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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Bc. Martina Pechova

Skolitel: Doc. PharmDr. Hana Sklenatova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Stanoveni vybranych fenolickych latek v ovoci

Tato diplomova prace se zabyva vyvojem a optimalizaci HPLC metody pro stanoveni
vybranych fenolickych latek — kyselina gallova, kyselina chlorogenova, kyselina kavova,
katechin, epikatechin, rutin, kvercetin, kvercitrin, floretin a floridzin.

V této praci jsou zahrnuty informace o obecné charakteristice fenolickych latek a
o jejich struktufe. Dale je strucné popsdna metoda HPLC a je zminéna kratka reSerSe
odbornych publikaci tykajicich se uvedeného tématu.

Vramci optimalizace bylo testovdno nékolik typii gradienti mobilni féze,
stacionarnich fazi (chromatografickych kolon typu C18, fenyl-hexyl, bifenyl, amino,
kyano a monoliticka kolona), dal$i podminky separace (teplota, extrakce) a byla
provedena ¢aste¢na validace metody.

K analyze vybranych latek byla pouzita pfedkolona Ascentis Express C18 (5 x 4,6 mm
x 5 um) a kolona Kinetex C18 (150 x 4,6 mm x 5 um). Detekce byla provedena pomoci
DAD spektrofotometrického detektoru pfi vlnovych délkach 255, 280, 320 a 365 nm,
teploté kolonového prostoru 30 °C s vyuzitim gradientové eluce s mobilni fazi acetonitril
a voda s upravou pH na 2,8 pomoci kyseliny octové. Nastiikovany objem byl 10 pl a
pratokova rychlost 1ml/min. Pfi optimalizaci byly vyuZity 1 redlné extrakty jablek —
duZnina a slupka. Tato vyvinutd metoda je ur€ena pro stanoveni vybranych fenolickych

latek v riznych odradach jablek pii skladovani v riznych podminkéach
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Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradci Kralové

Department of Analytical Chemistry

Candidate: Bc. Martina Pechova

Supervisor: Doc. PharmDr. Hana Sklenafova, Ph.D.

Title of Diploma Thesis: Determination of selected phenolic compounds in fruit

This diploma work deals with development and optimization of HPLC method
for determination of selected phenolic compounds — gallic acid, chlorogenic acid, caffeic
acid, catechin, epicatechin, rutin, quercetin, quercitrin, phloretin and phloridzin.

The diploma work includes information about the general characteristics of phenolic
compounds and information about their structure. It further describes HPLC method and
mentions the short review of scientific publications regarding this topic.

In the optimization step several types of gradients of mobile phase, stationary phase
(chromatographic column of type CI18, phenyl-hexyl, biphenyl, amino, cyano and
monolithic column), other separation conditions (temperature, extraction) were tested and
validation of the method was carried out.

For the analysis of selected compounds precolumn Ascentis Express C18 (5 x 4,6 mm
X 5 um) and the column Kinetex C18 column (150 x 4,6 mm x 5 pm) were used. The
detection was performed by DAD spectrophotometric detector at wavelengths of 255,
280, 320 and 365 nm, column temperature of 30 °C using gradient elution with mobile
phase of acetonitril and water with adjusted pH to 2,8 with acetic acid. Injection volume
was 10 pl and the flow rate 1 ml/min. During the optimalization real apple extracts — the
pulp and peel were also used. This developed method is intended for determination
of selected phenolic compounds in different varieties of apples during storage

under various conditions.
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1 Seznam pouzitych zkratek

As
HPLC

MeOH
MF

Rs
RSD
SD

SF

tr

uv

faktor symetrie chromatografickych pikt
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (high performace liquid
chromatography)

kapacitni faktor

methanol

mobilni faze

rozliSeni chromatografickych pik
relativni smérodatnd odchylka
smérodatna odchylka

stacionarni faze

retencni ¢as

ultrafialova oblast spektra svétla



2 Uvod

Jablka a jiné druhy ovoce obsahuji fadu prospésnych latek, mezi né bezpochyby patii
prave fenolické latky. Tyto latky jsou zodpovédné za mnoho prospésnych uc¢inkd nejen
na lidské zdravi. Nejvyznamnéjsi ucinky jsou zde vyjmenovany, jedna se o antioxidacni
ucinky, pfedchdzi kardiovaskuldrnim a neurodegenerativnim onemocnénim a vytvari
ochranu proti viriim a mikrobtiim. Fenolické latky jsou velmi Sirokou skupinou latek a je
jich neptfeberné mnozstvi, proto nejsou vsechny jejich vlastnosti zcela objasnény.

Pro stanoveni fenolickych latek byva velmi cCasto pouzivand kapalinova
chromatografie. V experimentdlni ¢asti této diplomové prace doslo k testovani
chromatografickych podminek pro nejvhodnéjsi separaci téchto latek a také k vyvinuti

vhodné chromatografické metody pro stanoveni vybranych fenolickych latek.



3 Cil a popis zadani prace

Cilem experimentalni ¢asti této diplomové prace bude vyvinout vhodnou
chromatografickou metodu pro stanoveni vybranych fenolickych sloucenin (kyselina
gallovd, chlorogenova, epikatechin, katechin, rutin, kyselina kavova, kvercitrin,
kvercetin, floretin a floridzin) obsazenych v jable¢né slupce a duzniné pomoci HPLC.
Budou testovany rtizné staciondrni faze (C18, fenyl-hexyl, bifenyl, amino, kyano a
monolitickd kolona), gradienty mobilni faze slozené z acetonitrilu a vody okyselené
kyselinou octovou na pH 2,8 a nasledné¢ bude provedena i ¢aste¢na validace HPLC
metody (test vhodnosti chromatografického systému, linearita a robustnost).

Optimalizace bude provedena i s redlnymi extrakci jable¢né slupky a duZniny.
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4 Teoreticka Cast
4.1 Fenolické latky

Fenolické latky nazyvané také jako polyfenoly se nachéazeji v riznych rostlinnych
druzich a jejich obsah se 1isi i v raznych castech rostlin. Nejvice zastoupeny jsou
v epidermalnich tkédnich rostlin napt. slupka ovoce, souvisi to s piisobenim svétla
na metabolismus fenolickych latek. Hlavnimi zdroji fenolickych latek v potravé jsou
zelenina a ovoce, vyskytuji se jako sekundarni metabolity chranici rostlinu pted riznymi
poskozenimi (UV zafeni, hmyz, viry a bakterie). Rostlinné polyfenoly maji redukéni
ucinky a jsou obsazeny v nasi potravé. V riznych druzich rostlin je rozdilné mnozstvi

polyfenolt [1-6].

4.1.1 Funkce fenolickych latek

Jedna se o ptirodni latky s antioxidacni aktivitou, které zabraiiuji a omezuji piisobeni
volnych radikali. Antioxidanty jsou latky, které umoziuji zachyceni volnych
kyslikovych radikalt, které vznikaji béhem metabolismu, pomdhaji zabranit vzniku
oxidace tukd, které mohou pozdéji poskodit bunééné membrany. Antioxidacni aktivita
fenolickych sloucenin zavisi na struktuie, a to zejména na poctu a poloze hydroxylovych
skupin a také na druhu substituce. Pfi nedostatku antioxidacnich latek a jejich ucinka
muze dochéazet k poskozeni bunék. K nékterym druhiim potravin jsou zdmérné ptidavany
tyto fenolické latky, které prodluzuji stabilitu [1, 5, 7, 8].

Rostlinné fenolické latky obsazené v plodech i ovocnych §tavach udavaji produktim
charakteristické organoleptické vlastnosti (chut, viné, barva). Na chuti se podileji
nejcastéji flavanony, katechiny a taniny, jsou vyznamné piedev§im svoji hotkou chuti.
Anthokyaniny a anthoxanthiny déavaji rostlinnym produktim jejich charakteristickou
barvu, ¢im vice téchto latek obsahuji, tim je jejich barva syt&js$i. Anthokyaniny vytvaii
spiSe Cerveno-modré zbarveni, zatimco anthoxanthiny zluté [1, 2, 4, 5, 9, 10, 11].

Fenolické slouceniny hraji diilezitou roli v riistu a rozmnozovani rostlin, poskytuji jim
ochranu proti patogentiim a predatoriim. Mezi jejich hlavni funkce patii 1écba a prevence
kardiovaskularnich  chorob (ateroskler6za), neurodegenerativnich onemocnéni
(Alzheimerova, Parkinsonova choroba), nékterych druht rakoviny, ptsobi proti viriim a
ovlivituji enzymatické a hormondlni fizeni v lidském organismu. Zaroven polyfenoly

vvvvv

prospesnych pro zdravi ¢loveka [1, 2, 3, 5, 7, 8, 10].
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4.1.2 Struktura fenolickych latek

Fenolické latky tvoti velkou skupinu sloucenin majici riznorodou strukturu. Jedna se
o organické latky obsahujici minimalné jedno aromatické jadro a vice nez jednu
hydroxylovou skupinu. Déle dochdzi na téchto strukturach k hydroxylaci, methylaci a
glykosylaci. Syntéza fenolickych latek probihd tzv. Sikimatovou drahou, naslednymi
reakcemi vznika fenylalanin, ktery je povazovan za nejCastéjsi prekurzor pro syntézu
fenolickych latek. Aromatickd aminokyselina fenylalanin je pfeménovana na kyselinu
skoficovou [1, 2, 3, 8, 12, 13].
4.1.3 Rozdéleni fenolickych latek

Podle struktury jsou fenolické latky rozdéleny do tii skupin. Jedna se o neflavonoidni,

flavonoidni a ostatni, toto déleni je zndzornéno na obrazku 1 [1, 2, 11].

Fenolické latky

neflavoidni flavonoidni ostatni

jednoduché fenoly anthokyany

benzochinony lignany

anthoxantiny (flavonoly,
fenolické kyseliny flavony, isoflavony, taniny

(derivaty kyseliny skoficové flavanony, katechiny)

a benzoové) chalkony

stilbeny

Obr. 1 Grafické zndazornéni rozdeéleni fenolickych latek

4.1.3.1 Neflavonoidni latky

Mezi neflavonoidni fenolické latky patii jednoduché fenoly a benzochinony, fenolické
kyseliny, acetofenony, fenyloctové kyseliny, skoficové kyseliny, fenylpropeny, kumariny
a naftochinony. Jednoduché fenoly a benzochinony jsou latky, které obsahuji
Sesti-uhlikaty zaklad a piisobi v potravindch jako vonné slozky [11].

Fenolické kyseliny (derivaty kyseliny benzoové a skoficové) jsou nejjednodussimi

aromatickymi kyselinami, obsahuji jeden aromaticky kruh, ktery musi mit alespoii jeden
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vodik substituovany hydroxylovou skupinou. Vyznamnym zastupcem rozsifenym
v mnoha rostlinnych druzich je kyselina benzoova, vyskytuje se jak v ovoci, tak i1
v zeleniné ve velmi nizkych koncentracich. Fenolické kyseliny se déli na derivaty
kyseliny benzoové a skoficové, jak je zobrazeno v tabulce 1. Od kyseliny skoficové jsou
odvozeny dalsi latky napf. kyselina ferulovd, kavovéa, kumarova a sinapova.
Mezi vyznamné skoficové kyseliny patii p-kumarova kyselina, kterd se nachazi hlavné
v jahodach, a také kyselina kavova, ktera zaujima v ovoci ze skoficovych kyselin nejvétsi
procentualni zastoupeni. Vyznamnymi derivaty kyseliny benzoové jsou kyselina gallova,
gentisova, salicylova a vanilova. V ovoci se kyselina gallova vyskytuje jako dimer [1, 2,
5, 11].

Tab. 1 Struktura derivatu fenolickych kyselin [2]

Struktura kyseliny skoficové (R14 = H)

Ri R2 R3 R4  Nazev
. o H OCHs3 OH H ferulova kyselina
1
R, . H OH OH H kavova kyselina
OH
H OH OH OH  hydroxykavova kyselina
Rs H OH H H m-kumarova kyselina
R
) H H OH H p-kumarova kyselina
H OCHs OH  OCH3 sinapova kyselina

Struktura benzoové kyseliny (R14=H)

Ry Ro R3 Ry  Nazev
Ry 0 OH H H OH  gentisova kyselina
Ro OH OH OH OH H gallova kyselina
H OH H H p-hydroxybenzoova kyselina
R3 OH OH H H protokatechinova kyselina
R4 OH H H H salicylova kyselina
OCHs OH H H vanilova kyselina

4.1.3.2 Flavonoidni latky

Flavonoidy jsou nejvice prostudovanou a také nejrozséhlejsi skupinou fenolickych
latek. Jejich spolecnd struktura obsahuje dva aromatické benzoové kruhy spojené

ttiuhlikatym ftetézcem. Jedna se o C6-C3-C6 usporadani. Flavonoidy jsou odvozeny
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od flavanu (kyslikatd heterocyklickd sloucenina zvand 2H-chromen, kterd je
substituovana v poloze C2 fenylovou skupinou), struktura je zndzornéna na obrazku 2.
V rostlinach se flavonoidy vyskytuji jako konjugaty s cukry, jedna se o tzv. B-glykosidy.
Sacharidovou slozkou jsou nejcastéji glukdza nebo rhamnoza. Diky spojeni s cukry jsou

1épe rozpustné ve vodé a ovliviiuji chut’, viini a barvu [1, 2, 4, 9].

Obr. 2 Struktura flavonoidu [4]
(skelet flavanu je tvofen dvéma benzenovymi kruhy (A,B) a kruhem odvozenym

od 2H- pyranu (C))

Flavonoidni latky jsou rozdéleny do né€kolika podtiid, jedna se o flavony, flavonoly,
isoflavony, flavanony, flavonony, 3-flavanoly (katechiny), chalkony a anthokyanidiny.

Jejich struktury jsou vyobrazeny na obrazku 3 [1, 2, 4, 5, 9].

cceaisosdiison

katechiny flavonoly flavanony

+
O ‘
3

=

flavony anthokyanidiny isoflavony

Obr. 3 Obecna struktura flavonoidnich latek [11]
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4.1.3.2.1 Flavonoly
Flavonoly jsou nejvice zastoupeny v rostlinach ve formé glykosidu, jejich cukernou
¢asti byva prevazné glukoza, rhamndza, galaktoza, arabindza a fruktdéza. Mezi zastupce

flavonoli patii kvercetin, kaempferol a myricetin [1, 3].

4.1.3.2.2 Flavony
Flavony postradaji oproti flavonoliim hydroxylovou skupinu. Nachazeji se hlavné
v rostlinach, méné v ovoci a zelening, a patii mezi zlutd barviva. Hlavnimi zastupci jsou

apigenin a luteolin [1, 2].

4.1.3.2.3 Isoflavony

Isoflavony jsou slouceniny, které vychazeji ze struktury flavonoidl,, pouze maji
aromaticky kruh B spojeny s pyranovym kruhem C v poloze C3, jak je znazornéno
na obrazku 3. Mezi zastupce patii napf. genistein a daidzein, Jsou strukturné¢ podobné
s estrogeny, a proto se vazi na estrogenové receptory a vyuzivaji se pii 1é¢bé rakoviny
prsu a prostaty. Tato skupina latek je méné rozSifenou a vyskytuje se pouze v Celedi

bobovitych (s6jové boby) [1, 2,9, 11].

4.1.3.2.4 Flavanony

Flavanony se na rozdil od pfedchozich skupin bézné nevyskytuji v zeleniné, jsou spiSe
ptidavnymi latkami v rostlinach. Flavanony jsou obsazeny pievazné v citrusovych
plodech. U grepu jsou zodpovédné za hotkou chut, a proto jsou spiSe povazovany
za chutové latky. NejCastéji se setkavame s konjugovanymi slouc¢eninami (glykosidy).
Hlavni zastupce pifedstavuji naringerin, hesperidin a jejich glykosidy. Pusobi
antioxidac¢né, maji hypocholesterolemickou a hypoglykemickou aktivitu a pfispivaji

k prevenci proti nadoram [1, 2, 11, 14].

4.1.3.2.5 Flavanoly

Katechiny (flavanoly) neboli flavan-3-oly maji hned 2 chirdlni centra, tim vznika;ji
Ctyfi izomery. Jedna se o bezbarvé a ve vodé rozpustné latky. V pfirod¢ se nachazeji
pouze (+)katechiny, (+)gallokatechiny, (-)epikatechiny a (-)epigallokatechiny
znazornény na obrazku 4. Katechiny jsou nestabilni latky diky epimerni struktufe.

Pii zméné teploty dochazi k epimerizaci (zména konfigurace na chiralnich centrech).
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Vyskytuji se jako monomery, oligomerni nebo polymerni slouceniny, které poté vytvaieji

kondenzované taniny [2, 3, 4, 15].

COH OH
OH CH
HO B HO o i
“on o—c oH
Il
OH OH 9]
) oH
(-)-Epicatechin (=)-Epicatechin gallate
OH OH
O O
HO O ¥ HO 0 .
OH on AH
“~on “U—h‘ OH
OH OH (8]
{-I-Epigallocatechin (-FEpigallocatechin gallate OH

Obr. 4 Struktury ¢tyr hlavnich katechinu [4]

4.1.3.2.6 Anthokyanidiny

Glykosidy  anthokyanidin  vytvafeji  anthokyany.  Anthokyany  patii
mezi nejvyznamnéjsi pfirodni barviva, kterd jsou dobfe rozpustna ve vodé. Tato barviva
se nachazeji v listech, kvétem i plodech v barevné $kale od oranZové aZ po fialovou a
modrou. Vyskytuji se ve formé glykosidii pomoci substituce napt. glukézou, galaktdézou,

arabindzou, rhamnozou a dal$imi, jak je zobrazeno v tabulce 2 [1, 2, 11, 14].

Tab. 2 Substituce a prehled anthokyanii [2]

R1 R> Rs3 R4 Nazev

OH OH H glukosa Kyanidin-3-glukosid

OH OH H rutinosa Kyanidin-3-rutinosid

OH OH OH glukosa Delfinidin-3-glukosid

OH OH OH rtinosa Delfinidin-3-rutinosid
OCH;3 OH OCHs3 glukosa Malvidin-3-glukosid
OCH;3 OH OCHs3 rutinosa Malvidin-3-rutinosid

H OH H rutinosa Pelargonidin-3-rutinosid

OCH3 OH H glukosa Peonidin-3-glukosid
OCH;3 OH H rutinosa Peonidin-3-rutinosid
OCH;3 OH OH glukosa Petunidin-3-glukosid
OCH;3 OH OH rutinosa Petunidin-3-rutinosid
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4.1.3.2.7 Chalkony

Dalsi podtiidu ptredstavuji chalkony popt. dihydrochalkony. Hlavnimi zastupci této
skupiny jsou floretin a floridzin. Chalkony jsou znamy piedevsim kviili své schopnosti
ovlivnit zluté zabarveni rostlin. Dihydrochalkony vznikaji redukci chalkonli a jsou

vyznamné diky své sladké chuti [5, 16, 17].

4.1.3.3 Ostatni latky (stilbeny. lignany. taniny)

Mezi ostatni latky patiici do skupiny fenolickych latek patii pfedevsim ligniny, taniny
a stilbeny, tyto latky nespliiuji charakter chemické struktury a vlastnosti ptedchozich
skupin [2, 11].

Lignany jsou diky své¢ struktufe fazeny mezi fenylpropanoidy. Vznikaji Sikimatovou
drahou redukci alkoholll a spojenim dvou fenylpropanovych jednotek C6-C3-C3-C6,
vytvaii dimery. Nejvyznamnéj$im zastupcem této skupiny je lignin, ktery spolu
s ostatnimi zastupci umoznuje ochranu rostlindm proti patogeniim, dale pulsobi
antikarcinogenné. Nachazi se predevsim v obilovinach (kukufice, pSenice, zito). DalSimi
zastupci jsou sekoizolariciresinol, matairesinol, pinoresinol a mnoho dalsich [1, 2, 11,
14].

Taniny, taky nazyvané jako tfisloviny, jsou latky s velkym poctem hydroxylovych
skupin. Jedna se ptfedevSim o slouCeniny s velkou molekulovou hmotnosti, coz maji
rozdilné oproti ostatnim flavonoidiim. Mohou vytvéfet komplexy se sacharidy a proteiny,
po tomto spojeni se stdvaji témet nerozpustné ve vodé. Pii konzumaci potravin bohatych
na taniny lze pocitit trpkou chut’, ktera je zapfi¢inénd navdzanim tanini na proteiny
obsaZené¢ ve slindch. Taniny Ize délit na dvé€ skupiny — hydrolyzované a kondenzované.
Vyznamnéjsi jsou kondenzované taniny, které 1ze také nazyvat jako proanthokyanidiny.
Tyto latky jsou polymerni flavanoly a jedna se o slouceniny se strukturou flavanu. Hotka
chut’ se projevuje pii kondenzaci 2-10 jednotek flavanovych jednotek. Proanthokyanidiny
se skladaji z (-)-epikatechinu nebo (+)-katechinu [1, 2, 5, 11, 14].

Stilbeny obsahuji dva benzenové kruhy spojené dvéma uhliky. Tyto latky jsou
zastoupeny v rostlindich minimalné. Vyznamnym zastupcem je resveratrol, nachazi se
pfedev§im ve slupkdch ovoce (rybiz, hroznové vino). Dal§imi zéastupci jsou
hydroxytyrozol a oleuropein. Stilbeny piisobi hlavné fungistaticky a tim dochazi

k zpomaleni riistu plisni [2, 14].
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4.1.4 Popis vybranych fenolickych latek
Mezi testované fenolické latky byly vybrany kyselina gallové, chlorogenova, kavova,

rutin, katechin, epikatechin, kvercetin, kvercitrin, floridzin a floretin.

4.1.4.1 Kyselina gallova

Kyselina gallova, patii mezi fenolické kyseliny, je derivatem kyseliny benzoové. Tato
kyselina je bezbarvy krystalicky prasek, ve vod¢ rozpustny a plisobi jako antioxidant.
Nachézi se v mnoha rostlindich a tvofi zdklad hydrolyzovanych tanind. Ma
antikarcinogenni a antiangiogenni ucinky. Jeji struktura je zndzornéna na obrazku 5 [1,

18].

HO OH

HO

OH
Obr. 5 Struktura kyseliny gallové [19]

4.1.4.2 Kyselina chlorogenova

Kyselina chlorogenova patii mezi derivaty kyseliny hydroxyskoticové a je vyznamnou
slouceninou v duzniné jablek. B&hem dozravani ovoce dochéazi k oxidaci fenolickych
latek a nasledné k enzymatickému hnédnuti, substratem téchto enzymi je prave kyselina
chlorogenova. Tato kyselina mé ale také pozitivni vlivy, zejména plisobi antivirove,

-----

DNA. Jeji chemicka struktura je zndzornéna na obrazku 6 [11, 18, 20].

0
HOL_O o % OH
OH

OH

oH L.

Obr. 6 Struktura kyseliny chlorogenové [19]
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4.1.4.3 Kyselina kdvova

Kyselina kavova je soucasti skupiny fenolickych kyselin, je odvozena od kyseliny
skoficové, jak je zndzornéno na obrazku 7. Vytvéii rostlindm ochranu, pusobi jako

antioxidant a inhibuje vznik karcinogennich latek [14, 18].

O
X OH

HO
OH

Obr. 7 Struktura kyseliny kavové [19]

4.1.44 Rutin
Rutin je zluty krystalicky prasek, piisobi jako antioxidant a patii do skupiny
flavonoidd. Jeho hlavnim uéinkem je vychytavani oxidu dusnatého v organismu a dale

plsobi na elasticitu a permeabilitu cév. Struktura rutinu je zobrazena na obrazku 8 [1, 3,

18].

OH oH OH

Obr. 8 Struktura rutinu [19]

19



4.1.4.5 Katechin

Katechin je jednim z hlavnich zastupcii flavanold. Je hlavné pfitomny v ¢aji a ovoci.
Flavanoly se nejcastéji vyskytuji ve slupce, tudiz pokud dojde k oloupéani napft. jablka,
odstrani se vyznamné mnozstvi katechini. Chemicky vzorek katechinu je znazornén

na obrazku 9 [14, 15].

OH

Obr. 9 Struktura katechinu [19]

4.1.4.6 Epikatechin

Stejné jako katechin patti epikatechin do skupiny flavanold a jeho chemicky vzorec je
zobrazen na obrazku 10. Obecné tato skupina ovliviiuje hotkost a piisobi antioxidacné. Je
znam ve dvou formach (stereoisomerech) a to jako (+)-epikatechin a (-)-epikatechin [3,

18].

OH
OH

HO O

OH
OH

Obr. 10 Struktura epikatechinu [19]
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4.1.4.7 Kvercetin

Kvercetin patii do skupiny flavonoll. Je Siroce rozSifen v rostlindich a ma také
antioxidacni aktivitu. Tato latka chrani pied oxidaci LDL lipoprotein a zabramuje
shlukovani  krevnich desti¢ek, inhibuje proliferaci karcinogennich  bunék.
Pti dostate¢ném piijmu kvercetinu dochédzi ke sniZzeni plazmatické hladiny lipida,
lipoproteinti a cholesterolu. Nachazi se v cibuli, jablkach, kapust¢ a ¢aji. Jeho chemickou

strukturu l1ze vidét na obrazku 11 [1, 3, 14].

OH O

OH

HO O OH
OH

Obr. 11 Struktura kvercetinu [19]

4.1.4.8 Kvercitrin

Kvercitrin je rostlinné barvivo a patfi mezi flavonoidy. Nachazi se v rlznych
potravinach (¢ervené vino, cibule, ¢aj, jablka) a vyuziva se k 1é€bé kardiovaskularnich
chorob. Jedna se o Zlutou krystalickou latku a jeho struktura je zobrazena na obrazku 12

[1, 18].

OH
HO,_ R OH

Obr. 12 Struktura kvercitrinu [19]
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4.1.4.9 Floridzin
Floridzin, glykosid floretinu (floretin-2-O-glukosid), jeho struktura viz obrazek 13,
patii mezi dihydrochalkony. Tato slouCenina se vyuziva ke kontrole jakosti jable¢né

Stavy a dalsich jable¢nych produktt [16, 21].

HO ‘ OH ‘ OH
HO
O O
O '2H20

OH
OH oK

Obr. 13 Struktura floridzinu [19]

4.1.4.10 Floretin

Floretin, zastupce skupiny dihydrochalkoni ma opét jako spousta dalsich fenolickych
latek antioxidacni aktivitu, dale vSak disponuje i1 protinadorovou, antimykotickou,
antibakterialni a antivirovou aktivitou. Nachazi se pfedevs§im v jablkach, ke jabloni a
v dalSich jable¢nych produktech. Ma Zluté zbarveni a sladkou chut’. Jeho struktura je

zndzornéna na obrazku 14 [16, 17].

O OH

HO HO OH
Obr. 14 Struktura floretinu [19]
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4.2 Vysokoucéinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC (high performance liquid chromatography) vysokoucinnd kapalinova
chromatografie patii mezi separacni metody, jejiz princip je zalozen na rozdilné distribuci
délenych latek mezi dvé rizné nemisitelné faze (dochazi k opakovanému ustalovani
rovnovahy dé€lenych latek mezi tyto 2 faze). Jedna se o stacionarni (nepohyblivou) a
mobilni (pohyblivou) fazi. Mobilni faze (MF), kterou je u této metody kapalina, je
do chromatografického systému zavadéna pomoci Ccerpadla za vysokého tlaku.
Stacionarni faze (SF) je umisténa v chromatografické kolon€. V dnesni dobé existuje
nepfeberné mnozstvi druht kolon, které jsou naplnény polarnimi a nepolarnimi
adsorbenty, dale jsou pouzivany monolitické kolony a kolony na bazi oxidu zirkonicitého.
Mezi polarni adsorbenty patii silikagel, oxid hlinity a chemicky vadzané polarni
stacionarni faze. Nejpouzivanéjsim polarnim adsorbentem je jiz zminény silikagel, ktery
ma $iroké uplatnéni. Chemicky vazané nepolarni stacionarni fdze maji zna¢né vyhody,
jsou odolngj$i zmeéndm teplot a sloZzeni mobilni faze. V zavislosti na pouzitém sorbentu
(C8, C18, fenyl, alkylfenyl) se li§i svou selektivitou. Podle vlastnosti separovanych latek
je volena vhodna stacionarni i mobilni faze [22, 23, 24].

Pfi normalni fazi jsou pouzivany polarni SF v kombinaci s méné polarni MF. Opakem
je reverzni usporadani, pii kterém se pouziva polarni mobilni a nepolarni SF. Dale mtize
byt pouzita izokratickd eluce, kdy je Cerpdna MF o konstantnim sloZeni, nebo
gradientova, pii které¢ dochdzi ke zvySovani elu¢ni sily. Rozdil v pouziti téchto eluci je
ten, Ze izokratickd eluce je vyuzivana u separace latek s podobnymi fyzikalné
chemickymi vlastnostmi, zatimco gradientova je naopak pouZivana pii rozdilnych
vlastnostech délenych latek a oproti izokratické eluci dojde i ke zkraceni analyzy [22, 23].

Dalsi nedilnou soucasti chromatografického systému je detektor. Spektrofotometrické
zalozené na absorpci zafeni (190-800 nm) jsou nejpouzivanéj$imi detektory diky
relativné nizké cené a univerzalnimu pouziti. Detektory s diodovym polem (DAD) patii
mezi spektrofotometrické detektory, jejich vyhodou je moznost detekce pfi jakékoliv
zvolené vinové délce (je snimano celé spektrum). Dalsi pouzité detektory mohou byt
fluorescencni, elektrochemicky, chemiluminiscencni a hmotnostni. Na obrazku 15 je
znazornéno schéma chromatografického systému [23, 24].

HPLC je vyuZzivana v riiznych odvétvich, napt. v analyze potravin, 1é¢iv, biologického
materidlu a kontrole Zivotniho prostfedi. V potravinafstvi se pouzivd HPLC zejména

pro kontrolu jakosti potravinatskych vyrobku [25].

23



CHFECOMATOSES W
g
T 1
- \ pumpa "é.m piky
. '30\,:
mobﬂni[ﬁ) R e JE TR
fare e ntr Eae [rmin]
[ ==
déavlovac pocitac
leohout se 2;
smyckon separadni
kolona detalctor =

Obr. 15 Schéma HPLC systému [24]

4.2.1 Vyvoj HPLC metody pro separaci fenolickych latek

Znacnou komplikaci pfi separaci fenolickych latek jsou slozité matrice ovoce, jedna
se predevsim o dalsi obsahové latky napft. polysacharidy, fytosteroly, proteiny, vitaminy,
stopové prvky a mnoho dalSich latek. Také zastoupeni fenolickych latek je zavislé
na druhu ovoce a na jeho rozlozeni ve slupce a duzniné viz obrazek 16. V jable¢né slupce
je oproti duznin€¢ pomérné¢ vysoké mnozstvi polyfenoli. Z divodu Sirokého spektra
polarity fenolickych latek je obtiZzné vyvinout G€¢innou gradientovou eluci a dosdhnout
dostateCné separace vSech polyfenold. JelikoZz vétSina polyfenolickych latek je
aromatickd a dobfe rozpustna ve vodé, vyuZziva se reverzni staciondrni faze (C18) a
polarni mobilni faze [21, 26].

Dalsi komplikaci pfedstavuje strukturni podobnost polyfenolil a také jejich konjugace
s riznymi typy cukrt. Z tohoto diivodu je nutnd vysoka chromatografickd selektivita a
rozliSeni, pro zlepSeni separace se vyuziva Uiprava pH mobilni fdze. Problém miiZe také
vzniknout pii koeluci riznych tfid polyfenola [26, 27].

Nejpouzivangj$i metodou je HPLC na reverzni fazi ve spojeni s UV detekci nebo
hmotnostné spektrofotometrickym detektorem, avSak MS detekce je finan¢n€ narocna,
a proto se prevazne¢ pouziva UV detekce, vyuziva se riznych vinovych délek odpovidajici

riznym separovanym latkam [25].
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duinina

duinina + slupka

(+)-Catechin
(-)-Epicatechin
Rutin

Phloridzin
Chlorogenic acid
Caffeic acid

(241~

0.38-1.47
0.38-1.28
0.37-1.59
0.11-0.43
0.25-2.31

slupka

e
o

7 24 %

(+)-Catechin 0.99-4.42
. (-)-Epicatechin 1.24-53.75
3 Rutin 2.76-11.4
Phloridzin 0.71-2.42
Chlorogenic acid  0.26-2.33
Semeno
[25] **
(+)-Catechin 1.19-1.25
(-)-Epicatechin 2.08-3.87
Rutin -
Phloridzin 256.9-439.89
Chlorogenic acid 50.29-51.80
[] 'jl'] ok
0.74-4.45
9.81-19.65
0.20-0.62
12.17-63.05
0.96-3.47

Obr. 16 Schéma zastoupeni fenolickych latek v jablku [6]
Vysvétlivky: slupka * mg/g, semeno a duznina ** mg/100 g
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4.3 ReSerse

Tab. 3 Prehled podminek separace fenolickych latek v predeslych studiich

Stanovované latky

Typ
vzorku

Pouzita kolona

Mobilni faze

Délka
analyzy
(min)

Detektor

Zdroj

katechin, kyselina
chlorogenova, procyanidin
B2, kyselina

p- kumaroylchinova,
epikatechin, feruloylglukoza,
p-kumaroylglukoza, hyperin,

isokvercitrin, rutin,

avicularin, floridzin,

kvercitrin

jablka

Nova-Pac C18
(30 x 3,9 mm)

H>0 + CH3COOH,
H>O + ACN +
CH3COOH

80

DAD

[20]

kyselina chlorogenova,
kyselina ferulova, kyselina
p- kumarova, kyselina
kavova, kyselina skoficova,
kvercetin, rutin, floridzin,
floretin

jablka

Luna-C18
(250 x 4,6 mm x 5 um)

H20 + CH3COOH,
methanol

40

DAD

kyselina gallova, kyselina
chlorogenova, kyselina
kavova, kyselina p-
kumarova, kyselina ferulova,
kyselina benzoova, katechin,
rutin, naringin, hesperidin,
myricetin, kvercetin,
luteolin, naringenin,
genistein, kaemferol

rajCata

Kinetex XB-C18
(150 x 4,6 mm x 2,6 pm)

0,1% HCOOH +
H20,
0,1% HCOOH +
methanol
ACN

20

DAD

[25]

kyselina gallova, katechin,
kyselina 4-
hydroxybenzoova, kyselina
kavova, kyselina syringova,
vanilin, kyselina ferulova,
floroglucinol, kyselina
benzoova, kyselian
salicylova, floridzin,
kvercetin, floretin, kyselina
skoficova

jablka

Thermo Scientific
Acclaim 120, C18
(150 x 3,0 mm x 3 um)

ACN,
H20 + CH3COOH
pH 2,6

30

DAD

procyanidin B1, procyanidin
B2, katechin, kyselina
chlorogenova, kyselina
kavova, epikatechin, rutin,
glykosidy kvercetinu,
xyloglukosid floretinu,
floridzin

jablka,
hrusky

Nucleosil 120 C18
(250 x 4,6 mm x 5 um)

0,01 M kyselina
fosfore¢na, ACN

25

DAD

[27]

arbutin, kyselina gallova,
5-hydroxymethylfurfural,
procyanidin B1,
4-hydroxybenzoova
kyselina, katechin, kyselina
chlorogenova, procyanidin
B2, kyselina kavova,
kyselina syringova,
epikatechin, kyselina p-
kumarova, kyselina ferulova,
kyselina sinapova, floridzin,
floretin, kvercetin, kyselina
skoficova

jablka,
hrusky

Aqua C18
(250 x 4,6 mm x 5 um)
+ pfedkolona C18 ODS
(4 x 3,0 mm)

H20 + 2%

CH3COOH,

H20 + 0,5%
CH3COOH + ACN

60

MS
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V tabulce 3 je mozné srovnat podminky jednotlivych separacich uvedenych
v predeslych studiich, které se zabyvaly separaci obsahovych latek v rostlinném materialu
(ovoce, zelenina). Je zfejmé, ze kolony s C18 sorbentem, jsou pro separaci fenolickych
latek velmi casto vyuzivané a délka kolony i separace pak odpovidda mnoZzstvi
stanovovanych latek. VétSinou jsou pouzivané delsi kolony, pravé z divodu velkého
poctu obsahovych latek. Detekce probihala pifevazné pomoci DAD detektoru pii riznych
vinovych délkéch. Jak je mozné vidét v tabulce, 1ze tyto metody vyuzit i u jinych typt

ovoce a zeleniny.
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S Experimentalni ¢ast
5.1 Pristroj, podminky separace

Analyza byla provadéna na chromatografickém systému Shimadzu LC-10, jednotlivé

parametry jsou znazornény v tabulce 4.

Tab. 4 Chromatograficky systém

Chromatograficka sestava

Shimadzu LC-10

Cerpadlo LC-10AD VP
Autosampler SIL-HT A
Davkovani 10 ul
Termostat kolony CTO-10A VP

Piedkolona

Ascentis Express C18 (5 x 4,6 mm x 5 um)

Kolona

Kinetex C18 150 x 4,6 mm x 5 um
Supelco Ascentis C18 100 x 4,6 mm x 5 pum
Kinetex XB-C18 150 x 4,6 mm x 5 pm
Kinetex Biphenyl 150 x 4,6 mm x 5 pm
Ascentis Phenyl-hexyl 100 x 4,6 mm x 5 um
Supelco Ascentis RP-amide 100 x 4,6 mm x 5 pm
Supelco Ascentis RP-amide 100 x 3,0 mm x 2,7 um
Onyx Monolithic C18 100 x 4,6 mm
Ascentis ES-CN 100 x 4,6 mm x 5 pm

Mobilni faze

Acetonitril, ultracista voda (pH upraveno kyselinou

octovou na 2,8)

Gradientovy rezim

Testovany rizné podminky gradientové eluce

Teplota 30 °C

Detektor DAD detektor SPD-M10A VP

Detekce 255,280, 320, 365 nm
Vyhodnoceni Chromatograficky software LC solution
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5.2 Chemikalie (standardy a rozpoustédla)
Acetonitril (HPLC Gradient Grade), Sigma-Aldrich
Methanol (HPLC Gradient Grade), Sigma-Aldrich

Kyselina octova (bezvoda), Sigma-Aldrich

Ultracista voda

Standardy

Epikatechin > 90 %, BioChemika

Floretin > 99 %, Sigma-Aldrich

Floridzin dihydrat > 99 %, Sigma-Aldrich
Floroglucinol > 99 %, Sigma-Aldrich
Hesperidin 90 %, Fluka-BioChemika

Katechin hydrat > 96 %, Fluka

Kvercitrin hydrat > 78 %, Sigma-Aldrich
Kvercetin dihydrat 95+ %, Sigma-Aldrich
Kvercetin-3-O-glukopyranosid > 99 %, Extrasynthese
Kvercetin-3-f-D-glukosid > 90 %, BioChemika
Kyselina syringova > 95 %, Sigma-Aldrich
Kyselina ferulova 99 %, Sigma-Aldrich
Kyselina gallova 99 %, Sigma-Aldrich
Kyselina chlorogenova >95 %, Sigma-Aldrich
Kyselina kavova 97 %, Sigma-Aldrich
Kyselina p-kumarova > 98 %, Sigma-Aldrich
Kyselina sinapova > 98 %, Sigma-Aldrich
Kyselina valinova 97 %, Sigma

Mpyricetin > 95 %, BioChemika

Naringenin > 95 %, Sigma-Aldrich

Naringin > 95 %, Fluka-BioChemika
Procyanidin B2 > 90 %, Sigma-Aldrich

Rutin hydrat 95 %, Sigma-Aldrich

Vanilin > 98 %, Sigma-Aldrich
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5.3 Priprava roztoka

Vsechny ptipravené vzorky, roztoky standardii i samotné standardy byly uchovavany

v lednici pii teploté 4 °C.

5.3.1 Priprava zasobnich roztoki
Zasobni roztoky standardi byly pfipravovany z 1 mg daného standardu a byly
rozpustény v 10 ml ACN. Vysledna koncentrace zasobnich roztokii dosahovala hodnoty

0,1 mg/ml.

5.3.2 Priprava pracovnich roztoki

Pracovni roztoky byly ptipraveny odebranim 100 pl zadsobniho roztoku a doplnénim

ACN do 10 ml odmérné banky.

5.3.3 Priprava pracovniho roztoku standardu pro optimalizace
Smés standardii byla pfipravena odebranim 100 pl z pracovnich roztoku kazdého

standardu a nasledné doplnéna ACN do 10 ml odmérné baiiky.

5.3.4 Priprava roztoku standardi pro opakovatelnost

Na zéklad¢ méteni redlnych vzorki a optimalizace extrakce byla odhadnuta prostredni
hodnota koncentrace jednotlivého standardu, podle této koncentrace bylo navaZeno dané
mnozstvi kazdého standardu. Tyto navazky standardii byly jednotlivé rozpustény v 1 ml
MeOH, nasledné odpipetovano 600 pl od kazdého standardu a doplnéno MeOH do 10 ml

odmérné banky.

Tab. 5 Priprava roztoku pro test opakovatelnosti

standard koncentrace (mg/ml)
kyselina gallova 1
kyselina chlorogenové 100
epikatechin 1
rutin 10
kvercitrin 30
floridzin 10
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5.3.5 Priprava roztoku standardi pro linearitu

Navazky jednotlivych standardii byly rozpustény v 1 ml MeOH, nasledné bylo
od kazdého 600 pl a doplnéno do 10 ml odmérné banky. Nasledné byl tento roztok fedén
MeOH na uvedené koncentrace, vysledny objem kazdé koncentrace byl 1 ml.

Z divodu nedostatecného mmnozstvi standardu kvercitrinu nebyl tento standard
do linearity zahrnut. Dané koncentrace jednotlivych standardii byly vybrany s ohledem
na obsah jednotlivych latek v jable¢né slupce z ditvodu vyssiho obsahu oproti duzning.
U nékterych latek bylo zapotiebi snizit koncentrace, jelikoz kalibracni zavislost nebyla

linearni, jednalo se o kyselinu chlorogenovou a floridzin.

Tab. 6 Priprava roztokii pro linearitu

koncentrace (mg/ml)
kyselina gallova 5 2,5 1 0,25 0,125
kyselina chlorogenova 10 4 1 0,5 0,25
epikatechin 5 2,5 1 0,25 0,125
rutin 10 5 2 0,5 0,25
floridzin 5 2 0,5 0,25 0,125

5.3.6 Zpracovani rostlinného materialu
Jablka je nutné nejprve jemné nastrouhat, poté odvazit dané mnozstvi (3 g) a piidat
15 ml 100% MeOH. Nasledovalo protifepani na vortexu po dobu 20 minut, centrifugace

pi1 9500 rpm po dobu 10 minut a filtrace pomoci sttikackového filtru MS-PTFE 0,45 pm.
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6 Vysledky a diskuze
6.1 Optimalizace metody

Pro optimalizaci metody byly pouzity roztoky standardi o koncentraci 0,1 mg/ml,
piipravené v acetonitrilu (ACN) a také redlné vzorky z duzniny i slupky jablek
extrahované do acetonitrilu, methanolu (100%, 75%, 50%) a destilované vody s upravou
pH na 3,1; 8,6 a bez uprav pH (4,5).

6.1.1 Optimalizace gradientové eluce

Pti testovani gradientové eluce byla nejprve pouzita kolona Supelco Ascentis C18
(100 mm x 4,6mm x 5 um). Béhem optimalizace byl nastaven pritok na 1 ml/min, teplota
termostatu na 35 °C a bylo davkovano 10 pl vzorku. Mobilni fazi byl zvolen acetonitril
spole¢né s vodou okyselenou kyselinou octovou na pH 2,8. Béhem optimalizace na C18
kolon¢ bylo testovano nékolik riznych gradientd, aby bylo dosazeno separace vybranych
fenolickych latek. Pfi optimalizaci byla pouzita smés standardii rozpusSténych
v acetonitrilu a byl hodnocen retencni Cas, pocet separovanych pika a jejich rozliseni.
Podminky separace byly voleny na =zakladé¢ piedeSlych analyz podle ¢lanku
publikovaném v Casopise Journal of Chromatography A [28]. Pii vhodném gradientu by
meélo dochéazet k dostatecné separaci jednotlivych analyzovanych latek a jejich piky by
meély spliovat také pozadavky na symetrii. V nasledujici ¢asti jsou kratce popsany
vybrané chromatografické podminky (profil gradientové eluce), které byly testovany.
Nejvhodnéj$im gradientem byl zvolen gradient 10 zobrazeny na obrazku 20. Jednotlivé

gradienty a separace fenolickych latek jsou zobrazeny v nasledujici tabulce 10.
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GRADIENT 1

V gradientu €. 1 mizeme vidét, Ze urcité

Tab. 7 Podminky gradientu ¢.1

standardy jsou eluovany z kolony ve stejném MF ACN H>0 (pH 2,8)
. L, . . | cas (min) (%) (%)
Case a dochazi ke koeluci tfech standardi 1.00 5 95
do nékolika pikt. Jedna se o kyselinu 2.50 15 85
chlorogenovou, kdavovou a katechin, tyto latky 4.00 20 80
nelze jednoznacné od sebe rozlisit. Jako prvni 4.50 20 80
. , . v 12.00 50 50
se eluovala kyselina gallova, ktera vytvari
o , . ] , 15.00 5 95
dvojpik, po ni skupina standardi a posléze _
17.00 Kondicionace kolony
rutin a kvercetin. Tvary pikll nejsou optimalni
ani z hlediska symetrie.
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Obr. 17 Chromatogram separace fenolickych latek pro gradient 1 — kolona Supelco

Ascentis (100 x 46 mm x 5 um), prutokova rychlost 1 ml/min

Poradi pikia: 1 kyselina gallova, 2,3,4 koeluce kyseliny chlorogenové, kavové a

katechinu, 5 rutin, 6 kvercetin
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GRADIENT 3

V gradientu €. 3 jsme se dale snazili Tab. 8 Podminky gradientu ¢.3
rozdé€lit spolecny pik nékolika standardi, ale MF ACN (%) | H20 (pH 2.8)
o ¢as (min) (%)
jak je vidét na chromatogramu, tyto latky se 1.00 5 95
stile eluuji spoleéné a vytvafeji né&kolik 2.50 20 80

o , 1 e , 5.50 20 80
nerozliSitelnych pikd. Jako prvni byla
) 12.00 50 50
eluovdna kyselina gallové, dale koeluovala 1500 3 95
kyselina chlorogenova s kyselinou kavovou 17.00 Kondicionace kolony

a katechinem, ihned po této smési nasleduje

rutin a az po devaté minuté kvercetin.
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Obr. 18 Chromatogram separace fenolickych latek pro gradient 3 — kolona Supelco
Ascentis (100 x 46 mm x 5 um), prutokova rychlost 1 ml/min

Poradi pikua: 1 kyselina gallovd, 2,3 koeluce kyseliny chlorogenové a katechinu,
4 kyselina kavova, 5 rutin, 6 kvercetin



GRADIENT 4

Pti pouziti gradientu €. 4 doslo ke zhorSeni Tab. 9 Podminky gradientu ¢.4
chromatografické separace, jednotlivé piky MF ACN H,0 (pH 2,8)
. et . ¢as (min % %
se k sob¢ vice priblizily, a dokonce doslo ( 1?00 ( 0)5 ( 09)5
k ¢aste¢nému spojeni piku rutinu s pikem 2.00 20 80
obsahujici smés standardi (chlorogenova 6.50 20 80
. , , . . , 10.00 50 50
kyselina, kavova kyselina a katechin). Prvni
] 15.00 5 95
pik patiici kyselin¢ gallové a posledni pik 7700 Kondicionace kolony
kvercetinu jsou od této smési standarda
dostatecné odde¢lené.
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Obr. 19 Chromatogram separace fenolickych latek pro gradient 4 — kolona Supelco
Ascentis (100 x 46 mm x 5 um), prutokova rychlost 1 ml/min

Poradi pikua: 1 kyselina gallovd, 2,3 koeluce kyseliny chlorogenové a katechinu,
4 kyselina kavova, 5 rutin, 6 kvercetin
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GRADIENT 10

Pti separaci latek je zfetelné, ze v retenénim

Tab. 10 Podminky gradientu ¢.10

Case okolo ¢tvrté minuty je eluovano hned MF ACN H20 (pH 2.,8)
¢as (min (%) (%)
nekolik latek spolecné. Jedna se o kyselinu 1.00 5 95
chlorogenovou, kavovou a katechin. Dochazi 2.50 15 85
e .. , . o . 12.00 50 50
k eluci latek rychleji a analyza je ukoncena jiz
15.00 5 95
pred devatou minutou. 17.00 Kondicionace kolony
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Obr. 20 Chromatogram separace fenolickych latek pro gradient 10 - kolona Supelco
Ascentis (100 x 46 mm x 5 um), prutokova rychlost 1 ml/min
Poradi pikii: 1 kyselina gallova, 2,3 koeluce kyseliny chlorogenové a katechinu,

4 kyselina kavova, 5 rutin, 6 kvercetin
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Tab. 11 Prehled gradientii a pritbeh separace

gradient

separace

1

kyselina gallova vytvari dvojpik, okolo 4.minuty probiha koeluce kyseliny chlorogenové,
kavové a katechinu, tyto latky nelze jednoznaéné od sebe rozlisit, dostate¢né oddéleny pik

rutinu a kvecetinu

u tohoto gradientu byla odstranéna etapa 85 % slozky vody a prodlouzena 80 % o 1,5 minuty,
kyselina gallova stale vytvaii dvojpik, pik rutinu se pfiblizil ke spoleénému piku kyseliny

chlorogenové, kdvové a katechinu

gradient 3 byl oproti pfedeslému prodlouzen v etapé 80 % slozky vody (2,5-5,5 min), pik
kyseliny gallové je beze zmény, kyselina kavova se ndznakem odd¢€luje od spolecného piku

kyseliny chlorogenové a katechinu, ale rutin je stale dost blizko t€émto pikiim

v gradientu ¢. 4 doslo k dalSimu prodlouzeni 80 % vodné faze (2,0-6,5 min), kyselina kavova
se témét oddélila od kyseliny chlorogenové a katechinu, ale pik rutinu se az moc pfiblizil

ke kyseliné kavové

gradient 5 probihal podobné jako gradient 1, s tim rozdilem ze 80 % vodna faze zacala jiz
v 2,5 minuté, separace pii tomto gradientu dopadla podobn¢€ jako v gradientu €. 3 jen s tim
rozdilem, Ze posledni latka — kvercetin - byl eluovan do 9. minuty, zatimco v pfedeslém

gradient az okolo 10. minuty

pfi tomto gradientu doslo k pozvolnéjsimu pfidavani acetonitrilové slozky (zejména v prvni
polovin¢ gradientu), pii separace nedosSlo k oddéleni kyseliny chlorogenové, kavové a

katechinu, pouze pik kvercetinu byl eluovan jiz pred 7. minutou

v gradientu ¢. 7 doslo v 5. minuté k pfidani 70 % vodné slozky, ale opét nedoslo k oddéleni
koeluovanych latek (kyselina chlorogenova, kavova a katechin), rutin je opét piiblizen

ke spole¢nému piku

v gradientu €. 8 doslo k oddaleni piku rutinu od spolecného piku kyseliny chlorogenové, kavové

a katechinu, posledni pik — kvercetin byl eluovan po 8. minuté, piky standardti jsou symetriétéjsi

v gradientu ¢. 9 doslo k prodlouZeni analyzy o 2 minuty a nasledné ijednotlivych boda

gradientu, ale ani tato Uprava nevedla o odd¢€leni koeluujicich latek

10

v gradientu ¢. 10 dochazelo k pozvolnému snizovani mnozstvi vodné slozky do 2,5 minuty
na 85 % a nasledné do 12. minuty na 50 %, kyselina kavova byla odd¢€lena, pouze kyselina
chlorogenova a katechin eluuji stale spolecné, ostatni latky (kyselina gallova, rutin a kvercetin)

jsou dostate¢né oddelené
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Gradient 10 byl vybran pro dalsi testovani z diivodu dostate¢ného oddé€leni kyseliny
gallové, rutinu a kvercetinu, 1 pfesto Ze kyselina chlorogenova a katechin eluuji spole¢né.
Velmi podobny gradient pouzivaly i pfedchozi studie a na C18 koloné dlouhé 15 cm,

ktera je uvedena na stran¢ 38, je mozné vidét, relativné dobrou separaci téchto latek.

6.1.2 Optimalizace stacionarni faze

Pti optimalizaci stacionarni faze bylo testovano nékolik kolon s rozdilnym sorbentem,
jak je zobrazeno v tabulce 12. Nejprve byla pouzita reverzni C18 stacionarni faze dlouha
100 mm a posléze 150 mm, dale jsme pouzili bifenylovou a fenyl-hexylovou kolonu,
dalsi pouzitou kolonou byla amidovéa s dvéma rozdilnymi velikostmi ¢astic a posledni

monoliticka.

Tab. 12 Prehled pouzitych chromatografickych kolon

kolona rozmér
Kinetex C18 150 x 4,6 mm x 5 um
Supelco Ascentis C18 100 x 4,6 mm x 5 pm
Kinetex XB-C18 150 x4,6 mm x 5 pm
Kinetex Biphenyl 150 x 4,6 mm x 5 um
Ascentis Phenyl-hexyl 100 x 4,6 mm x 5 um
Supelco Ascentis RP-amide 100 x 4,6 mm x 5 pm
Supelco Ascentis RP-amide 100 x 3,0 mm x 2,7 um
Ascentis ES-CN 100 x 4,6 mm x 5 um
Onyx Monolithic C18 100 x 4,6 mm
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C18 KOLONY (Supelco Ascentis 100 x 4,6 mm x 5 pm, Kinetex 150 x 4,6 mm x 5 um,
Kinetex XB-C18 150 x 4,6 mm x 5 um)

Nejprve bylo potteba vyzkouset, kterd z dostupnych kolon se bude nejlépe hodit
pro separaci smesi vybranych standardti. Jako prvni jsme pouzili C18 dlouhou 10 cm,
pti této separaci dochazi ke koeluci tfech latek (kys. chlorogenova, kavova a katechin),
piky nejsou symetrické, a proto pro zlepSeni separace byla pouzita C18 dlouha 15 cm,
ob¢ separace je mozné vidét na obrazku 21 a 24. Tvary piki na 15 cm koloné jsou Stihlejsi,
kyselina kavova se upln¢ rozdé¢lila od katechinu a kyseliny chlorogenové, zatimco rutin
vytvari dvojpik. Na této koloné byly analyzovany i redlné vzorky, separace téchto latek

je znazornéna na obrézcich 22 (slupka) a 23 (duznina).
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Obr. 21 Chromatogram separace fenolickych latek na koloné Kinetex C18

(150 x 4,6 mm x 5 um) gradient 10, prutokova rychlost Iml/min

Poradi pikii: 1 kyselina gallova, 2,3 koeluce kyseliny chlorogenové a katechinu,
4 kyselina kavova, 5 rutin, 6 kvercitrin,7 kvercetin, 8 floretin
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Obr. 22 Chromatogram separace redlného vzorku slupky jablka Golden Delicious

na koloné Kinetex C18 (150 x 4,6 mm x 5 um), gradient 10, priitokova rychlost Iml/min
Poradi piki: 1 kyselina gallova, 2 kyselina chlorogenova, 3 epikatechin, 4 kvercitrin,
5 floridzin
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Obr. 23 Chromatogram separace redlného vzorku duzniny jablka Golden Delicious

na koloné Kinetex C18 (150 x 4,6 mm x 5 um), gradient 10, priitokova rychlost Iml/min
Poradi piki: 1 kyselina gallova, 2 kyselina chlorogenova, 3 epikatechin, 4 kvercitrin,
5 floridzin
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Dalsi pouzitou kolonou byla XB-C18, u této kolony byly vyzkouseny dvé rtzné
pratokové rychlosti (0,8 ml/min a 1 ml/min). Separace na této kolon¢ probihala témét

stejn¢ jako na C18 kolon¢ viz. obrazek 27. Pouze kyselina gallova na ptredeslé koloné

vvvvvv
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Obr. 24 Chromatogram separace fenolickych latek, na koloné Kinetex XB-C18
(150 x 4,6 mm x 5 um) gradient 10, prutokova rychlost Iml/min
Poradi pikii: 1 kyselina gallova, 2,3 koeluce kyseliny chlorogenové a katechinu,
4 kyselina kavova, 5 rutin, 6 floretin
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BIFENYLOVA KOLONA (Kinetex 150 x 4,6 mm x 5 pm)
Separace na bifenylové koloné vypadala ohledné tvari pikt lepSi (symetriCtéjsi,
Stihlejsi), ale rozliSeni nebylo dostatecné. Katechin a kyselina chlorogenova vytvari

spolecny pik, ktery se nachazi v blizkosti piku kyseliny kavové viz obrazek 25.
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Obr. 25 Chromatogram separace fenolickych latek, na koloné Kinetex biphenyl
(150 x 4,6 mm x 5 um) gradient 10, priutokova rychlost Iml/min
Poradi pikii: 1 kyselina gallova, 2,3 koeluce kyseliny chlorogenové a katechinu,

4 kyselina kavova, 5 rutin, 6 kvercitrin, 7 kvercetin, 8 floretin
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FENYL-HEXYL KOLONA (Ascentis 100 x 4,6 mm x 5 um)

Pti separaci na této kolon€ opét kyselina gallova vytvarela dvojpik s tim rozdilem, ze
doslo k posunuti nad zékladni linii. Kyselina kavova, chlorogenova a katechin koeluovali
spolecné a na chromatogramu se jevili jako trojpik. Pouze piky kvercetinu a floretinu

vykazovali symetrii.
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Obr. 26 Chromatogram separace fenolickych latek, na koloné Ascentis Phenyl-hexyl
(100 x 4,6 mm x 5 um) gradient 10, prutokova rychlost 0,8 ml/min

Poradi piki: 1 kyselina gallova, 2,3,4 koeluce kyseliny chlorogenové, kavové a
katechinu, 5 rutin, 6 kvercitrin, 7 kvercetin, 8 floretin
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AMIDOVA KOLONA
Poté jsme pouzili dvé amidové kolony s riznou velikosti ¢astic (2,7 um, 5 um). Jiz
na kyselin¢ gallové je vidét, ze tato separace neni vhodna, dochéazi ke chvostovani piku,

1 kdyZ ostatni standardy vykazovali Stihlejsi piky.
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Obr. 27 Chromatogram separace fenolickych latek, na koloné Supelco Ascentis
RP-Amide (100 x 4,6 mm x 5 um) gradient 10, priitokova rychlost 0,8 ml/min
Poradi pikii: 1 kyselina gallova, 2,3 koeluce kyseliny chlorogenové a katechinu,
4 kyselina kavova, 5 rutin, 6 kvercitrin, 7 kvercetin, 8 floretin
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Obr. 28 Chromatogram separace fenolickych latek na koloné Supelco Ascentis
RP-Amide (100 x 3,0 mm x 2,7 um) gradient 10, prutokova rychlost 0,8 ml/min
Poradi pikii: 1 kyselina gallova, 2,3 koeluce kyseliny chlorogenové a katechinu,
4 kyselina kavova, 5 rutin, 6 kvercitrin, 7 kvercetin, 8 floretin
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MONOLITICKA KOLONA (Onyx 100 x 4,6 mm)

Monolitickou kolonu Onyx CI18 jsme pouzili s pritokem 2 ml/min a 4 ml/min,
v disledku této vysoké pritokové rychlosti doslo k vyznamnému zkraceni analyzy, jak je
zietelné na obr. 29 a 30. Kyselina gallova eluuje v dvojpiku, kyselina chlorogenova,
kavova a katechin koeluuji spolecné¢, ostatni standardy jsou od sebe dostatecné odd¢€leny.

Tvary pikd nejsou symetrické ani dostate¢né §tihlé a chvostuji.
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Obr. 29 Chromatogram separace fenolickych latek na koloné Onyx Monolithic C18
(100 x 4,6 mm) gradient 10, priitokovda rychlost 2 ml/min

Poradi pikii: 1 kyselina gallova, 2,3,4 koeluce kyseliny chlorogenové, kdvové a
katechinu, 5 rutin, 6 kvercitrin, 7 kvercetin, 8 floretin
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Obr. 30 Chromatogram separace fenolickych latek na kolone Onyx Monolithic C18
(100 x 4,6 mm) gradient 10, priitokova rychlost 4 ml/min

Poradi pikii: 1 kyselina gallova, 2,3 koeluce kyseliny chlorogenové a katechinu,

4 kyselina kavova, 5 rutin, 6 kvercitrin, 7 kvercetin, 8 floretin
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KYANO-KOLONA (Ascentis 100 x 4,6 mm x 5 pm)
Jak bylo vidét 1 na ptedeslych kolonéch, kyselina gallova vytvaii dvojpik a kyselina
chlorogenova, kavova a katechin eluuji spolecné. Ostatni latky jsou témét vSechny

dostatecné oddelené kromé kvercetinu, ktery je v t€sné blizkosti floretinu.
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Obr. 31 Chromatogram separace fenolickych latek na koloné Ascentis ES-CN
(100 x 4,6 mm x 5 um) gradient 10, prutokova rychlost 0,8 ml/min

Poradi piki: 1 kyselina gallova, 2,3,4 koeluce kyseliny chlorogenové, kavové a
katechinu, 5 rutin, 6 kvercitrin, 7 kvercetin, 8 floretin

mn
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6.1.3 Optimalizace pH, priatokové rychlosti, vybér rozpoustédla pro extrakci
analyti

Béhem optimalizace pH byly testovany 4 rizné hodnoty pH (2,8; 3,3; 3,7; 3,9),
pro idealni okyseleni vodné slozky mobilni faze. Cim byla mobilni faze kyselejsi, tim
vice ovlivitovala tvar dvojpiku kyseliny gallové, na ostatni latky neméla zména pH
vyznamny vliv, dokud se nepiiblizilo pH k hodnot¢ 4. Pii pH 3,9 je ztetelné, Ze tvary

pikii nejsou idedlni a tato separace neni vhodna, viz obrazek 32 a 33.
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Obr. 32 Optimalizace pH 2,8 a 3,3
Poradi pikii: 1 kyselina gallova, 2,3 koeluce kyseliny chlorogenové a katechinu,
4 kyselina kavova, 5 rutin, 6 kvercetin
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Obr. 33 Optimalizace pH 3,7 a 3,9
Poradi pikii: 1 kyselina gallova, 2,3 koeluce kyseliny chlorogenové a katechinu,
4 kyselina kavova, 5 rutin, 6 kvercetin
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Pti optimalizaci byly zkouSeny pritokové rychlosti v rozmezi od 0,8 az 1,1 ml/min,
zména pritoku byla upravovana vzdy o 0,1 ml/min. Pii pratokové rychlosti 0,8 ml/min
je viditelné, ze piky nedosahuji takové symetrie jako u ostatnich prutokd. Pfi pouziti
pratokovych rychlosti 1 ml/min a 1,1 ml/min dochazi ke srovnatelné separaci latek.
Srovnani separaci je zobrazeno na obrazcich 34 a 35. Pro dalsi pouziti byla vybrana

pratokova rychlost 1,0 ml/min.
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Obr. 34 Optimalizace priitokové rychlosti 0,8 a 0,9 ml/min
Poradi piki: 1 kyselina gallova, 2 kyselina chlorogenova, 3 epikatechin, 4 rutin,
5 kvercitrin, 6 floridzin
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Obr. 35 Optimalizace prutokové rychlosti 1,0 a 1,1 ml/min
Poradi piki: 1 kyselina gallova, 2 kyselina chlorogenova, 3 epikatechin, 4 rutin,
5 kvercitrin, 6 floridzin
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Vybér vhodného extrakéniho rozpoustédla byl testovan na duznin€ a slupce jable¢né
odridy Golden Delicious. Mezi testovanymi rozpoustédly byla voda, 100% methanol,
100% acetonitril, 90% acetonitril a 80% acetonitril. Pro znazornéni ucinnosti extrakce
byly pouzity chromatogramy separace jable¢né slupky zobrazeny na obrazku 36-38.
Pti pouziti ACN (100%, 90%, 80%) je viditelné, Zze neni Gplné vhodny pro latky, které
eluuji mezi prvnimi (hydrofilni). Zatimco odezvy latek eluujicich po sedmé minuté jsou
srovnatelné se 100% methanolem. Nejméné vhodné extrakéni rozpoustédlo byla voda,
ktera sice zlepsi extrakci hydrofilnich latek, ale zaroven vyrazné snizuje extrakci
lipofilnich analytt. Pfi extrakci 100% methanolem byl nalezen kompromis
mezi efektivitou extrakce pro rizné latky i z pohledu symetrie piki, z tohoto diivodu byl

vybran jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo.
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Obr. 36 Optimalizace extrakcniho rozpoustédla -1 00% ACN
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Obr. 38 Optimalizace extrakcniho rozpoustédia — 100 % methanol
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6.2 Validace
6.2.1 Test vhodnosti chromatografického systému

Test vhodnosti chromatografického systému obsahuje hodnoceni reten¢niho ¢asu (t;),
rozliSeni chromatografickych pika (Rs), faktor symetrie chromatografickych piki (As),
kapacitni faktor (k) a opakovatelnost.

Rozliseni se hodnoti ze 3 nastfikli. Hodnota rozliSeni by méla dosahovat hodnoty vyssi
nez 1,5. Faktor symetrie stejné jako rozliSeni se hodnoti ze 3 nastfikii. Doporucena
hodnota je v rozmezi od 0,8 — 1,5 [29].

V tabulce 12 je uveden vybér latek, které byly pouzity v zavislosti na vyskytu

v redlnych vzorcich.

Tab. 13 Parametry testu vhodnosti chromatografického systému

t; (min) Rs As k

2,975 5,910 0,989 5,910
kys. gallova

5,408 10,325 1,284 1,644

kys. chlorogenova

6,085 4,133 1,343 1,977
epikatechin

7,048 7,226 1,288 2,448

rutin
8,565 2,847 1,281 3,191
floridzin

Pro hodnoceni opakovatelnosti byla pfipravena smés standardii popsana v kapitole
5.3.4. Bylo provedeno 6 po sob¢ jdoucich nasttiki na kolonu a nasledné byla hodnocena
relativni smérodatna odchylka hodnot plochy piku a retencniho Casu, jsou zobrazeny

v tabulkach 13 a 14.

Tab. 14 Hodnoceni opakovatelnosti - plocha piku

koncentrace
(mg/ml) plocha piku SD RSD (%)
kys. gallova 1,00 2847861 28521 1,00
kys. chlorogenova 100,0 28705297 183528 0,64
epikatechin 1,00 667589 3021 0,45
rutin 10,00 11130887 78529 0,71
floridzin 10,0 12343697 122251 0,99
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Tab. 15 Hodnoceni opakovatelnosti - retencni cas

koncentrace reten¢ni ¢as
(mg/ml) (min) SD RSD (%)
kys. gallova 1,00 2,982 0,016 0,53
kys. chlorogenova 100,0 5,416 0,027 0,50
epikatechin 1,00 6,081 0,003 0,05
rutin 10,00 7,045 0,011 0,15
floridzin 10,0 8,569 0,015 0,17

Pii testovani opakovatelnosti se smérodatnd odchylka plochy piku pohybovala
v rozmezi 0,45-1,00 % a smérodatna odchylka reten¢niho ¢asu 0,05-0,53 % a oba
hodnocené parametry tedy nepiekro€ily hodnotu RSD, ktera je povaZovéana za limitni

1,00 % [29].
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6.2.2 Linearita

Pro hodnoceni linearity bylo pouzito 5 kalibracnich roztokii o rizné koncentraci.
Ptiprava téchto roztoki je popsana v kapitole 5.3.5. Nastiik kazdého kalibra¢niho roztoku
prob¢hl trikrat a nésledné¢ byla hodnota plochy piku pro kazdou koncentraci
zpramérovana. Pomoci metody linearni regrese byla vyhodnocena zavislost primérnych

ploch pikt na jejich koncentraci.

6.2.2.1 Kalibracni zévislost kyseliny gallové
Tab. 16 Test linearity pro kyselinu gallovou

kyselina gallova

koncentrace pramérna
mg/ml plocha piku
0,125 228815,3
0,250 465135,6
1,00 21126583
2,50 5120997,6
5,00 9993024,6

kyselina gallova

12000000
y = 2E+06x + 27054

R?=0,9997
10000000

pika

8000000

locha

6000000

4000000

primérna p

2000000

0 1 2 3 4 5 6

koncentrace (mg/ml)

Obr. 39 Kalibracni zavislost kyseliny gallové

Linearita kyseliny gallové byla potvrzena v rozmezi 0,125 — 5 mg/ml s korelaénim

koeficientem 0,9997.
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6.2.2.2 Kalibra¢ni zavislost kyseliny chlorogenové

Tab. 17 Test linearity pro kyselinu chlorogenovou

kyselina chlorogenova
koncentrace pramérna
mg/ml plocha piku
0,250 210453,3
0,500 513707,0
1,00 1142638,0
4,00 4470170,0
10,00 10040518,0
kyselina chlorogenova
12000000
y = 1E+06x + 104611
R?=0,9976
.5 10000000
=
o
©
5 8000000
o
(=}
“©
£ 6000000
]
£
OE .
2 4000000
2000000
0
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koncentrace (mg/ml)
Obr. 40 Kalibracni zavislost kyseliny chlorogenové

Linearita kyseliny chlorogenové byla potvrzena v rozmezi 0,25 — 10 mg/ml a korela¢ni

koeficient dosahl hodnoty 0,9976.
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6.2.2.3 Kalibracni zévislost epikatechinu
Tab. 18 Test linearity pro epikatechin

epikatechin
koncentrace primérna plocha

mg/ml piku

0,125 55012,6
0,250 111896,0

1,00 493178,3

2,50 1166702,0

5,00 2218896,6

epikatechin
2500000

y =443932x + 21158
R?=0,999

2000000

locha pika

1500000

1000000

pramérna p!

500000

0 1 2 3 4 5 6

koncentrace (mg/ml)

Obr. 41 Kalibracni zavislost epikatechinu

Linearita epikatechinu byla potvrzena vrozmezi 0,125 — 5 mg/ml a korela¢ni

koeficient dosahl hodnoty 0,999.
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6.2.2.4 Kalibracni zévislost rutinu
Tab. 19 Test linearity pro rutin

rutin

koncentrace primérna
mg/ml plocha piku

0,250 236927,0

0,500 473184,6

2,00 2081101,3

5,00 4899074,0

10,00 9014662,3

rutin

10000000 y = 901922 + 139166
9000000 R?=0,9976

8000000
7000000
6000000
5000000
4000000
3000000
2000000
1000000

0

locha pika

o

primérna p

0 2 4 6 8 10 12

koncentrace (mg/ml)

Obr. 42 Kalibracni zavislost rutinu

Linearita rutinu byla potvrzena v rozmezi 0,25 — 10 mg/ml stejné jako kyselina

chlorogenova. Korela¢ni koeficient byl 0,9976.
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6.2.2.5 Kalibra¢ni zavislost floridzinu

Tab. 20 Test linearity pro floridzin

floridzin

koncentrace
mg/ml

primérna
plocha piku

0,125

136213,0

0,250

331964,7

0,500

737378,7

2,00

2881457,0

5,00

6827906,0

8000000

7000000

6000000

5000000

locha pikd

4000000

3000000

o

primérna p

2000000

1000000

0

floridzin

y = 1E+06x + 25894
R?=0,9993

1 2 3 4 5 6

koncentace (mg/ml)

Obr. 43 Kalibracni zavislost floridzinu

Linearita floridzinu byla potvrzena v rozmezi 0,125 — 5 mg/ml, stejn¢ tomu tak bylo i

u kyseliny gallové a epikatechinu. Korela¢ni koeficient dosahl hodnoty 0,9993.
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6.2.3 Robustnost

V ramci robustnosti byla testovana zména mobilni faze, resp. okyseleni vodné faze
kyselinou octovou a mraven¢i, zména teploty v termostatovém prostoru a uprava
gradientu o = 5 %. Testovani zmény pritokové rychlosti bylo popsano diive, viz kapitola
6.1.3.

Cilem robustnosti je zjistit, do jaké miry Ize meénit separa¢ni podminky, aby byla

zachovana dostatecna separace.

6.2.3.1 Mobilni faze (kyselina mravenci, octova)

Separace pfi pouziti MF s kyselinou octovou probihala témét srovnatelné jako s MF
s kyselinou mravenci. Jak je vidét na obrazcich 39 a 40 dochazi pouze k nepatrné lepsi
symetrii pfi pouziti kyseliny octové. Proto byla také kyselina octova vybrana pro dalsi
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Obr. 44 Separace za pouziti MF kyseliny mravenci
Poradi piki: 1 kyselina gallova, 2 kyselina chlorogenova, 3 epikatechin, 4 rutin,
5 kvercitrin, 6 floridzin
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Obr. 45 Separace za pouziti MF kyseliny octové
Poradi piki: 1 kyselina gallova, 2 kyselina chlorogenova, 3 epikatechin, 4 rutin,
5 kvercitrin, 6 floridzin
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6.2.3.2 Teplota (25 °C, 30 °C)

Pti zméné teploty o 5 °C nedoslo k vyznamnym zméndm v priubéhu separace. Oba

chromatogramy je mozné vidét na obrazcich 41 a 42.
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Obr. 46 Separace pri teplote 25 °C

Poradi piki: 1 kyselina gallova, 2 kyselina chlorogenova, 3 epikatechin, 4 rutin,
5 kvercitrin, 6 floridzin
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Obr. 47 Separace pri teplote 30 °C
Poradi pikii: 1 kyselina gallova, 2 kyselina chlorogenova, 3 epikatechin, 4 rutin,
5 kvercitrin, 6 floridzin
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6.2.3.3 Zména gradientu (zvySeni a snizeni 0 5%)

Na obrazcich 43 a 44 je znazornéna separace pii zmena gradientu o + 5%, je zfejmé
ze pii této zméné nedochdzi k podstatnym zménadm separace. Samoziejmosti je, ze

zménou tohoto parametru dojde ke zméné retenc¢niho Casu, a tudiz ke zkraceni analyzy.
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Obr. 48 Separace za zvySeni gradientu o 5 %
Poradi piki: 1 kyselina gallova, 2 kyselina chlorogenova, 3 epikatechin, 4 rutin,
5 kvercitrin, 6 floridzin
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Obr. 49 Separace pri snizeni gradientu o 5 %
Poradi piki: 1 kyselina gallova, 2 kyselina chlorogenova, 3 epikatechin, 4 rutin,
5 kvercitrin, 6 floridzin
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7 Souhrn

V této diplomové praci je shrnut vyvoj a optimalizace metody pro stanoveni
fenolickych latek pomoci HPLC systému. Fenolické slouceniny jsou zdravi prospésné a
maji nepieberné mnozstvi pozitivnich ucinkt na lidské zdravi a také proto jsou stiedem
zajmu pfi nejriznéjsich studiich.

Pro testovani HPLC metody byly vybrany jednotlivé standardy podle ptedeslych
pracich a zkugenosti spolupracujiciho pracovisté (VUOS). Jednalo se o kyselinu gallovou,
chlorogenovou, kdvovou, katechin, epikatechin, rutin, kvercitrin, kvercetin, floretin a
floridzin.

V ramci optimalizace byly vyzkouSeny riizné gradienty a nasledné i testovany rizné
stacionarni faze (C18, fenyl-hexyl, bifenyl, amino, kyano a monoliticka kolona). Byl
vybran gradient 10 a C18 kolona o délce 15 cm z diivodu nejlepsiho rozliSeni vybranych
analytti. Dale byly testovany dal§i podminky separace (pH a sloZzeni mobilni faze,
pritokova rychlost, zména teploty kolonového prostoru). Nejvhodné&jsi mobilni fazi byla
zvolena kombinace acetonitrilu a vody okyselen¢ kyselinou octovou na pH 2,8; pritokova
rychlost byla vybrana 1 ml/min a separace probihala pii teploté 30 °C. Detekce probihala
pti vinovych délkéach 255, 280, 320 a 365 nm.

Testovany byly i realné vzorky jable¢né slupky a duZniny, a to na staciondrni fazi C18
a amino kolong&, prob¢hlo 1 testovani extrakéniho rozpoustédla, pti kterém bylo zjisténo,
ze nejvhodnéj$im rozpoustédlem je 100% methanol.

Mezi validaéni parametry byl zahrnut test vhodnosti chromatografického systému
(rozliSeni chromatografickych pikt, faktor symetrie, kapacitni faktor a opakovatelnost)
linearita a robustnost. Béhem validace byly pouzity standardy kyseliny gallové,
chlorogenové, epikatechinu, rutinu a floridzinu. Vybér byl proveden na zékladé vyskytu
danych latek v redlnych vzorcich. Hodnoty faktoru symetrie byly v rozmezi od 0,8- 1,5
u vSech zminénych standardd, u linearity bylo zapotiebi sniZit plivodné testované rozmezi
koncentraci u kyseliny chlorogenové a rutinu z diivodu nelinedrnich kalibracnich
zavislosti, po Gpraveé koncentraci dosahoval korela¢ni koeficient u vSech latek hodnoty

0,99. Dalsi parametry validace jsou zobrazeny v tabulce 21.
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Tab. 21 Souhrn hodnot validacnich parametri

Kyselina

Kyselina

. . | Epikatechin Rutin Floridzin
gallova chlorogenova
RozliSeni 5,901 10,325 4,133 7226 | 2.847
chromatografickych pika ’ ’ ’ ’ ’
Faktor symetrie 0,989 1,284 1,343 1,288 1,281
Kapacitni faktor 5,91 1,644 1,977 2,448 3,191
Opakovatelnost - plocha
piku -RSD (%) 1,00 0,64 0,45 0,71 0,99
Opakovatelnost -
retencni ¢as - RSD (%) 0,53 0,50 0,05 0,15 0,17
Linearita (mg/ml) 0,125-5 0,25-10 0,125-5 0,25-10 |0,125-5
Korela¢ni koeficient 0,9997 0,9976 0,999 0,9976 0,9993
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8 Zavér

Byla vyvinuta vhodna chromatograficka metoda pro stanoveni vybranych fenolickych
latek v ovoci.

Béhem optimalizace doslo k testovani riznych gradienti mobilni faze a stacionarnich
fazi s vyuzitim vybranych standardl i redlnych extraktd z jable¢né slupky a duzniny.
Podle dosazeni chromatografické separace byl vybran nejvhodnéjsi gradient a sorbent
typu C18 s ¢asticemi s pevnym jadrem. Byly vybrany vétsi ¢astice (5 um), které se jevi
vhodnéjsi pro planované méifeni vétSiho poctu redlnych vzorkd. V ramei validace byl
testovan test vhodnosti chromatografického systému (rozliseni chromatografickych piki,
faktor symetrie, kapacitni faktor a opakovatelnost), linearita a robustnost. U Zadného

z testovanych parametri nebyly ptekroceny pozadované limity.
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