rozsahu

25 - 500 pg/ml namétené s vyuZzitim plamenové ioniza¢niho detektoru.

Jak je zObr. 17 patrné, v rozsahu 1,5 - 25 pg/ml (kalibra¢ni bod o koncentraci
0,5 pg/ml nebyl do kalibracnich kiivek zatazen, protoze pro TMSi-HMR neposkytoval
integrovatelny pik) jsou kalibra¢ni kiivky TMSi-HMR a TMSi-ENTL nelinearni o ¢emz
svéd¢i nizké hodnoty koeficientu determinace (0,9402 a 0,9668) pii prolozeni
kalibra¢nich kiivek ptimkou. Naproti tomu TMSi-CHOL ma v daném rozsahu koeficient
determinace rovny 0,9930. Kalibra¢ni kiivky v rozsahu 25 - 500 pg/ml uvedené na

Obr. 18 naopak jiz linedrni jsou, o cemz sveéd¢i pomérné vysoké koeficienty determinace.

Z namétenych dat vyplyva, Ze v koncentratnim rozsahu, ktery je vhodny pro
GC/MS systém, jsou kalibracni kiivky TMSi-HMR a TMSi-CHOL nelinedrni pii pouZiti
MS i FID detektoru. Naproti tomu kalibracni kiivka TMSi-CHOL je ve stejném rozsahu
linearni. Nelinearita kalibra¢nich kiivek TMSi-HMR a TMSI-ENTL je tak v pfimém
rozporu s publikovanymi daty, kdy v zddné ze studii nebyla zminéna aproximace
kalibra¢ni kiivky TMSi derivatl lignanii pomoci jiné funkce nez piimky [3, 7, 14, 15, 16,
21, 22, 23, 24]. V koncentra¢nim rozsahu 25 - 500 ug/ml pak byly kalibra¢ni kfivky vSech

tii testovanych analytii linearni. Toto zjisténi vede k domnénce, Ze bud’ v procesu ptipravy
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vzorkil anebo v plynovém chromatografu dochdzi u TMSi-derivati HMR a ENTL
ke ztratam, které by mohly byt zplisobeny naptiklad adsorpénimi jevy. Takové ztraty by
pak mohly byt procentudlné vyssi u nizkych koncentraci. U vysSich koncentraci se pak
tento efekt postupné stdva malo vyraznym, coz vede k linearizaci kalibra¢nich kiivek.

Zaroven zadna z testovanych zmén nebyla schopna tento efekt potlacit.

3.3.10 HPLC/DAD

Pro ovéfeni zasobnich a pracovnich roztokii lignant, pro ovéfeni spravnosti fedéni
kalibra¢ni kiivky a pro ovéfeni chovani nederivatizovanych lignant byla kalibra¢ni kiivka
HMR a ENTL naméfena doktorkou Vrchotovou na HPLC/DAD systému. Kvili rozsahu,
ve kterém byl dany HPLC/DAD systém schopen méfit, doslo k uzptsobeni kalibra¢ni
kiivky. Kazdy bod byl pfipraven a méfen pouze jednou. Zpisob fedéni jednotlivych
kalibra¢nich bodi je uveden v Tab. XXII.

Tab. XXII: Zpusob redeni jednotlivych bodu kalibracnich krivek TMSi-HMR a TMSi-
ENTL.

Koncentrace Koncentrace . . e sr s 3.

. Objem pracovniho | Finalni objem
roztoku pracovniho roztoku roztoku [p] [ul]
[pg/mi] [pg/ml] : :

15 30 50 100
9 30 30 100
6 30 20 100
3 30 10 100
1 30 3,4 100
0,3 30 1 100

Vysledky namétené doktorkou Vrchotovou na systému HPLC/DAD jsou zaznamenany na
Obr. 19.
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Obr. 19: Kalibra¢ni kifivka HMR a ENTL naméfend na HPLC/DAD systému.

Jak je z Obr. 19 patrné, je kalibra¢ni kiivka nederivatizovanych lignanti méfenych na
HPLC/DAD linearni, o ¢emz vypovida koeficient determinace rovny 0,9998 pro ENTL
a 0,9996 pro HMR. Toto méfeni tak potvrdilo, Ze pracovni roztoky i piiprava roztoki
kalibra¢nich nejsou zodpovédné za konvexnost kalibranich kiivek derivati lignana

métenych na GC/MS.

3.4 Konvexni kalibracni krivka - validace

Vzhledem k tomu, Ze zadnym ztestl se nepodafilo odhalit pfi¢inu konvexnosti
kalibra¢ni kiivky TMSi derivati HMR a ENTL, bylo rozhodnuto o proloZeni kalibracni
kiivky nelinearni funkci. V ptipadech, kdy neni mozné dosahnout v poZadovaném rozsahu
linedrni odezvy, umoziuje takové prolozeni i US Food and Drug Administration (FDA):
Some analytical procedures, such as immunoassays, do not demonstrate linearity after
any transformation. In this case, the analytical response should be described by an
appropriate function of the concentration (amount) of an analyte in a sample [35].
Tento ptistup miiZe byt v praxi uplatnén i pro metody obvykle poskytujici linearni odezvu

[36]. Metoda byla validovdna v souladu s doporu¢enimi FDA [35]. VSechny kalibra¢ni
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kiivky byly pfipraveny a méteny v souladu s popisem uvedenym v kapitole Materidly a
metody. Jako derivatizacni Cinidlo bylo pouzito MSTFA-II. Jako interni standard byl

pouzit cholesterol o findlni koncentraci 1 pg/ml.

3.4.1 Linearita

V kontextu validace kalibra¢ni kifivky je minéna pojmem linearita mira tésnosti
vztahu mezi naméfenymi hodnotami a kalibracni kiivkou. Ztoho divodu je zcela
legitimni stanoveni linearity 1 pro nelinearni kalibracni kiivku. Zptsob ptipravy kalibra¢ni

kiivky pro test na trojitém kvadrupolu je uveden v Tab. XXIII.

Tab. XXIII. Zpiisob redeéni jednotlivych bodii kalibracni krivky.

Koncentrace Konc’entrace Objem pracovniho Finalni objem
roztoku [pg/ml] pracovniho roztoku roztoku [pl] [pd]
[pg/ml]
15 30 100 200
30 60 200
3 30 20 200
0,6 1 120 200
0,15 1 30 200
0,06 1 12 200
0,015 1 3 200

Kalibra¢ni kiivky byly dle Tab. P pfipraveny ve tfech nezdvislych opakovanich.
Pribéh kalibracni kiivky TMSi-HMR a TMSi-ENTL je zaznamenan na Obr. 20.
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Obr. 20: Kalibraéni kiivky TMSi-HMR a TMSi-ENTL aproximované pomoci polynomu

prvniho a druhého fadu s vyobrazenymi regresnimi rovnicemi.

Vhodnost pouziti aproximace kalibracni kiivky polynomem druhého stupné byla
otestovana pomoci F-testu, ktery porovnaval sumu ¢tvercii odchylek jednotlivych modela

v

se zohlednénim mensiho poctu stupiiii volnosti pro slozitéjsi model [36].

SS1—SS2  SSI-suma ctverci odchylek jednodussiho modelu

vvvvvv

F= SS?2 SS2- suma ¢tverct odchylek slozitéjsiho modelu
DF1-DF2 pFj.- pocet stupiit volnosti jednodussiho modelu

DF2 0. aafat chimm® valnact: <lasitis

Takto vypoctena hodnota testového kritéria byla rovna 59,84 pro HMR a 46,58 pro
ENTL, to odpovida p< 0,0001 pti df= 19; 18 pro oba analyty. Tento vysledek umoziiuje
zamitnuti hypotézy, Ze mezi pouzitymi aproximacemi neni statisticky vyznamny rozdil.

Z hodnot koeficientli determinace pak vychazi, ze polynomicky model je vhodné;jsi.
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Linearita kalibracnich kiivek byla ovéfena pomoci koeficientii determinace a QC
koeficientu. Kritéria pfijatelnosti byla nastavena na R*> 0,9990 a QC =< 5% [37]

Dosazené hodnoty téchto kritérii jsou uvedeny v Tab. XXIV.

Tab. XXIV: Dosazené hodnoty koeficientu determinace a QC koeficientu.

HMR ENTL
R’ 0,9996 0,9991
QC [%] 3,10 4,42

Srovnanim dat z Tab. XXIV a meznich hodnot pro jednotlivd kritéria vychazi,
ze kalibraéni kiivky TMSi-HMR a TMSi-ENTL spliiuji podminky linearity v celém

testovaném rozsahu.

3.4.2 Spravnost a presnost

Spravnost a presnost metody byla otestovdna pomoci vzorki ptipravenych stejnym
zpiisobem, jako je uvedeno v Tab. XXIII. Vzorky byly opét ptipraveny ve tfech
opakovanich pro kazdou koncentraéni uroven. Z naméfenych hodnot poté byly dle
regresnich rovnic uvedenych na Obr. 20 vypocteny hodnoty koncentraci. Spravnost byla
poté otestovana jako vytéznost metody na jednotlivych koncentracnich urovnich. Piesnost
byla otestovana jako relativni smérodatna odchylka pro kazdou koncentra¢ni tiroven [38].

Vysledné hodnoty byly porovnany s nastavenymi kritérii pfijatelnosti, viz Tab. XXV.
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Tab. XXV: Dosazené hodnoty spravnosti a presnosti spolu s hodnotou daného kritéria.

Spravnost [%] Presnost [%)]
Koncentraéni|  pyip | ENTL | Kritérium | HMR | ENTL | Kritérium
uroven
15 101,8 100,1| 80-110 2,2 1,2 73
101,5 102,3| 80-110 3,7 3,6 11,0
99,3 101,6| 80-110 5.4 5.0 11,0
0,6 84,3 95| 80-110 3,9 2,1 15,0
0,15 107,2 107,0/ 80-110 3,9 4,8 15,0
0,06 195,1 156,6 | 00-115 6,0 1,7 21,0
0,015 606,2 390,5| 60-115 1,1 2,3 21,0

Z hodnot uvedenych v Tab. XXV vyplyva, Ze metoda splituje kritérium piesnosti na
vSech koncentracnich urovnich. Kritérium spravnosti vSak metoda nespliluje na

koncentra¢nich trovnich 0,06 a 0,015 pg/ml.

3.4.3 Rozsah

Rozsah kalibraéni kiivky byl stanoven jako oblast, ve které kalibracni kiivky splituji
vSechna vyse testovana kritéria. Kalibra¢ni kiivky spliiovaly vSechna testovand kritéria
v plném rozsahu 0,015 — 15 pg/ml, s vyjimkou urceni spravnosti pro kalibra¢ni body 0,06
a 0,015 pg/ml. Pfi zohlednéni této skutecnosti tak byl rozsah kalibracnich kiivek pro
TMSi-HMR 1 TMSi-ENTL stanoven na 0,15 — 15 pg/ml. Bohuzel Zadna z dtivéjSich praci
neuvadéla rozsah kalibracni kiivky hodnoceny obdobnym zplisobem tak, aby bylo mozné

vzajemné srovnani.

3.5 Stabilita TMSi-HMR

3.5.1 Dlouhodoba stabilita TMSi-HMR

Jednim z problému, ktery je pro praktickou aplikaci metody nutné vyfesit, je otazka
stability TMSi-HMR. U vSech ptedchozich méteni byly TMSi derivaty lignanti méfeny
thned po pfipraveé. Pro pouziti metody derivatizace lignanii pro unikéatni vzorky (napft.:
vodné extrakty) je vhodné ovéfit stabilitu TMSi derivaty lignanti, kviili moZnosti uchovani

takovych vzorkli a piipadné moZznosti jejich opétovného méfeni. V literature je,
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ze stabilita TMSi-ENTL byla ovéfena po dobu 120 hodin a vSak bez udaje o teploté
skladovani a koncentra¢ni hladin€ [14]. Jako modelovy lignan byl vybran HMR.
Jak uz bylo uvedeno v oddile Materialy a metody, byl tento pokus z provoznich divoda

méfen na ITQ.

Vzorky byly derivatizovany pomoci BSTFA s1 % TMCS (vzhledem k vySSim
koncentracim nebylo nutné vyuZivat aktivované MSTFA) postupem, ktery je uvedeny
v oddile Materialy a metody. Kalibra¢ni kiivka byla pfipravena v rozsahu 10 — 50 pg/ml.
Zplsob nafedéni jednotlivych kalibracnich bodl je wuveden v Tab. XXVL

Kazdy kalibraéni bod byl ptipraven ve tiech opakovanich.

Tab. XXVI. Zpusob redeni jednotlivych bodu kalibracni krivky.

Koncentrace Konc’entrace Objem pracovniho Finalni objem
roztoku [pg/ml] pracovniho roztoku roztoku [pl] [pd]
[pg/ml]
50 30 250 150
40 30 200 150
30 30 150 150
20 30 100 150
10 30 50 150

Stejnym zplisobem jako je uvedeno v Tab. XXVI, byly pfipravovany i vSechny dalsi
kalibra¢ni kiivky, které byly pouzity pfi ovéfovani stability TMSi-HMR. Hmotnostni
spektrum bylo snimano v rozsahu 50-600 m/z a teprve po naméfeni byly ze spektra
filtrovany ionty s hmotami 590; 500; 297 m/z pro TMSi-HMR a 458, 368 a 336 m/z pro
TMSi-CHOL.

Timto zplsobem naméfend a vyhodnocend spravnost métfeni vyjadiend jako
vytéznost dosahovala 103 %. Timto zpiisobem naméfend a vyhodnocena presnost méfeni
vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka méteni dosahovala 4 %. Obé¢ tyto hodnoty

spliovaly doporucena kritéria, viz Tab. XXV [38].

Teploty, pii kterych byla stabilita TMSi-HMR ovéfovana, byly vybrany tak,
aby odrazely skutecné laboratorni podminky a to 22, -18 a -80 °C. Teplota 22 °C
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reprezentovala vzorky uchovdvany pii béZzné laboratorni teploté napi.: vzorky na
autosampleru. Teplota -18 °C reprezentovala teplotu v bézné mraznicce. Teplota -80 °C
poté reprezentovala specidlni mrazniCku urenou pro dlouhodobé skladovéani vzork.

Me¢fteni vzorkl bylo naplanovano na den 0 (ihned po derivatizaci), 1, 3, 8, 29 a 90.

Pokus byl veden tak, Ze pro kaZzdou teplotni troven a kazdy den byly pfipraveny 3
vzorky. Vzorky skladované pii teplot¢ 22 °C pro den 29 a 80 nebyly pfipraveny.
Skladovani vzorkli ptfi laboratorni teploté po tak dlouho dobu by odporovalo bézné
laboratorni praxi. Celkem tak bylo pfipraveno 39 vzorkti béhem dne 0. Pfiprava probihala
naprosto shodné jako pfi pfipravé vzorkd pro meéfeni spravnosti a presnosti na iontové
pasti. VSechny vzorky byly skladovany bez piistupu slunecniho zafeni. Vysledky jsou

shrnuty v Obr. 21 a 22.
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Obr. 21: Primémé hodnoty logaritmu koncentrace TMSi-HMR v prvnich 8 dnech
v zavislosti na teploté skladovani a dobé skladovani. Chybové usecky vyznacuji 95 %

konfiden¢ni interval.

53



1,70
1,65
1,60 | -
o -
Q
8 _
€ 155+
[}
Q
S —E\
=< 150}
(2] —_
=
E
® 145} -
oy 1 1 \
S N
1,40 |
1,35 |
1,30 : . s - . . =% :F8e0plota a
0 1 3 ) 8 29 90 =& Teplota a
Cas [den] -18

Obr. 22: Primérné hodnoty logaritmu koncentrace TMSi-HMR v 90 dnech v z4vislosti na
teplot¢ skladovani a dobé skladovani. Chybové tusecky vyznacuji 95 % konfidencni

interval.

Vysledky byly dale statisticky zpracovany v programu Statistica 13. K vyhodnoceni
vysledkti byla pouzita metoda ANOVy pro opakovana méieni. Zvlast’ byl otestovan vliv
teploty uskladnéni v prvnich 8 dnech a druhym testem byl testovan vliv teplot -18 a

-80 °C od nultého az do devadesatého dne.

Test homogenity variance (Bartlet, Corchan C a Hartley) vySel pro logaritmované

hodnoty koncentraci u obou testl nepriikazné na hladiné vyznamnosti 5%.

Jednostrannou analyzou variance pro opakovana méfeni byl otestovan piedpoklad,
7e teplota uskladnéni ani doba uskladnéni nemaji vliv na koncentraci TMSi-HMR
v roztoku. Zaroven byl také testovan piedpoklad, Zze mezi teplotou uskladnéni a dobou

uskladnéni neexistuje synergicky efekt.

Pro prvnich 8 dnli na tfech teplotnich rovnich bylo mozné zamitnout hypotézy

o tom, Ze teplota uskladnéni nema vliv (p= 0,0015; df= 2;5), ze doba uskladnéni nema vliv
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(p< 0,0001; df= 3;15) a Ze neexistuje synergicky efekt mezi efektem teploty a Gasu
(p=0,0007; df=6:15).

V 90 dnech na dvou teplotnich trovnich -18 a -80 °C nebylo mozné zamitnout
hypotézu o tom, ze teplota uskladnéni nema vliv (p= 0,0584; df= 1;3). Naopak bylo
mozné zamitnout hypotézu o tom, ze doba uskladnéni nema vliv (p< 0,0017; df= 5;15)

a Ze neexistuje synergicky efekt mezi efektem teploty a casu (p= 0,0375; df= 5;15).

V prvnich 8 dnech byl statistiky vyznamné odlisny 0. a 3. dne na vSech teplotnich
urovnich, coz vSak bylo v kontextu dalSich namétenych hodnot pfipsano chyb& v méteni.
Vzorky skladované pii 22 °C po dobu 8 dni pak byly statisticky vyznamné odlisné od
vSech dalSich naméfenych hodnot. Proto neni mozné doporucit uchovéavani roztoktt TMSi-

derivati lignanti pti 22 °C po dobu delsi 3 dni.

Porovnani vysledkli namétenych skladovanim po dobu 90 dnt pfi teplotach -18 a
-80 °C ukazalo, Ze statisticky vyznamné se odliSovaly pouze vzorky skladované 90 dnil
pii -18 °C. Z uvedeného vyplyva, ze pro skladovani delsi nez 1 mésic, je vhodné

vzorky skladovat pii teploté -80 °C.

3.5.2 Kratkodoba stabilita TMSi-HMR

Z divodu pomérné velké variability pti méteni triplikath na iontové pasti, které mohlo mit
za nasledek potlaceni rozdilii pfi statistickém vyhodnoceni méfeni dlouhodobé stability

TMSi-HMR, bylo provedeno detailni métfeni kratkodobé stability TMSi-HMR s vyuzitim
ISQ.

Test byl opét koncipovan tak, aby prezentoval obvykly zplsob prace se vzorky,
coz odpovidalo 15 hodindm opakovaného méfeni, béhem kterého vzorky zlstavaly na
autosampleru. Dle popisu uvedeného v oddile Materidly a metody byly derivatizovany 3
roztoky HMR o koncentraci 1 pg/ml (pracovni roztok) Po derivatizaci byly vzorky
nafedény na findlni objem roztokem Me-C19 v hexanu o koncentraci 1 pg/ml.
Mezi jednotlivymi métenimi triplikath byla zatazena pauza trvajici 140 minut. Namétené

vysledky jsou shrnuty na Obr. 23.
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Obr. 23: Zavislost koncentrace TMSi-HMR na €ase pii opakovaném méteni.

Data zaznamenana na Obr. 23 byla dale statisticky vyhodnocena. Test homogenity

variance (Bartlet, Corchan C a Hartley) vySel pro hodnoty koncentraci nepritkazné na

hladiné vyznamnosti 5%. Jednostrannou, jednocestnou analyzou variance byl otestovan

ptedpoklad, ze ¢as nema vliv na koncentraci TMSi-HMR. Tuto hypotézu nebylo mozné

zamitnout (p=0,1657; df= 3;8). Zuvedenych dat vyplyva, Ze stabilita TMSi-derivati

lignanti by nemé¢la predstavovat problém pfii stanoveni lignani pomoci GC/MS.
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4 ZAVER

V teoretické c¢asti byly shrnuty poznatky tykajici se chemické charakteristiky
lignand, vyskytu lignanti v rostlinné fisi a jejich vlivu za metabolizmus savci. Nasledné
pak byly uvedeny dostupné informace tykajici se vyskytu lignanti v povrchovych vodach.
Ve druhé podkapitole pak byly shrnuty obecné poznatky tykajici se plynové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci, kdy byl zdiraznén vyznam derivatizace

polarnich funkénich skupin pomoci silyla¢nich ¢inidel. Teoretickd ¢ast byla uzaviena

shrnutim poznatki tykajicich se stanovenim lignan pomoci GC-MS instrumentace.

V praktické casti pak byly nejprve urCeny retenc¢ni casy vybranych lignant
a vybrany vhodné molekulové fragmenty pro SIM meéfeni. Béhem prvnich pokust
s méfenim  kalibranich  kfivek pro TMSi-HMR a TMSi-ENTL v rozsahu
0,015 — 15 pg/ml bylo zjisténo, Ze kalibracni kiivku neni mozné s dostatecnou piesnosti
aproximovat pomoci piimky. K odhaleni pfi¢iny byla provedena fada testi. Nejprve byl
proveden test celého systému derivatizaci a méfenim kalibracni kfivky cholesterolu. Tato
kalibra¢ni kiivka byla aproximovatelna ptimkou. Nasledné pak byla provedena fada testl
majicich za cil odhalit pfi¢inu nelinearniho chovéni kalibraénich kiivek TMSi derivati
lignanti. B€hem ptipravy vzorkii HMR a ENTL byly otestovany tyto vlivy: pfidavek 1 %
derivatizacniho ¢inidla do nastfiku, silanizace inzerti a nafedéni kalibrac¢ni kiivky
z derivatizovaného pracovniho roztoku lignanti. Zadny z téchto testi nevedl k linearizaci
kalibra¢nich kiivek. Nasledné byly otestovany jednotlivé komponenty GC-MS systému a
to pomoci Ctyf riznych typt linerd a 2 chromatografickych kolon liSicich se polaritou
stacionarni faze a tfemi riznymi hmotnostnimi detektory — IT, ISQ a TSQ. Opét zadny
ztestl nevedl k linearizaci kalibra¢nich kiivek. Pro srovnani byl zafazen 1 test
kalibra¢nich kfivek v rozsahu 1,5 — 500 pg/ml méfeny na GC-FID systému. Tento test
odhalil, Ze zatimco kalibra¢ni kiivka TMSi-CHOL mé¢la linearni prabeh v celém rozsahu,
tak kalibra¢ni kiivky TMSi-HMR a TMSi-ENTL mély linearni pribéh az v rozsahu
25 — 500 pg/ml. V rozsahu 1,5 — 25 pg/ml kalibra¢ni kiivky TMSi-HMR a TMSi-ENTL
linedrni pribéh nemély. Toto zjisténi vedlo k hypotéze, ze v nckterém z kroki
(pravdépodobné beéhem chromatografie) miZze dochazet ke ztratdm, které jsou
procentudlné vyznamnéjsi pravé pro nizsi koncentrace. Tuto hypotézu nebylo mozné dale

OVerit.
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Pti validaci GC-MS metody tak byl k aproximaci prabéhu kalibra¢ni kiivky pouzit
polynom druhého fadu, ktery byl signifikantné lepSi neZ aproximace pomoci piimky.

Metoda pak byla tspésné€ validovana v rozsahu 0,15 — 15 pg/ml.

Porovnani ucinnosti vybranych derivatiza¢nich ¢inidel ukazalo, ze mezi
jednotlivymi derivatiza¢nimi ¢inidly existuji statisticky vyznamné rozdily. A to jak pfi
porovndni derivatiza¢nich ¢inidel mezi sebou, tak i1 pii porovndni UCinnosti daného
derivatizacniho ¢inidla pro ENTL a HMR. Na zaklad¢ vysledkli bylo k derivatizaci
smésného roztoku ENTL a HMR doporuceno pouzivat MSTFA-I a MSTFA-II.

Test stability TMSi HMR ukazal, ze roztok TMSi HMR v hexanu je pfi pokojové

teploté mozné skladovat po dobu 3 dni a pfi teploté -80 °C pak po dobu 90 dni. Stabilita
TMSi derivata lignanii by tak neméla byt pi1 GC-MS analyze ptekazkou.
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6 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

ANOVA Analysis of variance — Analyza rozptylu
ANSECO Ansecoisolariciresinol

ARC
BSTFA
CONI
D

df
DAD
DMDCS
END
ENTL
FDA
FID

GC
HEL
HMDS
HMR
HPLC

CHOL
IMS
Iso-LAR
ISQ
ISTD
IT

LAR
LOD
LOQ
Me-C19
Me-OH
MR

Arctigenin

N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide

Conidendrin

Detected - Detekovano

Degrese of freedom - Stupen volnosti

Diode array detector — Detektor s diodovym polem
Dimethyldichlorosilan

Enterodiol

Enterolakton

Food and Drug Administration

Flame ionization detektor — Plamenov¢ ionizacni detektor
Gas chromatography — Plynova chromatografie
7-Hydroxyenterolakton

Hexamethyldisilazan

7-Hydroxymatayresinol

High performace liquid chromatgrophy — Vysoce t¢inna kapalinova
chromatografie

Cholesterol

Ion-mobility spektrometry — Iontova mobilni spektrometrie
Iso-Lariciresinol

Ion single quadrupole — Jednoduchy kvadrupol

Internal standard — Vnitini standard

Ion trap — Iontova past

Lariciresinol

Limit of detection — Mez detekce

Limit of quantification — Mez stanovitelnosti

Methylester kyseliny stearové

Methanol

Matairesinol
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MS Mass spectrometry — Hmotnostni spektrometrie

MSTFA  N-Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamid

NA Not analyzed — Nebylo analyzovano

ND Not determind — Nebylo urc¢eno

NR Not reported - Nebylo uvedeno

p Probability - Pravdépodobnost

PIN Pinoresinol

R’ Coefficient of determination — Koeficient determinace
SDG Secoisolariciresinol diglucoside

SEC Secoisolariciresinol

SIM Single ion monitoring — Méfeni jediného iontu

ST Standard

SYR Syringaresinol

TIC Total ion chromatogram — Méteni vSech hmot v daném rozsahu
TMSi Trimethylsilyl

TSQ Ion triple quadrupole — Trojity kvadrupdl

uv Ultra violet — Ultrafialové zafeni
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