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Uvod

Vysokouc¢inna kvapalinovd chromatografia je jednou
z Casto pouzivanych metod na analyzu mnohozlozkovych
zmesi. Pred separaciou a stanovenim analytov vo vzorkach
so zlozitou matricou je potrebné pouzit’ vhodné postupy na
upravu a Cistenie vzorky. Ich tlohou je prevedenie zlozitej
matrice na formu vhodnu pre analyzu separa¢nou techni-
kou a odstranenie latok, ktoré by mohli interferovat
s analyzovanymi latkami alebo poSkodit’ kolonu. Najcas-
tejSie sa pouzivaju extrakéné techniky, medzi ktorymi ma
prednostné miesto extrakcia tuhou fdzou (SPE). Pouzivané
SPE sorbenty sit mnohokrat malo selektivne pre sledované
analyty a to moZe sposobovat’ problémy pri naslednej ana-
lyze zlozitych vzoriek'™. Extrakcia tuhou fazou v spojeni
s vyuZzitim polymérov s odtlackami molektl (MIP) pred-
stavuje jeden z perspektivnych smerov v oblasti vyvoja
sorpénych materidlov, ktorych cielom je zvySovanie selek-
tivity predseparacnej upravy. Technologia polymérov
s odtlackom molekuly je zaloZend na priprave vysoko
zosietované¢ho polyméru okolo analytu v pritomnosti
vhodného monoméru. Interakciami medzi molekulami
analytu (templatu) a monoméru vznikaju v kvapalnej faze
komplexy pomocou kovalentnych alebo nekovalentnych
védzieb, ktoré sa stabilizuju sietovacou polymerizaciou.
Odstranenim analytu vznikaja v polyméri vol'né Specifické
miesta s afinitou k analytu’.

Kumariny patria do skupiny latok Casto zastupenych
v prirodnych vzorkach vo vol'nej forme alebo glykozidic-
ky viazané v zlicenindch. Zdrojom najznamejSicho z nich,
kumarinu, je komonica lekarska alebo lipkavec marinkovi-
ty. Vzhl'adom na substituéné moznosti molekuly kumarinu
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je znamy velky pocet derivatov kumarinu, prirodnych
alebo syntetickych, a takato Struktirna réznorodost je
dévodom mnohych biologickych vlastnosti: antikoagulac-
né, antifungalne a niektoré z nich aj antitumorové. Niktoré
derivaty maji schopnost’ absorbovat’ ultrafialové ziarenie
amoézu sposobovat’ fotodermatitidu. Casto prirodzene sa
vyskytujacim derivatom kumarinu je aj umbeliferon
(7-hydroxykumarin)®’.

Praca sa zameriava na pouzitie polyméru s odtlackom
molekuly ako sorbentu pre extrakciu tuhou fazou deriva-
tov kumarinu zo zlozitych vzoriek, akymi st extrakty
z lieCivych rastlin. Presetri sa vplyv Struktary analytov na
sorpcné vlastnosti polyméru.

Experimentilna ¢ast’
Pouzité chemikalie a vzorky

Referencné latky dafnetin, dikumarol, herniarin, ku-
marin a umbeliferén boli ziskané zo Sigma-Aldrich
v najvyssSej dostupnej Cistote. Na pripravu mobilnych faz
sa pouzili acetonitril (pre HPLC, pre gradientovu eluciu,
Merck), kyselina octova (p.a, Merck) a deionizovana voda
(Millipore). Na pripravu polyméru s odtlackami molekuly
sa pouzili kyselina metakrylovd, etylénglykoldimetakrylat
(EGDMA), azobisizobutyronitril (AIBN) (p.a, Merck);
chloroform, metanol, aceton (pre HPLC, Merck).

Vzorky archangeliky lekarskej, komonice lekarskej
alevandule uzkolistej (susené, z oblasti Slovenska, rok
ziskania 2012) sa ziskali z komercne;j siete lekarni.

Priprava roztokov a vzoriek

Roztoky  referencnych  latok s koncentraciou
1,0 mg ml" sa pripravili rozpustenim analytov v metanole
a nasledne sa riedili na niz8ie koncentracie podl'a potreby.

K 1,0 g rozdrvenej suSenej vzorky rastlin sa pridalo
8 ml vody, nasledne sa zmes miesala pri teplote 23 °C po
dobu 60 min na laboratérnej mieSacke. Zmes sa prefiltro-
vala cez nylonovy filter (vel'kost’ porov 0,45 um) a filtrat
sa pouzil na MIP-SPE extrakciu.

Priprava polymérov

Zmes umbeliferénu (0,7 mmol), kyseliny metakrylo-
vej (2,9 mmol), EGDMA (11,75 mmol) sa zmieSala
s 7,5 ml chloroformu s pridavkom AIBN (0,18 mmol)
a polymerizovala sa na vodnom kupeli pri teplote 60 °C po
dobu 24 hodin. Vzniknuty polymér sa rozdrvil a preosial
cez sito (60 pm) a najmensie Castice sa odstranili flotaciou
v acetone. Vysledny produkt sa vysusil pri teplote 60 °C.
Templat sa odstranil z polyméru Soxhletovou extrakciou
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zmesou metanol/kyselina octova (9/1 v/v, 100 ml, 24 h).
NIP sa pripravili rovnakym postupom ako MIP bez prida-
nia umbeliferonu do polymerizacnej zmesi.

Extrakcia tuhou fazou

Sorbent (0,10 g MIP resp. NIP) sa umiestnil do plas-
tovej trubice SPE kolonky. Kolonka sa premyla s 3 ml
metanolu, 5 ml vody a nasledne sa aplikoval roztok refe-
renénych latok alebo maceratu vzorky suSenej rastliny
(2 ml). Kolénka sa premyla vodou (2 ml) a suSila vakuom
(10 min). Analyty sa eluovali 2 ml zmesi metanol/kyselina
octova (9/1, v/v).

HPLC separacia

Pouzil sa kvapalinovy chromatograf (Agilent Techno-
logies, seria 1200), ktory obsahoval vysokotlakové ¢erpad-
lo, davkovaci ventil Rheodyne s objemom slucky 20 ul
a detektor s diodovym pol'om. Na separaciu kumarinov sa
pouzila chromatograficka kolona LiChrospher 100 RP 18
(250 x4 mm 1.D., 5 um) a mobilna faza acetonitril/0,3%
kyselina octova (9/1, v/v) (A) aacetonitril (B)
s gradientovou eluciou (od 0 do 22,5 min linearny gradient
zlozky B z 0 na 36 %, potom do 24 min linearny gradient
do 100 % B) pri prietoku 1,0 ml min"'. Teplota kolony
bola 23 °C. Chromatografické zaznamy sa snimali pri
vilnovej dizke 323 nm (pre detekciu dafnetinu, dikumarolu,
herniarinu a umbeliferonu) a 280 nm (pre detekciu kuma-
rinu).

Vysledky a diskusia

Polymér s odtlackom molekuly pre templat umbelife-
ron (obr. 1) bol pripraveny pouzitim kyseliny metakrylo-
vej ako monoméru nekovalentnym spdsobom, pri ktorom
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sa pri tvorbe komplexu monomér-templat vyuzivaju pre-
dovsetkym polarne nekovalentné interakcie, ako su vodi-
kové vizby a elektrostatické interakcie. Ako polymerizac-
né rozpustadlo sa pouzil chloroform. PolarnejSie rozpus-
tadla boli menej vhodné, pretoze zabranuju polymerizacii
arusia vizby analyt-monomér®. Sorpéna kapacita pripra-
vené¢ho polyméru sa zistovala frontalnou chromatografiou
a zodpovedala mnozstvu umbeliferénu, ktory je polymér
schopny interakciami viazat. Sorpcia analytu polymérom,
podporovana Specifickymi interakciami, bola vyznamne
ovplyviiovana aj druhom rozpustadla analytu, ktoré prav-
depodobne ovplyviiovalo napuciavanie polyméru a solvatac-
ny proces. Roztok umbeliferénu (koncentracia 0,1 mg ml™)
bol pripraveny v rozpustadlach metanol, acetonitril, a ich
zmesiach s vodou (1/1, v/v). Z vysledkov uvedenych na
obr. 2 je zrejmé, ze najvyssie hodnoty sorp¢nej kapacity sa
dosiahli pre umbeliferon rozpusteny v zmesi metanol/voda
(1/1, v/v) atato zmes sa pouZzila pre nasledni extrakciu
kumarinov z testovanych vzoriek lieivych rastlin.

Pri stadiu vlastnosti pripraveného MIP sorbentu sa
presetril vplyvu Struktiry analytu na sorpénu kapacitu
polyméru. Pouzil sa umbeliferén a jemu Struktirne podob-
né latky dafnetin, herniarin, kumarin a dikumarol (obr. 1).
Zvolen¢ zluceniny sa odlisovali velkost'ou molekuly, kto-
ra suvisela s typom substituentov (hydroxylové a metoxy
skupiny) a ich polohou na aromatickej casti molekuly. Aj
tieto Struktirne analdgy sa Specificky viazali na MIP. Vy-
soka hodnota Specifickej sorpénej kapacity, v porovnani so
$pecifickou sorpénou kapacitou templatu-umbeliferonu, sa
zistila pre herniarin (tab. I). Tieto dve molekuly su si
Struktarne vel'mi podobné (rozdielny substituent v polohe
C7). Hodnoty Specifickej sorpcnej kapacity ostatnych §tu-
dovanych molekul boli o niekol’ko desiatok nizSie, ale
naznacili, ze aj iné zluCeniny sa moézu viazat’ do kavit pri-
praveného polyméru. NajnizSia hodnota Specifickej sorpc-
nej kapacity sa dosiahla pre molekulu kumarinu. Tato mo-
lekula v porovnani s molekulou umbeliferonu nemé pri-
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Obr. 1. Struktiira kumarinu a jeho niektorych derivatov

3,3"-metylenobis(4-hydroxy-2H-chromén-2-6n)
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Tabul'ka I

Cena Merck

Sorpéna kapacita MIP, NIP a Specificka sorpcna kapacita pre derivaty kumarinu

Derivat Sorp¢na kapacita ?[g/100 mg polyméru] Specificka sorpéna kapacita b
MIP RSD [%] NIP RSD [%] [1g/100 mg polyméru]

Umbeliferon 401 8 132 6 269

Herniarin 345 4 225 5 120

Dafnetin 216 5 164 4 52

Kumarin 181 5 167 6 14

Dikumarol >> - >> — _
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Obr. 2. Vplyv rozpustadla analytu (umbeliferéonu) na sorpénu
kapacitu MIP a NIP

Tabulka II

tomné funkéné skupiny, ¢im je pravdepodobne zniZena
moznost’ interakcii a tiez nie je svojou velkost'ou kompati-
bilna s velkost'ou odtlacenej dutiny. Molekula dikumarolu
(obr. 1) je vporovnani sinymi Studovanymi derivatmi
kumarinov vyrazne odlisna svojou velkostou. Pri zistova-
ni hodnoty Specifickej sorpénej kapacity pre dikumarol sa
pre tato latku nedosiahol prienik. To naznacuje, ze diku-
marol sa viazal na polyméry MIP aj NIP aj vplyvom ne-
$pecifickych interakcii. Z vysledkov stadia vplyvu Strukta-
ry derivatov kumarinu na Specificki sorpéni kapacitu
polyméru s odtlackom molekuly pre umbeliferon vyplyva,
ze pripraveny polymérny sorbent je skupinovo selektivny
aj pre dalSie zIuCeniny kumarinov.

Polyméry s odtlackom molekuly predstavujt selektiv-
ny typ sorbentu pouzivany pri extrakcii latok zo zlozitych
vzoriek. MIP sorbent sa pouzil na extrakciu kumarinov
z extraktov lie¢ivych rastlin. MIP-SPE extrakty sa analy-
zovali HPLC metodou so spektrofotometrickou detekciou.

Chromatografické charakteristiky (retencny faktor &, symetria piku 4s, pocet teoretickych priehradok #, koeficient determi-
nacie 7 ) pre HPLC separéciu a metrologické parametre $tudovanych kumarinov

Parameter * Dafnetin Umbeliferon Kumarin Herniarin
k 3,41 4,83 7,39 8,63
As 1,01 0,95 0,95 0,94
n 31461 38113 65669 90681
opakovatel'nost’ k v 1 den 0,7 0,5 0,6 0,3
RSD, % za 7 dni 1,1 0,7 0.8 0,4
opakovatel'nost’ 4 v 1 den 6,3 3,4 7,9 2,7
RSD, % za 7 dni 6,6 6,7 9,0 8,9
7 (0,5-100 ug ml™") 0,986 0,994 0,995 0,998
LOD, pg ml™ 0,20 0,10 0,10 0,10
LOQ, pg ml™ 0,50 0,30 0,30 0,25

"e=1,0 ug ml™; n=23; fy = 1,59 min; A — plocha piku; LOD — medza detekcie; LOQ — medza stanovitelnosti
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Obr. 3. Chromatografické zaznamy MIP-SPE frakcii po aplikacii vodno-metanolového maceratu levandule (A), po premyti sor-
bentu vodou (B) a po elicii analytov (C). Stacionarna faza LiChrospher 100 RP 18, mobilné faza acetonitril/0,3% kyselina octova
s gradientovou eluciou, prietok 1,0 ml min 1,280 nm, 23 °C, 1 — kumarin

Chromatografické charakteristiky su uvedené v tab. II. Na
kvantitativne vyhodnotenie koncentracie sledovanych
kumarinov v testovanych vzorkach sa pouzila metdda ka-
libracnej ¢iary. Kalibrané zévislosti mali linedrny priebeh
v rozsahu koncentracii od 0,5 pg ml™ do 100 pg ml™". Pre
umbeliferon, herniarin, kumarin a dafnetin boli dosiahnuté
medze detekcie v rozsahu od 0,1 do 0,2 pg ml™" a medze
stanovitenosti od 0,25 do 0,5 pgml™'. Vytaznost’ extra-
kcie na polyméri bola zistovana porovnanim vysledkov
stanovenia Studovanych kumarinov ziskanych s pouZzitim
a bez pouzitia MIP-SPE a testovala sa v rozsahu koncen-
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trécii 0,5-5,0 pg ml™. Pre testované analyty bola viac ako
73 % (RSD < 10 %) (tab. III). Vysledky dokumentuju, ze
vytaznost kumarinov v uvedenom koncentraénom rozsahu
nezavisela od koncentracie analytov. Vhodnost’ extrakéné-
ho postupu pre off-line MIP-SPE  (uvedeny
v experimentalnej Casti) dokumentuje obr.3. Z HPLC
chromatogramov MIP-SPE frakcii po aplikacii vodno-
metanolového (1/1, v/v) extraktu rastlinnej vzorky (A)
a po premyti MIP sorbentu vodou (B) je zrejmé, Ze eluenty
obsahovali iba interferujuce zlozky, kym kumariny boli
zadrZiavané Specifickymi interakciami v dutinach sorben-
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Tabulka III Praca vznikla za podpory grantu ¢. 1/0499/14 Vedec-
Vytaznost’ kumarinov pre MIP-SPE kej grantovej agentury Ministerstva Skolstva Slovenskej
republiky a Slovenskej akadémie vied.
Analyt Koncentracia  Vytaznost RSD (n=3) )
[ug ml'] [%] [%] LITERATURA
Dafnetin 0,5 91,2 8,6
1.0 9.8 6.8 1. Scotter M. J., Robertsa D. P. T., Reesa G. O.: Anal.
5:() 86:1 3:5 Methods 3, 414 (2011).
L 2. Zacaronia L. M., Cardosoa M. G., Saczka A. A., Mo-
Umbeliferén 0.5 82,9 54 raesb A. R., A. J. Pereira, Resende Machadoc A. M.,
1,0 87,7 4,2 Nelsond D. L.: Anal. Lett. 44, 2061 (2011).
5,0 81,2 29 3. Waksmundzka-Hajnos M., Sherma J., Kowalska T.
Kumarin 0,5 82,2 9,8 (ed.): Thin Layer Chromatography in Phytochemistry,
1,0 83,3 5,9 CRC Press, Boca Raton 2008.
5,0 78,9 2,8 4. Zgorka G., Glowniak K.: Phytochem. Anal. 10, 268
Herniarin 0,5 77,3 5,9 (1999).
1,0 81,5 5,8 5. Sadecka J., Polonsky J.: Chem. Listy 99, 222 (2005).
5,0 73,7 7,3 6. Grainger Bisset N, Wichtl M. (ed.): Herbal Drugs and
Phytopharmaceuticals. 2. vyd. Medpharm Scientific
Publishers, Stuttgart 2001.
tu. Na eluciu kumarinov sa pouzila zmes metanol/kyselina 7. Hoult J. R. S., Paya M.: Gen. Pharmacol. 27, 713
octova (9/1, v/v), pri ktorej sa dosiahli najvysSie hodnoty (1996).
vytaznosti testovanych kumarinov. V testovanej vzorke 8. Esteban A. M.: Fresenius’ J. Anal. Chem. 370, 795
levandule tuzkolistej a komonice lekarskej bola zistena (2001).

pritomnost’ kumarinu (0,76 £ 0,04 pg g™; 9,2+ 0,3 ug g™)
a vo vzorke archangeliky lekarskej pritomnost’ umbelifero-
nu (0,49 + 0,03 pg g*l). A. Spevak and K. Hrobonova (Institute of Analyti-
cal Chemistry, Faculty of Chemical and Food Technology,
Slovak University of Technology, Bratislava): Group-
Zaver Selective Molecularly Imprinted Polymer as a Sorbent
for Extraction of Coumarins from Medicinal Plants
V praci sa testoval polymér s odtlaCkom molekuly

umbeliferonu ako sorbent pre extrakciu na tuhej faze ku- Coumarins occurring in plants are well known for
marinov z lieGivych rastlin. Vhodny polymér bol priprave- their pharmacological activities as anticoagulants, fungi-
ny nekovalentnym spésobom pouzitim kyseliny metakry- cides and spasmolytics. The review deals with molecularly
lovej ako monoméru a chloroformu ako porogénu imprinted solid phase extraction coupled with HPLC ap-
a preukazal dostatoéni sorpéni kapacitu na stanovenie plied to the determination of simple coumarins. The influ-
kumarinov v rastlinnych vzorkach a dobra skupinovu se- ence of analyte structure on sorption capacity was studied.
lektivitu pre Studované kumariny. PreSetril sa vplyv $truk- The method is suitable for isolation and purification of
tary latok na sorpént kapacitu polyméru. Off-line coumarins.

MIP-SPE extrakcia je vhodnd metdda na precistenie
a sorpciu kumarinov zo zlozitych vzoriek a je perspektiva
vyuzit ju aj pre iné typy vzoriek.
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