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ABSTRAKT

Pozitivne ucinky zelenych potravin na I'udské zdravie st dobre
znédme. Tieto G¢inky su spdsobené hlavne obsahom polyfeno-
lickych latok v nich obsiahnutych. Cielom tejto prace bolo
vyuzitie tandemovej hmotnostnej spektrometrie (MS/MS)
v kombinacii s vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou
(HPLC) pre analyzu a identifikaciu polyfenolickych zlucenin
v zelenych potravinach. HPLC-ESI-MS/MS analyzy vybra-
nych vyluhov pripravenych z roznych druhov zelenych potra-
vin (Urtica dioica L. and Allium ursinum) a ich polyfenolické
profily boli ziskané pomocou LCMS-IT-TOF analyzatora
s ionizaciou elektrosprejom. HPLC separacia prebichala na ko-
l16ne Kinetex XB-C18 (100 x 2,1 mm; 2,6pm) s vyuzitim gra-
dientovej elucie (voda + 0,1% kyselina mrav¢ia: acetonitril
+ 0,1% kyselina mravéia, 5-90%) s prietokom mobilnej fazy
0,2 mL/min. MS/MS analyzy boli uskutoénené v pozitivnom aj
negativnhom ionizacnom mode s rozsahom m/z 50 — 1000.
Celkovy ¢as analyzy bol 20 mintt a davkovany objem bol 2 uLL
resp. 5 pL.

Kriacové slova: Polyfenolické zluceniny. Zelené potraviny.
HPLC-MS/MS analyza. Identifikacia.

ABSTRACT

The beneficial effects of green foods on human health are well
known. These benefits are mainly due to polyphenol content.
The aim of this work was utilization of tandem mass spectrom-
etry (MS/MS) combined with high performance liquid chroma-
tography (HPLC) for analysis and identification of polyphe-
nolic compounds in green foods. HPLC-ESI-MS/MS analysis
of selected extracts prepared from various types of green food
(Urtica dioica L. and Allium ursinum) and their polyphenolic
profiles were performed by LCMS-IT-TOF analyzer equipped
with electrospray ionization. HPLC separations were carried
out on Kinetex XB-C18 (100 x 2.1 mm; 2.6 pm) using gradient
elution (water+0.1% formic acid: acetonitrile+0.1% formic
acid, 5 - 90%) with 0.2 mL/min flow rate of mobile phase. The
MS/MS analyses were performed within 50-1000 m/z range
in positive and negative ionization modes. Total analysis time
was 20 minutes and injected volumes were 2 pL or SuL, respec-
tively.

Keywords: Polyphenolic compounds. Green food. HPLC-
MS/MS analysis. Identification

UVOD
Z chemického hl'adiska st antioxidanty fenolové
zlu€eniny odvodené od jednoduchych fenolov az po
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zlozité polyfenoly. Antioxidant je latka, ktorej mo-
lekuly obmedzuju aktivitu kyslikatych zlu¢enin -
znizuju pravdepodobnost’ ich vzniku alebo ich
odvadzaji do menej reaktivneho stavu. Antioxi-
danty obmedzuji proces oxidacie v organizme
alebo v zmesiach, v ktorych sa nachadzaju a v po-
travinach predlzuju ich Zivotnost’. V organizme zni-
zuji  pravdepodobnost’ vzniku niektorych ty-
pov chordb [1].

Hlavnym dévodom pre sledovanie pritomnosti
a aktivity antioxidantov je ich priaznivy vplyv na
Pudsky organizmus. Medzi ich zdraviu prospesné
vlastnosti patria antioxida¢né, antibakterialne, anti-
karcinogénne, antialergénne a protizdpalové ucinky
[2-4]. Antioxidanty v zelenych potravindch patria
do skupiny nizko-molekulovych prirodnych antio-
xidantov, ktorych odborny nazov je fenolové zluce-
niny [5]. Zelené potraviny sa rozdel'uju do Styroch
zakladnych skupin: byliny a koreniny, ovocie, zele-
nina a orechy.

Napriek tomu, ze v zelenych potravinach bolo
doteraz detegované mnozstvo polyfenolickych zla-
Cenin, je stale potreba vyvijat’ nové spolahlivé ana-
lytické metddy. Pre identifikaciu a stanovenie poly-
fenolickych zlucenin v zelenych potravinach sa
bezne pouzivaju postupy zalozené na Gprave vzorky
pomocou extrakcie kvapalina-kvapalina nasledo-
vané separaciou a identifikaciou pomocou vysoko-
ucinnej kvapalinovej chromatografie v spojeni
s tandemovou hmotnostnou spektrometriou
(HPLC-MS/MS) [6]. Viaceri autori sa venuju iden-
tifikacii a charakterizacii fenolickych zlG¢enin vo
vzorkéch zelenych potravin s vyuzitim kombindacie
vysokougéinnej kvapalinovej chromatografie
a hmotnostnej spektrometrie s ionizaciou elektro-
sprejom (HPLC-ESI-MS) a chemickou ionizaciou
za atmosférického tlaku (HPLC-APCI-MS). Napri-
klad, HPLC-ESI-MS meto6da bola pouzita pre sepa-
raciu a identifikaciu fenolickych kyselin vo vzor-
kéach jabl¢nej drene [7], taninov vo vzorkach gasta-
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nov [8], fenolickych zlucenin vo vzorkach podzem-
nice olejnej [9], paradajok [10], Spenatu [11]
a diarylheptanoidov vo vzorkadch zazvoru [12].
Metoda HPLC-APCI-MS/MS bola pouzitd pre
identifikaciu karotenoidov vo vzorkdch manga
a citrusov [13]. Pre analyzu vzoriek Zihl'avy dvojdo-
mej [14] a medvedieho cesnaku [15] bola tieZ pou-
zitd metéda HPLC-ESI-MS.

CIED

Ciel'om predloZenej prace bola analyza a identi-
fikacia polyfenolickych zlucenin vo vybranych
vzorkéch zelenych potravin s vyuzitim kombinacie
technik vysokouéinnej kvapalinovej chromatografie
a tandemovej hmotnostnej spektrometrie.

MATERIAL A METODY

Pre vSetky HPLC-ESI-MS/MS analyzy bol pou-
zity vysokorozliSovaci hmotnostny spektrometer
Shimadzu LC-MS-IT-TOF™ (Shimadzu, Kyoto,
Japonsko). Tento hmotnostny spektrometer kombi-
nujuci ionizéaciu elektrosprejom (ESI), trojdimenzi-
onalnu i6novu pascu (IT) a analyzator doby letu
Castic (TOF) poskytoval vysoku citlivost’ a rozliSe-
nie. HPLC chromatograf pozostaval z: davkovaca
(SIL-20A), vysokotlakych pump (LC-20AD), ter-
mostatu (CTO-20A), DAD detektora (SPD-M20A),
odplynovaca mobilnej fazy spolu so zmieSavacou
jednotkou (DGU-20AS5) a kontrolného modulu
(CBM-20A). Pre ovladanie hmotnostného spektro-
metra, zaznamenavanie a vyhodnotenie dat bol po-
uzity software LC-MS Solutions v 3.5.1. (Shima-
dzu).

Pre chromatograficku separaciu polyfenolickych
zlu€enin bola pouzita kolona Kinetex XB-C18 (100
x 2,1 mm; 2,6 um), (Phenomex, Torrance, CA,
USA). Ako mobilna faza bola pouzitd voda (A)
a acetonitril (B), (obe s pridavkom 0,1% alebo 10
mmol/L kyseliny mravcej). Bola pouzitd gradien-
tova elucia 5-90% (B). Prietok mobilnej fazy bol
nastaveny na 0,2 mL/min. Chromatograficka koléna
bola vyhrievana na teplotu 40 ‘C. Vsetky MS ana-
lyzy boli uskuto¢nené v pozitivnom aj negativhom
ionizaénom mdde. Napétia na ESI kapilare boli +4,5
kV a -3,5 kV. Rozsah zaznamendvanych hodnét bol
nastaveny od 50 do 1000 m/z. Teploty CDL kapi-
lary a vyhrevného bloku boli nastavené na 200 °C.
Davkovany objem bol 2uL resp. SuL.
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Chemikalie

Pre pripravu roztokov a mobilnych faz boli pou-
zité chemikdlie: voda pre LC-MS, acetonitril pre
LC-MS (obidve LiChrosolv, Merck, Darmstadt,
Nemecko), kyselina mravéia pre LC-MS (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Nemecko). Standardy vybra-
nych polyfenolickych zlucenin boli zakupené
od spolo¢nosti Sigma-Aldrich.

Odber a spracovanie vzorky

Vzorky zihlavy dvojdomej (Urtica dioica L.)
boli zozbierané v marci 2017 v geografickej oblasti
obce Hrustin a néasledne boli vysuSené a skladované
na tmavom a suchom mieste. Vzorky medvedieho
cesnaku (Allium ursinum) boli zozbierané v marci
2017 v geografickej oblasti mesta Bratislava a na-
sledne boli vysuSené a skladované na suchom
a tmavom mieste. Pred analyzou boli vyluhy vset-
kych vzoriek pripravené nasledujicim spdsobom:
jednotlivé navazky o hmotnosti priblizne 0,5 g (vid’
Tab. 1) boli zaliate vodou o teplote 97 “C. Doba
vyluhovania bola 5, 10 a 15 minut. Vyluhy boli
nasledne prefiltrované cez filtracny papier a ochla-
dené na izbovu teplotu. Po vychladnuti boli vzorky
prefiltrované cez striekackovy mikrofilter (PVDF
s vel’kostou porov 0,22 um) a nasledne analyzo-
vané pomocou HPLC-ESI-MS/MS metody alebo
uskladnené v chladnicke pri teplote 4 °C maximalne
24 hodin.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Prva cCast’ naSej experimentalnej prace bola
zamerana na optimalizaciu zlozenia mobilnych faz
pre spojenic HPLC-MS/MS vzhl'adom na ioniza-
ciou polyfenolickych latok pomocou elektrospreja.
Pre potvrdenie vplyvu zlozenia mobilnych faz
na vysledny MS signal bol navrhnuty jednoduchy
experiment. Boli testované rozne pridavky kyseliny
mravéej (0,1% a 10 mmol/L) do vodnej (A) ako aj
organickej (B) zlozky mobilnych faz pre HPLC-
ESI-MS/MS analyzy vyluhov cesnaku medvedicho
a zihl'avy dvojdome;j. Na obrazkoch 1 a 2 st zobra-
zené vysledky z HPLC-ESI-MS analyzy vyluhu
zihlavy dvojdomej (doba vyluhovania bola 5 mi-
nut). Po porovnani vysledkov ziskanych pouzitim
rdznych mobilnych faz je zrejmé, Ze pouzitie mobil-
nych faz s pridavkom 0,1% kyseliny mravcej je
vhodnejsie pre analyzu vyluhov zihl'avy dvojdomej
(pozorované vyrazné zvysenie signalu v MS).
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Tabul’ka 1 Popis pripravy vzoriek

. 2 g & z s > Analyzovana
Vz. ¢. | Nazov rastliny Sposob upravy | Navazka [g] Cas zberu St s Vyzorky [mL]
1 | zihl'ava dvojdoma | vyluh (5 min) 0,5056 03/2017 listy, stonka 50
2 | zihl'ava dvojdoma | vyluh (10 min) 0,4999 03/2017 listy, stonka 50
3 | zihlava dvojdoma | vyluh (15 min) 0,5008 03/2017 listy, stonka 50
4 | cesnak medvedi vyluh (5 min) 0,5048 03/2017 listy, stonka 50
5 | cesnak medvedi vyluh (10 min) 0,5003 03/2017 listy, stonka 50
6 | cesnak medvedi vyluh (15 min) 0,5033 03/2017 listy, stonka 50
\
|
|i llI ||-\H
. e e H«h-'ll \J Jl \"\_'—_‘—'M..
] il
. - |
| il
] o |
] |
3 | \
E A I T —— e A T S TSN — __.[._|I‘._- B S S S ——

Obr. 1 HPLC-ESI-MS analyza vyluhu zihl'avy dvojdomej (doba vylihovania 5 min.) s pridavkom 10 mmol/L kyseliny
mravcej do mobilnych faz. TIC v pozitivnom ionizacnom mdde — horna Cast’ obrazku, TIC v negativnom ionizanom
modde — spodna Cast’ obrazku, EIC identifikovanych polyfenolickych zlu€enin — v strednej Casti obrazku.
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Obr. 2 HPLC-ESI-MS analyza vyluhu zihl'avy dvojdomej (doba vyltihovania 5 min.) s pridavkom 0,1% kyseliny
mravcej do mobilnych faz. TIC v pozitivnom ionizaénom mdde — horna ¢ast’ obrazku, TIC v negativnom ionizaénom
modde — spodna Cast’ obrazku, EIC identifikovanych polyfenolickych zlu€enin — v strednej Casti obrazku.

Podobny postup bol zvoleny aj pri vybere vhod-
ného zlozenia mobilnych faz pre HPLC-ESI-
MS/MS analyzu vyluhov cesnaku medvedieho. Na
obrazku 3 su zobrazené vysledky analyzy vyluhu
cesnaku medvedieho (s dobou vyluhovania 15 mi-
nut) s pridavkom 0,1% kyseliny mravéej do mobil-
nych faz. Obrazok 4 zobrazuje vysledky z HPLC-
ESI-MS/MS analyzy vyluhu cesnaku medvedieho
s dobou vyluhovania 15 minut s pridavkom 10
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mmol/L kyseliny mravéej do mobilnych faz. Zo zis-
kanych vysledkov bolo zretelné, ze pridavok 10
mmol/L kyseliny mrav¢ej do mobilnych faz je
vhodnejsi vzh'adom na ionizaciu analytov.

Na HPLC-ESI-MS/MS analyzy ostatnych vy-
luhov zihl'avy dvojdomej s dobou vylihovania 5, 10
a 15 minut boli pouzité mobilné fazy s optimalnym
zlozenim (vysledky ziskané pocas optimalizacie).
Experimentalne podmienky pre chromatografickt
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Obr. 3 HPLC-ESI-MS analyza vyluhu cesnaku medvedieho (doba vylihovania 15 min.) s pridavkom 0,1% kyseliny
mravcej do mobilnych faz. TIC v pozitivnom ionizacnom mdde — horna Cast’ obrazku, TIC v negativnom ionizaénom
modde — spodna East’ obrazku, EIC identifikovanych polyfenolickych zlu€enin — v strednej ¢asti obrazku.
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Obr. 4 HPLC-ESI-MS analyza vyluhu cesnaku medvedieho (doba vylihovania 15 min.) s pridavkom 10 mmol/L ky-
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seliny mravéej do mobilnych faz. TIC v pozitivnom ionizaénom mdde — horna ¢ast’ obrazku, TIC v negativnom ioni-
za¢nom mobde — spodna Cast’ obrazku, EIC identifikovanych polyfenolickych zla¢enin — v strednej ¢asti obrazku.

separaciu a hmotnostne spektrometricka detekciu
su detailne popisané v Casti Material a metody.

Vo vyluhu zihlavy dvojdomej s dobou vyluho-
vania 15 minut bola zistena pritomnost’ 12 polyfe-
nolickych zlt€enin. Vysledky =z analyzy tejto
vzorky st zosumarizované v tabul’ke 2.

Pre identifikaciu polyfenolickych zlucenin boli
urobené MS/MS analyzy. Na obrdzku 5 s zobra-
zené hmotnostné spektra prisluchajace kyseline ka-
vovej ziskané z MS/MS analyzy vyluhu zihlavy
dvojdomej s dobou vylthovania 15 minut. V MS! je
viditelny ién s pomerom m/z 179,0358, ktory pri-
slucha molekulovému i6nu [M-H] kyseliny kavo-
vej v negativnom ionizaénom méde. V MS? spektre
dominuje fragmentovy ién spomerom m/z
135,0472, ktory vznikol odstiepenim karboxylovej
skupiny z molekuly kyseliny kavove;j.

Na obrazku 6 st uvedené MS' a MS? spektra pri-
slichajice kyseline kumarovej ziskané analyzou
vyluhu Zihl'avy dvojdomej. V MS! je zobrazeny i6n
s pomerom m/z 163,0471 prisltichajici molekulo-
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vému ionu [M-H] kyseliny kumarovej v negativ-
nom ioniza¢nom moéde. V MS? spektre ziskanom
fragmentaciou molekulového i6nu kyseliny kuma-
rovej je viditePny i6n s pomerom m/z 119,0612,
ktory vznikol odstiepenim karboxylovej skupiny
z molekulového ionu.

Pomocou HPLC-ESI-MS/MS analyzy vyluhu
zihlavy dvojdomej boli ziskané MS! a MS? spektra
prislachajuce kyseline chlorogénovej, ktoré st zob-
razené na obrazku 7. V MS! spektre je viditeI'ny ion
s pomerom m/z 353,0780, ktory prislicha moleku-
lovému iénu [M-H] kyseliny chlorogénovej v nega-
tivnom ionizatnom méde. V MS? spektre ziskanom
fragmentéciou prekurzorového iénu s pomerom m/z
353,0780 su viditelné nasledujice fragmentové
iony: ion s pomerom m/z 191,0557, ktory vznikol
odstiepenim —CyOsH7; z molekulového i6nu kyse-
liny chlorogénovej a i6n s pomerom m/z 179,0378,
ktory vznikol odStiepenim —C;0sHs z molekulo-
vého i6nu kyseliny chlorogénovej. V MS? spektre
taktiez vidime i6én s m/z 173,0451, ktory prislucha
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Tabul’ka 2 Identifikované polyfenolické zlaceniny v 15 min. vyluhu zihlavy dvojdomej

Fenolick litka REEy 6o || R LY [M-H]" [M-HJ"
[min] teoreticka namerana teoreticka namerana
kys. 3,4-dimetoxy-Skoricova 2,0 - - 207,0656 207,0717
sulfatovana kys. rozmarinova 4.5 - - 439,0338 439,0221
kys. chlorogénova 6,6 355,1031 355,0981 353,0871 353,0780
kvercetin-3-O-glukozid 7,8 465,1035 465,0865 - -
umbelliferén 7,9 163,0397 163,0397 -
kys. kdvova 7,9 - - 179,0343 179,0358
izorhamnetin 7,9 317,0663 317,0652 - -
narirutin 8,4 581,1877 581,1718 - -
kys. syringova 8,5 - - 197,0448 197,0450
kys. o(p)-kumérova 8,7 - - 163,0393 163,0411
rutin 8,7 611,1614 611,1436 - -
kys. sinapova 12,9 225,0765 225,0779 - -
Inten.(x100,000)
5] — MS1
- I’ 295.0518
] HO" T
. B
. D, 92.7"881 17/9.F358|M-ll| ‘ 591-h1973
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Obr. 5 MS spektra prislichajice kyseline kavovej ziskané HPLC-ESI-MS/MS analyzou vyluhu zihFavy dvojdome;j
v negativnom ionizaénom maéde. Doba ltthovania 15 min.
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Obr. 6 MS spektra prislichajtce kyseline kumarovej ziskané HPLC-ESI-MS/MS analyzou vyluhu zihlavy dvojdome;j
v negativnom ionizaénom moéde. Doba ltihovania 15 min.
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Obr. 7 MS spektra prisluchajice kyseline chlorogénovej ziskané HPLC-ESI-MS/MS analyzou vyluhu zihlavy dvoj-

domej v negativnom ionizaénom mode. Doba Iuhovania 15 min.
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Tabul’ka 3 Identifikované polyfenolické zliceniny vo vyluhu cesnaku medvedieho s dobou vylihovania 10 mintt

Fenolick litka gy || MR | R [M-HI" [M-HI"
¢as [min] teoreticka namerana teoreticka namerana
izoramnetin 1,45 317,0663 317,0755 - -
naringenin 1,61 273,0764 273,0757 - -
kys. p-kumarova / kys. o-kumarova 2,48 165,0553 165,0548 - -
umbelliferén 3,32 163,0397 163,0385 - -
kys. veratrova 7,04 183,0664 183,0653 - -
matairezinol 10,28 359,1496 359,1456 - -
kys. syringova 11,35 199,0608 199,0672 - -
daidzein 11,57 255,0659 255,0736 - -
kys. vanilova 11,75 169,0503 169,0505 - -
naringenin 12,92 - - 271,0604 271,0689
skopoletin 13,01 193,0503 193,0522 191,0343 191,0314
kys. chinova 13,02 193,0714 193,0755 - -
kys. p-hydroxy-benzoova 13,05 139,0397 139,0364 - -
sekoizolaricire-zinol 13,75 363,1809 363,1885 - -
kys. chlorogénova 15,63 355,1031 355,1100 - -
kys. 3,4-dimetoxyskoricova 18,71 209,0816 209,0857 - -
IM)ﬂOQDOO)
T-DE%' 112.9837 3 [M-H] i A OH - MS
0_75J OH
0,5(5 158.9943  248.9536 HOij R
0.24 F OT%/G[OH
o.né“‘ | ' N — ‘ T
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efx1,000,000)
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Obr. 8 MS spektra prislichajuce kyseline chlorogénovej ziskané HPLC-ESI-MS/MS analyzou vyluhu cesnaku med-
vedieho v negativnom ionizaénom mdde. Doba luhovania 10 min.

tomuto odStiepeniu. 16n s m/z 135,0459 v MS?,
ktory vidime v spektre kyseliny chlorogénovej vzni-
kol odstiepenim karboxylovej skupiny z iénu m/z
179,0378.

Dalsim krokom naSej prace bola HPLC-ESI-
MS/MS analyza vyluhov cesnaku medvedieho s do-
bami vylthovania 5, 10 a 15 min. Ako uz bolo vys-
Sie uvedené, optimalne bolo pouzitie pridavku 10
mmol/L kyseliny mravéej do oboch zloziek mobil-
nych faz. Vo vyluhu cesnaku medvedieho s dobou
vylthovania 10 minut bola potvrdena pritomnost’ 16
polyfenolickych zlucenin. Vysledky analyzy tejto
vzorky su zosumarizované v tabul’ke 3. Rovnako,
ako v pripade HPLC-ESI-MS analyzy vyluhov

zo zihl'avy dvojdomej aj pri identifikacii polyfeno-
lickych latok vo vyluhoch cesnaku medvedieho bola
vyuzitd tandemovd hmotnostnad spektrometria.
Pre ilustra¢né Gcely s na obrazku 8 zobrazené MS'
a MS? spektra prislachajice kyseline chlorogéno-
vej. V MS! spektre vidime molekulovy i6n [M-H]
s 353,0844 m/z, ktory prislucha kyseline chlorogé-
novej vo vyluhu cesnaku medvedieho s dobou vylu-
hovania 10 min. V MS? spektre st vidite'né iony s
pomerom m/z 191,0496 a 179,0298, ktoré vznikli
fragmentéaciou z prekurzorového iénu s pomerom
m/z 353,0844 a prisltichaju charakteristickym frag-
mentovym iénom Kyseliny chlorogénovej.
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V naSej experimentalnej praci sme sa zamerali
na moznosti vyuzitia tandemovej hmotnostnej spek-
trometrie v spojeni s vysokoucinnou kvapalinovou
chromatografiou (HPLC-MS/MS) pre analyzu
a identifikaciu polyfenolickych zli¢enin vo vy-
luhoch roéznych druhov zelenych potravin. Z jednot-
livych udajov ziskanych HPLC-MS/MS analyzou
vyluhov z r6znych druhov zelenych potravin bolo
mozné ziskat’ informécie o zloZeni analyzovanych
vzoriek ako aj informécie o charaktere a Strukttre
v nich zastipenych polyfenolickych zlucenin. Pou-
zitim navrhnutej HPLC-ESI-IT-TOF-MS metody
bolo mozné potvrdenie pritomnosti 12 antioxidan-
tov vo vyluhoch Zihl'avy dvojdomej a 16 antioxi-
dantov vo vyluhoch cesnaku medvedieho. Na za-
klade ziskanych vysledkov je mozné skonstatovat’,
ze pouzitda HPLC-MS/MS metdéda je vhodna pre
charakterizaciu a identifikaciu polyfenolickych zla-
¢enin vo vyluhoch pripravenych zo zelenych potra-
vin.
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