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Abstrakt 

Univerzita Karlova, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra analytickej chémie 

Kandidát: Anna Turčanová 

Školiteľ: doc. PharmDr. Hana Sklenářová, Ph.D. 

Konzultant: Mgr. Marcela Hollá 

Názov diplomovej práce: Vývoj UHPLC-DAD metódy na separáciu fenolických látok 

z rastlinného materiálu a optimalizácia ich extrakcie 

 

Táto diplomová práca sa zaoberá vývojom UHPLC-DAD metódy na separáciu vybraných 

fenolických látok (arbutín, kyselina chlorogénová, neochlorogénová, kryptochlorogénová, 

izochlorogénová A a kávová, cynarín, katechín, epikatechín, rutín, hyperozid, hirsutrín, 

reynoutrín, guaijaverín, kvercitrín a kvercetín). 

UHPLC analýza týchto fenolických látok prebiehala na kolóne Luna® Omega Polar 

C18 100 (150 x 2,1 mm; 1,6 μm) s plne poréznymi časticami. V rámci optimalizácie metódy 

bola testovaná aj kolóna s povrchovo poréznymi časticami (Kinetex® Polar C18) a kolóna 

s hybridnou stacionárnou fázou (YMC-Triart C18 ExRS). Dávkovaný objem vzorky bol 2 μl, 

prietoková rýchlosť bola nastavená na 0,3 ml/min a teplota kolóny na 30 °C. Ako mobilná fáza 

bola použitá ultračistá voda okyslená kyselinou octovou na pH 2,8 v kombinácii 

s acetonitrilom. Celková doba analýzy bola 17,5 min a detekcia prebiehala pomocou DAD 

detektora pri vlnových dĺžkach 254, 280, 320 a 365 nm. 

Optimalizovaná UHPLC-DAD metóda slúžila na stanovenie obsahu vybraných 

fenolických látok v listoch hrušky. Boli prevedené extrakcie v ultrazvukovom kúpeli pomocou 

etanolu a metanolu v rôznych koncentráciách ako extrakčných rozpúšťadiel. Takisto bol 

optimalizovaný aj čas extrakcie. Najväčšie množstvo fenolických látok sa nachádzalo 

v extrakčnom rozpúšťadle s 20% etanolom vo vode po 30 min extrakcie. 

  



 

Abstract 

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Králové 

Department of Analytical Chemistry 

Candidate: Anna Turčanová 

Supervisor: doc. PharmDr. Hana Sklenářová, Ph.D. 

Advisor: Mgr. Marcela Hollá 

Title of the diploma thesis: Development of UHPLC-DAD method for separation of phenolic 

substances in plant material and extraction optimization 

 

This diploma thesis deals with development of UHPLC-DAD method for separation of 

selected phenolic substances (arbutin, chlorogenic, neochlorogenic, cryptochlorogenic, 

isochlorogenic A and caffeic acid, cynarin, catechin, epicatechin, rutin, hyperoside, hirsutrin, 

reynoutrin, guaiaverin, quercitrin and quercetin). 

UHPLC analysis of these phenolic substances took place on a Luna® Omega Polar 

C18 100 (150 x 2.1 mm; 1.6 μm) column with fully porous particles. As a part of the 

optimization method, a column with core-shell particles (Kinetex® Polar C18) and a column 

with a hybrid stationary phase (YMC-Triart C18 ExRS) were also tested. The sample injection 

volume was 2 μl, the flow rate has been set to 0.3 ml/min and temperature of the column has 

been set to 30 °C. As a mobile phase ultrapure water acidified with acetic acid to pH 2.8 in 

combination with acetonitrile has been used. The total analysis time was 17.5 min and 

detection was performed using a DAD detector at wavelengths 254, 280, 320 and 365 nm. 

The optimized UHPLC-DAD method was used to determine the content of selected 

phenolic substances in pear leaves. Extractions were performed in an ultrasonic bath using 

ethanol and methanol at various concentrations as extraction solvents. The extraction time 

was also optimized. The largest amount of phenolic substances was in the extraction solvent 

with 20% ethanol in water after 30 min of extraction. 
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Zoznam použitých skratiek  

ACN – acetonitril 

DAD - detektor diódového poľa (Diode Array Detektor) 

DMSO – dimetylsulfoxid 

EtOH – etanol 

KP – kalibračná priamka 

MeOH – metanol 

MF – mobilná fáza 

MS – hmotnostný spektrometer (Mass Spectrometer) 

R2 – koeficient determinácie 

RSD – relatívna smerodajná odchýlka   

SST – test vhodnosti chromatografického systému (System Suitability Test) 

UHPLC – ultra-vysokoúčinná kvapalinová chromatografia (Ultra-High Performance Liquid 

Chromatography) 
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1 Úvod 

Fenolické látky sú sekundárne metabolity rastlín, ktoré hrajú dôležitú úlohu v raste, 

reprodukcii, farbe a ochrane proti patogénom. 

Na ľudský organizmus pôsobia hlavne antioxidačnými, protizápalovými, 

protinádorovými a antimikrobiálnymi vlastnosťami. V potrave sú zastúpené najmä v ovocí, 

zelenine, obilninách, strukovinách, čaji, káve, čokoláde, ovocných šťavách a červenom víne. 

Fenolické zlúčeniny sa najčastejšie stanovujú pomocou kvapalinovej chromatografie. 

Táto diplomová práca sa zaoberá vývojom UHPLC-DAD metódy vybraných fenolických látok. 

Ďalej prebiehala aj optimalizácia extrakcie pomocou 2 extrakčných rozpúšťadiel v rôznych 

koncentráciách, a takisto aj optimalizácia času extrakcie. 
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2 Cieľ práce 

Cieľom experimentálnej časti tejto diplomovej práce bude vývoj chromatografickej 

UHPLC-DAD metódy pre vybrané fenolické látky (arbutín, kyselina chlorogénová, 

neochlorogénová, kryptochlorogénová, izochlorogénová A a kávová, cynarín, katechín, 

epikatechín, rutín, hyperozid, hirsutrín, reynoutrín, guaijaverín, kvercitrín a kvercetín). Budú 

testované rôzne druhy chromatografických kolón, mobilných fáz, profily gradientovej elúcie, 

prietokové rýchlosti aj teploty na kolóne.  

Bude vykonaný aj test vhodnosti chromatografického systému (rozlíšenie, faktor 

symetrie, píková kapacita a retenčný faktor), opakovateľnosť retenčných časov a plôch píkov 

a linearita testovaných látok.  

Optimalizujeme výber extrakčného rozpúšťadla a čas extrakcie v listoch hrušky. 
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3 Teoretická časť 

 

3.1 Fenolické látky 

Fenolické látky sú zlúčeniny, ktoré obsahujú aromatický kruh s jednou alebo viac 

hydroxylovými skupinami. V rámci štruktúry to môžu byť jednoduché fenolové molekuly až 

vysokomolekulárne polyméry. Sú to sekundárne metabolity rastlín, ktoré sú dôležité pre rast, 

reprodukciu, ochranu proti patogénom a farbu ovocia a zeleniny. Väčšinou ich v prírode 

nájdeme konjugované s rôznymi sacharidmi, organickými kyselinami alebo navzájom. 

Hlavnými zdrojmi týchto látok sú ovocie a nápoje ako čaj, káva, ovocné šťavy a červené víno. 

Takisto sa vyskytujú aj v zelenine, obilninách, čokoláde a strukovinách. 

Skúmané sú hlavne kvôli svojim antioxidačným vlastnostiam. Takisto sa vyznačujú aj 

protizápalovými, protinádorovými, antimikrobiálnymi, antifugálnymi, antitrombotickými, 

kardioprotektivnými a vazodilatačnými účinkami. Používajú sa na prevenciu chorôb ako sú 

napríklad rakovina, ateroskleróza, hypertenzia, diabetes mellitus a podobne.  

Rozdeľujeme ich do týchto hlavných skupín: fenolické kyseliny, flavonoidy, lignany, 

stilbény a taníny [1 - 3]. 

 

3.1.1 Fenolické kyseliny 

Fenolické kyseliny rozdeľujeme do dvoch tried, a to na deriváty kyseliny 

hydroxybenzoovej a deriváty kyseliny hydroxyškoricovej, ktoré sa vyznačujú vyššími 

antioxidačnými vlastnosťami. Medzi hydroxybenzoové kyseliny radíme napr. kyselinu gallovú, 

p-hydroxybenzoovú, vanilovú a syringovú. Obsah týchto látok je v rastlinách nízky, ale 

môžeme ich nájsť napríklad v ovocí, reďkovke, cibuli a čaji. K hydroxyškoricovým kyselinám 

patria kyselina kávová, ferulová, p-kumarová, sinapová a chlorogénová. Nachádzajú sa napr. 

v káve, čučoriedkach, slivkách, čerešniach a jablkách [1, 2]. 
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3.1.2 Flavonoidy 

Štruktúru flavonoidov, ktorú vidíme na Obr. 1, tvoria dva aromatické kruhy A a B, tie 

sú spojené mostíkom z troch uhlíkov, ktorý je väčšinou vo forme heterocyklického kruhu C [2]. 

 

 

Obrázok 1: Všeobecná štruktúra flavonoidov [2] 

U flavonoidov ešte ďalej rozlišujeme podtriedy: flavonoly, flavóny, izoflavóny, 

flavanóny, antokyanidíny a flavanoly (katechíny a proantokyanidíny) [1]. 

Flavonoly 

Hlavnými predstaviteľmi flavonolov sú kvercetín a kaempferol. Ich hlavnými zdrojmi 

sú: cibuľa, kel, pór, brokolica, čučoriedky, červené víno a čaj. Sú najrozšírenejšou skupinou 

flavonoidov v potravinách. Nachádzajú sa v glykozylovaných formách, kde cukrovú skupinu 

často tvorí glukóza, ramnóza, galaktóza a arabinóza. Nájdeme ich hlavne v povrchových 

tkanivách rastlín, ako sú pokožka a listy. Tento jav je spôsobený tým, že ich biosyntéza je 

stimulovaná svetlom [1]. 

Flavóny 

Medzi flavóny radíme hlavne glykozidy luteolínu a apigenínu. V ovocí a zelenine nie sú 

tak často zastúpené ako flavonoly. Zdrojmi týchto látok sú: petržlen, zeler, proso a pšenica [1]. 

Izoflavóny 

Hlavné izoflavóny sú: genisteín, daidzeín a glyciteín, ktoré nájdeme hlavne 

v strukovinách. Vyznačujú sa pseudohormonálnymi vlastnosťami kvôli tomu, že ich štruktúra 

je podobná estrogénom. Takisto majú schopnosť viazať sa na estrogénové receptory, kvôli 

čomu sú často označované ako fytoestrogény [1]. 

Flavanóny 

Medzi hlavných zástupcov tu radíme naringenín a hesperidín. Ich najväčším zdrojom 

sú citrusové plody - hlavne grapefruit, pomaranč a citróny. V malom množstve ich nájdeme aj 

v paradajkách a mäte. V grapefruite sú zodpovedné za jeho horkú chuť [1]. 
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Antokyanidíny 

Najznámejší a najbežnejší antokyanidín v potravinách je kyanidín. Hlavným zdrojom je 

ovocie, ale takisto ich nájdeme aj v červenom víne, baklažáne, kapuste, fazuli, cibuli 

a reďkovke. Sú to pigmenty, ktoré sú zodpovedné za farbu kvetov a plodov [1]. 

Flavanoly 

Flavanoly delíme na katechíny, ktoré sú v monomérnej forme a proantokyanidíny, 

ktoré sú vo forme polyméru. Hlavnými zdrojmi katechínov sú marhule, zelený čaj, čokoláda 

a červené víno. Proantokyanidíny, známe tiež aj ako kondenzované taníny, sú zodpovedné za 

trpkastú chuť v ovocí a nápojoch, ktorá často zmizne, keď ovocie dozreje [1]. 

 

3.1.3 Ostatné fenolické látky 

Lignany 

Hlavnými zástupcami sú: sekoisolariciresinol a matairezinol. Najbohatším zdrojom sú: 

ľanové semienka, ale aj šošovica, pšenica, cesnak, špargľa, mrkva, hrušky a sušené slivky [1]. 

Stilbény 

Hlavným zástupcom je resveratrol, ktorý sa nachádza vo víne. Je významný kvôli svojim 

antikarcinogénnym účinkom [1]. 

Taníny 

Taníny sú zlúčeniny, ktoré sa vyznačujú relatívne vysokou molekulovou hmotnosťou. 

Delíme ich na hydrolyzovateľné taníny (radíme sem estery kyseliny gallovej) a kondenzované 

taníny, tiež známe ako proantokyanidíny. Sú to polyméry katechínu a v ovocí a nápojoch sú 

zodpovedné za trpkastú chuť, ktorá vzniká pri tvorbe komplexov s bielkovinami obsiahnutými 

v slinách [1, 2].  

 

3.2 Vybrané fenolické látky 

Na separáciu vybraných fenolických látok sú dôležité ich fyzikálno-chemické vlastnosti. 

Rozdeľovací koeficient zlúčeniny určuje jej hydrofilitu/lipofilitu a je zodpovedný za správanie 

sa danej zlúčeniny. Je definovaný ako rovnovážny pomer koncentrácií zlúčeniny v dvoch 

navzájom nemiešateľných kvapalinách: 1-oktanolu (hydrofóbna kvapalina) a vody (hydrofilná 

kvapalina). Pre lepší prehľad sa hodnoty uvádzajú ako dekadický logaritmus (logP). Hodnoty 

logP väčšie ako 0 označujú lipofilné látky, ktoré sa lepšie rozpúšťajú v organickej fáze 
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a hodnoty menšie ako 0 hydrofilné látky a ich lepšiu rozpustnosť vo vodnej fáze. Rovnaká 

rozpustnosť v organickej aj vodnej fáze je typická pre logP rovnej 0 [4]. V Tab. 1 sú zobrazené 

hodnoty logP a pKa jednotlivých fenolických látok, ktorými sme sa v tejto práci zaoberali. 

 

Tabuľka 1: Hodnoty logP a pKa jednotlivých fenolických látok [5, 6] 

FENOLICKÁ LÁTKA logP pKa 

arbutín -0,7 9,82 

kyselina neochlorogénová -0,4 3,33 

kyselina chlorogénová -0,4 3,33 

katechín 0,4 9,00 

kyselina kryptochlorogénová -0,4 3,39 

kyselina kávová 1,2 3,64 

epikatechín 0,4 9,00 

cynarín 1,5 3,18 

rutín -1,3 6,37 

hyperozid 0,4 6,37 

hirsutrín 0,4 6,37 

reynoutrín 0,4 6,43 

guaijaverín 0,4 6,43 

kyselina izochlorogénová A 1,5 3,28 

kvercitrín 0,9 6,37 

kvercetín 1,5 6,38 

 

Arbutín sa vyskytuje v listoch mnohých liečivých rastlín a vyznačuje sa 

antimikrobiálnymi, antioxidačnými a protizápalovými vlastnosťami, vrátane liečby ochorení 

močových ciest. Má význam v zdravotníckom a kozmetickom priemysle aj ako depigmentačné 

činidlo na koži, ktoré zabraňuje a eliminuje rast tmavých škvŕn [7]. Hodnota pKa je 9,82 a so 

zvyšujúcou sa hodnotou pKa rastie aj sila zásad. Má negatívnu hodnotu logP, čo označuje, že 

arbutín je lepšie rozpustný vo vodnej fáze. Ako polárna látka je na nepolárnej stacionárnej fáze 

zadržiavaná slabo a eluuje na začiatku.   
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Kyselina chlorogénová, ester kyseliny kávovej a kyseliny chinovej, sa nachádza v káve, 

jablkách, hruškách, bobuľovom ovocí a baklažáne. Kyselina neochlorogénová, izomér kyseliny 

chlorogénovej, sa vyskytuje v broskyniach, slivkách, marhuliach, čerešniach a kávových 

zrnách. Kyselinu kryptochlorogénovú môžeme nájsť napríklad v zelených kávových zrnách, 

jablkách a zemiakoch. Tieto 3 kyseliny majú hodnotu logP -0,4, ktorá udáva, že látky sú 

hydrofilné. Kyselina kávová je obsiahnutá v ovse, pšenici, ryži a olivovom oleji. Kyselina 

izochlorogénová A je rozšírená v ovocí, zelenine a káve. Kyselina kávová a izochlorogénová 

A dosahujú hodnoty logP väčšie ako 1 a označuje látky viac lipofilné. Chlorogénové kyseliny sa 

vyznačujú antioxidačnými, antimikrobiálnymi, antibakteriálnymi, antivírusovými, 

hepatoprotektívnymi a protizápalovými vlastnosťami, a taktiež môžu prispieť k prevencii 

kardiovaskulárnych ochorení [8 - 13]. Hodnota pKa chlorogénových kyselín okolo 3,3 značí, že 

tieto látky patria medzi silné kyseliny.    

Katechín a epikatechín sú fenolické zlúčeniny z podtriedy flavanolov. Nájdeme ich 

v kakau, čajových listoch, ovocí, zelenine, strukovinách a orechoch. Príjem týchto látok je 

spojený s nižším výskytom cukrovky 2. typu. Sú to zásady s hodnotou pKa 9,00. Cynarínu sa 

pripisujú potencionálne hepatoprotektívne, antioxidačné, antidiabetické a antikarcinogénne 

účinky a nachádza sa napríklad v artičokoch [14, 15]. Podľa hodnoty pKa 3,18 je to silná 

kyselina. Hodnoty logP väčšie ako 0 označujú lipofilné látky a ich lepšiu rozpustnosť 

v organickej fáze.         

Rutín je prítomný v špargli, pohánke, citrusových plodoch, bobuľových plodoch, 

jablkách, marhuliach, čerešniach, hrozne, slivkách, pomarančoch, hovädzom mäse a pive. Je 

známy pre svoje antioxidačné, protizápalové, kardiovaskulárne, neuroprotektívne, 

antidiabetické a protirakovinové účinky [11, 16]. Zo zápornej hodnoty logP vyplýva, že rutín je 

hydrofilná látka s lepšou rozpustnosťou vo vodnej fáze.  

Hyperozid nájdeme najmä v rastlinách ako ľubovník a hloh. Vyznačuje sa 

protirakovinovými, protizápalovými a antioxidačnými účinkami. Hirsutrín má 

hepatoprotektívne a antioxidačné vlastnosti a ako všetky ostatné flavonoidy sa nachádza 

v mnohých rastlinách, zelenine a ovocí. Reynoutrín má potenciálne antioxidačné 

a antivírusové vlastnosti a vyskytuje sa v listoch a plodoch rôznych rastlín. Takisto aj 

guaijaverín pôsobí ako antioxidant [17 - 20]. Všetky tieto 4 látky majú hodnotu logP 0,4, ktorá 

udáva, že látka je lipofilná. Hodnotou pKa okolo 6,4 sa vyznačujú slabé kyseliny aj zásady.    
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Kvercetín má antikarcinogénne, protizápalové, antivírusové a antioxidačné účinky. 

Hlavným potravinovým zdrojom sú: jablká, hrozno, cibuľa, čaj, paradajky, semená, orechy, 

liečivé rastliny ako ginkgo a ľubovník. Je prítomný hlavne vo svojich glykozylovaných formách, 

ako je kvercitrín, ktorý má významné antioxidačné aj antibakteriálne vlastnosti [21, 22]. Ich 

hodnoty logP blízke 1 označujú látky lipofilného charakteru.  

 

3.3 Vysokoúčinná kvapalinová chromatografia 

Vysokoúčinná kvapalinová chromatografia (HPLC, High Performance Liquid 

Chromatography) je separačná analytická metóda, ktorá sa používa vo farmaceutickej analýze, 

bioanalýze, analýze potravín, rastlinných materiálov a tiež v environmentálnej analýze. Je 

založená na rozdielnej distribúcii látok medzi pohyblivou mobilnou fázou a nepohyblivou 

stacionárnou fázou. V kvapalinovej chromatografii je pohyblivou mobilnou fázou kvapalina. 

Separácia môže prebiehať za použitia izokratickej (zloženie mobilnej fázy je rovnaké) alebo 

gradientovej elúcie (zloženie mobilnej fázy sa mení). Separácia môže prebiehať na fázach, 

ktoré majú normálne umiestnenie (polárna stacionárna fáza a mobilná fáza s nižšou polaritou) 

alebo na systéme s reverznými fázami (polárna mobilná fáza a stacionárna fáza nepolárneho 

charakteru). 

Systém HPLC sa skladá z viacerých funkčne prepojených častí a sú schematicky 

znázornené na Obr. 2. Zásobníky mobilných fáz sú sklenené fľaše, ktoré slúžia na uchovávanie 

mobilných fáz a pomocou kapilár ich spája s ďalšími časťami prístroja. Aby sa zamedzilo 

bublinkám v systéme, je potrebné mobilnú fázu pred HPLC analýzou odplyniť pomocou 

odplyňovača, pre ktorý je zaužívaný aj pojem degaser. Vysokotlakové čerpadlo zaisťuje pohyb 

mobilnej fázy v chromatografickom systéme. Pomocou zmiešavača dochádza k zmiešaniu 

zložiek mobilnej fázy. Úlohou automatického dávkovača vzorky (autosampler) je dávkovanie 

presného množstva vzorky na kolónu. Separácia látok prebieha na chromatografickej kolóne 

umiestnenej v termostate. Za kolónou je umiestnený detektor, kde prebieha detekcia 

analyzovaných látok. Zaznamenáva rozdiel signálu medzi prechodom čistej mobilnej fázy 

a mobilnej fázy, ktorá obsahuje analyt. Počítač ovláda celý proces analýzy a zaznamenáva dáta 

pre následné vyhodnotenie. Do nádoby na zber odpadu steká mobilná fáza, ktorá prešla 

systémom [23]. 
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Obrázok 2: Schéma chromatografického systému [24] 

 

Ultra-vysokoúčinná kvapalinová chromatografia 

Ultra-vysokoúčinná kvapalinová chromatografia si zachováva princípy HPLC metódy 

a zároveň zlepšuje chromatografický výkon. Využíva kolóny s veľkosťou častíc menších než 2 

μm a prístrojové vybavenie, ktoré pracuje pri vyšších tlakoch ako tie, ktoré sa používajú pri 

HPLC systéme. Takisto sa používajú aj kolóny s menšími rozmermi, zvyčajne s priemerom 

kolóny okolo 2,1 mm. To prispieva k získaniu vysokej separačnej účinnosti, zvýšeniu rozlíšenia, 

citlivosti a rýchlosti analýzy. Medzi ďalšie výhody patrí aj menšia spotreba rozpúšťadiel a nižšie 

prevádzkové náklady. Nevýhodou v UHPLC systéme môže byť vyšší spätný tlak, obstarávacie 

náklady na inštrumentáciu, väčšia údržba systému a prenos metód medzi laboratóriami 

a z HPLC na UHPLC metódu [23, 25]. 
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3.4 Prehľad podmienok separácie fenolických látok z rastlinného materiálu 

Tabuľka 2: Prehľad podmienok separácie fenolických látok v predchádzajúcich štúdiách 

stanovované látky materiál úprava vzorky typ kolóny mobilné fázy detekcia 

dĺžka 

analýzy 

(min) 

zdroj 

kyselina chlorogénová, gallová, 

rutín, hyperozid, hirsutrín, 

florizín, arbutín, kvercitrín 

jablká, 

hrušky 

ultrazvuk 

(70% metanol) 

LiChrospher® 100 C18 

(250 × 4 mm; 5 μm) 

(A) 1% kyselina 

mravčia vo vode 

(B) ACN 

DAD 25 [26] 

kyselina nechlorogénová, 

chlorogénová, katechín, rutín, 

epikatechín, hyperozid, hirsutrín, 

kyanidín-3-O-galaktozid, 

peonidín-3-O-galaktozid, 

izorhamnetín 

hrušky 

ulrazvuk 

(metanol 

okyslený 

0,01% 

kyselinou 

octovou) 

LiChrospher® 100 C18 

(dĺžka a priemer kolóny 

neuvedené; 5 μm) 

(A) 1% kyselina 

mravčia vo vode 

(B) ACN 

DAD 52 [27] 

arbutín, rutín, kyselina gallová, 

chlorogénová, vanilová, 

p-kumarová, ferulová, ursolová, 

oleanolová, katechín, epikatechín 

hrušky 

ultrazvuk 

(60% metanol 

vo vode) 

Kromasil® 100 C18 

(250 × 4,6 mm; 5 µm) 

(A) 0,5% kyselina 

octová vo vode 

(B) ACN 

DAD 86 [28] 

arbutín, rutín, epikatechín, 

katechín, kyselina chlorogénová, 

gallová, vanilová, p-kumarová, 

ferulová, oleanolová, ursolová 

hrušky 

ultrazvuk 

(60% metanol 

vo vode) 

Kromasil® 100 C18 

(250 × 4,6 mm; 5 μm) 

(A) 0,5% kyselina 

octová vo vode 

(B) 1% kyselina 

mravčia v ACN 

DAD 86 [29] 
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kyselina 3,4-dihydroxybenzoová, 

kávová, p-kumarová, ferulová, 

chlorogénová, arbutín, katechín, 

epikatechín, kvercetín, floretín, 

florizín, prokyanidín B1 a B2, 

reynoutrín 

jablkové a 

hruškové 

šťavy, 

hrušky 

70% acetón vo 

vode 

Aqua® 125 C18 

(250 × 4,6 mm; 5 μm) 

(A) 2%  kyselina 

octová vo vode 

(B) 0,5% kyselina 

octová v 50% ACN 

vo vode 

MS 65 [30] 

kyselina chlorogénová, kaftarová, 

kávová, p-kumarová, ferulová, 

kryptochlorogénová, gentisová, 

ellagová, 4-hydroxybenzoová, 

gallová, homovanilová, sinapová,  

nechlorogénová, protokatechová, 

apigenín, arbutín, epikatechín, 

katechín, kuromanín, kyanidín,  

kyanidín-3-rutinozid, fisetín, 

epigallokatechín, etylgallát, 

morín, izorhamnetín, kaempferol, 

piceid, myricetín, prokyanidín B1, 

rutín, hyperozid, hirsutrín, 

kvercitrín, t-resveratrol, taxifolín, 

tyrozol 

hrušky 
ultrazvuk 

(DMSO) 

Kinetex® 100 C18 

(100 × 4,6 mm; 2,6 μm) 

(A) 0,1% kyselina 

mravčia vo vode 

(B) metanol 

DAD 35 [31] 
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V Tab. 2 sú uvedené predchádzajúce štúdie, ktoré porovnávajú separáciu fenolických 

látok v hruškách. V niektorých prípadoch boli použité s hruškami ako rastlinný materiál aj 

jablká. Skoro vo všetkých prípadoch boli vzorky extrahované v ultrazvukovom kúpeli. Ako 

stacionárna fáza bola vo všetkých štúdiách použitá kolóna s C18 a veľkosťou pórov 100 a 125 

Å. Vo všetkých štúdiách, okrem poslednej, sú použité kolóny s plne poréznymi časticami a 

dĺžkou 250 mm. Posledná štúdia použila kolónu Kinetex® s povrchovo poréznymi časticami, 

ktorá má menšiu dĺžku (100 mm) a veľkosť častíc (2,6 μm). Podľa priemeru kolóny od 4 mm a 

vyššie a zároveň veľkosti častíc 5 μm sa dá usudzovať, že okrem poslednej štúdie sa jedná skôr 

o HPLC než UHPLC metódu. Mobilná fáza sa skladá z kyseliny mravčej alebo octovej v rôznej 

koncentrácii vo vode spolu s acetonitrilom, prípadne metanolom. Najčastejšie využívaným 

detektorom je DAD, a takisto sa používa aj hmotnostný spektrometer. Väčšina analýz trvá 

desiatky minút v závislosti od počtu stanovovaných látok a typu detekcie.  
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4 Experimentálna časť 

4.1 Použité prístroje a pomôcky 

Príprava vzorky 

- mixér Sencor (Sencor, Česká republika) 

Príprava štandardov a úprava extraktov 

- analytické váhy (Sartorius, Nemecko)  

- digitálny ultrazvukový kúpeľ DU-32 (Argo Lab, Taliansko) 

- rotačná vákuová odparka Concentrator plus 5305 (Eppendorf, Česká republika) 

- trepačka TS-100 (Biosan, Česká republika) 

- centrifúga MPW 260R (MPW, Poľsko)  

pH meter Schott (Schott, Nemecko) 

UHPLC 

- Empower vyhodnocovací softvér (Waters, USA) 

- Acquity UPLC systém (Waters, USA) – čerpadlo, automatický dávkovač, kolónový 

termostat 

- chromatografické kolóny:  

YMC-Triart C18 ExRS (150 x 3,0 mm; 1,9 μm) (YMC, Japonsko)   

Luna® Omega Polar C18 100 (150 x 2,1 mm; 1,6 μm) (Phenomenex, USA) 

Kinetex® Polar C18 100 Å (150 x 3,0 mm; 2,6 μm) (Phenomenex, USA) 

Bežné laboratórne sklo a pomôcky 

   

4.2 Použité chemikálie 

- ultračistá voda pripravená na Farmaceutickej fakulte v Hradci Králové prístrojom    

Milli-Q Direct Water Purification System (Merck spol. s.r.o., Česká republika) 

- etanol absolútny ≥99,7 % (VWR International s.r.o., Česká republika)  

- metanol ≥99,9 % HiPerSolv CHROMANORM®, HPLC – ULTRA LC-MS (Merck KGaA, 

Česká republika)  

- kyselina mravčia ≥99 %, LC-MS (Merck KGaA, Česká republika) 

- kyselina octová ≥99 % (Penta s.r.o., Česká republika) 

- acetonitril RS ≥99,95 % LC/MS (CARLO ERBA Reagents S.A.S.) 
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4.3 Štandardy 

- arbutín ≥98 % (Sigma-Aldrich, Česká republika) 

- kyselina chlorogénová ≥95 % (Sigma-Aldrich, Česká republika) 

- kyselina neochlorogénová ≥95 % (PhytoLab, Nemecko) 

- kyselina kryptochlorogénová ≥98 % (PhytoLab, Nemecko) 

- kyselina kávová ≥97 % (Sigma-Aldrich, Česká republika) 

- katechín ≥96 % (Sigma-Aldrich, Česká republika)  

- epikatechín ≥90 % (Sigma-Aldrich, Česká republika) 

- cynarín ≥98 % (PhytoLab, Nemecko) 

- kyselina izochlorogénová A ≥95 % (PhytoLab, Nemecko) 

- rutín hydrát ≥94 % (Sigma-Aldrich, Česká republika) 

- hyperozid ≥98,35 % (MedChemExpress, USA) 

- hirsutrín ≥90,1 % (Sigma-Aldrich, Česká republika) 

- reynoutrín ≥97 % (MedChemExpress, USA) 

- guaijaverín ≥99,3 % (Sigma-Aldrich, Česká republika) 

- kvercetín ≥95 % (Sigma-Aldrich, Česká republika) 

- kvercitrín hydrát ≥97 % (Sigma-Aldrich, Česká republika) 

 

4.4 Príprava roztokov 

Príprava riediaceho roztoku 

Zloženie riediaceho roztoku bolo 60:40 MeOH:H2O (v/v) s prídavkom 0,1% (v/v) 

kyseliny mravčej, ktorá je potrebná kvôli stabilite fenolických látok. Tento riediaci roztok bol 

použitý na prípravu a riedenie štandardov a na rekonštitúciu odparených extraktov.  

 

Príprava zásobných štandardov 

Z každého štandardu bolo navážené približne 0,25 mg. Navážka bola rozpustená 

v príslušnom objeme riediaceho roztoku na koncentráciu 0,25 mg/ml. Kvôli dokonalému 

rozpusteniu bola použitá trepačka. K rozpusteniu niektorých štandardov (rutín, kvercetín, 

hirsutrín a reynoutrín) bolo potrebné použiť aj ultrazvukový kúpeľ po dobu 15 minút. Všetky 

štandardy boli uchovávané v tme pri teplote 4 °C.   
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Príprava zmesného štandardu 

Zmesný štandard mal koncentráciu 5 μg/ml. Bol pripravený tak, že z každého 

zásobného štandardu bolo do vialky napipetované množstvo 20 μl a objem bol doplnený na 1 

ml riediacim roztokom. Tento štandard bol taktiež uchovávaný v tme pri teplote 4 °C.  

 

Príprava štandardov na kalibračnú závislosť 

Zriedením zásobných štandardov boli pripravené roztoky s následnou koncentráciou: 

0,1; 0,5; 1; 2; 5; 10; 15; 20 a 25 μg/ml. Každá koncentrácia bola nastrieknutá trikrát a 

z nameraných hodnôt bola pre každú látku vytvorená kalibračná závislosť.   

 

Príprava mobilnej fázy pre UHPLC 

Na UHPLC separáciu bola použitá ako vodná zložka mobilnej fázy ultračistá voda 

okyslená kyselinou octovou na pH 2,8. Ako organická zložka mobilnej fázy bol použitý 

acetonitril. 

V rámci optimalizácie sa skúšala aj vodná zložka mobilnej fázy, ktorá pozostávala 

z ultračistej vody s 0,1% prídavkom kyseliny mravčej.  

 

Príprava extrakčných rozpúšťadiel 

Najprv boli pripravené: etanol, metanol a ultračistá voda s prídavkom 0,1% (v/v) 

kyseliny mravčej. Následne boli zmiešané v danom pomere etanol, prípadne metanol s vodou, 

aby výsledná koncentrácia extrakčných rozpúšťadiel bola 0, 20, 40, 60, 80 a 100% etanolu, 

prípadne metanolu vo vode. Tieto extrakčné roztoky boli uchovávané v tme pri teplote 4 °C.     

 

4.5 Príprava extraktov  

Príprava extraktov prebiehala tak, že bolo navážené 0,05 g z rozmixovaných listov 

hrušiek a pridaním 2 ml extrakčného rozpúšťadla. Extrakcia prebiehala v ultrazvukovom kúpeli 

počas 30-tich minút. Nasledovala centrifugácia pri 4341 G a 4 °C po dobu 10 minút. 

Supernatant bol prefiltrovaný cez PTFE filter s veľkosťou pórov 0,22 μm. Následne bol 1 ml 

odparený na rotačnej vákuovej odparke pri teplote 45 °C do sucha a rozpustený v  1 ml 

riediaceho roztoku. Extrakty boli uchovávané v mrazničke.  
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4.6 Podmienky chromatografickej separácie 

Chromatografická separácia fenolických látok prebiehala na UPLC systéme Acquity. Pri 

vývoji analytickej metódy bol používaný zmesný štandard s koncentráciou látok 5 μg/ml. 

Dávkovaný objem vzorky bol vždy 2 μl. Počas optimalizácie UHPLC-DAD metódy boli testované 

3 druhy kolóny: YMC-Triart C18 ExRS (150 x 3,0 mm; 1,9 μm), Luna® Omega Polar C18 100 (150 

x 2,1 mm; 1,6 μm) a Kinetex® Polar C18 100 Å (150 x 3,0 mm; 2,6 μm).  

Kolóny YMC-Triart využívajú hybridnú stacionárnu fázu, ktorá je kombináciou 

anorganického silikagelu a organického polyméru. Touto kombináciou sa získajú výhodné 

vlastnosti oboch zložiek: zvýšená separačná účinnosť a mechanická odolnosť (silikagel) 

a chemická a termálna stabilita (organický polymér). Vyznačuje sa výbornou selektivitou pre 

izoméry a štruktúrne analógy. Konkrétne pre našu zvolenú kolónu je zaistená stabilita v 

rozsahu pH 1 – 12 a odoláva teplote až 90 °C. Kolóna Luna® Omega Polar s chemicky viazanými 

alkylovými reťazcami sa skladá z plne poréznych častíc. Najrozšírenejšou stacionárnou fázou 

je oktadecyl (alkyl C18) viazaný na silikagel (oktadecylsilikagel). Jeho alternatívou je C8 (oktyl), 

prípadne sú vyrábané aj stacionárne fázy s alkylmi C6 alebo C4 s väčšou veľkosťou pórov, ktoré 

sa používajú pri analýze biomolekúl. Využívajú sa na analýzu polárnych aj nepolárnych látok, 

takisto aj vysoko polárnych zlúčenín. Táto konkrétna kolóna má obmedzenú stabilitu pri pH 

1,5 – 8,5 a teplote do 60 °C, ale je zabezpečená 100% vodná stabilita kvôli patentovanej 

technológii. Číslo 100 v názve kolóny označuje veľkosť pórov (100 Å). Jednotka ångström (Å; 1 

Å = 0,1 nm) označuje priemernú hodnotu veľkosti pórov. Čím je menší priemer kolóny, tým sa 

dosahuje väčšia citlivosť detekcie, píky sú užšie a spotreba rozpúšťadiel je nižšia. Kolóna 

Kinetex® je tvorená neporéznym jadrom a vrstvou porézneho silikagelu, ktorá sa označuje ako 

kolóna naplnená povrchovo poréznymi časticami. Výhodou tohto typu kolóny je vyššia 

účinnosť separácie a rýchlosť analýzy s miernejším nárastom spätného tlaku v systéme, vďaka 

čomu sa môžu využívať vyššie prietoky mobilnej fázy. Používa sa pri analýze malých molekúl 

(napr. liečivá, farbivá, potravinové aditíva, ...), ale takisto aj pri analýze biopolymérov (napr. 

proteíny, peptidy, monoklonálne protilátky) [23, 32 - 35].  

Teplota autosampléru bola nastavená na 6 °C a teplota na kolóne na 30 °C, v niektorých 

prípadoch bola testovaná aj teplota kolóny s 35 °C. Skúšaná prietoková rýchlosť bola 0,3 – 0,6 

ml/min v závislosti od rozmerov kolóny a veľkosti častíc. Medzi mobilné fázy, ktoré boli 

testované patrí acetonitril spolu s ultračistou vodou s prídavkom 0,1% kyseliny mravčej, 

prípadne s ultračistou vodou okyslenou na pH 2,8 pomocou kyseliny octovej. Namiesto 
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acetonitrilu sa v niektorých gradientoch použil acetonitril s 10% metanolom. Počas vývoja 

UHPLC metódy prebiehala detekcia pomocou DAD detektora pri 280 nm. Rôzne profily 

gradientovej elúcie, ktoré boli testované, budú popísané nižšie. Na začiatku optimalizácie 

metódy bol zvolený lineárny gradient, ktorý bude taktiež popísaný nižšie. Pri vývoji metódy sa 

vychádzalo z poznatkov, ktoré boli popísané v predchádzajúcich experimentoch [36 - 39]. 

 

4.7 Validácia chromatografickej metódy 

Validácia je proces na potvrdenie, že analytické zariadenie, metóda alebo systém sú 

vhodné na zamýšľané použitie a získané výsledky sú spoľahlivé. Výsledkom úspešného 

ukončenia validácie je metóda, ktorú možno spoľahlivo použiť na charakterizáciu skutočných 

vzoriek [40].  

Ako test spôsobilosti systému (SST) sa označuje postup validácie analytického systému, 

ktorý kombinuje analytickú metódu a výkonnosť prístroja. Jeho cieľom je posúdiť, či 

chromatograf alebo jeho časti fungujú tak, ako sa vyžaduje a môžu generovať výsledky 

s prijateľnou presnosťou. SST zahŕňa opakovateľnosť retenčného času a plôch píkov, 

rozlíšenie, faktor symetrie, píkovú kapacitu a retenčný faktor [40]. 

Retenčný čas (tR) je doba, ktorá uplynie od nástreku vzorky do dosiahnutia maxima 

vrcholu píku. Je kvalitatívnou charakteristikou látky, a teda sa používa na potvrdenie identity 

danej látky [23]. 

Rozlíšenie (Rs) je bezrozmerná veličina, ktorá určuje mieru separácie dvoch susedných 

píkov (pík 1 a 2). Rozlíšenie by malo nadobúdať hodnoty väčšie než 1,5 a definuje sa pomocou 

rovnice [23]: 

𝑅𝑠 =  
𝑡𝑅2  − 𝑡𝑅1

𝑤1  + 𝑤2

2

 

tR1 a tR2 = retenčné časy látok; w1 a w2 = šírky píkov na úrovni základnej línii  

Faktor symetrie (As) popisuje tvar chromatografického píku. Ideálna hodnota je rovná 

1 a nemala by byť väčšia ako 2. Pri hodnote väčšej ako 1 dochádza k chvostovaniu píku 

a naopak, hodnoty menšie ako 1 zas označujú frontovaniu píku. Jeho výpočet je znázornený 

v rovnici [23]:  

𝐴𝑠 =  
𝑤0,05

2𝑓
 

w0,05 = šírka píku v 5 % jeho výšky; f = vzostupná časť píku v 5 % výšky píku  
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Píková kapacita (Pc) je definovaná ako počet píkov, ktoré môžu byt rozlíšené v určitom 

časovom úseku tak, aby všetky látky boli rozdelené na základnú líniu. Vypočíta sa pomocou 

rovnice [23]: 

𝑃𝑐 = 1 + 
𝑡𝑔

𝑤𝑔
 

tg = dĺžka gradientu; wg = šírka píku na základnej línii   

Podľa toho, ako veľmi sú delené látky zachytené na kolóne, definuje retenčný faktor 

(k). Narastá s rastúcim retenčným časom a doporučená hodnota je väčšia ako 2. Na jeho 

výpočet sa používa rovnica [23]:            

𝑘 =  
𝑡𝑅  − 𝑡0

𝑡0
 

tR = retenčný čas látky; t0 = mŕtvy retenčný čas (retenčný čas zložky, ktorá nie je na kolóne 

zadržiavaná) 

Opakovateľnosť prebieha v jednom laboratóriu s použitím jedného zariadenia, 

vykonaná jedným operátorom počas krátkeho časového rozmedzia. Je vyjadrená ako % RSD, 

ktorá by mala dosahovať hodnoty do 1 % [23, 40].  

Linearita je schopnosť dosahovať výsledky testov, ktoré sú priamoúmerné koncentrácii 

analytov vo vzorkách v rámci daného rozsahu. Hodnoty determinačných koeficientov by mali 

byť medzi 0,99 a 1,00 [40].       
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5 Výsledky a diskusia 

5.1 Vývoj UHPLC-DAD metódy 

UHPLC-DAD metóda bola pôvodne vyvíjaná pre šestnásť fenolických látok. Zoznam 

týchto látok, ako aj ich poradie píkov, pod ktorými sú označené v chromatogramoch, sú 

uvedené v Tab. 3. Katechín nebol ďalej hodnotený z dôvodu, že u tejto látky nedochádzalo 

k dostatočnému rozlíšeniu (Rs = 1,49). Taktiež bolo experimentálne potvrdené, že obsah 

katechínu nekomplikuje integráciu podobných látok.  

Počas optimalizácie metódy boli použité 3 typy kolón a ich konkrétne rozmery sú 

spomenuté vyššie. Na týchto kolónach bol testovaný rôzny profil gradientu, zloženie mobilnej 

fázy, prietoková rýchlosť a teplota. V tejto časti sú stručne popísané vybrané chromatografické 

podmienky, ktoré boli testované.   

 

Tabuľka 3: Zoznam fenolických látok s číslom píkov 

ČÍSLO PÍKU FENOLICKÁ LÁTKA 

1 arbutín 

2 kyselina neochlorogénová 

3 kyselina chlorogénová 

4 katechín 

5 kyselina kryptochlorogénová 

6 kyselina kávová 

7 epikatechín 

8 cynarín 

9 rutín 

10 hyperozid 

11 hirsutrín 

12 reynoutrín 

13 guaijaverín 

14 kyselina izochlorogénová A 

15 kvercitrín 

16 kvercetín 



 28 

5.1.1 Kolóna YMC-Triart C18 ExRS 

Ako prvá kolóna bola použitá YMC-Triart C18 ExRS (150 x 3,0 mm; 1,9 μm) s hybridnou 

stacionárnou fázou. Pri optimalizácii metódy na tejto kolóne boli testované rôzne profily 

gradientov, mobilné fázy (acetonitril v kombinácii s ultračistou vodou s prídavkom 0,1% 

kyseliny mravčej a acetonitril s 10% metanolom spolu s ultračistou vodou okyslenou pomocou 

kyseliny octovej na pH 2,8), prietokové rýchlosti (0,3 – 0,6 ml/min) aj teploty na kolóne (30 

a 35 °C). 

 

Gradient 1 

Na začiatku bol zvolený lineárny gradient (viď Tab. 4), prietoková rýchlosť bola 

nastavená na 0,3 ml/min a teplota na kolóne na 30 °C. Ako mobilná fáza bola použitá ultračistá 

voda s prídavkom 0,1% kyseliny mravčej (A) spoločne s acetonitrilom (B). Ako je vidieť na Obr. 

3, dochádzalo ku koelúcii píkov číslo 6, 7 a 8 - kyselina kávová, epikatechín a cynarín a ďalej 

píkov číslo 14 a 15 - kyselina izochlorogénová A a kvercitrín. Tieto látky nie je možné od seba 

rozlíšiť. Ďalšími úpravami gradientu sme sa snažili oddeliť jednotlivé píky, ktoré spolu koeluujú, 

a takisto aj skrátiť celkový čas analýzy. 

 

Tabuľka 4: Gradient 1 

čas (min) MF A (%) MF B (%) 

0,0 90 10 

20,0 65 35 

20,2 90 10 

23,0 90 10 
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Obrázok 3: Chromatogram separácie fenolických látok pre gradient 1 na kolóne YMC-Triart 

C18 ExRS (150 x 3,0 mm; 1,9 μm), prietoková rýchlosť 0,3 ml/min, teplota na kolóne 30 °C 

 

Gradient 2 

Úpravami gradientov nedochádzalo k úplnej separácii jednotlivých látok. Z toho 

dôvodu bolo vyskúšané na tejto kolóne zvýšenie prietoku z 0,3 na 0,4 ml/min (Obr. 4) 

a následne aj zvýšenie teploty na kolóne z 30 na 35 °C (môžeme vidieť na Obr. 5). Pre obe 

separácie bol použitý gradient, ktorý je znázornený v Tab. 5. Mobilná fáza bola rovnaká ako 

v Gradiente 1. Výhodou tohto gradientu je skrátenie času analýzy z 23 na 18 minút. Ako je 

popísané nižšie, zvýšenie prietoku a teploty neviedlo k lepšej separácii látok.  

Ako vidíme na Obr. 4, došlo k čiastočnému oddeleniu píkov číslo 6 a 7 - kyselina kávová 

a epikatechín a úplnému oddeleniu píku číslo 8 - cynarín. Naopak, zhoršila sa separácia látok 

po 12. minúte. Došlo ku koelúcii hyperozidu a hirsutrínu (píky číslo 10 a 11), a takisto sa 

priblížili píky číslo 12 a 13 - reynoutrín a guaijaverín. Taktiež nedošlo k zlepšeniu koelúcie látok 

kyseliny izochlorogénovej A a kvercitrínu (píky číslo 14 a 15). 

Pri prietokovej rýchlosti 0,4 ml/min a teplote na kolóne 35 °C (znázornené na Obr. 5) 

došlo k zhoršeniu separácie katechínu a kyseliny kryptochlorogénovej (píky číslo 4 a 5) a ďalej 

aj kyseliny kávovej a epikatechínu (píky číslo 6 a 7). Nedošlo ani k zlepšeniu koelúcie kyseliny 

izochlorogénovej A a kvercitrínu (píky číslo 14 a 15) a tieto látky stále eluujú spoločne. 
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Tabuľka 5: Gradient 2 

čas (min) MF A (%) MF B (%) 

0,0 90 10 

4,0 85 15 

9,0 85 15 

15,0 50 50 

15,2 90 10 

18,0 90 10 

 

 

Obrázok 4: Chromatogram separácie fenolických látok pre gradient 2 na kolóne YMC-Triart 

C18 ExRS (150 x 3,0 mm; 1,9 μm), prietoková rýchlosť 0,4 ml/min, teplota na kolóne 30 °C 
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Obrázok 5: Chromatogram separácie fenolických látok pre gradient 2 na kolóne YMC-Triart 

C18 ExRS (150 x 3,0 mm; 1,9 μm), prietoková rýchlosť 0,4 ml/min, teplota na kolóne 35 °C 

 

Gradient 3 

V rámci optimalizácie metódy bola na tejto kolóne vyskúšaná aj zmena mobilnej fázy, 

ktorá pozostávala z acetonitrilu s 10% metanolom (B) v kombinácii s ultračistou vodou, ktorá 

bola okyslená kyselinou octovou na pH 2,8 (A). Prietok bol nastavený na 0,6 ml/min a teplota 

na kolóne na 30 °C. Profil gradientu je zobrazený v Tab. 6. 

Ako je vidieť na Obr. 6, došlo ku koelúcii katechínu a kyseliny kryptochlorogénovej (píky 

číslo 4 a 5), epikatechínu a cynarínu (píky číslo 7 a 8), a taktiež guaijaverínu a kyseliny 

izochlorogénovej A (píky číslo 13 a 14). Celkový čas analýzy sa skrátil na 17,5 minút. 

 

Tabuľka 6: Gradient 3 

čas (min) MF A (%) MF B (%) 

0,0 95 5 

8,0 78 22 

11,0 78 22 

13,7 50 50 

13,9 50 50 

14,1 95 5 

17,5 95 5 
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Obrázok 6: Chromatogram separácie fenolických látok pre gradient 3 na kolóne YMC-Triart 

C18 ExRS (150 x 3,0 mm; 1,9 μm), prietoková rýchlosť 0,6 ml/min, teplota na kolóne 30 °C 

 

5.1.2 Kolóna Kinetex® Polar C18  

Ďalšou kolónou, ktorá bola použitá, je Kinetex® Polar C18 100 Å (150 x 3,0 mm; 2,6 μm) 

s povrchovo poréznymi časticami. Na tejto kolóne bol nastavený prietok 0,6 ml/min, ktorý sa 

počas optimalizácie nemenil. Medzi testované parametre patrila teplota na kolóne (30 a 35 

°C), zloženie mobilnej fázy (ultračistá voda s prídavkom 0,1% kyseliny mravčej, prípadne 

okyslená na pH 2,8 kyselinou octovou spolu s acetonitrilom alebo acetonitrilom s 10% 

metanolom) a profily gradientov. 

 

Gradient 4 

Ako mobilná fáza bola znova použitá ultračistá voda s prídavkom 0,1% kyseliny mravčej 

(A) v kombinácii s acetonitrilom (B). Gradient, ktorý vidíme v Tab. 7 s prietokom 0,6 ml/min 

a teplotou kolóny 30 °C, trval 18 minút. Pri takmer všetkých látkach je dostatočná separácia 

jednotlivých látok, ale problémom je nedostatočná separácia píkov číslo 4 a 5 - katechín a 

kyselina kryptochlorogénová, a takisto aj tvary niektorých píkov nie sú symetrické (Obr. 7). 
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Tabuľka 7: Gradient 4 

čas (min) MF A (%) MF B (%) 

0,0 97 3 

2,0 90 10 

4,5 90 10 

6,5 82 18 

10,0 82 18 

15,0 50 50 

15,2 97 3 

18,0 97 3 

 

 

Obrázok 7: Chromatogram separácie fenolických látok pre gradient 4 na kolóne Kinetex® Polar 

C18 100 Å (150 x 3,0 mm; 2,6 μm), prietoková rýchlosť 0,6 ml/min, teplota na kolóne 30 °C 

 

Gradient 5 

Došlo k zmene mobilnej fázy, ktorú tvoril acetonitril (B) v kombinácii s ultračistou 

vodou, ktorá bola okyslená kyselinou octovou na pH 2,8 (A). Prietok bol ponechaný na 0,6 

ml/min. Teplota kolóny bola zmenená z 30 na 35 °C. Profil gradientu sa od Gradientu 4 líšil len 

v časových posunoch (viď Tab. 8). Na chromatograme (Obr. 8) je vidieť, že dochádza 

k zhoršeniu separácie píkov číslo 4 – 8: katechín, kyselina kryptochlorogénová, kyselina 

kávová, epikatechín a cynarín, a taktiež aj guaijaverínu a kyseliny izochlorogénovej A (píky číslo 

13 a 14). 
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Tabuľka 8: Gradient 5 

čas (min) MF A (%) MF B (%) 

0,0 97 3 

2,0 90 10 

5,3 90 10 

6,5 82 18 

11,0 82 18 

15,0 50 50 

15,2 97 3 

18,0 97 3 

 

 

Obrázok 8: Chromatogram separácie fenolických látok pre gradient 5 na kolóne Kinetex® Polar 

C18 100 Å (150 x 3,0 mm; 2,6 μm), prietoková rýchlosť 0,6 ml/min, teplota na kolóne 35 °C 

 

Gradient 6 

Na tejto kolóne bola vyskúšaná aj ďalšia mobilná fáza. Tá pozostávala z ultračistej vody 

okyslenej kyselinou octovou na pH 2,8 (A) v kombinácii s acetonitrilom s 10% metanolom (B). 

Profil gradientovej elúcie je zobrazený v Tab. 9. Celá analýza trvala 17,5 minút s prietokom 0,6 

ml/min a teplotou na kolóne 30 °C. Na chromatograme (Obr. 9) je znázornená separácia látok. 

Môžeme vidieť, že dochádza ku koelúcii medzi epikatechínom a cynarínom (píky číslo 7 a 8). 
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Tabuľka 9: Gradient 6 

čas (min) MF A (%) MF B (%) 

0,0 97 3 

8,0 82 18 

11,0 82 18 

12,8 60 40 

13,7 50 50 

13,9 50 50 

14,1 97 3 

17,5 97 3 

 

 

Obrázok 9: Chromatogram separácie fenolických látok pre gradient 6 na kolóne Kinetex® Polar 

C18 100 Å (150 x 3,0 mm; 2,6 μm), prietoková rýchlosť 0,6 ml/min, teplota na kolóne 30 °C 

 

5.1.3 Kolóna Luna® Omega Polar C18  

Poslednou skúšanou kolónou bola Luna® Omega Polar C18 100 (150 x 2,1 mm; 1,6 μm) 

s plne poréznymi časticami. V rámci vývoja metódy boli na tejto kolóne testované rôzne 

mobilné fázy (ultračistá voda s prídavkom 0,1% kyseliny mravčej a ultračistá voda okyslená 

pomocou kyseliny octovej na pH 2,8 v kombinácii s acetonitrilom, prípadne acetonitrilom 

s 10% metanolom), profily gradientov, a takisto aj teplota kolóny (30 a 35 °C). Prietoková 

rýchlosť sa na tejto kolóne nemenila a zostala nastavená na 0,3 ml/min. 
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Gradient 7 

Najprv bola použitá ako mobilná fáza acetonitril (B) v kombinácii s ultračistou vodou 

s prídavkom 0,1% kyseliny mravčej (A) a teplota kolóny bola nastavená na 30 °C. Profil 

gradientu je zobrazený v Tab. 10. Celkový čas analýzy trval 23 minút. Z chromatogramu na Obr. 

10 vyplýva, že nedochádza k úplnej separácii píkov číslo 3, 4 a 5 - kyselina chlorogénová, 

katechín a kyselina kryptochlorogénová, a takisto aj píkov číslo 14 a 15 - kyselina 

izochlorogénová A a kvercitrín. Ďalšími úpravami sme sa snažili okrem iného aj skrátiť celkový 

čas analýzy.   

 

Tabuľka 10: Gradient 7 

čas (min) MF A (%) MF B (%) 

0,0 95 5 

4,0 90 10 

12,0 80 20 

20,0 50 50 

20,2 95 5 

23,0 95 5 

 

 

Obrázok 10: Chromatogram separácie fenolických látok pre gradient 7 na kolóne Luna® Omega 

Polar C18 100 (150 x 2,1 mm; 1,6 μm), prietoková rýchlosť 0,3 ml/min, teplota na kolóne 30 °C 
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Gradient 8 

Následne bola zmenená mobilná fáza a profil gradientu, ktorý sa nám podarilo skrátiť 

na 17,5 minút (viď Tab. 11). Mobilnú fázu tvoril acetonitril s 10% metanolom (B) v kombinácii 

s ultračistou vodou, ktorá bola okyslená na pH 2,8 pomocou kyseliny octovej (A). Prietoková 

rýchlosť 0,3 ml/min, ako aj teplota kolóny 30 °C zostali nezmenené. Z chromatogramu na 

Obr. 11 vyplýva, že dochádza ku koelúcii katechínu a kyseliny kryptochlorogénovej (píky číslo 

4 a 5). 

 

Tabuľka 11: Gradient 8 

čas (min) MF A (%) MF B (%) 

0,0 95 5 

8,0 78 22 

11,0 78 22 

12,8 60 40 

13,7 50 50 

13,9 50 50 

14,1 95 5 

17,5 95 5 

 

 

Obrázok 11: Chromatogram separácie fenolických látok pre gradient 8 na kolóne Luna® Omega 

Polar C18 100 (150 x 2,1 mm; 1,6 μm), prietoková rýchlosť 0,3 ml/min, teplota na kolóne 30 °C 

 



 38 

Gradient 9 

Ako najoptimálnejšie zvolená mobilná fáza bola vybraná ultračistá voda okyslená 

kyselinou octovou na pH 2,8 (A) v kombinácii s acetonitrilom (B). V Tab. 12 je popísaný profil 

gradientu. Celkový čas analýzy trval 17,5 minút, prietoková rýchlosť bola nastavená na 0,3 

ml/min a teplota kolóny na 30 °C. Ako je vidieť na Obr. 12, došlo k separácii všetkých látok 

a tvary píkov sú optimálne aj z hľadiska symetrie. 

 

Tabuľka 12: Gradient 9 

čas (min) MF A (%) MF B (%) 

0,0 90 10 

2,5 87 13 

4,5 87 13 

8,0 80 20 

10,2 72 28 

10,7 60 40 

13,7 50 50 

13,9 50 50 

14,1 90 10 

17,5 90 10 

 

 

Obrázok 12: Chromatogram separácie fenolických látok pre gradient 9 na kolóne Luna® Omega 

Polar C18 100 (150 x 2,1 mm; 1,6 μm), prietoková rýchlosť 0,3 ml/min, teplota na kolóne 30 °C 
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Ďalšími úpravami gradientu na všetkých troch použitých kolónach nedošlo k zlepšeniu 

separácie, z toho dôvodu sa na meranie obsahu fenolických látok v extraktoch zvolil gradient 

9, ktorý prebiehal na kolóne Luna® Omega Polar C18 100 (150 x 2,1 mm; 1,6 μm). 
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5.2 Optimalizované podmienky UHPLC-DAD metódy 

Chromatografický systém: UPLC systém Acquity 

Kolóna: Luna® Omega Polar C18 100 (150 x 2,1 mm; 1,6 μm) 

Dávkovaný objem vzorky: 2 μl 

Mobilná fáza A: ultračistá voda okyslená kyselinou octovou na pH 2,8 

Mobilná fáza B: acetonitril 

Prietok: 0,3 ml/min 

Gradientová elúcia: viď Tab. 13 

 

Tabuľka 13: Gradientová elúcia optimalizovanej UHPLC-DAD separácie 

čas (min) MF A (%) MF B (%) 

0,0 90 10 

2,5 87 13 

4,5 87 13 

8,0 80 20 

10,2 72 28 

10,7 60 40 

13,7 50 50 

13,9 50 50 

14,1 90 10 

17,5 90 10 

 

Teplota kolóny: 30 °C 

Teplota autosampléru: 6 °C 

Detekcia: Diode Array detektor (DAD, detektor diódového poľa)  

Detekcia prebiehala na vybraných vlnových dĺžkach:  

254 nm: hirsutrín, hyperozid, guaijaverín, kvercitrín, reynoutrín 

280 nm: arbutín, epikatechín 

320 nm: kyselina chlorogénová, kyselina neochlorogénová, kyselina kryptochlorogénová, 

kyselina kávová, cynarín, kyselina izochlorogénová A 

365 nm: kvercetín, rutín 
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5.3 Výsledky testu vhodnosti chromatografického systému 

Medzi parametre, ktoré patria medzi SST, radíme opakovateľnosť retenčného času (tR) 

a plochy pod píkom, rozlíšenie chromatografických píkov (Rs), faktor symetrie 

chromatografických píkov (As), píkovú kapacitu (Pc) a retenčný faktor (k) [40].  

V Tab. 14 sú uvedené parametre hodnotenia SST pre DAD detekciu pre naše testované 

látky. Hodnotilo sa z priemeru zo šiestich nástrekov a koncentrácia zmesného štandardu bola 

5 μg/ml. Tieto parametre boli hodnotené pri vlnovej dĺžke 280 nm. 

 

Tabuľka 14: Hodnotenie parametrov SST 

testované látky 
retenčný 

čas (min) 
rozlíšenie 

faktor 

symetrie 

píková 

kapacita 

retenčný 

faktor 

arbutín 1,62 10,8 0,8 191,0 0,3 

kyselina neochlorogénová 2,88 22,5 1,1 112,0 1,3 

kyselina chlorogénová 4,27 17,5 0,9 118,2 2,5 

kyselina kryptochlorogénová 4,59 2,2 1,0 115,5 2,7 

kyselina kávová 5,97 13,3 0,9 77,5 3,8 

epikatechín 6,59 5,6 0,9 101,1 4,3 

cynarín 6,97 3,8 0,9 93,5 4,6 

rutín 9,89 37,4 0,9 133,1 7,0 

hyperozid 10,17 4,7 0,9 130,6 7,2 

hirsutrín 10,32 2,5 0,9 140,5 7,4 

reynoutrín 10,74 7,2 0,9 117,8 7,7 

guaijaverín 10,92 3,2 1,0 138,0 7,9 

kyselina izochlorogénová A 11,09 2,9 1,0 122,7 8,0 

kvercitrín 11,29 3,5 0,9 139,9 8,2 

kvercetín 12,64 - 1,0 133,9 9,3 

 

Hodnoty faktoru symetrie sa pohybovali v blízkosti hodnoty 1, čo znamená takmer 

symetrický pík. Liekopisný limit faktoru symetrie nadobúda hodnoty od 0,8 do 1,5. Hodnota 

rozlíšenia by mala nadobúdať hodnoty vyššie než 1,5 [23, 41]. Všetky látky uvedené v Tab. 14 

spĺňajú tieto požadované kritériá. Jediný problém bol s hraničnou hodnotou rozlíšenia 

katechínu (1,49). Z toho dôvodu bola táto látka vyradená zo separácie, a takisto nebola ďalej 

hodnotená.   
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Opakovateľnosť 

Opakovateľnosť retenčných časov a plôch píkov bola hodnotená zo zmesného 

štandardu s koncentráciou 5 μg/ml. Tento štandard bol zmeraný v šiestich po sebe idúcich 

nástrekoch. Sledoval sa retenčný čas a plocha pod píkom, z ktorých sa následne vypočítal 

priemer a relatívna smerodajná odchýlka pre každú testovanú látku. Opakovateľnosť bola 

hodnotená pri vlnových dĺžkach optimálnych pre dané látky. Vypočítané hodnoty pre 

jednotlivé látky sú uvedené v Tab. 15. 

 

Tabuľka 15: Opakovateľnosť retenčných časov a plôch píkov 

testované látky 
retenčný čas (min) 

(priemerné hodnoty) 

RSD 

(%) 

plocha pod píkom 

(priemerné hodnoty) 

RSD 

(%) 

arbutín 1,62 0,06 13305 0,94 

kyselina neochlorogénová 2,88 0,11 105619 0,13 

kyselina chlorogénová 4,27 0,10 111337 0,22 

kyselina kryptochlorogénová 4,59 0,09 103005 0,61 

kyselina kávová 5,97 0,10 191572 0,47 

epikatechín 6,59 0,10 29391 0,94 

cynarín 6,97 0,09 122389 0,49 

rutín 9,89 0,04 68903 0,29 

hyperozid 10,17 0,03 109004 0,37 

hirsutrín 10,32 0,03 106062 0,37 

reynoutrín 10,74 0,02 95860 0,36 

guaijaverín 10,92 0,02 124606 0,67 

kyselina izochlorogénová A 11,09 0,02 123351 0,33 

kvercitrín 11,29 0,02 124606 0,67 

kvercetín 12,64 0,01 143265 0,49 

 

Hodnoty relatívnych smerodajných odchýlok retenčných časov a plôch píkov by mali 

byť menšie než 1 % [23]. Všetky látky majú hodnoty RSD retenčných časov aj plôch píkov, ktoré 

spĺňajú túto podmienku. 

 

5.4 Linearita 

Linearita bola hodnotená pomocou kalibračných štandardov, ktorých koncentrácia 

bola: 0,1; 0,5; 1; 2; 5; 10; 15; 20 a 25 μg/ml. Každá koncentrácia bola zmeraná trikrát a zo 

získaných hodnôt bola pre každú látku vytvorená kalibračná závislosť. Linearita bola 
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hodnotená pri vlnových dĺžkach, ktoré sú optimálne pre dané látky. Rovnice kalibračných 

priamok a koeficientov determinácie pre každú látku sú zobrazené v Tab. 16. 

 

Tabuľka 16: Rovnice kalibračných priamok a hodnoty determinačných koeficientov 

testované látky koncentrácia (μg/ml) rovnica KP R2 

arbutín 0,1 - 25 y = 2195,4x + 1062,7 0,9995 

kyselina neochlorogénová 0,1 - 25 y = 17270x - 1834,4 0,9999 

kyselina chlorogénová 0,1 - 25 y = 17365x - 3327 0,9988 

kyselina kryptochlorogénová 0,1 - 25 y = 16267x - 3593,8 0,9995 

kyselina kávová 0,1 - 25 y = 38744x - 7229,2 0,9998 

epikatechín 0,1 - 25 y = 6199,8x - 475,94 0,9997 

cynarín 0,1 - 25 y = 18331x - 1801,3 0,9998 

rutín 0,1 - 25 y = 11665x - 938,38 0,9999 

hyperozid 0,1 - 25 y = 22468x - 1294,8 0,9998 

hirsutrín 0,1 - 25 y = 18559x - 550,64 0,9997 

reynoutrín 0,1 - 25 y = 22494x + 570,64 0,9996 

guaijaverín 0,1 - 25 y = 20531x - 1322,3 0,9998 

kyselina izochlorogénová A 0,1 - 25 y = 25260x - 5872,8 0,9996 

kvercitrín 0,1 - 25 y = 23173x - 1237,8 0,9997 

kvercetín 0,1 - 25 y = 29527x - 3307,1 0,9997 

 

Všetky látky majú hodnotu determinačného koeficientu, ktorá je vyhovujúca. 

 

5.5 Stanovenie obsahu fenolických látok 

Optimalizovaná UHPLC-DAD metóda bola použitá na stanovenie obsahu pätnástich 

fenolických látok v extraktoch z listov hrušiek s využitím rôznych extrakčných rozpúšťadiel. 

Medzi testované extrakčné rozpúšťadlá sme zaradili etanol a metanol v ultračistej vode 

v rôznych koncentráciách. K 0,05 g dôkladne zhomogenizovanej zmesi listov hrušiek získaných 

z rôznych odrôd bolo pridané extrakčné rozpúšťadlo s objemom 2 ml. Následne prebiehala 

extrakcia v ultrazvukovom kúpeli počas 30-tich minút, centrifugácia a filtrácia supernatantu. 

Úplná príprava extraktov je popísaná v kapitole 4.5 Príprava extraktov. Detekcia fenolických 

látok prebiehala pomocou DAD detektora na vybraných vlnových dĺžkach, ktoré sú optimálne 

pre dané látky. Jednotlivé fenolické látky boli identifikované na základe retenčného času 

štandardov týchto látok a obsah bol hodnotený pomocou plochy pod píkom.   
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5.5.1 Výber extrakčného rozpúšťadla 

Ako skúšané extrakčné rozpúšťadlo bola použitá zmes ultračistej vody s 0, 20, 40, 60, 

80 a 100% obsahom etanolu, prípadne metanolu. Na základe veľkosti plôch píkov boli 

vypočítané koncentrácie jednotlivých fenolických látok v extraktoch.  

 

Etanol 

Ako prvé extrakčné rozpúšťadlo bol použitý etanol s koncentráciou 0, 20, 40, 60, 80 

a 100%  vo vode. Vypočítané koncentrácie analyzovaných látok v extraktoch sú uvedené v Tab. 

17 pre každú látku zvlášť, aj ako súčet všetkých látok v danom pomere etanolu s vodou 

v miligramoch na gram vzorky. Graf 1 je znázornený pre lepšiu predstavivosť, kde sú zobrazené 

celkové koncentrácie fenolických látok v danej koncentrácii etanolu. 

 

Tabuľka 17: Koncentrácia jednotlivých fenolických látok v mg/g extrahovaná extrakčným 

rozpúšťadlom s rôznym obsahom etanolu vo vode 

analyzované látky % EtOH 

obsah fenolických látok (mg/g) 

0 20 40 60 80 100 

arbutín 5,80 13,11 11,85 6,87 8,53 6,13 

kyselina neochlorogénová 0,50 1,16 1,07 0,60 0,68 0,36 

kyselina chlorogénová 3,42 8,30 8,15 4,61 5,04 2,15 

kyselina kryptochlorogénová 0,21 0,49 0,52 0,30 0,39 0,29 

kyselina kávová 0,03 0,06 0,04 0,02 0,03 0,02 

epikatechín 0,16 0,42 0,37 0,16 0,25 0,18 

cynarín 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

rutín 0,47 1,24 1,12 0,67 0,70 0,44 

hyperozid 0,24 0,70 0,64 0,39 0,45 0,28 

hirsutrín 0,39 1,11 1,05 0,63 0,71 0,44 

reynoutrín 0,18 0,52 0,54 0,33 0,31 0,17 

guaijaverín 0,18 0,47 0,42 0,25 0,26 0,19 

kyselina izochlorogénová A 0,72 2,74 3,17 1,90 2,20 1,70 

kvercitrín 0,19 0,58 0,57 0,33 0,37 0,24 

kvercetín 0,03 0,04 0,01 0,01 0,01 0,01 

súčet 12,53 30,95 29,52 17,09 19,92 12,60 
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Graf 1: Celková koncentrácia fenolických látok extrahovaných extrakčným rozpúšťadlom s 

rôznym obsahom etanolu vo vode 

 

Z výsledkov je zjavné, že najväčšie množstvo látok sa nachádza v extrakčnom 

rozpúšťadle s 20% etanolom vo vode s celkovou koncentráciou 30,95 mg/g. Naopak najmenej 

vyextrahovaných látok sme namerali pri 0 a 100% etanole vo vode. Koncentrácia fenolických 

látok sa pri týchto obsahoch etanolu líšila od maximálneho obsahu fenolických látok skoro 

o 60 %. Najväčšie zastúpenie z fenolických látok má arbutín (13,11 mg/g) a kyselina 

chlorogénová (8,30 mg/g) taktiež pri 20% etanole vo vode. Kyselina kryptochlorogénová, 

reynoutrín a kyselina izochlorogénová A vykazujú najväčšie koncentrácie pri 40% etanole vo 

vode. Kyselina kávová a kvercetín sa v extraktoch nachádzajú v zanedbateľnom množstve 

a cynarín sa nenachádza vôbec. 

Pre lepšiu prehľadnosť bola zhotovená Tab. 18, v ktorej sú uvedené fenolické látky, 

ktoré sú prítomné v našich vzorkách s číslom píku, pod ktorým sú uvedené v nasledujúcich 

chromatogramoch. Takisto je v tejto tabuľke uvedená aj vlnová dĺžka, ktorá je optimálna pre 

konkrétnu látku. Na Obr. 13 je zobrazený chromatogram separácie fenolických látok 

v extrakčnom rozpúšťadle s 20% etanolom vo vode pri 254 nm, na Obr. 14 pri 280 nm, na Obr. 

15 pri 320 nm a na Obr. 16 pri 365 nm. 
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Tabuľka 18: Vybrané fenolické látky s číslom píkov a vlnovou dĺžkou, ktorá je optimálna pre 

konkrétnu látku 

ČÍSLO PÍKU FENOLICKÁ LÁTKA VLNOVÁ DĹŽKA (nm) 

1 arbutín 280 

2 kyselina neochlorogénová 320 

3 kyselina chlorogénová 320 

5 kyselina kryptochlorogénová 320 

7 epikatechín 280 

9 rutín 365 

10 hyperozid 254 

11 hirsutrín 254 

12 reynoutrín 254 

13 guaijaverín 254 

14 kyselina izochlorogénová A 320 

15 kvercitrín 254 

 

 

 

Obrázok 13: Chromatogram separácie fenolických látok v extrakčnom rozpúšťadle s 20% 

etanolom vo vode pri 254 nm 
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Obrázok 14: Chromatogram separácie fenolických látok v extrakčnom rozpúšťadle s 20% 

etanolom vo vode pri 280 nm 

 

 

Obrázok 15: Chromatogram separácie fenolických látok v extrakčnom rozpúšťadle s 20% 

etanolom vo vode pri 320 nm 
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Obrázok 16: Chromatogram separácie fenolických látok v extrakčnom rozpúšťadle s 20% 

etanolom vo vode pri 365 nm 

 

Metanol 

Ako druhé extrakčné rozpúšťadlo bola testovaná zmes: 0, 20, 40, 60, 80 a 100% 

metanolu vo vode. Výsledky koncentrácií fenolických látok, ako aj ich súčet pre daný pomer 

metanolu s vodou sú zhrnuté v Tab. 19 a uvedené v miligramoch na gram vzorky. Z výsledkov 

bol vytvorený Graf 2, v ktorom je prezentovaný celkový obsah fenolických látok v závislosti od 

koncentrácie metanolu vo vode. 
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Tabuľka 19: Koncentrácia jednotlivých fenolických látok v mg/g extrahovaná extrakčným 

rozpúšťadlom s rôznym obsahom metanolu vo vode 

analyzované látky % MeOH 

obsah fenolických látok (mg/g) 

0 20 40 60 80 100 

arbutín 4,12 11,82 9,96 10,77 8,89 10,33 

kyselina neochlorogénová 0,39 1,31 1,17 1,21 0,95 0,86 

kyselina chlorogénová 2,18 7,15 6,44 7,04 5,21 4,54 

kyselina kryptochlorogénová 0,18 0,54 0,54 0,59 0,53 0,60 

kyselina kávová 0,02 0,06 0,04 0,05 0,04 0,04 

epikatechín 0,11 0,51 0,54 0,53 0,49 0,56 

cynarín 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

rutín 0,38 1,34 1,24 1,36 0,95 1,04 

hyperozid 0,21 0,73 0,76 0,88 0,70 0,77 

hirsutrín 0,31 1,11 1,10 1,32 1,01 1,08 

reynoutrín 0,15 0,53 0,63 0,63 0,42 0,42 

guaijaverín 0,15 0,51 0,47 0,52 0,37 0,40 

kyselina izochlorogénová A 0,48 1,61 2,32 2,80 2,23 2,40 

kvercitrín 0,14 0,57 0,54 0,66 0,54 0,58 

kvercetín 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 

súčet 8,82 27,81 25,77 28,37 22,34 23,63 

 

 

 

Graf 2: Celková koncentrácia fenolických látok extrahovaných extrakčným rozpúšťadlom s 

rôznym obsahom metanolu vo vode 
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Na základe výsledkov merania možno konštatovať, že celkový obsah aj väčšina 

fenolických látok sa nachádza pri extrakcii 60% metanolu vo vode. Celková koncentrácia 

fenolických látok pri tejto koncentrácii metanolu je 28,37 mg/g, čo predstavuje 91,67 % 

z obsahu fenolických látok extrahovaných pri 20% etanole vo vode. Najmenší obsah látok sa 

vyextrahoval v čistej vode bez použitia metanolu. Arbutín (11,82 mg/g), kyselina chlorogénová 

(7,15 mg/g) a kyselina neochlorogénová vykazujú najväčší obsah pri koncentrácii 20% 

metanolu vo vode. Z Tab. 19 tiež vyplýva, že pri použití 100% metanolu nájdeme najväčší 

podiel kyseliny kryptochlorogénovej a epikatechínu. Takisto ako pri použití etanolu sa v 

extraktoch kyselina kávová a kvercetín nachádzajú v zanedbateľnom množstve a cynarín nie 

je vo vzorkách detegovaný. 

Obr. 17 zobrazuje chromatogram separácie fenolických látok v extrakčnom 

rozpúšťadle s koncentráciou 60% metanolu vo vode pri 254 nm, Obr. 18 pri 280 nm, Obr. 19 

pri 320 nm a Obr. 20 pri 365 nm. 

 

 

Obrázok 17: Chromatogram separácie fenolických látok v extrakčnom rozpúšťadle so 60% 

metanolom vo vode pri 254 nm 
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Obrázok 18: Chromatogram separácie fenolických látok v extrakčnom rozpúšťadle so 60% 

metanolom vo vode pri 280 nm 

 

 

Obrázok 19: Chromatogram separácie fenolických látok v extrakčnom rozpúšťadle so 60% 

metanolom vo vode pri 320 nm 
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Obrázok 20: Chromatogram separácie fenolických látok v extrakčnom rozpúšťadle so 60% 

metanolom vo vode pri 365 nm 

 

Hlavným parametrom na výber extrakčného rozpúšťadla pre ďalšie testovanie bola 

výťažnosť extrakcie vybraných látok. Zásadný bol takisto aj nižší obsah organickej fázy a vyššia 

bezpečnosť pre životné prostredie.    

 

5.5.2 Vplyv dĺžky extrakcie na výťažnosť 

Na základe predchádzajúcich výsledkov bol použitý 20% etanol vo vode ako extrakčné 

rozpúšťadlo. Jednotlivé extrakty boli extrahované 5, 10, 15, 30, 45 a 60 minút v ultrazvuku. 

Získané výsledky obsahu jednotlivých fenolických látok, ako aj ich súčet sú uvedené v Tab. 20 

a uvedené v miligramoch na gram vzorky. Následne je celková koncentrácia látok v závislosti 

od času vynesená do grafu (Graf 3).  
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Tabuľka 20: Koncentrácie jednotlivých fenolických látok v mg/g v rôznych časoch extrakcie 

analyzované látky čas (min) 

obsah fenolických látok (mg/g) 

5 10 15 30 45 60 

arbutín 4,39 6,15 10,61 12,72 8,94 7,93 

kyselina neochlorogénová 0,46 0,60 1,02 1,28 0,88 0,78 

kyselina chlorogénová 3,60 4,67 8,03 9,49 6,81 6,09 

kyselina kryptochlorogénová 0,17 0,23 0,39 0,48 0,34 0,30 

kyselina kávová 0,01 0,01 0,02 0,02 0,01 0,01 

epikatechín 0,13 0,16 0,30 0,37 0,22 0,21 

cynarín 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

rutín 0,46 0,60 1,03 1,27 0,87 0,78 

hyperozid 0,27 0,34 0,60 0,75 0,52 0,46 

hirsutrín 0,38 0,48 0,85 1,07 0,73 0,65 

reynoutrín 0,22 0,29 0,52 0,64 0,44 0,39 

guaijaverín 0,18 0,23 0,41 0,50 0,33 0,29 

kyselina izochlorogénová A 0,99 1,31 2,31 2,89 2,04 1,84 

kvercitrín 0,07 0,09 0,18 0,22 0,15 0,13 

kvercetín 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 

súčet 11,31 15,17 26,28 31,70 22,28 19,89 

 

 

 

Graf 3: Závislosť celkovej koncentrácie fenolických látok na čase 
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Z Tab. 20 a Grafu 3 vyplýva, že najväčšia koncentrácia látok bola získaná po 30 

minútach extrakcie. Postupne od 5 do 30 minút koncentrácia fenolických látok stúpala s časom 

extrakcie. Ultrazvuk zlepšil uvoľňovanie fenolických látok z extrakčného materiálu 

a zvyšovanie ich koncentrácie v rozpúšťadle. Po 30 minútach začala koncentrácia látok klesať, 

čo mohlo byť spôsobené ich rozkladom, prípadne spätným vychytávaním na matricu vzorky 

[42]. 

Na Obr. 21 je znázornený chromatogram separácie extraktu po 30 minútach extrakcie 

pri 254 nm, na Obr. 22 pri 280 nm, na Obr. 23 pri 320 nm a na Obr. 24 pri 365 nm. 

 

 

Obrázok 21: Chromatogram separácie extraktu po 30 minútach extrakcie pri 254 nm 
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Obrázok 22: Chromatogram separácie extraktu po 30 minútach extrakcie pri 280 nm 

 

 

Obrázok 23: Chromatogram separácie extraktu po 30 minútach extrakcie pri 320 nm 
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Obrázok 24: Chromatogram separácie extraktu po 30 minútach extrakcie pri 365 nm 
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6 Záver 

Táto diplomová práca sa zaoberala vývojom UHPLC-DAD metódy pre vybrané fenolické 

látky. Testovaním rôznych chromatografických kolón, mobilných fáz, profilov gradientovej 

elúcie, prietokových rýchlostí aj teplôt na kolóne boli vybrané optimálne separačné 

podmienky. 

Stanovenie obsahu týchto látok v extraktoch prebiehal na kolóne Luna® Omega Polar 

C18 100 (150 x 2,1 mm; 1,6 μm) s prietokom 0,3 ml/min a teplotou na kolóne 30 °C. Ako 

mobilná fáza bola použitá zmes acetonitrilu v kombinácii s ultračistou vodou, ktorá bola 

okyslená kyselinou octovou na pH 2,8. Detekcia prebiehala pomocou DAD detektora na 

vybraných vlnových dĺžkach (254, 280, 320 a 365 nm), ktoré sú optimálne pre dané látky. 

Bol vykonaný test vhodnosti chromatografického systému (rozlíšenie, faktor symetrie, 

píková kapacita a retenčný faktor), opakovateľnosť retenčných časov aj plôch píkov a linearita 

analyzovaných látok. Všetky hodnoty testovaných látok spĺňali požadované kritériá. 

Takisto prebehla aj optimalizácia extrakčného rozpúšťadla a čas potrebný na extrakciu 

vybraných fenolických látok v listoch hrušky. Ako najvhodnejšie extrakčné rozpúšťadlo bol 

zvolený 20% etanol v ultračistej vode a čas extrakcie 30 min. 
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