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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Klara Kotykova

Skolitel: prof. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Nazev diplomové prace: HPLC v kontrole kvality doplfik( stravy na bazi zlatobylu a s obsahem

rutinu a kyseliny chlorogenové

Vramci této diplomové prace byla vyvinuta a validovdna metoda vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC) pro separaci a stanoveni kyseliny chlorogenové, kyseliny
3,5-dikafeoylchinové, rutinu, quercetinu a kaempferolu. Tato metoda byla nasledné
aplikovana pro analyzu doplnkd stravy na bazi zlatobylu: kapek Celik zlatobyl (Valdemar
Gresik), Celik obecny BIO (Bylinné kapky), Celik obecny (Bylinné kapky), Zlatobyl obecny
(Green Idea), Zlatobyl — tinktura z pupena (Serafin), Zlatobyl — tinktura z bylin (Serafin),
Zlatobylova smés (Dédek korendr), Zlatobyl (Inca Botanica) a tobolek Celik (Ex Herbis). Dale
byly analyzovany dva doplriky stravy obsahujici samotny rutin od firem Solgar a Walmark®
a doplnék stravy Zelena kdva (Botanic) obsahuijici kyselinu chlorogenovou.

K analyze byla vybrana kolona Ascentis® Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6 mm s ¢asticemi
o velikosti 2,7 um. Byla vyuZita gradientova eluce s mobilni fazi acetonitril/0,085% kyselina
fosforeéna. Detekce byla provedena detektorem diodového pole pfi vinovych délkach 325 nm
(kyselina chlorogenova, kyselina 3,5-dikafeoylchinovd) a 360 nm (rutin, quercetin

a kaempferol). Analyza probihala pfi teploté 30 °C a rychlosti pratoku mobilni faze 1,0 ml/min.

Klicova slova: HPLC, zlatobyl, rutin, kyselina chlorogenova, kyselina 3,5-dikafeoylchinova,

quercetin, kaempferol, doplriky stravy



ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Analytical Chemistry

Candidate: Klara Kotykova

Supervisor: prof. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Title of the diploma thesis: HPLC in quality control of food supplements based on goldenrod

and containing rutin and chlorogenic acid

In this diploma thesis, a high-performance liquid chromatography (HPLC) method was
developed and validated for the separation and determination of chlorogenic acid, 3,5-
dicaffeoylquinic acid, rutin, quercetin, and kaempferol. This method was applied to the
analysis of food supplements based on goldenrod: drops Celik zlatobyl (Valdemar Gresik),
Celik obecny BIO (Bylinné kapky), Celik obecny (Bylinné kapky), Zlatobyl (Green Idea), Zlatobyl
— tinktura z pupent (Serafin), Zlatobyl — tinktura z bylin (Serafin), Zlatobylovad smés (Dédek
korenar), Zlatobyl (Inca Botanica), and capsules Celik (Ex Herbis). Furthermore, two food
supplements containing rutin (Solgar and Walmark®) and a food supplement Zelena kava
(Botanic) containing chlorogenic acid were analyzed.

An Ascentis® Express 90 A AQ-C18 150 x 4.6 mm column with 2.7 pm particles was
selected for analysis. A gradient elution with a mobile phase of acetonitrile/0.085%
phosphoric acid was used. Detection was performed with a diode array detector
at wavelengths of 325 nm (chlorogenic acid, 3,5-dicaffeoylquinic acid) and 360 nm (rutin,
quercetin, and kaempferol). The analysis was carried out at a temperature of 30 °C and a flow

rate of the mobile phase of 1.0 ml/min.

Keywords: HPLC, goldenrod, rutin, chlorogenic acid, 3,5-dicaffeoylquinic acid, quercetin,

kaempferol, food supplements
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1 UvoD
Doplnky stravy jsou zvlastni kategorii potravin, které maji doplfovat béznou stravu

o vitaminy, minerdly a dalsi latky s nutricnim ¢i fyziologickym ucinkem. Jejich velkou
nevyhodou je, Ze u nich neni posuzovdna ucinnost ani kontrola obsahu latek. Maji pfiznivé
ovliviiovat zdravotni stav spotfebitele, nicméné nejsou urceny klécbé nebo prevenci
onemocnéni [1].

Zlatobyl obecny je vytrvald rostlina, kterd se pro své Ucinky na lidské zdravi ¢asto
pouziva ve formé riznych doplnkd stravy. Zndmy je predevsim jeho pfiznivy vliv na mocové
cesty, uplatnéni nachazi ale i v mnoha dalSich oblastech. Obsahuje fadu farmakologicky
zajimavych latek, napfiklad flavonoidy, fenolické kyseliny ¢i saponiny [2].

Rutin je flavonoid vyskytujici se ve vice nez sedmdesati rliznych druzich rostlin. Mimo
jiné plsobi antioxidacné, protizanétlivé a antimikrobné [3]. Kyselina chlorogenova je
polyfenolickd sloucenina, ktera je ve velkém mnoiZstvi obsazena predevsim v zelené kavé.
Vykazuje naptiklad antioxidac¢ni, antibakteridlni, protizanétlivé a neuroprotektivni vlastnosti.
Kromé toho hraje zdsadni roli v regulaci metabolismu tuk( a glukdzy, ¢cimz mUze byt prospésna
v lé¢bé kardiovaskularnich onemocnéni, diabetu, jaterni steatdzy ¢i obezity [4].

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je separacni analyticka metoda, kterd
nachdzi Siroké uplatnéni jak ve vyzkumu, tak v rutinnim poufZiti v rliznych analytickych
laboratotich. Principem HPLC je rozdilnd distribuce latek mezi dvé nemisitelné faze —
pohyblivou mobilni fazi a nepohyblivou staciondrni fazi, v jejimz disledku dochazi k separaci
unasenych latek [5]. Tato prace se zabyva vyvojem a validaci nové HPLC metody, ktera
separuje a stanovuje soucasné kyselinu chlorogenovou, kyselinu 3,5-dikafeoylchinovou, rutin,
quercetin a kaempferol. Metoda byla nasledné vyuZita pro analyzu obsahu téchto latek ve

vybranych doplricich stravy.



2 CiLA ZADANI PRACE
Cilem této diplomové prace bylo vyvinout a validovat novou HPLC metodu pro

stanoveni kyseliny chlorogenové, kyseliny 3,5-dikafeoylchinové, rutinu, quercetinu
a kaempferolu. Dale bylo ukolem stanovit obsah zmifiovanych latek v deviti doplricich stravy
na bazi zlatobylu, testovany byly i dva pripravky obsahujici samotny rutin a jeden doplnék

stravy se zelenou kavou, u kterého vyrobce deklaroval obsah kyseliny chlorogenové.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Dopliky stravy
Doplnky stravy predstavuji zvlastni kategorii potravin, které maji za cil doplfiovat

béZnou stravu. Jednd se o koncentrované zdroje vitamin(, minerall a dalSich latek s nutri¢nim
nebo fyziologickym ucéinkem [6]. Na rozdil od léCivych pfipravkl jim vyrobce nesmi prisuzovat
preventivni i 1é¢ebné vlastnosti [1,7]. Na obalu, pfipadné v reklamé muzZe vyrobce pouZit
pouze zdravotni tvrzeni schvdlena Evropskou komisi. Tato tvrzeni jsou zaloZena na vSeobecné
uzndvanych védeckych poznatcich a déli se na funkéni zdravotni tvrzeni, tvrzeni o snizovani
rizika onemocnéni a tvrzeni tykajici se vyvoje a zdravi déti [8]. Pfed vstupem na trh ma vyrobce
notifika¢ni povinnost vlc¢i Ministerstvu zemédélstvi, kam zasila text ¢eské etikety daného
doplfiku stravy. Na obalu musi byt uvedeno oznaéeni ,doplnék stravy”. U&innost dopliiku
stravy pred uvedenim na trh nemusi byt ovéfovdna [1,6]. Kontrola obsahu biologicky aktivnich
latek také nenf legislativou vyzadovana. Na trhu v CR, v 1ékdrnach, drogeriich, specializovanych
obchodech a zejména na internetu, se objevuje zna¢né mnozstvi doplikd stravy a jejich narast
je v poslednich letech témér exponencidlni. To plati také pro dopliky stravy na bazi

koncentrovanych rostlinnych extrakt(.

3.2 Zlatobyl

Rod zlatobyl (Solidago) zahrnuje mnoho druhl vytrvalych rostlin pochazejicich
vétSinou ze Severni Ameriky. Taxonomicky se tento rod fadi do celedi hvézdnicovité
(Asteraceae). Na evropském kontinentu se vyskytuje pét druh( zlatobylu — zlatobyl obecny
(Solidago virgaurea), zlatobyl kanadsky (S. canadensis), zlatobyl obrovsky (S. gigantis), zlatobyl
vysoky (S. altissima) a zlatobyl travolisty (S. graminifolia). V Evropé je nejvice pouzivan zlatobyl
obecny, a to predevsim pro své prospésné pusobeni v oblasti ledvin a mocovych cest. Zlatobyl
obecny je jediny ptivodni druh v Ceské republice, rostou zde ale i nékteré neptvodni zlatobyly
— predevsim zlatobyl kanadsky a zlatobyl obrovsky, které patfi mezi invazivni druhy [9-11].
Cesky Iékopis rozliduje dvé drogy ziskané ze zlatobylu — Solidaginis herba ziskanou ze zlatobylu
kanadského nebo zlatobylu obrovského a Solidaginis virgaureae herba ze zlatobylu obecného

[12,13].
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3.3 Zlatobyl obecny

3.3.1 Charakteristika
Zlatobyl obecny (Solidago virgaurea), téz nazyvan celik zlatobyl, je vytrvala, 80 cm az

1 m vysoka rostlina. M4a pfimou lodyhu, ktera na vrcholu nese cetné Zluté ubory, 7-8 cm
dlouhé, uspotadané v hroznu nebo v laté. Pfizemni listy maji obvejcity tvar, lodyzni listy jsou
vejcité eliptické aZ kopinaté a z obou stran lehce ochlupené. Plodem této rostliny jsou nazky
s chmyrem. Podoba zlatobylu je zndazornéna na obrazku 1 [14]. Zlatobyl obecny se vyskytuje
na severni polokouli, pfedevSim v mirném pasu. Roste v listnatych, jehlicnatych i smiSenych

lesich, také na mytinach a okrajich lest. Kvete od ¢ervence do zafi [2,10,13,15].

Obrdzek 1: llustrovany obrdzek Solidago virgaurea [14]

3.3.2 Obsahové latky
Zlatobyl obecny obsahuje velké mnozstvi farmakologicky zajimavych latek. DulezZitou

skupinou jsou flavonoidy, které tvofi pfiblizné 1,5 % vysuSené drogy [16]. Mezi nejvice
zastoupené patfi rutin, quercetrin, astragalin, isoquercetin a kaempferol. Flavonoidy se zde
vyskytuji jak ve formé glykosidd, tak i ve formé samotnych aglykon( [9,10]. Ve zlatobylu jsou
obsaZeny i nékteré anthokyany [9,16]. Dalsi vyznamnou skupinou jsou fenolické glykosidy —
leiokarposid a virgaureosid A. [9,17]. Obsazeny jsou i fenolické kyseliny, mezi nejvyznamnéjsi
patfi derivaty kyseliny kafeoylchinové (napfiklad kyselina chlorogenovd), dale pak kyselina
kavova, ferulova, sinapova nebo kyselina homovanilova [9,16]. Zastoupeny jsou i saponiny,
konkrétné triterpenické saponiny oleananového typu [16]. Podle studie [18] se ve zlatobylu

vyskytuje i zastupce kumarin(i —umbeliferon (3-hydroxykumarin). Rostlina obsahuje také malé
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mnozstvi silice, ktera je tvorfena celou fadou latek, predevSim terpenoidy. V nejvétSim
mnozstvi se vyskytuji a-pinen, B-pinen, germakren-D, myrcen, limonen a sabinen [19]. DalSimi

obsahovymi latkami jsou polysacharidy [9].

3.3.3 U¢inky a poufiti
Zlatobyl obecny ma fadu vyuziti v tradi¢ni mediciné. Pouzivda se zejména k 1éCbé zanétl

ledvin a mocCovych cest. Ve formé rlznych smési nachazi vyuZiti pfi 1é¢bé nachlazeni
a revmatickych potizich. Uplatfiuje se i v dermatologii, kde podporuje IéCbu ran a ekzémd.
V neposledni fadé pomdaha Zzenam ztlumit silné menstruaéni krvaceni [2,10].

Lécivé ucinky zlatobylu byly studovany v fadé pracich. Zlatobyl vykazuje napftiklad
antioxidaéni vlastnosti. Hlavni latkou, zodpovédnou za tento ucinek, je kyselina 3,5-
dikafeoylchinova. Dalsi latkou s timto Ucinkem je kyselina chlorogenova. Obecné maiji vyssi
antioxidac¢ni potencial kyseliny dikafeoylchinové nez kyseliny monokafeoylchinové. Schopnost
zhaset kyslikové radikaly maji i derivaty quercetinu [20].

Zlatobyl obecny pusobi také protizanétlivé. Za tuto vlastnost odpovida vice latek —
triterpenické saponiny, fenolicky glykosid leiokarposid, rutin a quercetin [9]. Vyznamny efekt
maji i kafeoylchinové kyseliny, znichz nejlepsSich vysledkli dosahuje kyselina 3,4,5-
aktivity indometacinu [21].

Zlatobylu jsou ddle pfripisovany i analgetické Ucinky. Ve studii [22] byla zkoumana
schopnost vazby rdznych rostlinnych extraktl ke tfem receptorim zodpovédnym za
zprostredkovani bolesti — k receptorim pro bradykinin, neurokinin 1 a CGRP (calcitonin gene
related peptide). Bylo prokazano, Ze latky obsazené ve zlatobylu se vazi k receptoru pro
bradykinin. Nicméné po pridani polyvinylpyrrolidonu, ktery slouZi k odstranéni tanin( a dalSich
polyfenolickych Iatek, jeZ se na receptor vazou pouze nespecificky, tento Ucinek znacné klesa.
Proto autofi spekuluji, zda je vazba zplsobena specifickou vazbou urcité polyfenolické
slouceniny, nebo pouze nespecifickou vazbou tanin(. Analgeticky pusobi i leiokarposid, ktery
v testu horkého talife (hot plate test — test reakce na bolest u zvifat) uskute¢iovaném na
mysich v prvni hodiné vykazoval podobné vysledky jako aminofenazon, ve druhé hodiné vsak
ucinky témér vymizely [16].

U zlatobylu obecného byl pozorovan také spasmolyticky efekt. V in vitro experimentu

provadéném na hladké stfevni svaloviné morcéete dosahovala spasmolyticka aktivita necelych
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15 % ucinku papaverinu. Za tento ucinek jsou pravdépodobné zodpovédné flavonoidy
quercetin a kaempferol [16].

Zasadni ucinky ma zlatobyl v oblasti mocové soustavy. Dllezity je diureticky efekt,
ktery byva pripisovan flavonoidim, predevsim quercetinu a jeho derivatim. Kromé flavonoida
pUsobi diureticky i leiokarposid, avSak pouze ve formé glykosidu, samotna kyselina
leiokarpova tento ucinek nema [9,16]. Zlatobyl plsobi prospésné i v oblasti mocového
méchyre, vyuziva se napriklad klé¢bé hyperaktivniho mocového méchyre. Mechanismus
ucinku spociva jak vinhibici kontrakce zprostfedkované muskarinovymi receptory, tak
v nespecifickém pusobeni zlatobylového extraktu [23].

Zkouman byl také antibakteridlni efekt zlatobylu proti bakteriim nachazejicim se
v urogenitalnim traktu — Staphylococcus aureus a Staphylococcus epidermidis. Testovan byl jak
extrakt samotného zlatobylu obecného, tak smés zlatobylu obecného se Skumpou vonnou,
medvédici |ékafskou a pampeliskou Iékarskou. Zlatobyl obecny plisobi antibakteridlné proti
zminovanym bakteriim, nicméné efekt smési byl vyznamné vyssi [16].

Vramci snahy objevit nové antifungalni latky bylo zjisténo, Ze deacylované
triterpenické saponiny ziskané ze zlatobylu obecného vykazuji antimikrobidlni aktivitu proti
nékolika kvasinkdm rodu Candida. Dalsi studie potom prokdazala antimykotickou aktivitu
zlatobylového extraktu proti nékolika dermatofytim [16].

Zajimavé jsou také antidiabetické a hypolipidemické ucinky. Za témito efekty nejspise
stoji antioxidaéni schopnost obsazenych latek a schopnost téchto latek obnovovat B-buriky
Langerhansovych ostrivki [24].

Podle dalSich studii latky obsazené ve zlatobylu obecném plsobi také protirakovinné
a antimutagenné. Jiné prace potom zlatobylu prisuzuji kardioprotektivni a hypotenzni efekt
[9].

3.4 Rutin

3.4.1 Charakteristika
Rutin je flavonoid vyskytujici se ve vice nez sedmdesati rlznych druzich rostlin. Jeho

jméno pochazi z latinského nazvu routy vonné (Ruta graveolens), ve které se hojné vyskytuje.
Poprvé byl objeven v pohance, dale je obsaZen napriklad v merunkach, tfesnich, Svestkach,
grepech nebo pomerancich. Nejvétsi obsah (az 1,5 %) dosahuje v jiz zmifnované routé vonné,

dale v jerlinu japonském, maranté bélozilnaté ¢i eukalyptu.
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Patfi mezi flavonoidy, cozZ jsou nizkomolekularni polyfenolické latky s mnoha zdravi
prospésnymi ucinky. V ramci flavonoidd se fadi mezi takzvané flavonoly. Jinak se nazyva také
rutosid, quercetin-3-rutinosid nebo sophorin. Byva také oznacovan jako vitamin P.

Po chemické strance se jednd o glykosid skladajici se z aglykonu quercetinu
a disacharidu rutinosy (rhamnosa a glukosa) [3]. Chemicky vzorec [25] a dalsi vlastnosti rutinu

[26] jsou uvedeny na obrazku a v tabulce nize.

OH
OH
CHs
(N} \ o
O -1OH
OH
HO OH
Obrdzek 2: Chemickd struktura rutinu [25]
Tabulka 1: Zdkladni fyzikdlni a chemické vlastnosti rutinu [26]
sumarni vzorec C27H30016
molarni hmotnost 610,5 g/mol
teplota tani 125 °C
rozpustnost ve vodé 125 mg/I
skupenstvi pevné

3.4.2 Uc&inky
Rutin vykazuje celou fadu farmakologicky vyznamnych ucinkd, nékteré z nich jsou

vyobrazeny na obrdzku 3. Je to dlleZity antioxidant, ddle plsobi protizanétlivé, antiartriticky,
antibakteridlné,  anthelminticky  aantifungalné.  Vykazuje  také antidiabeticky,
neuroprotektivni, kardioprotektivni, nefroprotektivni, hepatoprotektivni a hematoprotektivni
efekt. MUzZe pUsobit i proti rakoviné a testikularni toxicité [3]. Dale byly objeveny jeho
analgetické, antihypercholesterolemické, antiobezitické, antiulcerézni, antiastmatické
a antiosteoporotické ucinky. Uplatnéni mize mit i v oftalmologii, kde plsobi proti Sedému
zakalu a zvySenému ocnimu tlaku. Diky svému metabolitu quercetinu vykazuje diureticky

efekt. M4 pozitivni vliv na k(zi, kterou chrani proti UV zafeni, starnuti a pomdaha v boji
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s atopickou dermatitidou. Navic mUze pUsobit i proti vypadavani vlasli. V neposledni radé

pfiznivé ovliviiuje imunitni systém [27,28].

CARDIOPROTECTIVE |

/ ANTI-INFLAMMATORY |

0, s

0" o ew,

ANTIOXIDANT | ANTICANCER |

ANTI-ALLERGIC |

Obrdzek 3: Vybrané farmakologické ucinky rutinu [28]

3.5 Kyselina chlorogenova
3.5.1 Charakteristika
Kyselina chlorogenova je polyfenolickd sloucenina, jednd se o ester kyseliny kavové

a kyseliny chinové, viz obrazek 4 [29]. V literature se vyskytuji dalsi dvé oznaceni této latky —
kyselina 3-kafeoylchinova a kyselina 5-kafeoylchinova. Casté&ji se uZiva starsi nazev kyselina 3-
kafeoylchinova, prestoZe podle aktualnich pravidel IUPAC by se tato sloucenina méla nazyvat
druhym zmifiovanym nazvem [4].

Bohatym zdrojem kyseliny chlorogenové je zelena kdva, coZ je kdva, kterd nebyla
prazena [30]. Kromé zelené kdvy se kyselina chlorogenova vyskytuje i v dalSich rostlinach,
napriklad v bramborach, jahodach, jablcich a bortvkach [4,31]. Zakladni vlastnosti kyseliny

chlorogenové jsou vyobrazeny v tabulce 2.

O

HO. O o % OH

OH

OH

OH OH

Obrdzek 4: Chemicka struktura kyseliny chlorogenové [29]
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Tabulka 2: Zdkladni fyzikdlni a chemické vlastnosti kyseliny chlorogenové [32]

sumarni vzorec C16H1809
molarni hmotnost 354,3 g/mol
teplota tani 205-209 °C
rozpustnost ve vodé 40 000 mg/I
skupenstvi pevné

3.5.2 Ucinky
Kyselina chlorogenova je hlavni G¢innou slozkou zelené kdvy, kterd se ve formé riznych

doplik( stravy tési velké popularité. Zndma je predevsSim pro své ucinky pfi hubnuti.
V literature se uvadi, Ze konzumace extraktu zelené kavy vede ke snizeni hmotnosti, BMI
a obvodu pasu [33]. Kyselina chlorogenovd ma antidiabetické Ucinky a pozitivné pusobi
i na metabolismus lipidQ, ¢imZ muize byt prospésna v 1é¢bé kardiovaskularnich onemocnénich
¢i jaterni steatdzy. Ddle ma antioxidacni a protizanétlivy potencial [4,34]. Ve studii [35] byla
prokazdna schopnost kyseliny chlorogenové vyznamné snizovat krevni tlak u pacientl se

stfednim stupném hypertenze. Kyselina chlorogenovd ma také antimikrobni efekt [4].

3.6 Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Vysokoucinnad kapalinovd chromatografie, anglicky High Performance Liquid

Chromatography (HPLC), patfi mezi separacni analytické metody. UmoZiiuje hodnotit slozky
smési jak kvalitativné, tak kvantitativné. Mezi jeji hlavni vyhody patfi kratky ¢as analyzy,
citlivost stanoveni, mozZnost automatizace a potfeba pouze malého mnozstvi vzorku [36].
Principem chromatografie je rozdilna distribuce latek mezi dvé nemisitelné faze —
pohyblivou mobilni fazi a nepohyblivou stacionarni fazi. VHPLC mobilni fazi predstavuje
kapalina, zatimco staciondrni fazi je tuha latka, pripadné kapalina ukotvend na tuhém nosici.
Vzorek je davkovan do mobilni faze, kterda je undsena systémem, a jeho slozky mohou
interagovat se stacionarni fazi umisténou v chromatografické koloné. Nejdfive jsou vymyvany
latky, které se staciondarni fazi interaguji nejméné. Latky, které se staciondrni fazi interaguji
silngji, jsou zadrzovany déle. Pti prlichodu smési kolonou dochazi k neustalému ustalovani
rovnovahy délenych latek mezi obé faze. Distribuci sloZzek mezi dvé faze popisuje distribucni
konstanta Kp, ktera se da vypocditat jako pomér koncentrace separované slozky ve stacionarni
a v mobilni fazi. Cim vy3si je hodnota Kp, tim vice je slozka zadrZovana na stacionarni fazi. Aby

se latky od sebe byly schopny oddélit, musi se liSit svymi distribu¢nimi konstantami [5].
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Podle toho, zda je sloZzeni mobilni faze stdle stejné, nebo se v Case méni, rozliSujeme
dva typy eluce. U isokratické eluce je sloZeni mobilni faze v prlibéhu separace konstantni,
ai eluénisila je tedy stale stejna. Tento typ eluce se vyuzivd, maji-li separované latky podobné
hodnoty Kp. Pokud se sloZzeni mobilni faze v pribéhu separace méni, hovofime o gradientové
eluci. V tomto pripadé v mobilni fazi postupné roste podil slozky s vyssi elu¢ni silou. Pfi pouZziti
gradientové eluce se zkrati ¢as analyzy u smési obsahujicich latky s vyrazné odliSnymi
hodnotami Kp.

Vysledkem analyzy je chromatogram, ktery zobrazuje casovou zavislost intenzity
veli¢iny sledované detektorem (napf. intenzita absorbance, intenzita fluorescence i intenzita
iontd). Zakladni kvalitativni charakteristikou je retencni c¢as tr, ktery predstavuje ¢as od
nastfiku vzorku na kolonu k maximu chromatografického piku. Kvantitativni charakteristikou
je plocha pod pikem, v pfipadé velmi uzkych, vysokych a symetrickych pik( se da pouzit i vyska
piku [5,36].

Analyzy HPLC se mohou provadét v rliznych separacnich mddech, mezi které patii
naptiklad systém s normdlnimi fazemi, systém sreverznimi fazemi, iontové vyménna
chromatografie ¢i hydrofilni interakéni chromatografie. V soucasnosti nejuzivanéjsim
systémem je systém reverznich fazi, ktery byl pouZit i v této praci. V tomto usporadani je
mobilni faze polarnéjsi nez faze staciondrni. Mobilni faze ma vodné-organicky charakter,
vodnou slozku predstavuje voda, pfipadné voda s pridavkem kyseliny, baze nebo pufru.
Organickou slozku tvori organické rozpoustédlo misitelné s vodou, napriklad acetonitril i
methanol. Staciondrni faze je nepoldrni, nej¢astéji se jedna o silikagel modifikovany chemicky
vazanym ligandem. Nejrozsifenéjsi je C18-silikagel, dalSimi moZznymi ligandy jsou napfiklad
alkylovy fetézec C30, C8, C4, methyl, fenyl, hexyl, fenyl-hexyl, pentafluorofenyl, pfipadné jiné
dalsi [5].

3.6.1 Instrumentace v HPLC
Kapalinovy chromatograf, pfistroj pro provadéni HPLC analyzy, se sklada z nékolika

zakladnich komponent. Mezi né patfi zdsobniky mobilnich fazi a vysokotlaké cerpadlo,

davkova¢ vzorku (bud automaticky, nebo manualni davkovaci ventil), chromatograficka
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kolona stermostatem, detektor a pocita¢ s vhodnym softwarem [5]. Zakladni schéma
chromatografického systému je zobrazeno na obrazku 5.

Calumn containing
Stationary Phase

Chrematogram

Injector

—O

8. §

(Mobile Phase)

sample
containing

Pump compounds
a, B and C

Obrdzek 5: Zdkladni schéma chromatografického systému [37]

3.6.1.1 Chromatografické kolony
Chromatograficka kolona je trubice nebo kapilara, kterd je rovhomérné naplnénj,

pripadné pokryta stacionarni fazi. Plast kolony musi byt chemicky inertni, musi byt schopen
odolat vysokym tlakim a jeho vnitfni povrch musi byt, pokud mozno, dokonale hladky.
NejpouZivanéjSim materidlem pro vyrobu plasté kolon je nerezovd ocel (typ 316). Dnes
pouzivané kolony maji vnitini primér 2,1 az 5 mm a délku 50 az 300 mm. Jsou plnény ¢asticemi

o velikosti 1 az 5 um [5,38]. Znazornéni kolony je na obrazku 6.

le

Obrdzek 6: Chromatograficka kolona, (1) - kovovy pldst, (2) - porézni kovova frita, (3) - staciondrni faze, (4) -
ochranny krouZek, (5) - koncovad hlavice, (6) - vstup pro kapildru se sSroubem [38]
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3.6.1.1.1 Kolona Ascentis® Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6 mm:; 2,7 um castice
Kolona vybrand pro validaci chromatografické metody v této praci vyuzivd moderni

technologii fused-core (jinym ndzvem core-shell) ¢astic. Tyto ¢astice oproti béZnym poréznim
Casticim disponuji uzsi distribuci velikosti, jejich pouZziti zmensuje pfispévek vifivé difuze a také
redukuje odpor proti pfevodu hmoty. Diky témto vlastnostem jsou analyzy provadéné na
kolonach s fused-core c¢asticemi rychlej$i a maji vyssi rozliSeni, citlivost i U¢innost [39,40].
Fused-core Castice se skladaji z jadra, které je vétSinou pevné, a plasté, ktery je porézni. Podle
toho, jak je jadro velké, a jak porézni je plast a jaka je jeho tloustka, jsou castice urcéené pro
razné typy chromatografie [41].

Jako stacionarni faze u této kolony slouzi silikagel s navdzanymi dlouhymi retézci C18
a hydrofilnim endcappingem, ktery zlepSuje retenci polarnich latek. Typ endcappingu vyrobce

blize nespecifikuje [5,40].

3.6.1.2 Detektor DAD
Pro ucely této diplomové prace byl vyuzit detektor s diodovym polem (DAD). Tento typ

detektoru dokdaze snimat celé spektrum vinovych délek v realném case. Kromé retencéniho
¢asu tak ke kazdé detekované latce ziskavame jeji absorpéni spektrum, coz zvysuje selektivitu

detekce. Pomoci DAD detektoru také miZeme ovérovat spektralni Cistotu piku [5].

3.7 Reserse stanoveni vybranych flavonoidi a fenolickych kyselin
V experimentalni Casti se zabyvam stanovenim vybranych flavonoidd a fenolickych

kyselin v dopliicich stravy na bazi zlatobylu a ddle stanovenim rutinu, pfipadné kyseliny
chlorogenové v jednoslozkovych pripravcich. Bylo publikovdno mnoho studii, které se vénuiji
stanovovani téchto latek jak v rostlinném materidlu, tak v doplicich stravy &i lidské plazmé.
Z nize uvedené tabulky vyplyvd, Ze nejcastéjsi metodou pouzivanou pro tyto ucely je HPLC
s kolonou obsahujici stacionarni fazi typu C18. K detekci se pouZivaji spektrofotometrické UV
detektory nebo detektory s diodovym polem, nékteré prace vyuzivaji i hmotnostni

spektrometrii.
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Tabulka 3: Priklady publikovanych studii a podminek separace vybranych flavonoidi a fenolickych kyselin

s obsahem flavonoid(, [47]

a quercetinu

Gradient Monolithic
RP-18e 50 x 2 mm

Vzorek, zdroj Stanovované latky Typ kolony Mobilni faze Separace/detektor
Potravni doplriky, [42] rutin, troxerutin, diosmin, hesperidin Ascentis Express RP- ACN/vodny roztok HPLC/DAD
Amide 100 x CH3COOH o pH 3
3,0 mm; 2,7 pum
Castice
Potravni dopliiky se kys. 3-kafeoylchinova, kys. 4-kafeoylchinova, Ascentis ACN/5% HCOOH UHPLC/DAD
zelenou kavou, [43] kys. 5-kafeoylchinova, kys. 1,3- Express RP-Amide
dikafeoylchinov3, kys. 3,5-dikafeoylchinova 100 x 2,1 mm; 2,7
um Castice
Listy rakytniku katechin, rutin, quercetin, kaempferol, HIQ SIL C18 V 250 x MeOH/ACN/H,0/1% HPLC/DAD
resetldkového, [44] isorhamnetin 4,6 mm; 5 um Cdstice CHsCOOH
Listy rostlin nékolika celedi rutin, kyselina chlorogenova, kyselina Hypersil ODS 280 x 45% MeOH/0,01% HsPO4 HPLC/UV
rodu zazvornikotvaré rozmarynova 4 mm; 5 um ¢astice
(Zingiberales), [45]
Lidska plazma po p.o. rutin Luna ODS-2 150 x ACN/CHsCOONH,4 + EDTA + HPLC/UV
aplikaci 500 mg rutinu, [46] 2,1 mm; 5 um castice ledova CH;COOH
Rostlinné doplriky stravy 14 flavonoidd vé. rutinu, quercitrinu Chromolith Fast ACN/0,05% CFsCOOH UHPLC/UV

a UHPLC/MS/MS

révy vinné, [50]

resveratrol

4,6 mm; 5 um ¢astice

Plody fikovniku smokvoné, 14 fenolickych sloucéenin v¢. kys. Gemini NX-C18 150 x MeOH/0,1% HCOOH HPLC/DAD
[48] chlorogenové, rutinu a quercetinu 3 mm; 3 um castice
Listy Pluchea indica, [49] kys. 3-kafeoylchinova, kys. 4-kafeoylchinovd, | Hypersil BDS C18 100 MeOH/0,5% CHsCOOH HPLC/DAD
kys. 5-kafeoylchinova, kys. 3,4- x 4,6 mm; 3,5 um
dikafeoylchinova, kys. 3,5-dikafeoylchinova, Castice
kys. 4,5-dikafeoylchinova
Semena a slupky plod katechin, epikatechin, quercetin, rutin, Acclaim 120 250 x MeOH/H,0/CH;COOH HPLC/UV/VIS




4 EXPERIMENTALNIi CAST

4.1 Pouzité pristroje a pomticky

4.1.1 Chromatograficky systém

4.1.2

Chromatograf: Shimadzu Prominence LC-20AD

Detektor: spektrofotometricky detektor SPD-M20A Prominence UV/VIS DAD

Vyhodnoceni: Software LC LabSolutions

Testované kolony

Tabulka 4: Testované kolony

Vyrobce Nazev, charakteristika
1 YMC CO., LTD. YMC-Triart C-18 ExRS 100 x 4,6 mm; 3 um castice
2 YMC CO., LTD. YMC-Triart C-18 ExRS 150 x 4,6 mm; 3 um Castice
Ascentis® Express 90 A RP-Amide 150 x 4,6 mm; 2,7 pum
3 Supelco Analytical
Castice
Ascentis® Express Phenyl-Hexyl 100 x 4,6 mm; 5 um
4 Supelco Analytical
Castice
5 Phenomenex® Kinetex® Biphenyl 100 A, 150 x 4,6 mm; 5 pm &astice
6 Phenomenex® Kinetex® Phenyl-Hexyl 100 A, 100 x 4,6 mm; 5 pum &astice
7 Supelco Analytical Ascentis® Express F5 150 x 4,6 mm; 5 um castice
Ascentis® Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6 mm; 2,7 um
8 Supelco Analytical
Castice
CHROMSHELL® C18 Polar HPLC column, 150 x 4,6 mm;
9 Chromservis
2,6 um castice
10 Phenomenex® Kinetex® EVO C18 100 A 150 x 4,6 mm; 2,6 pm ¢&astice
11 Avantor® ACE® Phenyl-300 150 x 4,6 mm; 3 um Castice
12 Avantor® ACE® C4-300 150 x 4,6 mm; 3 um castice
13 Avantor® ACE® C18-300 150 x 4,6 mm; 3 um cCastice
CHROMSHELL® C18 Polar HPLC Column 250 x 4,6 mm;
14 Chromservis
2,6 um cCastice
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4.1.3

Pomticky

Bézné laboratorni sklo

Automatické pipety (Brand)

Analytické vahy (Sartorius Secura)
Ultrazvukova lazen (Bandelin Sonorex Digitec)
Plastové injekéni stiikacky (Omnifix®)

PTFE filtry — velikost pérd 0,22 um (Chromservis)

4.2 Pouzité chemikalie

4.2.1

4.2.2

Standardy

Kyselina chlorogenova > 95% (Sigma-Aldrich)
Rutin > 94% (Sigma-Aldrich)

Astragalin = 98% (ChemFaces)

Quercitrin 2 78% (Sigma-Aldrich)

Quercetin 2 95% (Sigma-Aldrich)

Kaempferol = 96% (Fluka)

Kyselina 3,5-dikafeoylchinova > 98% (ChemFaces)
Kyselina 1,3-dikafeoylchinova > 98% (ChemFaces)
Kyselina kumarovd = 97% (Sigma-Aldrich)
Kumarin > 99% (Sigma-Aldrich)

Rozpoustédla

Methanol absolute HPLC gradient grade (Biosolve)
Acetonitrile LC-MS grade (Biosolve)

Kyselina fosfore¢na 85% (Lachema)

Ultracista voda (systém Milli-Q, Millipore)
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4.3 Doplnky stravy

Tabulka 5: Testované doplriky stravy

Nazev pripravku Vyrobce Forma Uddavany obsah
Celik zlatobyl Valdemar Gresik kapky neuvedeno
Celik obecny BIO Bylinné kapky kapky neuvedeno
Celik obecny Bylinné kapky kapky neuvedeno
Zlatobyl obecny Green Idea kapky neuvedeno
Zlatobyl - tlnoktura Serafin kapky neuvedeno
z pupenu
Zlatobyl = ’katura Serafin kapky neuvedeno
z bylin
Zlatobylova smés Dédek kotenar kapky neuvedeno
Zlatobyl Inca Botanica kapky neuvedeno
Rutin Solgar tablety 500 mg rutinu
Rutin Walmark® tablety 50 mg rutinu
Celik Ex Herbis tvrdé tobolky neuvedeno
s . . 50 % kyseliny
Zelend kava Botanic tvrdé tobolky f
chlorogenové

4.4 Priprava mobilni faze

V prabéhu analyz byla vyuZita gradientova eluce. Jako organicka faze byl pouzivan cisty
acetonitril, v pribéhu optimalizace byl zkouSen i Cisty methanol. Jako vodnd slozka byla
pouzita voda okyselend 85% kyselinou fosforec¢nou. Byla ptipravena pridanim 0,9 ml

85% kyseliny fosforecné k 900 ml ultracisté vody — vznikla tedy 0,085% kyselina fosfore¢na.

4.5 Priprava roztokd

4.5.1 Priprava rozpoustédla pro standardy a vzorky

Jako rozpoustédlo byl pouzit ¢isty methanol.

4.5.2 Pfiprava zasobnich roztokid standardli pro optimalizaci a validaci metody
Roztoky standard( pouzitych latek byly pripraveny dle nize uvedené tabulky.
Pro rozpusténi standardu byla pouzita ultrazvukova lazen. Roztoky standardu byly uchovavany

v lednici, aby se predeslo jejich ptipadné degradaci.
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Tabulka 6: Priprava zdsobnich roztokd standardi

Navazka Methanol | Koncentrace
Latka
(mg) (w) (mg/1)
Kyselina
1,00 1000 1000
chlorogenova
Rutin 0,97 1000 970
Astragalin 0,97 1000 970
Quercitrin 1,02 1000 1020
Quercetin 1,02 1000 1020
Kaempferol 1,03 1000 1030
Kyselina 3,5-
0,59 500 1180
dikafeoylchinova
Kyselina 1,3-
0,56 500 1120
dikafeoylchinova
Kumarin 0,49 500 960
Kyselina
0,47 500 940
kumarova

4.5.3 Priprava pracovnich roztokui standardu

Pracovni roztoky byly pfipraveny fedénim zasobnich roztokd standard( methanolem.
K 50 ul kazdého roztoku bylo pfidano 950 ul methanolu, roztoky byly tedy fedény dvacetkrat.
Byl pripraven i smésny roztok standardl smisenim 50 pl zasobnich roztokl kyseliny
chlorogenové, rutinu, astragalinu, quercitrinu, quercetinu a kaempferolu a doplnénim
methanolem do 1000 pl. V pribéhu analyz doslo v pozdéjsi fazi optimalizace HPLC metody
k nahrazeni astragalinu a quercitrinu  kyselinou 3,5-dikafeoylchinovou, protoze
se v analyzovanych vzorcich vyskytovala ve vétSim mnozstvi, zatimco prvni dvé jmenované
latky se ve vzorcich nevyskytovaly. Zkousela se i pfitomnost kyseliny 1,3-dikafeoylchinové,
kumarinu a kyseliny kumarové, ktera ale nebyla potvrzena, a proto uz tyto standardy nebyly
dale pouzivany. Pro validaci metody a stanoveni obsahu latek v doplicich stravy se tedy
pouzilo nasledujicich pét standardl: kyselina chlorogenovd, rutin, kyselina 3,5-

dikafeoylchinova, quercetin a kaempferol.
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4.5.4 Priprava roztoki pro kalibraci a opakovatelnost

Pro kalibraci bylo ptipraveno 8 smésnych roztokl o koncentracich vrozmezi
2 a2 100 mg/l. Do jedné vialky bylo napipetovdno vidy dané mnoiZstvi kazdého z péti
zasobnich roztok( standard( a fedéno methanolem do objemu 1000 pl, viz tabulka niZe. Pro

opakovatelnost pak byly pouZity roztoky o koncentraci 5, 50 a 100 mg/I.

Tabulka 7: Priprava roztoku pro kalibraci a opakovatelnost

Objem kazdého standardu Vysledna koncentrace
Objem methanolu (ul)
(ut) (mg/l)
2 990 2
5 975 5
10 950 10
15 925 15
25 875 25
50 750 50
75 625 75
100 500 100

4.5.5 Priprava roztok( pro spravnost

Test spravnosti metody byl proveden s kapkami Celik zlatobyl od firmy Valdemar
Gresik. Byly pfipraveny 3 roztoky s obsahem 200 pl pfefiltrovanych kapek Gresik nafedénych
do 1000 ul methanolem. Dale bylo pfipraveno 6 roztokd s 200 ul kapek Gresik, s pridavkem
50 ul kazdého z péti zasobnich roztok( standardd a 550 pl methanolu. Nakonec byly
pfipraveny jesté dva smésné roztoky standardd smisenim 50 pl od kazdého zasobniho roztoku

standardu se 750 ul methanolu.

4.5.6 Priprava roztoki pro presnost
Pro urceni presnosti bylo pouzito Sest roztok( pfipravenych pro test spravnosti
obsahujicich 200 ul kapek Celik zlatobyl od vyrobce Valdemar Gresik s pridavkem 250 pl

smésného roztoku standard( naredéné do 1000 pl methanolem.
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4.5.7 Priprava roztoku pro test vhodnosti chromatografického systému
Pro tento test byl vyuZit smésny roztok standardl o koncentraci 50 mg/l naredénych

methanolem do 1000 pl.

4.6 Priprava analyzovanych vzorku

Roztoky vzork(l kapek byly pfipraveny protfepanim a prefiltrovanim do vialky. Z této
vialky bylo ddle odebrano 200 ul do dalsi vialky a doplnéno methanolem na 1000 pl. Vzorky
tobolek byly pfipraveny vysypanim obsahu 10 tobolek, byla zjisténa primérna hmotnost jedné
tobolky, a poté bylo odvdZzeno 250 mg zhomogenizované smési. Toto mnozZstvi se v plastové
zkumavce doplnilo 10 ml methanolu a bylo vloZzeno na 10 minut do ultrazvukové lazné
s destilovanou vodou pokojové teploty. Vzorky tablet byly pfipraveny rozdrcenim 10 tablet
v porceldnové trence pomoci térky. Byla zjisténa primérnd hmotnost jedné tablety
a ze zhomogenizované smési bylo odebrano 10 mg, preneseno do plastové zkumavky
a doplnéno 10 ml methanolu. Opét byla zkumavka vloZena na 10 minut do ultrazvukové lazné.

Od kapek, tobolek i tablet byly vidy pfipraveny 3 vzorky.

4.7 Parametry méreni

K analyze byl pouZit HPLC chromatograf Shimadzu Prominence LC-20AD a UV/VIS DAD
spektrofotometricky detektor SPD-M20A. Kvyhodnoceni dat byl vyuZivan software
LC LabSolutions.

Separace probihala pfi 30 °C na koloné Ascentis® Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6 mm
o velikosti ¢astic 2,7 um. Nastfik vzorku byl 10 pl. Jednotlivé piky byly detekovany pfi dvou
vinovych délkach — piky kyseliny chlorogenové a kyseliny 3,5-dikafeoylchinové byly méreny

pfi 325 nm a piky rutinu, quercetinu a kaempferolu pfi 360 nm.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Vyvoj analytické metody, optimalizované parametry
5.1.1 Volba vinové délky

Pro detekci byly vybrany dvé vinové délky — 325 nm pro kyselinu chlorogenovou
a kyselinu 3,5-dikafeoylchinovou a 360 nm pro rutin, quercetin a kaempferol. Tyto vinové
délky byly vybrany jako kompromis z namérenych absorpcénich maxim jednotlivych latek, ktera
byla ziskdana pomoci DAD detektoru. Jednotlivd maxima a absorpéni spektra latek jsou

uvedena v nasledujici tabulce a obrazcich.

Absorp¢ni maxima standardt

Tabulka 8: Absorpcni maxima standardd

Standard Vinova délka (nm)

Kyselina chlorogenova 325

Rutin 354

Kyselina 3,5-dikafeoylchinova 328

Quercetin 369

Kaempferol 365
mAU
350
2501
200,
o]

2<00‘ - ‘2é0‘ - ‘360‘ - ‘3é0‘ - ‘nm

Obrdzek 7: Absorpcni spektrum kyseliny chlorogenové
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Obrdzek 8: Absorpcni spektrum rutinu
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Obradzek 9: Absorpcni spektrum kyseliny 3,5-dikafeoylchinové
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Obrdzek 10: Absorpcni spektrum quercetinu
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Obrdzek 11: Absorpcni spektrum kaempferolu

5.1.2 Volba kolony a gradientu
V rdmci optimalizace separace bylo vyzkouseno celkem 14 rlznych stacionarnich fazi.

Pfehled pouZitych kolon je uveden v tabulce 4. ZkouSeni kolon probihalo pfi teploté 30 °C,
délce analyzy 12 minut, nastfiku vzorku 10 pl a pritoku mobilni faze 1,0 ml/min. Detekce
probihala pfi univerzalni vinové délce 254 nm pro vSechny analyty. Kazda kolona byla
zkousena pfi 4 rdznych gradientech, podminky jednotlivych gradientll jsou uvedeny
v tabulkdch 9 az 12. Jako vodna faze byla pouzita okyselend ultracistd voda 0,085% kyselinou
fosforecnou, jako organicka faze Cisty acetonitril.

V prvni fazi diplomové prace byla optimalizace provadéna se Sesti latkami — kyselinou
chlorogenovou (CHLO), rutinem (RUT), astragalinem (AST), quercitrinem (QUI), quercetinem
(QUE) a kaempferolem (KAE). Tyto latky byly zvoleny na zakladé strucné reserSe ohledné
obsahovych latek v extraktech ze zlatobylu. Vzhledem ktomu, Ze se nepodafilo uplné
rozseparovat treti a Ctvrty pik, jez tvofily za vSech podminek kriticky par (astragalin
a quercitrin), byly tyto latky pozdéji po testovani separace na extraktech doplikd stravy
vyfazeny a nahrazeny kyselinou 3,5-dikafeoylchinovou (DIK). Ta se po nasem zjisténi a hledani
s pomoci rdznych testovanych latek v doplicich stravy vyskytovala v rizném mnozstvi, na
rozdil od astragalinu a quercitrinu, které nebyly v Zadném doplniku stravy nalezeny. Nize jsou
uvedeny chromatografické zaznamy pofizené na vybranych kolonach.

Pro validaci metody a stanoveni latek v doplfcich stravy byla nakonec vybrana kolona
Ascentis® Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6 mm s velikosti ¢astic 2,7 um, kterd vykazovala
nejvyssi separaéni U¢innost i prijatelnou dobu analyzy. Pouzit byl gradient ¢. 4, pfi kterém byly

vSechny latky pfitomné v extraktech nejlépe separovany.
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Tabulka 9: Prubéh gradientu ¢. 1

Casovy prabéh gradientu (min) Zastoupeni vodné mobilni faze (%)
0,01-10,00 95-10
10,00 - 10,20 10-95
10,20-12,00 95
12,00 stop

Tabulka 10: Pribéh gradientu ¢. 2

Casovy pribéh gradientu (min) Zastoupeni vodné mobilni faze (%)
0,01-10,00 90-10
10,00- 10,20 10-90
10,20-12,00 90
12,00 stop

Tabulka 11: Pribéh gradientu ¢. 3

Casovy priibéh gradientu (min) Zastoupeni vodné mobilni faze (%)
0,01-10,00 90-30
10,00 -10,20 30-90
10,20-12,00 90
12,00 stop

Tabulka 12: Pribéh gradientu ¢. 4

Casovy prabéh gradientu (min) Zastoupeni vodné mobilni faze (%)
0,01 -10,00 90-50
10,00 - 10,20 50-90
10,20-12,00 90
12,00 stop

Na nasledujicich chromatogramech jsou uvedeny priklady separace standardi
na nékterych vybranych kolonach. Je zfejmé, Ze u vétSiny stacionarnich fazi byl kritickym

parem pro separaci dvojpik astragalinu a quercitrinu.
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5.1.2.1 Kolona ¢. 2: YMC Triart C-18 ExRS 150 x 4,6 mm; 3 um
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Obrdzek 12: Chromatogram separace na koloné YMC Triart C-18 ExRS 150 x 4,6 mm; 3 um pfi gradientu ¢. 1
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Obrdzek 13: Chromatogram separace na koloné YMC Triart C-18 ExRS 150 x 4,6 mm; 3 um pri gradientu ¢. 2
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Obrdzek 14: Chromatogram separace na koloné YMC Triart C-18 ExRS 150 x 4,6 mm; 3 um pri gradientu ¢. 3
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Obrdzek 15: Chromatogram separace na koloné YMC Triart C-18 ExRS 150 x 4,6 mm; 3 um pri gradientu ¢. 4

Na této koloné tvorily astragalin a quercitrin dvojpik. Ucinnost kolony nebyla
dostatecnd. Nejkratsi ¢as analyzy byl dosazen u gradientu ¢. 2, naopak nejdelsi u gradientu

¢. 4.
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5.1.2.2 Kolona €. 3: Ascentis Express 90 RP-Amide 150 x 4,6 mm; 2,7 um
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Obrdzek 16: Chromatogram separace na koloné Ascentis® Express 90 RP-Amide 150 x 4,6 mm; 2,7 um
pfigradientu ¢. 1
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Obrdzek 17: Chromatogram separace na koloné Ascentis® Express 90 RP-Amide 150 x 4,6 mm; 2,7 um
pfi gradientu ¢. 2
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Obrdzek 18: Chromatogram separace na koloné Ascentis® Express 90 RP-Amide 150 x 4,6 mm; 2,7 um
pfi gradientu ¢. 3
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Obrdzek 19: Chromatogram separace na koloné Ascentis® Express 90 RP-Amide 150 x 4,6 mm; 2,7 um
pfi gradientu C. 4

Na této koloné tvorily opét astragalin s quercitrinem dvojpik, pfi gradientu €. 4 se navic
spojily i piky quercetinu a kaempferolu do jednoho piku. Tato kolona byla vyhodnocena jako

nevhodna.

5.1.2.3 Kolona ¢. 6: Kinetex® Phenyl-Hexyl 100 A, 100 x 4,6 mm; 5 um
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Obrdzek 20: Chromatogram separace na koloné Kinetex® Phenyl-Hexyl 100 A, 100 x 4,6 mm; 5 um pfi gradientu
¢ 1
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Obrézek 21: Chromatogram separace na koloné Kinetex® Phenyl-Hexyl 100 A, 100 x 4,6 mm; 5 um pfi gradientu
¢.2
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Obrdzek 22: Chromatogram separace na koloné Kinetex® Phenyl-Hexyl 100 A, 100 x 4,6 mm; 5 um pfi gradientu
¢. 3
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Obrdzek 23: Chromatogram separace na koloné Kinetex® Phenyl-Hexyl 100 A, 100 x 4,6 mm; 5 um pfi gradientu
¢. 4

Na této koloné se opét nepodafilo dostatecné rozseparovat pik astragalinu
a quercitrinu. Piky navic chvostuji, coZ je vidét predevsim u pikd quercetinu a kaempferolu.

Tato kolona byla vyhodnocena jako nevhodna.

5.1.2.4 Kolona €. 7: Ascentis® Express F5 150 x 4,6 mm, 5 um
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Obrdzek 24: Chromatogram separace na koloné Ascentis® Express F5 150 x 4,6 mm, 5 um pfi gradientu ¢. 1
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Obrdzek 25: Chromatogram separace na koloné Ascentis® Express F5 150 x 4,6 mm, 5 um pfi gradientu ¢. 2
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Obrdzek 26: Chromatogram separace na koloné Ascentis® Express F5 150 x 4,6 mm, 5 um pfi gradientu ¢. 3
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Obrdzek 27: Chromatogram separace na koloné Ascentis® Express F5 150 x 4,6 mm, 5 um pfi gradientu ¢. 4

Ve

Separacni Uéinnost této kolony byla nedostatecna — piky astragalinu a quercitrinu tvofi

pfi vSech gradientech jeden spolecny pik.
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5.1.2.5 Kolona ¢. 8: Ascentis Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6 mm, 2,7 um
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Obrdzek 28: Chromatogram separace na koloné Ascentis Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6 mm, 2,7 um

pfi gradientu ¢. 1
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Obrdzek 29: Chromatogram separace na koloné Ascentis Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6 mm, 2,7 um

pri gradientu ¢. 2
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Obrdzek 30: Chromatogram separace na koloné Ascentis Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6 mm, 2,7 um
pfigradientu ¢. 3
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Obrdzek 31: Chromatogram separace na koloné Ascentis Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6 mm, 2,7 um
prigradientu ¢. 4

Separacni ucinnost této kolony byla ze vSech kolon nejvyssi, proto byla tato kolona

vybrdna pro validaci metody a stanoveni latek v doplfcich stravy.

5.1.3 Volba slozeni mobilni faze

Béhem optimalizace separace byl na vybranych kolonach jako organickda mobilni faze
misto acetonitrilu zkousen i 100% methanol. Toto rozpoustédlo se ale neosvédcilo, separace
byla v porovnani se separaci za pouziti acetonitrilu méné ucinna a vyzadovala delsi ¢as. Nize
jsou uvedeny chromatogramy separace na koloné €. 2 - YMC Triart C-18 ExRS 150 x 4,6 mm;

3 um za pouziti methanolu. Zaznamy separace na stejné koloné pfi pouziti acetonitrilu jsou

uvedeny na obrdzcich 12-15.
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Obrdzek 32: Chromatogram separace na koloné YMC Triart C-18 ExRS 150 x 4,6 mm; 3 um pfi gradientu ¢. 1
za pouZiti methanolu jako organické mobilni fdze
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Obrdzek 33: Chromatogram separace na koloné YMC Triart C-18 ExRS 150 x 4,6 mm; 3 um pri gradientu ¢. 2
za pouZiti methanolu jako organické mobilni faze
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Obrdzek 34: Chromatogram separace na koloné YMC Triart C-18 ExRS 150 x 4,6 mm; 3 um pfi gradientu ¢. 3
za pouziti methanolu jako organické mobilni fdze

41



U
5dnm_dnm

200+
AST + QUI
175

1504

1254

1o0] RUT
o] CHLO

50+

25+

0]

S A e e e A B A e e e o e e B A e e s B L s s e e NS A e ey e e ey e e e
0.0 1.0 20 3.0 4.0 50 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 min

Obrdzek 35: Chromatogram separace na koloné YMC Triart C-18 ExRS 150 x 4,6 mm; 3 um pri gradientu ¢. 4
za pouZiti methanolu jako organické mobilni fdze

5.1.4 Volba teploty

Za ucelem urychleni separace byla zkousena i vyssi teplota — 40 °C. Doba separace se
sice mirné zkratila, ucinnost ale byla nedostatecnd, a proto se pro optimalizaci a stanoveni
latek v dopliicich stravy pouZila ptiivodni teplota 30 °C.
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Obrdzek 36: Chromatogram separace na koloné Ascentis Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6 mm, 2,7 um
pri gradientu ¢. 4 a teploté 40 °C
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Obrdzek 37: Chromatogram separace na koloné Ascentis Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6 mm, 2,7 um
pfi gradientu ¢. 4 a teploté 30 °C
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Jak jiz bylo uvedeno vyse, po nasledném testovani metody na redlnych extraktech bylo
na zdkladé spektralnich dat a retencnich casl zjiSténo, Ze astragalin a quercitrin nejsou
v dopliicich stravy pfitomny a v retencnim case kritického paru byla detekovana jinda latka,
ktera byla po dalSich experimentech potvrzena jako kyselina 3,5-dikafeoylchinova. Jeji
pfitomnost byla zjisténa na zakladé testovani retencniho ¢asu a spekter dalSich testovanych
analyt, kde pravé kyselina 3,5-dikafeoylchinova vykazovala shodu vretenénim case
i absorpcénim spektru s latkou pfitomnou v extraktech. Mezi dalSimi testovanymi analyty byla
kyselina 1,3-dikafeoylchinova, kyselina kumarova a kumarin. NiZze jsou uvedeny
chromatogramy testovanych latek ichromatogram konecné smeési, na které potom byla

provedena validace.
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Obrdzek 38: Chromatogram kyseliny 3,5-dikafeoylchinové na koloné Ascentis Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6 mm,
2,7 um pri gradientu ¢. 4
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Obrdzek 39: Chromatogram kyseliny 1,3-dikafeoylchinové na koloné Ascentis Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6 mm,
2,7 um pri gradientu ¢. 4
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Obrdzek 40: Chromatogram kyseliny kumarové na koloné Ascentis Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6 mm, 2,7 um
pfi gradientu ¢. 4
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Obrdzek 41: Chromatogram kumarinu na koloné Ascentis Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6 mm, 2,7 um
pri gradientu ¢. 4
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Obrdzek 42: Chromatogram separace analyzované smési na koloné Ascentis Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6 mm,
2,7 um za validovanych podminek
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5.2 Validace vyvinuté metody

5.2.1 Test vhodnosti chromatografického systému
Pro test vhodnosti chromatografického systému byl pouZit roztok standard( na

koncentraéni hladiné 50 mg/l. Smésny roztok standard( byl davkovan Sestkrat v objemu 10 pl.
Byly hodnoceny nésledujici parametry: opakovatelnost retencnich c¢ast (tr), Sifka v poloviné

piku (wso), kapacitni faktor (k), faktor symetrie (As) a rozliSeni pik( (Rs).

Tabulka 13: Test vhodnosti chromatografického systému

RSD
Standard t, (min) tr(cyS) W50 (min) k As Rs
0
Kyselina 3,83 0,15 0,08 1,10 1,52 12,47
chlorogenova
Kyselina3,5- o, 0,11 0,07 2,52 1,97 8,23
dikafeoylchinova
Rutin 5,40 0,13 0,06 1,96 1,38 11,98
Quercetin 8,66 0,09 0,07 3,74 1,39 16,44
Kaempferol 10,11 0,08 0,06 453 1,24 11,08

5.2.2 Linearita

Ke stanoveni linearity bylo pouZito osm roztokll v rozmezi koncentraci 2-100 mg/I,
popis pfipravy je uveden v kapitole 4.5.4. Byly provedeny 3 analyzy od kazdé koncentrace,
k hodnoceni byly pouZity primérné hodnoty ploch pod piky. Vysledky byly hodnoceny

metodou linedrni regrese, jako zavislost pridméru plochy piku na koncentraci.
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Kalibra¢ni zavislost kyseliny chlorogenové

Tabulka 14: Kalibracni zavislost pro kyselinu chlorogenovou

Koncentrace roztoku (mg/I) Primérna plocha pod pikem

2 38541

5 119609
10 265056
15 352227
25 674486
50 1370935
75 2110071
100 2820784

3000000

2500000
2000000
5 1500000
1000000
500000
0

\

Priimérna plocha
pod pikem

Koncentrace (mg/l)

Obrdzek 43: Kalibraéni zdvislost pro kyselinu chlorogenovou

Tabulka 15: Parametry linedrni regrese pro kyselinu chlorogenovou

Statistické parametry pro regresi: y = kx + q
Pocet bodU n 8
Smérnice k 28493,91 Odhad chyby
Absolutni ¢len q -35446,82 +222,7623
Korelaéni koeficient r 0,999817 + 10885,76
Rezidudlni odchylka s 21324,18
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Kalibracni zavislost rutinu

Tabulka 16: Kalibracni zavislost pro rutin

Koncentrace roztoku (mg/l) Primérna plocha pod pikem

2 15800

5 44821

10 97938

15 146344

25 271892

50 532691

75 820373

100 1094754

Obrdzek 44: Kalibracni zdvislost pro rutin
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Tabulka 17: Parametry linedrni regrese pro rutin

Statistické parametry pro regresi: y = kx + q
Pocet bod n 8
Smérnice k 11049,04
Absolutni ¢len q -11401,97
Korelaéni koeficient r 0,9999
Rezidudlni odchylka S 6098,519

Odhad chyby
+63,70796
+3113,228
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Kalibraéni zavislost kyseliny 3,5-dikafeoylchinové

Tabulka 18: Kalibracni zavislost pro kyselinu 3,5-dikafeoylchinovou

Koncentrace roztoku (mg/l)

Primérna plocha pod pikem

2 37169

5 100055
10 204286
15 337770
25 609279
50 1226710
75 1745421
100 2604497
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2000000 -
<= 1500000 -
1000000 +
500000 -+
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Priimérna plocha
pod pikem

20 40

60 80

Koncentrace (mg/l)

Obradzek 45: Kalibracni zavislost pro kyselinu 3,5-dikafeoylchinovou

Tabulka 19: Parametry linedrni regrese pro kyselinu 3,5-dikafeoylchinovou

Statistické parametry pro regresi: y = kx + q

Pocet bodU n 8
Smérnice k 25493,53
Absolutni ¢len q -40498,44
Korelaéni koeficient r 0,997802
Rezidudlni odchylka s 66157,92

Odhad chyby
+691,1163
+33772,9
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Kalibracni zavislost quercetinu

Tabulka 20: Kalibracni zavislost pro quercetin

Koncentrace roztoku (mg/I) Primérna plocha pod pikem
2 52093
5 135083
10 275188
15 408888
25 724506
50 1510069
75 2335942
100 3195066
© 4000000
L
8 £ 3000000
(]
&< 2000000
Q
<
,¢ g 1000000
Ea
3 0 : : : : |
o 0 20 40 60 80 100
Koncentrace (mg/l)

Obrdzek 46: Kalibracni zdvislost pro quercetin

Tabulka 21: Parametry linedrni regrese pro quercetin

Statistické parametry pro regresi: y = kx + q
Pocet bodU n 8
Smérnice k 32033,04 Odhad chyby
Absolutni ¢len q -49560,11 + 356,6942
Korelacni koeficient r 0,999628 +17430,63
Rezidudlni odchylka S 34144,97

49



Kalibra¢ni zavislost kaempferolu

Tabulka 22: Kalibracni zavislost pro kaempferol

Obrdzek 47: Kalibracni zdvislost pro kaempferol

Tabulka 23: Parametry linedrni regrese pro kaempferol

Koncentrace roztoku (mg/I) Primérna plocha pod pikem

2 49050
5 128763
10 280439
15 442713
25 817209
50 1561173
75 2411018
100 3334127
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§ g 3000000
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E o

O '8 1000000

€ o

3 0 : : : : |

o 0 20 40 60 80 100

Koncentrace (mg/l)

Statistické parametry pro regresi: y = kx + q
Pocet bod n 8
Smeérnice k 33262,57
Absolutni élen q -44444,18
Korelacni koeficient r 0,999534
Rezidudlni odchylka S 39712,12

Odhad chyby
+414,8512
+20272,6
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5.2.3 Opakovatelnost
Pro vyhodnoceni opakovatelnosti byly vyuzity smésné roztoky standard( kyseliny

chlorogenové, kyseliny 3,5-dikafeoylchinové, rutinu, quercetinu a kaempferolu
na koncentrac¢nich hladindch 5 mg/l, 50 mg/l a 100 mg/l. Pfiprava roztok( je popsana
v kapitole 4.5.4. Kazdy vzorek byl davkovan osmkrat v objemu 10 ul. Relativni smérodatna

odchylka byla u vSech vzorkl pod 1 %.

Tabulka 24: Vysledky opakovatelnosti

RSD (%) dle koncentracni hladiny
Standard 5 mg/I 50 mg/I 100 mg/I

Kyselina 0,42 0,45 0,54
chlorogenova
Kyselina 3,5-

dikafeolchinova 0,76 0,70 0,96

Rutin 0,69 0,27 0,97

Quercetin 0,37 0,17 0,70

Kaempferol 0,77 0,39 0,46

5.2.4 Spravnost
Pro vyhodnoceni sprdvnosti byl analyzovan pfipravek Celik zlatobyl od firmy

Valdemar Gresik. Bylo pfipraveno 6 roztok( vzorku s pridavkem vsech péti standard(, dva
smésné roztoky standard( a tfi roztoky vzorku. Detailni popis pfipravy roztokl je uveden
v kapitole 4.5.5. Kazdy roztok byl davkovan tfikrat v objemu ndstfiku 10 ul. Spravnost se

u jednotlivych latek pohybovala v rozmezi 93 az 103 %.
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Kyselina chlorogenova

Tabulka 25: Vysledky sprdavnosti pro kyselinu chlorogenovou

Pramér ploch Vytéinost (%)

Vzorek 1 3181147 101,84
Vzorek 2 3132716 98,60
Vzorek 3 3113113 97,29
Vzorek 4 3208413 103,66
Vzorek 5 3174902 101,42
Vzorek 6 3198161 102,97

Priimér 3168075 100,96

Smérodatna odchylka SD 34208
RSD (%) 1,08
Kyselina 3,5-dikafeoylchinova
Tabulka 26: Viysledky sprdvnosti pro kyselinu 3,5-dikafeoylchinovou
Primér ploch Vytéinost (%)

Vzorek 1 1914090 93,74
Vzorek 2 1898430 92,62
Vzorek 3 1892033 92,17
Vzorek 4 1920029 94,16
Vzorek 5 1914242 93,75
Vzorek 6 1900104 92,74

Pramér 1906488 93,19

Smérodatna odchylka SD 10132
RSD (%) 0,53
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Rutin
Tabulka 27: Viysledky spravnosti pro rutin

Primér ploch Vytéznost (%)

Vzorek 1 1312939 104,91
Vzorek 2 1285601 100,53
Vzorek 3 1269290 97,91
Vzorek 4 1308086 104,13
Vzorek 5 1288622 101,01
Vzorek 6 1314954 105,23

Pramér 1296582 102,29

Smérodatna odchylka SD 16665
RSD (%) 1,29
Quercetin
Tabulka 28: Viysledky sprdvnosti pro quercetin
Primér ploch Vytéinost (%)

Vzorek 1 1722955 97,29
Vzorek 2 1729381 97,66
Vzorek 3 1763059 99,61
Vzorek 4 1781520 100,68
Vzorek 5 1706190 96,32
Vzorek 6 1740861 98,32

Primér 1740661 98,31

Smérodatna odchylka SD 25167
RSD (%) 1,45
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Kaempferol

Tabulka 29: Vysledky sprdvnosti pro kaempferol

Pramér ploch Vytéinost (%)

Vzorek 1 1727544 97,82
Vzorek 2 1738576 98,45
Vzorek 3 1733409 98,16
Vzorek 4 1670260 94,53
Vzorek 5 1711093 96,87
Vzorek 6 1686642 95,47

Pramér 1711254 96,88

Smérodatna odchylka SD 25130
RSD (%) 1,47

5.2.5 Presnost
K vyhodnoceni presnosti bylo vyuZito 6 roztoku, jejichz pfiprava byla popsdna

v kapitole 4.5.6. Kazdy roztok byl analyzovan tfikrat v ddvkovaném objemu 10 pl. Relativni

odchylka nepfekrocila u Zadného ze vzorku 1,5 %.

Tabulka 30: Viysledky presnosti pro kapky Celik zlatobyl od firmy Valdemar Gresik

Pramér ploch SD RSD (%)

Kyselina 3168075 34208 1,08
chlorogenova

Kyselina 3,5- 1906488 10132 0,53

dikafeoylchinova

Rutin 1296582 16665 1,29

Quercetin 1740661 25167 1,45

Kaempferol 1711254 25130 1,47
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5.3 Stanoveni vzorkl
Vyvinuta a validovana metoda byla pouzita ke stanoveni obsahu vybranych latek

u dvandcti doplrik stravy. Byl stanovovan obsah kyseliny chlorogenové (CHLO), kyseliny 3,5-
dikafeoylchinové (DIK), rutinu (RUT), quercetinu (QUE) a kaempferolu (KAE). Od kazdého
doplniku stravy byly pfipraveny tfi vzorky k analyze, které byly méreny vzdy ve dvou nastficich
o objemu 10 pl. Z pradmérnych ploch pikl byl potom stanoven priimér. Vysledna koncentrace
latek v kapkach nebo obsah latek v tabletach ¢i tobolkach byl vypocitdn pomoci rovnice
linearni regrese ziskané pri méreni vzorkl standardu. Pfi vypoctu obsahu analyzovanych latek
bylo zohlednéno fedéni, Cistota a navdzka standardu, a navazka odpovidajici ¢3sti

tobolky/tablety. U tablet a tobolek byl vypocitan obsah danych latek v jedné tableté/tobolce.

5.3.1 Hmotnost obsahu tobolek/tablet vybranych dopliiki stravy
Tabulka 31: Hmotnost obsahu tobolek/tablet vybranych doplrki stravy

DopIngk stravy Hmotnost Primérna hmotnost

10 tobolek/tablet (g) 1 tobolky/tablety (g)
Celik (Ex Herbis) 2,5103 0,25103
Rutin (Solgar) 10,0746 1,00746
Rutin (Walmark®) 2,3405 0,23405
Zelena kava (Botanic) 4,9648 0,49648

V nasledujicich tabulkdch je uvedeno zjisténé mnozstvi zkoumanych latek v doplricich
stravy. U kapek byly vypocitany koncentrace latek v mg/l, u tobolek a tablet byl zjistény obsah
latek vztazen na 1 tobolku/tabletu. U doplikd stravy Rutin (Walmark®), Rutin (Solgar) a Zelena
kava (Botanic) je uvedeno srovnani s hodnotou, kterou uvadi vyrobce. U kapek ani u tobolek
Celik (Ex Herbis) tyto udaje nejsou uvedeny. NiZze jsou zobrazeny chromatogramy separace

vybranych doplrikd stravy.
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5.3.2 Stanoveni obsahu doplriku stravy se zlatobylem

Tabulka 32: Stanoveni obsahu kapek se zlatobylem (v mg/l)

Suma
CHLO DIK RUT QUE KAE vsech
(mg/1) (mg/1) (mg/1) (mg/1) (mg/1) latek
(mg/1)
Celik zlatobyl
(valdemar 303,72 111,92 223,81 9,15 9,50 658,09
Gresik)
Cellk' ob’ecny BIO 108,18 35,80 29,02 12,79 11,22 197,00
(Bylinné kapky)
Celik obecny 9534 | 27350 | 98,61 12,68 9,93 | 490,06
(Bylinné kapky)
Zlatobyl obecny | g ne 707,00 | 13,80 8,44 | 788,03
(Green Idea)
Zlatobyl -
tinktura
. 42,94 22,08 18,31 ne ne 83,32
z pupent
(Serafin)
Zlatobyl -
tinktura z bylin ne ne 9,61 ne ne 9,61
(Serafin)
Zlatobylova smes | o 52 | 10119 | 201,74 | 1524 | 19,09 | 787,59
(Dédek kofenar)
Zlatobyl (Inca
. 775,61 701,98 323,96 18,57 15,99 1836,11
Botanica)
Tabulka 33: Stanoveni obsahu tobolek se zlatobylem (v mg v 1 tobolce)
Vsech 5
((::Lg? DIK (mg) (Rnlng-l; ((.3‘:1:) KAE (mg) latek
(mg)
Celik (Ex Herbis) | 0,96 2,07 1,05 0,04 0,02 4,14
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5.3.2.1 Celik zlatobyl (Valdemar Gresik)
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Obrdzek 48: Chromatogram doplriku stravy Celik zlatobyl (Valdemar Gresik) pri 325 nm
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Obrdzek 49: Chromatogram doplriku stravy Celik zlatobyl (Valdemar Gresik) pfi 360 nm
5.3.2.2 Zlatobyl obecny (Green Idea)
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Obrdzek 50: Chromatogram doplriku stravy Zlatobyl obecny (Green Idea) pfi 325 nm
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Obrdzek 51: Chromatogram doplriku stravy Zlatobyl obecny (Green Idea) pfi 360 nm
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5.3.2.3 Zlatobyl - tinktura z pupent (Serafin)
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Obrdzek 52: Chromatogram doplriku stravy Zlatobyl — tinktura z pupend (Serafin) pri 325 nm
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Obrdzek 53: Chromatogram doplriku stravy Zlatobyl — tinktura z pupenu (Serafin) pri 360 nm

5.3.2.4 Zlatobylovd smés (Dédek korendr)
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Obrdzek 54: Chromatogram doplriku stravy Zlatobylovd smés (Dédek korendr) pfi 325 nm
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Obrdzek 55: Chromatogram doplriku stravy Zlatobylovd smés (Dédek korendr) pri 360 nm
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5.3.2.5 Celik (Ex Herbis)
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Obrdzek 56: Chromatogram doplriku stravy Celik (Ex Herbis) pfi 325 nm
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Obrdzek 57: Chromatogram doplriku stravy Celik (Ex Herbis) pri 360 nm

5.3.3 Stanoveni obsahu doplikl stravy s rutinem

Tabulka 34: Stanoveni obsahu doplriki stravy s rutinem

Mnoistvi rutinu v 1 tableté | Porovnani s deklarovanym
(mg) mnoistvim (%)
Rutin (Solgar) 577,25 115,45
Rutin (Walmark®) 51,62 103,24
m, RUT,
M
0 R - AAAJ k_ — —
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Obrdzek 58: Chromatogram doplriku stravy Rutin (Walmark®) pfi 360 nm
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5.3.4 Stanoveni obsahu dopliikl stravy se zelenou kavou

Tabulka 35: Stanoveni obsahu doplrikii stravy se zelenou kdvou

Porovnani
s deklarovanym
mnozstvim (%)
Zelena kava (Botanic) 167,01 67,28

Mnoistvi k. chlorogenové
v 1 tobolce (mg)
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Obrdzek 59: Chromatogram doplriku stravy Zelend kdva (Botanic) pri 325 nm

5.3.5 Vyhodnoceni kvality doplfikd stravy
Obsahy zkoumanych latek v jednotlivych kapkach zlatobylu se mezi sebou vyrazné

liSily. Nejvétsi celkovou koncentraci vSech zkoumanych latek dosahl ptipravek Zlatobyl od
vyrobce Inca Botanica — 1836 mg/|, nasledovaly pfipravky Zlatobylova smés (Dédek korenar)
a Zlatobyl obecny (Green Idea) — 788 mg/|, dale pak Celik zlatobyl (Valdemar Gresik) —
658 mg/l. Naopak nejméné latek obsahoval pripravek Zlatobyl — tinktura z bylin od vyrobce
Serafin — pouze 10 mg/l. V tobolkach Celik od firmy Ex Herbis bylo nalezeno pouze nizké
mnozstvi zkoumanych latek — 4,1 mg v jedné tobolce. V pfipravcich byly pfitomné i dalsi [atky,
které se ale nepodatilo identifikovat a které navic zhorSovaly i spolehlivou kvantifikaci kyseliny
3,5-dikafeoylchinové. Proto ziskané hodnoty pro kyselinu 3,5-dikafeoylchinovou nelze brat za
zcela spravné. Oba dopliky stravy s obsahem rutinu pfevySovaly svym obsahem mnoZstvi
rutinu, které deklaroval vyrobce — pfipravek firmy Solgar o 15 % a pfipravek firmy Walmark®
03 %. U pripravku Zelena kdava od firmy Botanic bylo zjisténo mensi mnozstvi kyseliny

chlorogenové, nez bylo udavano — pouze 67 %.
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5.3.6 Porovnani celkové koncentrace analyzovanych latek v kapkach se zlatobylem
s cenou doplnku stravy
Na obrazku 60 je zndzornéno porovnani celkové koncentrace analyzovanych latek

v kapkach se zlatobylem (modre) s pfibliznou cenou dopliiku stravy uvadénou na internetu
(oranZové). V poméru cena/obsah je pro zakaznika nejvyhodnéjsi pfipravek Zlatobyl obecny
(Green Idea), nasledovany pfipravky Celik zlatobyl (Valdemar Gresik) a Zlatobyl (Inca
Botanica). Naopak nejhire vtomto hodnoceni dopadl pripravek Zlatobyl — tinktura z bylin

(Serafin).

Porovnani celkové koncentrace analyzovanych latek s cenou doplriku stravy
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6 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout a validovat vhodnou HPLC metodu pro
stanoveni vybranych obsahovych latek v doplicich stravy na bazi zlatobylu. Byl zkouman
obsah nasledujicich latek: rutin, kyselina chlorogenova, kyselina 3,5-dikafeoylchinova,
kaempferol a quercetin. Bylo vybrano devét potravnich doplfikl na bazi zlatobylu — kapky Celik
zlatobyl (Valdemar Gresik), Celik obecny BIO (Bylinné kapky), Celik obecny (Bylinné kapky),
Zlatobyl obecny (Green Idea), Zlatobyl — tinktura z pupenu (Serafin), Zlatobyl — tinktura z bylin
(Serafin), Zlatobylova smés (Dédek korenar) a Zlatobyl (Inca Botanica) a tobolky Celik (Ex
Herbis). Analyzovany byly i dva doplriky stravy obsahujici pouze rutin —tablety od firem Solgar
a Walmark®. Jako posledni byl analyzovan doplnék stravy Zelena kava (Botanic), u kterého
vyrobce deklaroval obsah 50 % kyseliny chlorogenové.

K analyze byla vybrana kolona Ascentis® Express 90 A AQ-C18 150 x 4,6 mm s velikosti
¢astic 2,7 um. Separace probihala v gradientovém rezimu, jako organicka slozka byl zvolen
Cisty acetonitril, vodnou slozku predstavovala 0,085% kyselina fosfore¢na. Analyza probihala
12 minut, pfi 30 °C a rychlosti pritoku mobilni faze 1,0 ml/min. Na kolonu bylo davkovano
10 pl vzorku.

Latky byly detekovany pomoci DAD detektoru pfi dvou vinovych délkdch —325 nm pro
kyselinu chlorogenovou a kyselinu 3,5-dikafeoylchinovou a 360 nm pro rutin, quercetin
a kaempferol.

Vramci validace metody byla ovéfena linearita vSech péti stanovovanych latek
v koncentra¢nim rozmezi 2 — 100 mg/I. Bylo dosazeno korelacnich koeficientl 0,9998 pro
kyselinu chlorogenovou, 0,9999 pro rutin, 0,9978 pro kyselinu 3,5-dikafeoylchinovou, 0,9996
pro quercetin a 0,9995 pro kaempferol. Opakovatelnost metody mérena na koncentracnich
hladinach 5 mg/l, 50 mg/l a 100 mg/| a vyjadfena jako relativni smérodatna odchylka byla
zjiSténa u vSech koncentraci < 1 %. Test spravnosti byl proveden na kapkach Celik zlatobyl od
firmy Valdemar Gresik a pro jednotlivé latky byly dosazeny hodnoty vytéznosti v rozmezi 93 —
103 %. Na stejnych kapkach byla mérena i pfesnost, ktera byla popsana relativni smérodatnou
odchylkou — u jednotlivych latek se pohybovala do 1,5 %.

Byl proveden test vhodnosti chromatografického systému, ve kterém byly ziskdny
hodnoty faktoru symetrie pro jednotlivé latky od 1,24 do 1,97. Rozliseni pik(i se pohybovalo

mezi 8,23 a 16,44. Kapacitni faktor nabyval hodnot od 1,10 do 4,53. Opakovatelnost
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retencnich ¢asu vyjadiena relativni smérodatnou odchylkou nepfesahovala hodnotu 0,15 %.
Sitka v poloviné piku se u jednotlivych latek pohybovala od 0,06 do 0,08 minut.

Obsah latek v kapkdch se zlatobylem byl znacné proménlivy, nejvétSi soucet
zkoumanych latek obsahovaly kapky od vyrobce Inca Botanica — 1836 mg/l, naopak nejméné
kapky Zlatobyl — tinktura z bylin od firmy Serafin — necelych 10 mg/I. Pfi hodnoceni ptipravki
pomérem cena/obsah je pro zakaznika nejvyhodnéjsi pripravek Zlatobyl obecny (Green Idea),
naopak nejméné vyhodny je pripravek Zlatobyl — tinktura z bylin (Serafin). V tobolkach Celik
od vyrobce Ex Herbis bylo nalezeno pouze 4,1 mg stanovovanych latek v jedné tobolce.

U obou doplriku stravy s obsahem rutinu bylo nalezeno vy$si mnozstvi rutinu, nez bylo
deklarovdano — u ptipravku od firmy Solgar o 15 % a u pfipravku firmy Walmark® o 3 %.
V pfipadé produktu Zelena kava od firmy Botanic bylo stanoveno pouze 67 % uddvaného

mnozstvi kyseliny chlorogenové.
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