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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytickej chémie

Kandidat: Anna Tur€anova

Skolitel: doc. PharmDr. Hana Sklenafova, Ph.D.

Konzultant: Mgr. Marcela Holla

Nazov diplomovej prace: Vyvoj UHPLC-DAD metédy na separdciu fenolickych latok

z rastlinného materialu a optimalizacia ich extrakcie

Tato diplomova préca sa zaoberd vyvojom UHPLC-DAD metddy na separaciu vybranych
fenolickych latok (arbutin, kyselina chlorogénovd, neochlorogénovd, kryptochlorogénova,
izochlorogénovd A a kavova, cynarin, katechin, epikatechin, rutin, hyperozid, hirsutrin,
reynoutrin, guaijaverin, kvercitrin a kvercetin).

UHPLC analyza tychto fenolickych latok prebiehala na koléne Luna® Omega Polar
C18 100 (150 x 2,1 mm; 1,6 um) s plne poréznymi ¢asticami. V rdmci optimalizacie metddy
bola testovana aj koldna s povrchovo poréznymi casticami (Kinetex® Polar C18) a koléna
s hybridnou staciondrnou fazou (YMC-Triart C18 ExRS). Davkovany objem vzorky bol 2 pl,
prietokova rychlost bola nastavena na 0,3 ml/min a teplota kolény na 30 °C. Ako mobilna faza
bola pouzZita ultradistd voda okyslenda kyselinou octovou na pH 2,8 vkombinacii
s acetonitrilom. Celkova doba analyzy bola 17,5 min a detekcia prebiehala pomocou DAD
detektora pri vinovych dizkach 254, 280, 320 a 365 nm.

Optimalizovana UHPLC-DAD metdda sluZila na stanovenie obsahu vybranych
fenolickych latok v listoch hrusky. Boli prevedené extrakcie v ultrazvukovom kupeli pomocou
etanolu a metanolu v réznych koncentracidch ako extrakénych rozpustadiel. Takisto bol
optimalizovany aj ¢as extrakcie. Najvacsie mnoistvo fenolickych latok sa nachdadzalo

v extrakénom rozpustadle s 20% etanolom vo vode po 30 min extrakcie.



Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Analytical Chemistry

Candidate: Anna Turcanova

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

Advisor: Mgr. Marcela Holla

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 um) 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 pl, 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 pouzitych skratiek

ACN — acetonitril

DAD - detektor diddového pola (Diode Array Detektor)

DMSO - dimetylsulfoxid

EtOH — etanol

KP — kalibraénd priamka

MeOH — metanol

MF — mobilna faza

MS — hmotnostny spektrometer (Mass Spectrometer)

R? — koeficient determinacie

RSD — relativna smerodajna odchylka

SST — test vhodnosti chromatografického systému (System Suitability Test)
UHPLC — ultra-vysokoucinna kvapalinovd chromatografia (Ultra-High Performance Liquid

Chromatography)



1 Uvod

Fenolické latky su sekundarne metabolity rastlin, ktoré hraju doleZita ulohu v raste,
reprodukcii, farbe a ochrane proti patogénom.

Na [ludsky organizmus posobia hlavne antioxidaénymi, protizapalovymi,
protinadorovymi a antimikrobidlnymi vlastnostami. V potrave su zastupené najma v ovoci,
zelenine, obilnindach, strukovinach, ¢aji, kdve, cokolade, ovocnych stavach a ¢ervenom vine.

Fenolické zluceniny sa najéastejSie stanovuju pomocou kvapalinovej chromatografie.
Tato diplomova prdaca sa zaobera vyvojom UHPLC-DAD metddy vybranych fenolickych latok.
Dalej prebiehala aj optimalizacia extrakcie pomocou 2 extrakénych rozpustadiel v réznych

koncentrdciach, a takisto aj optimalizacia ¢asu extrakcie.



2 Ciel prace

Cielom experimentdlnej Casti tejto diplomovej prace bude vyvoj chromatografickej
UHPLC-DAD metédy pre vybrané fenolické latky (arbutin, kyselina chlorogénova,
neochlorogénovd, kryptochlorogénova, izochlorogénovd A a kdvova, cynarin, katechin,
epikatechin, rutin, hyperozid, hirsutrin, reynoutrin, guaijaverin, kvercitrin a kvercetin). Budu
testované rézne druhy chromatografickych koldn, mobilnych faz, profily gradientovej elucie,
prietokové rychlosti aj teploty na koldne.

Bude vykonany aj test vhodnosti chromatografického systému (rozliSenie, faktor
symetrie, pikova kapacita a retencny faktor), opakovatelnost retenénych casov a pléch pikov
a linearita testovanych latok.

Optimalizujeme vyber extrakéného rozpustadla a ¢as extrakcie v listoch hrusky.
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3 Teoreticka éast

3.1 Fenolické latky

Fenolické latky su zliceniny, ktoré obsahuji aromaticky kruh s jednou alebo viac
hydroxylovymi skupinami. V rdmci Struktury to mozu byt jednoduché fenolové molekuly az
vysokomolekuldrne polyméry. Su to sekundarne metabolity rastlin, ktoré su doélezité pre rast,
reprodukciu, ochranu proti patogénom a farbu ovocia a zeleniny. Vacésinou ich v prirode
najdeme konjugované s rdéznymisacharidmi, organickymi kyselinami alebo navzajom.
Hlavnymi zdrojmi tychto latok su ovocie a napoje ako caj, kdva, ovocné stavy a Cervené vino.
Takisto sa vyskytuju aj v zelenine, obilninach, ¢okolade a strukovinach.

Skimané su hlavne kvoli svojim antioxida¢nym vlastnostiam. Takisto sa vyznacuju aj
protizdpalovymi, protinddorovymi, antimikrobidlnymi, antifugalnymi, antitrombotickymi,
kardioprotektivnymi a vazodilataénymi uUcinkami. PouZivaju sa na prevenciu chordb ako su
napriklad rakovina, ateroskleréza, hypertenzia, diabetes mellitus a podobne.

Rozdelujeme ich do tychto hlavnych skupin: fenolické kyseliny, flavonoidy, lignany,

stilbény a taniny [1 - 3].

3.1.1 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny rozdelujeme do dvoch tried, ato na derivaty kyseliny
hydroxybenzoovej a derivaty kyseliny hydroxySkoricovej, ktoré sa vyznacuju vysSSimi
antioxida¢nymi vlastnostami. Medzi hydroxybenzoové kyseliny radime napr. kyselinu gallovd,
p-hydroxybenzoovu, vanilovld a syringovld. Obsah tychto latok je vrastlindch nizky, ale
mozeme ich ndjst napriklad v ovoci, redkovke, cibuli a ¢aji. K hydroxyskoricovym kyselinam
patria kyselina kavova, ferulova, p-kumarova, sinapova a chlorogénova. Nachadzaju sa napr.

v kave, €uéoriedkach, slivkach, ¢eresniach a jablkach [1, 2].
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3.1.2 Flavonoidy
Strukturu flavonoidov, ktord vidime na Obr. 1, tvoria dva aromatické kruhy A a B, tie

su spojené mostikom z troch uhlikov, ktory je vaésinou vo forme heterocyklického kruhu C [2].

Obrdzok 1: VSeobecnd struktura flavonoidov [2]

U flavonoidov este dalej rozliSujeme podtriedy: flavonoly, flavény, izoflavény,
flavanény, antokyanidiny a flavanoly (katechiny a proantokyanidiny) [1].
Flavonoly

Hlavnymi predstavitelmi flavonolov su kvercetin a kaempferol. Ich hlavnymi zdrojmi
su: cibula, kel, pér, brokolica, ¢ucoriedky, ¢ervené vino a ¢aj. SU najrozsirenejSou skupinou
flavonoidov v potravinach. Nachdadzaju sa v glykozylovanych formach, kde cukrova skupinu
Casto tvori glukdéza, ramndza, galaktéza a arabindza. Najdeme ich hlavne v povrchovych
tkanivach rastlin, ako su pokozka a listy. Tento jav je sp6sobeny tym, Ze ich biosyntéza je
stimulovana svetlom [1].
Flavony

Medzi flavény radime hlavne glykozidy luteolinu a apigeninu. V ovoci a zelenine nie su
tak Casto zastUpené ako flavonoly. Zdrojmi tychto latok su: petrzlen, zeler, proso a pSenica [1].
Izoflavény

Hlavné izoflavony su: genistein, daidzein a glycitein, ktoré ndjdeme hlavne
v strukovinach. Vyznacuju sa pseudohormonalnymi vlastnostami kvoli tomu, Ze ich Struktura
je podobna estrogénom. Takisto maju schopnost viazat sa na estrogénové receptory, kvoli
¢omu su ¢asto oznacované ako fytoestrogény [1].
Flavanony

Medzi hlavnych zastupcov tu radime naringenin a hesperidin. Ich najvacsim zdrojom
su citrusové plody - hlavne grapefruit, pomaranc a citrony. V. malom mnozstve ich ndjdeme aj

v paradajkach a méte. V grapefruite si zodpovedné za jeho horku chut [1].
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Antokyanidiny

Najznamejsi a najbeZnejsi antokyanidin v potravinach je kyanidin. Hlavnym zdrojom je
ovocie, ale takisto ich ndjdeme aj vcéervenom vine, baklazane, kapuste, fazuli, cibuli
a redkovke. Su to pigmenty, ktoré su zodpovedné za farbu kvetov a plodov [1].
Flavanoly

Flavanoly delime na katechiny, ktoré si v monomérnej forme a proantokyanidiny,
ktoré su vo forme polyméru. Hlavnymi zdrojmi katechinov su marhule, zeleny ¢aj, ¢okolada
a ¢ervené vino. Proantokyanidiny, zname tiez aj ako kondenzované taniny, si zodpovedné za

trpkastu chut v ovoci a ndpojoch, ktord ¢asto zmizne, ked ovocie dozreje [1].

3.1.3 Ostatné fenolické latky
Lignany

Hlavnymi zastupcami su: sekoisolariciresinol a matairezinol. NajbohatSim zdrojom su:
[anové semienka, ale aj SoSovica, pSenica, cesnak, Spargla, mrkva, hrusky a susené slivky [1].
Stilbény

Hlavnym zdstupcom je resveratrol, ktory sa nachddza vo vine. Je vyznamny kvéli svojim
antikarcinogénnym ucinkom [1].
Taniny

Taniny su zliceniny, ktoré sa vyznacuju relativne vysokou molekulovou hmotnostou.
Delime ich na hydrolyzovatelné taniny (radime sem estery kyseliny gallovej) a kondenzované
taniny, tiez zname ako proantokyanidiny. Su to polyméry katechinu a v ovoci a napojoch su
zodpovedné za trpkastu chut, ktorad vznika pri tvorbe komplexov s bielkovinami obsiahnutymi

v slinach [1, 2].

3.2 Vybrané fenolické latky

Na separaciu vybranych fenolickych latok su dolezité ich fyzikalno-chemické vlastnosti.
Rozdelovaci koeficient zliceniny urcuje jej hydrofilitu/lipofilitu a je zodpovedny za spravanie
sa danej zluceniny. Je definovany ako rovnovainy pomer koncentracii zliceniny v dvoch
navzajom nemiesSatelnych kvapalindch: 1-oktanolu (hydrofébna kvapalina) a vody (hydrofilnd
kvapalina). Pre lepsi prehlad sa hodnoty uvadzaju ako dekadicky logaritmus (logP). Hodnoty

logP vacSie ako 0 oznacuju lipofilné latky, ktoré salepsie rozpustaju v organickej faze
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a hodnoty mensie ako 0 hydrofilné latky a ich lepsiu rozpustnost vo vodnej faze. Rovnaka
rozpustnost v organickej aj vodnej faze je typicka pre logP rovnej 0 [4]. V Tab. 1 su zobrazené

hodnoty logP a pKa jednotlivych fenolickych latok, ktorymi sme sa v tejto praci zaoberali.

Tabulka 1: Hodnoty logP a pKa jednotlivych fenolickych Ilatok [5, 6]

FENOLICKA LATKA logP pKa
arbutin -0,7 9,82
kyselina neochlorogénova -0,4 3,33
kyselina chlorogénova -0,4 3,33
katechin 0,4 9,00
kyselina kryptochlorogénova -0,4 3,39
kyselina kavova 1,2 3,64
epikatechin 0,4 9,00
cynarin 1,5 3,18
rutin -1,3 6,37
hyperozid 0,4 6,37
hirsutrin 0,4 6,37
reynoutrin 0,4 6,43
guaijaverin 0,4 6,43
kyselina izochlorogénova A 1,5 3,28
kvercitrin 0,9 6,37
kvercetin 1,5 6,38

Arbutin  sa vyskytuje vlistoch mnohych lie€ivych rastlin avyznaduje sa
antimikrobialnymi, antioxida¢nymi a protizapalovymi vlastnostami, vratane liecby ochoreni
mocovych ciest. Ma vyznam v zdravotnickom a kozmetickom priemysle aj ako depigmentaéné
¢inidlo na kozi, ktoré zabranuje a eliminuje rast tmavych skvin [7]. Hodnota pKa je 9,82 a so
zvysujlcou sa hodnotou pKa rastie aj sila zadsad. Ma negativnu hodnotu logP, ¢o oznaduje, Ze
arbutin je lepSie rozpustny vo vodnej faze. Ako poldrna latka je na nepoldrnej stacionarnej faze

zadrziavana slabo a eluuje na zaciatku.
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Kyselina chlorogénova, ester kyseliny kavovej a kyseliny chinovej, sa nachadza v kdve,
jablkach, hruskach, bobulovom ovoci a baklazane. Kyselina neochlorogénova, izomér kyseliny
chlorogénovej, sa vyskytuje v broskyniach, slivkdch, marhuliach, cereSniach a kavovych
zrnach. Kyselinu kryptochlorogénovi mézeme ndjst napriklad v zelenych kadvovych zrnach,
jablkdch azemiakoch. Tieto 3 kyseliny maju hodnotu logP -0,4, ktord udava, Ze latky su
hydrofilné. Kyselina kdvova je obsiahnuta v ovse, psSenici, ryZi aolivovom oleji. Kyselina
izochlorogénova A je rozsSirena v ovoci, zelenine a kdve. Kyselina kavova a izochlorogénova
A dosahuju hodnoty logP vacsie ako 1 a oznacuje latky viac lipofilné. Chlorogénové kyseliny sa
vyznacuju  antioxidaénymi,  antimikrobidlnymi,  antibakteridlnymi,  antivirusovymi,
hepatoprotektivnymi a protizapalovymi vlastnostami, ataktiez moézu prispiet k prevencii
kardiovaskularnych ochoreni [8 - 13]. Hodnota pKa chlorogénovych kyselin okolo 3,3 znaci, Ze
tieto latky patria medzi silné kyseliny.

Katechin a epikatechin su fenolické zluc¢eniny z podtriedy flavanolov. Najdeme ich
v kakau, ¢ajovych listoch, ovoci, zelenine, strukovindch a orechoch. Prijem tychto latok je
spojeny s nizsSim vyskytom cukrovky 2. typu. Su to zdsady s hodnotou pKa 9,00. Cynarinu sa
pripisuju potenciondlne hepatoprotektivne, antioxida¢né, antidiabetické a antikarcinogénne
ucinky a nachddza sa napriklad v articokoch [14, 15]. Podla hodnoty pKa 3,18 je to silnd
v organickej faze.

Rutin je pritomny v Spargli, pohdnke, citrusovych plodoch, bobulovych plodoch,
jablkach, marhuliach, ¢eresniach, hrozne, slivkach, pomarancoch, hovadzom mase a pive. Je
znamy pre svoje antioxidacné, protizapalové, kardiovaskuldrne, neuroprotektivne,
antidiabetické a protirakovinové ucinky [11, 16]. Zo zapornej hodnoty logP vyplyva, Ze rutin je
hydrofilna latka s lepSou rozpustnostou vo vodnej faze.

Hyperozid najdeme najma vrastlindch ako [ubovnik a hloh. Vyznaduje sa
protirakovinovymi,  protizapalovymi  a antioxidacnymi  ucinkami. Hirsutrin  ma
hepatoprotektivne a antioxidacéné vlastnosti a ako vSetky ostatné flavonoidy sa nachddza
v mnohych rastlinach, zelenine aovoci. Reynoutrin ma potencidlne antioxidacné
a antivirusové vlastnosti a vyskytuje sa vlistoch aplodoch réznych rastlin. Takisto aj
guaijaverin posobi ako antioxidant [17 - 20]. VSetky tieto 4 latky maju hodnotu logP 0,4, ktora

uddva, Ze latka je lipofilnd. Hodnotou pKa okolo 6,4 sa vyznacduju slabé kyseliny aj zasady.
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Kvercetin ma antikarcinogénne, protizapalové, antivirusové a antioxidacné ucinky.
Hlavnym potravinovym zdrojom su: jablka, hrozno, cibula, ¢aj, paradajky, semena, orechy,
lieCivé rastliny ako ginkgo a lubovnik. Je pritomny hlavne vo svojich glykozylovanych formach,
ako je kvercitrin, ktory ma vyznamné antioxidacné aj antibakteridlne vlastnosti [21, 22]. Ich

hodnoty logP blizke 1 oznacuju latky lipofilného charakteru.

3.3 Vysokoucinna kvapalinova chromatografia

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC, High Performance Liquid
Chromatography) je separacna analyticka metdda, ktora sa pouziva vo farmaceutickej analyze,
bioanalyze, analyze potravin, rastlinnych materialov atiez v environmentalnej analyze. Je
zalozend na rozdielnej distribucii latok medzi pohyblivou mobilnou fazou a nepohyblivou
stacionarnou fazou. V kvapalinovej chromatografii je pohyblivou mobilnou fazou kvapalina.
Separdacia mozZe prebiehat za poufZitia izokratickej (zloZzenie mobilnej fazy je rovnaké) alebo
gradientovej ellcie (zloZzenie mobilnej fazy sa meni). Separacia moze prebiehat na fazach,
ktoré maju normalne umiestnenie (polarna stacionarna faza a mobilna faza s nizSou polaritou)
alebo na systéme s reverznymi fazami (poldrna mobilnd faza a staciondrna faza nepoldrneho
charakteru).

Systém HPLC sa sklada zviacerych funkéne prepojenych casti asd schematicky
znazornené na Obr. 2. Zasobniky mobilnych faz su sklenené flase, ktoré slGzia na uchovavanie
mobilnych faz a pomocou kapilar ich spaja s dalsimi ¢astami pristroja. Aby sa zamedzilo
bublinkdm v systéme, je potrebné mobilnd fazu pred HPLC analyzou odplynit pomocou
odplynovaca, pre ktory je zauzivany aj pojem degaser. Vysokotlakové ¢erpadlo zaistuje pohyb
mobilnej fazy v chromatografickom systéme. Pomocou zmieSavafa dochadza k zmieSaniu
zloZiek mobilnej fazy. Ulohou automatického davkovaca vzorky (autosampler) je davkovanie
presného mnozstva vzorky na kolénu. Separiacia latok prebieha na chromatografickej koldne
umiestnenej vtermostate. Za koldnou je umiestneny detektor, kde prebieha detekcia
analyzovanych latok. Zaznamenava rozdiel signdlu medzi prechodom cistej mobilnej fazy
a mobilnej fazy, ktora obsahuje analyt. Pocitac ovlada cely proces analyzy a zaznamendva data
pre nasledné vyhodnotenie. Do nadoby na zber odpadu stekd mobilna faza, ktora presla

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

Ultra-vysokoucinna kvapalinova chromatografia

Ultra-vysokoucinna kvapalinova chromatografia si zachovava principy HPLC metédy
a zaroven zlepsuje chromatograficky vykon. VyuzZiva kolény s velkostou ¢astic mensich nez 2
pUm a pristrojové vybavenie, ktoré pracuje pri vyssich tlakoch ako tie, ktoré sa pouZivaju pri
HPLC systéme. Takisto sa pouzivaju aj kolény s mensimi rozmermi, zvy€ajne s priemerom
koldny okolo 2,1 mm. To prispieva k ziskaniu vysokej separacnej ic¢innosti, zvySeniu rozlisenia,
citlivosti a rychlosti analyzy. Medzi dalSie vyhody patri aj mensia spotreba rozpustadiel a nizsie
prevadzkové naklady. Nevyhodou v UHPLC systéme mébze byt vyssi spatny tlak, obstaravacie
naklady na inStrumentdciu, vacSia udrzba systému a prenos metdéd medzi laboratdriami

a z HPLC na UHPLC metddu [23, 25].
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3.4 Prehlad podmienok separacie fenolickych latok z rastlinného materialu

Tabulka 2: Prehlad podmienok separdcie fenolickych ldtok v predchddzajucich studidch

dizka
stanovované latky material | uprava vzorky typ kolény mobilné fazy detekcia | analyzy | zdroj
(min)
kyselina chlorogénovd, gallova, (A) 1% kyselina
jablka, ultrazvuk ‘ ®
rutin, hyperozid, hirsutrin, Jh " (70% metanol) LiChrospher 100 €18 mravcia vo vode DAD 25 [26]
rus metano .
florizin, arbutin, kvercitrin y 0 (250 x4 mm; 5 pum) (B) ACN
kyselina nechlorogénova, ulrazvuk
chlorogénova, katechin, rutin, metanol . ]
. & i L K ( , LiChrospher® 100 C18 (A) 1% kyselina
epikatechin, hyperozid, hirsutrin, . okysleny . . , ..
o ) hrusky (dlzka a priemer kolény | mravcia vo vode DAD 52 [27]
kyanidin-3-O-galaktozid, 0,01% )
e . ) neuvedené; 5 um) (B) ACN
peonidin-3-0-galaktozid, kyselinou
izorhamnetin octovou)
arbutin, rutin, kyselina gallova, .
) , e ultrazvuk . (A) 0,5% kyselina
chlorogénova, vanilova, . Kromasil® 100 C18 i
] , , hrusky (60% metanol octova vo vode DAD 86 [28]
p-kumarova, ferulova, ursolova, (250 x 4,6 mm; 5 um)
. ) . ) vo vode) (B) ACN
oleanolova, katechin, epikatechin
arbutin, rutin, epikatechin, (A) 0,5% kyselina
] ) ) , ultrazvuk . .
katechin, kyselina chlorogénova, . Kromasil® 100 C18 octova vo vode
) L ) hrusky (60% metanol . DAD 86 [29]
gallova, vanilova, p-kumarova, de) (250 x 4,6 mm; 5 um) (B) 1% kyselina
vo vode

ferulova, oleanolova, ursolova

mravcia v ACN
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kyselina 3,4-dihydroxybenzoova,

(A) 2% kyselina

kavova, p-kumarova, ferulova, jablkové a i
, , , , . 3 i octova vo vode
chlorogénovd, arbutin, katechin, hruskové | 70% acetoén vo Aqua® 125 C18 ]
) ] ) ) » (B) 0,5% kyselina MS 65 [30]
epikatechin, kvercetin, floretin, stavy, vode (250 x 4,6 mm; 5 um) .
., - Y octova v 50% ACN
florizin, prokyanidin B1 a B2, hrusky
i vo vode
reynoutrin
kyselina chlorogénova, kaftarova,
kavova, p-kumarova, ferulova,
kryptochlorogénova, gentisova,
ellagova, 4-hydroxybenzoova,
gallova, homovanilovd, sinapova,
nechlorogénova, protokatechov3,
apigenin, arbutin, epikatechin, A) 0,1% kyselina
Pigen Spriatechl ) ultrazvuk Kinetex® 100c18 | A O1%ky
katechin, kuromanin, kyanidin, hrusky mravcia vo vode DAD 35 [31]
(DMSO) (100 x 4,6 mm; 2,6 um)

kyanidin-3-rutinozid, fisetin,
epigallokatechin, etylgallat,
morin, izorhamnetin, kaempferol,
piceid, myricetin, prokyanidin B1,
rutin, hyperozid, hirsutrin,
kvercitrin, t-resveratrol, taxifolin,
tyrozol

(B) metanol

19



V Tab. 2 st uvedené predchadzajlce studie, ktoré porovnavaju separdciu fenolickych
l[atok v hruskach. V niektorych pripadoch boli pouZité s hruskami ako rastlinny material aj
jablkd. Skoro vo vSetkych pripadoch boli vzorky extrahované v ultrazvukovom kupeli. Ako
stacionarna faza bola vo vsetkych Studiach pouZita koldna s Cis a velkostou pérov 100 a 125
A. Vo vietkych $tudiach, okrem poslednej, st pouzité koldny s plne poréznymi ¢asticami a
dizkou 250 mm. Posledna $tudia pouZila koldnu Kinetex® s povrchovo poréznymi asticami,
ktora ma mensiu dizku (100 mm) a velkost &astic (2,6 um). Podla priemeru kolény od 4 mm a
vysSie a zaroven velkosti ¢astic 5 um sa da usudzovat, Ze okrem poslednej studie sa jedna skor
o HPLC nez UHPLC metdédu. Mobilna faza sa sklada z kyseliny mravcej alebo octovej v roznej
koncentracii vo vode spolu s acetonitrilom, pripadne metanolom. NajcastejSie vyuZivanym
detektorom je DAD, a takisto sa pouZiva aj hmotnostny spektrometer. Vacsina analyz trva

desiatky minuat v zavislosti od poctu stanovovanych latok a typu detekcie.
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4 Experimentalna cast

4.1 Pouzité pristroje a pomocky
Priprava vzorky

- mixér Sencor (Sencor, Ceska republika)
Priprava Standardov a Uprava extraktov

- analytické vahy (Sartorius, Nemecko)

digitalny ultrazvukovy kupel DU-32 (Argo Lab, Taliansko)

rotacna vakuova odparka Concentrator plus 5305 (Eppendorf, Ceska republika)

trepacka TS-100 (Biosan, Ceskd republika)

centrifiga MPW 260R (MPW, Polsko)
pH meter Schott (Schott, Nemecko)
UHPLC
- Empower vyhodnocovaci softvér (Waters, USA)
- Acquity UPLC systém (Waters, USA) — cerpadlo, automaticky davkovac, kolénovy
termostat
- chromatografické kolony:
YMC-Triart C18 ExRS (150 x 3,0 mm; 1,9 um) (YMC, Japonsko)
Luna® Omega Polar C18 100 (150 x 2,1 mm; 1,6 um) (Phenomenex, USA)
Kinetex® Polar C18 100 A (150 x 3,0 mm; 2,6 um) (Phenomenex, USA)

Beiné laboratérne sklo a pomocky

4.2 Pouzité chemikalie

- ultradista voda pripravena na Farmaceutickej fakulte v Hradci Kralové pristrojom
Milli-Q Direct Water Purification System (Merck spol. s.r.o., Ceska republika)

- etanol absolutny 299,7 % (VWR International s.r.o., Ceska republika)

- metanol 299,9 % HiPerSolv CHROMANORM®, HPLC — ULTRA LC-MS (Merck KGaA,
Ceska republika)

- kyselina mravdia 299 %, LC-MS (Merck KGaA, Ceska republika)

- kyselina octova 299 % (Penta s.r.o0., Ceska republika)

- acetonitril RS 299,95 % LC/MS (CARLO ERBA Reagents S.A.S.)
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4.3 Standardy
- arbutin 298 % (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
- kyselina chlorogénové 295 % (Sigma-Aldrich, Ceskd republika)
- kyselina neochlorogénova =95 % (PhytoLab, Nemecko)
- kyselina kryptochlorogénova 298 % (PhytolLab, Nemecko)
- kyselina kdvova 297 % (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
- katechin 296 % (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
- epikatechin 290 % (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
- cynarin 298 % (PhytoLab, Nemecko)
- kyselina izochlorogénova A 295 % (PhytoLab, Nemecko)
- rutin hydrat 294 % (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
- hyperozid 298,35 % (MedChemExpress, USA)
- hirsutrin 290,1 % (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
- reynoutrin 297 % (MedChemExpress, USA)
- guaijaverin 299,3 % (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
- kvercetin 295 % (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
- kvercitrin hydrat 297 % (Sigma-Aldrich, Ceska republika)

4.4 Priprava roztokov
Priprava riediaceho roztoku

ZloZenie riediaceho roztoku bolo 60:40 MeOH:H,O (v/v) s pridavkom 0,1% (v/v)
kyseliny mravcej, ktora je potrebna kvoli stabilite fenolickych latok. Tento riediaci roztok bol

pouzity na pripravu a riedenie Standardov a na rekonstiticiu odparenych extraktov.

Priprava zasobnych standardov

Z kazdého Standardu bolo navaziené priblizne 0,25 mg. Navazka bola rozpustend
v prislusnom objeme riediaceho roztoku na koncentraciu 0,25 mg/ml. Kvdli dokonalému
rozpusteniu bola pouZitd trepacka. K rozpusteniu niektorych Standardov (rutin, kvercetin,
hirsutrin a reynoutrin) bolo potrebné pouzit aj ultrazvukovy kupel po dobu 15 minut. Vsetky

Standardy boli uchovavané v tme pri teplote 4 °C.
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Priprava zmesného standardu
Zmesny Standard mal koncentraciu 5 pg/ml. Bol pripraveny tak, Ze z kazdého
zasobného Standardu bolo do vialky napipetované mnozstvo 20 ul a objem bol doplneny na 1

ml riediacim roztokom. Tento Standard bol taktiez uchovavany v tme pri teplote 4 °C.

Priprava $tandardov na kalibraénu zavislost
Zriedenim zasobnych Standardov boli pripravené roztoky s naslednou koncentrdciou:
0,1; 0,5; 1; 2; 5; 10; 15; 20 a 25 pg/ml. Kazda koncentracia bola nastrieknutad trikrat a

z nameranych hodnét bola pre kazdu latku vytvorena kalibracna zavislost.

Priprava mobilnej fazy pre UHPLC

Na UHPLC separdciu bola pouzZitd ako vodna zlozka mobilnej fazy ultracista voda
okyslena kyselinou octovou na pH 2,8. Ako organicka zlozka mobilnej fazy bol pouZity
acetonitril.

V rdmci optimalizacie sa skusala aj vodna zlozka mobilnej fazy, ktora pozostavala

z ultracistej vody s 0,1% pridavkom kyseliny mravce;j.

Priprava extrakénych rozpustadiel

Najprv boli pripravené: etanol, metanol a ultradistd voda s pridavkom 0,1% (v/v)
kyseliny mravéej. Nasledne boli zmieSané v danom pomere etanol, pripadne metanol s vodou,
aby vysledna koncentrécia extrakénych rozpustadiel bola 0, 20, 40, 60, 80 a 100% etanolu,

pripadne metanolu vo vode. Tieto extrakéné roztoky boli uchovavané v tme pri teplote 4 °C.

4.5 Priprava extraktov

Priprava extraktov prebiehala tak, Ze bolo navaziené 0,05 g z rozmixovanych listov
hrusiek a pridanim 2 ml extrakéného rozpustadla. Extrakcia prebiehala v ultrazvukovom kupeli
pocas 30-tich minat. Nasledovala centrifugacia pri 4341 G a4 °C po dobu 10 minut.
Supernatant bol prefiltrovany cez PTFE filter s velkostou porov 0,22 um. Nasledne bol 1 ml
odpareny na rotacnej vakuovej odparke pri teplote 45 °C do sucha a rozpusteny v 1 ml

riediaceho roztoku. Extrakty boli uchovédvané v mraznicke.
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4.6 Podmienky chromatografickej separacie

Chromatograficka separdcia fenolickych latok prebiehala na UPLC systéme Acquity. Pri
vyvoji analytickej metddy bol pouZivany zmesny Standard s koncentraciou latok 5 pg/ml.
Davkovany objem vzorky bol vidy 2 pl. Pocas optimalizacie UHPLC-DAD metddy boli testované
3 druhy kolény: YMC-Triart C18 ExRS (150 x 3,0 mm; 1,9 um), Luna® Omega Polar C18 100 (150
x 2,1 mm; 1,6 um) a Kinetex® Polar C18 100 A (150 x 3,0 mm; 2,6 um).

Kolény YMC-Triart vyuzivaju hybridnu stacionarnu fazu, ktorda je kombinaciou
anorganického silikagelu a organického polyméru. Touto kombindciou sa ziskaju vyhodné
vlastnosti oboch zloZiek: zvysend separacna ucinnost a mechanickd odolnost (silikagel)
a chemicka a termadlna stabilita (organicky polymér). Vyznacuje sa vybornou selektivitou pre
izoméry a Strukturne analdgy. Konkrétne pre nasu zvolenu kolénu je zaistend stabilita v
rozsahu pH 1—-12 a odolava teplote az 90 °C. Koléna Luna® Omega Polar s chemicky viazanymi
alkylovymi retazcami sa sklada z plne poréznych ¢astic. NajrozsirenejSou stacionarnou fazou
je oktadecyl (alkyl C1g) viazany na silikagel (oktadecylsilikagel). Jeho alternativou je Cs (oktyl),
pripadne su vyrabané aj stacionarne fazy s alkylmi Cs alebo Cs s vacSou velkostou porov, ktoré
sa pouZivaju pri analyze biomolekul. VyuZivaju sa na analyzu polarnych aj nepolarnych latok,
takisto aj vysoko polarnych zlucenin. Tato konkrétna koléna ma obmedzenu stabilitu pri pH
1,5 — 8,5 ateplote do 60 °C, ale je zabezpecend 100% vodnd stabilita kvoli patentovanej
technoldgii. Cislo 100 v nazve koldny oznacuje velkost pérov (100 A). Jednotka angstrom (A; 1
A = 0,1 nm) oznaduje priemernt hodnotu velkosti pérov. Cim je mensi priemer koldny, tym sa
dosahuje vacsia citlivost detekcie, piky su uZzsie a spotreba rozpustadiel je nizSia. Koldna
Kinetex® je tvorend neporéznym jadrom a vrstvou porézneho silikagelu, ktora sa oznacuje ako
koldna naplnena povrchovo poréznymi ¢asticami. Vyhodou tohto typu kolény je vyssSia
ucinnost separacie a rychlost analyzy s miernejsim narastom spatného tlaku v systéme, vdaka
¢omu sa mdzu vyuzivat vyssie prietoky mobilnej fazy. PouZiva sa pri analyze malych molekul
(napr. lieciva, farbiva, potravinové aditiva, ...), ale takisto aj pri analyze biopolymérov (napr.
proteiny, peptidy, monoklonalne protilatky) [23, 32 - 35].

Teplota autosampléru bola nastavena na 6 °C a teplota na koléne na 30 °C, v niektorych
pripadoch bola testovana aj teplota koldny s 35 °C. Skisana prietokova rychlost bola 0,3 - 0,6
ml/min v zavislosti od rozmerov koldny a velkosti Castic. Medzi mobilné fazy, ktoré boli
testované patri acetonitril spolu s ultracistou vodou s pridavkom 0,1% kyseliny mravcej,

pripadne s ultradistou vodou okyslenou na pH 2,8 pomocou kyseliny octovej. Namiesto
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acetonitrilu sa v niektorych gradientoch poufzil acetonitril s 10% metanolom. Pocas vyvoja
UHPLC metdédy prebiehala detekcia pomocou DAD detektora pri 280 nm. Rbézne profily
gradientovej ellcie, ktoré boli testované, budu popisané nizSie. Na zaciatku optimalizacie
metddy bol zvoleny linearny gradient, ktory bude taktieZz popisany nizsie. Pri vyvoji metddy sa

vychadzalo z poznatkov, ktoré boli popisané v predchadzajucich experimentoch [36 - 39].

4.7 Validacia chromatografickej metody

Validacia je proces na potvrdenie, Ze analytické zariadenie, metéda alebo systém su
vhodné na zamyslané pouZitie a ziskané vysledky su spolahlivé. Vysledkom uspesného
ukoncenia validacie je metdda, ktori mozno spolahlivo pouzit na charakterizaciu skuto¢nych
vzoriek [40].

Ako test spOsobilosti systému (SST) sa oznacuje postup validacie analytického systému,
ktory kombinuje analyticki metédu a vykonnost pristroja. Jeho cielom je posudit, ci
chromatograf alebo jeho casti funguju tak, ako sa vyZaduje a mdézu generovat vysledky
s prijatelnou presnostou. SST zahfna opakovatelnost retencného casu a ploch pikov,
rozliSenie, faktor symetrie, pikovu kapacitu a retencny faktor [40].

Retencny cas (tr) je doba, ktord uplynie od ndstreku vzorky do dosiahnutia maxima
vrcholu piku. Je kvalitativnou charakteristikou latky, a teda sa pouziva na potvrdenie identity
danej latky [23].

Rozlisenie (Rs) je bezrozmerna veli¢ina, ktora uréuje mieru separacie dvoch susednych
pikov (pik 1 a 2). Rozlisenie by malo nadobudat hodnoty vacsie nez 1,5 a definuje sa pomocou
rovnice [23]:
trz — tr1

wy +w,
2

tr1 a tr2 = retencné Casy latok; w1 a w; = Sirky pikov na Urovni zakladnej linii

R =

Faktor symetrie (As) popisuje tvar chromatografického piku. Idedlna hodnota je rovna
1 anemala by byt vicsia ako 2. Pri hodnote vacésej ako 1 dochadza k chvostovaniu piku
a naopak, hodnoty mensie ako 1 zas oznacuju frontovaniu piku. Jeho vypocet je znazorneny
v rovnici [23]:

Wo,05
2f

Wo,0s = Sirka piku v 5 % jeho vysky; f = vzostupna Cast piku v 5 % vysky piku

A, =
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Pikova kapacita (P¢) je definovana ako pocet pikov, ktoré mozu byt rozliSené v urcitom
Casovom Useku tak, aby vSetky latky boli rozdelené na zakladnu liniu. Vypocita sa pomocou

rovnice [23]:
t
P=1+-"2

tg = dizka gradientu; wg = $irka piku na zakladnej linii
Podla toho, ako velmi su delené latky zachytené na koldne, definuje retencny faktor
(k). Narasta s rastucim retenénym c¢asom a doporucend hodnota je vacSia ako 2. Na jeho

vypocet sa pouZiva rovnica [23]:

tr = retencny cas latky; to = mrtvy retencny cas (retenény cas zlozky, ktora nie je na koléne
zadrziavanad)

Opakovatelnost prebieha vjednom laboratériu s pouZitim jedného zariadenia,
vykonana jednym operdtorom pocas kratkeho ¢asového rozmedzia. Je vyjadrend ako % RSD,
ktora by mala dosahovat hodnoty do 1 % [23, 40].

Linearita je schopnost dosahovat vysledky testov, ktoré si priamoumerné koncentracii
analytov vo vzorkach v rdmci daného rozsahu. Hodnoty determinaénych koeficientov by mali

byt medzi 0,99 a 1,00 [40].

26



5 Vysledky a diskusia

5.1 Vyvoj UHPLC-DAD metody

UHPLC-DAD metdda bola povodne vyvijana pre Sestnast fenolickych latok. Zoznam
tychto latok, ako aj ich poradie pikov, pod ktorymi su oznacené v chromatogramoch, su
uvedené v Tab. 3. Katechin nebol dalej hodnoteny z dévodu, Ze u tejto latky nedochadzalo
k dostato¢nému rozliSeniu (Rs = 1,49). Taktiez bolo experimentalne potvrdené, Ze obsah
katechinu nekomplikuje integrdciu podobnych latok.

Pocas optimalizacie metddy boli pouzité 3 typy koldn a ich konkrétne rozmery su
spomenuté vyssie. Na tychto koldnach bol testovany rozny profil gradientu, zloZzenie mobilnej
fazy, prietokova rychlost a teplota. V tejto Casti su stru¢ne popisané vybrané chromatografické

podmienky, ktoré boli testované.

Tabulka 3: Zoznam fenolickych ldtok s ¢islom pikov

CiSLO PIKU  FENOLICKA LATKA

1 arbutin

2 kyselina neochlorogénova
3 kyselina chlorogénova

4 katechin

5 kyselina kryptochlorogénova
6 kyselina kavova

7 epikatechin

8 cynarin

9 rutin

10 hyperozid

11 hirsutrin

12 reynoutrin

13 guaijaverin

14 kyselina izochlorogénova A
15 kvercitrin

16 kvercetin
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5.1.1 Koléna YMC-Triart C18 ExRS

Ako prva koldna bola pouzitd YMC-Triart C18 ExRS (150 x 3,0 mm; 1,9 um) s hybridnou
staciondrnou fazou. Pri optimalizacii metédy na tejto koléne boli testované rézne profily
gradientov, mobilné fazy (acetonitril v kombindcii s ultradistou vodou s pridavkom 0,1%
kyseliny mravcej a acetonitril s 10% metanolom spolu s ultracistou vodou okyslenou pomocou
kyseliny octovej na pH 2,8), prietokové rychlosti (0,3 — 0,6 ml/min) aj teploty na kolone (30
a35°C).

Gradient 1

Na zaciatku bol zvoleny linedrny gradient (vid' Tab. 4), prietokova rychlost bola
nastavend na 0,3 ml/min a teplota na koléne na 30 °C. Ako mobilna faza bola pouZitd ultradista
voda s pridavkom 0,1% kyseliny mravcej (A) spolocne s acetonitrilom (B). Ako je vidiet na Obr.
3, dochadzalo ku koelucii pikov ¢islo 6, 7 a 8 - kyselina kdvova, epikatechin a cynarin a dalej
pikov Cislo 14 a 15 - kyselina izochlorogénova A a kvercitrin. Tieto latky nie je mozné od seba
rozligit. Dal$imi Upravami gradientu sme sa snaZili oddelit jednotlivé piky, ktoré spolu koeluuju,

a takisto aj skratit celkovy ¢as analyzy.

Tabulka 4: Gradient 1

c¢as (min) MFA (%) MFB (%)

0,0 90 10
20,0 65 35
20,2 90 10
23,0 90 10
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0.0448 A 67.8
0.0384 -
0.0320 -
0.0256 -

14,15

0.0192 -

Odozva detektoru (AU)

0.0128 - 16

3 101
0.0064 - ' s s
0.0000 L

T T
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Retencny ¢as (min)

Obrdzok 3: Chromatogram separdcie fenolickych ldtok pre gradient 1 na koldne YMC-Triart

C18 ExRS (150 x 3,0 mm; 1,9 um), prietokovd rychlost 0,3 ml/min, teplota na koléne 30 °C

Gradient 2

Upravami gradientov nedochddzalo k Uplnej separdcii jednotlivych latok. Ztoho
dovodu bolo vyskisané na tejto koldne zvysenie prietoku z 0,3 na 0,4 ml/min (Obr. 4)
a nasledne aj zvysenie teploty na koléne z 30 na 35 °C (mbZeme vidiet na Obr. 5). Pre obe
separacie bol pouzity gradient, ktory je znazorneny v Tab. 5. Mobilna faza bola rovnaka ako
v Gradiente 1. Vyhodou tohto gradientu je skratenie ¢asu analyzy z 23 na 18 minut. Ako je
popisané nizsie, zvySenie prietoku a teploty neviedlo k lepsej separacii latok.

Ako vidime na Obr. 4, doslo k ¢iastoénému oddeleniu pikov Cislo 6 a 7 - kyselina kavova
a epikatechin a uplnému oddeleniu piku cislo 8 - cynarin. Naopak, zhorsila sa separacia latok
po 12. minate. Doslo ku koellcii hyperozidu a hirsutrinu (piky ¢islo 10 a 11), a takisto sa
pribliZili piky ¢islo 12 a 13 - reynoutrin a guaijaverin. Taktiez nedoslo k zlepSeniu koelucie latok
kyseliny izochlorogénovej A a kvercitrinu (piky ¢islo 14 a 15).

Pri prietokovej rychlosti 0,4 ml/min a teplote na koléne 35 °C (zndzornené na Obr. 5)
doslo k zhor$eniu separacie katechinu a kyseliny kryptochlorogénovej (piky Cislo 4 a 5) a dalej
aj kyseliny kavovej a epikatechinu (piky Cislo 6 a 7). Nedoslo ani k zlepSeniu koelucie kyseliny

izochlorogénovej A a kvercitrinu (piky Cislo 14 a 15) a tieto latky stale eluuju spolocne.
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Tabulka 5: Gradient 2

¢as (min) MFA (%) MFB (%)

0,0 90 10
4,0 85 15
9,0 85 15
15,0 50 50
15,2 90 10
18,0 90 10
0.035 - s
0.030
0.025 - 18
2
£ 0.020 4 s
% 0.015 -
g , 2 10,11
8 0.010 1 8 .
3 7
0.005 - §
0.000 “MM A L/_
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0

Retenény €as (min)
Obrdzok 4: Chromatogram separdcie fenolickych latok pre gradient 2 na koléne YMC-Triart

C18 ExRS (150 x 3,0 mm; 1,9 um), prietokovd rychlost 0,4 ml/min, teplota na koléne 30 °C
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Obrdzok 5: Chromatogram separdcie fenolickych Iatok pre gradient 2 na koldne YMC-Triart

C18 ExRS (150 x 3,0 mm; 1,9 um), prietokovd rychlost 0,4 ml/min, teplota na koléne 35 °C

Gradient 3

V ramci optimalizacie metddy bola na tejto koldne vyskusand aj zmena mobilnej fazy,
ktora pozostdvala z acetonitrilu s 10% metanolom (B) v kombinacii s ultracistou vodou, ktord
bola okyslena kyselinou octovou na pH 2,8 (A). Prietok bol nastaveny na 0,6 ml/min a teplota
na koléne na 30 °C. Profil gradientu je zobrazeny v Tab. 6.

Ako je vidiet na Obr. 6, doslo ku koelucii katechinu a kyseliny kryptochlorogénovej (piky
¢islo 4 ab5), epikatechinu acynarinu (piky &islo 7 a 8), ataktiez guaijaverinu a kyseliny

izochlorogénovej A (piky ¢islo 13 a 14). Celkovy ¢as analyzy sa skratil na 17,5 minut.

Tabulka 6: Gradient 3

¢as (min) MFA (%) MFB (%)

0,0 95 5
8,0 78 22
11,0 78 22
13,7 50 50
13,9 50 50
14,1 95

17,5 95

31



7.8

0.018

0.015 A

0.012 -

13,14

0.009

Odozva detektoru (AU)

0.006 -

0.003 A

0.000 -
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Retencny cas (min)
Obrdzok 6: Chromatogram separdcie fenolickych ldtok pre gradient 3 na koldne YMC-Triart

C18 ExRS (150 x 3,0 mm; 1,9 um), prietokovd rychlost 0,6 ml/min, teplota na koléne 30 °C

5.1.2 Koléna Kinetex® Polar C18

Dal$ou koldnou, ktora bola poutzita, je Kinetex® Polar C18 100 A (150 x 3,0 mm; 2,6 pum)
s povrchovo poréznymi ¢asticami. Na tejto koldne bol nastaveny prietok 0,6 ml/min, ktory sa
pocas optimalizdcie nemenil. Medzi testované parametre patrila teplota na koléne (30 a 35
°C), zlozenie mobilnej fazy (ultracistd voda s pridavkom 0,1% kyseliny mravcej, pripadne
okyslena na pH 2,8 kyselinou octovou spolu s acetonitrilom alebo acetonitrilom s 10%

metanolom) a profily gradientov.

Gradient 4

Ako mobilnd faza bola znova pouzitd ultracista voda s pridavkom 0,1% kyseliny mravcej
(A) v kombinacii s acetonitrilom (B). Gradient, ktory vidime v Tab. 7 s prietokom 0,6 ml/min
a teplotou kolény 30 °C, trval 18 minut. Pri takmer vSetkych latkach je dostato¢nd separacia
jednotlivych latok, ale problémom je nedostatocna separacia pikov Cislo 4 a 5 - katechin a

kyselina kryptochlorogénovd, a takisto aj tvary niektorych pikov nie su symetrické (Obr. 7).
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Tabulka 7: Gradient 4

¢as (min) MFA (%) MFB (%)

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

18,0 97

0.0210 4

0.0175 4

0.0140 4

0.0105 4

0.0070 A

Odozva detektoru (AU)

0.0035 -

0.0000 -+

-0.0035 T T T T T
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0

Retenény cas (min)

Obrazok 7: Chromatogram separdcie fenolickych Idtok pre gradient 4 na koldne Kinetex® Polar

C18 100 A (150 x 3,0 mm; 2,6 um), prietokovd rychlost 0,6 ml/min, teplota na koléne 30 °C

Gradient 5

Doslo kzmene mobilnej fazy, ktoru tvoril acetonitril (B) v kombinacii s ultracistou
vodou, ktora bola okyslena kyselinou octovou na pH 2,8 (A). Prietok bol ponechany na 0,6
ml/min. Teplota kolény bola zmenena z 30 na 35 °C. Profil gradientu sa od Gradientu 4 lisil len
v Casovych posunoch (vid' Tab. 8). Na chromatograme (Obr. 8) je vidiet, Ze dochadza
k zhorSeniu separdcie pikov Cislo 4 — 8: katechin, kyselina kryptochlorogénova, kyselina
kavova, epikatechin a cynarin, a taktiez aj guaijaverinu a kyseliny izochlorogénovej A (piky Cislo

13 a 14).
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Tabulka 8: Gradient 5

¢as (min) MFA (%) MFB (%)

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
18,0 97
0.030 | 5
0.025 1
0,020 -
2
§0.015 1 HE 16
20,010 - 2
_'é 14
° 3
0.005 - 1 “l G101 12 4
L | 15
0000 frtmotr b um W
-0.005 1 T T T T T T T T

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12,0 14.0 16.0 18.0

Retencny cas (min)

Obrdzok 8: Chromatogram separdcie fenolickych Idtok pre gradient 5 na koléne Kinetex® Polar

C18 100 A (150 x 3,0 mm; 2,6 um), prietokovd rychlost 0,6 ml/min, teplota na koléne 35 °C

Gradient 6

Na tejto koldne bola vyskusana aj dalSia mobilna faza. T4 pozostavala z ultraCistej vody
okyslenej kyselinou octovou na pH 2,8 (A) v kombinacii s acetonitrilom s 10% metanolom (B).
Profil gradientovej ellcie je zobrazeny v Tab. 9. Celd analyza trvala 17,5 minut s prietokom 0,6
ml/min a teplotou na koléne 30 °C. Na chromatograme (Obr. 9) je zndzornenad separdécia latok.

MozZeme vidiet, Ze dochadza ku koelucii medzi epikatechinom a cynarinom (piky cislo 7 a 8).
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Tabulka 9: Gradient 6

¢as (min) MFA (%) MFB (%)

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

17,5 97

0.0270 A

0.0225 -

0.0180 - 7,8

0.0135 - 0 4

0.0090 -

Odozva detektoru (AU)

0.0045 -

0.0000 -

-0.0045 T T T T T
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0

Retenény ¢as (min)

Obrdzok 9: Chromatogram separdcie fenolickych Idtok pre gradient 6 na koléne Kinetex® Polar

C18 100 A (150 x 3,0 mm; 2,6 um), prietokovd rychlost 0,6 ml/min, teplota na koléne 30 °C

5.1.3 Koléna Luna® Omega Polar C18

Poslednou skusanou kolénou bola Luna® Omega Polar C18 100 (150 x 2,1 mm; 1,6 um)
s plne poréznymi casticami. V ramci vyvoja metddy boli na tejto kolone testované rozne
mobilné fazy (ultracistd voda s pridavkom 0,1% kyseliny mravcej a ultracista voda okyslena
pomocou kyseliny octovej na pH 2,8 v kombindcii s acetonitrilom, pripadne acetonitrilom
s 10% metanolom), profily gradientov, a takisto aj teplota koldny (30 a 35 °C). Prietokova

rychlost sa na tejto koléne nemenila a zostala nastavena na 0,3 ml/min.
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Gradient 7

Najprv bola pouzitd ako mobilnd faza acetonitril (B) v kombindcii s ultracistou vodou
s pridavkom 0,1% kyseliny mravéej (A) ateplota kolény bola nastavena na 30 °C. Profil
gradientu je zobrazeny v Tab. 10. Celkovy ¢as analyzy trval 23 minut. Z chromatogramu na Obr.
10 vyplyva, Ze nedochadza k Uplnej separacii pikov Cislo 3, 4 a5 - kyselina chlorogénova,
katechin a kyselina kryptochlorogénova, atakisto aj pikov ¢islo 14 a 15 - kyselina

izochlorogénova A a kvercitrin. Dal$imi Gpravami sme sa snaZili okrem iného aj skratit celkovy

Cas analyzy.
Tabulka 10: Gradient 7
¢as (min) MFA (%) MFB (%)
0,0 95 5
4,0 a0 10
12,0 80 20
20,0 50 50
20,2 95
23,0 95
0.0342 -
0.0285 -
E 0.0228 |
g | 34,5 T
2 0.0171 '
E 1
S 0.0114 -
[=]
0.0057 - )
0.0000 —-J—“J J .
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 200 220

Retenény €as (min)
Obrdzok 10: Chromatogram separdcie fenolickych Iatok pre gradient 7 na koléne Luna® Omega

Polar C18 100 (150 x 2,1 mm; 1,6 um), prietokovd rychlost 0,3 ml/min, teplota na koléne 30 °C
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Gradient 8

Nasledne bola zmenena mobilna faza a profil gradientu, ktory sa nam podarilo skratit
na 17,5 minut (vid Tab. 11). Mobilnu fazu tvoril acetonitril s 10% metanolom (B) v kombindcii
s ultracistou vodou, ktora bola okyslena na pH 2,8 pomocou kyseliny octovej (A). Prietokova
rychlost 0,3 ml/min, ako aj teplota kolény 30 °C zostali nezmenené. Z chromatogramu na

Obr. 11 vyplyva, Ze dochadza ku koelucii katechinu a kyseliny kryptochlorogénovej (piky Cislo

42a5).
Tabulka 11: Gradient 8
c¢as (min) MFA (%) MFB (%)
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
17,5 95
0.049 16
0.042 -
0.035 -
é‘ 3.4
S 0.028 -
%
2 0.021 | ‘
§ 14
3 0.014
0.007 -
0.000 - b |

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0

Retencny €as (min)
Obrdzok 11: Chromatogram separdcie fenolickych latok pre gradient 8 na koléne Luna® Omega

Polar C18 100 (150 x 2,1 mm; 1,6 um), prietokovd rychlost 0,3 ml/min, teplota na koléne 30 °C
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Gradient 9

Ako najoptimalnejSie zvolend mobilnd faza bola vybrana ultracistd voda okyslena

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

gradientu. Celkovy cas analyzy trval 17,5 minut, prietokova rychlost bola nastavend na 0,3

ml/min a teplota koldny na 30 °C. Ako je vidiet na Obr. 12, doslo k separacii vsetkych latok

a tvary pikov su optimalne aj z hladiska symetrie.

Tabulka 12: Gradient 9

c¢as (min) MFA (%) MFB (%)

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
0.0469 —
0.0402 - 14
~ 0.0335
=] 6
E4
£ 0.0268 12
£ 8 13
[
¥ 0.0201 : 15
g 10”
£ 0.0134 1 ! 7 g
o] 3
5
0.0067
0.0000 -
0.0 20 40 6.0 8.0 10.0 14.0 16.0

Retenény éas (min)

Obrdzok 12: Chromatogram separdcie fenolickych Iatok pre gradient 9 na koléne Luna® Omega

Polar C18 100 (150 x 2,1 mm; 1,6 um), prietokovd rychlost 0,3 ml/min, teplota na koléne 30 °C
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Dal$imi Gpravami gradientu na vietkych troch pouZitych kolédnach nedoslo k zlep3eniu
separacie, z toho dévodu sa na meranie obsahu fenolickych [atok v extraktoch zvolil gradient

9, ktory prebiehal na koléne Luna® Omega Polar C18 100 (150 x 2,1 mm; 1,6 um).
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5.2 Optimalizované podmienky UHPLC-DAD metody
Chromatograficky systém: UPLC systém Acquity

Koléna: Luna® Omega Polar C18 100 (150 x 2,1 mm; 1,6 um)
Davkovany objem vzorky: 2 ul

Mobilna faza A: ultradistad voda okyslena kyselinou octovou na pH 2,8
Mobilna faza B: acetonitril

Prietok: 0,3 ml/min

Gradientova elucia: vid Tab. 13

Tabulka 13: Gradientovd eltcia optimalizovanej UHPLC-DAD separdcie

c¢as (min) MFA (%) MFB (%)

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 kolény: 30 °C

Teplota autosampléru: 6 °C

Detekcia: Diode Array detektor (DAD, detektor diddového pola)

Detekcia prebiehala na vybranych vinovych dizkach:

254 nm: hirsutrin, hyperozid, guaijaverin, kvercitrin, reynoutrin

280 nm: arbutin, epikatechin

320 nm: kyselina chlorogénovd, kyselina neochlorogénovd, kyselina kryptochlorogénova,
kyselina kavova, cynarin, kyselina izochlorogénova A

365 nm: kvercetin, rutin
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5.3 Vysledky testu vhodnosti chromatografického systému

Medzi parametre, ktoré patria medzi SST, radime opakovatelnost retenéného ¢asu (tg)
a plochy pod pikom, rozliSenie chromatografickych pikov (Rs), faktor symetrie
chromatografickych pikov (As), pikovu kapacitu (Pc) a retencény faktor (k) [40].

V Tab. 14 su uvedené parametre hodnotenia SST pre DAD detekciu pre nase testované
latky. Hodnotilo sa z priemeru zo Siestich nastrekov a koncentrdcia zmesného standardu bola

5 pg/ml. Tieto parametre boli hodnotené pri vinovej dizke 280 nm.

Tabulka 14: Hodnotenie parametrov SST

L retencny L faktor pikova | retencny
testované latky . . rozliSenie . .
¢as (min) symetrie | kapacita faktor
arbutin 1,62 10,8 0,8 191,0 0,3
kyselina neochlorogénova 2,88 22,5 1,1 112,0 1,3
kyselina chlorogénova 4,27 17,5 0,9 118,2 2,5
kyselina kryptochlorogénova 4,59 2,2 1,0 115,5 2,7
kyselina kavova 5,97 13,3 0,9 77,5 3,8
epikatechin 6,59 5,6 0,9 101,1 4,3
cynarin 6,97 3,8 0,9 93,5 4,6
rutin 9,89 37,4 0,9 133,1 7,0
hyperozid 10,17 4,7 0,9 130,6 7,2
hirsutrin 10,32 2,5 0,9 140,5 7,4
reynoutrin 10,74 7,2 0,9 117,8 7,7
guaijaverin 10,92 3,2 1,0 138,0 7,9
kyselina izochlorogénova A 11,09 2,9 1,0 122,7 8,0
kvercitrin 11,29 3,5 0,9 139,9 8,2
kvercetin 12,64 - 1,0 133,9 9,3

Hodnoty faktoru symetrie sa pohybovali v blizkosti hodnoty 1, ¢o znamena takmer
symetricky pik. Liekopisny limit faktoru symetrie nadobuda hodnoty od 0,8 do 1,5. Hodnota
rozlisenia by mala nadobudat hodnoty vyssie nez 1,5 [23, 41]. Vsetky latky uvedené v Tab. 14
spifaju tieto poZadované kritéria. Jediny problém bol s hrani¢nou hodnotou rozlienia
katechinu (1,49). Z toho dévodu bola tato latka vyradena zo separacie, a takisto nebola dalej

hodnotena.
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Opakovatelnost

Opakovatelnost retenénych c¢asov aploch pikov bola hodnotend zo zmesného
Standardu s koncentraciou 5 pg/ml. Tento Standard bol zmerany v Siestich po sebe iducich
nastrekoch. Sledoval sa retenény ¢as a plocha pod pikom, z ktorych sa nasledne vypocital
priemer a relativna smerodajna odchylka pre kazdu testovanu latku. Opakovatelnost bola
hodnotena pri vinovych di?kach optimalnych pre dané latky. Vypoéitané hodnoty pre

jednotlivé latky su uvedené v Tab. 15.

Tabulka 15: Opakovatelnost retencnych casov a pléch pikov

L retencny cas (min) RSD | plocha pod pikom | RSD
testované latky . ) . j

(priemerné hodnoty) | (%) | (priemerné hodnoty) | (%)

arbutin 1,62 0,06 13305 0,94
kyselina neochlorogénova 2,88 0,11 105619 0,13
kyselina chlorogénova 4,27 0,10 111337 0,22
kyselina kryptochlorogénova 4,59 0,09 103005 0,61
kyselina kavova 5,97 0,10 191572 0,47
epikatechin 6,59 0,10 29391 0,94
cynarin 6,97 0,09 122389 0,49
rutin 9,89 0,04 68903 0,29
hyperozid 10,17 0,03 109004 0,37
hirsutrin 10,32 0,03 106062 0,37
reynoutrin 10,74 0,02 95860 0,36
guaijaverin 10,92 0,02 124606 0,67
kyselina izochlorogénova A 11,09 0,02 123351 0,33
kvercitrin 11,29 0,02 124606 0,67
kvercetin 12,64 0,01 143265 0,49

Hodnoty relativnych smerodajnych odchylok retenénych ¢asov a ploch pikov by mali
byt mensie nez 1 % [23]. VSetky latky majd hodnoty RSD retenénych ¢asov aj ploch pikov, ktoré

spifaju tuto podmienku.

5.4 Linearita
Linearita bola hodnotena pomocou kalibraénych standardov, ktorych koncentracia
bola: 0,1; 0,5; 1; 2; 5; 10; 15; 20 a 25 pg/ml. Kazda koncentréacia bola zmerana trikrat a zo

ziskanych hodnét bola pre kazda latku vytvorend kalibraéna zavislost. Linearita bola
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hodnotena pri vinovych dizkach, ktoré st optimalne pre dané latky. Rovnice kalibracnych

priamok a koeficientov determindacie pre kazdu latku su zobrazené v Tab. 16.

Tabulka 16: Rovnice kalibracnych priamok a hodnoty determinacnych koeficientov

testované latky koncentracia (ug/ml) rovnica KP R?
arbutin 0,1-25 y =2195,4x + 1062,7 | 0,9995
kyselina neochlorogénova 0,1-25 y=17270x - 1834,4 0,9999
kyselina chlorogénova 0,1-25 y =17365x - 3327 0,9988
kyselina kryptochlorogénova 0,1-25 y =16267x - 3593,8 0,9995
kyselina kavova 0,1-25 y = 38744x - 7229,2 0,9998
epikatechin 0,1-25 y =6199,8x - 475,94 0,9997
cynarin 0,1-25 y =18331x - 1801,3 0,9998
rutin 0,1-25 y =11665x - 938,38 0,9999
hyperozid 0,1-25 y = 22468x - 1294,8 0,9998
hirsutrin 0,1-25 y = 18559x - 550,64 0,9997
reynoutrin 0,1-25 y =22494x + 570,64 0,9996
guaijaverin 0,1-25 y =20531x - 1322,3 0,9998
kyselina izochlorogénova A 0,1-25 y =25260x - 5872,8 0,9996
kvercitrin 0,1-25 y=23173x-1237,8 0,9997
kvercetin 0,1-25 y =29527x-3307,1 0,9997

Vsetky latky maju hodnotu determinacného koeficientu, ktora je vyhovujuca.

5.5 Stanovenie obsahu fenolickych latok

Optimalizovand UHPLC-DAD metdda bola pouzitd na stanovenie obsahu patndstich
fenolickych latok v extraktoch z listov hrusiek s vyuzitim réznych extrakénych rozpustadiel.
Medzi testované extrakéné rozpustadla sme zaradili etanol a metanol v ultradistej vode
v roznych koncentracidch. K 0,05 g dokladne zhomogenizovanej zmesi listov hrusiek ziskanych
z roznych odrdd bolo pridané extrakéné rozpustadlo s objemom 2 ml. Nasledne prebiehala
extrakcia v ultrazvukovom kupeli pocas 30-tich minuat, centrifugdcia a filtracia supernatantu.
Uplna priprava extraktov je popisana v kapitole 4.5 Priprava extraktov. Detekcia fenolickych
latok prebiehala pomocou DAD detektora na vybranych vinovych dizkach, ktoré sd optimalne
pre dané latky. Jednotlivé fenolické latky boli identifikované na zaklade reten¢ného casu

Standardov tychto latok a obsah bol hodnoteny pomocou plochy pod pikom.
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5.5.1 Vyber extrakéného rozpustadla
Ako skusané extrakéné rozpustadlo bola pouZitd zmes ultracistej vody s 0, 20, 40, 60,
80 a 100% obsahom etanolu, pripadne metanolu. Na zaklade velkosti ploch pikov boli

vypocitané koncentracie jednotlivych fenolickych Iatok v extraktoch.

Etanol

Ako prvé extrakéné rozpustadlo bol pouzity etanol s koncentréaciou 0, 20, 40, 60, 80
a 100% vo vode. Vypocitané koncentracie analyzovanych latok v extraktoch su uvedené v Tab.
17 pre kazdu latku zvlast, aj ako sucet vsetkych latok v danom pomere etanolu s vodou
v miligramoch na gram vzorky. Graf 1 je znazorneny pre lepsiu predstavivost, kde su zobrazené

celkové koncentracie fenolickych latok v danej koncentracii etanolu.

Tabulka 17: Koncentrdcia jednotlivych fenolickych Idtok v mg/g extrahovand extrakénym
rozpustadlom s réznym obsahom etanolu vo vode

obsah fenolickych latok (mg/g)
analyzované latky % EtOH 0 20 40 60 80 100

arbutin 580 13,11 11,85 6,87 8,53 6,13
kyselina neochlorogénova 050 1,16 1,07 0,60 0,68 0,36
kyselina chlorogénova 3,42 8,30 8,15 4,61 5,04 2,15
kyselina kryptochlorogénova 0,21 0,49 0,52 0,30 0,39 0,29
kyselina kavova 0,03 0,06 0,04 0,02 0,03 0,02
epikatechin 0,16 0,42 0,37 0,16 0,25 0,18
cynarin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
rutin 047 1,24 1,12 067 0,70 044
hyperozid 0,24 0,70 064 039 045 0,28
hirsutrin 039 1,112 105 0,63 0,71 0,44
reynoutrin 0,18 052 1054 033 0,31 0,17
guaijaverin 0,18 0,47 042 0,25 0,26 0,19
kyselina izochlorogénova A 0,72 2,74 3,17 190 2,20 1,70
kvercitrin 0,19 o058 0,57 033 0,37 0,24
kvercetin 003 0,04 001 001 0,01 0,01
sucet 12,53 30,95 29,52 17,09 19,92 12,60
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Graf 1: Celkovd koncentrdcia fenolickych Idtok extrahovanych extrakénym rozpustadlom s

réznym obsahom etanolu vo vode

Zvysledkov je zjavné, Ze najvacSie mnoiZstvo latok sa nachadza v extrakénom
rozpustadle s 20% etanolom vo vode s celkovou koncentraciou 30,95 mg/g. Naopak najmene;j
vyextrahovanych latok sme namerali pri 0 a 100% etanole vo vode. Koncentracia fenolickych
l[atok sa pri tychto obsahoch etanolu lisila od maximalneho obsahu fenolickych latok skoro
060 %. Najvacsie zastupenie zfenolickych latok ma arbutin (13,11 mg/g) a kyselina
chlorogénova (8,30 mg/g) taktiez pri 20% etanole vo vode. Kyselina kryptochlorogénova,
reynoutrin a kyselina izochlorogénova A vykazuju najvacsie koncentracie pri 40% etanole vo
vode. Kyselina kavova a kvercetin sa v extraktoch nachddzaju v zanedbatelnom mnoiZstve
a cynarin sa nenachadza vobec.

Pre lepsiu prehladnost bola zhotovena Tab. 18, v ktorej si uvedené fenolické latky,
ktoré su pritomné v naSich vzorkach s ¢islom piku, pod ktorym su uvedené v nasledujucich
chromatogramoch. Takisto je v tejto tabulke uvedena aj vinova dizka, ktora je optimalna pre
konkrétnu latku. Na Obr. 13 je zobrazeny chromatogram separacie fenolickych latok
v extrakénom rozpustadle 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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Tabulka 18: Viybrané fenolické Idtky s &islom pikov a vinovou diZkou, ktord je optimdina pre
konkrétnu ldtku

CiSLO PIKU FENOLICKA LATKA VLNOVA DLZKA (nm)
1 arbutin 280
2 kyselina neochlorogénova 320
3 kyselina chlorogénova 320
5 kyselina kryptochlorogénova 320
7 epikatechin 280
9 rutin 365
10 hyperozid 254
11 hirsutrin 254
12 reynoutrin 254
13 guaijaverin 254
14 kyselina izochlorogénova A 320
15 kvercitrin 254
0.525
0.450 |
_ 0375
2
§ 0.300 -
g 0.225 "
b 0.150 |
0.075
0.000 JJMJ‘"‘“—J
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0

Retenény €as (min)

Obrdzok 13: Chromatogram separdcie fenolickych ldtok v extrakénom rozpustadle s 20%

etanolom vo vode pri 254 nm
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Obrdzok 14: Chromatogram separdcie fenolickych Idtok v extrakénom rozpustadle s 20%

etanolom vo vode pri 280 nm
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Obrazok 15: Chromatogram separdcie fenolickych ldtok v extrakcnom rozpustadle s 20%

etanolom vo vode pri 320 nm
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Obrdzok 16: Chromatogram separdcie fenolickych Idtok v extrak¢nom rozpustadle s 20%

etanolom vo vode pri 365 nm

Metanol

Ako druhé extrakéné rozpustadlo bola testovana zmes: 0, 20, 40, 60, 80 a 100%
metanolu vo vode. Vysledky koncentracii fenolickych latok, ako aj ich sucet pre dany pomer
metanolu s vodou su zhrnuté v Tab. 19 a uvedené v miligramoch na gram vzorky. Z vysledkov
bol vytvoreny Graf 2, v ktorom je prezentovany celkovy obsah fenolickych latok v zavislosti od

koncentracie metanolu vo vode.
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Tabulka 19: Koncentrdcia jednotlivych fenolickych ldatok v mg/g extrahovand extrakénym

rozpustadlom s réznym obsahom metanolu vo vode

obsah fenolickych latok (mg/g)

analyzované latky % MeOH 0 20 40 60 80 100
arbutin 4,12 11,82 9,96 10,77 8,89 10,33
kyselina neochlorogénova 039 1,31 1,127 1,21 095 0,86
kyselina chlorogénova 2,18 7,15 6,44 7,04 5,21 4,54
kyselina kryptochlorogénova 0,18 0,54 054 059 0,53 0,60
kyselina kavova 0,02 0,06 0,04 0,05 0,04 0,04
epikatechin 0,11 051 0,54 053 049 0,56
cynarin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
rutin 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
hirsutrin 0,31 1,11 1,10 1,32 1,01 1,08
reynoutrin 0,15 053 o063 063 042 0,42
guaijaverin 0,15 0,551 1047 0,552 0,37 0,40
kyselina izochlorogénova A 0,48 1,61 2,32 2,80 2,23 2,40
kvercitrin 0,14 0,557 054 0,66 0,54 0,58
kvercetin 001 002 001 o001 001 0,01
sucet 8,82 27,81 25,77 28,37 22,34 23,63
30,00 27,81 28,37
25,77
25,00 2234 23,63

>
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Graf 2: Celkovad koncentrdcia fenolickych ldtok extrahovanych extrakénym rozpustadlom s

réznym obsahom metanolu vo vode
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Na zadklade vysledkov merania moZno konstatovat, Ze celkovy obsah aj vacSina
fenolickych latok sa nachadza pri extrakcii 60% metanolu vo vode. Celkovd koncentracia
fenolickych latok pri tejto koncentracii metanolu je 28,37 mg/g, ¢o predstavuje 91,67 %
z obsahu fenolickych I[atok extrahovanych pri 20% etanole vo vode. Najmensi obsah latok sa
vyextrahoval v Cistej vode bez pouzZitia metanolu. Arbutin (11,82 mg/g), kyselina chlorogénova
(7,15 mg/g) akyselina neochlorogénova vykazuju najvacsi obsah pri koncentracii 20%
metanolu vo vode. Z Tab. 19 tiez vyplyva, Ze pri pouziti 100% metanolu ndjdeme najvacsi
podiel kyseliny kryptochlorogénovej a epikatechinu. Takisto ako pri pouziti etanolu sa v
extraktoch kyselina kavova a kvercetin nachddzaju v zanedbatelnom mnoiZstve a cynarin nie
je vo vzorkach detegovany.

Obr. 17 zobrazuje chromatogram separdcie fenolickych latok v extrakénom
rozpustadle s koncentraciou 60% metanolu vo vode pri 254 nm, Obr. 18 pri 280 nm, Obr. 19

pri 320 nm a Obr. 20 pri 365 nm.
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Obrazok 17: Chromatogram separdcie fenolickych ldtok v extrak¢nom rozpustadle so 60%

metanolom vo vode pri 254 nm
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Obrdzok 18: Chromatogram separdcie fenolickych Idtok v extrakénom rozpustadle so 60%

metanolom vo vode pri 280 nm
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Obrazok 19: Chromatogram separdcie fenolickych ldtok v extrakénom rozpustadle so 60%

metanolom vo vode pri 320 nm
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Obrdzok 20: Chromatogram separdcie fenolickych Idtok v extrakénom rozpustadle so 60%

metanolom vo vode pri 365 nm

Hlavnym parametrom na vyber extrakéného rozpustadla pre dalSie testovanie bola
vytaznost extrakcie vybranych latok. Zasadny bol takisto aj nizsi obsah organickej fazy a vyssia

bezpecnost pre Zivotné prostredie.

5.5.2 Vplyv dizky extrakcie na vytainost

Na zaklade predchadzajucich vysledkov bol pouzity 20% etanol vo vode ako extrakéné
rozpustadlo. Jednotlivé extrakty boli extrahované 5, 10, 15, 30, 45 a 60 minut v ultrazvuku.
Ziskané vysledky obsahu jednotlivych fenolickych latok, ako aj ich sucet su uvedené v Tab. 20
a uvedené v miligramoch na gram vzorky. Nasledne je celkova koncentracia Iatok v zavislosti

od ¢asu vynesena do grafu (Graf 3).
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Tabulka 20: Koncentrdcie jednotlivych fenolickych Idtok v mg/g v réznych ¢asoch extrakcie

obsah fenolickych latok (mg/g)

analyzované latky ¢as (min) 5 10 15 30 45 60
arbutin 4,39 6,15 10,61 12,72 8,94 7,93
kyselina neochlorogénova 0,46 0,60 1,02 1,28 0,88 0,78
kyselina chlorogénova 360 467 803 949 681 6,09
kyselina kryptochlorogénova 0,17 0,23 0,39 0,48 0,34 0,30
kyselina kavova 0,01 0,01 0,02 0,02 0,01 0,01
epikatechin 0,13 0,16 0,30 0,37 0,22 0,21
cynarin 0,00 000 0,00 0,00 0,00 0,00
rutin 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
hirsutrin 0,38 0,48 0,85 1,07 0,73 0,65
reynoutrin 0,22 029 052 064 044 0,39
guaijaverin 0,18 0,23 0,41 0,50 0,33 0,29
kyselina izochlorogénova A 0,99 1,31 2,31 2,89 2,04 1,84
kvercitrin 0,07 009 0,18 0,22 0,15 0,13
kvercetin 0,00 001 o001 001 o001 0,01
sucet 11,31 15,17 26,28 31,70 22,28 19,89
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30,00 26,28
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Graf 3: Zavislost celkovej koncentrdcie fenolickych Idtok na ¢ase
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ZTab. 20 a Grafu 3 vyplyva, Ze najvacSia koncentrdcia latok bola ziskand po 30
minutach extrakcie. Postupne od 5 do 30 minut koncentracia fenolickych [atok stupala s ¢asom
extrakcie. Ultrazvuk zlepSil uvolfiovanie fenolickych latok z extrakéného materidlu
a zvysovanie ich koncentracie v rozpustadle. Po 30 minutach zacala koncentracia latok klesat,
¢o mohlo byt spésobené ich rozkladom, pripadne spatnym vychytavanim na matricu vzorky
[42].

Na Obr. 21 je zndzorneny chromatogram separdcie extraktu po 30 minutach extrakcie

pri 254 nm, na Obr. 22 pri 280 nm, na Obr. 23 pri 320 nm a na Obr. 24 pri 365 nm.
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Obrdzok 21: Chromatogram separdcie extraktu po 30 minutach extrakcie pri 254 nm
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Obrdzok 22: Chromatogram separdcie extraktu po 30 minutach extrakcie pri 280 nm
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Obrdzok 23: Chromatogram separdcie extraktu po 30 minutach extrakcie pri 320 nm
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Obrdzok 24: Chromatogram separdcie extraktu po 30 minutach extrakcie pri 365 nm
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6 Zaver

Tato diplomova praca sa zaoberala vyvojom UHPLC-DAD metddy pre vybrané fenolické
l[atky. Testovanim réznych chromatografickych kolén, mobilnych faz, profilov gradientovej
ellucie, prietokovych rychlosti aj teplét na koléne boli vybrané optimdlne separaéné
podmienky.

Stanovenie obsahu tychto latok v extraktoch prebiehal na koléne Luna® Omega Polar
C18 100 (150 x 2,1 mm; 1,6 um) s prietokom 0,3 ml/min a teplotou na koléne 30 °C. Ako
mobilna faza bola pouzitd zmes acetonitrilu v kombinacii s ultracistou vodou, ktora bola
okyslend kyselinou octovou na pH 2,8. Detekcia prebiehala pomocou DAD detektora na
vybranych vinovych dizkach (254, 280, 320 a 365 nm), ktoré st optimalne pre dané latky.

Bol vykonany test vhodnosti chromatografického systému (rozliSenie, faktor symetrie,
pikova kapacita a retencny faktor), opakovatelnost retenénych ¢asov aj pléch pikov a linearita
analyzovanych latok. Vietky hodnoty testovanych latok spiiiali pozadované kritéria.

Takisto prebehla aj optimalizacia extrakéného rozpustadla a ¢as potrebny na extrakciu
vybranych fenolickych latok v listoch hrusky. Ako najvhodnejsie extrakéné rozpustadlo bol

zvoleny 20% etanol v ultracistej vode a ¢as extrakcie 30 min.
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