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Uvod

Rastlinna risa je bohata na prirodné zdroje (ovocie,
zelenina, cerealie, Caj atd’.) bioaktivnych latok, ako su
polyfenoly (predovsetkym flavonoidy a katechiny), fytoes-
trogény, vitamin C, mineralne latky, vlaknina, proteiny
a ostatné latky ovplyviujuce genetické, bunkové, bioche-
mické a fyziologické funkcie v organizme. ZvysSeny prijem
ovocia, zeleniny a zeleného Caju znizuje rizikové faktory,
ktoré zvycajne prispievaji k vyvoju ischemickej choroby
srdca, rakoviny, cukrovky, aterosklerdzy, zapalovych
a neurodegenerativnych ochoreni (Parkinsonova a Alzhei-
merova choroba atd’). Potencidlne prospesny vplyv vyssie
zmienenych latok je zvycajne spajany s ich antioxidacny-
mi vlastnostami. Antioxidanty su G¢inné lapace reaktiv-
nych kyslikovych radikalov a dezaktivujii nabité castice
atomu kyslika', pri¢om nerovnovaha medzi antioxidan-
tmi a reaktivnymi volnymi radikdlmi sposobuje oxidacny
stres.

Zdrojom antioxidantov mézu byt aj flavonoidy. Mno-
hé stadie naznacuj, ze flavonoidy maju biologicku aktivi-
tu. Hlavnou podskupinou flavonoidov st flavonoly,
z ktorych  kvercetin ~ (3,3",47,5,7-pentahydroxyflavon)
a kempferol (3,4°,5,7-tetrahydroxyflavon) patria medzi
najznamejsie’. Flavonoidy spolu s antioxidaénymi vita-
minmi a enzymami mdZzu prispiet’ k obrannému systému
I'udského organizmu.

Zvysenda  koncentracia  homocysteinu  (HCY)
v organizme (hyperhomocysteinémia) spdsobuje tvorbu
volnych radikélov a je spojend s rizikom vzniku kardio-
vaskularnych ochoreni®’. Spdsoby odburania homocystei-
nu su: remetyldciou za pritomnosti kofaktorov folatu
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a kyanokobalaminu alebo trans-sulfuraciou na cystein
a jeho nasledné vyluc¢enie mocom za ucasti pyridoxinu.

V plazme je asi 80 % cirkulujuceho HCY viazaného
na proteiny, predovietkym na albumin. DalSich 20 % je
pritomnych vo forme disulfidov a len nepatrné mnozstvo
ostava vo volnej forme®'!. Vzhladom na délezity biolo-
gicky vyznam HCY je velky zaujem o jeho detekciu
v biologickych vzorkach.

Vicsina metdd pre stanovenie HCY sa deli na priame
a nepriame. Priame metody zahinaju predovsetkym enzy-
moimunoanalyzy a enzymatické metody'>'*. Nepriame
metddy s zalozené na separanych technikach vratane
vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC), kapi-
larnej elektroforézy (CE)™'® a plynovej chromatografie
GC)'"'®. V prehladovych ¢&lankoch'®* autori hodnotia
vyhody a nevyhody réznych analytickych metod pre rutin-
ni analyzu homocysteinu a ostatnych tiolov v plazme
a v krvi, ako aj predupravu vzoriek.

HPLC v spojeni s roznymi technikami detekcie, ako
uv spektrofotometria”’zz, fluorescenéna  detekcia®> 2,
hmotnostna spektrometria® >, elektrochemicka detekcia®™>*
av poslednom obdobi aj chemiluminiscenéna detekcia®
patri v sicasnosti k najpouzivanejSim analytickym meto-
dam pre stanovenie homocysteinu v biologickej vzorke
(predovietkym v plazme). Uprava vzoriek plazmy pred
HPLC analyzou HCY zvyc¢ajne spociva v redukcii disulfi-
dickych vézieb medzi HCY a dalSimi aminotiolmi
a plazmatickymi proteinmi precipitaciou tychto
proteinov'”.

HPLC s fluorescenc¢nou detekciou patri k ¢asto pouzi-
vanym technikdm detekcie pre stanovenie HCY a dalsich
aminotiolov v biologickych vzorkach pre jej dostatoc¢nu
citlivost’ a spol'ahlivost’ systému. Detekény princip vyZza-
duje predkolénova derivatizaciu alebo vyber vhodného
redukéného Cinidla. Medzi najpouzivanejsSie derivatizacné
¢inidla patria: halogénsulfonylbenzofurazany (7-fluoro-
benzofurazan-4-sulfonova kyselina; SBD-F a 4-fluoro-7-
-sulfamoylbenzofurazan; ABD-F)**' a o-ftalaldehyd
(OPA)Y?*™. Beznymi redukénymi &inidlami su: 2-mer-
kaptoetanol, borohydrid sodny a tri-n-butylfosfin.

Hoci st dostupné réozne HPLC metoédy pre meranie
koncentracii HCY v plazme, neumoziiuji simultanne sta-
novenie kompletného profilu aminotiolov. Vyvoj coulo-
metrickej detekcie poskytuje vyhody v porovnani
s amperometrickou detekciou, a to minimalizaciu oxidacie
elektrédy a dlhSiu odolnost’ vo¢i zmendm. Hlavnou vyho-
dou elektrochemickej detekcie je, ze nie je potrebnd deri-
vatizicia tiolov pred samotnou detekciou.

Jednym z najbeznejsich a najbohatsich zdrojov flavo-
noidu-kvercetinu (hlavne vo forme glukozidov) je cibula.
Vo vicsine Stadii autori aplikuji kombinaciu potravy bo-
hatej na flavonoidy (cibul’a, jablko, tofu, brokolica, s6jové
boby, zeler, listy red’kovky, SoSovica, fazula apod.)
a&aju, ako zdroja kvercetinu®*. Konzumécia cibule
(najemno nasekanej Cerstvej cibule alebo vo forme poliev-
ky) nemusi byt komfortna pre kazdého. Preto sme navrhli
cerealnu cibul'ovu susienku s prihliadnutim nielen na chut’,
cenu, nutricné a zdravotné hodnoty, ale v neposlednom



Chem. Listy 170, 585-592 (2016)

rade aj na pohodlie pri jej konzumacii. V predloZenej praci
sme pripravili funkénl potravinu obohatenu o bioaktivne
latky (kvercetin, fruktany, beta-glukan atd’), ktoré sa vy-
skytuja v prirodnych zdrojoch bioaktivnych latok.

Ciel'om prace bolo optimalizovat’ a validovat HPLC
metddu s coulochemickou detekciou vhodnu pre stanove-
nie aminotiolov v klinickych a epidemiologickych sti-
diach ako aj v studiach u populacie so Specialnymi stravo-
vacimi navykmi, napr. vegetariani, kde sa predpoklada
vysSia expozicia homocysteinu.

Experimentalna cast’
Chemikélie a materialy

Analytické Standardy: homocystein (HCY), cystein
(CYS), redukovany glutation (GSH), metionin (MET);
monohydrat fosfore¢nanu draselné¢ho, 1-oktansulfonova
kyselina, perchlérova kyselina, EDTA, acetonitril HPLC
Cistoty a kyselina fosfore¢na (85%, p.a.) boli dodané fir-
mou Sigma (St. Louis, MO, USA). Borohydrid sodny bol
dodany firmou Merck (Darmstadt, Nemecko). Interny
Standard penicilinamin bol dodany firmou Fluka (Milwaukee,
WI, USA). TImivy roztok bol pripraveny pouzitim ultraistej
deionizovanej vody (vodivost 182MQecm™) zo systému
Simplicity UV185 (Millipore, Bedford, USA).

Pristroje

Pre HPLC analyzy bol pouzity chromatograficky
systtm HP 1200 (Agilent, USA) s kvartérnou pumpou,
automatickym davkovaCom, s termostatovanim koldn,
DAD detektorom v sérii zapojeného s coulochemickym
detektorom Coulochem II (ESA, USA) s ochrannou celou
typu 5020 a vysoko citlivou analytickou celou typu
5011A. Pre zber a vyhodnotenie udajov bol pouzity softvér
HP 3D Chemstation (Agilent, USA).

Chromatografické podmienky

Stanovenie kvercetinu v cibuli (Cerstva, susenda), ceredalnej
suSienke a zelenom caji

Na analyzu bola pouzita analyticka kolona LiChros-
pher 100 RP18 (250 x 4,0 mm, 1.D., 5 um, Merck, Dar-
mstadt, Nemecko) s predkolonou LiChrospher® 60 RP-
select B (4 x 4 mm, I.D., 5 um). Mobiln4 fdza pozostavala
7 acetonitrilu, 10 mmol 1" octanu aménneho s 0,3 mmol I}
EDTA, l'adovej kyseliny octovej (29:70:1, v/v/v, pH 3,8).
Prietok mobilnej fazy bol 1,3 ml min™ a teplota kolony
20 °C. VInova dizka pre detekciu bola 370 nm (cit.*).

Stanovenie aminotiolovych latok v plazme

Pre stanovenie zloziek aminotiolov v plazme sme
vychadzali z publikicie Melnyka a spol.”*, priom pod-
mienky sme prispdsobili meranym analytom. Na analytic-
ki separaciu bola pouzita reverzne-fazova analyticka kolo-
na Purospher STAR C18 (250 x 4,6 mm, L.D., 5 um,
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Merck, Darmstadt, Nemecko) s predkolonou Purospher®
STAR RP-18¢ (4 x4 mm, L.D., 5 um, Merck, Darmstadt,
Nemecko). Mobilna faza pozostavala z 50,0 mmol 1"
dihydrogénfosforeénanu  sodného, 1,0 mmol 1"  ién-
parového Cinidla n-oktansulféonovej kyseliny (OSA), 6%
acetonitrilu (v/v), pH bolo upravené na 2,6 s 85% (v/v)
kyselinou fosfore¢nou. Pre elektrochemickt detekciu bol
pouzity coulochemicky detektor (Coulochem II, ESA, Inc.,
Chelmsford, MA, USA) s analytickou celou (model
5010A) a ochrannou celou (model 5020). Potencidly na
coulochemickom detektore boli nasledovné: +1400 mV
pre ochranni celu, +650 mV a +900 mV pre kanaly El
a E2 analytickej cely.

Dizajn stadie

Cerealna cibul’'ova susienka bola pripravena rutinnou
pekarskou technoldgiou (schvalena a prijata ako uzitkovy
vzor)™. Pre jeho pripravu bola pouzitd celozrnna ovsena
muka, pSeni¢nd muka a suSena cibul’a, ako prirodné zdroje
bioaktivnych latok. Bolo pouzitych 8,0 g susenej cibule na
100,0 g cerealnej susienky (obsah kvercetinu bol 7x vyssi
ako u &erstvej cibule, t.j. 264 mg kg™ vs. 38 mg kg ™).

Probandi konzumovali 6 kusov ceredlnej suSienky
(celkovéa davka 130 g) denne po dobu 2 mesiacov a pre
zvySenie prijmu kvercetinu pili zeleny ¢aj (6,0 gna 0,51 za
dent). Denny prijem kvercetinu bol 34,343,7 mg z cibule
a 15,0+£2,4 mg zo zeleného Caju. Po obdobi konzumacie
susienky nasledovalo 2 mesacné obdobie tzv. ,,wash-out™
s pokra¢ovanim normalnych stravovacich navykov.

Dalsie mozné zdroje kvercetinu neboli kontrolované,
ale predpokladali sa Standardné a normalne nutri¢né navy-
ky u populdcie, z ktorej boli probandi vybrani.
U normalnej populacie je priemerny prijem kvercetinu
odhadovany na 4-12 mg na deil bez ohl'adu na vek, pohla-
vie a stravovacie navyky™.

Metody

Extrakcia a hydrolyza kvercetinu

Pre extrakciu a hydrolyzu kvercetinu bol pouzity pos-
tup podla Hertoga a spol.’' suréitymi modifikaciami.
K 1g vybranej matrice (suSend cibul'a, suSienka alebo
zeleny Caj) alebo k3 g Cerstvej cibule bol pridany 70%
etanol na celkovy objem 15 ml v polypropylénovej sku-
mavke. Vzorka bola premiesand a inkubovana pri teplote
40 °C po dobu 60 min. Po centrifugacii 5 min bol postup
opakovany eSte dvakrat a vysledné objemy boli doplnené
do 50 ml 70% etanolom. K alikvotnému objemu (8 ml)
tohto extraktu bolo pridané 2ml 6moll" HCI
(koncentrécia 1,2 mol ') a roztok bol refluxovany pri 90 °
C po dobu 120 min. Extrakt bol ochladeny a po zriedeni
deionizovanou vodou (1:1) bolo 50 pl extraktu davkované-
ho do HPLC systému.

Uprava vzoriek plazmy
Vzorky krvi boli zbierané od 36 zdravych dobrovol-
nikov v domove dochodcov do EDTA skimaviek, usklad-
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nené v 'ade a dopravené do laboratdria. Vzorky boli cen-
trifugované pri 10 000 g pri 4 °C po dobu 10 min. Aliquo-
ty plazmy boli uskladiiované pri —80 °C az do analyzy.
Pred analyzou boli vzorky rozpustené pri izbovej teplote,
premiesané a centrifugované pri 14 000 g po dobu 5 min
pre separaciu koagulovanych proteinov od matrice plazmy.
Vzorky Standardov boli pripravené pridanim znédmeho
mnozstva cysteinu, redukovaného glutationu, homocystei-
nu a metioninu k presnému objemu plazmy.

K 100 pl plazmy bol pridany objem 50 pl interného
$tandardu (penicilamin, pripraveny v 1,0 mmol I"* vodnom
roztoku EDTA) a 40,0 ul roztoku borohydridu sodného
(1,0 mol " v 0,1 mol I NaOH). Po jemnom premiesani
bol roztok inkubovany pri 50 °C po dobu 30 min. Na pre-
cipitaciu proteinov v plazme bolo pridanych 100 pl
0,6 mol I'' kyseliny perchlorovej obsahujiicej EDTA
(1,0 mmol I'"), nasledovala centrifugacia pri 14 000 g po
dobu 5 min. Supernatant bol nariedeny v mobilnej faze

Tabulka I
Parametre validdcie pre HPLC stanovenie aminotiolov
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vpomere 1:1 a50pul bolo davkovanych do HPLC
systému’*.

Validacia HPLC metody

Vo vSeobecnosti, validovana analytickd metdda zna-
mena, ze poskytuje spolahlivé a reprodukovatel'né vysled-
ky, pricom su definované a overiteI'né parametre a hlavné
operacné podmienky. Hlavné parametre validacie su uve-
dené v tab. L.

Linearita

Kalibra¢né ¢iary boli zostrojené v rozsahu 12,5-300,0
umol I (12,5; 25,0; 50,0; 80,0; 100,0; 150,0; 200,0;
250,0; 300,0) pre CYS; 1,040,00 pumol I pre GSH
aHCY (1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 40,0)
a5,0-100,0 pmol I pre MET (5,0; 7,5; 10,0; 15,0; 25,0;
30,0; 50,0; 80,0; 100,0). Jednotlivé body kalibracnej kriv-

Parametre CYS
12,5-200,0 pmol 1!

GSH HCY MET
1,0-40,0 pmol 1!

1,0-40,0 pmol 1! 5,0-100,0 pmol 1!

Vnutrodiiova presnost’ *

RE % 0,8-6,5
CV % 0,8-5,8
Medzidiiova presnost’ ”

RE% 1,0-7,1
CV% 0,9-6,9

Opakovatel'nost’ RE%

— retenéného Casu® 0,1
— plochy piku®

Cl 4,6
C2 2,2
LOD [mmol 1] 5,0
LOQ [mmol 1] 16,4
Vytaznost' [%] + RSD

Cl 9743
C3 98+4
Cc4 99+4

0,8-5,5 0,8-6,1 1,0-7,2
0,7-5,9 0,8-6,2 1,0-6,8
1,0-6,6 1,2-7,4 1,4-8,2
0,9-1,1 1,2-7,9 1,3-7,9
0,1 0,1 0,3
2,5 2,8 3,1
2,1 2,3 2,9
0,3 0,3 2,5
1,2 1,3 8,1
98+3 98+3 99+3
99+3 98+3 99+3
99+3 99+4 99+3

* Vnutrodiiova presnost a spravnost’ metddy boli stanovené opakovanym nastrekom (n=4) kalibraéného §tandardu
v plazme; "medzidiiova presnost a spravnost’ boli stanovené analyzou kalibraénych $tandardov poas 4 dni v tyzdni;
‘relativne chyby (RE) (vyjadrené ako odhad relativnej $tandardnej odchylky) boli vypogitané pre 20 davkovani §tandardu
ablanku plazmy na turovni koncentracie C2, “hodnoty RE boli vypo&itané pre 20 davkovani analytov vo vzorke
,»Spikovanej* plazmy pre dve rézne urovne koncentracii C1, C2. C1 — Experimenty boli robené ddvkovanim koncentracii
12,5 umol I'" CYS, 1,0 pmol 1" GSH, 5,0 umol I"" HCY a 5,0 umol I"' MET. C2 — pre davkovanie 100,0 umol 1" CYS,
20,0 pmol I GSH, 20,0 pmol I'' HCY a 50,0 umol I"' MET. C3 — pre davkovanie 50,0 pumol I'' CYS, 10,0 umol I'' GSH,
10,0 pmol I"' HCY, 25,0 umol I"' MET. C4- pre davkovanie 200,0 pmol I CYS, 40,0 pmol I"' GSH, 40,0 umol 1" HCY,

100,0 umol I'' MET
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ky boli zostrojené pridanim malého mnozstva analytov
s postupnym zvySovanim koncentracie do ,,spikovanej*
vzorky plazmy.

Parametre kalibracnych ¢iar dosiahli nasledovné hod-
noty: y (nA) = 142,2 (uA mmol ' 1) x +2 936,0 (nA) pre
CYS; y (A) = 244,7 (WA mmol '1) x + 274,1 (nA) pre
GSH; y (nA) = 178,2 (A mmol '1) x + 181,4 (uA) pre
HCY ay (nA) = 16,83 (nA mmol ') x — 8,7 (HA) pre
MET. Korela¢né koeficienty boli vyssie ako 0,99 pre vset-
ky analyty. Kalibra¢né krivky boli zostrojené pre analyty
v oboch mobilnych fazach rovnakého zlozenia okrem kva-
lity a obsahu organického modifikatora (obsah 6 % (v/v)
acetonitrilu alebo 5 % (v/v) metanolu).

Presnost’ a spravnost

Pre stanovenie vnutrodiiovej presnosti a spravnosti
metddy boli vyhodnotené opakované analyzy (n=4) kalib-
racnych Standardov v plazme. Medzidiiova presnost
a spravnost’ bola stanovend analyzovanim kalibra¢nych
Standardov pocas styroch roznych dni v tyzdni. Koeficien-
ty varidcie CV% (pre presnost’) a relativne chyby RE%
(pre spravnost) boli vyjadrené ako odhady Standardnych
a absolutnych odchylok vypocitanych pre subory s poctom
vzoriek vacsich nez sedem. Hodnoty CV a RE nizsie ako
10 % pre vSetky koncentracie boli povazované za akcepto-
vateI'né.

Opakovatelnost plochy piku

Relativne chyby (vypoc€itané ako odhad relativnej
Standardnej odchylky) boli vypocitané z 20 davkovani
analytov v ,,spikovanej* vzorke plazmy pre dve koncen-
traéné rovne C1 (12,5 umol I pre CYS, 1,0 umol I"! pre
GSH, 5,0 umol I pre HCY a 5,0 umol I pre MET) a C2
(100,0 pmol "' pre CYS, 20,0 pumol I"' pre GSH a HCY
a 50,0 umol I'' pre MET).

Opakovatelnost retencného casu
Bola stanovena z 20 ddvkovani Standardu a blanku
plazmy pre koncentraciu C2.

Stanovenie limitu detekcie (LOD) a kvantifikacie (LOQ)

Limit kvantifikacie bol stanoveny ako koncentracia
najnizSicho kalibra¢ného Standardu (pri pomere odozvy
plochy piku voci Ssumu nulovej linie S/N=10) pre relativ-
nu Standardnt odchylku RSD=10 %.

Limit detekcie pouzitim 20 pl davkovaného objemu
plazmy bol vypocitany z pomeru signal:Sum (S/N=3) ana-
lytického signalu piku (plocha piku) k maximalnym zme-
nam pozadovanej odozvy pocas analyzy (n=10) vzorky
blanku plazmy a signalu vzorky plazmy spikovanej so
znamou koncentraciou analytu.

Robustnost metody

Robustnost’ metddy je jej schopnost’ udrzat’ sa nezme-
nena aj pri malych zmenach v chromatografickych para-
metroch, ku ktorym by mohlo dochédzat’ pocas aplikécie
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metddy (ako napr. percentudlny obsah organického modi-
fikatora a pH mobilnej fazy; koncentracia tlmivého rozto-
ku a davkovany objem). Prikladom kritéria robustnosti je,
ze ucinky nasledovnych zmien v chromatografickych pod-
mienkach mozu byt stanovené: obsah organického modifi-
kétora v mobilnej faze upraveny o = 2 % pdvodného obsa-
hu; pH mobilnej fazy upravené o 0,1 pH jednotiek skutoc-
nej optimalnej hodnoty. Retenény faktor a zmeny
v selektivite zapri¢inené vplyvom matrice boli merané po
objemovych prirastkoch 20 pl davkovanej vzorky plazmy
az k celkovému objemu 2000 pl (100 davkovani). Hodno-
ty CV a RE boli nizsie ako 5 %.

Vytaznost analytov

Vytaznost CYS, GSH, HCY a MET boli stanovené
na troch urovniach koncentracii. Absolitne vytaznosti boli
vypocitané ako percentualny rozdiel medzi plochami pi-
kov extrahovanych Standardov z plazmy a pdévodnymi
Standardmi (neextrahovanymi) vo vode v prislusnom roz-
sahu koncentrécie.

Vysledky a diskusia

Experimenty s analytickou kolénou Purospher
STAR C18

Retencia v reverzne-fazovej chromatografii je ovplyv-
nena velkym poctom premennych v systéme. Tieto pre-
menné moézu byt rozdelené do troch skupin. Prva skupina
zahfila zmeny tykajuce sa staciondrnej fazy, napriklad
material stacionarnej fazy, priemer a dizka kolony. Druhd
skupina zahffia zmeny fyzikdlnych parametrov, ako su
zmeny teploty, tlaku a prietoku mobilnej fazy. Tretia sku-
pina zahffia zmeny, ktoré definujli zloZenie mobilnej fazy.
V i6n-parovej chromatografii je zname, ze pridavok vhod-
ného parového idnu minimalizuje chvostovanie pikov la-
tok obsahujucich amino skupinu (vratane aminotiolov),
pravdepodobne v désledku zniZenia sekundarnych interak-
cii medzi kationmi zlG¢enin a vol'nymi silanolovymi sku-
pinami na povrchu silikagélu.

Pocas optimalizacie zlozenia mobilnej fazy sme
v nasej §tadii vychadzali z publikicie Melnyka a spol.”,
kde povodné zloZenie mobilnej fazy X bolo 50,0 mmol 1
dihydrogénfosforecnanu sodného, 1,0 mmol I OSA, 2%
(v/v) acetonitrilu, pH bolo upravené pomocou 85% kyseli-
ny fosfore¢nej na hodnotu 2,7.

Pocas vyberu optimalnych podmienok pre stanovenie
aminotiolov sme Studovali zavislost’ retencie analytov od
roznych premennych zloZenia mobilnej fazy. Tato skutoc-
nost’ je vel'mi doélezita pre chromatograficku analyzu, pre-
toZe vyznamne ovplyviiuje retenciu a charakter analytické-
ho signalu. V tejto praci sme testovali dve reverzne-fazové
analytické kolony, Purospher STAR C18 (250 x 4,6 mm,
5 um, Merck, Darmstadt, Nemecko) a NBS CI8
(150 x 4,6 mm, 5Sum, MCM, Tokio, Japonsko)
a systematicky Studovali vybrané HPLC parametre
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Obr. 1. a) Vplyv obsahu acetonitrilu na retenény mechanizmus metioninu (A), homocysteinu (B), redukovaného glutationu (C)
a cysteinu (D) v analytickej koléne Purospher STAR C18. b) Zavislost’ separa¢ného faktoru a od % (v/v) acetonitrilu v mobilnej
faze. Separacny faktor a, medzi redukovanym glutationom a homocysteinom; separacny faktor a; medzi cysteinom a redukovanym gluta-

tionom; separacny faktor a; medzi homocysteinom a metioninom;

Chromatografické podmienky: Analyticka kolona Purospher STAR C18, 250 x 4,6 mm 1.D., 5 um. Predkolona LiChrospher C18, 4 x 4
mm LD., 5 um. Mobiln4 fiza X 50 mmol I"" dihydrogénfosforeénan sodny 1,0 mmol I"', 1-oktansulfonova kyselina, pH 2,60 upravené
s 85% kyselinou fosfore¢nou. Prietok 0,8 ml min™'. Detekcia coulochemickd, potencialy analytickej cely E1 = +650 mV, E2 = +900 mV,

E ochrannej cely +1400 mV

(reten¢ny a separacny faktor) vo vztahu k roznym organic-
kym modifik4torom (acetonitril alebo metanol) a ich obsa-
hu v mobilne;j faze.

Obsah organického modifik4tora bol zmeneny v roz-
sahu 2-15 % pre acetonitril a 2-20 % pre metanol na
separaciu nasledovnych analytov: 200,0 pmol 1" CYS,
5,0 pmol 1! GSH, 5,0 pmol I''HCY a 25,0 pmol I'! MET.
Nebola dosiahnuta separacia HCY a GSH pri obsahu 2 %
acetonitrilu, ani pri 2 % metanolu.

Ako vidiet’ na obr. 1a, zvySenie percentualneho obsa-
hu acetonitrilu sposobilo znizenie retencného faktora
k' (kratsi Cas analyzy), zlepSenie separacie a len mierny
narast separacného faktora a (obr. 1b). Pre CYS a MET
sa dosiahla hodnota separacné¢ho faktora v rozmedzi
1,6<0<2,8. Vyssi podiel acetonitrilu nesposobil degrada-
ciu separacie ani v pripade obsahu 20 % (v/v). ZvySenie
percentudlneho obsahu acetonitrilu bolo najefektivnejsie
pre posledny eluovany analyt metionin, pretoze jeho re-
tencny Cas sa znizil z 30 min na 15 min.

Pri experimentoch s metanolom ako organickym mo-
difikatorom sa prediiil Cas analyzy, preto bol pre d’alSie
experimenty zvoleny acetonitril. NajpriaznivejSia hodnota
separacného faktora (a je priblizne 1,25) bola dosiahnuta
pri obsahu 5-8 % acetonitrilu. Percentualny obsah aceto-
nitrilu vyssi ako 8 % je vhodny pre separaciu HCY a GSH,
ale nedostatoény pre odstranenie interferujucich zloziek
komplexnej matrice plazmy eluujlcich v blizkosti pikov
CYS a MET. Pre dalsie experimenty bol zvoleny optimal-
ny obsah acetonitrilu 6 % (v/v).

Dalsim testovanym parametrom bol vplyv zmeny pH
mobilnej fazy na retenciu a separaciu analytov. Najcastej-
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Sie pouzivanym pH pre separdciu aminotiolov je 2,60
a2,70 (cit.*?"). Analytickd koléna bola testovand v roz-
medzi pH 2,50-2,75. Znizenie pH spdsobilo zvysSenie re-
tenéného faktora a &as analyzy bol prediZeny, pricom boli
pozorované len slabé zmeny v hodnotich separacného
faktora. V rozmedzi pH 2,50-2,60 a 2,70-2,75 boli pozo-
rované len nepatrné zmeny retencie (10 %) pre vSetky
analyty (obr. 2). Po zvySeni pH z 2,60 na 2,70 bol pozoro-
vany najvyraznej$i pokles reten¢ného faktora (25-30 %)
pre HCY. Najmd zmena pH (+0,02 jednotieck pH)

16 - 1
12 + T
Mo A A
8 r M |

L Q—-Q—M B -

4 C

0 | | -|- 3 | - D.
24 25 26 2,7 2.8

Obr. 2. Zavislost’ reten¢ného faktoru k" od pH pre metionin
(A), homocystein (B), redukovany glutation (C) a cystein
(D) so 6% acetonitrilom v mobilnej faze; chromatografické
podmienky ako na obr. 1
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v oblasti hodnoty 2,70 spdsobila vyznamné zmeny v reten-
cii analytov, a preto hodnota pH 2,60 bola vybrand ako
najprijatelnejsia hodnota pre d’alSie experimenty.

Experimenty s analytickou kolonou NBS C18

V praci Melnyka a spol.*® bola pre analyzu aminotio-
lovych latok pouzitd reverzne-fazova koléna NBS CI18.
Vybrali sme tato koloénu pre porovnanie s vyssie uvedenou
testovanou analytickou kolonou. Proces testovania bol
rovnaky ako pre kolonu Purospher STAR C18. Nebola
dosiahnuta separacia HCY a GSH pri obsahu 2 % acetonit-
rilu a metanolu. ZvySenie obsahu acetonitrilu spdsobilo
zvySenie separacného faktora, ale vzhladom na rozmer
kolony (150 x 4,6 mm, ID) boli jednotlivé analyzy vel'mi
kratke a nedosiahla sa ucinné separacia analytov od inter-
ferujucich zloziek plazmy. Zmenou organického modifika-
tora na metanol sa dosiahla Gi¢innejSia separacia analytov;
zvySenie pH sposobilo skratenie Casu analyzy a neboli
pozorované vyznamné zmeny v selektivite.

Vzhl'adom na dosiahnuté vysledky s jednotlivymi
testovanymi kolénami vyjadrené selektivitou a stabilitou,
analyticka kolona Purospher STAR C18 bola zvolena pre
analyzu HCY a jeho metabolitov. Optimalne zloZenie mo-
bilnej fazy pozostivalo z 50,0 mmol I dihydrogénfosfo-
re¢nanu sodného, 1,0 mmol I kyseliny oktansulfonove;,
6 % acetonitrilu, pH 2,60 bolo upravené 85% (v/v) kyseli-
nou fosfore¢nou.

Aplikacia na realne vzorky

Vzhl'adom k tomu, ze vdcS§ina aminotiolov v plazme
je kovalentne viazan4 k ostatnym tiolom vo forme disulfi-
dov, redukcia tejto véizby v kyslom prostredi a uvolnenie
volnej frakcie HCY pred detekciou patri medzi najkritic-
kejsi krok v tiprave vzorky. NajcastejSie pouzivanymi re-
dukénymi ¢inidlami st borohydrid sodny a fosfiny (ako
ditiotreitol, merkaptoetanol, tri-n-butylfosfin, tris (2-karbo-
xyetyl) fosfin). V nasej $tudii sme pouzili borohydrid sod-
ny pre redukciu disulfidickych vézieb a kyselinu perchlo-
rovu pre precipitaciu proteinov.

Validovana HPLC metdda bola aplikovana pre stano-
venie HCY a jeho metabolitov v plazme v pilotnej Stadii

Tabul’ka I1
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Obr. 3. Reprezentativny chromatogram stanovenia cysteinu
(221,9 pmol I'Y) (1), redukovaného glutatiénu (6,0 pmol )
(2), homocysteinu (8,9 pmol I'") (3) a metioninu (33,6 pmol I'")
(5) vo vzorke realnej plazmy po konzumaicii suSienok. (4)
interny $tandard penicilaminu (170,0 pmol I'"); chromatogra-
fické podmienky ako na obr. 1

pre pozorovanie vplyvu kvercetinu obsiahnutého
v cibulovej suSienke na zmeny koncentracie HCY
v l'udskej plazme. Reprezentativny chromatogram stanove-
nia aminotiolov v realnej vzorke plazmy je na obr. 3.

Koncentracie aminotiolov boli merané pred konzuma-
ciou cibulovej susienky, po dvojmesacnej konzumacii a po
jednomesacnej prestavke po skonceni Studie (tzv. wash-
out). Vysledky st uvedené v tab. II. Bolo pozorované vyz-
namné znizenie koncentracie CYS, HCY ako aj MET
(P<0,001). Naopak, zvySenie koncentracie GSH po suple-
mentacii nebolo §tatisticky vyznamné.

Zaver

V prezentovanej stadii bol skiimany vztah medzi
koncentraciou HCY a ostatnymi aminotiolmi v I'udskej
plazme a suplementaciou kvercetinu v potravine obohate-
nej cibul’ou.

Popisana HPLC metdéda pouzitim coulochemickej
detekcie umoziuje simultanne stanovenie koncentracii
jednotlivych analytov: homocysteinu, cysteinu, redukova-
ného glutatiénu a metioninu v plazme. Stadium bolo za-

Koncentracie aminotiolov v plazme pred suplementéciou, po 2 mesacnej suplementacii a po 2 mesa¢nom ,,wash-out*

u probandov

Koncentrécia Pred konzumaciou (1) Po dvojmesacnej Po dvojmesacnej
[umol 1] konzumacii (2) ,.wash-out (3)
Cystein 226,1+2,6 216,1£3,1* 219,242 8%
Redukovany glutation 4,8+1,2 5,2+1,2 49+1,3
Homocystein 14,2+0,8 11,4+0,6* 10,4+0,5%*
Metionin 29,4+1,1 22,9+0,7* 22,5+0,8%*

Vysledky boli vyjadrené ako priemer £RSD; *(2), (3) vs. (1) * P<0,001; ** P<0,01
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merané na testovanie vplyvu obsahu organického modifi-
katora (acetonitril, metanol) a pH na retenciu a separaciu
analytov.

Acetonitril bol vybrany ako vhodny organicky modi-
fikator (obj. 6 %) a optimalne pH bolo upravené na hodno-
tu 2,60. Navrhnuta metoda bola validovana vzhl'adom na
linearitu, presnost’, spravnost’ a robustnost metody. Do-
siahnuté vysledky poukazuji na to, ze HPLC metdda
s coulochemickou detekciou je stabilna a presna. Okrem
toho je vhodna pre klinické Stidie, ako aj metéda vyuziva-
na vramci epidemiologickych studii alebo Studii
u populacie so Specidlnymi stravovacimi navykmi, ako
napr. vegetariani, kde je predpoklad vyssej expozicie skii-
manymi analytmi.

Vysledky pilotnej stadie poukazali na fakt, ze konzu-
macia cibulovych susienok (so zvySenym obsahom kver-
cetinu) a pitie zeleného Caju pocas 2 mesiacov spdsobila
znizenie koncentracie homocysteinu o 18 %. Nebola pozo-
rovana ziadna korelacia medzi kvercetinom a skimanymi
parametrami. Preto nie je mozné jednoznacne povedat’, Ze
znizenie koncentracie homocysteinu bolo sposobené len
vplyvom kvercetinu. Problém vyzaduje komplexnejsi na-
hl'ad na individualne zistenia a budi objektom detailnej-
Sieho vyskumu.

Tato publikacia bola vytvorend realizaciou projektu
“Vyskum zdravotnych efektov rastlinnej potravy a moznos-
ti redukcie zdravotnych rizik”, ITMS ¢. 26240220022, na
zdklade podpory operacného program Vyskum a vyvoj,
financovaného z Eurdpskeho fondu regiondlneho rozvoja.
Podakovanie patri aj obCianskemu zdruZeniu Rozum
a zdravie, o.z. za ciastocnu financnu podporu.
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C. MisPanova and M. Hutta (Department of Analyt-
ical Chemistry, Faculty of Natural Sciences, Comenius
University in Bratislava): Optimization of HPLC-
Coulochemical Method for Determination of Homocys-
teine and Selected Metabolites in Plasma after Supple-
mentation with Functional Food

The HPLC method with coulochemical detection,
used for the determination of selected aminothiol com-
pounds (homocysteine, cysteine, reduced glutathione, me-
thionine) in human plasma after quercetin supplementation
by consuming cereal onion biscuits, was optimized. The
effects of changes of organic modifier (acetonitrile and
methanol in phosphate buffer) in the mobile phase and the
pH value of the mobile phase on the retention and separa-
tion factors were studied. According to the results ob-
tained, mobile phase containing 6 % acetonitrile (v /v) in
50 mmol L™ sodium dihydrogen phosphate solution at
pH 2.6 was found to be the most suitable for the separation
of selected compounds. The method was validated with
respect to linearity, precision, and accuracy. Results
showed that the method was sufficiently reliable, sensitive,
and suitable for application to real plasma samples in clini-
cal or epidemiological studies. Results of the pilot study
pointed to the fact that the consumption of onion biscuits
(with increased content of quercetine) and simultaneous
drinking of green tea during two months caused decrease
of homocysteine level by about 18 %. However, there
were no simple correlations between quercetin and investi-
gated parameters observed.



