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ABSTRAKT
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Nazov dizertacnej prace: Hodnotenie obsahu fenolickych latok v rastlinnom materiali

O vyskum prirodnych [atok sa vidy zaujimala pocetnd vedecka komunita. Hlavnymi dovodmi je
obrovska rozmanitost samotnych latok a taktiez ich vyznamny vplyv na zdravie ¢loveka. Vyvoj novych
analytickych a extrakénych metdd vratane modernych postupov Upravy vzorky umoziuje ziskavanie
podrobnejsich poznatkov o struktire ale aj biologickych vlastnostiach rastlinnych latok. Délezitu
skupinu tvoria prdve latky s antioxidacnymi ucinkami do ktorej radime aj fenolické latky, ktoré su

vyznamnou zlozkou fudskej potravy.

Predkladana dizertacna prdaca sa venuje problematike stanovenia vybranych skupin prirodnych
latok z hladiska Specifickych narokov na chromatografickl separaciu, volbu detekénej techniky
vzhladom na selektivitu acitlivost stanovenia, a taktiez namoznost aplikicie modernych

a zelenych/ekologickych extrakénych pristupov.

Prva Cast predkladanej prace sa venuje problematike stanovenia vybranych rastlinnych latok.
Za tymto Ucelom sa porovnavali vysledky ziskané meranim sady jabl¢nych odrod pomocou detektoru
diddového pola adetektoru nabitého aerosdlu. Oba detektory umoZnovali charakterizovanie
sledovanych latok vo vzorkach po kvantitativnej stranke. Avsak, vysledky porovnania poukazali na
vyznamné rozdiely v citlivosti a taktieZ selektivite detekcii, kedy komplexnost matrice vyznamnym
spbsobom zvysovala naroky na ucinnost separacie. Ako doplnkova detekénd technika bola v tomto
pripade zvolena coulometricka detekcia, ktord umoznila interpretdciu kvality vzoriek z funkéného

hladiska a to na zaklade nie len obsahu ale aj aktivity antioxidacnych latok.

DalSia ¢ast prace sa venovala vyvoju separacnej metddy pre stanovenie $trukttrne podobnych
stéviovych glykozidov s pouzitim detektoru nabitého aerosélu, ktory umoznil citliva kvantifikaciu slabo
UV absorbujucich analytov. Za tymto ucelom bolo testovanych niekolko stacionarnych faz na baze plne
poréznych a povrchovo poréznych Castic, pripadne castic s modifikaciou pre separdciu polarnych latok.
Nakolko su stéviové glykozidy z fyzikdlne-chemického hladiska malé a velmi polarne molekuly, okrem
separacie vreverznom modde bol testovany aj mdd hydrofilnej interakénej chromatografie.

Optimalizovand metdda bola validovana pre dva typy matric — rastlinny extrakt a komercné sladidla.



Validovand metéda bola vyuzitd na overenie kvality komeréne dostupnych stéviovych sladidiel

a kvantifikaciu stéviovych glykozidov priamo v rastlinnom extrakte.

V praci sa diskutuje aj moznost pouzitia modernej a ,zelenej“ extrakénej metddy s vyuzitim
oxidu uhli¢itého na extrakciu polarnych fenolickych latok. Tato metdda je zaroven porovnavana s ¢asto
vyuZivanou sonikaénou extrakciou. Vyvoj oboch extrakénych metdd prebiehal v niekolkych krokoch a
s vyuzitim dizajnu experimentu pre podrobnu optimalizaciu jednotlivych extrakénych parametrov.
Extrakcia sady vzoriek suenych jablk oboma metédami umoznila ich porovnanie nie len vzhladom na

celkovu vytaznost ale aj ich ekologickost a praktické aspekty ich pouzitia v praxi.

Pre potreby jednoduchej, spolahlivej ale zaroven komplexnej charakteristiky ovocnych vzoriek
bola spracovana certifikovana metodika, ktord komplexnym sp6sobom popisuje problematiku analyzy
rastlinnych vzoriek na priklade stanovenia fenolickych latok v jablénych vzorkach. Praca potvrdila
vyznam pouzitia metdd coulometrickej detekcie a dalSich antioxidacnych testov, ktoré boli vzajomne
komplementarne a poskytuju doleZité udaje o biologickej hodnote vzoriek. PouZitie detektora
diddového pola a detektora nabitého aerosolu bolo diskutované vzhfadom na kvantifikaciu vybranych

analytov. Senzoricka analyza vzoriek bola uskuto¢nena v ramci pomologického hodnotenia.
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Scientific community has always been interested in the research of natural substances. The
main reasons are a huge diversity of substances themselves and their significant impact on human
health. The development of new analytical and extraction methods, including new approaches for
sample preparation, enable obtaining more detailed knowledge about the structure and biological
properties of plant substances. A significant group consists of substances with antioxidant effects, such

as phenolic compounds, which are an important part of human food.

The presented dissertation thesis deals with determination of selected groups of natural
substances from the point of view of specific requirements for chromatographic separation, choice of
detection technique with regard to the selectivity and sensitivity of the determination, as well as the

possibility of applying modern and green extraction approaches.

The first part of the presented work is devoted to the issue of determination of selected plant
substances. For this purpose, the results obtained by measuring a set of apple varieties using a diode
array detector and a charged aerosol detector were compared. Both detectors enabled quantitative
characterization of the monitored substances in the samples. However, comparison of results provided
by both methods confirmed significant differences in the sensitivity and also the selectivity of
detections, due to a complexity of sample matrix that significantly increased requirements for
separation efficiency. A coulometric detection was applied as an additional detection technique which
enabled interpretation of sample quality from a functional point of view, based on the content and

activity of substances with antioxidant properties.

Another part of the work was devoted to a development of a separation method for
determination of structurally similar stevia glycosides using a charged aerosol detector, which enabled
sensitive quantification of weakly UV absorbing analytes. For this purpose, several stationary phases
based on fully porous and superficially porous particles, or particles with modification for a separation
of polar substances were tested. Since stevia glycosides are small and very polar molecules from a

physico-chemical point of view, a separation using hydrophilic interaction chromatography mode was



tested in addition to a reversed phase mode. The optimized method was validated for two types of
matrices — plant extract and commercial sweeteners. The validated method was used to verify the
quality of commercially available stevia sweeteners and to quantify stevia glycosides directly in the

plant extract.

The thesis also discusses the possibility of using a modern and green extraction method
applying carbon dioxide for extraction of polar phenolic compounds. This method is also compared
with the often-applied sonication extraction. The development of both extraction methods was done
in several steps also using design of the experiment for detailed optimization of individual extraction
parameters. The extraction of a set of dried apple samples by both methods allowed their comparison

not only with regard to the overall yield, but also method greenness and practical aspects.

For the needs of a simple, reliable and at the same time complex characteristic of fruit samples,
a certified methodology was developed. The methodology describes in a comprehensive way subject
of plant analyses on the example of determining phenolic substances in apple samples. The work
confirmed importance of applying coulometric detection method and other antioxidant tests, which
were mutually complementary and provided important data on the biological value of the samples.
The use of diode array detector and a charged aerosol detector was discussed with respect to the
quantification of selected analytes. The sensory analysis of the samples was carried out as a part of

pomological evaluation.
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ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

APCI chemicka ionizacia za atmosférického tlaku

API ionizacia za atmosférického tlaku

APPI fotoionizacia za atmosférického tlaku

BEH hybridna stacionarna faza s etylénovymi mostikmi
CAD detektor nabitého aerosélu

CD coulometricky detektor

Cc18 oktadecylsilikagél (typ modifikacie stacionarnej fazy)
CO; oxid uhlicity

DAD detektor diddového pola

DoE dizajn experimentu

ECD elektrochemicka detekcia

EMA Eurdpska liekova agentura (European Medicines Agency)
ESI ionizacia elektrosprejom

F5 pentafluorofenylova modifikacia stacionarnej fazy
FLD fluorescencény detektor

FPP plne porézne Castice

GXL kvapalina obohatena plynom (gas expanded liquid)
GXLE extrakcia kvapalinou obohatenou plynom

HILIC hydrofilnd interakénd chromatografia

HPLC vysokoucinnd kvapalinova chromatografia

IP inflexny bod

ISS isosteviol

LC kvapalinova chromatografia

LLE extrakcia z kvapaliny do kvapaliny



LOD limit detekcie

LOQ limit kvantifikacie

MAE mikrovinnd extrakcia

MF mobilna faza

MIP molekularne vtlaéené polyméry

MS hmotnostny spektrometer

ms" tandemovy hmotnostny spektrometer
PHWE extrakcia horicou vodou za zvySeného tlaku
PLE extrakcia rozpustadlom za zvy$eného tlaku
Q jednoduchy kvadrupdlovy analyzator

QqQ trojity kvadrupdlovy analyzator

RebA rebaudiozid A

RebB rebaudiozid B

RebC rebaudiozid C

RebD rebaudiozid D

RP reverzné fazy (reverzny mod)

SB steviolbiozid

SCF superkriticka tekutina

SF stacionarna faza

SFE superkriticka fluidnd extrakcia

SG stéviové glykozidy

SPE extrakcia na tuhu fazu

SPP povrchovo porézne Castice

TEAC stanovenie antioxidacnej kapacity s vyuzitim Standardu Troloxu (Trolox equivalent

antioxidant capacity assay)



TOF

UAE

UHPLC

uv

UV-Vis

analyzator doby letu

extrakcia sonikaciou (ultrasound assisted extraction)
ultra-vysokoucinna kvapalinova chromatografia
ultrafialové Ziarenie

ultrafialova aZ viditelna oblast Ziarenia



uvoD

Uspesné hodnotenie fenolickych latok je podmienené vietkymi fazami analytického procesu.
Kazdd zfdz ma svoje nezastupitelné miesto a zaroven predurcuje kvalitu vysledkov ziskanych
v nasledujucich fazach. Zdsadnou charakteristikou hodnotenia fenolickych latok je ich Struktdrna

rozmanitost napriec triedami a zdroven zna¢na podobnost v ramci kazdej triedy.

Prvou z faz je samotna extrakcia analytov, kedy je potrebné zvolit typ extrakénej metddy nie
len na zaklade fyzikalne-chemickej povahy analytov ale taktieZ na zaklade typu matrice. V tomto kroku
zohrava doleZitu ulohu aj samotna preduprava vzorky, ako napriklad drvenie asusenie, ktord
ovplyviiuje mieru pristupnosti extrakéného rozpustadla k matrici s analytmi. Nasleduje $tadium vplyvu
extrakénych parametrov na vytaznost extrakcie a identifikacia tych, ktoré maju zédsadny vplyv na
vytaznost metddy. V sucasnosti sa pri vybere a optimalizacii extrakénej metddy kladie doraz aj na jej
ekologickost v podobe vyuZivania zelenych, netoxickych rozpustadiel a celkove minimalizovania
objemov organickych rozpustadiel. Z dévodu Struktdrnej podobnosti fenolickych latok a tiez
komplexnosti matrice rastlinnych vzoriek je tento krok menej Specificky. Vysledkom je zvacsa extrakcia
Sirokého spektra fenolickych latok vratane zloZiek matrice. Menej Casto je extrakcia dedikovana na

uzsiu skupinu latok.

Z dévodu komplexnosti extraktov su kladené vysoké naroky na separacnd metddu, ktorej
Ulohou je zaistit primeranu separaciu nie len analytov ale aj zloZiek matrice, tak aby nedochadzalo
k ovplyvneniu signdlu ciefovych analytov pocas detekcie. Za tymto Ucelom sa najcastejsie vyuzivaju
separacie vmodde reverznych faz v kombindcii s gradientovou ellciou. Daldie zvy$enie Géinnosti
separdcie umoziuje zapojenie modernych typov UHPLC koldn so Specifickou modifikaciou
stacionarnych faz, dedikovanou pre konkrétne typy analytov. Principy zelenej chémie su reflektované
predovsetkym obmedzenim pouZivania toxickych rozpustadiel a vhodnou optimalizaciou gradientovej

metddy, ¢im sa prispieva k zniZeniu spotreby organickych rozpustadiel.

Separované analyty s nasledne detekované detektorom. Jeho vyber musi zohladrnovat nie len
fyzikalno-chemické vlastnosti analytu ale aj poskytovat potrebni mieru citlivosti a selektivity
stanovenia. Z dovodu pritomnosti chroméforov v struktire fenolickych latok je casté zapojenie
spektrofotometrickych detektorov. Pre analyzy vyZadujlice vysoku citlivost a selektivitu stanovenia,
pripadne identifikaciu a konfirmdciu, sa naopak najcastejSie vyuzivaji hmotnostne spektrometrické
detektory. Pritomnost redukénych skupin fenolickych latok predurcuje ich antioxida¢né vlastnosti
a teda elektroaktivitu molekidl. To umoZiuje zapojenie Specifickych a citlivych elektrochemickych

detektorov, ako napriklad ampér metrickych pripadne coulometrickych.
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1. CIEL PRACE

Tato dizertacnd praca je zamerand na hodnotenie prirodnych latok s dérazom na analyzu
fenolickych latok typickych pre ovocné vzorky. V praci je tato téma podla zamerania rozdelena do troch

celkov — extrakcia (i), separacia (ii) a detekcia (iii).

(i) Vpraci bola skimana vhodnost pouzitia sonikacnej extrakcie a extrakcie kvapalinou
obohatenou plynom (CO,). Pre vyvoj extrakénych metéd bol pouZity dizajn experimentu, ktory umoznil
identifikaciu hlavnych parametrov, ktoré maju zasadny vplyv na vytaznost extrakcii, a ich naslednu
optimalizéciu. Vhodnost metdd bola porovnana na zaklade vytaznosti extrakcie obsahovych latok u
sady susenych jablénych vzoriek. Pomocou volne dostupného softvéru bola porovnana aj ekologickost

metdd na zaklade 12 principov zelenej chémie.

(ii) Praca bola dalej zameranad na vyvoj separacnej metddy pre hodnotenie 6 hlavnych
stéviovych glykozidov v komercénych sladidlach a rastlinnych extraktoch Stevia rebaudiana. V praci su
popisané typické problémy spojené s vyvojom separacnej metddy, ako je Struktirna podobnost
separovanych analytov azaroven ich vysoka polarita. Vyvoj metddy prebiehal v méde HILIC
areverznej chromatografie. Celkovo bolo testovanych 5 chromatografickych kolén z toho 4 v mdéde
RP. Bol testovany vplyv aditiv a zloZenie mobilnej fazy, izokraticky a gradientové separacné mady,
teplota separacie, rychlost prietoku mobilnej fazy, objem nastreku. Optimalizovana metdda bola
validovana na zdklade poziadaviek EMA a vyuZita na kvalitativne hodnotenie komerénych a rastlinnych

vzoriek.

(iii) Vhodnost pouZitia DAD, CAD a CD detekcie na hodnotenie vybranych fenolickych latok
v jablkdch bola preskimana v dalSej préci. Validované metédy s tandemovym zapojenim DAD a CAD
detektorov boli porovnané na zaklade vysledkov validaénych parametrov s dérazom na selektivitu
a citlivost detekénych metdd. Metddy boli pouZité na vyhodnotenie obsahu fenolickych latok sady
vzoriek réznych jablénych odrod. Rozdielnosti ziskanych vysledkov boli interpretované vzhfadom na
odli$nost principov metdd. CD detekcia bola pouzita ako doplnkova detekéna metdda, ktora sledovala
antioxidacné parametre hodnotenych vzoriek. Vysledky ziskané vSetkymi tromi metédami boli
vzdjomne korelované aboli zhrnuté odporucenia pre vyber detekénych metéd pre komplexné

hodnotenie fenolickych latok v jablénych vzorkach.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Metady extrakcie fenolickych latok

Fenolické latky, ktorych bolo doposial popisanych viac ako 8000 druhov, vynikaju svojou
Struktirnou rozmanitostou a radia sa medzi sekundarne metabolity rastlin. Fenolické latky sa mézu
vyskytovat v podobe glykozidov pripadne aglykdénov, mézu byt volné alebo viazané na matricu
rastlinného materidlu, nachadzat sa vo forme monomérov az polymérov. Typicky sa v ich Strukture
nachadza jeden pripadne viac aromatickych kruhov na ktoré su viazané hydroxylové skupiny. Medzi
fenolické latky radime taniny, lignany, stilbeny, flavonoidy a fenolické kyseliny. V najjednoduchsej
podobe sa vyskytuju ako fenolické kyseliny a ich komplexnud formu predstavuju taniny. V fudskej strave

su z pomedzi fenolickych latok najzastupenejsie flavonoidy [1-3] .

Fenolické latky si predmetom mnohych studii a to predovsetkym z dévodu antioxidacnych
vlastnosti a Ulohy v prevencii ochoreni spdsobenych oxidativnym stresom [4]. Ich rozmiestnenie
v rastlinnych organoch je Castokrat nerovnomerné avytainost extrakcie znacne podmieriuje ich
stabilita (oxidacia, termolabilita, enzymatické stiepenie, prchavost). Vyber vhodnej extrakénej metdody
je dolezity pre dosiahnutie potrebnej vytaznosti cielového analytu a jeho volba je do velkej miery
ovplyviiovand fyzikalno-chemickou povahou ciefového analytu pripadne skupiny analytov. Vo
véeobecnosti mdzeme vyuzivané extrakéné metddy rozdelit na konvenéné a nekonvenéné (moderné)
[1-3]. Strukturne rozdielnosti fenolickych latok ovplyviiuju ich polaritu, konjugdciu a mieru interakcie
s matricou vzorky. Vsetky tieto vlastnosti ndsledne podmieriuju ich rozpustnost a extrakéné vlastnosti.
Napriklad, fenolické latky s vysokou molekulovou hmotnostou st v désledku Struktirneho zloZzenia
Casto nerozpustné. V sucasnosti neexistuje jednotna metdda na extrakciu vsetkych fenolickych Iatok,

avsak pri vybere vhodnej metddy je potrebné zvazit nasledovné:

e typvzorky a cielové analyty (celkové fenolické latky/Specificka skupina/Specificka fenolicka
latka),
e metdda kvantifikacie/identifikacie latok,

e dostupnad technickd inStrumentdcia [1].

Vzhladom na komplexnost vzoriek, vyber metddy Upravy vzorky taktiez vyraznym spdsobom
ovplyviiuje vysledok samotnej extrakcie. Medzi najcastejSie pouzivané metddy Upravy vzorky patri
suSenie, homogenizacia, filtracia a mletie. V pripade potreby uvolnenia analytov viazanych na matricu
vzorky sa pouziva hydrolyza. Samotné extrakty sa najCastejSie pripravuji metdédou extrakcie
rozpustadlom, aviak tato extrakcia moze byt podporend aj pdsobenim teploty, sonikdcie, mikrovin,

pripadne zvySeného tlaku rozpustadla. Takéto extrakty obsahuju zvyéajne Siroké spektrum analytov
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a balastnych latok ako su pigmenty, terpény a tuky, ktoré boli pouzitim daného typu rozpustadla
extrahované. Preto Castokrat nasleduje esSte dalsi krok, ktorym dochadza k predisteniu extraktu
aizolacii len vybranej skupiny cielovych analytov. Na takéto Ucely sa pouZiva najcastejSie metdda
extrakcie na tuhl fazu (solid phase extraction, SPE) aj s pouZitim vysoko selektivneho sorbentu
molekuldrne vtlacenych polymérov (molecularly imprinted polymers, MIP), extrakcia z kvapaliny do

kvapaliny (LLE), pripadne preparativna chromatografia [1, 5].

Konvenéné metddy pouzivané na extrakciu vzoriek sa vyznacuju pouzivanim vacsich objemov
extrakénych rozpustadiel a zvySenou mierou manuiélnej prace potrebnej k prevedeniu extrakcie, ¢o
spbsobuje znizenie konzistentnosti vysledkov extrakcie. Konvencné metddy su v laboratériach cenené
predovsetkym pre jednoduchost prevedenia a nizku cenu. Medzi konvenéné metddy vyuZivané na
extrakciu fenolickych latok radime napriklad extrakciu rozpustadlom, Soxhletovu extrakciu, perkolaciu,
dekokciu, extrakciu z kvapaliny do kvapaliny, maceraciu. Prave nevyhody ako chybajica mozZnost
automatizacie, nizSia selektivita, vysoka spotreba rozpustadiel a nizSia Ucinnost extrakcie viedli
k vyvoju novych nekonvencnych metdd. Medzi nekonvencné metddy extrakcie fenolickych latok
moézeme radit napriklad extrakciu kvapalinou za zvy$eného tlaku (PLE), superkritickd fluidnu extrakciu

(SFE), extrakciu pomocou mikrovin (MAE), SPE, extrakciu sonikaciou (UAE) [6].

Dizerta¢na praca sa blizSie zameriava na extrakéné metody, ktoré tematicky koreSponduju so
zameranim prac publikovanych pocas doktorandského studia, a to hodnotenie fenolickych latok
pritomnych v matrici jablk, pripadne sladivych molekul stéviovych glykozidov (SG) v komerénych
sladidlach a rastlinnych extraktoch. Spolo¢nou charakteristikou tychto molekul je ich prevazne polarny
charakter, relativne mald velkost molekdl, znaéna S$truktirna podobnost vramci tried a taktiez
podobny charakter matrice. V samotnych publikacidch sa venujeme extrakcii s vyuzitim sonikacie
a extrakecii s vyuzitim CO,. Avsak, na zaklade reserse, patri medzi ¢asto vyuzivané extrakcie fenolickych
l[atok aj MAE a PLE. Nakolko sa menované metédy radia medzi nekonvenéné extrakéné metddy, pre

lepSie porovnanie je prehlad je doplneny aj o vybrané konvencné metody.
Konvencné metddy

Macerdcia predstavuje jednoduchi metddu kedy sa rozdrvena vzorka namaca pri laboratérnej
teplote vo vhodnom rozpustadle v uzavretom systéme, pricom dochadza k neustalemu alebo len
obcasnému premiesavaniu. Zvycajne nasleduje proces filtracie, kedy sa oddelia pevné Casti vzorky od
maceratu. Napriek jednoduchosti prevedenia je hlavnou nevyhodou dlha doba extrakcie a pouzivanie
velkych objemov rozpustadiel [7, 8]. Dekokcia predstavuje metédu kedy je vzorka na kratky cas
vystavend varu apreto je vhodnd na extrakciu termostabilnych analytov. Perkoldcia je svojim

prevedenim podobna macerdcii, kedy je vzorka spolu s rozpustadlom umiestnend v uzatvorenom
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systéme, ale stym rozdielom, Ze filtrdciu pevnych castic od extraktu zabezpecduje perkolacéné
zariadenie s filtrami. Podobne ako maceracia, aj perkolacia je casovo narocna a so zvySenou spotrebou
rozpustadiel [9, 10]. Pre extrakciu Soxhletovou metddou sa vyuZiva priepustna patrdna, ktord obsahuje
drvent vzorku. Rozpustadlo v destilacnej banke sa neustdle zahrieva, pricom nasledne v chladici
dochadza ku kondenzacii jeho par a kondenzat prekvapkdva cez patrénu so vzorkou kde prebieha
extrakcia. Po dosiahnuti Urovne prepadu dochadza k precerpaniu extraktu do destilacnej banky a cely
proces sa opakuje. Vyhodou je skratenie ¢asu extrakcie, mensie mnozstvo potrebného extrakéného
rozpustadla. Avsak, proces je potrebné udrziavat pod kontrolou aby nedochadzalo nadbytoénym

teplom ku degradacii analytov [7, 8].
Nekonvencné metody

Dlhd doba extrakcie konvenénych metdd, znizend vytaznost, horsia reprodukovatelnost,
azvysend spotreba rozpustadiel viedli kwvyvoju novsich nekonveniénych extrakénych metdd.

Nasledujuce kapitoly preto budu venované sonikacnej extrakcii, MAE, PLE a extrakcidm s vyuZitim CO,.

2.1.1. Extrakcia sonikaciou

Sonikacna metdda bola najcastejSie vyuzivanou extrakénou metddou pri experimentalnych
pracach pocas doktorandského studia. Metéda UAE predstavuje jednoduchu extrakénu techniku, kedy
sa vyuZiva sila ultrazvukovych vin, ktoré vytvaraju v extrakénom roztoku mikrobublinky a tie nasledne
narusuju celistvost povrchu vzorky. To vedie k zvysenému prenikaniu extrakéného rozpustadla do
materialu vzorky, ¢im dochadza k zefektivneniu a urychleniu uvolfiovania analytov z matrice vzorky do
rozpustadla. Uspesnost aplikdcie metédy UAE na extrakciu fenolickych latok zavisi od procesu jej
optimalizacie. Spravnou optimalizaciou metddy sa predchadza plytvaniu materidlu a rozpustadiel,
zvysSuje sa vytaznost extrakcie a zachovavaju sa biologické vlastnosti extraktov. Vytaznost extrakcie
UAE ovplyviuju parametre ako ¢as extrakcie, frekvencia, vykon, teplota, pomer rozpustadla a vzorky
[11]. Aby dochéadzalo k prenikaniu extrakéného rozpustadla cez bunkovd membranu, zvy€ajne sa
pouZivaju frekvencie 20 — 2000 kHz. Avsak, niektoré Studie poukazuju na to, Ze pri pouZiti vyssich
frekvencii nad 20 kHz po dobu viac ako 40 min, dochadza ku spomaleniu diftzie v désledku zvysenia
difiznych vzdialenosti. Takéto podmienky tiez mozu viest k nechcenym zmenam, ako je rozklad menej

stabilnych latok, pripadne k tvorbe volnych radikalov [12].

V zévislosti na ulozeni zdroja ultrazvukovych vin mézeme instrumentaciu rozdelit na priamu
anepriamu. V pripade priameho kontaktu zdroja ultrazvukovych vin (ultrazvukovej sondy)
a extrakéného média hovorime o priamej UAE. V pripade nepriameho kontaktu, ¢o je typické pre

ultrazvukové vane, hovorime o nepriamej UAE. Priami kontakt ultrazvukovych vin a extrakéného
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rozpustadla zvysuje kavitacny efekt a poskytuje vyssi icinok extrakcie. Avsak, nevyhodou priamej UAE
je zvysené riziko kontamindcie extraktu znecistenou prébou, pripadne jej vyssia nachylnost ku korozii.
Pri nepriamej UAE prechdadzaju ultrazvukové viny cez dve média — vodnu kupel a nddobu so vzorkou.
Tym dochadza ku zniZeniu intenzity kavitacie a rychlosti extrakcie. Avsak, na rozdiel od priamej UAE je

tu riziko kontaminacie vylucené [11].

Dal$im parametrom, ktory ovplyviiuje extrakciu je rozsah extrakénej frekvencie, ktory sa
naprie¢ spektrom zariadeni lisi [13]. Na ucely extrakcie sa zvycajne pouZzivaju frekvencie v rozmedzi
20— 100 kHz. Avsak rozmedzie frekvencii zariadeni na ultrazvukovy kupel sa zvycajne nachadza
v rozmedzi 20 — 40 kHz. Pri pouZiti nizkych frekvencii dochadza k formovaniu velkych kavitacnych
bublin, ktoré vedu k vacsej degraddcii (naruseniu) bunkovych membrdn extrahovaného materialu,
teda klepSej penetracii extrakéného rozpustadla do vzorky a rychlejSej extrakcii. V pripade, Ze
zariadenie umoznuje regulaciu frekvencie, je vhodné zahrnut do optimalizacie extrakénej metddy aj
vplyv pouZitej frekvencie pre konkrétne Specifické extrakéné podmienky [14]. ZvySenie Ucinnosti
extrakcie je mozné docielit aj pouzitim kombinacie réznych frekvencii, kedy zmenou frekvencie

dochadza k ovplyvneniu kavitatného efektu [13].

Daldou moZnostou je poufitie vhodnej kombinacie frekvencie avykonu zariadenia.
Diagnostické a vysokofrekvencné ultrazvuky typicky vyuZivaju vysoku frekvenciu a nizky vykon.
V porovnani s vysokofrekvenénymi ultrazvukmi je frekvencia diagnostickych este omnoho vysSia.
Vysokofrekvencény ultrazvuk md sice nizky kavitaény efekt, avSak separacia Castic z biologického
materidlu prebieha efektivnejsie. Tento typ ultrazvuku bol z dévodu vysokej schopnosti extrahovat
latky pouzity napriklad na extrakciu olivového oleja [15]. Nevyhodou jeho poutzitia je, Ze v d6sledku
vysokej frekvencie ultrazvuku dochadzka ku negativhemu ovplyvneniu aj inych extrahovanych latok
s biologickym uc¢inkom, ako su napriklad fenolické latky. To sa prejavuje znizenim ich antioxida¢ného

ucinku v dosledok tvorby volnych radikdlov [16, 17].

Rovnako bolo pozorované ze zvySenie kavitaéného efektu ateda aj vytaznosti extrakcie
nastava aj pri pouziti vysSieho vykonu UAE [18]. Avsak, v pripade vysokého obsahu vodnej zlozky
v extrakénom rozpustadle pri zvySeni vykonu, bol okrem ndarastu vytaznosti pozorovany aj narast
tvorby hydroxidovych radikalov. Tie su zodpovedné za degradacné reakcie fenolickych skupin [19].
Podobny efekt bol pozorovany aj v enologickej Studii, kedy bol pri pouziti ultrazvuku s vysokym
vykonom zaznamenany vyrazny pokles polyfenolov aantokyanov [20]. Teda s pouZitim vysSej
frekvencie dochadza aj k narastu vytaznosti extrakcie. Avsak, pri pouziti vysokej frekvencie ultrazvuku
bola pozorovand tvorba volnych radikalov, ktoré degraduju fenolické latky a sp6sobuju pokles

biologicke] aktivity extraktu. Z tychto dévodov je dblezité zvazit typ a fyzikdlne-chemické vlastnosti
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analytov ktoré su cielom extrakcie, predovsetkym pri pouziti extrakénych rozpustadiel s vysokym

podielom vody [19, 21].

Vdaka jednoduchosti a dostupnosti zariadeni je sonika¢na extrakcia velmi ¢asto vyuZzivana na
extrakciu polarnych analytov. Jej vyvoj je jednoduchy a vytaznost pomerne vysoka [22—24]. Avsak, na
obsah fenolickych Iatok v ziskanom extrakte vyrazne vplyvaju aj faktory mikroprostredia extrakcie ako
zloZenie extrakéného rozpustadla ajeho teplota, pomer vzorky arozpustadla, a ¢as extrakcie. Vo
vSeobecnosti vysledky publikovanych stiadii dokumentuju, Ze so zvysenim extrakcnej teploty dochadza
ku zvySeniu vytaznosti extrakcie. Zvy$enim teploty dochddza ku zvySeniu porozity materidlu, prenosu
hmoty a lepSej solvatécii. Zaroven, zvysenim teploty dochadza ku znizeniu viskozity rozpustadla a tiez
znizeniu povrchového napatia zmesi vzorky arozpustadla. Vdaka tomu dochadza k lepsiemu
prenikaniu rozpustadla do matrice vzorky a zvysSeniu rychlosti extrakcie medzi roztokom a vzorkou [18,
25, 26]. Nevyhodou poufZitia vyssich extrakénych tepl6t je moznost degradacie termolabilnych latok
vplyvom hydrolyzy a oxidacie pri aplikacii vyssich extrakénych teplot a predovsetkym v kombinacii
s dlhymi extrakénymi &asmi. Studie poukazuju na to, 7e celkova vytainost extrakcie klesa uz pri
teplotdch nad 60 °C a pri teplotdch nad 70 °C je proces degraddcie eSte vyraznejsi. Miera degradacie
pri pouZiti vyssich teplot zavisi taktiez od typu fenolickych latok (fyzikdlno-chemické vlastnosti) a tieZ
interakcie medzi vzorkou a rozpustadlom. Preto je vhodnejsie zaradit do vyvoja metddy aj testovanie

vplyvu teploty extrakcie na vytaznost extrakcie analytov [26, 27].

Dal$im déleZitym parametrom pre zvydenie vytaznosti UAE je vhodny vyber extrakéného
rozpustadla. Pri vybere vhodného rozpustadla sa zohladriuje jeho polarita, bod topenia a varu, hustota,
afinita k cielovym analytom, vplyv na Ccistotu a aktivitu ziskaného extraktu [28]. Biochemické
a fyzikdlno-chemické vlastnosti extrakéného rozpustadla sa dolezité, nakolko interaguju
s extrahovanym materialom a cielovymi analytmi a akékolvek zmeny v extrakénom rozpustadle mozu
mat vyznamny vplyv na stabilitu extrahovanych latok a vytaznost extrakcie. Na extrakciu fenolickych
latok sa najéastejsie pouzivaju kombinacie organickych rozpustadiel ako je etanol, metanol, acetén
pripadne isopropanol s vodnou zloZzkou v roznom pomere [29]. Vynimoc¢ne boli na extrakciu pouZité aj
100% organické pripadne vodné extrakéné rozpustadla. Pridavok kyseliny do extrakéného rozpustadla
naviac znizuje degradaciu fenolickych ldtok vplyvom oxidacie. Priddvanim kyseliny do roztoku
extrakéného rozpustadla dochadza k zvySeniu koncentracie H* idnov, ktoré stabilizuji volné radikaly
vznikajuce pocdas UAE [30]. Pomer organického a vodného rozpustadla je voleny na zéklade afinity
cielovych analytov. V pripade polarnych latok bude podiel obsahu vodnej zlozky vacsi, v pripadne

nepolarneho analytu bude postup opacny [11].
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PouZitie spravneho pomeru rozpustadla a vzorky ma nie len ekonomicku relevanciu ale taktiez
ovplyvriuje aj efektivitu extrakcie av pripade niektorych organickych rozpustadiel moze mat aj
ekologicky zmysel. Na sledovanie vplyvu pomeru vzorky a rozpustadla bolo publikovanych niekolko
studii, avsak ich vysledky sa roznili. Napriklad, stidia ktora sledovala pomer rozpustadla a vzorky 2,5:1
a 5:1 na extrakciu fenolickych latok z ryze potvrdila vyssiu vytaznost pri pouZiti pomeru 5:1 (Widiastuti
Setyaningsih, 2019). Stuidia zamerand na extrakciu antokydnov z kvetov, stanovila optimalny pomer
rozpustadla a vzorky 33,3:1 [31]. Vplyv pomeru rozpustadla ku vzorke na vytaznost extrakcie mozno
pripisat zniZeniu hustoty zmesi v dosledku pouZzitia vys$sich pomerov, ¢im sa zvySuje rychlost Sirenia
ultrazvukovych vin, znizuje sa Gtlm vykonu ultrazvuku a zvy$uje sa energia prenosu. Prave efektivny
prenos energie, ako vysledok zniZzenej denzity zmesi sa podiela na zvySeni vytaznosti. Znizena hustota

zmesi zase zvySuje kavitacny efekt UAE [32].

Niektoré Studie sa zaoberali aj porovnanim vplyvu extrakénej metddy na biologické vlastnosti
extrahovanych fenolickych Iatok. Niekolko studii napriklad potvrdzuje vys$Siu antioxidacnu aktivitu
extraktov ziskanych pomocou UAE v porovnani s konvenénymi extrakénymi metédami. Prave tieto
vysledky robia z UAE preferovani metddu extrakcie v porovnani s konvenénymi metédami [33, 34].
Podobné vysledky boli pozorované aj pri sledovani antimikrobidlnej aktivity extraktov ziskanych
z medicindlnych bylin. V porovnani s konvenénymi metddami poskytovali extrakty pripravené
pomocou UAE najlepsi antibakteridlny Gcinok [35]. Dokonca Studia ktora porovnavala antimikrobidlny
ucinok extraktov ziskanych pomocou UAE, maceracie, PLE - extrakcie rozpustadlom za zvyseného tlaku)
a SFE, potvrdila najvyraznejsi antimikrobiadlny Ucinok extraktu pripraveného SFE, nasledoval extrakt

ziskany UAE, macerdciou a PLE [36].

2.1.2. Mikrovinna extrakcia

Pri MAE sa vyuZiva energia mikrovinného Ziarenia na zahriatie zmesi vzorky a extrakéného
rozpustadla. Vzniknuté teplo ulahéuje difaziu rozpustadla do Struktiry vzorky a zlepsuje tak uvolnenie
analytov do rozpustadla [9, 37]. Difuzia rozpustadla cez vzorku narusuje vodikové vizby v Struktdre
vzorky, ¢im umoznuje efektivnejsi prechod analytov do rozpustadla. Medzi hlavné vyhody MAE patri

¢asova Uspora a pouzivanie nizkych objemov rozpustadiel [6, 8].

MAE sa vyuziva predovsetkym na extrakciu fenolickych kyselin a flavonoidov s kratkymi
retazcami. ZloZitejsie Struktury polymérnych fenolickych latok ako st antokyany a taniny sa pomocou
MAE extrahuju len zriedkavo. Tieto Struktury obsahuju mnoZstvo substituentov viazanych pomocou
hydroxylovych skupin, ¢o pri pésobeni tepla zvySuje mozZnost ich poskodenia. Narast teploty pocas

MAE je umerny dobe jej aplikacie a pouZitému vykonu, to vsak neplati vo vztahu ku hmotnosti vzorky
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a tepelnej kapacite rozpustadla. Vseobecne, pouzitim vyssej teploty a mensieho objemu extrakéného

rozpustadla dochddza ku zvySeniu difdzie a zrychleniu extrakénej kinetiky [38].

Pred pouzitim MAE je vhodné zvazit nasledovné: typ materialu, typ a Cistotu rozpustadla, ¢as
a vykon extrakcie, velkost povrchu vzorky a teplotu. Avsak, najkritickejSim bodom je vyber vhodného
rozpustadla, ktoré vyznamne ovplyvriuje mieru rozpustnosti ciefovych analytov. Okrem miery afinity
analytov k rozpustadlu sa taktiez sleduje jeho schopnost absorpcie mikrovinného Ziarenia. Napriklad
pouzitie hexanu a dichldrmetanu nie je mozné nakolko tieto rozpustadld neabsorbuju mikrovinnu
energiu. Naopak, vhodné su rozpustadla ako voda, etanol, metanol, pripadne ich kombinacie. Tieto
rozpustadla disponujd vybornou absorpénou kapacitou a dochadza k ich rychlemu ohrevu, ¢im sa zase
skracuje cas extrakcie. Naviac, samotné nemaju nepriaznivé Ucinky na extrahované termolabilné

analyty [39].

2.1.3. Extrakcia rozpustadlom za zvySeného tlaku

Metdda PLE sa radi medzi zelené extrakéné metddy, pretoze dochadza k redukcii pouzivania
toxickych organickych rozpustadiel. PLE vyuziva pOsobenie vysokého tlaku (3,3 — 20,3 MPa), aby
dochadzalo k udrzaniu rozpustadiel v kvapalnom stave aj pri pouziti extrakénych teplét nad ich bodom
varu (40 — 200 °C). Pri takychto podmienkach sa zvySuje rozpustnost latok a urychluje sa ich prechod
do rozpustadla. ZvySend teplota pozitivne vplyva na vytainost extrakcie znizenim viskozity
a povrchového napitia extrakéného rozpustadla. Vyhodou metddy je dosahovanie vysokej vytaznosti
a pouzivanie malych objemov rozpustadiel v porovnani s konvenénymi metédami [40, 41]. Specifikom
je, Ze PLE podporuje lepsie vyuZitie aj Cistej vody ako extrakéného rozpustadla, tzv. subkritickd
extrakciu vodou vdaka pdésobeniu vysokej teploty a tlaku pocas extrakcie. Tdto metdda je tiez znama
ako PHWE (pressurized hot water extraction). PocCas extrakcie sa pouZiva relativne mierny tlak na
udrZanie vody v kondenzovanej podobe. Pri extrakciach s teplotou 200 °C je to napriklad 15 bar a pri
teplote 300 °C 85 bar. Kriticky bod vody je 374 °C [42]. Pri pouziti teplot okolo 200 °C dochadza ku
zmene dielektrickej konstanty vody, ¢o spOsobuje, Ze voda ma podobné vlastnosti ako organické

rozpustadla a dochadza tak ku zvyseniu jej extrakénej kapacity [43].

Medzi dolezité faktory, ktoré ovplyviiuju vytaznost extrakcie patri typ rozpustadla, teplota, ¢as
extrakcie, obsah vody vo vzorke, velkost castic vzorky, pripadne rychlost prietoku rozpustadla
extrakénou celou. Pri aplikacii zvySeného tlaku sa vSeobecne predpoklada ulahcenie ruptiry matrice
vzorky a nasledné zjednodusené prenikanie rozpustadla do jej Struktur. Avsak, na zaklade vysledkov
publikovanych studii sa zistilo, Ze tlak nie je signifikantny faktor pokial jeho hodnota postacuje na
udrZanie roztoku v kvapalnom stave pocas celej doby extrakcie [1, 44]. Vyber vhodného rozpustadla je

najdélezitejSim bodom optimalizacie PLE, ktory rozhoduje o miere rozpustnosti analytu a jeho
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difuzivite. Pri vybere rozpustadla je taktiez dolezZité zohladnit nie len vlastnosti cielovych analytov ale
aj povahu vzorky. Rychlost extrakcie analytov s nizkou koncentréciou je ovplyvnena najma rychlostou
prenosu hmoty. Teda, pri extrakcii koncentrovanych analytov je objem extrakéného rozpustadla
v extrakéne] cele rychlo nasyteny a na dosiahnutie potrebnej vytaznosti je potrebnych niekolko
extrakénych cyklov. Na predbezny vyber vhodného extrakéného rozpustadla méze poslizit Hansenov
parameter rozpustnosti, ktory popisuje rozpustnost latok v réznych rozpustadlach [44, 45]. Na zéklade
publikovanych studii sa ako najcastejsie extrakéné rozpustadla pre extrakciu fenolickych latok pouZiva
metanol, etanol avoda, pripadne ich kombindacia. Nakolko je Struktidra fenolickych latok velmi
réznoroda, uz malé zmeny v zloZeni rozpustadla budd mat vplyv na mieru extrakcie jednotlivych
analytov. Napriklad Studia ktord sa zaoberala extrakciou fenolickych Iatok z petrzlenu narazila na
problém spojeny s optimalizaciou rozpustadla, kedy nebolo mozné optimalizovat zloZenie rozpustadla

do takej miery, aby dochadzalo ku extrakcii vSetkych fenolickych Iatok [46].

Medzi nevyhody PLE patri nizka selektivita extrakcie a koextrakcia interferujicich latok,
relativne vysoké nariedenie extraktov pri pouZziti viacerych extrakénych cyklov a tiez potreba Specidlnej
instrumentdcie [46]. Taktiez pouZitie vysokych extrakénych teplét moze byt pre urcité skupiny
termolabilnych latok limitujucim faktorom. Nazory na vhodnost pouZitia takto vysokych teplét na
extrakciu aj termolabilnych fenolickych latok sa preto v ramci vedeckej komunity liSia. Napriklad Studia,
ktora sa zameriavala na extrakciu antioxidantov z hroznovych vyliskov sledovala vplyv teploty az do
200 °C a Casu extrakcie az 30 minat na vytaznost extrakcie. Na zéklade vysledkov bolo pozorované, ze
s narastom teploty a stic¢asne doby extrakcie dochadzalo od urcitého bodu nie len k poklesu vytaznosti
metddy ale aj k vzniku neZiadlcej Maillardovej reakcie ajej produktov v podobe melanoidinov.
Optimalna teplota pre extrakciu antokyanov bola priblizne 100 °C a pre taniny 150 °C [47]. Podobne,
nepriaznivy vplyv pouzitia vyssej teploty bol pozorovany aj v Studii zameranej na extrakciu susenych
jablkovych vyliskov, kedy pri teplote nad 150 °C bolo pozorované neZiaduice neenzymatické hnednutie
extraktu, ktoré sprevadzala tvorba hydroxymethylfurfuralu [48]. Naopak ind Studia uvadza Uspesné
pouZitie metdédy PLE na extrakciu antokyanov z ¢iernej mrkvy, kedy uvddza, Ze degradacia antokyanov
je vo velkej miere zavisld od casu extrakcie. Teda, kombindciou sice vysokej extrakénej teploty ale

kratkeho ¢asu extrakcie sa d4 takejto degradacii predchadzat [49].

Na docielenie lepsej izolacie cielovych analytov sa pouZziva PLE v off-line prevedeni, pripadne
in-line zapojeni s SPE filtrom. V pripade on-line prevedenia je potrebné umiestnit SPE filter priamo do
extrakénej cely, kedy je od priameho kontaktu so vzorkou oddeleny pomocou disperzného prostriedku.
Iné typy on-line zapojeni uz vyZzaduju automatizdciu, kedy sa extrakt zo zbernej nadoby automaticky
prevadza do SPE zariadenia [43]. On-line zapojenie PLE s SPE bolo napriklad vyuZité na extrakciu

a frakcionaciu fenolickych latok z jablénych vyliskov. Prave pri on-line zapojeni je potrebné vziat do
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Gvahy mozné ovplyvnenie procesov SPE, kedy so zvySenim teploty méze dojst ku znizeniu Géinnosti

adsorpcie na SPE filtre [50].

2.1.4. Extrakcie s vyuZitim CO,

SFE sa radi medzi moderné azelené extrakéné metddy. Extrakcia prebieha pouZitim
superkritickej tekutiny (SCF), ktora vznika prekrocenim kritického bodu teploty a tlaku. V okamihu
prekrocenia kritickych bodov sa straca fazové rozhranie kvapalina-plyn. Ako rozpuistadlo sa najéastejsSie
pouziva CO, z dovodu lahko dosiahnutelnych kritickych bodov teploty (31,3°C) a tlaku (7,34 MPa)
(Obrazok 1). Vyhodou pouzitia CO; je taktiez jeho netoxickost, nehorlavost, pomerne nizka cena
a dostupnost aj vo vysokej Cistote. V porovnani s kvapalinami ma SCF vys$siu difuzivitu, nizsiu denzitu
a viskozitu, a nizsie povrchové napitie. Naopak, viskozita a stlacitelnost SCF je porovnatelna s plynmi.
Solvatacéna sila SCF moze byt jednoducho upravend uz malymi zmenami v hodnotach pouzitého tlaku
a teploty, kedy dochadza ku zmene denzity. Solvatacnd sila SCF sa tak zvysSuje so zvySenim tlaku
a znizuje so zvySenim teploty. Medzi vyhody SFE patria vyborné transportné vlastnosti SCF vyplyvajuce
z vysokej difuzivity a nizkej viskozity SCF. To umoZiuje pouZivanie kratSich extrakénych ¢asov
a dosahovanie vysokej vytaznosti. Naviac, CO, je pri laboratérnych podmienkach plyn, takie po
skonceni extrakcie a odtlakovani systému dochadza k samovolnému vyprchaniu CO, z extraktu bez
potreby kroku odparovania. Vdaka nizkym kritickym hodnotdm tlaku a teploty je SFE vhodnd aj na
extrakciu termolabilnych latok. Taktiez absencia svetla a kyslika pocas extrakcie minimalizuje riziko

moznych degradacnych reakcii fenolickych latok [51, 52].

Superkriticka
tekutina

Pt s

Kvapalina

Tlak

Pevné

Tc
Teplota

Obrdzok 1: Fazovy diagram. Prevzaté z [51].
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Znacnou limitaciou poutzitia CO; je jeho nepolarny charakter, ¢o znemoziuje jeho pouZitie na
extrakciu polarnejsich latok a to najma z rastlinného materialu. VSeobecne plati, Ze so zvysSujicim sa
poctom polarnych funkénych skupin (hydroxylova, karboxylova, amino, nitro) klesd rozpustnost
analytov v CO,. Moznostou je vsak pridavok polarneho modifikatoru/kosolventu, ktorym dochadza k
zvySeniu polarity SCF. NajcastejSie sa pouZivaju organické modifikatory ako etanol a metanol,
isopropanol, etylacetat, pripadne acetonitril. MoZnostou je taktiez pridavok vody, avsak v désledku

obmedzenej miesatelnosti s CO; sa pridavaju len malé objemy [23, 50, 51].

Dalsou moZnostou je pouzitie CO, vjeho stlaéenej kvapalnej podobe ako pridavok do
organického rozpustadla, kedy dochadza k tvorbe kvapaliny obohatenej plynom (GXL, gas expanded
liquid), ktord predstavuje alternativny typ extrakéného média. ZloZenie GXL mdze byt jednoducho
upravené, pricom vyssi obsah CO, podporuje prenos hmoty pocas extrakcie, naopak vyssi podiel
organického rozpustadla zvysuje rozpustnost extrahovanych latok. Na rozdiel od SFE kde sa pocas
extrakcie aplikuje tlak v stovkach barov, GXLE prebiehaju za aplikacie len desiatok barov ateda

nedochddza uz k dosiahnutiu superkritickych podmienok [53-56].

Rozpustanim CO, v organickom rozpustadle dochadza ku jeho objemovej expanzii za vzniku
GXL. Pri tomto procese dochddza okrem objemovej zmeny aj ku zmene denzity, stlacitelnosti, viskozity,
dielektrickych vlastnosti a schopnosti prenosu hmoty. Avsak, nie vSetky rozpustadld expanduju po
pridani CO, v rovnakej miere. Miera expanzie zavisi od ich schopnosti rozpustat CO,. Prave podla tejto
schopnosti sa rozdeluju kvapaliny do troch skupin. Do prvej skupiny sa radi voda, ktora ma
nedostato¢nu schopnost rozpustat CO, a preto nedochéadza k jej vyznamnej expanzii ale len k zmene
acidity. Avsak, pridavkom acetonitrilu alebo metanolu, ktorych rozpustnost vo vode a CO; je rovnaka,
je mozné vytvarat tercidarne zmesi aj s obsahom vody. Do druhej skupiny rozpustadiel patri vdésina
organickych rozpustadiel ako napriklad metanol ahexan. Tie sa v CO; rozpustaju vo velkych
mnozstvach, dochddza kich vyraznej objemovej expanzii ateda aj kzmenam vo fyzikdlnych
vlastnostiach. Do tretej skupiny patria napriklad iénové kvapaliny, tekuté polyméry a ropa, ktoré

rozpustaju len malé mnozstva CO,, teda aj ich expanzia je len mierna [57-60].

Pri vyvoji SFE pripadne GXLE metdd je dobleZitd optimalizacia hned niekolkych parametrov.
Vzhladom na fyzikalno-chemické vlastnosti cielovych analytov je délezity pomer CO,/kosolvent a tiez
samotné zloZenie kosolventu (typ organického rozpustadla, pridavok vody), v pripade SFE je potrebné
zvazit pouzitie pridavného rozpustadla (make-up solvent), nasleduje optimalizacia tlaku, teploty,
rychlost prietoku rozpustadla cez extrakénu celu, Cas extrakcie, typ extrakcie (statickd, dynamicka),
velkost Castic vzorky a spdsob ich uloZenia v extrakénej cele. Niektoré z menovanych premennych

mozu mat simultdnny ucinok, preto je potrebné identifikovat hlavné faktory ktoré ovplyvriuju
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vytaznost extrakcie. Na tento Ucel sa najCastejSie pouzivaju softvéry dizajnu experimentu, ktoré
umoziuju Stadium vplyvu testovanych faktorov na extrakciu a pomocou relativne malého poctu
experimentov aj optimalizaciu metdd. V porovnani s konvenénymi extrakénymi metédami umozniuje
mnozstvo optimalizovatelnych parametrov velmi citlivé nastavenie SFE a GXLE metdd pre konkrétny

typ analytov [61-63].

Extrakéné metédy SFE a GXLE sa vdaka moznosti jemného nastavenia Sirokého spektra
parametrov soblubou vyuZivaji na extrakciu bioaktivnych latok z rastlinného materidlu. Boli
publikované stludie zamerané aj na extrakciu polarnych fenolickych latok z jablénych vyliskov [63, 64],
su$enych jablk [65] pripadne jablénej $upky [66]. Za tymto Géelom obsahovalo extrakéné rozpustadlo
v roznej miere pridavok etanolu pripadne vody. Naopak, extrakcia oleja zjablcnych jadier sa

uskutocnila pomocou ¢istého CO, za aplikacie vysokého tlaku [67].

Sucastou priloh dizertacnej prace je aj komentar publikacie, ktora sa zaoberala vyvojom a GXLE
ajej naslednym porovnanim so sonikachou metddou. Obe extrakcie boli pouzité na extrakciu

vybranych fenolickych latok zo sugenych jablk.

2.2. Moderné trendy vo vyvoji separacnych metdéd

Vysokoucinnd kvapalinovd chromatografia (HPLC) predstavuje analyticki metddu, ktora sa
pouZiva na separaciu, identifikaciu a kvantifikaciu jednotlivych zloZiek vzorky. Medzi hlavné ¢asti HPLC
systému patri chromatograficka koléna naplnena staciondrnou fazou (SF), ¢erpadlo ktoré umozniuje
pohyb mobilnej fazy (MF) cez koldnu, adetektor, ktory poskytuje kvalitativnu a kvantitativnu
informaciu o separovanych zlozkach. Kvalitativnu informdciu predstavuje retencny ¢as latky, ¢o je doba
od naddvkovania vzorky aZ po jej prechod detektorom. Retencny ¢as latky ovplyviuju jej fyzikalno-
chemické vlastnosti, ktoré aj v zavislosti od zlozenia MF, vplyvaju na afinitu latky k SF. Na zaklade
roznych afinit jednotlivych komponentov vzorky, dochadza ktomu, Ze jednotlivé zlozky so SF
interaguju rozne dlhu dobu a tym dochddza k ich rozdeleniu do zén. Prechod takejto zény cez detektor
poskytuje signdl v tvare chromatografického piku, a jeho plocha predstavuje kvantitativny Gdaj [68],
[69]. Metddy kvapalinovej chromatografie (LC) sa vyuZivaju predovsetkym na farmaceuticka [70],
environmentdlnu, forenznu a klinickd analyzu [71-73], ale aj na analyzu potravin a potravinovych

doplnkov [74-76].

V snahe znizit ¢as analyzy a zachovat, pripadne zvysit Uc¢innost separacie zloZiek komplexnych
vzoriek, vzniklo niekolko riedeni, ktoré tieto ciele napifiaju. Jednym z pristupov bol vyvoj novych typov
monolitickych a casticovych SF [77, 78]. Z Casticovych SF sa jednalo predovsetkym o vyvoj SF

s Casticami mensimi ako 2 um [79], povrchovo poréznych castic (superficiall porous particles, SPP)
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a viacvrstvovych castic [80, 81]. V snahe zvysit odolnost chromatografickych koldon voéi pH a znizeniu
reaktivity volnych silanolovych skupin, ktoré nie si modifikované viazanou funkénou skupinou, sa tieto
reaktivne funkéné skupiny modifikuju trimetylsiloxanom. Tato modifikacia silanolovych skupin sa
nazyva endcapping [82]. DalSie rieenie ako zvysit Gcinnost separacie a zarover skratit dobu analyzy,
je poutitie vyssej separacnej teploty (aZz do 200 °C) [83, 84]. VSetky vys$sSie uvedené stratégie vsak
vyzadovali znacné technologické Upravy a vylepsenia klasickej chromatografickej inStrumentdcie,
predovsetkym jej schopnost odolavat vysokému spatnému tlaku, rychly ohrev MF, miniaturizaciu
inStrumentdcie a s tym spojené znizenie mimokolonovych objemov, a tieZ vyvoj detektorov s malymi

detekénymi celami a schopnostou rychleho zberu dat [85, 86].

Sucastou doktorandského studia bol aj vyvoj separacnych metdd pre stanovenie obsahu
fenolickych latok a SG. Z pohladu separacie fenolickych latok a SG zohraval vyvoj modernych trendov
LC délezitu ulohu. Nakolko sa tieto typy analytov vyznacuju znacnou Struktirnou podobnostou,
dosahovanie potrebného rozliSenia s primeranym separaénym casom je ndrocné. Prave vyvoj
modernych typov SF na baze castic mensich ako 2 um, SPP, viacvrstvovych Castic, pripadne SF so
Specifickou povrchovou modifikdciou napriklad pre separaciu polarnych latok umoznil dosiahnutie
potrebnej separacnej Ucinnosti aj v kombinacii s kratkymi ¢asmi analyz. Separacia fenolickych latok
prebieha najcastejsie s vyuZitim reverznych faz (RP) na baze oktadecylsilikagélu (C18), v pripade SG su
to SF na baze RP pripadne hydrofilnej interakénej chromatografie (HILIC). Pre optimalizaciu separacie
tychto analytov sa najcastejSie pouziva gradientova elucia, ktord umoznuje citlivejSie ovplyviiovanie
interakcie analytov so SF. Daldie zvy$enie nie len Gcinnosti separacie aj citlivosti stanovenia bolo
dosiahnuté zapojenym tychto novych typov SF do UHPLC zariadeni. V rdmci toho boli testované aj nové
typy SF na baze SPP, plne poréznych castic (FPP) a viacvrstvovych Castic. Podrobnejsie informacie

o vyvoji separacnych metdd su uvedené v komentaroch v kapitole 4.

2.2.1. Ultra-vysokoucinna kvapalinova chromatografia UHPLC

Ultra-vysokoucinna kvapalinova chromatografia (UHPLC) predstavuje metddu LC, kedy sa
typicky vyuZivaju kolény s ¢asticami mensimi ako 2 um. Pouzitie SF s mensimi ¢asticami vedie nie len
k zvacSeniu Specifického separaéného povrchu, ale taktiez kskrdteniu difuznych vzdialenosti
v poréznej vrstve SF (rychlejsi prenos hmoty). Vysledkom je skratenie ¢asu analyzy, zvySenie rozliSenia
a citlivosti detekcie. Pri zhotoveni Van Deemterovej krivky je mozné pozorovat, Zze na rozdiel od ¢astic
s vacsim priemerom, nedochddza pri pouziti vyssich linedrnych prietokov k vyraznej strate separacne;j
uéinnosti (Obrazok 2). Celkovo je mozné povedat, Ze pri izokratickej eldcii je velkost ¢astic

nepriamoumernd optimalnej rychlosti prietoku MF. Zaroven plati, ze vysSka teoretického patra je
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nepriamoumerna velkosti ¢astice. Napriklad, zmensenim velkosti ¢astic z5 na 1,7 um, tak dochadza

k trojndsobnému zvySeniu poctu teoretickych pater [87, 88].
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Obrazok 2: Zndzornenie ucinnosti separdcie v zdvislosti na pouZitej velkosti ¢astic. Rozmery kolony 3,1
x 50 mm, MF ACN/voda v pomere 7:3 (v/v), teplota 25°C. Velkost castic 1,7 um (Cervend); 3,5 um
(zelend), 5,0 um (modrd). Prevzaté zo zdroja [89].

Uvedeniu prvého komercne vyrabaného UHPLC pristroja na trh v roku 2004 predchadzalo
mnozstvo technologickych vylepseni, ktoré mali za Ulohu odstranit zna¢né instrumentalne limitacie
HPLC pristrojov. KedZe pri pouZiti tak malych ¢astic dochddza ku generovaniu vysokého spatného tlaku,
az do 130 MPa, bolo potrebné zabezpelit tesnost spojeni arovnako odolnost Ccerpadiel
a chromatografickych kolén. Zmensenim velkosti Castic dochadza k zizZeniu (zaostreniu) elu¢nych zén
apreto je minimalizovanie mimokolonovych objemov zasadnym predpokladom pre udrzanie
separacnej ucinnosti koldny. V pripade UHPLC inStrumentacie su typické mimokoldnové objemy 1 -6
ul, u HPLC 250 — 400 pl. K rozmyvaniu eluénych zén dochadza aj v samotnych detektoroch, preto boli
vyvinuté detekéné cely s minimalnym objemom, kedy je potrebna dizka optického prostredia 10 mm
dosiahnuta viacndasobnym riadenym odrazom. V porovnani s HPLC, kde objem detekénej cely dosahuje
8-15 ul, je objem takto uspbésobenej detekénej cely UHPLC pristroja priblizne len 500 nl. V pripade
fluorescenénych prietokovych ciel vSsak dochddza zmenSenim ich objemu ku zniZeniu signalu
emitovanych foténov, preto je potrebné poufZitie lampy s vysokou excitaénou energiou. Dal3ie zniZenie
disperzie je moiné dosiahnut skratenim kapilar a zmensenim ich priemeru, pripadne pouZitim

nastrekovej smycky s malym objemom [89].

Okrem objemu detekénej cely je pre detektory v UHPLC déleZitd aj rychlost zberu dat. Pre

zabezpecenie spolahlivej schopnosti kvantifikidcie rychlych separacii s Uzkymi pikmi (< 1 s) je
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potrebnych minimalne 20 bodov na Sirku piku. Preto, musi byt minimalna rychlost zberu dat 20
bodov/s. Pri pouziti gradientovych separacii je dolezitym parametrom aj oneskorenie gradientu.
V pripade UHPLC je objem oneskorenia do 109 pl, u HPLC od 50 do 1000 pl [89]. Z d6évodu vysokého
spatného tlaku je kritickym krokom aj samotny nastrek vzorky, pri ktorom nesmie dochadzat k prilisnej
fluktuacii tlaku, ktora by mohla poskodit SF. Nastrekovy systém musi umoznovat rychly nastrek malych

objemov vzorky a s minimalnym prenosom medzi analyzami jednotlivych vzoriek [89, 90].

Vyhody UHPLC Nevyhody UHPLC
e Rychlost separacie e Nizsia zivotnost koldn
e VysSia ucinnost separacie e Vyssie vstupné naklady [90]

e Vyssia citlivost detekcie

e Nizsia spotreba rozpustadiel

e Analyza komplexnych vzoriek (vyssia
pikova kapacita)

e NizSia cena analyzy

Z dévodu vysokého spatného tlaku UHPLC separacii dochadzalo aj ku zvySeniu technologickych
narokov na mechanickd odolnost SF. SF na baze silikagélu disponuji vhodnou mechanickou stabilitou,
avsak nevyhodou je ich uzky rozsah teplotnej stability, pH stability a tendencia k chvostovaniu pikov
bazickych latok. Naopak, koldny na baze polymérov poskytovali stabilitu v Sirokom rozmedzi pH, avsak
typicka je ich nizka Gc¢innostou pre separaciu malych molekul a mensia mechanicka stabilita. Idedlnu
kombindciu mechanickej odolnosti, pH stability a Ucinnosti predstavuju SF na bdze hybridnych
materidlov [91]. Dal$im dodleZitym parametrom je samotnd vyroba a plnenie kolén SF. Aby
nedochadzalo k zniZeniu Ucinnosti separacie, plnenie UHPLC kolon musi byt homogénne a disperzia

velkosti ¢astic minimalna (menej ako 5% RSD) [90].

Prvé komeréne dostupné UHPLC kolony s rozmermi 50/100 mm x 2,1 mm boli plnené plne
poréznymi Casticami na baze hybridnej technoldgie BEH (bridged ethyl hybrid, hybridna stacionarna
faza s etylénovymi mostikmi) s velkostou 1,7 pum a naviazanymi funkénymi skupinami C18 [87].
V sucasnosti sU dostupné SF na bdze silikagélu alebo hybridnych materidlov s réznou selektivitou
povrchovej Upravy a kompatibilitou pre jednotlivé mody kvapalinovej chromatografie — RP, HILIC,

normalne fazy, ibnovo vymennu a vylucovaciu chromatografiu [89].

Dal$im pokrokom vo vyvoji SF pre UHPLC bolo vytvorenie ¢astic s Uplne inou $trukturou, kedy
dochadza ku kombindacii porézneho povrchu s neporéznym jadrom mensim ako 2 um. Tieto Castice su

vo vSeobecnosti zname ako SPP a v kombindacii s kolénami o vnitornom priemere 4,6 mm predstavuju
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vhodnu alternativu rychlej chromatografie a zvySenej Ucéinnosti aj na zariadeniach HPLC, ktoré na

rozdiel od UHPLC neodolavaju tak vysokym spatnym tlakom.

2.2.2. Stacionarne fazy s povrchovo poréznymi casticami

Ako bolo vys$sie naértnuté, dalsim spésobom ako docielit zvySenie Gc¢innosti a rychlosti LC je
pouZitie SPP, tiez znamych aj ako Core-Shell a Fused-Core Castic (v zavislosti od vyrobcu). Kolény s SPP
boli po prvykrat komeréne dostupné v roku 2007 pod firemnym oznacenim Halo® (Advanced Materials
Technology), Ascentis® (Supelco), Kinetex™ (Phenomenex), Poroshell (Agilent), Cortecs® (Waters),
Accucore™ (Thermo Fisher Scientific), Ultracore™ (Advanced Chromatograpy Technologies) [86, 92].
V sucasnosti su komercne dostupné chromatografické kolény so SPP o velkosti 5 um, 2,7 — 2,6 um

al,6-1,7 um [93].

Struktira SPP je tvorena pevnym a neporéznym silikagélovym jadrom a homogénne poréznym
obalom. NajcastejSie sa vyuzivaju Castice s velkostou 2,7 um, ktorych neporézne jadro ma velkost
1,7 um a porézny obal ma hribku 0,5 um. Prave $pecificka Struktura ¢astic ma pri ich vyrobe zasadny
vplyv na Uzku distribuciu velkosti ¢astic. To zarover umoznuje pouzitie frit s vd¢Sou poréznostou, ktoré
st menej nachylné na upchanie. Uzka distriblcia velkosti ¢astic umoZfiuje homogénnejsie plnenie
kolén, kedy medzi Casticami vznikaju len malé medzery. Homogenita plnenia kolény priaznivo
ovplyviiuje ¢len A Van Deemterovej rovnice, virivi difdziu, pretoze dochadza ku zjednoteniu dizky
difuznej cesty castic, ¢im sa minimalizuje rozmyvanie chromatografickych zén a zvysuje citlivost

detekcie (Obrazok 3) [86, 94, 95].

Obrdzok 3: Zndzornenie vplyvu homogenity plnenia chromatografickej kolony na viriva difuziu, ¢len A
Van Deemterovej rovnice. Prevzaté z [96].

Zmensenim hribky poréznej Casti SPP, dochadza ku skrateniu difuznej vrstvy do ktorej analyty
prenikaju (Obrazok 4). Znizuje sa tak odpor voci prenosu hmoty, €o je zaroven ¢len C Van Deemterovej
rovnice, a piky maju ostrejsi tvar. Kedze rychlost prietoku mobilnej fazy nema vplyv na ¢len C Van
Deemterovej rovnice, G¢innost separacie sa neznizuje ani pri vyssich prietokoch MF ¢o umoznuje dalsie
urychlenie analyzy (Obrazok 5). Tato vlastnost je dolezZita predovsetkym pri separacii vacsich molekul,

kedy pri zniZzenej schopnosti prenosu hmoty dochadza ku strate Ucinnosti separacie [86, 94, 95].
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Obrazok 4: Porovnanie vzdialenosti diftznych vrstiev povrchovo poréznej (vlavo) a pine poréznej
Castice (vpravo) a zndzornenie vplyvu na ¢len C Van Deemterovej rovnice. Prevzaté z [96].
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Obrdzok 5: Porovnanie ucinnosti povrchovo poréznych castic s velkostou 2,7 um (zelend) a plne
poréznych Castic s velkostou 3, 5 a 10 um (ZItd). Prevzaté z [96].

V porovnani s FPP casticami mensimi ako 2 um pouzivanymi v UHPLC, 2,7 um SPP (astice
generuju priblizne o polovicu nizsi spatny tlak (Obrazok 6). Z toho dévodu je mozné pri ich zapojeni
pouzivat vyssSie prietokové rychlosti, kedy dochadza k dalsiemu urychleniu analyzy. Nizky spatny tlak,
ktory generuju SPP umoznuje pre dosiahnutie potrebnej u¢innosti separacie aj zapojenie dlhsich koldn,
pripadne umoznuje zapojenie kolén s SPP aj v HPLC, Co prinasa vyznamné zvySenie ucinnosti separacie

bez nutnosti zmeny inStrumentacie [96].
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Obrazok 6: Porovnanie vplyvu rychlosti prietoku mobilnej fazy na generovany spdtny tlak pri pouZiti FPP
s velkostou 1,7 aZ 3 um verzus 2,7 um SPP. Prevzaté z [96].

V porovnani s FPP mo6zu SPP poskytovat az 040 % vyssiu uéinnost separacie [96]. Bola
publikovana studia, zamerand na porovnanie ucinnosti HPLC separacie enantiomérov pomocou koldn
s rovnakymi rozmermi 150 x 4,6 mm a rovnakym typom viazaného chirdineho selektoru. Dve kolény
vyuzivali FPP o velkosti 3 a 5 um, tretia koldna bola plnena SPP s velkostou 2,7 um. Pri pouziti SPP
autori udavaju az 50% skratenie ¢asu analyzy, uzsie a symetrickejSie piky. TaktieZ sa hodnotil vplyv MF
na pocet teoretickych pater. Na rozdiel of FPP, SPP vykazovali SirSie rozmedzie optimalnych
prietokovych rychlosti, s optimom pre FPP 0,5 ml/min a pre SPP 1 ml/min. Omnoho vyssia Uc¢innost
SPP kolény je vyraznejia predovietkym pri pouZiti e$te vy$Sich prietokovych rychlosti. Uginnost
separacie bola porovnana na zaklade vplyvu rychlosti prietoku MF verzus pocet teoretickych pater na
jednotku ¢asu (N/min) (Obrazok 7). Konkrétne pri prietoku 3 ml/min bol pocet teoretickych pater SPP

az sedemkrat vyssi v porovnani s 5 um FPP kolénou [97].
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Obrdzok 7: Zavislost poctu teoretickych pater na ¢asovu jednotku (N/min) na rychlosti prietoku MF.
Rozmery kolén 150 x 4,6 mm, FPP 5 um (koléna 1), FPP 3 um (koldona 2), SPP 2,7 um (koldna 3).
Porovnanie je zobrazené pre chirdinu separdciu amlodipinu. Prevzaté z [97].

V sucasnosti su na trhu k dispozicii aj SPP s ¢asticami mensimi ako 2 um, ktoré sa vyznacuju
lepsou ucinnostou a rychlostou separacie nez FPP s rovnakou velkostou typicky pouZivanymiv UHPLC.
Aby sa dosahovalo potrebnej Ucinnosti, zdsadnou limitaciu bolo vtomto smere optimalizovanie
homogénnosti plnenia koldny tak, aby sa minimalizoval vplyv virivej diftzie (¢len A Van Deemterovej
rovnice). Prave hribka poréznej vrstvy ma zdsadny vplyv na Uéinnost separacie a mieru retencie
analytov. To znamend, Ze Castice stensou poréznou vrstvou poskytuju vyssiu Géinnost separacie
a zaroven nizsiu schopnost retencie [89, 98]. Dostupné su SPP s velkostou 1,3 um, avsak z dévodu
vysokého narastu spatného tlaku st komeréne dostupné iba s koldnami o dizke 50 mm. Castice

s velkostou 1,7 pum st plnené do koldn o dizke do 150 mm [99].

2.2.3. Povrchovo porézne castice s vrstvami

Neustdla potreba zvySenia Ucinnosti separacie, predovsetkym v pripade analyz komplexnych
vzoriek viedla k vyvoju dalSieho typu povrchovo poréznych castic, ktoré okrem neporézneho jadra
obsahuju dve porézne vrstvy (vndtorni avonkajsiu). V zavislosti od vyrobcu sa modZe poréznost
a modifikacia vnatornej a vonkajsej poréznej vrstvy lisit. O tom, ¢i bude Géinnost povrchovo poréznych
Castic s dvomi poréznymi vrstvami vyssia nez je Ucinnost obdobnych ¢astic s jednou poréznou vrstvou,
rozhoduje predovsetkym velkost neporézneho jadra. V pripade, ze je velkost neporézneho jadra pre
danu separaént metddu optimaélna, ucinnost separacie sa pridanim druhej poréznej Casti nezvysi.
V pripade standardnych povrchovo poréznych ¢astic tvori neporézne jadro priblizne 70 % priemeru

Castice a pridanim druhej poréznej vrstvy sa mdze dosiahnut zvySenie Uéinnosti o 15-20 %. Vhodny
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dizajn povrchovo poréznych castic s dvomi vrstvami moze ponuknut vy$Siu separaénud dcéinnost

v pripade, ak je retencia a difuzivita vonkajsej vrstvy vyssia [81].

2.2.4. Viacvrstvové castice

Viacvrstvova technoldgia castic bola vyvinutd za uUcelom zvySenia Ucinnosti separacie
chromatografickych vzoriek, naviac s ohladom na odolnost voci Sirokému rozmedziu pH aj v kombinacii
s pouzitim vysSej teploty separdcie a bez dopadu na zniZenie selektivity separacie. Technoldgia
viacvrstvovych Castic je komeréne dostupnd od spolo¢nosti YMC (Obrazok 8). Viacvrstvové Castice su
produkované pomocou prisne kontrolovanej technoldgie granulacie. Vysledkom je vznik viacvrstvovej
hybridnej (organicko-anorganickej) SF na baze silikagélu a organickej zlozky, ktora je charakteristicka
velmi Uzkou distribuciou nie len velkosti €astic, ale aj velkosti pdrov. SF na baze viacvrstvovych castic
tieZz generuje nizsi spatny tlak a ma zvySenu odolnost voci pretazeniu kolény vzorkou. Naviac, pre
odstranenie neziaducich reakcii analytov s volnymi silanolovymi skupinami sa pouZziva tzv. ,multistage
endcapping”. Na tento ucel sa pouZiva skupina zli¢enim srodznou reaktivitou tak, Ze dochdadza

k maximalnemu pokrytiu reaktivnych silanolovych skupin, ¢o zabranuje chvostovaniu pikov [100].

YMC-Triart hybridna struktdra

anorganicka siloxanova vrstva

organicka siloxanova vrstva

Obrdzok 8: Zndzornenie sStruktury viacvrstvovej Castice. Prevzaté z [100] .

pH stabilita kolén uddvany vyrobcom pre RP médy je 1 — 12 a pre HILIC 2 — 10. V pripade
pouzitia vysokych separacnych teplét az do 70 °C, vSak dochadza k ziZeniu vhodného pH rozmedzia pri

ktorom este nedochddza k poSkodeniu kolény [100].

Vzhladom na vysSie zmienené vyhody pouZitia SF na baze viacvrstvovych Castic, boli tieto typy koldn
pouzité aj na separdcie zloziek komplexnych rastlinnych vzoriek. Napriklad na vyvoj chromatografickej

metddy na separdciu piatich vybranych fenolickych latok v extraktoch z ¢asti jabloni ako su listy, kéra
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a puky. Optimalna separacna ucinnost a tvar pikov boli dosiahnuté pouzitim kolény YMC Triart C18
ExRS svyuzitim technoldgie viacvrstvovych castic [80]. Taktiez v studii zameranej na izolaciu
a separaciu florotaninov z morskej travy bola pouzitd koldéna s technoldgiou viacvrstvovych castic,
ktora bola zapojend v systéme s hmotnostne spektrometrickou detekciou (MS) [101]. Koldéna
s viacvrstvovymi Casticami bola vyuZitd na semipreparativnu chromatografiu pre oddelenie frakcii
fenolickych latok v studii, ktora sa zameriavala na identifikdciu zdraviu prospesnych fenolickych latok
zo sladkého drievka [102]. Podobne, YMC C18 koldna s technoldgiou viacvrstvovych Castic s rozmermi
250 mm x 4 mm a 5 um bola vyuzita v studii zameranej na hodnotenie neuroprotektivnych tGcinkov
fenolickych latok z jedlej huby Inonotus obliquus, kde bol okrem troch vybranych fenolickych latok

separovany aj enantiomericky pdr [103].

2.3. Detekcné techniky pre stanovenie fenolickych latok v rastlinnych
vzorkach

Naroc¢nost kvantitativnej a kvalitativnej charakteristiky extraktov rastlinnych vzoriek vyplyva zo
samotnej komplexnosti rastlinnych matric, ktoré okrem ciefovych analytov ako su napriklad fenolické
latky obsahuju aj dalSie komponenty ako farbiva, polysacharidy, fytosteroly, proteiny, vitaminy a
stopové prvky. Prave tieto zlozky matrice spolu s rozmanitostou fenolickych latok, ich vzajomnou
Struktirnou podobnostou a rozdielmi vich koncentracnom zastUpeni vyznamne zvySuju naroky na
separacnu ucinnost chromatografickej koldny, selektivity a citlivosti detekcie [104]. Za icelom zvysenia
separacnej ucinnosti metddy sa do mobilnej fazy cCastokrat pridavaju modifikdtory, ktoré mozu
ovplyviiovat citlivost detekcie. To mdze byt kritické predovsetkym pri tandemovom zapojeni

niekolkych detektorov, kedy je potrebné zabezpedit kompatibilitu mobilnej fazy pre vsetky z nich [105].

Prave komplexnost vzoriek zvySuje riziko koellcie casti matrice s ciefovymi analytmi, ¢im
dochadza ku interferencii sich signalom pocas detekcie [106]. Matrica vzorky ovplyviiuje signal
analytu, ¢o sa zvyCajne prejavuje na nadhodnocovani pripadne podhodnocovani jeho obsahu,
zhorsenej linearite, opakovatelnosti a presnosti metddy. Problematika matricovych efektov je spajana
predovsetkym s MS detekciou [107, 108], avSsak mnohokrat bola popisana aj v spojenis UV detektorom

pripadne detektorom diddového pola (diode array detector, DAD) [109-111].

Dalsie kapitoly sa podrobnejsie venuji vybranym typom detekcie, a to spektrofotometrickej
a fluorescencnej detekcii (FLD), detekcii na baze aerosdlu, elektrochemickej a MS detekcii. Vsetky
menované detekcie boli po¢as doktorandského studia testované za ucelom stanovenia fenolickych
latok a SG. Vramci Studia sme sa podrobnejsie venovali porovnaniu vhodnosti DAD a detektoru
nabitého aerosoélu (CAD) za ucelom kvantifikacie vybranych fenolickych analytov. Sucasne bola identita

analytov potvrdend pomocou MS detekcie a pre detailnejSiu charakterizaciu vzoriek bola praca

32



doplnend aj o coulometricky detekciu (CD), ktora popisovala antioxidaénu aktivitu vzoriek. Dalej, praca
zameranad na kvantifikaciu SG taktiez vyuzivala CAD detekciu, nakolko tieto typy analytov neobsahuju
dostatocne silné chromoféry v struktire molekdl. Nakolko sa schopnostou fluorescencie vyznacduje len
limitované mnozstvo analytov, ktoré boli predmetom Studie, FLD nie je zahrnuta v Ziadnej
z publikovanych prac. Avsak, pre ucelenie predstavy o moznostiach vyuZitia detekénych systémov, bola

dizertacna prdca doplnena aj o kapitolu popisujucu FLD.

2.3.1. Spektrofotometricka detekcia

Absorpcia svetla v ultrafialovej a viditelnej oblasti Ziarenia (UV-Vis) (180 — 800 nm) je typicka
pre velké mnoistvo molekidl vratane organickych, ktoré vo svojej Struktire obsahuju systém
konjugovanych dvojitych vazieb. Oblast molekuly, ktora je zodpovedna za schopnost absorpcie svetla
sa nazyva chromofér. V pripade transparentnych molekdl bez chromoférov, je moziné podrobit
molekulu derivatizac¢nej reakcii, kedy ziskava schopnost absorpcie Ziarenia. V niektorych pripadoch
sluzia derivatizac¢né reakcie aj na zvySenie citlivosti a selektivity stanovenia. Vacsina fenolickych latok
absorbuje svetlo v rozmedzi vinovych dizok 200 — 550 nm. V pripade analytov absorbujtcich na nizich
vinovych dizkach je ddlezité zvolit spravne zlozenie MF vzhladom na ,cut-off“ hodnotu organickych
rozpustadiel, ktoré absorbuju Ziarenie nizkych vinovych di?ok. V pripade nespravnej volby zloZzenia MF

by v takom pripade dochddzalo ku zvySenie Sumu nulovej linie a strate analytickej informacie [112].

RozliSujeme spektrofotometrické detektory s fixnymi vinovymi dizkami, nastavitelnymi
vinovymi dizkami a DAD detektory. Detektory s fixnou a nastavitelnou vinovou dizkou st v porovnani
s DAD lacnejsie a disponuju vyssou citlivostou, pretoze zaznamendvaju Ziarenia len o $pecifickej vinovej
dizke. Zaroveri, obmedzené moznosti sledovania len niekolkych vybranych vinovych diZok u detektorov
s fixnou pripadne nastavitelnou vinovou dizkou st zna¢ne limitujtce pre stanovenie $irieho spektra

analytov v komplexnych vzorkach [113].

Pouzitie DAD detekcie na stanovenie fenolickych latok je velmi rozsirené, nakolko umoznuje
zaznamenavanie absorpcie Ziarenia celého UV-Vis spektra vredlnom c¢ase abez prerusenia
chromatografickej separacie [114-116]. Ako zdroj Ziarenia vyuziva DAD deutériovi (UV oblast)
a wolfrdmovu (Vis oblast) lampu , ktorych Ziarenie prechadza postupne cez strbinu, SoSovku, clonu a
prietokovu celu detektora, za ktorou sa pomocou holografickej mriezky rozklada na jednotlivé vinové
dizky zoslabené o mieru absorpcie v prietokovej cele. Ka?da diéda diédového pola je spojena
s kondenzatorom nabitym na urcitd hodnotu. Pri dopade Ziarenia na diédu vznika fotoelektricky prud
a dochadza k vybijaniu kondenzatora. Nasledne dochddza ku opatovnému nabitiu kondenzatora,
pricom prud potrebny na jeho nabitie sa meria a informacia sa uklada do pamati riadiacej jednotky

zariadenia. Sekvencie nabijania a vybijania kondenzatora sa rychle opakuju. Pocet didd sa pohybuje
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vrozsahu 512 — 1024, ¢o urcuje spektralne rozliSenie detektora [117, 118]. Schéma UV-Vis a DAD
detektora je znazornend na Obrazku ¢. 9. Pri zd&zname absorpcie Ziarenia v celom UV-Vis spektre
dochéadza ku vzniku 3D zdznamu, pomocou ktorého je mozné vyhodnocovat Cistotu pikov, pripadné
koellcie atiez je mozné vytvarat spektralne kniznice. V pripade vytvarania spektralnych kniznic je
dolezité, aby analyzy prebiehali vidy za rovnakych chromatografickych podmienok, pretoZe zloZenie

MF mozZe ovplyviiovat analyticky signal [119].
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Obrdzok 9: Schéma optického systému UV-Vis detektora (a) a DAD (b). Prevzaté z [118].

Medzi hlavné vyhody DAD patri nedestruktivnost, spolahlivost, jednoducha obsluha, vysoka
presnost stanovenia, Siroky linedrny dynamicky rozsah, moznost identifikacie pikov a vyhodnocovanie
ich Cistoty. ZvySenie selektivity detekcie je dosiahnuté nastavenim vinovej dizky absorpéného maxima
(A max). Medzi nevyhody patri poziadavka na optickl transparentnost MF a premenlivd odozva
detektora v zavislosti od typu analytu a jeho molarneho absorpéného koeficientu. Nevyhodou je tiez
podobnost spektier niektorych pribuznych latok, kedy je spolahlivost funkcie vyhodnotenia Cistoty piku
pripadne identifikacie pomocou spektralnej kniznice omnoho nizsia nez v porovnani s MS. Bez pouZitia

derivatizacie je zdsadnou limitaciou nepritomnost chroméforov v Struktdre molekal [118].
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V spojeni s chromatografickou separdciou sa DAD vyuZiva ako samostatna detekénd metdda,
pripadne v tandemovom zapojeni s detekénou metddou zaloZenou na inom principe. Typické su

kombinacie DAD s elektrochemickymi [75, 120], fluorescenc¢nymi [121], a MS detektormi [122, 123].

2.3.2. Fluorescencna detekcia

FLD je jednou z najcitlivejSich optickych detekénych technik pouZivanych v spojeni
s kvapalinovou chromatografiou. Fluorescencia molekdl méze byt prirodzend alebo moze byt
vysledkom derivatizacnych reakcii, kedy dochddza ku Strukturnej modifikacii cielovych molekaul,
pripadne k pridaniu florescentnej znacky. Z prirodnych latok sa prirodzenou schopnostou
fluorescencie vyznacuje len relativne malé mnoZstvo molekul. Z pomedzi fenolickych latok maju
schopnost fluorescencie napriklad niektoré fenolické kyseliny vratane kyseliny gallovej, taktiez
flavanoly a prokyanidiny (vratane epikatechinu a katechinu), dihydrochalkony, flavonoly a antokyany.
Na rozdiel od spektrofotometrickej detekcie je derivatizacia molekul za uéelom fluorescencie omnoho
beznejsia a podla miesta derivatizacie ju rozdelujeme na pre-kolénovu alebo post-kolénovu. Funkciou
derivatizacie je okrem ziskania molekul so schopnostou fluorescencie aj zvySenie citlivosti a selektivity

stanovenia [124-126].

Pri fluorescencii dochadza ku molekularnej absorpcii fotdnu a naslednej emisii fotonu s nizSou
energiou. Absorpcia fotédnu je sprevadzana excitaciou elektrénov a pri ich naslednom ndavrate na
zakladnu energeticku hladinu dochadza ku emisii Ziarenia s niz$ou energiou a vy$$ou vinovou dizkou.
Selektivita FLD spotiva predovietkym v tom, Ze excitatnd aj emisnd vinova dizka st pre dant molekulu
$pecifické. Prave tato vlastnost umoznuje v niektorych pripadoch detekciu molekuly aj v pritomnosti

interferujucich latok, ¢o by v pripade UV-Vis/DAD nebolo mozné [113, 124].

Ako zdroj primdrneho excitacného Ziarenia v UV-Vis oblasti sa vyuziva xendnova vybojka.
Nasledne sa sekunddrne emisné Ziarenie vznikajlce v cele detektora zachytdva fotonasobi¢om, ktory
je umiestneny kolmo na zdroj excitatného Ziarenia, ¢im sa eliminuje moznost interferencii
z primarneho Ziarenia. Konstrukcia prietokovej cely FLD je v porovnani s UV celou menej robustna
a preto je potrebné dodrziavat tlakové limity stanovené vyrobcom, zvy¢ajne 3 — 35 bar. Vyber
pozadovanej excitatnej aemisnej vinovej di?ky prebieha pomocou dvoch monochromatorov.
Difrakénd mriezka excitaéného monochromatora sa otaca tak, aby Ziarenie pozadovanej vinovej dizky
prechadzalo cez detekénu celu FLD. Podobnym sp6sobom dochadza ku natoceniu difrakénej mriezky
emisného monochromatora, ktory umozriuje smerovanie emisného Ziarenia pozadovanej vinovej dizky
na fotonasobic¢ (Obrazok 10). Oba monochromatory je mozné pouzit aj v reZime skenovania, ¢o sa
vyuZiva predovsetkym pri vyvoji metddy, kedy je potrebné najst maxima excitacnych a emisnych

spektier analytov [124, 125].
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Obrdzok 10: Schéma fluorescencného detektora. Prevzaté z [124].

Fluorescencia analytov mdze byt ovplyvnend molekuldrnou Struktirou analytu a tiez
chromatografickymi  podmienkami. Kzhasaniu fluorescencie dochadza napriklad vplyvom
nedostato¢ne odplynenej MF s vy$sim obsahom kyslika, pri pouZiti vy$sich separacnych teplot a taktiez

v pripade vysSej koncentracie analytu, kedy je rieSenim riedenie vzorky [124].

Pre chromatograficki analyzu fenolickych latok je tandemové zapojenie UV-Vis/DAD a FLD
vyhodné. UV-Vis/DAD sa vyznacuje svojou univerzalnostou a umoziiuje kvantifikaciu a vyhodnotenie
Cistoty pikov. Naviac, selektivny FLD sa vyuzZiva na identifikdciu pikov a kvantifikaciu aj malo
koncentrovanych analytov so schopnostou fluorescencie. Kombinacia spektrofotometrickej a FLD bola

pouZita napriklad na stanovenie fenolickych latok vo vine [121, 127, 128].

2.3.3. Univerzalna detekcia na baze aerosodlu

Univerzalne detektory na bdze aerosélu, medzi ktoré radime CAD, predstavuju alternativu ku
spektrofotometrickym detektorom. UmoZnuju totiz kvantifikaciu analytov bez chromoférov pripadne
slabo absorbujucich analytov a tiez kvantifikaciu analytov, ktorych Standardy nie su dostupné. Medzi
hlavné vyhody CAD patri univerzalnost detekcie neprchavych analytov, nezavislost signalu detekcie od
fyzikalno-chemickych vlastnosti latky, Siroky dynamicky rozsah, citlivost a presnost stanovenia,
a jednoduchost obsluhy. PretoZe je princip CAD zaloZeny na tvorbe aerosélu je jeho hlavnou
nevyhodou vplyv zloZenia MF na signdal detektora. Zaznam signdlu detektora taktieZ neobsahuje Ziadne
spektralne informacie o analytoch a preto nie je mozné vykonavat identifikaciu ani vyhodnocovat

Cistotu pikov, tak ako pri zapojeni DAD a MS [129-131].
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Obrdzok 11: Schéma principu CAD. Prevzaté z [132].

Princip detekcie CAD je znazorneny na Obrdzku 11, kedy dochadza ku nebulizacii eluentu
z kolény pomocou prudu dusika. Vzniknuty aerosél je dalej transportovany cez driftovaciu trubicu, kde
dochdadza k odpareniu prchavej MF a inych prchavych zloZiek eluentu. V dalSom kroku dochadza znova
k privodu dusika, ktorého molekuly su po kontakte s elektrddou kladne nabité (tzv. koronovy vyboj)
a predavaju svoj ndboj molekuldm aerosdlu. Kladne nabité molekuly aerosdlu nasledne prechadzaju
cez negativne nabité elektrické pole do kolektora, kde predavaju svoj ndboj za vzniku pruadu, ktorého
intenzitu meria citlivy elektrometer. Obsluha CAD je jednouchd, z parametrov je mozné optimalizovat

tlak vstupného plynu, teplotu a rozsah vystupného signalu [133, 134].

Odpoved CAD je hmotnostne zavisla, preto je velkost signalu priamo Umerna mnoZzstvu analytu
a nie je ovplyvnena jeho spektralnymi ani fyzikdlno-chemickymi vlastnostami. Nevyhodou je vplyv
zloZzenia MF na odozvu detektora. Problematické je pouzivanie neprchavych aditiv MF, respektive
pritomnost réznych necistot. Tiez zmenou hustoty a viskozity MF dochddza k ovplyvneniu priemeru
vznikajucich Castic ateda ich hmotnosti. Pri pouziti gradientovej elicie je tak velkost signalu
ovplyvnena aktudlnym zloZzenim MF. Napriklad, vy$si obsah organickych rozpustadiel zvysuje efektivitu
nebulizacie, ¢im dochddza ku vzniku vaésieho mnoistva Castic, ktoré ndsledne v detektore predavaju
naboj a poskytuju tak vyssiu odozvu detektora. Avsak, pouZzitie inverzného gradientu predstavuje
spbsob ako eliminovat vplyv zloZenie MF pri pouZiti gradientovej elticie. V takomto pripade sa privadza

sekunddarny prdad MF s inverznym gradientom pomocou druhej pumpy do eluentu z kolény, ¢im sa
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zabezpecdi konstantné zlozenie MF na vstupe do detektora a odozva detektora tak nie je ovplyvnena

[133, 134].

Z dévodu univerzalnosti detekcie moze byt kvantifikacia analytov v komplexnych vzorkach
naro¢na. Problematicka je predovsSetkym koellcie analytov a dalSich komponentov matrice. Pre
zvysenie selektivity detekcie je ¢asto nevyhnutné pouzivat dlhé separaéné €asy [75, 120, 122]. CAD je
mozné vyuzivat aj na kvantifikdciu neprchavych rastlinnych analytov vratane fenolickych latok.
V publikaciach sa CAD castokrat vyskytuje v tandemovom zapojeni s DAD, elektrochemickou detekciou

(ECD), pripadne MS detekciou [120, 122, 135].

2.3.4. Elektrochemicka detekcia

Elektrochemicka detekcia (ECD) vpodobe ampérometrickej, voltametrickej, CD,
potenciometrickej a konduktometrickej detekcie sa vyuziva k analyze potravin, environmentalnych,
farmaceutickych a biologickych vzoriek. Predpokladom pre pouzitie ECD je pritomnost
elektroaktivnych skupin v $truktire molekul, ¢o v pripade prirodnych latok spifia va¢sina molekul.
Elektrochemické metddy sa daju charakterizovat ako lacné, citlivé a selektivne spésoby detekcie. Pri
stanoveni sa mozu sledovat ako oxida¢né (napr. fenoly, aromatické molekuly, aminy, tioly, chinoliny),

tak aj redukéné vlastnosti analytov (napr. estery, ketény, aldehydy, étery, chinény) [113, 136, 137].

Pri ampérometrickej detekcii sa meria prud vznikajuci prechodom redukovanej alebo
oxidovanej formy latky prietokovou celou detektoru a pri CD sa meria ndboj potrebny na oxidaciu
alebo redukciu celého mnozZstva latky pri jej prechode mernou celou. Na rozdiel od
spektrofotometrickej a FLD detekcie dochddza pri prechode analytu elektrochemickym detektorom ku
zmenam vzorky — oxidacii pripadne redukcii. ECD zvycajne obsahuje tri typy elektréd — pracovnq,
pomocnu areferenénud. Prave velkost povrchu elektréd je délezitym parametrom, ktory zasadne
ovplyvriuje citlivost stanovenia. Pri elektrodach s malym povrchom dochadza k elektrochemickej
premene len u priblizne 3-10 % analytu, zatial ¢o pri elektrédach s velkym povrchom dochdadza ku
takmer Uplnej elektrochemickej premene analytu prechadzajiceho detektorom. U malych elektrdd,
zvycajne vyuzivanych priampérometrickej detekcii dochddza k ich pasivacii, kedy sa ich povrch pokryva
elektro depozitmi, ¢o ma zasadny vplyv na ich citlivost. Naopak, elektrédy CD su charakterizované
velkym povrchom, ktory umoznuje elektrochemickd premenu 100 % elektroaktivneho analytu. CD

Casto vyuzivaju elektrddy fritového typu vyrobené z porézneho grafitu [138].

Vzhladom na elektroaktivitu antioxidantov, je prave spojenie LC s ECD vhodné na urcenie ich
antioxidacnych vlastnosti a kvantifikaciu. K stanoveniu antioxidantov s redukénymi vlastnosti pri

ktorych dochadza k donacii elektronov sa vyuziva predovsetkym CD [113, 136, 137]. Okrem pracovnej
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elektrody z porézneho grafitu sa v systéme nachadza aj referenénd elektréda z palddia a pomocna
platinova elektréda. CD taktieZz umoznuje zapojenie série elektréd (4 — 16), ktoré sa liSia intenzitou
vloZeného napatia. Pri takomto zapojeni dochadza k prednostnej elektrolyze analytov na elektrode
s napatim, ktoré odpoveda ich polvinovému potencidlu. Takymto spdsobom mozu byt odliSené aj
neseparované latky v pripade, Ze ich polvinovy potencial sa liSi asponn 0 60 mV. Pre komplexnu
charakterizaciu antioxidantov sa c¢asto vyuZiva zapojenie CD v tandeme s DAD/UV-Vis, pripadne inym
typom detektora [75, 120, 139-141]. Pri takomto type zapojenia sa okrem kvantity vybranych analytov
sleduju aj ich antioxidacné vlastnosti. Plati pri tom, Ze oxidacia silnych antioxidantov prebieha uz na
elektrédde s nizSim potencidlnom. Naopak, k elektrochemickej premene slabych antioxidantov

dochadza az pri vyssich hodnotdch potencidlu [113, 138].

2.3.5. Hmotnostne spektrometricka detekcia

Za najvacsi prielom v analyze prirodnych latok sa da povaZovat spojenie LC-MS. Napriek
pociatocnej nevyhode vysokych obstardvacich nakladov ma MS niekolko zadsadnych vyhod. Patri medzi
ne vysoka citlivost detekcie a selektivita stanovenia aj v komplexnych biologickych, rastlinnych,
pripadne environmentalnych vzorkach. MS taktiez poskytuje délezité informacie o Strukture molekul

ako je molekularna hmotnost, molekuldrny vzorec a struktirne Specifické fragmenty [113, 142] .

Oblubenost MS vzrastla aj vdaka metédam ionizécie za atmosférického tlaku (API) ako
napriklad ionizacia elektrosprejom (ESI) achemickd ionizicia za atmosférického tlaku (APCI)
a fotoionizacia za atmosférického tlaku (APPI). Ako vyplyva z nazvu, ionizacné techniky ESI aj APCI
prebiehaju za atmosférického tlaku a dalSim p6sobenim tepla a vysokého napatia dochadza ku ionizacii
molekul za vzniku iénov, ktoré su nasledne smerované do hmotnostného analyzatora MS. Pri ESI
prebieha nebulizacia eluentu z kolény pouzitim vysokého napétia (3 — 5 kV). Vniknuté kvapocky
eluentu st smerované k vstupu do analyzatora pricom dochadza k ich postupnému zmensovaniu az do
chvile, kedy dochadza k uvolneniu samotného iénu, ktory nasledne vstupuje do MS. Pri ionizacii APCI
sa na odparenie eluentu z kolény vyuziva teplo. Molekuly rozpudstadla si nasledne ionizované
koronovym vybojom a mechanizmom chemickej ionizacie dochadza aj k ionizacii samotnych analytov.
Podobne ako pri APCI, aj pri APPI prebieha odparenie eluentu z kolény teplom, avsak ionizacia je
zabezpecena UV lampou, ktord emituje fotény. Emitované fotdny ionizuju najprv molekuly mobilnej
fazy, pripade dopantu a ionizacnymi mechanizmami vratane prenosu nadboja alebo proténu dochadza

nakoniec k ionizacii samotného analytu [143].

ESI, APPI aj APCI patria medzi makké ionizacné techniky, ktoré sa pouzivaju v pozitivnom
a negativnom ionizacnom madde za vzniku molekuldrnych idnov v protonovanej [M + H]" alebo

deprotonovanej [M - H]” podobe, pripadne vo forme adduktov v zavislosti od zloZzenia MF a jej aditiv.
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Zakladnym pravidlom je, Ze kyslé molekuly (karboxylové kysliny, fenolické latky) produkujd
v negativnom made hlavne [M - H]" a bazické (alkaloidy, aminy) v pozitivnom méde [M + H]*. Dalsie
zlozky prirodnych latok, ako su napriklad glykozidy maju afinitu k soliam a casto produkuju napriklad
sodné addukty. Naslednu fragmentaciu molekul alebo Ciastocnu deklasterizaciu adduktov je mozné
vyvolat kolizne indukovanou disociaciou v zdroji APl alebo pomocou tandemovych MS experimentov

[144].

Okrem makkych ionizacnych technik sa kionizacii vyuzZivaju aj takzvané tvrdé ionizacné
techniky, ako elektréonova ionizacia a chemicka ionizacia. Pri elektronovej ionizacii ziskava molekula
nadbytok vnuatornej energie, ¢o sa prejavi jej fragmentdciou. Fragmentdcia prebieha pomocou
elektrénov, ktoré emituje Zhavend katdda. Emitované elektrony prechddzaju cez idnovy zdroj
a nasledne sa zachytavaju na andde. Priblizenim emitovaného elektronu ku valenénym elektrénom
molekuly dochddza k uvolneniu valencného elektronu a z molekuly sa stava radikal katidnu. V pripade,
Ze pri ionizacii ziska molekula prebytok vnitornej energie, dochddza k jej fragmentacii. Nevyhodou pri
elektrénovej ionizacii je &astokrat chybajuci molekuldrny i6n. Standardne sa vyuZiva urychlujica
energia elektrénov o velkosti 70 eV. Je to z dévodu, Ze dochddza ku vzniku konzistentnych fragmentov,
ktoré sa nasledne mozu vyhladavat v kniznici hmotnostnych spektier na objasnenie Struktdry molekul.

Elektrénova ionizdcia sa vSak bezne vyuziva v spojeni s plynovou chromatografiou [145].

V spojeni s LC sa vyuZivaju rézne typy MS detektorov. Spomedzi analyzatorov s nizkym
rozliSenim sa casto vyuzZivaju jednoduché kvadrupdlové analyzatory (Q). Zanalyzatorov, ktoré
poskytuju vysoké rozlisenie a informdacie o Struktire molekuly sa vyuZiva napriklad analyzator doby
letu (TOF). Pre citlivé stanovenie alebo Specificki detekciu konkrétneho struktirneho fragmentu sa
vyuZivaju trojité kvadrupodlové analyzatory (QgQ) v reZime selektivneho zaznamu jedného pripadne
viacerych iénov (MRM), ¢o je Specifické predovsetkym pre kvantifikdciou analytov v komplexnych
matriciach [146]. Pre presné objasnenie Struktury latok sa zase vyuziva tandemova MS (MS"), kam

radime napriklad analyzator typu iénovej pasce [142, 143].

Pre ucely kvantitativnej analyzy sa velmi ¢asto pouzivaju analyzatory typu Q a QqQ, pripadne
TOF [146]. Z hladiska volby ioniza¢nej techniky, je dolezite prispdsobit vyber polarite idnu a zlozeniu
eluentu tak, aby bola dosiahnutd pozadovana citlivost. APCI je vhodnejsie na ionizaciu nepolarnych
molekdl a ESI na Setrnd ionizdciu polarnych molekul, avsak je nachylnejSie k vzniku matricovych

efektov [147].

Prave matricové efekty su v spojitosti s MS detekciou velmi diskutované. Pritomnost matrice
vzorky ajej koelucia s cielovymi analytmi mdzZze ovplyvriovat vysledny signal analytu v detektore.

Konkrétne, matrica vzorky ovplyvniuje signal analytov, ¢o sa prejavuje ako podhodnocovanie pripadne
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nadhodnocovanie ich obsahu avedie kanalytickej nepresnosti azhorSenej reprodukovatelnosti
a linearite metddy. Pritomnost matricovych efektov méze byt vyhodnotend porovnanim kalibraénej
krivky Standardov s a bez pridavku matrice [106, 107]. Na znizZenie vplyvu matricovych efektov bolo
vyvinutych niekolko stratégii vratane extenzivneho precistenia vzoriek od zloZiek matrice [148, 149],
efektivnej chromatografickej separacie [107, 150], sledovania Cistoty piku [127] a riedenia vzoriek
[151]. Velmi casto sa vSak vyuZivaju izotopicky znacené Standardy. Nevyhodou je ich obmedzena

dostupnost a taktiez vysoka cena [108, 152].

Spojenie LC s MS detekciou je v sucasnosti klicova metdda pre identifikaciu prirodnych Iatok.
Okrem samotnej detekcie prindsa MS aj informacie o Strukture analytu v podobe uréenia empirického
vzorca. Nasledne pouzitim tandemovych MS experimentov pripadne hybridnych analyzatorov

poskytuje prostrednictvom fragmentacie podrobné informacie o Strukture [143, 153].

Napriklad $tddia zaoberajica sa kvalitativnou analyzou fenolickych latok vo vyliskoch z jabik
pouZivala spojenie LC s MS" detekciou. lonizacia prebiehala pouzitim ESI v negativnom ionizachom

maode a analyza iénov v QqQ. Takymto sp6sobom bolo identifikovanych az 60 analytov [154].
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3. KOMENTARE K PUBLIKOVANYM PRACAM ZAHRNUTYM V
DIZERTACNEJ PRACI

3.1. Benefits and Pittfals of HPLC Coupled to Diode-Array, Charged Aerosol,
and Coulometric Detections: Effect of Detection on Screening of
Bioactive Compounds in Apples (priloha €. 1)

Cielom prace bolo vyvinut rychlu skriningovd chromatograficki metédu pre kvantifikaciu
hlavnych fenolickych latok pritomnych v jablénych vzorkach svyuzitim jednoduchej spektralnej
a elektrochemickej detekcie. Napriek tomu, Ze DAD sa velmi ¢asto vyuZiva na analyzu komplexnych
vzoriek, v Case pripravy metddy, chybalo v dostupnej literatire porovnanie DAD sinymi typmi
detekcie, ako napriklad CAD, ktoré by porovnavalo ich schopnosti arozliSenie v pritomnosti
interferujucich zloZiek. Praca preto porovnava DAD a CAD detekciu z pohladu ich vhodnosti pre
identifikaciu a kvantifikdciu latok v komplexnej matrici jablénych vzoriek s pritomnostou dalSich
interferujucich zloZiek. Naviac, v spojeni s chromatografickou separaciou bola pouzitd aj CD detekcia,
ktora umozZnila charakterizaciu vzoriek na zdklade ich antioxidacnych vlastnosti [120, 139, 141].
Dodatoc¢né potvrdenie identity analytov kvantifikovanych pomocou DAD a CAD bolo zabezpecené

spojenim LC-HRMS.

Vyvoj analytickej metddy prebiehal standemovym zapojenim detektorov DAD a CAD.
Z pohladu vyvoja chromatografickej separacie bolo kritické dosiahnut dostato¢nu retenciu vysoko
poldrnej kyseliny gallovej a dostatoc¢né rozlisenie kyseliny chlorogenovej, ktord sa vo vzorkach typicky
nachadzala vo vysokych koncentraciach. Optimalizacia separacnej metddy nadvazovala na
predchadzajuce skuisenosti so separdciou tohto spektra latok [155]. Optimalna retencia kyseliny
gallovej a rozlisenie kyseliny chlorogenovej boli dosiahnuté pri pouziti gradientovej eltcie a kolény
Luna Omega Polar C18 (150 x 4,6 mm) s plne poréznymi 5 um Casticami a modifikaciou pre separaciu
poldrnych latok. Celkovy ¢as analyzy optimalizovanej HPLC — DAD — CAD metddy pre separaciu

siedmych fenolickych latok bol 12,5 minaty.

Validacia metdd prebiehala podla doporuéeni EMA, pricom sa sledovala linearita metdd,
medze detekcie a kvantifikacie, presnost, spravnost a selektivita stanovenia [156]. Vysledky validacie
poukdzali na vacsi linearny rozsah DAD detekcie. Naopak, spodnd hranica linedrneho rozsahu pre CAD

bola 4-10 krat vyssia v porovnani s DAD (Tabulka ¢. 1).
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Tabulka 1: Porovnanie vybranych validacnych parametrov testovanych detekénych technik DAD a
CAD

. LoD LoQ Kalibra¢ny rozsah . . 2a

DAD detekcia (ng/ml) (ug/ml) (ng/ml) Regresna rovnica R
Kyselina gallova 280 0,03 0,10 0,10-20 0,2393x-0,0132 0,9989
Kyselina chlorogenova ) 5 0,10 0,10 - 20 0,2547x—0,0298  0,9983
Epikatechin 280nm 0,07 0,25 0,25-20 0,0876x—0,0083  0,9985
Rutin 365nm 0,07 0,25 0,25-20 0,1584x-0,0092 0,9990
Floridzin 280 nm 0,03 0,10 0,10-20 0,2174x-0,0100 0,9992
Kvercetin 36>nm 0,03 0,10 0,10-20 0,3971x-0,0820 0,9977
Floretin 280 0,03 0,10 0,10-20 0,3791x-0,0162 0,9992
CAD detekcia

Kyselina gallova 0,30 1,00 1,00 -20 0,0058x—-0,0024 0,9949
Kyselina chlorogenova 0,30 1,00 1,00 -20 0,0096x —0,0031  0,9943
Epikatechin 0,30 1,00 1,00 -20 0,0163x—-0,0047 0,9973
Rutin 0,30 1,00 1,00-20 0,0145x-0,0017 0,9985
Floridzin 0,30 1,00 1,00 - 20 0,0196x—-0,0019 0,9995
Kvercetin 0,30 1,00 1,00-20 0,0224x-0,0116  0,9956
Floretin 0,15 0,50 0,50-20 0,0309x — 0,042 0,9996

2R? koeficient determinacie

Statistickym porovnanim vysledkov senzitivity bolo potvrdené, Ze rozdiely v senzitivite metéd

st vyznamné pre kazdy typ skimaného analytu (Tabulka 2).

Tabulka 2: Statistické porovnanie senzitivity DAD a CAD detekcie na zdklade smernice regresnej
rovnice. Hladina vyznamnosti a = 0,05

Analyt p-hodnota testu
Kyselina gallova 7,24 x 10°®
Kyselina chlorogenova 2,67 x10°®
Epikatechin 2,58 x 107
Rutin 6,12 x 10°®
Floridzin 1,45 x 107
Kvercetin 1,81 x 107
Floretin 3,05 x 107

Vysledky obsahu vybranych fenolickych Iatok ziskané DAD a CAD detekciou boli porovnané,
pricom sa brali do Uvahy odporucenia EMA, kedy sa priemerna presnost vysledkov ziskanych cross-
validovanymi metdédami sa moézZe lisit 015 az 20 % [156]. Takymto porovnanim vysledkov bolo
pozorované analyt-Specifické jednostranné nadhodnocovanie, pripadne podhodnocovanie vysledkov.
Napriklad, pri pouZiti CAD detekcie bolo pozorované nadhodnocovanie obsahu epikatechinu a rutinu,
¢o moze byt dosledok absencie spektralnej informacie z detektora, kedy nie je mozné odhalit koeluciu
analytu a dalSich minoritnych zloZiek matrice. Vysledky z DAD poukazovali na vysSiu senzitivitu
aj selektivitu stanovenia. Na rozdiel od CAD detekcie, DAD umozZnila sledovanim vybranych vinovych

dizok aj kvantifikdciu analytov, ktoré sa v niektorych kultivaroch nachadzali len v nizkych
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koncentracidch. NajvyraznejsSie rozdiely medzi DAD a CAD detekciou boli pozorované u analytov,

ktorych koncentracie sa nachadzali v blizkosti LOQ metdd.

Celkovo, DAD detekcia umozZnila kvantifikdciu analytov pritomnych aj v nizkych
koncentracidch. Pouzitie CAD vykazovalo v spojeni s rychlou skriningovou analyzou komplexnej matrice
znizenu selektivitu a tieZ citlivost kvantifikacie. CAD detekcia bola nachylnejsia na vplyvy interferujlcich
zloziek matrice, ¢o bolo zapri¢inené kombinaciou nedostato¢ného rozliSenia komponentov matrice
a nizkou selektivitou, ktord zadroven vychadza z univerzalnosti CAD. Tieto faktory viedli k prekryvaniu
signalov jednotlivych analytov s inymi komponentami matrice a tym k nadhodnocovaniu ich obsahu.
Podobné zavery boli publikované v studiach, ktoré aplikovali CAD detekciu v kombinacii s dlhymi
separac¢nymi ¢asmi na kvantifikdciu analytov v komplexnych matriciach [120, 122, 157, 158]. Autori
uvadzali, Ze aj napriek pouzitiu dlhych separacnych ¢asov bola kvantifikacia CAD detekciou, v porovnani
s inymi technikami (UV, DAD, HRMS), ovplyvnend zlozkami matrice, ktoré koeluovali s analytmi.
Napriklad, studia vyZivajuca DAD a CAD detekciu pre kvantifikdciu a HRMS na identifikaciu analytov
v spojeni so 125 minut dlhou chromatografickou separdciou, zaznamenala koellciu analytov z

extraktov Ginkgo biloba v pikoch CAD, ¢o bolo potvrdené pomocou HRMS [157].

Coulometricka detekcia v spojeni s chromatografickou separaciou bola pouZita ako doplnkova
metdda pre stanovenie celkovej antioxidacnej aktivity vzoriek, bez nutnosti identifikacie jednotlivych
analytov. Oxiddcia analytov prebiehala na 6smich elektrédach s pouzitim potencialu 200 az 900 mV.
Na zdklade ziskanych vysledkov bolo mozné pozorovat, ze napriek komplexnému zlozeniu vzoriek, sa
oxidacia odohravala prednostne na Specifickych potencidloch a v dvoch vinach, ktoré boli oznacené
ako inflexné body (inflection point, IP) (Obrazok 12) . Spravidla, prvy IP bol pozorovany ako oxidacia pri
200, 400, alebo 600 mV. Druhy IP predstavoval oxidacné deje prebiehajuce pri 700 alebo 800 mV.
Pritomnost dvoch IP indikovala, Ze oxida¢ny proces vzoriek je dvojstupriovy, pricom ako prvé reagovali
silné antioxidanty a aZ nasledne antioxidanty s nizSou antioxidacnou aktivitou (Obrazok 12). Pre
porovnanie antioxidacnej aktivity jednotlivych kultivarov sa pouZil sucet pléch pod pikom prvého IP.

Vysledky poukdzali aZ na Stvornasobné rozdiely v antioxidacnej aktivite testovanych odrod.
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Obrdzok 12: Vyhodnotenie antioxidacnej aktivity s pouZitim CD. Sumy pléch pikov na jednotlivych
detekénych potencidloch st zndzornené ako funkcia rastuceho detekéného potencidlu, ¢o vytvdra
hydrodynamicky voltamogram. Vzorky su rozdelené do jednotlivych grafov podla hodnoty potencidlu
na ktorom je pozorovany prvy IP —400 (A), 500 (B), 600 mV (C). Porovnanie vzoriek na zdklade celkovej
plochy pikov ktoré patria do prvého elektrénového transferu (IP 1) (D).

Pre celkové porovnanie vysledkov ziskanych DAD, CAD a CD detekciou bol pouzity t-test
a Pearsonov test (Obrazok 13). Vysledné hodnoty korelacnych koeficientov potvrdzovali korelaciu
vysledkov DAD — CAD, avsak koreldcie metéd DAD — CD a CAD — CD sa nepotvrdila. Vysvetlenim méze
byt prave fakt, Ze signal z CD detekcie bol ovplyvneny dvomi typmi vlastnosti — koncentraciou analytov
a zéroven ich antioxidaénymi schopnostami. To znameng, Ze rozdielne latky s tou istou koncentraciou
sa mdzu vyrazne lisit intenzitou signalu CD detekcie. Naopak, pri pouziti DAD a CAD detekcie je
intenzita signalu ovplyvriovana len koncentraciou latky. Avsak, vynimkou bolo pat odrdd, ktoré splnili
latok

podmienky t-testu pre podobnost vysledkov celkovych kvantifikovanych fenolickych

a antioxidacnej aktivity (Obrazok 13).
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Obrdzok 13: Zndzornenie Pearsonovej koreldcie medzi detektormi pre vsetky hodnotené odrody (62
bodov, biele pozadie) a pre vybrané hodnotené odrody, ktoré splnili podmienky t-testu pre podobnost
vysledkov celkovych kvantifikovanych fenolickych Idtok a antioxidacnej aktivity (18 bodov, sivé
pozadie).

Ziskané vysledky potvrdili, Ze pre analyzu komplexnych vzoriek je pouZitie spektralnej DAD
detekcie vyhodnejsie, nakolko disponuje vyssou selektivitou a tieZ citlivostou stanovenia v porovnani
s CAD. Zaroven, kombinacia detekénych technik DAD a CD mdze predstavovat dalSie vyhody, kedy
okrem charakterizovania jednotlivych zloZiek zmesi prindsa aj cenné informdcie o ich antioxidacnych

vlastnostiach, ktoré nie vzdy koreluju s ich koncentraciou vo vzorkach.

V porovnani s inymi podobnymi publikaciami zameranymi na charakterizovanie fenolickych
analytov v rastlinnych extraktoch pomocou DAD, tdto praca prindsa dodato¢nd informaciu
o biologickej hodnote vzoriek prostrednictvom hodnotenia ich antioxidacnej aktivity pomocou CD
[114-116, 159]. Z Pohladu citlivosti validovanej metddy, boli napriklad dosiahnuté nizsie LOD a LOQ
pre CAD detekciu. Konkrétne, LOD kyseliny chlorogenovej bolo az 20x nizsie a LOD pre rutin, floridzin
a kvercetin 4 — 10x niZsie v porovnani so Studiou zameranou na kvantifikaciu fenolickych latok
v jablénych vzorkach s vyuzitim CAD detekcie [120]. Taktiez z pohladu chromatografickej separacie
doslo k vyraznému skrateniu doby analyzy na 12,5 mindty v porovnani s podobnymi pracami, kedy
doba analyzy dosahovala viac ako 50 minut pri pouZiti koldn s dizkou 150 — 250 mm a velkostou ¢astic

2,7 -5 um [114, 116, 120].
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3.2. UHPLC coupled with charged aerosol detector for rapid separation of
steviol glycosides in commercial sweeteners and extract of Stevia
rebaudiana (priloha ¢. 2)

Praca bola zamerana na vyvoj rychlej separacnej metddy s vyuzitim detektoru nabitého
aerosolu ako univerzalneho typu detekcie pre kvantifikaciu hlavnych SG v komercnych sladidlach
a rastlinnych extraktoch. Naroc¢nost vyvoja separacnej metddy pre SG spociva v ich vysokej polarite,
vzajomnej Struktirnej podobnosti a nepritomnosti silnych chromoférov, ¢o napriklad pri pouZiti
spektrofotometrickej detekcie znizuje citlivost stanovenia [160, 161]. NajéastejSie sa v literatdre
uvadzala separacia s pouzitim reverznych stacionarnych faz, ktora je vSak charakterizovana znizenou
retenénou schopnostou a nizkym rozliSenim [161-167]. Menej ¢asto bolo v publikaciach uvadzané
pouZitie modu hydrofilnej interakénej chromatografie (HILIC), ktora sa typicky vyuZiva na separaciu

malych silne polarnych molekul [168-170].

V dobe realizacie Studie existovalo len limitované mnoZstvo prac, ktoré by vyuzivali univerzalny
typ detekcie na stanovenie SG. Niektoré metddy boli charakterizované pomerne vysokymi hodnotami
LOQ [164], pripadne popisovali rozsirovanie pikov pocas CAD detekcie v dosledku nebulizdcie [171].
Naopak, iné dokumentovali az patnasobne vyssiu citlivost stanovenia v porovnani s UV detekciou

[172].

Na zéklade fyzikdlno-chemickych vlastnosti analytov bolo vybranych pat chromatografickych
koldn, z toho Styri pre separaciu na reverznych fazach a jedna dedikovana na HILIC. D6raz sa kladol
predovsetkym na dostato¢né rozliSenie Rebaudiosidu A (RebA) a stéviosidu (ST), ktoré eluuju
v blizkosti a su prirodzene dominantnymi SG v komerénych aj rastlinnych vzorkach. Zaroven bolo
potrebné vhodnym nastavenim podmienok zabranit ellcii Rebaudiosidu D (RebD) v mftvom
retenénom c¢ase. Optimalizovand metéda bola validovana podla EMA doporuceni [156] pre stanovenie
Siestich SG v komercnych sladidlach aj v rastlinnom extrakte. Stanovené boli parametre ako linearita,
limit detekcie a kvantifikacie, stabilita, presnost, spravnost (vyjadrend ako vytaznost metddy) a

selektivita.

Pri vyvoji separacnej metddy v HILIC mdde bola vodna zlozka mobilnej fazy tvorena z ultracistej
vody pripadne réznych koncentrdcii prchavého pufru mravenéanu amoénneho. Ako organicka zlozka
bol pouzity acetonitril. Testované boli izokratické aj gradientové metddy, rézne koncentracie pufru,
pomery vodnej a organickej zlozky mobilnej fazy a ich rychlost prietoku. Vysledné chromatografické
zaznamy boli charakterizované nizkou retenciou isosteviolu (ISS), nedostato¢nym rozlisenim RebC/ST
a nizkym signalom RebD (Obrazok 14). Ziadny z testovanych faktorov nemal poiadovany efekt na

separdaciu a k rozdeleniu ST/RebC nedochadzalo.
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Obrdzok 14: Chromatografickd separdcia zmesného standardu stéviovych glykozidov s pouZitim
izokratickej elucie. Podmienky: chromatografickd kolona Kinetex HILIC (100x2,1 mm; 2,6 um). Mobilnd
fdza: 92% (a, c) a 90% (b, d) acetonitril s 5 mmol/l (a, b) a 10 mmol/I (c, d) pufrom mravencanu
amonného, prietok mobilnej fazy 0,5 ml/min, teplota kolény 30°C, objem ndstreku 2 ul.

Pre jednoduchsie porovnanie kolén s reverznymi fazami bola ako prva testovand Luna Omega
PS, na ktorej boli predoptimalizované jednotlivé parametre. Mobilnd faza bola zloZenda zvody
s pridavkom kyseliny mravencej a acetonitrilu. UZ miernou optimalizaciou gradientovej metddy,
prietoku, teploty a objemu nastreku dochadzalo ku separacii vSetkych analytov vratane kritického paru
RebA aST. Nasledne boli za rovnakych separacnych podmienok otestované aj dalsSie kolony
s reverznou stacionarnou fazou. Na rozdiel of F5 koldén, Luna Omega Polar a Luna omega PS umoznili

separaciu RebA/ST a poskytli vhodnud retenciu pre RebD (Obrazok 15). V porovnani s HILIC médom
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(Obrazok 14), reverzné fazy poskytovali vyrazne uzsie a symetrickejSie piky a teda aj lepSiu citlivost

stanovenia.
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Obrdzok 15: Chromatografickd separdcia zmesného Standardu stéviovych glykozidov s pouZitim
gradientovej elucii a RP kolon. Podmienky: koldna Luna Omega PS (a), Luna Omega Polar (b), Kinetex
F5 s velkostou castic 2,6 um (c), Kinetex F5 s velkostou ¢astic 1,7 um (d). Mobilnd fdza: 0,1% (v/v) vodny
roztok kyseliny mravencej (A) a acetonitril (B), gradientovd eltcia 35-50% B v A za 3 min, 50-80% B za
2 min, 80% B po dobu 1 min; 80-35% B za 0,5 min, 35% B po dobu 2 min, teplota kolony 40°C, prietok
mobilnej fazy 0,35 ml/min, objem ndstreku 2 ul.

Z vyssie uvedenych dévodov pokracovala optimalizacia len v RP mdde a na koldnach Luna
Omega Polar aLuna Omega PS. Daldie kroky optimalizacie boli zamerané na zvy$enie rozlidenia
kritického paru RebA/ST a tieZ RebB a steviolbiosidu (SB), a urychlenie ellcie posledne eluujiceho ISS.
Testovala sa zmena gradientovej metédy a vplyv zvySenia teploty separdcie. Predoptimalizovand

metdda bola overena na separdcii redlnych vzoriek. Nakolko sa ISS v Ziadnej zo vzoriek nevyskytoval,
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jeho vyradenim sa podarilo skratit ¢as separacie na 7 minut (Obrazok 16). V porovnanis HILIC, bol vyvoj

metddy v mdéde RP jednoduchsi a rychlejsi, k deleniu analytov dochadzalo uz od prvych testovacich

analyz.
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Obrdzok 16: Chromatografickd separdcia zmesného Standardu stéviovych glykozidov s pouZitim
optimalizovanej UHPLC-CAD metddy. Podmienky: kolona Luna Omega Polar C18 (150x2,1 mm; 1,6 um).
Gradientovad elucia s mobilnou fdzou zloZenou z vody (A) a scetonitrilu (B), priebeh gradientu: 35-55%
B v A za 4 min, 55% B po dobu 1,5 min, 55-35% B za 0,2 min, 35% B po dobu 1,3 min, teplota kolény
50°C, prietok mobilnej fdzy 0,35 ml/min, objem ndstreku 2 ul.

Analyzou piatich komerénych advoch rastlinnych vzoriek sa potvrdili vyrazné rozdiely
v zastupeni jednotlivych SG a teda aj v kvalite sladidiel. V komercénych sladidlach dominoval obsahom
RebA a ndsledne ST. V rastlinnych extraktoch bol trend opacény, obsah ST bol az 3,5 krat vyssi, ¢o
potvrdzuje aj literatura [173]. Kvalita komerénych vzoriek bola posidena vzhladom na zloZenie
jednotlivych SG a suhlas s deklarovanym zloZzenim na obale vyrobku. Najkvalitnejsim komerénym
sladidlom bola vzorka €. 1. Celkovy obsah kvantifikovanych SG bol az 26,95 mg/ml a obsah RebA bol
v porovnani so ST aZ 2,4 krat vyssi, o priaznivo vplyva na senzorické vlastnosti vyrobku. Zaroven,
zistené rozdiely medzi deklarovanym obsahom SG a obsahom kvantifikovanym za pomoci validovane;j

metddy, boli v ramci presnosti a spravnosti metddy a tiez variability pri produkcii sladidiel.
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Obrazok 17: Chromatografickda separdcia vzorky komercného sladidla ¢. 6 (a) a vzorky rastlinného
extraktu ¢. 8 zo stéviovych listov (b) pomocou optimalizovanej UHPLC-CAD metddy. Podmienky
separdcie: koléna Luna Omega Polar C18 (150x2,1mm; 1,6 um). Gradientova elticia s mobilnou fdzou
zloZenou z vody (A) a scetonitrilu (B), priebeh gradientu: 35-55% B v A za 4 min, 55% B po dobu 1,5 min,
55-35% B za 0,2 min, 35% B po dobu 1,3 min, teplota kolény 50°C, prietok mobilnej fdzy 0,35 ml/min,
objem ndstreku 2 ul.

Obsah SG sa v ramci jednotlivych rastlinnych ¢asti rastlin Stevia rebaudiana liSi [174]. Najvyssie
koncentrdcie sa nachddzaju v listoch rastliny, ¢o bolo potvrdené aj analyzou rastlinnych vzoriek. Zatial
¢o rastlinnd vzorka ¢. 8 obsahovala len susené listy stévie, vzorka 9 obsahovala aj iné rastlinné casti,
ako napriklad stonky. Celkovo, obsah SG bol vo vzorke €. 8 v porovnani so vzorkou €. 9 az 3,9 krat vyssi.
Porovnanie chromatografickych zaznamov z analyzy extraktu komercéného sladidla a rastlinnej vzorky

je znazorneny na Obrazku 17.

Vyvinutd metdda poskytovala dostatoéne nizky LOD (0,15 pg/ml) a LOQ (0,5 pg/ml) pre
stanovenie hlavnych SG, tiez dostato¢né rozlisenie hlavnych SG, RebA a ST (> 2,4). Vytaznost metdody

pre komercéné sladidla bola 89,6 — 105,0 % a pre rastlinny material 93,8 - 111,4 %.

V porovnani s predchadzajucimi pracami, je zasadnym zlepSenim zvysenie rozliSenia kritického
paru ST a RebA. Na rozdiel od predchadzajucich prac, ktoré udavali rozliSenie najviac 2 [161, 167], nami
vyvinutd metdda dosahuje rozliSenie az 2,41 a umoziuje tak spolahliva kvantifikaciu oboch analytov.

LOD alOQ vyvinutej metddy je rovnaky pre vsetkych Sest analytov, ¢o v porovnani sinymi
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publikovanymi metédami potvrdilo vyrazné zvysenie citlivosti stanovenia. Napriklad v porovnani s UV
detekciou poskytuje vyvinutd metdéda 4 — 10 nasobne nizsi LOQ [160, 161, 166, 175-177]. Taktiez
v porovnani s pulznou ampérometrickou detekciou bol dosiahnuty o polovicu nizsi LOD [178].
V porovnani s publikaciami, ktoré taktiez vyuzivali univerzalny typ detekcie ELSD a CAD, dosahuje nasa

metdda 50 krat [165], respektive 2,8 — 4,6 x nizsi LOQ [179].
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3.3. Green Solvents in the Extraction of Bioactive Compounds from Dried
Apple Cultivars (priloha ¢. 3)

Cielom prace bolo vyvinut a vzajomne porovnat potencial dvoch extrakénych metdd s vyuzitim
zelenych rozpustadiel, konkrétne sonikacnej extrakcie a extrakcie oxidom uhli¢itym obohatenym o
kvapalinu (gas expanded liquid extraction, GXLE). Vyvoj metdd bol prispdsobeny typu rastlinnej vzorky,
ktorou boli platky susenych jablk aj so $upkou a fenolickym latkam, ako cielovym analytom. Na rozdiel
od vadsiny konvencénych extrakénych metdd su moderné extrakéné metddy Castokrat oznacované ako
»zelené”, pretoze dochadza k redukcii spotreby toxickych organickych rozpustadiel. Pri vyvoji metdd
bola zdsadnou limitdciou polarita analytov, ktord vopred predurcovala spektrum vhodnych
extrakénych rozpustadiel. Zaroven, pritomnost komplexnej polarnej matrice zvySovala

pravdepodobnost koextrakcie latok strukturne podobnych s cielovymi analytmi.

Zlozenie jablk je charakteristické predovietkym vysokym obsahom vody — ai 85 %,
polysacharidov, sacharidov, a priblizne 1 % bioaktyvnych latok ako su vitaminy, karotenoidy, fytosteroli
a fenolické latky [53]. Vytaznost vyvijanych metdd sa sledovala na zaklade vysledkov UHLPC-DAD
metddy, ktord umoznovala kvantifikaciu Strnastich fenolickych latok typickych pre jabléné vzorky. Pre
zvySenie spektra fenolickych latok, vyvoj metdd prebiehal svyuzitim zmesi, ktord pozostavala
zo susenych jablk zaktpenych v supermarkete a su$enych jablk piatich kultivarov jednotlivych vzoriek.
Priprava vzoriek jabl¢nych kultivarov zahfiala ich krajanie na platky (aj so Supkou) aich okamzité
suSenie v susicke. Pre zniZenie degradacie fenolickych latok a predovsetkym ich glykozidyckych foriem,
boli aplikované znalosti z publikovaného uzitného vzoru, kde sa sledoval vplyv teploty susenia na
obsahové latky [180]. Samotné susSenie prebiehalo v dvoch krokoch a to pri teplote 50 °C po dobu
jednej hodiny a pri teplote 60 °C po dobu siedmych hodin. Nasledne boli vzorky mixované na jemny

prasok a nasledne uskladnené do doby analyzy v utesnenych sklenenych nadobach v tme a chlade.

Vyvoj oboch metdd prebiehal s vyuZitim softvéru dizajnu experimentu (DoE), pomocou
ktorého sa optimalizovali sledované extrakéné parametre. V pripade optimalizacie sonikac¢nej metdédy
bol zvoleny D-optimdlny dizajn a pre optimalizaciu GXLE Box-Behnken dizajn. Optimalizacia metdd
prebehla v dvoch hlavnych krokoch. V prvom kroku optimalizacie GXLE sa sledoval vplyv pomeru
CO»/kosolvent a samotné zloZenie kosolventu (rézne pomery vody a etanolu), tlak a teplota extrakcie.
V druhom kroku bola testovana kinetika extrakcie — vplyv rychlosti prietoku extrakéného média a ¢as
extrakcie, a na zaver vplyv velkosti sklenenych guli¢iek pouzivanych v extrakénej cele na vytaznost.
V pripade optimalizacie sonikacnej metddy, D-optimalny dizajn sldzil na optimalizovanie zloZenia
extrakéného roztoku (pomer etanol/voda) a teploty extrakcie. V druhom kroku bola testovana kinetika

extrakcie.
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Hlavnou poziadavkou pri vyvoji bolo zohladnit polarny charakter analytov. V pripade GXLE
metddy bolo potrebné modifikovat nepolarny CO; pridavkom kosolventu zloZzeného z vody a etanolu.
Rozsah ostatnych testovanych parametrov ako teplota a tlak zohladrioval fyzikalno-chemické vlastnosti
analytov (riziko degradacie vplyvom teploty), ale aj samotné technické limitacie inStrumentacie. Z
celkovo 14 sledovanych fenolickych latok sa na hodnotenie vytaznosti sledoval sicet 6smich analytov,
ktoré boli vzmesnej vzorke zastUpené v najvyssej miere a predstavovali viac ako 90% vsetkych
kvantifikovanych analytov. Menovite sa jednalo o epikatechin, katechin, kyselinu chlorogenovu,

floridzin, guaiaverin, hirsutrin, reynoutrin a kvercitrin.

V pripade GXLE mal obsah CO; a vody najvyznamnejsi vplyv na vytaznost extrakcie. VSeobecne
platilo, Ze zvy3enie obsahu vody v kosolvente, teploty a tlaku poskytuje vyssiu vytaznost extrakcie. Na
zaklade vyhodnotenia vysledkov série extrakcii sa optimalne podmienky dosiahli pri pouZiti
extrakéného média zloZzeného z CO,/etanol/voda v pomere 34/53,8/12,2 (v/v/v) s rychlostou prietoku
3 ml/min, pri teplote 75 °C, tlaku 120 bar, ¢ase extrakcie 30 minut a optimalna disperzia vzorky bola
v extrakénej cele dosiahnutd pouzitim 2 mm sklenenych guli¢iek. Vytaznost za tychto podmienok

dosahovala 2442 pg/g s RSD < 10 %.

Pri optimalizacii sonika¢nej metddy sa testoval vplyv zloZenia extrakéného rozpustadla (etanol,
voda) a teploty. InStrumentdcia vtomto pripade neumoZiovala nastavovanie frekvencie sonikdcie.
Vseobecne, extrakcie prebiehajice s vy$sim obsahom vody v extrakénom rozpustadle a pri vyssej
teplote poskytovali lepsiu vytazinost. Z vysledkov série extrakcii bolo moiné pozorovat, ze oba
sledované parametre maju vyrazny vplyv na vytaznost extrakcie a zaroven dochadza k ich vzajomnym
interakcidam. Studium kinetiky potvrdilo, e maximum fenolickych latok je extrahovanych u? pocas
prvych 10 min. Optimalne podmienky extrakcie boli preto dosiahnuté pri pouZiti 26% etanolu ako
extrakéného rozpustadla pri teplote 70 °C a ¢ase extrakcie 10 min. Vytaznost optimalizovanej metddy

dosahovala 2226 pg/g s hodnotou RSD < 6 %.

Optimalizované metddy boli vzajomne porovnané na zaklade vysledkov z extrakcie vzoriek
piatich jablénych odréd. Porovnanie vysledkov poukazovalo na vyznamnd vzdjomna koreldciu
vysledkov oboch metdd (R?> 0,97) (Obrazok 18). Jediny rozdiel bol pozorovany v pripade kyseliny
chlorogenovej, s hodnotou R?=0,9419, ¢o bolo vysvetlené koeltciou $truktirne podobnych analytov,
ktoré boli koextrahované sonikaciou. Porovnanim chromatografickych zdéznamov oboch metéd, bola
v pripade GXLE pozorovana o nieco vyssSia selektivita extrakcie. To sa prejavilo niZz§im Sumom a mensim
mnozstvom pikov balastu na chromatogramoch. S vynimkou epikatechinu bola konformita metédy

potvrdend aj vzajomnou korelaciou vysledkov pre ostatnych sedem hlavnych analytov (R? > 0,94).
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Celkovo, metddy poskytovali vzdjomne porovnatelné vysledky vytaznosti a opakovatelnosti

s hodnotou RSD < 10 %.

Ziskané data korespondovali s dalsimi publikovanymi pracami, ktoré sa zaoberali vyvojom
metdd pre extrakciu fenolickych latok zrastlinného materidlu s pouzitim etanolu [23, 181-184].
Pozitivne vlastnosti etanolu na vytaznost boli dalej podporené pridavkom vody do extrakéného
rozpustadla. Dalsie zvy$enie efektivity extrakcie by bolo mozné Gpravou frekvencie sonikaénej metédy

[55].

Zelenost, respektive miera ekologickosti metdd bola vyhodnotend pomocou volne dostupného
softvéru Analytical GREEnness, ktory sleduje 12 principov zelenej chémie (Obrazok 18) [185-187].
Nakolko analyzy prebiehali rovnakou UHPLC metddou, najvacsSia vdha bola pripisana samotnej
extrakcii. Hlavné rozdiely metdd spocivali v poloautomatickosti, respektive plne manualnej obsluhe.
Dalej v produkcii odpadu, spotrebe energie, a pocte extrakcii, ktoré je moiné previest za ¢asovu
jednotku. Porovnanim sledovanych parametrov boli najvacsie rozdiely identifikované v miere spotreby
energie, mnoistve generovaného odpadu a moZnosti paralelnej extrakcie niekolkych vzoriek. Na
zaklade tohto porovnania dosiahla sonikacnd metéda skére 0,71, ¢im sa stala z environmentalneho

hladiska prijatelnejsSia v porovnani s GXLE so skére 0,61.
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Obrdzok 18: (A) Porovnanie fenolickych profilov jednotlivych jabl¢nych odréd. Celkovy obsah (100 %)
predstavuje mnoZstvo extrahované optimalizovanou GXLE metddou. Hodnoty RSD su uvedené pre
celkovy fenolicky obsah zisakany pomocou oboch metdd, GXLE aj sonikacnej extrakcie. (B) Koreldcia
extrahovaného mnoZstva Idtok medzi GXLE a sonikacnou extrakciou pre kaZdu odrodu.
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3.4. Certifikovana metodika: Metodika pre kvalitativhe hodnotenie ovocia a
spracovatel'skych produktov z hladiska obsahu latok prospesnych pre
zdravie Cloveka (priloha €. 4)

Metodika bola publikovand v nadvéaznosti na rie$enie projektu TACR TJ01000151. Je uréend
predovsetkym pestovatelom jabloni a spracovateflom ovocia. Ciefom bolo vyvinut jednoduchd, rychlu
a rutinnd chromatograficki metddu, ktora umoznuje analyzu velkého poctu vzoriek a tym monitoring
obsahu typickych fenolickych latok. Metodika podrobne sumarizuje informacie o separacnej metdde
v kombinacii s DAD, CAD a CD detekciou aich Specifikami. Okrem analytickej Casti je metodika

doplnend aj o pomologicku, ktora ponuka kvalitativne zhodnotenie jablénych odrod.

Analyticka ¢ast metodiky charakterizuje fyzikalno-chemické, struktdrne a biologické vlastnosti
fenolickych latok typickych pre jablka. Sucastou je popis chromatografickych a detekénych metdd (UV,
DAD, ECD, CAD, FLD, MS), ktoré su kanalyze vyuZivané najastejSie a tiez tabulka s prehladom
publikovanych chromatografickych metdéd aich separaénych podmienok. Okrem kvantitativnej
chromatografickej analyzy su popisané aj dalSie metddy, ktoré poskytuju informacie o biologickej
(antioxidacnej) aktivite vzorky ako napriklad testy s vyuzitim cinidiel s volnymi radikalmi, pripadne
testy vyuzivajuce redoxné reakcie. Pre lepSie pochopenie problematiky separdcie a kvantifikacie
fenolickych latok si uvedené aj Specifikd analytov, ktoré zvySuju naroky na separaénd metddu

a vyznamnym spdsobom ovplyviiuju vyber pouzitej detekénej techniky.

Metodika prezentuje pouzitie vyvinutych a validovanych analytickych metdd na stanoveni
siedmich fenolickych latok ako kyselina gallovd, kycelina chlorogenova, epikatechin, kvercetin, floridzin
a floretin. Obsah [atok je skimany v celkovo 27 odroddch, z toho 16 povodnych a v 11 novoslachtenych
odrodach, ktoré boli vypestované v sezéne 2018 a zozbierané v stave idedlnej zrelosti. Pred samotnou
analyzou boli vzorky skladované po dobu troch mesiacov za presne uréenych podmienok teploty

a vlhkosti.

Moznost replikacie analytickych metdd popisanych v ramci metodiky je umoznend vdaka
podrobnému popisu pouzitych chemikalii a ¢inidiel, pouzitej insStrumentacie a analytickych podmienok
HPLC- DAD- CAD a HPLC-CD, reakénych podmienok stanovenia antioxidaénej aktivity pomocou metddy
TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity assay) a popisu samotnej Upravy jablénych vzoriek.
Vysledky validacie metddy su prehladne vyobrazené vo forme tabuliek, kde moZzno pozorovat rozdiely
medzi DAD a CAD detekciou vzhladom na opakovatelnost merania, LOD a LOQ hodnoty a tieZ linearny

rozsah porovnavanych detektorov.

Vysledky ziskané DAD a CAD detekciou boli vzdjomne porovnané s vysledkami CD a TEAC.

Podobne ako vinej nami publikovanej praci [75], v pripade CAD detekcie bolo pozorované
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nadhodnocovanie pripadne podhodnocovanie signdlu v porovnani s DAD detekciou. Konkrétne
v pripade kyseliny chlorogenovej boli pozorované oba javy, ¢o bolo spO6sobené jednak zloZzenim
urcitych odrod, ktorych obsahové latky koeluovali s kyselinou chlorogenovou a taktiez nizSou
citlivostou CAD detekcie. T4 na rozdiel od citlivej DAD detekcie kyseliny chlorogenovej na vinovej dizke

320 nm nedokazala zachytit signal analytu.

Vysledky HPLC-CD poukdzali na vyrazné medziodrodové rozdiely v obsahu antioxidacnych
latok. Najviac latok s redukénymi vlastnostami sa nachadzalo v novoslachtenej odrode ‘HL 1651°, az
a to 138 uC. Vo vacsine pripadov boli vyssie koncentracie redukénych latok potvrdené u odrod s vyssim
mnozstvom kvantifikovanych fenolickych latok pomocou DAD a CAD. Avsak, koreldcia vysledkov
neplatila pre vietky odrody, ¢o méze byt spojené s mierou antioxidacnej aktivity latok, kedy napriklad

aj latka pritomna vo vysokych koncentracidch nedisponuje vyraznymi antioxida¢nymi vlastnostami.

Korelacia vysledkov bola jednoznacne potvrdena medzi CD a TEAC. Avsak, napriek tomu, Ze
metdda TEAC je velmi Casto vyuzivana na stanovenie antioxidacnej aktivity, neumoznuje identifikaciu

jednotlivych analytov tak, ako CD, ktora je spojena aj so separacnou metddou.

Pre komplexnu charakteristiku jabl¢nych odrod je pouZitie metdd poskytujucich informacie
o ich antioxidac¢nej aktivite vyznamnym prinosom a v kombindcii s kvantifikdciou jednotlivych analytov
pomocou DAD detekcie umoziuje komplexny popis zloZenia odrody. Z praktického hladiska umozZiuje
metdda TEAC rychle hodnotenie antioxidacnej aktivity, avSak vzhladom na pracnost je nachylna na
vznik nahodnych chyb. Metédy DAD a CAD maju v ramci analyzy vzoriek samostatné postavenie,

nakolko umoznuju kvantifikaciu a v pripade DAD aj spektralnu identifikaciu jednotlivych analytov.

Pre komplexnost hodnotenia odréd je metodika doplnend aj o pomologickl cast, kde sa
nachadza prehlad hodnotenia odréd na zdklade parametrov ako vona, hrubka Supky, konzistencia,

kyslost, chut a vzhlad.
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4. ZAVER

Predlozend dizertacnd praca sumarizuje moju vedeckd pracu publikovand pocas
doktorandského Studia. Pocas tejto doby som sa zaoberala vyvojom extrakénych metdd pre ucinnud
extrakciu fenolickych latok zrastlinného materidlu avyvojom separacnych metéd v kombindacii
s roznymi typmi detekcie. Vyvoj separacnych metéd bol zamerany na rychle skriningové separacie,
ktoré umoZnuju analyzu velkého poctu vzoriek aj v kratkom Case. V zavislosti od typu stanovovanych
prirodnych analytov boli separacné metdédy kombinované s DAD, CAD a CD detekciou. V pripade

potreby znalosti o biologickej aktivite testovanych vzoriek boli taktieZ zaradené TEAC testy.

Vyvinuté extrakéné metddy, sonikacna a GXLE, potvrdili moZnost ich uplatnenia pre extrakciu
fenolickych latok a taktiez vysoku korelaciu vysledkov charakterizovanych ako suma kvantifikovanych
fenolickych latok ziskanych extrakciou jablénych vzoriek. Zasadny vyznam v optimalizacii vytaznosti
oboch metdd zohrévalo prave zlozenie extrakéného rozpustadla. Porovnanim chromatografickych
profilov extraktov ziskanych oboma metédami bola zaroven pozorovand o nieco vyssia selektivita
extrakcie metddou GXLE, o sa prejavovalo nizSou mierou Sumu a znizenim poctu balastnych pikov na
chromatogramoch. Metédy boli porovnané aj na zaklade principov zelenej chémie, kedy boli vyznamné
odliSnosti pozorované pre mieru spotreby rozpustadiel a energie, schopnost spracovat vacsi pocet
vzoriek za jednotku casu a taktiez v dostupnosti inStrumentacie. Na zaklade tychto zisteni bol
potvrdeny vyssi sulad s principmi zelenej chémie pre sonikaénd metddu. Sonikacna metdda bola

vyuZzivanad aj na pripravu extraktov stéviovych sladidiel a jabl¢ného pyré v dalSich publikaciach.

Vhodnost detekénych metdd DAD a CAD bola testovand z pohladu selektivity a citlivosti
stanovenia fenolickych latok. Vysledky prace potvrdili nachylnost CAD detekcie na moznost
ovplyvnenia signalu koeluciou dalSich zloZiek matrice vzorky. Zaroven, vzhfadom na biologicku aktivitu
fenolickych latok bolo potvrdené, Ze detekcia zamerana len na kvantifikaciu vybranych hlavnych
analytov neposkytuje dostatoéne komplexnd informdaciu o miere antioxidaénej aktivity nie len
identifikovanych, ale aj neidentifikovanych analytov zo vzorky. Z toho dévodu je potrebné zaradenie aj

inych detekénych metdd ako CD pripadne antioxidacnych testov.

Podrobny vyvoj separacnej metédy bol prezentovany na stéviovych glykozidoch s CAD
detekciou. Vzhladom na vysoku polaritu molekul bol okrem mdédu RP testovany aj mod HILIC. CAD
detekcia bola volend na zaklade slabej schopnosti absorpcie Ziarenia molekulami glykozidov. V ramci
vyvoja bolo testovanych niekolko stacionarnych faz s réznou povrchovou chémiou, izokratické aj
gradientové ellcie, zloZenie MF, teploty kolén, rychlosti prietoku MF a objemy nastrekov. Vo
vSeobecnosti bol vyvoj separacnej metédy v mdde RP omnoho jednoduchsi v porovnani s HILIC.

Vyvinuta separacnd metdda umoznila rychlu kvantifikaciu Siestich hlavnych SG a bola validovana pre
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dva typy matric podla poziadaviek EMA. Vyvinuta metdda, aj v porovnani sinymi vtom case
publikovanymi pradcami, umoznovala citlivé a rychle hodnotenie glykozidyckého profilu komerénych

sladidiel a rastlinnych extraktov.
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