Chem. Listy 95, 270 — 277 (2001)

Referaty

VYSOKOUCINNE SEPARACNI METODY PRI ANALYZE
BENZENKARBOXYLOVYCH KYSELIN

MILAN WURST’, VERA PACAKOVA"®
a KAREL STULIK"

“Mikrobiologicky iistav, Akademie véd Ceské republiky, Vi-
deriskd 1083, 142 20 Praha 4, *Katedra analytické chemie,
Prirodovédeckd fakulta, Univerzita Karlova, Albertov 2030,
128 40 Praha 2, e-mail: pacakova@natur.cuni.cz

Doslo dne 5.X.2000

Klicova slova: benzenkarboxylové kyseliny, GC, HPLC, ka-
pildrni elektroforéza

Obsah
1. Uvod
2. Metody analyzy benzenkarboxylovych kyselin

2.1. Plynovd chromatografie

2.2.  Vysokoucinna kapalinovéd chromatografie
2.3. Kapilarni elektroforéza

2.4. Chirdlni separace

Zaveér

1. Uvod

Rostlinnd oblast biosféry je zdrojem nejriznéjSich aroma-
tickych sloucenin, které jsou slozkami rostlinnych barviv,
kvéth a plodud i jinych ¢dsti rostlin (lignin), vonnych oleji
a v neposledni fadé jsou vytvdreny rostlinami na obranu pfed
riznymi $kddci (hmyz, mikroorganismy). Aromatické latky
jsou produkovany nejen rostlinami, ale i nékterymi mikroor-
ganismy (houby, bakterie). Naopak Zivoci$né organismy jsou
odkdzdny na pfijem téchto latek potravou, napt. ve formé
aromatickych aminokyselin. Z toho vyplyvd, Ze vyskyt aro-
matickych sloucenin a jejich metaboliti v Zivo¢isném orga-
nismu je vzdy diisledkem piisunu zvenci.

V rostlindch, houbédch a mikroorganismech vznikaji aro-
matické latky jednak Sikimatovou drdhou jako produkt cuker-
ného metabolismu, jednak oligoketidovou drdhou, tj. konden-
zaci acetatovych jednotek, kdy se vytvareji prevazné tzv.
sekunddrni metabolity. Aromatické latky, predevsim fenolové
kyseliny, vznikaji téz rozkladem zbytkd rostlin v ptde; pfi
vyssich koncentracich mohou byt autotoxické a mit tak nega-
tivni vliv na drodu kulturnich plodin. Nékteré benzenkarbo-
xylové kyseliny (BKK), jako jsou napf. salicylova, katalpo-
vd, gentisovd, protokatechovd, kumarovad, ferulovd, sinapova
a kdvova kyselina, vznikaji pfi biosyntéze a laitkové preméné
aromatickych aminokyselin. Fenolické karboxylové kyseliny,
které pouzivd rostlina jako ochranu pied houbami a plisnémi,
jsou uzitecné téz v mediciné. Nékteré derivaty jsou ucinné pro
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snizovdni hladiny lipidt a cholesterolu a jsou aktivni i anti-
mikrobidlné a antivirové. Jsou to napf. derivaty 3-fenylpropa-

derivity, napf. kumariny. Zna¢ny vyznam pro lékatskou dia-
gnostiku ma stanoveni obsahu jednoduchych aromatickych
kyselin a jejich derivatl v télnich tekutindch, kde se vyskytuji
jako metabolity 1é¢iv a jedid i jako disledek patologickych
metabolickych procest v organismu pfi nékterych onemocné-
nich (fenyloctovd, mandlovd, 4-hydroxy-3-methoxymandlo-
va, homovanilovd, vanilova kyselina).

Jednoduché aromatické kyseliny v rostlindch maji cas-
to terapeutické ucinky a Siroce se pouzivaji ve fytoterapii jak
vnitini (Caje), tak i vnéjsi (obklady, koupele, masti). Po ob-
jevu v piirodnim materidlu bylo mozné tyto slouceniny i je-
jich derivdty syntetizovat pro pouZiti ve farmakologii. Sali-
cylovd a benzoovd kyselina a jejich derivdty se uplatiuji
v koznim 1€kafstvi jako antiflogistika, analgetika, antipyre-
tika a antirevmatika. Podobné terapeutické ucinky maji de-
rivaty kyselin 3-fenylpropanové (ibuprofen, fenoprofen, ke-
toprofen, naproxen a pod.), fenyloctové (diclofenac, acelofe-
nac) a anthranilové (2-aminobenzoové). 4-Aminosalicylova
kyselina je ucinnou ldtkou pro 1écbu tuberkulézy. Dalsi deri-
vity benzoové kyseliny (kokain, prokain, hexylkain aj.) se
pouZzivaji ve stomatologii, ocnim a krénfm lékafstvi jako anes-
tetika.

Jednoduché aromatické karboxylové kyseliny maji vy-
znam i v jinych oborech, véetn€ primyslového vyuziti. V po-
travindfstvi se hojné pouzivd sodnd sil benzoové kyseliny jako
konzervacni pfisada pro inhibici rdstu mikroorganismi (kva-
sinek a plisni). Siroce jsou pouZzivany polyestery aromatic-
kych karboxylovych kyselin a polyhydroxyalkoholti pfi vyro-
beé plastd, syntetickych vldken a barvéiskych pryskyfic. Estery
fenyloctové, 3-fenylpropanové, skotficové, anthranilové a dal-
Sich kyselin jsou soucdsti pfirodnich i syntetickych vonnych
a chufovych ldtek.

2. Metody analyzy benzenkarboxylovych
kyselin

Stanoveni smési BKK jako slozek komplexnich biologic-
kych materidlli vyZaduje vysoce uc¢inné, selektivni a citlivé
analytické metodyH. Tyto pozadavky spliiuje plynovd chro-
matografie (GC), vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie
(HPLC) a kapilarni elektroforéza (CE). Volba separa¢niho
systému se odviji od vlastnosti BKK, coz jsou slabé kyseliny,
které obsahuji jak hydrofilni, tak hydrofobni funk¢ni skupiny
ajejichz disociaci lze ovlivnit volbou pH. Vzhledem ke svému
poldrnimu charakteru jsou obvykle malo tékavé.

Vyznamné misto, zejména ve farmaceutické analyze, za-
ujimaji separace optickych izomert BKK, protoze biologicka
aktivita je pfevazné vazdna na jeden enantiomer. K separaci
enantiomerd se vyuzivaji v§echny nize diskutované vysokou-
¢inné separac¢ni metody.

Struktura, systematické a trividlni ndzvy vybranych BKK
jsou uvedeny v tab. I.
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Tabulka I
Struktura, systematické a trividlni ndzvy benzenkarboxylovych kyselin (R'-R® — substituenty na benzenovém jadie
C. Systematicky nizev R! R? R? R* R’ R®
1 benzoovd COOH H H H H H
2 2-hydroxy-(salicylovd) COOH OH H H H H
3 3-hydroxy- COOH H OH H H H
4 4-hydroxy-(katalpovd) COOH H H OH H H
5 2,3-dihydroxy-(pyrokatechova) COOH OH OH H H H
6 2,4-dihydroxy-(B-resorcylova) COOH OH H OH H H
7 2,5-dihydroxy-(gentisovd) COOH OH H H OH H
8 2,6-dihydroxy-(y-resorcylova) COOH OH H H H OH
9 3,4-dihydroxy-(protokatechovd) COOH H OH OH H H
10 3,5-dihydroxy-(o-resorcylova) COOH H OH H OH H
11 2,3,4-trihydroxy- COOH OH OH OH H H
12 3.4,5-trihydroxy-(gallovd) COOH H OH OH OH H
13 2-methoxy-(0-anisovd) COOH OCH; H H H H
14 3-methoxy-(m-anisovd) COOH H OCH; H H H
15 4-methoxy-(p-anisovd) COOH H H OCH,4 H H
16 2,3-dimethoxy- COOH OCH, OCH; H H H
17 2,6-dimethoxy- COOH OCH; H H H OCH,
18 3,4-dimethoxy- (veratrova) COOH H OCH; OCH; H H
19 3,5-dimethoxy- COOH H OCH, H OCH,; H
20 4-hydroxy-3-methoxy- (vanilova) COOH H OCH; OH H H
21 4-hydroxy-3,5-dimethoxy- (syringovd) COOH H OCH; OH OCH; H
22 fenyloctovd CH,COOH H H H H H
23 4-hydroxyfenyloctova CH,COOH H H OH H H
24 2,5-dihydroxyfenyloctova (homogentisovd) CH,COOH OH H H OH H
25 4-hydroxy-3-methoxyfenyloctovd (homovanilovd) ~ CH,COOH H OCH; OH H H
26 3,4-dimethoxyfenyloctovd (homoveratrova) CH,COOH H OCH; OCH, H H
27 fenyl(hydroxy)octovd (mandlova) CH(OH)-COOH H H H H H
28 hydroxy(2-methoxyfenyl)octova CH(OH)-COOH OCH; H H H H
(o-methoxymandlova)
29 hydroxy(3-methoxyfenyl)octovd CH(OH)-COOH H OCH; H H H
(m-methoxymandlovd)
30 hydroxy(4-methoxyfenyl)octovd CH(OH)-COOH H H OCH, H H
(p-methoxymandlova)
31 hydroxy(4-acetoxyfenyl)octova CH(OH)-COOH H H OCOCH, H H
(p-acetoxymandlovd)
32 3-fenylpropenova (skoficova) CH=CHCOOH H H H H H
33 3-(2-hydroxyfenyl)propenovd (o-kumarovd) CH=CHCOOH OH H H H H
34 3-(3-hydroxyfenyl)propenovd (m-kumarovd) CH=CHCOOH H H OH H H
35 3-(4-hydroxyfenyl)propenova CH=CHCOOH H H OH H H
(p-kumarova, p-hydroxyskoficova)
36 3-(3,4-dihydroxyfenyl)propenova CH=CHCOOH H OH OH H H
(kavova, 3,4-dihydroxy skoficova)
37 3-(4-hydroxy-3-methoxy-fenyl)propenovd CH=CHCOOH H OCH; OH H H
(ferulovd, 4-hydroxy-3-methoxyskoficovd)
38 3-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyfenyl)propenova CH=CHCOOH H OCH; OH OCH, H
(sinapovd, 4-hydroxy-3,5-dimethoxyskoficovd)
39 3-(2-hydroxyfenyl)propanovd (melilotova) CH,CH,COOH OH H H H H
40 2-amino-3-fenylpropanova (fenylalanin) CH,CH(NH,)-COOH H H H H H
41 2-amino-3-(4-hydroxy-fenyl)propanova (tyrosin) CH,CH(NH,)-COOH H H OH H H
42 2-amino-3-(3,4-dihydroxyfenyl)propanova (DOPA) CH,CH(NH,)-COOH H OH OH H H
43 2-aminobenzoovd (anthranilova) COOH NH, H H H H
44 4-aminobenzoovad COOH H H NH, H H
45 2-amino-3-hydroxybenzoova (3-hydroxyanthranilovd) =~ COOH NH, OH H H H
46 3-fenyl-2-oxopropanova (fenylpyrohroznovd) CH,COCOOH H H H H H
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2.1. Plynovd chromatografie

Plynova chromatografie je velmi dc¢innd separacni metoda,
vhodnd zejména pro stanoveni t€kavych latek. PrestoZe ben-
zenkarboxylové kyseliny jsou mdlo tékavé a tepelné nestélé,
je GC siroce pouzivdna pro jejich analyzu. Je vSak nezbytné
je pred vlastni GC analyzou prevést na stabilnéjsi a tekaveéjsi
derivity. VyuZivaji se funk¢ni karboxy-, hydroxy, eventudlné
aminoskupiny na benzenovém jadre, které obsahuji aktivni
vodik. Nejcastéji se ptipravuji alkyl, acetyl, alkoxy nebo tri-
methylsilyl (TMS) derivdty. PouZit{ silylacnich metod je nej-
obecnéjsi, nebof silyladni Cinidla reaguji soucasné s riznymi
funkénimi skupinami BKK. K pifipravé TMS derivatd byla
pouzita fada silylacnich cinidel a jejich kombinace, napt.
trimethylchlorsilan (TMCS), dimethyldichlorsilan (DMCS)
nebo hexamethyldisilazan (HMDS). Silnd silyla¢ni ¢inidla,
jako jsou N,N’-bis(trimethylsilyl)acetamid (BSA), N,N’-bis-
(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA), N-(trimethylsilyl)-
imidazol (TMSI) a N-(trimethylsilyl)diethylamin (TMSDA)
jsou vhodna pro vicendsobnou silylaci, napf. pro aminokyse-
reaktivni slouceniny.

BKK se dale derivatizuji na alkylestery, které jsou méné
poldrni a tékavéjsi. Methylestery (ME) se pripravuji reakci
s diazomethanem nebo reakci stfibrnych soli karboxylovych
kyselin s methyljodidem. Reakce s diazomethanem je velmi
rychld, avSak diazomethan je toxicky. Reakce s methyljo-
didem je sice pomald, avSak probihd s vysokou vytéznosti.
Velmi dc¢innd je esterifikace pomoci methyl- a ethylchlormra-
vencani (MCF, ECF) za vzniku methyl- nebo ethylderivatu.

Jinou formou derivatizace je pyrolyza, kdy se analyzovand
l4tka reprodukovatelné rozlozi na t€kavéjsi produkty v pyroly-
z€ru, pfimo pfipojeném k plynovému chromatografu, v némz
se produkty separuji (metoda Py-GC).

K separaci derivati BKK se pouzivaji nepoldrni i stfedné
poldrni staciondrni faze. Nejbéznéjsi je plamenova ionizacni
detekce (FID), pro halogenderivaty BKK je vhodny detek-
tor elektronového zachytu (ECD). Plynové chromatografickd
analyza BKK nabyla na vyznamu zejména po zavedeni kapi-
ldrnich kolon a jejich spojeni s hmotnostni detekci (GC-MS).
Metoda GC-MS patif k nejvyznamnéj$im soucasnym analy-
tickym metoddm, nebot se vyznacuje vysokou separacni tic¢in-
nosti spojenou s citlivou detekci s velkou vypovidaci schop-
nosti, kterd usnadnuje identifikaci neznamych latek.

Nékteré piiklady pouziti GC k délenf a stanoveni smési
BKK v riiznych matricich jsou uvedeny v tab. II (cit.!>*1%).

2.2. Vysokotuc¢innd kapalinovd
chromatografie

Vysokotcinnd kapalinovd chromatografie se Siroce pouzi-
va pro analyzu BKK zejména proto, Ze nevyzaduje, aby ana-
Iyty byly tékavé a tepelné stdlé a tedy umoziuje jejich piimé
stanoveni bez piedchozi derivatizace. Vyuzivaji se rtizné sta-
ciondrni faze. Disociaci BKK lze bud podpofit a pak vyuzit
iontové vyménnou chromatografii (IEC) nebo iontové pdro-
vou chromatografii (IPC), nebo naopak potlacit a pouzit chro-
matografii na reverznich staciondrnich fazich (RPC). Nejbéz-
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Volba mobilni fdze a jeji pH zdvisi na pouZzité staciondrni
f4zi.V RPC zdvisi retence jednosytné kyseliny HA na pH a na
disocia¢ni konstanté K :

k=ky(1—F)+k F

kde F- = 1/{1 + ([H*]/K,d)}, ky a k_, jsou retencni poméry
neionizované a ionizované formy a F~ je frakce ionizovanych
molekul.

Mobilni faze v RPC jsou nejcastéji vodné roztoky pufri
v kombinaci s organickymi modifikdtory, jako jsou methanol
(MeOH) nebo acetonitril (ACN). Pufr by mél potlacit disociaci
kyseliny a mit dostate¢nou pufracni kapacitu. Zvyseni koncen-
trace pufru zpisobi sice zvySeni pufracni kapacity, ale také
miZe vyvolat vysolovaci efekt. Hodnota pH mobilni faze by
se v piipadé fazi na bdzi silikagelu méla pohybovat v rozmez{
pH 2-8. Tomuto poZzadavku vyhovuji napt. pufry fosfitovy
(pH 2,1-3,1 a 6,2-8,2), acetdtovy (pH 3,8-5,8), citratovy (pH
2,1-6,4), uhlicitanovy (pH 3,8—4,8) a nékteré dalsi, pficemz
nejbéznéjsi jsou fosfatovy a acetdtovy pufr nebo jejich kombi-
nace. Dals{ dilezitou vlastnosti vybraného pufru je jeho roz-
pustnost v mobilni fazi. Anorganické pufry (napfi. fosfatové)
jsou Spatné rozpustné v mobilnich fazich, které obsahuji vy-
sokou koncentraci organického modifikatoru. Mobilni faze me-
thanol-voda poskytuje lepsi rozpustnost, a proto je methanolu
pfi volbé organického rozpoustédla ddvdna vétsinou piednost.

HPLC iontd byva obtiznéjsi nez separace neutrdlnich 14-
tek. Pouzivaji se bud IEC nebo IPC s reverzni staciondrni faz{
a s mobilni fazi obsahujici iontové parové Cinidlo, nejcasté&ji
kvartérni amoniovou bdzi nebo jeji sole, jako jsou dodecyl-
trimethylamonium-bromid (DTAB), tetrabutylamonium-bro-
mid (TBAB) nebo jodid (TBAJ), tetraecthylamonium-bromid
(TEAB) nebo jodid (TEAJ) a pod. Pro separaci organickych
kyselin se pouZzivaji jak slabé, tak silné ménice aniontti. Jako
mobilni faze slouzi voda, zfedéné roztoky kyselin a nékterych
pufrl. Zajimavou staciondrni fazi je amorfni oxid zirkonicity,
ktery se chovd jako slaby méni¢ anionti. BKK se déli jak
izokraticky, tak s gradientovou eluci. IEC aromatickych kyse-
lin se v soucasné dobé pouziva jen zfidka a vétSinou se
nahrazuje metodou IPC, kterd je ucinnéjsi. Presto jsou vSak
ptipady, kdy metoda IEC je vyhodné&jsi, napf. pfi pouZiti
hmotnostni detekce, kdy mobilni faize musi byt dostatecné
tékavd a obsahovat mélo soli.

Adsorpéni chromatografie se nepouziva prili§ ¢asto vzhle-
dem k tomu, Ze neni piili§ Gc¢innd. Jako mobilni fize pii nf
slouzi smési rozpoustédel o rizné polarité.

Vzhledem k tomu, Ze aromaticky kruh silné absorbuje
ultrafialové zarent, je zdaleka nejbéznéjsi UV spektrofotomet-
rickd detekce, v soucasné dobé hlavné s diodovym polem
(DAD). Ddle se uplatiiuje selektivni a vysoce citliva fluores-
cen¢ni (FD) nebo elektrochemickd (voltametrickd) detekce
(ED), resp. pulsni amperometricka detekce (PAD). Metoda
HPLC-MS dovoluje identifikovat a kvantifikovat velmi mald
mnozstvi stanovovanych latek (méné nez 6 pg).

Pfi analyze pfirodnich materidld ¢asto pfedchdzi separac-
nim metodam, jako jsou GC a HPLC, extrakce na tuhé fazi
(SPE), protoze matrice vzorkd (napf. voskd, oleju atd.) mize
poskozovat analytické kolony a rusit chromatografickd stano-
veni a mnohdy je rovnéz zapotiebi vzorky zakoncentrovat.
Jako tuhé extrakeni faze se ¢asto kombinuji rizné materidly,
napf. reverzni faze s iontové vyménnou.
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Tabulka II

GC nékterych benzenkarboxylovych kyselin

Referaty

Analyt Derivat Staciondrni faze Teplota  Detekce Pozndmka Cit.
["C]
Gentisovd, 6-methylsalicylovd, ~TMS 10 % QF-1/Gas- 120-200 FID metabolity patulinu, stanoveni 5
3-hydroxybenzoovd kyselina Chrom Q
Prirodni netékavé fenolické latky TMS 1,5 % SE-30 + 1,5 % 80-210 FID rostlinny extrakt, identifikace 4
SE-52/Chromosorb W, 210-300 i stanoveni
AW, DMCS
Fenolické karboxylové kyseliny TMS 1 % 0V-1/Chromo- 100-200 MS sedimenty fek, jezera a mofe, 6
sorb W, AW, DMCS identifikace
Aromatické karboxylové kyseliny TMS 2,5 % SE-52 + 2,5 % 120-160  FID metabolity houby Oudemasiela 1
MPHT/Chromosorb G, 2 °C/min mucida, stanoveni, déleni
AW, DMCS 160
Fenolické karboxylové kyseliny — rizné  OV-1/kapildrni 100-250 FID studium derivatizace 7
kolona 160 ECD
Derivéty benzenkarboxylovych ~ TMS 1 % SE-52,0V-1, 100-250 FID mikrobidlni metabolity sta- 2
kyselin MPHT, OV-17/Chromo- 2 °C/min noveni, srovnani s HPLC
sorb G, AW, DMCS
Fenolické karboxylové kyseliny TMS  SE-52/kapildrni 80-260 MS Lysimachia nummularia, 8
kolona Lysimachia vulgaris,
identifikace, stanoveni
Metabolity 1,4-diethylbenzenu TMS  OV-I/kapildrni kolona 35-55- MS krysi mo¢, identifikace 9
ME -250
Benzoovd kyselina - QF-1/kapildrni kolona 200 FID kidze 10
Fenolické karboxylové kyseliny TMS  SE-54/kapildrni kolona 80-280 FID propolis, identifikace 11
300 ECD
Fenolické karboxylové kyseliny MCF  ECF SP-SIL-5CB/ gradient  FID studium derivatizace 12
kapildrni kolona teploty
Fenolické karboxylové kyseliny TMS  SPB-1/kapildrni kolona  138-150 FID rostlinné pletivo, pidy, 13
stanoven{
Fenolické karboxylové kyseliny TMS  poly[fenyl(methyl)silo- 80-320 FID pSenice, travy, identifikace 14
xan]/kapildrni kolona MS
Fenolické karboxylové kyseliny TMS  poly[fenyl(methyl)silo- ~ 40-290 MS analyza tanninu, rostlinné 15
xan]/kapildrni kolona pletivo
Tabulka IIT
Ptiklady aplikaci HPLC
Analyt Staciondarni ~ Mobilnf faze Detekce Pozndamky Cit.
faze
Ferulovd kyselina Hypersil 12 9% MeOH-citratovy DAD, mleta pSenice 16
ODS pufr, pH 5,4 FD
Fenolické karboxylové kyseliny C18 gradient 2-100 % ACN uv cervené vino 17
a dalsf latky ve vodé, pH 2,6
Benzenkarboxylové kyseliny SIX C18, EtOH+1 % CH,COOH UV kultiva¢ni medium 2
SGX C18 5:95, 10:90, 20:80 srovnani s GC
i gradient
Fenolické karboxylové kyseliny ~ Viospher 12 9% MeOH v 0,1 % ED metabolismus ligninu a celulosy, 18
C6 HCIO, pSenicna sldma
Benzenkarboxylové kyseliny RP 18 MeOH + HCOOH + voda UV Genus althaea, identifikace 19
Salicylovd kyselina a produkty ~ ODS 0,03 M acetdt-citrdtovy ED méfeni hydroxylovych radikdld 20
hydroxylace pufr, pH 3,6 v srdci
Benzoovd a hippurovd kyselina ~ Ultraspher ACN-H,0-CH,;COOH uv metabolity benzylalkoholu 21
ODS (12 + 38 + 0,25) v plazmé
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Tabulka III — pokracovani

Referaty

Analyt Staciondrni ~ Mobiln{ faze Detekce Pozndmky Cit.
faze
Benzoovd kyselina Econospher ~ ACN-0,02 % H,PO, uv podzemni vody, biodegradace 22
C18 izokrat. + gradient toluenu
Thiofenkarboxylovd a benzoovda RP18 30 % MeOH uv biologické vzorky, metabolismus 23
kyselina v 0,01 M fosfat
Benzoovd kyselina Spherisorb 8 % MeOH ve fosfit. uv konzervacni prosttedky 24
C18 pufru, pH 6,7
Benzoovd kyselina NovaPak ACN + fosfatovy pufr, uv aditiva v potravindch, porovnani 25
C18 pH 3,9 CZE a HPLC
Fenolické karboxylové kyseliny ~ SuperPak MeOH-H,0-1 % HCOOH PAD okvétn{ listky grejpt 26
anthokyanint C18 gradientovd eluce
Fenolické glykosidy C18 10 % ACN v 2 % uv semipreparativni izolace 27
CH,COOH latek v mouce
Benzoovd kyselina C8 MeOH +0,2 % CH;COOH IS-MS jdtra krysy, vztah mezi strukturou 28
a jeji konjugaty a metabolismem
Benzenkarboxylové kyseliny Spherisorb 8 % MeOH v octanovém UV obsah Zaludku pfezvykavci 29
ODS pufru
Fenolické karboxylové kyseliny ~ Adsorbospher ACN-H,0-H,PO,, DAD je¢menovy slad, antioxida¢ni 30
C18 gradientovd eluce vlastnosti
Skoficovd a benzoovd kyselina ~ Nucleosil ACN-H,0-CH,COOH DAD  vinny most, kvasen{ 31
C18
Fenolické karboxylové kyseliny ~ Hypersil ODS MeOH-H,0-CH,COOH UV rostlinny materidl Echinacea sp., 32
25+75+1) SPE, vyména iontt
Substituované benzoové kyseliny ~ Spherisorb H,0-ACN-MeOH- DAD flavonovy metabolismus, 33,34
ODS —-CH,COOH (88 + 10 + 2) téln{ tekutiny, Gingko biloba
Salicylova, acetylsalicylova RP18 ACN-pufr, pH 6, TBA uv IPC, studie separace BKK 35
kyselina
Aspirin, antipyrin, fenobarbital ~ Bondapak C8 ACN-fosfdtovy pufr, uv IPC, TBA studie, 1é¢iva 36
pH3 a6, TBAJ
p-Aminosalicylovd kyselina RP 18 MeOH-fosfatovy pufr, uv IPC 37
pH 7,7, TBAH
Fenolické karboxylové kyseliny  fenyl MeOH-voda-0,01 % ESI-MS [IPC, vldkniny v potravindch 38

CH,COOH TEAJ

Prehled vybranych aplikaci HPLC je uveden v tab. III
(cit.>1o7%),

2.3. Kapildrni elektroforéza

Kapildrni elektroforéza (CE) v posledni dob¢ nalezla Siro-
ké uplatnéni v analytické chemii, nebot je vhodnd pro separaci
mnoha typi sloucenin, véetné BKK. Poskytuje dobrou sepa-
raci v relativné kratkém case, nevyzaduje slozitou piipravu
vzorku a spotfebuje jen omezené mnozstvi ¢inidel, takZe cena
analyzy je vétSinou nizsi nez u chromatografickych metod.
Také proto se tato metoda Siroce pouzivd pro analyzu kom-
plexnich smés{ a separaci organickych kyselin pochdzejicich
z rostlinnych a mikrobidlnich materidli. Ve srovnani s chro-
matografif vSak CE mad urc¢itd omezeni: vzhledem k nizkym
davkovanym mnozstvim (fddové nl) je nutné pouzivat citlivé
detektory a spolehlivost vysledkt byvd horsi nez v HPLC.

Pro separaci nabitych ldtek se pouZzivd kapildrni zénova
elektroforéza (CZE). Tato metoda umoziuje nejen identifikaci
akvantifikaci slozek vzorku, ale také stanoveni fyzikdlné-che-
mickych vlastnosti sloucenin, napt. disociacnich konstant BKK.
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Separaci BKK miizeme ovlivnit fadou faktord, jako je pH, typ
a koncentrace pufru a pouzité separacni napéti. Podobné jako
v HPLC i zde je dominantni vliv pH. V alkalickém prostfed{
se BKK stanovujijako anionty. Dal$im z faktord, které ovliviiu-
ji separaci, jsou organickad rozpoustédla, jez se pouZzivaji jako
modifikdtory v nosnych elektrolytech. Tato rozpoustédla ovliv-
nuji pohyblivost analytl sniZenim polarity pufru, mohou zlep-
Sit selektivitu, a tim zvySsit pravdépodobnost jejich identifika-
ce. Maji vSak také vliv na povahu povrchu kiemenné kapilary
a ovliviiuji tak pK ionizovanych silanolovych skupin na sténé
kapildary a molekul solutu. Kromé toho jest¢ mohou zménit
gradient elektrického pole zménou vodivosti elektrolytu.

K separaci neutrdlnich latek (napf. pfi potlaceni disociace
BKK v kyselém prostiedi) se hodi miceldrni elektrokinetickd
kapildrni chromatografie (MEKC), pii které se do nosného
elektrolytu pfidavaji ionické tenzidy vytvarejici v roztoku
nabité micely, které interaguji s neutrdlnimi latkami a migruji
charakteristickymi rychlostmi. Nejcastéji se pouzivd dodecyl-
sulfdt sodny (SDS). MEKC na bézi cetylmethylamonium-bro-
midu (CTAB) byla pouzita pro separaci BKK ve vzorcich
rostlinnych materidlt a byla shleddna dostatecné ticinnou a ne-
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Tabulka IV
Priklady aplikaci CZE a MEKC

Referaty

Analyt Matrice Predbéznd Separacni zptsob: elektrolyt Separacni a detek¢ni podminky Cit.
uprava vzorku
Homovanilovd, vanilyl- mo¢ piimé davkovani CZE: 300 mM boratovy pufr, L;=64,5cm, L, =56 cm, 39
mandlovd, homogenti- pH 8,5 50 wm, 30 kV, 200 nm
sovd kyselina
Hippurovd , p-hydroxy- sérum  ultrafiltrace CZE: 10 mM acetdtovy pufr, Ly =15 cm pfi pH 3,8 nebo 40
hippurova kyselina a fedéni pH 3.8 nebo 10 mM MES, 25 cm pfi pH 6,1, 200 um,
pH 6,1 PTFE, 254 nm
Hippurova kyselina sérum  ultrafiltrace CZE: 150 mM boratovy pufr, Ly=64cm, Ly=55,8 cm, 41
pH 9,0 50 wm, 22 kV, 25 °C, 210 nm
Hippurova kyselina sérum  ultrafiltrace CZE: 150 mM boratovy pufr, L;=80,5cm, L,=72 cm, 42
pH 9,0; MEKC: 20 mM bordt, 50 wm, 24 kV (CZE) nebo 22 kV
80 mM SDS, pH 9,0 (MEKC), 25 °C, 210 nm
Hippurovd, o-, m-, p- moc srazeni bilkovin  MEKC: 20 mM fosfatovy pufr, Ly=67cm, Ly=47 cm, 50 um, 43
-methylhippurova kyselina acetonem pH 8,0; 10 mM DTAB, 4 M -22kV, 30 °C, 224 nm
a ultrafiltrace mocovina
Hippurova kyselina, moc pfimé davkovani MEKC: 30 mM bordt, pH 10, Ly=44 cm, Ly=37 cm, 44
tryptofan 75 mM SDS, 10 mM B-CD 75 um, 20 kV, 195 nm
Salicylova kyselina sérum  pfimé ddvkovani, MEKC: 75 mM SDS, bordtovy-  L;=90cm, Ly=70cm, 75 um, 45
moc¢ fedéni (moc), -fosfatovy pufr, pH 9,1; 20 kV, DAD 195 az 320 nm
ultrafiltrace CZE: 33 mM fosfat, pH 8,3
(sérum)
Salicylova kyselina sérum  promyti MEKC: 60 mM borit, pH 10, Ly=425cm, L,=34,5cm, 46
a nasledné 200 mM SDS 50 um, 10 kV, 25 °C, 200 nm
pfimé ddavkovani
Naproxen, sérum  pifimé davkovani MEKC: bordtovy-fosfatovy Ly;=70cm, Ly=50cm, 75 um, 47
salicylova kyselina mo¢ nebo fedéni pufr, pH 9,2; 75 mM SDS 20 kV, absorbance pfi 220 nm,
(moc) fluorescence (ex = 220 nm,
em = 340 nm)
Naproxen sérum  piimé davkovani MEKC: bordtovy-fosfatovy L.=65cm, Lp=75cm,75 um, 48
ultrafiltrace pufr, pH 9,1; 75-200 mM SDS 25kV, 35 °C, 215 nebo 240 nm
(4-Fluorbenzoyl) moc SPE CZE: 50 mM octan amonny, Ly=65cm, 50 um, 30 kV, 49
propanova kyselina, 10 % metanol, 1 % ledova 25°C, 214 nm
(4-fluorofenyl)octova kys. octova, pH 4,1
kyselina
D,L-mandlovad kyselina  — - CZE: 40 mMy-CD, 50 mM fosfdt, L;=50cm, Ly=45,4 cm, 50
pH 7,0 50 wm, 20 kV, 20 °C, 206 nm
D,L-tryptofan - - CZE: 30 mM crown-6-tetra- 254 nm 51

a D,L-DOPA

karboxylova kyselina, pH 2,2

ndkladnou. Ve srovndni s CZE se MEKC vyznacuje vyssi
selektivitou. Aplikace kapilarni elektrochromatografie (CEC),
pri niz je kapilara naplnéna nékterou ze staciondrnich fazi
pouzivanych v HPLC, avSak pohyb mobilni fize je elektro-
osmoticky, nikoli mechanicky, Ize rovnéz nalézt v odborné
literatufe. Mezi nejbéznéjsi detekci v CE patii UV spektrofo-
tometrickd detekce. Casto se vyuziva fluorescence buzend
laserem. Velice vyznamnd je i kombinace CE s hmotnostni
spektrometrii (CE-MS) nebo s voltametrickou detekci.

Piiklady pouziti CZE a MEKC pro analyzu BKK jsou
uvedeny v tab. IV (cit.**).

2.4. Chirdlni separace

Chirdlni separace jsou velmi dileZité, nebot enantiomery
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se lisi biologickou aktivitou. Pro chirdlni separace lze vyuzit
tii postupy. a) Derivatizaci pfevést optické izomery na diaste-
reoizomery a ndsledné je separovat na opticky neaktivni sta-
ciondrni fiazi v HPLC nebo v neaktivnim nosném elektrolytu
v CE, b) pouzit chirdlni mobilni faze v kombinaci s opticky
neaktivni staciondrni fazi pro HPLC ¢i pridat chirdlni ¢inidlo
do nosného elektrolytu v CE, ¢) k separaci vyuZzit chirdln{
staciondrni fdzi, a to jak v GC, tak v HPLC a v elektrochroma-
tografii.

Metoda a) se vyuziva v HPLC a CE v pripadech, kdy latky
vykazuji nizkou absorbanci v UV oblasti (napf. u nizkomole-
kuldrnich alifatickych kyselin). Pfiprava derivatd je pomérné
komplikovand a pro BKK se pouziva jen ojedinéle.

Postup b) je velmi jednoduchy a snadny. Vyuziva se jak
v HPLC, tak v CE. Jako chirdlni selektory se nejcastéji pouZzi-
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Tabulka V
Priklady chirdlnich aplikaci v HPLC

Referaty

Analyty Staciondrni faze Mobilni faze Detekce Cit.

Hydroxy- a methoxybenzenkarboxy- Separon SiC18 B-CD v MeOH-0,01 M fosfatovy pufr uv 52

lové a indolkarboxylové kyseliny Cyclobond I (B-CD) MeOH-0,01 m fosfit, pH 2,2-6,5

Benzenkarboxylové kyseliny ODS HSA UV nepr 53

MethylDOPA ODS L-prolin + ion kovu uv 54

DOPA ODS L-fenylalanin + ion kovu ECD 55

DOPA ODS (R)-N,N,N’ ,N’-tetramethylpropan— uv 56

1,2-diamin + ion kovu

Benzenkarboxylové kyseliny diol chinin UV nepr 57

Mandlovd a tropovd kyselina, B-CD 0,1 M fosfat, pH 4,2 nebo 6,2-ACN uv 58

baklofen (65 + 35)

Aromatické karboxylové kyseliny B-CD 0,1 M fosfat, pH 4,2—-ACN (65 + 35) 59

Citronellovd, benzenkarboxylové ergolinovy derivat 0,05 M acetat-methanol uv 60

kyseliny

Mandlova, fenyloctovd a dalsi kyseliny ~ polysacharid hexan—propanol-2-TFA (80 + 20 + 1) 61

Levodopa, methyldopa, karbidopa glykopeptid MeOH-voda, trimethylamin, CH,COOH UV 62
(teikoplanin)

vaji cyklodextriny (CD), které vytvéieji s analyty, zejména
s BKK, které obsahuji hydroxy a amino skupiny, inkluzni
slouceniny. CD jsou cyklické oligosacharidy vystavéné z D-
-(+)-glukopyranosovych jednotek, které jsou vdzané o-(1—4)-
-vazbami. Piirodni CD (o-, B- a y-) sice fe$i mnoho separac-
nich problémt, avsak selektivitu a rozsah pouziti 1ze znacné
zvysit pouzitim syntetickych derivdtd CD, nebot jsou lépe
rozpustné ve vodé nez prirodni CD. Kromé CD se pouzivaji
jako chirdlni selektory téZ lidsky sérovy albumin, chinin, rtizné
aminokyseliny v kombinaci s ionty kovi a fada dalSich ldtek.
Kapildrni elektroforéza s CD se rovnéz pouzivd pro separaci
izomernich BKK, tj. monokarboxylovych (benzoovd kyselina),
dikarboxylovych (ftalovd, tereftalovd a isoftalovd kyselina)
a trikarboxylovych (trimesinovd, hemimelitova a trimelitovd
kyselina) kyselin. K potla¢eni adsorpce cyklodextrini na sténu
kapildry, kterd vede ke zhorSeni ucinnosti separace, se stény ka-
pildry modifikuji polymernimi filmy. Podobné jako v HPLC
se v CE jako chirdlnich selektorti pouziva celd fada dalsich
latek, napf. hovézi sérovy albumin, riznd antibiotika a pod.

Nevyhodou pouziti metody b) v HPLC je vysokd spotieba
chirdlnich selektord, které jsou vesmés velmi drahé. Tato
nevyhoda odpadd v CE, kde potfebné mnoZstvi nosného elek-
trolytu je nizké.

Metoda c) je v soucasné dobé nejbéznéjsi v HPLC a GC.
Vyuziva chirdlnich chemicky vazanych staciondrnich fazi (CSP),
¢imz odpadd hlavni nevyhoda metody b). Mezi nejbézné&jsi
patfi chirdlni faze s cyklodextrinem a jeho derivdty. Déle se
vyuzivaji chemicky vdzané opticky aktivni derivaty aminoky-
selin. Pro separaci izomert derivdti BKK byly testovdny téz
CSP na bazi ergotalkaloidi, lidského sérového albuminu,
polysacharidt, glykopeptidti (napf. teicoplanin) atd. V plyno-
vé chromatografii 1ze vyuzit pouze metodu c), separaci na
chirdlni staciondrn{ fazi. Komercné dostupné faze pro GC jsou
zalozeny na derivatech CD (napf. dimethyl-, permethyl-, pro-
pionyl-, butyryl-, dipentyl- a (hydroxypropyl)-CD) a L-valinu
(pro separaci enantiomert aminokyselin). Pfed vlastni GC
separaci je nutné BKK derivatizovat.

Ptiklady chirdlnich separaci metodou HPLC jsou uvedeny
v tab. V (cit.*>%%), metody CE jsou zahrnuty v tab. IV.

3. Zavér

Vsechny diskutované separa¢ni metody, GC, HPLC a CE,
umoziuji dc¢innou separaci BKK v pomérné kratkém case.
HPLC a CE navic nevyZzaduji sloZitou ptipravu vzorku. GC je
vhodnad pro dostatecné te€kavé a tepelné stalé latky, a proto lze
BKK analyzovat touto metodou az po jejich derivatizaci.
Z tohoto hlediska je pro analyzu aromatickych karboxylovych
kyselin vhodné&jsi HPLC nebo CE. GC vsak pfesto md své
vyhody ve vysoké tcinnosti déleni, vysoké citlivosti detekce,
instrumentdln{ jednoduchosti a nizsi nakladnosti. HPLC nabi-
z{ Siroké spektrum moznosti prfi volbé separacniho systému,
dobrou selektivitu a spolehlivost vysledki, je vSak casové

vykonnost se podstatné zvysi, jsou-li GC, HPLC ¢i CE kom-
binovdny s hmotnostni detekci, pficemz z technického i fi-
nan¢niho hlediska je nejvyhodnéjsi GC-MS, ndsledovdna CE-
-MS a kone¢né HPLC-MS.
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