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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Bc. Anezka Adamcova

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

Nézev: Stanoveni floridzinu a dalSich fenolickych latek v listech jabloni pomoci

HPLC

Tato diplomova prace je rozd€lena na teoretickou a praktickou ¢ast. Teoreticka
cast se zabyva charakterizaci floridzinu a praktickd ¢ast je zamétena na HPLC
stanoveni floridzinu, floretinu, kyseliny chlorogenové a kvercitrinu v listech
riznych odrid jabloni. Rovnéz byly charakterizovany tyto latky v pupenech a kiife
jabloni. Prace se zabyva optimalizaci a validaci nové vytvorené chromatografické

metody.

K analyze byla pouzita kolona YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm x S5um, 8
nm. Byla vyuzita gradientova eluce s mobilni fazi tvofenou organickou slozkou
(ACN) a vodnou slozkou s kyselinou fosfore¢nou (pH = 2,2). K detekci byl vyuzit
DAD detektor pti vinovych délkach 280 nm, 327 nm a 354 nm. Teplota kolonového
prostoru byla 30 °C, nastiik byl 1 pl a pritokova rychlost 1 ml/min.

Byly separovany a identifikovany fenolické latky ze vzorki listi pochazejicich
zriznych odrid rodu Malus. Kazdd odriida byla extrahovana ve 2 typech

extrakéniho ¢inidla pro zjisténi uc¢innéjsiho.

Teoretické Cast se kromé charakterizace fenolickych latek zabyva chemickou
strukturou floridzinu, jeho biosyntézou, osudem v organismu a moZnostmi
extrakce. Jsou uvedeny nejnovéjsi studie o vyuziti a vztahu k diabetes. Kromé toho
se teoretickd Cast zabyva popisem HPLC metody a moznostem detekce fenolickych

latek.

Kli¢ova slova: HPLC, floridzin, floretin, kyselina chlorogenova, kvercitrin, rutin,
listi, extrakce



ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Bc. Anezka Adamcova

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

Title of Diploma Thesis: Determination of floridzin and other phenolic compounds

in apple leafs by HPLC

This diploma thesis is divided to theoretical and experimental part. The
theoretical part is focused on phloridzin and its characterization. In the experimental
part the phloridzin, phloretin, chlorogenic acid, rutin and quercitrin were analyzed
with a high performance liquid chromatography (HPLC) method from leaves of
genus Malus. These compounds were identified in barks and buds of apple trees.

The experimental part deals with optimization and validation of method too.

Column YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4.6 mm x 5um, 8 nm and gradient
elution consisting of organic part of ACN and water part with phosphoric acid (pH=
2.2) was used for analysis. The detection was performed by DAD detector at
wavelengths 280 nm, 327 nm a 354 nm. The temperature of column space was 30

°C, injection volume was 1 pl and flow rate 1 ml/min.

Phenolic compounds from apple leaves originating from various cultivars were
separated and identified. Each cultivar was extracted by 2 types of extraction
reagents (methanol with formic acid or acetic acid) to find out which one is more
effective. Concentrations of phenolic compounds in bark and buds were determined

too.

The theoretical part except the characterization of phenolic compound deals
with phloridzin and its chemical structure, biosynthesis, behavior in organism and
possibilities in extractions. The latest studies about utilization and its potential
effect on diabetes mellitus type 2 are mentioned. HPLC method and types of
detections are described too.

Key words: HPLC, phloridzin, phloretin, chlorogenic acid, quercitrin, rutin, apple
leaves, extraction
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1. SEZNAM ZKRATEK

ABTS 2,29-azinobis-(3-etylbenzotiazoline-6-sulfonova kyselina)
ASE zrychlend extrakce rozpoustédlem

CHS chalkon-syntaza

DAD detektor s diodovym polem

DH dehydrogenaza

DM diabetes mellitus

EA extrakce metanolem

EB suchy extrakt

EC etylacetatova extrakce

ECD elektrochemicky detektor

ED extrakce vodou

GLUT glukézovy transportér

HPLC vysokoucinna kapalinové extrakce

MASE extrakce podporovana mikrovlnnym ohievem
MF mobilni faze

MMIPs magnetické molekularné vtisténé polymery
MS hmotnostni spektrometrie

MTX metotrexat

MRSA methicilin-rezistentni Staphyloccocus aureus
MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

NMR nuklearni magnetické rezonance

OGTT oralni glukézovy toleranéni test

P2'GT floretin-2"-O-glykosyltransferaza

RP reverzni faze

RSD relativni smérodatna odchylka

SD smérodatnd odchylka

SGLT sodikovo-glukézovy transportér

SF stacionarni faze

SPE extrakce na pevné fazi

UAE extrakce ultrazvukem

UDP uridindifosfat



Uuv
VIS

ultrafialové zafeni

viditelné zafeni
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2. UVOD

Jablka jsou od nepaméti soucasti naseho jidelnicku. Konzumuji se v syrovém
stavu, ve form¢ dzusii, mostd, dzemu a jsou neodmyslitelnou soucasti kompot,

moucniku ¢i ¢aju.

Z hlediska nutricni hodnoty jablka obsahuji mnoho cennych a zdravi
prospésnych biologicky aktivnich latek. Dale obsahuji vodu, cukry, tuky,
bilkoviny, vldkninu. Jablka jsou zdrojem fenolickych latek, patficich do skupiny
pfirodnich antioxidantl. Jejich konzumace snizuje riziko karcinogeneze,
kardiovaskularnich chorob, neurodegenerativnich onemocnéni a chrani télo proti
infekcim. Tyto fenolické latky se nachédzi v riznych ¢éstech rostlin, takze kromé
plodii se nachazi také v kotenech, kiife a listech. Prave v listech se nachazi mnoho
fenolickych latek, z nichz nejvysSi zastoupeni tvoii floridzin. Problematikou

floridzinu se v teoretické ¢asti zabyva tato diplomova prace.

Pro stanoveni fenolickych latek se Casto vyuziva vysokolc¢inna kapalinova
chromatografie (HPLC), kterd umoziuje rozdéleni jednotlivych fenolickych latek
zaroven s moznosti jejich soucasné kvantifikace. Tato metoda byla vyuzita i v

diplomové praci k analyze fenolickych latek v listech, kiife a pupenech jabloni.

11



3. CIL A ZADANI PRACE

Cilem experimentalni c¢asti této prace bylo HPLC stanoveni floridzinu,
floretinu, kyseliny chlorogenové, rutinu a kvercitrinu — tedy fenolickych latek
v listech rznych odrid rodu Malus a jejich porovnani s klirou a pupeny. DalSim
cilem byla optimalizace a validace vyvinuté chromatografické metody a urceni

vhodného extrakéniho ¢inidla pro analyzované latky.

Cilem teoretické ¢asti bylo kromé zakladni charakteristiky fenolickych latek
uvést nejnovejs$i poznatky o floridzinu — jeho biosyntézu, osud v organismu,

vyuziti, extrakci a moznosti stanoveni této latky.

12



4. TEORETICKA CAST

4.1. Charakteristika jabloné
Jabloni patifi do fiSe Plantae (rostliny), podiiSe Tracheobionta (cévnaté
rostliny), odd€leni Magnoliophyta (krytosemenné), tfida Rosopsida (dvoudélozné),

fdd Rosales (fGzotvaré), celed Rosaceae (rizovité), podceled Maloideae

(jablonovité), rod Malus (jablon).

Jablka patfi mezi nejCastéji konzumovana ovoce. Z vétsi ¢asti obsahuji vodu
(85 %). Mezi hlavni tfidy potencialné pfinosnych slozek patfi: vldknina, vitaminy
(zejména vitamin C a vitamin E), mineraly (draslik) a fenolické slouceniny. Mezi

zakladni jable¢né produkty patii jablecny dzus, cider, ocet [1].

4.2. Charakteristika fenolickych latek

Fenoly tvoii velkou skupinu sloucenin srtznou strukturou. Nachazi se
v riznych rostlinnych druzich a mnoZzstvi fenolickych latek se 1i§i v riznych
Castech rostlin. Zdrojem téchto latek pro ¢lovéka jsou ovoce a zelenina. Lze je
rozdélit do tii zékladnich skupin: neflavonoidni, flavonoidni, ostatni. Jedna se o
organické latky, které obsahuji minimaln€ jedno aromatické jadro a hydroxylové
skupiny. Jsou to produkty sekundarniho metabolismu rostlin. Zajist'uji barvu kvétd,
plodi, semen. U jablka jsou nositelem ¢ervené barvy slupky antokyanova barviva,
svétle Zlutou barvu zajistuji flavonoly, dihydrochalkony a dal§i fenolové

slouceniny [2, 3].

Zakladni strukturu flavonoidl tvoii flavan (obr. €. 1), jehoz dvé benzenova
jadra (A, B) jsou spojend tfemi uhliky a ty spolu s kyslikem tvoti heterocyklus (2H-
pyran).

e

Obrazek ¢. 1: Struktura flavanu [5]
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Flavonoidy jsou dle struktury klasifikovany do né€kolika skupin: katechiny,
leukoanthokyanidiny, flavanony, flavanonoly, flavony, flavonoly, anthokyanidiny,
isoflavonoidy. Existuji pfipady, kdy heterocyklicky kruh C existuje v oteviené
formé¢, pak se jedna o chalkony a dihydrochalkony. U auronti je tento kruh nahrazen
péticlennym heterocyklickym kruhem. Bylo popsdno vice nez 6000 latek a toto
Cislo stale roste. Piehled fenolickych sloucenin nachazejicich se v jablcich je

vyobrazen v tabulce €. 1. [2, 3, 4].

Tabulka €. 1: Fenolové slouceniny v jablku [6]

Flavonoidy

Antokyaniny Dihydrochalkony Flavanoly Flavonoly

3-Hydroxyfloretin-

Kyanidin-3-O-arabinosid 2-0-glukosid Katechin Quercetin-3-arabinopyranosid
Kyanidin-3-O-galaktosid Floridzin Epikatechin Quercetin-3-arabinofuranosid
Kyanidin-3-O-xylosid Floretin Prokyanidin B1 Quercetin-3-O-galaktosid

Phloretin-2- Prokyanidin B2 Quercetin-3-0-glukosid

xyloglukosid
Prokyanidin C1 Quercetin-3-O-rhamnosid
Prokyanidin- Quercetin-3-O-rutinosid
tetramer
Prokyanidin- Quercetin-3-O-xylosid
pentamer
Quercetin (aglykon)
Fenolové kyseliny
Hydroxybenzoova Syringova Hydroxyskoficova Kavova kyselina
kyselina kyselina kyselina
4-p-kumarylchinova | 4-kafeyllchinova | ponov4 kyselina p-kumarinové kyselina
kyselina kyselina
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4.3. Floridzin

Floridzin je flavonoid, ktery byl poprvé izolovan v roce 1835 z kiiry jabloni.
Nazev floridzin (fecky: ploiog = ktira, pido = koten) byl zvolen z divodu vyssi
koncentrace v kofenové kufe. Ma hotkou chut. Patfi do chemické ttidy
dihydrochalkon, na kterém je v poloze 2" navdzana B-D-glukopyranosa (obr. €. 2).
Dihydrochalkony jsou charakterizovany ptfitomnosti dvou benzenovych jader, které
jsou spojeny tiiuhklikatym fetézcem a na rozdil od chalkoni je redukovana dvojna

vazba. Aglykon floridzinu se nazyva floretin [7, 8].

Obrazek ¢. 2: Struktura floridzinu

4.4. Biosyntéza floridzinu

Biosyntéza floridzinu je zCasti znazornéna na obrazku ¢. 3. Zalina
aminokyselinou fenylalaninem. Tento prekurzor vznikd tzn. Sikiméatovou cestou.
Nésledné enzym fenylalanin-amoniak-lyaza odstrafiuje amino-skupinu a vznika
kyselina skoficova, ta je enzymem cinamat 4-hydroxyladza pfeménéna na kyselinu
kumarovou. Enzym 4-kumarat-CoA ligiza méni kyselinu kumarovou na p-
kumarylkoenzym A (2). Jeho kondenzaci s ttemi molekuly malonylkoenzymu A
(1) vznikd naringeninovy chalkon (3). Tato reakce je katalyzovana enzymem
chalkon-syntdza (CHS). Nasledné¢ dochazi k syntéze flavonoidl. Pusobenim
dehydrogendzy (DH) na p-kumarylkoenzym A (2) vznikd p-dihydrokumaryl
koenzym A (4) a jeho kondenzaci s tfemi molekuly malonylkoenzymu A (1) vznika
floretin (5). Poslednim krokem je glykosylace floretinu za ucasti floretin-2"-O-

glykosyltransferazy (P2'GT) a produktem je floridzin (6) [9, 10].

15
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Obrazek €. 3: Biosyntéza floridzinu [10]

4.5. Osud v organismu

Hlavnim mistem resorpce je tenké stfevo. V tenkém stfevé se nachdzi enzym
laktaza-floridzin hydrolaza (LPH). Nachdzi se na vngj$i strané membrany
kartacového lemu enterocyti. Jeho ptsobenim vznika z floridzinu aglykon —

floretin, ktery se absorbuje stfevni sténou [11].

Teorii potvrzuje studie, u které byly vyuzity mySi po peroradlnim podani
floridzinu a floretinu. Nésledné byl odebran vzorek plazmy a podroben HPLC
analyze. V plazmé myS$i krmenych floridzinem nebyl floridzin detekovan a to
vlivem LPH, ktery floridzin hydrolyzoval jesté¢ pied absorpci. Naopak floretin (v
konjugované formé) se v plazmé vyskytoval u mySi krmenych floretinem i

floridzinem [12].

Dalsi studie zjistovala Gi¢inek oraln¢€ podaného floridzinu u diabetickych mysi.
Doslo ke snizeni krevni glukézy a metodou HPLC byla zjiSténa plazmaticka
koncentrace floretinu a floridzinu a jejich metaboliti. V plazmé& byl nalezen
floridzin o velmi nizké koncentraci a floretin o koncentraci az 30krat vyssi nez

floridzin. coz taky svéd¢i o pfeméné floridzinu na jeho aglykon, ktery se v tomto
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stavu absorbuje stfevni sténou a jen malé mnozstvi floridzinu se dostava do

organismu. [13]

V tenkém stievé se nachazi SGLTI transportér, ktery transportuje glukozu a
galaktézu. Floridzin zpasobuje inhibici tohoto transportéru, a proto vyuziti p.o.
floridzinu spociva v prevenci vzniku DM2 (viz kapitola 4.7. - Vyznam floridzinu a

dalsich fenolickych latek).

4.6. Vyskyt floridzinu v Malus sp.

Floridzin se spole¢né s ostatnimi fenolickymi latkami typicky nachdzi u
botanického rodu Malus (jablon). Jeho aglykon, floretin, se zde rovnéz nachazi, ale
ne v tak velkém mnozstvi jako floridzin [6]. Dle riznych studii se floridzin
vyskytuje ve vSech castech jablka (obr. €. 4) — ve slupce, duziné, seminkéch [14,
15], dale 1 v listech a kiife jabloné. Mnozstvi a zastoupeni téchto fenolickych latek
zavisi na odrud¢ jablka, skladovani a zpracovani. Rovnéz existuji méfeni, ktera
prokazala pfitomnost fenolickych sloucenin, vcetné floridzinu, v jable¢nych
produktech — v dzusu (Cisty, zakaleny) a v jable¢nych pyré. Vyrobou téchto

produktti doslo ke snizeni fenolickych sloucenin [16].

Peel
—F

Flesh , 7 e
" (#)-Catechin 0.99-4.42
(-)-Epicatechin 1.24-5.75
S Rutin 2.76-11.4
Phloridzin 0.71-2.42

Chlorogenic acid 0.26-2.33

f——, Seed
[25] L
(+)-Catechin 1.19-1.25
e  (-)-Epicatechin 2.08-3.87
P g Rutin -
Flesh + Peel Phloridzin 256.9-439.89
Chlorogenic acid 50.29-51.80
[24] = [17] **
(+)-Catechin 0.38-1.47 0.74-4.45
(-)-Epicatechin 0.38-1.28 9.81-19.65
Rutin 0.37-1.59 0.20-0.62
Phloridzin 0.11-0.43 -
Chlorogenic acid 0.25-2.31 12.17-63.05
Caffeic acid - 0.96-3.47

Poznamka: * mg/g, **mg/100g
Obrazek €. 4: Schéma zastoupeni fenolickych latek v jablku [17]
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4.6.1.Vyskyt v listech jabloni

Neni az tak znamo, ze mnoho fenolickych latek se nachézi i v listi jabloni. Listi
je odpadni produkt, a proto by mohl byt vyuzit jako dostupny material pro ptipravu
kosmetickych produkti ¢i potravinovych suplementii obohacenych o fenolické
slouceniny. Listy jabloni jsou bohaté na fenolické slouceniny, hlavné flavonoidy.
Ukazalo se, zZe prevladajici slozkou je opét floridzin [17].

Studie z roku 2016 zjistuje obsah fenolickych latek z riznych odrid. Schéma
extrakce je vyobrazeno na obr. €. 5. K odstranéni balastnich hydrofobnich latek byla
pouzita metoda SPE. HPLC analyza ukazala, Ze hlavni fenolickou frakci byly
flavonoidy s nejvys§im mnozstvim floridzinu. U metanolové (EA) extrakce se
floridzin nejvice vyskytoval u odridy ,,Ligol* (299 mg/g). U etylacetatové (EC)
extrakce se floridzin nejvice vyskytoval v odridé ,,Golden Delicious® (603 mg/g).
U ostatnich typt extrakce bylo mnozstvi floridzinu vyrazné nizs§i [22 mg/g].

Nejvyssi hodnoty byly pozorovany u floridzinu [18].

Raw material, 50

‘Water bath 407C, 48h [

MeCUH, 904 ml )

180 ml of methanol 720 ml of methanol
xctract extract
Condensation under Condensation under
reduced pressure reduced pressure

Condensed

methanol extract

Dissohving in 00 ml
of water

Water solution

Refrigerator, 47C,

‘y\

Water residue
Precipitate

Extraction with

l ethyl acetate
Ethyl acetate - -

| Extract L | | Exitract EI |

Obrazek €. 5: Schéma extrakce [18]
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I dalsi studie z roku 2016 analyzovala fenolické latky v listech jabloni. Souc¢asti
studie bylo porovnani extrakce metanolem a etanolem. Metodou RP-HPLC-DAD
se zjiStovalo mnozstvi fenolickych latek v jednotlivych typech extrakei (tab. €. 2).
Nejvyssi zastoupeni tvoftil floridzin a nejvétsi vytéznosti bylo dosazeno pouzitim

70% etanolu [19].

Tabulka €. 2: Zastoupeni fenolickych latek v jednotlivych extrakcich

rozpoustédlo | Epikatechin | Quercetin | Floridzin Floretin Quercitrin
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
0
50% 0.46+0.02 | 1.53+0.003/21.90+£0.02 0.17+1.13 | 1.75+0.02
metanol
70%
0.28 + 0.005 | 1.55 + 0.002 | 18.79 + 0.08 | 0.12 +0.29 | 1.56 + 0.03
metanol
100%
0.26 +0.0021.60 + 0.00122.68 = 0.10| 0.15+0.77 | 1.93 + 0.02
metanol
0
70% etanol | 15 . 07 11.55+0.001 24.43+0.05 0.15+0.05 | 2.06 % 0.05
0
0% etanol | 31 002 11,19+ 0.002 21.07 = 0.06 0.13 +0.07 | 1.50 = 0.001
0
100% etanol | ) o7 1 5001 0.50 + 0.034 19.67 + 0.07 | 0.16 = 0.05 |0.81 = 0.009

Dalsi vyzkum z roku 2014 rovnéz analyzoval obsah fenolickych latek v listech
jabloné. Zavérem studie bylo zji$téni, Ze hlavni fenolickou sloZkou byl floridzin a
to v procentudlnim mnozstvi 76,9 % - 84,2 % ze vSech fenolickych latek. K extrakci

byl vyuZit etanol. Analyza probéhla metodou HPLC-PDA [20].

4.6.2.Vyskyt v jinych plodech

Floridzin se nachézi i v jahodach. Studie zjistovala vyskyt floridzinu ve 3
kultivarech jahod. Metodou HPLC—PDA-MS/MS a NMR spektroskopie bylo
zjisténo mnozstvi floridzinu v rozmezi 1.9 - 4.9 mg/100 g v susiné [21]. Floridzin
se dale vyskytuje se i v kiife hrusky, nikoliv v plodech [22]. Pfitomnost se prokazala

1v Sipcich [23].
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4.7. Vyznam floridzinu a dalSich fenolickych latek

Studie ukazuji, ze ptijem flavonoidii snizuje riziko korondrnich onemocnéni
nizkou hustotou [25], snizuje riziko karcinogeneze [26]. Kromé¢ toho se floridzin
podili na velké skupin¢ fyziologickych procesi, jako zesileni bunécnych stén,
ochrana pfed oxidacnim stresem [27]. Pfitomnost dihydrochalkonii slouzi také

k detekci jable¢nych st'av v jinych ovocnych st'avach [4].

4.7.1.Efekt floridzinu p¥i 1é¢bé diabetes mellitus 2. typu

Charakteristickym rysem DM2 je porucha citlivosti perifernich tkani k u¢inku
inzulinu a nékdy 1 snizend sekrece insulinu beta-buitkami. Dusledkem je
hyperglykémie a hyperinsulinémie. Diabetes mellitus je potvrzen pfi laboratornim
zméfeni koncentrace glukdzy v plazmé na la¢no. Tato hodnota je vyS$si nebo rovna
7,0 mmol/l [28].

Jeden z terapeutickych piistupu pii 1écbé DM2 je inhibice transportéru SGLT
2, coz vede kindukci glykosurie. Tato tzn. glukuretika zbavuji organismus
nadbyte¢né glukozy zamezenim reabsorpce glukozy v ledvindch a redukuji
hyperglykémii.

Floridzin je prvnim zndmym pfirozené¢ se vyskytujicim neselektivnim
inhibitorem glukozovych transportéru SGLT. Zplsobuje blokaddu reabsorpce
glukozy v proximalnich tubulech ledvin (SGLT2) a v tenkém stfevé (SGLT1). Uz
ve 30. letech 20. stoleti se objevila informace, Ze floridzin blokuje renalni absorpci
glukozy. Prvni studie zaméfena na vyuziti inhibice SGLT2 v 1é¢bé diabetu pochazi
z 80. let 20 stoleti. Behem ni doSlo k normalizaci glykémie a sniZeni glukotoxicity
u potkant a to po subkutannim podéavani floridzinu. Kromé toho floridzin snizil
jaterni produkeci glukézy. Po ukonceni substituce floridzinem doslo k opétovnému
zvySeni glykémie. Nicméné vzhledem k neselektivité je farmakoterateutické
vyuziti floridzinu limitovéano, protoZe zpisobuje malabsorpci glukdzy a galaktozy.
Navic jeho metabolit (floretin) inhibuje glukézovy transportér GLUT1. To vede ke

snaze objeveni analogt floridzinu a vyvinout selektivni SGLT2 inhibitor [29, 30].

Nasledkem toho byly syntetizovany a testovany O-glukosidické analogy
floridzinu, naptiklad T-1095, sergliflozin, remogliflozin. Jejich nevyhodou byla

stale nizk4 farmakokineticka stabilita a nedostatecna selektivita pro SGLT2. V roce
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2008 byl objeven Dapagliflozin, C-glykosid floridzinu, a v 2012 byl schvalen pro
1é¢bu DM2. Nedlouho poté doslo k uvedeni na trh i jinych analogi floridzinu [8].

4.7.2.Efekt floridzinu na postprandialni zvySeni glukézy

Studie poukazuje na anti-hyperglykemickou aktivitu u mysi. Efekt z vytazku
listi jablek na postprandialni krevni glukézu byl zkouSen u mysi, kterym byl nejprve
odepien piisun potravy po dobu 24 hodin a nasledn¢ podéan roztok cukrt (1 mg/kg),
a to spolecné s vytazkem listi jablek (1 mg/kg) nebo bez. Ukazalo se, ze u mysi,
kterym byl podam vytazek z jablek, doSlo k vyraznému snizeni krevni glukdzy.
Také se hodnotil efekt jinych ¢asti jabloné (fapik, slupka, ovoce) na postprandialni
zvySeni krevni glukozy. Nejvyssiho efektu se docililo podanim vytazku z listi (obr.

& 6) [31].

w125 7
E
= 1
E .
TE 75
3 50
T i
E 1‘: . i il
.if |:| . T = T * T T
-
Cont Leal Petiole Peel Fruit
Et Ei Ei Ei

Obrazek ¢. 6: Vliv &asti jablka na postprandidlni zvySeni
glukézy. V prvnim sloupci se nachazi kontrola, druhy
charakterizuje podani vytazkl z listi, tieti z fapiku, Ctvrty ze
slupky a paty ze samotného plodu. Et = etanolovy extrakt [31]

4.7.3. Antihyperglykemické ucinky floridzinu u dobrovolniki

Cilem této studie bylo pfipravit jablecny prasek s vysokym mnozstvim
vlakniny a floridzinu a sledovat efekt na sniZeni glukozy u Sesti dobrovolnikl — Zen.
Studie vyuzila nezrala jablka z d@ivodu niz§tho mnozstvi cukru. Ugastnici byli
vystaveni oralnimu glukézovému tolerancnimu testu (OGTT) a to s nebo bez
ptidavku jablkového prasku. Koncentrace floridzinu a jeho metabolitli byla méfena
v plazmé a moci. Primérna koncentrace glukoézy dobrovolnikd byla 5,7 mmol/l
pfed OGTT. Po provedeni OGTT se zvysila koncentrace glukozy piiblizné o 4
mmol/l, ale po provedeni OGTT spolecné s jablecnym praskem bylo zvyseni

dvakrat niz$i (obr. ¢. 7). Koncentrace glukézy v moci byla pétinasobné vyssi.
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Ziskané vysledky naznacuji, ze prasek z nezralych jablek mize byt vyuzit jako
pfirodni produkt snizujici postprandiadlni glukézu a zlepsit zdravi pacienti

s diabetem [49].

(A) 5 - —&— Glucose tolerance test

—O— Glucose tolerance test +
25 g apple preparation

0 G T T T
) 30 60 90 ) 150 1%0

Change in plasma glucose

concentration, mmol L~!

(]
L

Time, min

Obrazek ¢. 7: Efekt jablecného prasku na metabolismus glukozy béhem OGTT [49]

4.7.4.Efekt floridzinu p¥i 1é¢bé poskozeni jater

Byla provedena studie zkoumajici ochranny efekt floridzinu proti poskozeni
jater vyvolané lé¢bou methotrexdtem (MTX). MTX se pouziva pro lécbu a
profylaxi zanétlivych onemocnéni, autoimunitnich onemocnéni (revmatoidni
artritida) ¢i malignich tumort. Studie byla provedena zatim jen na krysach, kterym
byly podany davky MTX a nasledn¢ floridzinu (oralng). Na zaklad€ biochemickych
markerd a histopatologickych zkouSek doslo ke sniZzeni projevli poSkozeni jater a
podani floridzinu naznacuje zmirnéni a casnou lécbu MTX-indukované

hepatotoxicity u cloveka [32].

4.7.5.Vliv jablek na sloZeni lidského stieva

Velka cast jablecnych fenolickych latek unikd absorpci v tenkém stfevé a
spolecné s nestravenymi polysacharidy se dostava do tlustého stieva, kde interaguji
se stfevni mikroflérou. Cilem jedné studie bylo zhodnotit Gi¢inek tfi komeréné
dostupnych odriid jablek - Renetta Canady, Golden Delicious a Pink Lady — na
mikrobidlni slozeni lidského stfeva. Tyto odrady byly in-vitro straveny a
fermentovany pouzitim kolonového modelu s naockovanou sttevni mikroflorou od

zdravych darct. Slozeni stfevni mikroflory byla zjiStovana sekvenovanim a
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fluorescen¢ni in-situ hybridizaci. Zavérem bylo zjiSténo, ze celd jablka jsou
schopna pfinosné ménit slozeni sttevni mikroflory. Zvlasté odriida Renetta Canady
zvysovala pocet bifidobakterii, konkrétné Faecalibacterium prausnitzii. Tato in-

vitro studie mtize slouzit jako predloha ke klinickym studiim [50].

4.7.6. Dalsi vyuZiti ve farmaceutickém primyslu

Dalsi studie poskytuji zaklad pro mozné vyuziti ve farmaceutickém pramysla.
Tato studie ukazuje na floretin a jeho antimikrobni Gi¢innost proti gram-pozitivnim
(Staphylococcus aureus, Listeria moncytogenes, MRSA) 1 gram-negativnim
bakteriim (Salmonella typhimurium). Naopak floridzin a floretin 3',5'-di-C-
glukosid vykazuji niz$i aktivitu proti S. aureus a neprokdzaly aktivitu proti jinym

testovanym kmentm (tab. ¢. 3) [33].

Tabulka €. 3: MIC testovanych dehydrochalkonii. Hodnoty jsou vyjadieny

v ug/ml a reprezentuji primér tii stanoveni

Floretin | Floridzin Floretin 3',5'-di-C-glukosid
S. aureus 7.81 500 500
L. monocytogenes 62.5 >1000 >1000
S. typhimurium 125 >1000 >1000

4.8. Extrakce fenolickych latek

Extrakci se rozumi proces, jehoz cilem je oddélit analyt od ostatnich slozek.
Béhem separace jsou v kontaktu dvé nemisitelné faze. Analyty se nasledné
rozd€luji mezi tyto faze na zéklad€ rozdilné rozpustnosti. Extrakce bioaktivnich
sloucenin z rostlinného materidlu je prvnim krokem k analyze téchto sloucenin, k
jejich vyuziti pfi pfipravé doplikli stravy, potravinovych piisad a k vyrobé

farmaceutickych a kosmetickych produkti.

Fenolické slouceniny mohou byt extrahovany Cerstve, zmrazené nebo za sucha.
Pred extrakci jsou rostlinné materialy upraveny mletim, sekanim. K suseni mize
dojit na cerstvém vzduchu nebo pomoci lyofilizace. Naptiklad jedna studie
zkoumala ucinky téchto dvou typu suSeni na obsah fenolickych sloucenin v
ostruzinach a jahodéach. Vysledky ukazaly, Ze lyofilizace zachovava vice téchto

sloucenin [43].
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Extrakce zavisi na typu rozpoustédla, teploté a na chemickém sloZeni vzorku.
Rostlinné materialy mohou obsahovat rizné fenolické slouceniny v rizné kvantite.
Navic tyto fenolické slouceniny mohou byt spojené s castmi rostlinnych komponent
jako sacharidy a proteiny. Proto neexistuje univerzalni extrakce vhodna pro
vSechny rostlinné fenolické slouceniny. K béznym rozpoustédlim patii metanol,
etanol, aceton, etylacetdt a v mens$i mife taky propanol, dimetylformamid.

Rozlisujeme nékolik typa extrakce, naptiklad:

. Extrakce ultrazvukem (ultrasound-assisted extraction UAE) - pti tomto typu
extrakce pusobi ultrazvukové viny na membrany a bunééné stény za vzniku
bublinek pary uvnitt a vné buiiky. Tak dojde k rozruseni membrén, a tak se
zlepsi transport rozpoustédla dovnitt buiiky a transport extrahované latky
ven. Extrakce probiha asi 30 minut. Po skonc¢eni je extrakt od zbytki tuhého
vzorku oddélen filtraci nebo centrifugaci. Vyuziva se k extrakci fenolickych

sloucenin z listi, stopek, plodl, seminek.

» Zrychlena extrakce rozpoustédlem (accelerated solvent extraction ASE) —
jedna se o extrakci fenolickych latek pod vysokou teplotou a tlakem. Je to
rychld metoda (15-12 minut). Pevny vzorek se umistuje do nerezové
patrony, kde je vzorek extrahovan organickym rozpoustédlem a je zahtivan
pfi 80-200 °C a tlaku 10-20 MPa. Pomoci stlaceného dusiku je extrakt

vytlaCen do sbérné nadoby

+ Extrakce podporovana mikrovinnym ohfevem (microwave assisted solvent
extraction, MASE) — pfi této extrakci se pouzivaji mikroviny k ohifevu
rozpoustédla nebo slozek matrice. PouZiti této extrakce je mozné jen u

termostabilnich latek.

Rostlinné materialy mohou také obsahovat ne-fenolické slouceniny jako cukry,
organické kyseliny, tuky. Téchto latek se 1ze zbavit naptiklad pomoci extrakce na
pevné fazi (SPE). K této extrakci dochazi na pevné fazi ve formé sloupce sorbentu
nebo membrany. Sklada se z téchto krokii: kondicionace (promyti rozpoustédlem,
tim je aktivovana pevna faze, aby nedoslo ke vzajemnému plisobeni se vzorkem),
naneseni vzorku, vymyti balastnich latek a nakonec eluce analyti. Eluat je

zachytavan a podroben analyze [44, 45].

24



4.8.1.Magnetické molekularné vtiSténé polymery (MMIPs)
MIP jsou pfipravovany technologii molekuldrniho vtiskovani. Pouzivaji se k
selektivni separaci — vybrany analyt je zadrzovan na zaklad¢ molekularniho tvaru,

uspotadani a velikosti funk¢énich skupin.

Tymem védci byl pfipraven MMIP pro specifickou retenci a selektivni
extrakci floridzinu z listi Malus doumeri. Byla pouzita core-shell struktura s
pouzitim Fe3O4 (vnitini jaddro) a mezoporézni polymer (vnéjsi povrch) a floridzin
slouzil jako templat. Takto vznikly polymer byl aplikovan jako sorbent pro extrakci
magnetickou tuhou fazi (MSPE) spojenou s HPLC. Principem MSPE je adsorpce
analytu (floridzinu) z matrice na magnetické ¢astice a nasledné odstranéni pomoci
vnéjsiho magnetického pole. Schématické znazornéni piipravy a extrakce pomoci

MMIP je znazornéna na obrazku €. 8.

Byla prokézdna vyssi absorpéni schopnost, vyssi selektivita u MMIP
v porovnani s MNIP (magnetic non-molecularly imprinted polymers). Rovnéz byla
provedena validace metody stanoveni floridzinu z extraktu listi s témito vysledky:
korelacni koeficient floridzinu r = 0,9991; ptesnost RSD = 0,89 %, opakovatelnost
=3,23%; LOD = 0,06 pg/mL; LOQ = 3,23 ng/mL a vytéZnost byla 81.45 % - 90.27
% [47].
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Obrazek €. 8: Schématické znazornéni (a) pripravy MMIPs, (b) extrakce
floridzinu z listi a plazmy [47]
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4.8.2. Kvantifikace fenolickych latek z rostlinné matrice

Pro kvantifikaci fenolickych latek z rostlin Ize vyuzit spektrofotometrické
metody. Nejpouzivanéjs§i metodou je stanoveni s Cinidlem Folin-Denis. Tato
metoda se pouziva pro rutinni analyzu velkého poctu vzorkl a je zalozena na
redukéni reakci fenolickych latek s Folin-Denisovym c¢inidlem (fosfomolybden —
fosfore¢na kyselina), pfi které vznikaji v zésaditém prostfedi modie zabarvené
komplexy. Folin-Ciocalteuva metoda je podobna pfedchozi metodé. Jako ¢inidlo se
vyuziva roztok wolframovych a molybdenovych oxidi a rekci s fenolickymi
slou¢eninami vznikaji modie zabarvené komplexy. Ob& dvé metody nejsou
specifické a detekuji vSechny fenolické latky v extraktech, vcetné téch, které jsou

vazany na proteiny. Dal§i nevyhodou je interference s kyselinou citrénovou [45,

46].

Pro separaci a kvantifikaci fenolickych sloucenin se Siroce pouziva plynova
chromatografie a zejména vysokoucinna kapalinova chromatografie. Pro objasnéni

struktury se navic vyuziva hmotnostni spektrometrie.

4.9. Princip chromatografie

Jedna se o separacni metodu, jejiz principem je mnohonasobné ustalovani
rovnovahy mezi mobilni fazi a staciondrni fazi. Behem chromatografie se separuje
smés na jednotlivé slozky. Jako mobilni (pohyblivd) faze se pouzivd plyn nebo
kapalina. Jako stacionarni (nepohyblivd) faze se vyuziva tuhéd nebo kapalna latka,
nejcastéji silikagel, oxid hlinity, celuldza. Tyto fadze musi byt nemisitelné. Smés se
umist'uje na zacatek stacionarni fdze a slozky smési jsou pak unaSeny mobilni fazi
a pii naslednych interakcich se stacionarni fazi jsou rozdilné¢ zpomalovéany a

dochézi k separaci.
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4.9.1. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)
4.9.1.1. Blokové schéma a popis

Obrazek €. 9: Schéma HPLC systému [34]

Béhem separace je mobilni fize vedena ze zasobniku mobilni faze (1, 2).
V zasobniku se nachazi filtry, které slouzi k zachyceni prachovych necistot. Musi
byt dobfe uzavieny. Mobilni fadze je odplyiiovana pomoci degasseru, aby
nedochazelo k tvorbé bublin. Mobilni faze se ze =zasobniku pfivadi do
vysokotlakého Cerpadla (3). Miseni slozek mobilni faze umoznuje smeéSovac (4).
Manometr (5) slouzi pro kontrolu tlaku protékajici mobilni faze. Nasleduje
davkovac vzorku (6). Pouzivaji se manualni nebo automatické davkovace. Mobilni
faze je dale vedena do predkolony (7), ktera slouZi k ochrané kolony ptfed zbytky
matrice vzorku. K separaci dochazi v kolon¢ (8) a ta je spojena s detektorem (9), za
kterym miize byt zafazen sbéra¢ frakci (10). Z detektoru jde signal do datové
stanice (11). RozliSuyjeme detektory spektrofotometrické, fluorescencni,
elektrochemické, refraktometrické, vodivostni, chemiluminiscencni, univerzalni,

hmotnostné spektrometrické.

Detektory lze dé&lit na destrukéni a nedestrukéni. V téch nedestrukénich
nedochazi k chemické zméné analytu. Mezi zdkladni pojmy spojené s detekei patii
Sum a drift. Sum zahrnuje vSechny nepravidelné zmény signalu detektoru. Je
zpusoben napiiklad teplotnimi zménami. Vyznamné limituje citlivost detektoru.
Drift poukazuje na dlouhodobou nestabilitu zakladni linie. Je spojen se zménou

teploty detektoru [35].
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4.9.2. Spektrofotometrické detektory

Tyto detektory méfi absorbanci eluatu v oblasti vinovych délek od 190 — 800
nm. Velikost odezvy je ddna Lambert-Beerovym zédkonem — ten vyjadiuje vztah
mezi tloustkou absorbujici vrstvy, koncentraci absorbujici slozky a vlastni velikost
absorpce, vyjadienou jako absorbance. Timto detektorem lze identifikovat velky
pocet latek a jsou kompatibilni s gradientovou eluci. Pozadavkem je nizka
absorbance mobilni faze pii pouzité vinové délce detekce (mozny drift zakladni

linie). RozliSujeme:

e UV/VIS detektory s fixni vinovou délkou

e UV/VIS detektory s nastavitelnou vinovou délkou

e UV/VIS detektory s diodovym polem (PDA — photodiode-array, DAD —
diode-array detector) — zaznamenavaji celé spektrum v redlném Case bez
preruSeni chromatografické separace. Vysledkem je 3D spektrum a slouzi

k ovéteni Cistoty piku [35].

4.9.3. Elektrochemické detektory

Tento typ detektoru je pouzivan pro detekci latek, které jsou schopné
elektrochemické reakce probihajici na fAzovém rozhrani elektroda — mobilni faze.
Detektory méfi urcitou elektrickou veli¢inu (proud, naboj) vyvolanou priichodem
latky celou detektoru, ve kterém se nachazi elektrody s vlozenym pracovnim
napétim nezbytnym k pribchu elektrochemicke reakce. Méteny elektricky signal je
umérny latkovému mnozstvi detekované slozky. U téchto detektorti se sleduje
zavislost mezi elektrickou veli¢inou a koncentraci sledované latky. RozliSujeme

detektory amperometrické (méfi proud), coulometrické.

Coulometrické detektory méfi naboj potifebny k oxidaci nebo redukci
celkového mnozstvi latky pfi pritoku mérou celou. Uginnost elektrochemické
reakce je mozné zvysit vyuzitim tzv. elektrody fritového typu, u které mobilni faze

protékd porézni grafitovou pracovni elektrodou.

4.9.4. CoulArray detektor

Zapojenim Ctyf az Sestnécti elektrod se ziska tzn. CoulArray. Ve srovnani
s jinymi detektory je CoulArray selektivnéjsi a citlivéj$i. Odezva detektoru neni
pfili§ ovliviiovdna pfitomnosti interferujicich latek, a tak odpad4 zdlouhava a

naro¢na uprava vzorku. CoulArray detektory nabizi moZnost vysoce selektivni
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analyzy fenolickych sloucenin. Jako jediné z elektrochemickych detektori
umoznuji pouziti gradientové eluce. U jednoduchého detektoru se zmény mobilni
faze projevi jako strmy drift zakladni linie. U CoulArray detektorii je tento drift

pomoci softwaru vyrovnan a integrita piku je zachovana [36].

Pozadavky jsou kladeny na mobilni fazi. Musi byt vodiva — s tim je spojena
nutnost pouziti systému reverznich fazi. Dale musi byt Cista a dokonale odplynéna,
protoze pritomnost kysliku a kovt je pti€inou zvysSeni pozadi, a tedy i Sum a drift

zakladni linie [34].

CoulArray detektory maji Siroké spektrum vyuziti v potravinové analyze.
Ptikladem je analyza fenolickych latek v medoving, respektive porovnani obsahu
fenolickych latek v pfirodni medovin€ versus v medoving s ptidavkem ovocnych
Stav, koteni, bylin [37], analyza fenolickych latek v olivovém oleji [38]. Lze uvést
1 studii zaméfenou na analyzu celkem 32 ptirodnich antioxidantii v napojich (pivo,

vino, ¢aj, rostlinné extrakty) [39].
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4.9.5. Zakladni chromatografické veli¢iny
Grafickym vystupem separa¢niho procesu je chromatogram. Na ose x se
nachazi retencni ¢as a na ose y odezva detektoru (absorbance). Z chromatogramu

1ze vycist kvalitativni 1 kvantitativni udaje.

Retenéni Cas (tr) slouzi jako kvalitativni parametr, ktery predstavuje dobu od
okamziku nastfiku do doby maximalni odezvy detektoru. Reten¢ni objem (VRr)
predstavuje objem mobilni faze, ktery protece kolonou od nastiiku vzorku do

dosazeni maximalni odezvy detektoru.

Mezi dalsi parametry patii mrtvy retencni ¢as (tm) a mrtvy retencni objem (Vwm).
Tyto parametry udavaji retencni ¢as ¢i objem slozky, ktera neni na koloné

zadrzovana a pohybuje se stejnou rychlosti jako mobilni faze.

Kapacitni faktor (k") vyjadiuje miru separace od mrtvého retencniho casu.
Popisuje retenci uréité latky na analytické kolon&. Cim vy je hodnota, tim vic je

latka na koloné zadrzovana.

Mezi kvantitativni tidaje patii plocha pod pikem (A) analytu a vySka piku.
Hodnoceni zahrnuje i tvar a symetrii piku (faktor symetrie As). Idealni pik ma tvar

Gaussovské kiivky. Miru separace jednotlivych latek udava rozliseni (Rs) [34].

4.10. Validace chromatografické metody

Validaci se rozumi proces, pii kterém se urcuje vhodnost dan¢ho systému pro
ziskani relevantnich dat. Prokazuje, Ze pouzity postup je vhodny pro zamyslené
vyuziti. Validaci si laboratof zajistuje kvalitu dat. PouZivani validovanych metod
je vyzadovano akreditaci (formalni potvrzeni odborné zplisobilosti laboratote) [51,

52].

4.10.1. Kdy se provadi validace
e pred zavedenim nové metody
e pred zavedenim nového méficiho systému do laboratoie
e pokud kontrola kvality ukazuje pretrvavajici problém
e pokud se rozsiii pouziti stavajici metody o dalsi ucel
e pii pfevzeti metody z jiné laboratofe nebo z publikace

e pii vyznamné zméné instrumentace [51]
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4.10.2. Valida¢ni parametry

A.

Ptesnost (precision)

Tésnost shody mezi vzajemné nezavislymi vysledky za pfedem
specifikovanych podminek. Vyjadiuje (pocitd) se jako smérodatna odchylka
vysledkl zkousek

Opakovatelnost (repeatability)

Tésnost shody mezi vzajemné nezavislymi vysledky ziskanymi za podminek
opakovatelnosti (ziskaji se opakovanym pouzitim dané metody na stejném
materialu, ve stejné laboratofi, stejnym pracovnikem za pouZziti tychz pfistroji).
Spravnost (accuracy)

Tésnost ziskané hodnoty s referencni hodnotou. Vyjadiuje se jako vytéznost
(recovery). Hodnota vytéznosti se ziskd pfiddinim mefeného analytu ke vzorku
meéfeného materialu. Vytéznost informuje o ucinnosti izolace slozky z matrice

vzorku.

. Linearita (linearity)

Ptimkova zavislost mezi dvéma proménnymi, tj. odezvou instrumentace a
koncentraci analytu (schopnost metody podavat vysledky pfimo umérné
koncentraci analytu ve vzorku). Tésnost proménnych charakterizuje korelacni
koeficient (r), ktery nabyva hodnot -1 az +1. Cim vic se blizi hodnoté +1, tim

vys§i je linearita stanoveni [51, 53].
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4.11. Priklady predchozich studii pro stanoveni fenolickych latek v Malus sp.

vvvvvv

rutin, floridzin, floretin

Vzorek Stanovované latky Mobilni faze | Detekce Typ kolony Zdroj
Jable¢né | p-hydroxybenzoova H20 + H3POq, PDA Thermo Scientific [18]
listi kyselina, chlorogenova ACN Aquasil C18
kyselina,  quercetin-3-O- (250 x 4,6 mm x 5 pm)
glukosid, isoquerecitrin,
rutin, floridzin
Jablko, | Kyselina  gallova, 5- H,O + MS Aqua C18 [40]
hruska | hydroxymetylfurfural, 2%CH;3;COOH, (250 x 4,6 mm x 5 um)
prokyanidin B1, arbutin, p- H>O + 0,5%
hydroxybenzoova, CH3;COOH +
katechin, chlorogenova ACN
kyselina, prokyanidin B2,
kavova k., syringova k.,
epikatechin, p-kumarova k.,
ferulova k., sinapova k.,
floridzin, floretin,
kvercetin, skoficova k.
jablko | Prokyanidin B1, katechin, H>O + 2% PDA | YMC-Pack ODS-A C18 | [41]
chlorogenova kyselina, CH3;COOH, (250 x 4,6 mm x 5 pm)
Prokyanidin B2, Quercetin- ACN
3-0O-glukosid, isoquercitrin, Piedkolona:
rutin, quercitrin, avikularin, YMC-Triart C18
phloridzin (10 x 3 mm, 5 um)
Jablko | Chlorogenova k., ferulova H, O+ 1% PDA Luna C18 [42]
k., p-kumarova k., kdvova CH3;COOH, (250 x 4,6 mm x 5 pm)
k., skoficova k., quercetin, MetOH

Z tabulky je patrné, Ze pro detekci fenolickych latek se hojné vyuziva PDA
(DAD) detektor. Jako mobilni faze se Casto vyZziva organickad sloZzka sloZena
z acetonitrilu ¢i metanolu a vodna slozka je obohacena kyselinou octovou nebo
kyselinou fosfore¢nou. Pro separaci fenolickych latek jsou ¢asto vyuZzivany kolony
se sorbentem C18. PouZivaji se delSi kolony =z divodu velkého poctu

stanovovanych latek a pro ziskani vyssi separacni u¢innosti.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1. Pristroje a podminky separace

Tabulka €. 5: Chromatograficky systém

Chromatografické souprava

Shimadzu LC-10

Cerpadlo LC-10AD VP
Autosampler SIL-HT A
Davkovani 1 ul
Termostat kolony CTO-10A VP

Kolona YMC Triart C18 100 x 4,6 mm X 5um, 12nm
YMC-Triart C18 EXRS 150 x 4,6 mm X Sum, 8 nm
Mobilni faze Acetonitril, ultradistda voda + 0,1%
kyselina fosfore¢na (pH= 2,2)
Gradient Cas [min] | ACN (%) H20
pH 2.2 (%)
0,01 10 90
10 50 50
10,2 10 90
12,5 10 90
12,51 stop stop
Teplota 30 °C
Detektor DAD detektor SPM-M10A VP
Detekce 280, 327, 354 nm
Vyhodnoceni Software LC solution

5.2. Chemikalie

Acetonitril (HPLC Gradient Grade), Sigma-Aldrich

Metanol (HPLC Gradient Grade), Sigma-Aldrich

Kyselina fosfore¢na, Sigma-Aldrich
Kyselina mravenci, Sigma Aldrich
Kyselina octova, Sigma Aldrich

Ultracista voda
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Standardy:

Floretin > 99 %, Sigma-Aldrich

Floridzin dihydréat 99 %, Sigma-Aldrich
Kvercitrin > 78 %, Sigma-Aldrich

Kyselina gallova 99 %, Sigma-Aldrich
Kyselina chlorogenova > 95 %, Sigma-Aldrich
Rutin > 94 %, Sigma-Aldrich

5.3. Piiprava roztoku
Veskeré vzorky, standardy a roztoky standardii byly uchovavany v lednici pii

teploté 4°C.

5.3.1. Priprava roztoki standardi

Roztoky standardii kyseliny gallové, kvercetinu, rutinu, floridzinu, floretinu,
kvercitrinu o koncentraci 0,5 mg/ml byly pfipraveny navazenim 0,5 mg daného
standardu a rozpustény v 1 ml ACN. Kyselina chlorogenova o koncentraci 2 mg/ml
byla pfipravena navdzenim 2 mg daného standardu a rozpuStén v 1 ml ACN.
Epikatechin o koncentraci 1 mg/ml byl pfipraven navazenim 1 mg standardu a

rozpustén v 1 ml ACN.

5.3.2. Priprava zasobnich roztoki pro kalibraci

Zasobni roztoky (kyselina chlorogenova, rutin, kvercetrin, floretin) o
koncentraci 1000 mg/1 byly ptipraveny navazenim 4 mg dané¢ho standardu ve 4 ml
metanolu. Zasobni roztok floridzinu o koncentraci 10 000 mg/l byl pfipraven

navazenim 40 mg standardu floridzinu ve 4 ml metanolu.

5.3.3. Priprava pracovnich roztoku pro kalibraci
Pracovni roztoky pro kyselinu chlorogenovou, rutin, kvercitrin, floretin byly
pfipraveny smichanim jednotlivych zasobnich roztokl s metanolem v pomérech

uvedenych v tabulce €. 6:
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Tabulka €. 6: Pfiprava roztoku pro kalibraci pro kyselinu chlorogenovou, rutin,

kvercitrin, floretin

Koncentrace Objem zasobniho roztoku kazdého ze 4 | Objem metanolu

(mg/l) standardt (ul) (ub
250 250 0

200 200 200

150 150 400

100 100 600

50 50 800

20 20 920

2 2 992

Pracovni roztoky pro floridzin byly pfipraveny do insertii smichanim

zasobniho roztoku a metanolu v pomérech uvedenych v tabulce €. 7:

Tabulka €. 7: Ptiprava pracovnich roztok pro kalibraci pro floridzin

Koncentrace (mg/l) | Objem zasobniho roztoku (pul) | Objem metanolu (pl)

10000 250 0

8000 200 50

6000 150 100

4000 100 150

2000 50 200

1000 25 225

500 12,5 237,5

200 5 245
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5.3.4. Priprava zasobniho roztoku pro vytéZnost

Pro méfeni vytéznosti byly vyuzity zdsobni roztoky standardti pro kalibraci
(viz kapitola 5.3.2.). Zasobni roztok pro vytéznost byl slozen z 1000 pul kyseliny
chlorogenové, 1000 ul floretinu, 1000 pl kvercitrinu, 500 pl rutinu a 2 ml
floridzinu. Uvedené roztoky byly napipetovany do 10 ml odmérné barnky a po rysku

doplnény metanolem s 0,1% kyselinou mravenci.

5.3.5. Priprava pracovnich roztoki pro vytéZnost

Do 6 ependorfek bylo na analytickych vahach navazeno 0,05 g vzorku (suché
rozemleté listy). Ke vzorku bylo pfidano 2 ml zadsobniho roztoku pro vytéznost (viz
kapitola 5.3.4.). Nasledovala ultrazvukové lazen po dobu 30 minut, centrifugace pfi

5000 rpm po dobu 15 minut a filtrace ptes PTFE membréanovy filtr 0,22 pm.

K meéfeni vytéznosti bylo nutno pfipravit 3 roztoky bez pridavkl standardi. Ty
byly pfipraveny navdzenim 0,05 g vzorku a pfidanim 2 ml rozpoustédla (metanol +
0,1 kyselina mravenci) bez ptidavku standardii. Nasledoval stejny postup extrakce

uvedeny vyse.

5.3.6. Priprava pracovnich roztoki pro presnost

Do 6 ependorfek bylo navazeno 0,05 g vzorku. Ke vzorku bylo pfidano 2 ml
rozpoustédla (metanol + 0,1% kyselina mravenci). Nasledovala ultrazvukova lazen
po dobu 30 minut, centrifugace pfi 5000 rpm po dobu 15 minut a filtrace ptes PTFE
filtr 0,22 um.

5.3.7.Priprava pracovnich roztoki pro test opakovatelnosti
Pro test opakovatelnosti byly pouzity pracovni roztoky pro kalibraci o rliznych
koncentracich. Jejich pfiprava je zndzornéna v kapitole 5.3.3. Koncentrace, objem

zasobniho roztoku a objem rozpoustédla je vyobrazen v nasledujicich tabulkéch:

Tabulka €. 8: Pfiprava pracovnich roztokt pro kyselinu chlorogenovou, rutin,

kvercitrin, floretin pro test opakovatelnosti

Koncentrace Objem zasobniho roztoku Objem rozpoustédlo
(mg/l) (uD) (uD)
20 920 20
100 100 600
250 250 0
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Tabulka €. 9: Pfiprava pracovnich roztoki pro floridzin pro test opakovatelnosti

Koncentrace Objem zasobniho roztoku Objem rozpoustédla
(mg/1) (ul) (ul)
1000 25 225
4000 100 150
8000 200 50

5.4. Postup extrakce fenolickych slouc¢enin ze vzorkii listi (kiiry, pupent)

1.
2.
3.

® =N W

Listi bylo nutné nejprve dukladné ususit.

Nésledné bylo listi rozmixovéno a homogenizovano ve tfeci misce.

Po homogenizaci se na analytickych vdhach odvazilo potfebné mnozstvi
(0,05 g) a vzorek se umistil do 2ml centrifuga¢ni ependorfky.

Nasledovala extrakce metanolem s ptidavkem 0,1% mravenci kyseliny
nebo 0,1% octové kyseliny (2 ml).

Po extrakci nasledovala ultrazvukova lazen po dobu 30ti minut.

Dalsim krokem byla centrifugace po dobu 15ti minut pti 5000 rpm.
Posledni ¢asti byla filtrace ptes 0,22 um stiikackovy filtr do vialky.

Kira a pupeny byly odebrany sloupnutim z ¢erstvé odebranych jednoletych

letorostti a poté dikladné vysuseny pii pokojové teploté.
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6. VYSLEDKY A DISKUZE

6.1. Volba vinové délky
Detekce byla provedena pii tfech vinovych délkach 280, 327 a 354 nm
v zé&vislosti na absorpénim maximu jednotlivych fenolickych sloucenin. Ziskana

absorp¢ni spektra jsou nasledujici:
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Obrazek ¢. 11: Absorp¢ni spektrum rutinu
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Obrazek €. 12: Absorp¢ni spektrum kvercitrinu
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Obrazek €. 13: Absorpéni spektrum floretinu
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Obrazek €. 14: Absorpéni spektrum floridzinu
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6.2. Volba kolony

Byly zkouSeny dvé kolony: YMC Triart C18 100 x 4,6 mm x Sum, 12nm, jejiZ
separa¢ni ucinnost pro analyzu fenolickych latek je vyobrazen na obrazku ¢. 15 a
YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm x Sum, 8 nm (obr. ¢. 16). Mezi hodnotici
parametry patiila symetrie pikli, dostate¢né rozliSeni jednotlivych latek a celkovy
Cas separace. Z duvodu lepSi separacni uCinnosti, kterd je zplsobena
pravdépodobné vEétsim obsahem uhliku v ExRS fazi (25%) a vétSim mnoZstvim

stacionarni faze v kolong, byla vybrana kolona.
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Obrazek ¢. 15: Separace na koloné¢ YMC Triart C18 100 x 4,6 mm x Sum, 12nm
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Obrazek €. 16: Separace na koloné¢ YMC-Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm x Sum, 8§ nm
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6.3. Identifikace jednotlivych fenolickych latek

Identifikace jednotlivych fenolickych latek byla provedena porovnanim
retencnich casti latek z extrakti vzorka listi a retenCnich Cast jednotlivych
standardti. Separacni podminky jsou vyobrazeny v tabulce ¢. 5. Chromatogramy

s jednotlivymi analyty jsou vyobrazeny na obrazku ¢. 17:
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Obrazek €. 17: Chromatogramy realného vzorku listi jabloné
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6.4. Validace analytické metody
6.4.1. Test vhodnosti chromatografického systému

K hodnoceni se vyuzil pracovni roztok pro kalibraci o koncentraci 50 mg/1

(viz kapitola 5.3.3.).

Pro stanoveni vhodnosti chromatografického systému se hodnotil retencni Cas
(tr), rozliSeni chromatografickych pikii (Rs), pikova kapacita (P) a faktor symetrie

(As). Hodnoti se ze tfi nastiika.

Pikova kapacita se vypocita dle nasledujiciho vzorce:

t
PC:1+_g
Wp

tg...doba trvani gradient
wp...Sirka piku pri zakladné

Tabulka ¢. 10: Parametry testu vhodnosti chromatografického systému

Hodnocena latka | t:[min] Rs Pc As
Floridzin 7,479 4,506 26 1,289
Floretin 10,425 6,847 26 1,168
ch{f)i];geiﬁgvé 4,325 5404 26 1,231
Rutin 5,779 11,390 34,3 1,224
Kvercitrin 6,915 8,923 29,6 1,195

Rozliseni chromatografickych pikt je v rozmezi 4,51 -11,39, tedy vétsi jak 1,5

a spliluje doporuceny limit.

6.4.2. Linearita

Pro stanoveni linearity byly pouzity kalibra¢ni roztoky o koncentraci: 2, 20,
50, 100, 150, 200, 250 mg/1 (viz kapitola 5.3.3). U kazdého roztoku byly provedeny
3 nastiiky. Ze ziskanych ploch pikl se stanovila primérna hodnota. Tato hodnota

se vyuzila k vyhodnoceni zavislosti na koncentraci latky metodou linearni regrese.
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6.4.2.1. Kalibracni zavislost pro floretin

Tabulka €. 11: Test linearity pro floretin

Koncentrace (mg/l) | Primérna plocha piku

2 5564

20 68847

50 185004

100 392835

150 571531

200 700413

250 883785

Tabulka €. 12: Parametry line4rni regrese pro floretin

Statistické parametry pro regresi: y=k x+q
Pocet bodu n=|7 Odhad chyby
Smeérnice k= |3544 + 96,82
Absolutni ¢len q= {10273 + 13590,9
Korelaéni koeficient r= {0,998139
Reziduélni odchylka s= 122242
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> L ]
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= g 600000 pe

£ ‘3, 400000 °

)E 200000 °

E 0 o *

0 50 100 150 200 250 300
koncentrace mg/l

Obrazek ¢. 18: Kalibra¢ni zavislost pro floretin

Korelacni koeficient floretinu v koncentratnim rozmezi 2 — 250 mg/l byl

0,99824.
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6.4.2.2. Kalibra¢ni zavislost pro kyselinu chlorogenovou

Tabulka €. 13: Test linearity pro kyselinu chlorogenovou

Koncentrace (mg/l) | Primérna plocha piku
2 4711

20 51246

50 124509
100 320112
150 476033
200 578219
250 786503

Tabulka €. 14: Parametry pro linearni regresi kyseliny chlorogenové

Statistické parametry pro regresi: y=k x +q
« o n= 1|7

Pocet bodli Odhad chyby
Smémice k= 3122 £ 101,90
Absolutni &len q= |-9841.2 + 14302,96
Korela¢ni koeficient r= 10997347
Rezidualni odchylka $= 2340739

-
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2 800000 ®

= 700000

= 600000 °
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= 100003 ® ®
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Obrazek €. 19: Kalibra¢ni zavislost pro kyselinu chlorogenovou

Korela¢ni koeficient kyseliny chlorogenové v koncentracnim rozmezi 2 — 250

mg/1 byl 0,99735.
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6.4.2.3. Kalibra¢ni zavislost pro rutin

Tabulka €. 15: Test linearity pro rutin

Koncentrace (mg/l) | Primérna plocha piku
2 3081
20 32865
50 78201
100 166005
150 245368
200 295573
250 383276

Tabulka €. 16: Parametry pro line4rni regresi rutinu

Statistické parametry pro regresi: y=k x+q
Pocet bodu n= |7 Odhad chyby
Smérnice k= 1517 + 41,46
Absolutni ¢len q= (465295 + 5819,63
Korelaéni koeficient r= [0,99814
Rezidualni odchylka s= 19524,07
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Obrazek €. 20: Kalibrac¢ni zavislost pro rutin

Korelaéni koeficient rutinu v koncentraénim rozmezi 2 — 250 mg/1 byl 0,998 14.
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6.4.2.4. Kalibracni zavislost pro kvercitrin

Tabulka €. 17: Test linearity pro kvercitrin

Koncentrace (mg/l) | Primérna plocha piku

2 3129

20 38757

50 94138

100 195966

150 290259

200 353999

250 502717

Tabulka ¢. 18: Parametry pro linedrni regresi kvercitrinu

Statistické parametry pro regresi: y=kx+q

Pocet bodi n= |7 Odhad chyby
Smérnice k= {1933 + 73,64
Absolutni ¢len q= [-1906,63 + 10335,8
Korelac¢ni koeficient r= [0,996392

Rezidualni odchylka s= [16914,97
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500000 °
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200000 PS
100000 °

0 o2

0 50 100 150 200 250 300

Priumérna plocha
piku

koncentrace [mg/l]

Obrazek ¢. 21: Kalibraéni zavislost kvercitrinu

Korelacni koeficient kvercitrinu v koncentraénim rozmezi 2 — 250 mg/l byl

0,99640.
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6.4.2.5. Kalibra¢ni zavislost pro floridzin

Tabulka €. 19: Kalibra¢ni zavislost pro floridzin

Koncentrace (mg/l) | Primérna plocha piku
1000 2645978
2000 5382178
4000 8471877
6000 10977955
8000 13948566

Tabulka ¢. 20: Parametry pro linearni regresi floridzinu

Statistické parametry pro regresi: y=k x+q
Pocet bodt n= |5 Odhad chyby
Smérnice k= |1547 + 102,0967
Absolutni ¢len q= |1785225 + 502249,2
Korelaéni koeficient r= 10,993535
Reziduélni odchylka s= 1584720,8

- 16000000

= 14000000 °

g 12000000 >

= 10000000
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2 4000000
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Obrazek ¢. 22: Kalibraéni zavislost floridzinu

Korelacni koeficient floridzinu v koncentra¢nim rozmezi 1000 - 8000 mg/1 byl

0,99354.
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6.4.3. Opakovatelnost

Pro stanoveni opakovatelnosti kyseliny chlorogenové, rutinu, kvercitrinu,
floretinu byly pouzity kalibracni roztoky o koncentraci 20, 100, 250 mg/l (viz
kapitola 5.3.3). Pro stanoveni opakovatelnosti floridzinu byly pouzity kalibra¢ni

roztoky o 1000, 4000, 8000 mg/l. U kazdého roztoku bylo provedeno 7 nésttikda.

Tabulka ¢. 21: Opakovatelnost plochy pikt pro floretin, rutin, kvercitrin, kyselinu

chlorogenovou pii koncentraci 20 mg/I a pro floridzin pii koncentraci 1000 mg/I

Koncentrace 20 mg/1 1000 mg/1

Nastiik | Floretin | Rutin | Kvercitrin | Kys. chlorogenova | Floridzin

1 70291 | 32969 | 39885 50983 2220843

2 69572 | 33031 | 39388 49104 2224649

3 69413 | 33282 | 39440 49312 2229491

4 70088 | 32928 | 39458 49464 2220711

5 69676 | 32960 | 39394 49259 2239718

6 70165 | 32969 | 39371 49112 2217568

7 69815 | 32774 | 38379 49096 2220566

Primér | 69860 | 32988 | 39331 49476 2224792
SD 329 152 456 678 7607
RSD [%] | 0,47 0,46 1,16 1,37 0,34

RSD opakovatelnosti pro koncentraci 20 mg/l dosahovala hodnot od 0,46 do
1,37 % a pro floridzinu o koncentrace 1000 mg/1 0,34 %.
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Tabulka €. 22: Opakovatelnost plochy pikl pro floretin, rutin, kvercitrin, kyselinu

chlorogenovou pti koncentraci 100 mg/1 a pro floridzin pti koncentraci 4000 mg/1

Koncentrace 100 mg/1 4000 mg/1

Nasttik | Floretin | Rutin | Kvercitrin | Kyselina chlorogenova | Floridzin
1 407956 | 171190 | 206074 332315 8418640

2 414353 | 175001 | 206581 337612 8451717

3 408745 | 171567 | 203282 332422 8489361

4 410081 | 172409 | 205123 334378 8468842

5 405708 | 170161 | 201681 330523 8545679

6 406997 | 171166 | 202981 331659 8505491

7 408566 | 171179 | 202954 331294 8522342
Pramér | 408915 | 171810 | 204097 332886 8486010

SD 2768 1555 1834 2406 43360
RSD [%] | 0,68 0,91 0,90 0,72 0,51

RSD opakovatelnosti pro koncentraci 100 mg/1 dosahovala hodnot od 0,68 do
0,91 % a pro floridzinu o koncentraci 4000 mg/1 0,51 %.

Tabulka €. 23: Opakovatelnost plochy piki pro floretin, rutin, kvercitrin, kyselinu

chlorogenovou pii koncentraci 250 mg/1 a pro floridzin pfi koncentraci 8000 mg/1

Koncentrace 250 mg/1 8000 mg/1

Nastiik | Floretin | Rutin | Kvercitrin | Kyselina chlorogenové | Floridzin

1 977550 | 422783 | 556950 866776 14223057

2 966081 | 417828 | 548885 855800 14011397

3 970224 | 418464 | 550936 857951 14004569

4 963642 | 416351 | 553078 853864 14244279

5 928402 | 400593 | 527051 823273 14154536

6 962423 | 415704 | 546700 851963 14274415

7 - - - - 14140712

Primér | 961387 | 415287 | 547267 851605 14150424
SD 15575 | 6952 9597 13515 108145

RSD [%] | 1,62 1,67 1,75 1,59 0,76

RSD opakovatelnosti pro koncentraci 250 mg/l dosahovala hodnot od 1,59 do
1,75 % a pro floridzinu o koncentraci 8000 mg/1 0,76 %.
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6.4.4. VytéZnost

K urceni vytéznosti bylo vyuzito dohromady 9 roztokl. 6 roztoki extraktii
z listil v metanolu s 0,1% kyselina mravenci bylo pfipraveno s pfidavkem standardl
a zbytek roztokti bez ptidavku standardt. Ptiprava je popsédna v kapitole 5.3.5. U
kazdého roztoku byly provedeny tfi nastfiky. Z nastfikl byl ziskan pramér ploch,

ktery se ptepocital na jednotnou navazku 0,05 g dle nésledujiciho vzorce:

0,05
*
m

x=A

A...prumérna plocha piku
m...hmotnost navazky
Vytéznost se vypocitala dle nasledujiciho vzorce:

R — Ayzist — Ayz

, = st V2
Agr

Avz+sr...plocha pikit vzorku s pridavkem standardu

Avz...plocha pikii vzorku

Asr...plocha pikii standardu

Tabulka ¢.24: Hodnoty pro vypocet vytéznosti

Floridzin | Floretin Kys. Rutin Kvercitrin
chlorogenova

87,58 93,41 135,68 96,30 95,29

— 80,72 88,31 126,88 96,78 78,99

% 81,87 87,29 137,14 96,43 72,73

;% 86,69 87,70 122,87 95,79 72,00

§ 94,13 91,55 102,16 98,38 81,99
101,47 94,37 114,54 99,84 118,24

Primér 88,74 90,44 123,21 97,25 86,54
SD 7,85 3,08 13,28 1,55 17,67
RSD (%) 8,85 3,41 10,78 1,59 20,42

Primérné hodnoty vytéznosti se pohybovaly od 86,54 do 123,51 %. Hodnoty
RSD byly od 1,59 do 20,42 %.
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6.4.5. Presnost

K urceni pfesnosti bylo vyuzito Sesti roztokll, jejichz ptfiprava je popsana

v kapitole 5.3.6. U kazdého roztoku byly provedeny tii nastiiky. Z nastfiku byl

ziskan primér ploch, ktery se pfepocital na jednotnou navazku 0,05 g dle

nasledujiciho vzorce:

...prumerna plocha piku

m...hmotnost navazky

Tabulka €. 25: Hodnoty pro vypocet presnosti
Floridzin Floretin | Chlorogenova Rutin Kvercitrin
kyselina

< 10943246 178275 260835 39228 939382

Ti 11054134 187048 254297 40766 900478

gf@ 10958131 188025 255554 41133 873411

= B 11538812 203375 269610 44052 924125

>§ 10939780 190084 252338 43213 868453

;E‘j 11073397 197138 259251 42327 880180
Primér 11084583 190657 258648 41787 897672
SD 229917 8687 6223 1759 28968
RSD (%) 2,07 4,56 2,40 4,21 3,23

RSD stanovovanych latek se pohybovaly od 2,07 do 4,56 %.
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6.5. Stanoveni obsahu fenolickych sloucenin v listech jabloni

Celkem bylo k analyze pouzito 9 vzorkd listi, 5 vzorki kliry a 5 vzorki pupent
pochézejicich z rtiznych odrid jabloni. Vzorky byly sesbirdny v obci Roudnicka
(katastralni €. parcely 58/87) v obdobi fijna 2017 (stafi stromu 3-8 let). K dispozici
byly dostupné tyto odridy jabloni: Melrose, Melodie, Rubinola, Prisvitné letni,
Fragrance, Goldstar, Topaz, Bohemia Gold, Gloster. Ptiprava téchto vzorkil je
vyobrazena v kapitole 5.4. Z kazdé odrudy listi byly zhotoveny 2 extrakty —
s pfidavkem kyseliny mravenci nebo kyseliny octové. Obsah fenolickych latek
v téchto extraktech se nasledné porovnaval. Z kazdého vzorku byly provedeny dva
nastiiky na kolonu, ze kterych byla stanovena primérnd hodnota plochy piku.
Z prumérnych hodnot ploch pikil jednotlivych analytl a standardl byla vypoctena

koncentrace jednotlivych fenolickych latek v mg/1 dle nasledujiciho vzorce:

A
Ccx = Xy csr * 10
Ast

Ax...prumérnd plocha piku analytu
Asr...priumeérna plocha piku standardu
cx...koncentrace analytu
csr...koncentrace standardu
Koncentrace standardu se vypocita:
Cst= Cyas * zredeni

V zasobnich roztoki
CST: C N
ZAs Vcelkovy

C,4s...koncentrace zasobniho roztoku

Korekéni faktor 10 souvisi s pfepoctem na objem nastiiku vzorku a standardu.

V odborné literatuie se uvadi vysledna koncentrace analytl z listi v mg/g [18,
19, 20]. Nejprve se provedl piepocet obsahu na mnozstvi pouzitého rozpoustédla,
tj. na 2 ml (2 ml metanolu s 0,1% kyselinou mravenci nebo octovou). Vysledkem
byla koncentrace v mg/ml. Ta byla dale pfepocitana na hodnotu realné navazky

vzorku a ddle na mg/g s korekci na €istotu daného standardu.

Ziskané hodnoty a vysledky pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny

v nasledujicich tabulkach:
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Tabulka €. 26: Stanoveni a porovnani obsahu analytii z listi u odridy "Melrose” pii

extrakci metanol + kyselina mravenci a pti extrakci metanol + kyselina octova

Melrose Primérna Primérna Koncentrace latky v (mg/g) suSeného
plocha piki plocha piki listi
(MeOH/mrav.) (MeOH/oct.)
Extrakt Extrakt
(MeOH/mrav.) (MeOH/oct.)
Kyselina 292832 272817 0,95 0,89
chlorogenova
Epikatechin 0 0 0 0
Rutin 20024 16361 0,10 0,07
Kvercitrin 287144 266943 1,04 0,97
Floridzin 11894077 11425099 47,60 45,72
Kvercetin 0 0 0 0
Floretin 164384 169718 0,37 0,38

Celkovy obsah fenolickych latek z listi u odridy "Melrose” pii extrakci metanol
+ kyselina mravenci ¢ini 50,06 mg/g a metanol + kyselina mravenci ¢ini 48,04 mg/g

Tabulka €. 27: Stanoveni a porovnani obsahu analyti z listi u odriidy "Melodie”
pfi extrakci metanol + kyselina mravenci a pii extrakci metanol + kyselina octova

Melodie Primérna Primérna Koncentrace latky v (mg/g) suseného
plocha pika plocha pika listi
(MeOH/mrav.) (MeOH/oct.)
Extrakt Extrakt
(MeOH/mrav.) (MeOH/oct.)
Kyselina 383439 280923 1,25 0,92
chlorogenova
Epikatechin 0 0 0 0
Rutin 22929 13164 0,10 0,06
Kvercitrin 1536612 1045490 5,56 3,78
Floridzin 16230328 14761169 64,96 59,08
Kvercetin 0 0 0 0
Floretin 172363 135560 0,39 0,31

Celkovy obsah fenolickych latek z listi u odridy "Melodie” pfi extrakci metanol
+ kyselina mravenci €ini 72,25 mg/g a metanol + kyselina octova ¢ini 64,14 mg/g
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Tabulka €. 28: Stanoveni a porovnani obsahu analytii z listi u odridy "Rubinola’
pii extrakci metanol + kyselina mravenci a pfi extrakci metanol + kyselina octova

Rubinola Primérna Primérna Koncentrace latky v (mg/g) suSeného
plocha piku plocha piki listi
(MeOH/mrav.) (MeOH/oct.)
Extrakt Extrakt
(MeOH/mrav.) (MeOH/oct.)
Kyselina 328153 317294 1,07 1,03
chlorogenova
Epikatechin 0 0 0 0
Rutin 67614 68813 0,31 0,31
Kvercitrin 1053746 1006919 3,81 3,64
Floridzin 10678915 10517814 42,74 42,09
Kvercetin 0 0 0 0

Celkovy obsah fenolickych latek z listi u odriidy "Rubinola’” pfi extrakci metanol
+ kyselina mravenci ¢ini 48,15 mg/g a metanol + kyselina octova ¢ini 47,31 mg/g

Tabulka ¢ 29: Stanoveni a porovnani obsahu analyt z listi u odriidy "Prasvitné
letni” pii extrakci metanol + kyselina mravenci a pfi extrakci metanol + kyselina

octova
Prusvitné Primérna Primérna Koncentrace latky v (mg/g) suseného
letni plocha piki plocha piki listi
etni (MeOH/mrav.) | (MeOH/oct.)
Extrakt Extrakt
(MeOH/mrav.) (MeOH/oct.)
Kyselina 493577 422294 0,40 1,38
chlorogenova
Epikatechin 0 0 0 0
Rutin 21819 16941 0,10 0,08
Kvercitrin 988850 811287 3,58 0
Floridzin 13280706 12837105 53,15 51,38
Kvercetin 0 0 0 2,93
Floretin 127736 122056 1,15 0,28

Celkovy obsah fenolickych latek z listi u odriidy "P. letni” pfi extrakci metanol
+ kyselina mravenci ¢ini 58,37 mg/g a metanol + kyselina octové ¢ini 56,04 mg/g
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Tabulka €. 30: Stanoveni a porovnani obsahu analytl z listi u odriidy "Fragrance’

pii extrakci metanol + kyselina mravenci a pfi extrakci metanol + kyselina octova

Fragrance Primérna Primérna Koncentrace latky v (mg/g) suSeného
plocha piki plocha piki listi
(MeOH/mrav.) (MeOH/oct.)
Extrakt Extrakt
(MeOH/mrav.) (MeOH/oct.)
Kyselina 212625 180349 0,69 0,59
chlorogenova
Epikatechin 0 0 0 0
Rutin 28904 27063 0,13 0,12
Kvercitrin 788121 620049 2,85 2,24
Floridzin 12739960 10813507 50,99 43,28
Kvercetin 0 0 0 0

Celkovy obsah fenolickych latek z listi u odridy "Fragrance” pfi extrakci
metanol + kyselina mravenci ¢ini 54,88 mg/g a metanol + kyselina octova ¢ini 46,42

mg/g

Tabulka ¢. 31: Stanoveni a porovnani obsahu analytd z listi u odridy "Goldstar”
pii extrakci metanol + kyselina mravenci a pfi extrakci metanol + kyselina octova

Goldstar Primérna Primérna Koncentrace latky v (mg/g) suseného
plocha pika plocha pika listi
(MeOH/mrav.) (MeOH/oct.)
Extrakt Extrakt
(MeOH/mrav.) (MeOH/oct.)
Kyselina 275580 235002 0,90 0,77
chlorogenova
Epikatechin 0 0 0 0
Rutin 42346 44227 0,19 0,20
Kvercitrin 1152896 988627 4,17 3,57
Floridzin 10896184 9815386 43,61 39,28
Kvercetin 0 0 0 0
Floretin 106385 101091 0,24 0,23

Celkovy obsah fenolickych latek z listi u odridy 'Goldstar” pii extrakci
metanol + kyselina mravenci ¢ini 49,11 mg/g a metanol + kyselina octova ¢ini 44,05

mg/g
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Tabulka €. 32: Stanoveni a porovnani obsahu analyti z listi u odridy "Topaz’ pfi
extrakci metanol + kyselina mravenci a pfi extrakci metanol + kyselina octova

Topaz Priumérna Priumérna Koncentrace latky v (mg/g) suSeného
plocha piki plocha piku listi
(MeOH/mrav.) (MeOH/oct.)
Extrakt Extrakt
(MeOH/mrav.) (MeOH/oct.)
Kyselina 1425820 857916 4,65 2,80
chlorogenova
Epikatechin 0 0 0 0
Rutin 24182 13610 0,11 0,06
Kvercitrin | 1105464 709338 4,00 2,56
Floridzin | 13087208 | 10467878 52,38 41,89
Kvercetin 0 0 0 0
Floretin 22762 15873 0,05 0,04

Celkovy obsah fenolickych latek z listi u odriidy "Topaz” pfi extrakci metanol
+ kyselina mravenci ¢ini 61,18 mg/g a metanol + kyselina octova ¢ini 47,53 mg/g

Tabulka €. 33: Stanoveni a porovnani obsahu analyti z listi u odriidy "‘Bohemia
Gold’ pfi extrakci metanol + kyselina mravenci a pfi extrakci metanol + kyselina

octova
Bohemia Primérna Primérna Koncentrace latky v (mg/g) suseného
Gold plocha pika plocha piku listi
0 (MeOH/mrav.) | (MeOH/oct.)
Extrakt Extrakt
(MeOH/mrav.) (MeOH/oct.)
Kyselina 489276 560185 1,60 1,83
chlorogenova
Epikatechin 0 0 0 0
Rutin 34233 47232 0,15 0,21
Kvercitrin 987943 1275699 3,57 4,61
Floridzin 13956215 14314900 55,85 57,29
Kvercetin 0 0 0 0
Floretin 115785 116328 0,26 0,26

Celkovy obsah fenolickych latek z listi u odridy "Bohemia Gold™ pti extrakci
metanol + kyselina mravenci ¢ini 61,44 mg/g a metanol + kyselina octova ¢ini 64,20

mg/g
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Tabulka €. 34: Stanoveni a porovnani obsahu analytii z listi u odridy "Gloster” pfi
extrakci metanol + kyselina mravenci a pfi extrakci metanol + kyselina octova

Gloster Primérna Primérna plocha | Koncentrace latky v (mg/g) suSeného listi
plocha piki piki
(MeOH/mrav.) (MeOH/oct.) Extrakt r—
(MeOH/mrav.) (MeOH/oct.)
Kyselina 235361 210849 0,77 0,69
chlorogenova
Epikatechin 0 0 0 0
Rutin 16324 14003 0,07 0,06
Kvercitrin 447732 436716 1,62 1,58
Floridzin 12652605 12718466 50,64 50,90
Kvercetin 0 0 0 0
Floretin 170479 173101 0,38 0,39

Celkovy obsah fenolickych latek z listi u odridy "Gloster” pfi extrakci metanol
+ kyselina mravenci ¢ini 53,48 mg/g a metanol + kyselina octova ¢ini 53,62 mg/g
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Tabulka €. 35: Srovnéni celkového mnozstvi fenolickych latek v jednotlivych
odrudach v riznych extraktech [mg/g]

Odrida Extrakce metanol + kyselina | Extrakce metanol + kyselina
mravenci octova
Melrose 50,06 48,04
Melodie 72,25 64,14
Rubinola 48,15 4731
Prisvitné letni 58,38 56,04
Fragrance 54,88 46,42
Goldstar 49,11 44,05
Topaz 61,18 47,35
Bohemia Gold 61,44 64,20
Gloster 53,48 53,62

V listech byly nalezeny tyto fenolické latky: kyselina chlorogenova, rutin,

kvercitrin, floridzin a floretin.

Na zékladé¢ ziskanych hodnot je G€inn€jSim rozpoustédlem metanol + 0,1%

kyselina mravenci.
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6.5.1. Stanoveni fenolickych latek v kiife jabloni
K dispozici byly dostupné odrudy jabloni: Melrose, Melodie, Topaz,
Bohemia Gold, Gloster. Tyto vzorky byly sesbirdny v lednu 2018. Zpracovani

vzorku je vyobrazeno v kapitole 5.4..

Tabulka €. 36: Stanoveni obsahu analytl z kiiry u odriidy "Melodie” pii extrakci

metanol + kyselina mravenci

Melodie Primérna Koncentrace latky
plocha piki v (mg/g) suSené
Kiry
Kyselina 119152 1,55
chlorogenova
. . 0 0
Epikatechin
Rutin 42524 0,77
Kvercitrin 379543 8,38
Floridzin 5023279 80,41
Kvercetin 0 0
Floretin 7S 0,07

Celkovy obsah fenolickych latek u odridy "Melodie” v kiife ¢ini 91,19 mg/g.

Tabulka €. 37: Stanoveni obsahu analytt z ktiry u odridy "Bohemia Gold” pfi
extrakci metanol + kyselina mravenci

Bohemia Primérna Koncentrace latky
Gold plocha piki v (mgl/(%i)r;uéené
Kyselina 222008 2,90
chlorogenova
Epikatechin 0 0
Rutin 21785 0,39
Kvercitrin 398838 377
Floridzin 5546015 88,78
Kvercetin 0 0
Floretin 12198 0,11

Celkovy obsah fenolickych latek u odriidy "‘Bohemia Gold” v kiife ¢ini 97,95
mg/g.
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Tabulka €. 38: Stanoveni obsahu analytl z kiiry u odriidy "Melrose” pfi extrakci

metanol + kyselina mravenci

Melrose Primérna Koncentrace latky
plocha pika v (mg/g) suSené
kiry
Kyselina 86131 1,12
chlorogenova
. . 0 0
Epikatechin
Rutin 0 0
Kvercitrin 211556 3,06
Floridzin 3026642 48,45
Kvercetin 0 0
Floretin 1275 0,01

Celkovy obsah fenolickych latek u odridy "Melrose” v ktife ¢ini 52,64 mg/g.

Tabulka ¢ 39: Stanoveni obsahu analytl z kiiry u odriidy "Topaz” pii extrakci

metanol + kyselina mravenci

Topaz Primérna Koncentrace latky
plocha pika v (mg/g) suSené
kiry
Kyselina 170464 2,11
chlorogenova
. . 0 0
Epikatechin

Rutin 0 0

Kvercitrin 226970 2,56

Floridzin 3060978 48,51
Kvercetin 0 0

Floretin 897 0,01

Celkovy obsah fenolickych latek u odridy "Topaz” v kiife ¢ini 53,11 mg/g.
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Tabulka €. 40: Stanoveni obsahu analytt z kliry u odriidy "Gloster” pfi extrakci
metanol + kyselina mravenci

Gloster Priimérna Koncentrace latky
plocha piki v (mg/g) suSené
Kiry
Kyselina 165685 2,16
chlorogenova
. . 0 0
Epikatechin
Rutin 0 0
Kvercitrin 365067 5,28
Floridzin 5939525 95,08
Kvercetin 0 0
Floretin 4718 0,04

Celkovy obsah fenolickych latek u odridy "Gloster” v kufe ¢ini 102,57 mg/g.

6.5.2.Stanoveni fenolickych latek v pupenech jabloni

K dispozici byly dostupné odrudy jabloni: Melrose, Melodie, Topaz, Bohemia
Gold, Gloster. Tyto vzorky byly sesbirany v lednu 2018. Zpracovani vzorku je
vyobrazeno v kapitole 5.4..

Tabulka €. 41: Stanoveni obsahu analyt z pupenti u odriidy "Melodie” pti
extrakci metanol + kyselina mravenci

Melodie Pramérna Koncentrace latky
plocha pika v (mg/g) suSenych
pupenech
Kyselina 1699192 22,16
chlorogenova
. . 0 0
Epikatechin
Rutin 233719 4,23
Kvercitrin 2449302 35,42
Floridzin 13258099 212,24
Kvercetin 0 0
Floretin 99857 0,90

Celkovy obsah fenolickych latek u odrady "Melodie” v pupenech ¢ini 274,96
mg/g.
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Tabulka €. 42: Stanoveni obsahu analytii z pupenii u odriidy "‘Bohemia Gold” pfi
extrakci metanol + kyselina mravenci

Bohemia Primérna Koncentrace latky
Gold plocha piki | v (msl/lgge;lit:l)'fch
Kyselina 1055064 13,76
chlorogenova
Epikatechin 0 0
Rutin 68347 1,24
Kvercitrin 794009 11,48
Floridzin 7985254 127,83
Kvercetin 0 0
Floretin 40679 0,37

Celkovy obsah fenolickych latek u odridy "Bohemia Gold” v pupenech ¢ini
154,68 mg/g.

Tabulka ¢ 43: Stanoveni obsahu analytti z pupent u odridy "Melrose” pfi extrakci
metanol + kyselina mravenci

Melrose Priimérna Koncentrace latky
plocha piki v (mg/g) suSenych
pupenech
Kyselina 375306 4,89
chlorogenova
. . 0 0
Epikatechin
Rutin 0 0
Kvercitrin 372877 5,39
Floridzin 5154370 82,51
Kvercetin 0 0
Floretin 1064 0,01

Celkovy obsah fenolickych latek u odridy "Melrose” v pupenech ¢ini 92,81
mg/g.
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Tabulka ¢ 44: Stanoveni obsahu analytl z pupenti u odrudy "Topaz” pii extrakci
metanol + kyselina mravenci

Topaz Primérna Koncentrace latky
plocha piki v (mg/g) suSenych
pupenech
Kyselina 431771 5,35
chlorogenova
. . 0 0
Epikatechin
Rutin 0 0
Kvercitrin 397837 4’49
Floridzin 5135582 81,39
Kvercetin 0 0
Floretin 1027 0,01

Celkovy obsah fenolickych latek u odridy ‘Topaz” v pupenech ¢ini 91,24
mg/g.

Tabulka ¢. 45: Stanoveni obsahu analytli z pupenti u odridy "Gloster” pfi extrakci
metanol + kyselina mravenci

Gloster Priamérna Koncentrace latky
plocha piki v (mg/g) suSenych
pupenech
Kyselina 511153 6,67
chlorogenova
. . 0 0
Epikatechin
Rutin 0 0
Kvercitrin 526576 7,62
Floridzin 5496504 87,99
Kvercetin 0 0
Floretin 1183 0,01

Celkovy obsah fenolickych latek u odriidy "Gloster” v pupenech ¢ini 102,28
mg/g.
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6.5.3. Srovnani obsahu fenolickych latek v jednotlivych ¢astech stromu u

riznych odrid

Tabulka €. 46: Srovnani obsahu fenolickych latek v jednotlivych ¢astech stromu u

odrudy "Melodie’

Melodie Listi [mg/g] Kiira [mg/g] Pupeny [mg/g]|
Kyselina 1,25 1,55 22,16
chlorogenova

Rutin 0,10 0,77 4,23
Kvercitrin 2,56 8,38 35,42
Floridzin 64,96 80,71 212,24
Floretin 0,39 0,07 0,90
Celkem 72,26 91,48 274,96

Nejvice fenolickych latek u odridy "Melodie” se nachédzi v pupenech.

Tabulka €. 47: Srovnani obsahu fenolickych latek v jednotlivych ¢astech stromu u

odridy "Bohemia Gold”

Bohemia Gold Listi [mg/g] Kiira [mg/g] Pupeny [mg/g]
Kyselina 1,60 2,90 13,76
chlorogenova
Rutin 0,15 0,39 1,24
o 3,57 5,77 11,48
Kvercitrin
Floridzin 55,85 88,78 127,83
Floretin 0,26 0,11 0,37
Celkem 61,43 97,95 154,68

Nejvice fenolickych latek u odridy "Bohemia Gold” se nachéazi v pupenech.
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Tabulka €. 48: Srovnani obsahu fenolickych latek v jednotlivych ¢astech stromu u

odridy "Melrose’

Melrose Listi [mg/g] Kiura [mg/g] Pupeny [mg/g]
Kyselina 0,95 1,12 4,89
chlorogenova
Rutin 0,07 0 0
. 1,04 3,06 5,39
Kvercitrin
Floridzin 47,60 48,45 82,51
Floretin 0,37 0,01 0,01
Celkem 50,04 52,64 92,8

Nejvice fenolickych latek u odriidy "Melrose” se nachazi v pupenech.

Tabulka €. 49: Srovnani obsahu fenolickych latek v jednotlivych ¢astech stromu u

odridy "Topaz’

Topaz Listi [mg/g] Kiura [mg/g] Pupeny [mg/g]|
Kyselina 4,65 2,21 5,39
chlorogenova
Rutin 0,11 0 0
Kvercitrin 4 2,26 4,49
Floridzin 52,38 48,51 81,39
Floretin 0,05 0,01 0,01
Celkem 61,19 52,99 91,28

Nejvice fenolickych latek u odriidy "Topaz” se nachéazi v pupenech.
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Tabulka €. 50: Srovnani obsahu fenolickych latek v jednotlivych ¢astech stromu u

odridy "Gloster”

Gloster Listi [mg/g] Kiura [mg/g] Pupeny [mg/g]

Kyselina 0,77 2,16 6,67
chlorogenova
Rutin 0,07 0 0
. 1,62 5,28 7,62

Kvercitrin
Floridzin 50,64 95,88 87,99
Floretin 0,38 0,01 0,01
Celkem 53,48 103,33 102,29

Nejvice fenolickych latek u odridy "Gloster” se nachazi v kufe.

6.5.4.Srovnani obsahu floridzinu v jednotlivych ¢astech stromu u riznych
odrud
Pro ptehled srovnani jednotlivych odrid jabloni z hlediska obsahu nejvice
zastoupen¢ho floridzinu je nize uvedena souhrnné tabulka srovnéavajici jeho obsah

mezi riznymi odridami a v riznych ¢astech stromu.

Tabulka €. 51: Srovnani obsahu floridzinu v listi, kiife a pupenech v jednotlivych

odrudach
Floridzin Listi [mg/g] Kira [mg/g] Pupeny [mg/g]

Melodie 64,96 80,71 212,24
Bohemia Gold 55,85 88,78 127,83

Melrose 47,60 48,45 82,51

52,38 48,51 81,39
Topaz
4
Gloster 50,6 95,88 87,99

Nejvetsi mnozstvi floridzinu v listech se nachazi u odridy "Melodie’, v kiie se
nachazi nejvice floridzinu u odridy "Gloster” a v pupenech se nejvice floridzinu

nachdzi u odridy "Melodie’.
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7. ZAVER A DISKUZE

Tato diplomova prace se zabyvala optimalizaci a validaci HPLC metody pro
stanoveni fenolickych latek v listech riznych odrid z rodu Malus. Konkrétné byly
separovany a stanoveny tyto latky: floridzin, floretin, kyselina chlorogenova, rutin

a kvercitrin.

Nejprve byla vybrana vhodna kolona. Na zdklad¢ symetrie pikd, ucinnosti
chromatografické separace a rozliSeni vSech analytl byla vyuzita kolona YMC-
Triart C18 ExRS 150 x 4,6 mm x 5Sum, 8 nm. Byla vyuzita linedrni gradientova
eluce s pouzitim mobilni faze tvofenou organickou slozkou (ACN) a vodnou

sloZkou s ptidavkem kyseliny fosfore¢né (pH = 2,2).

Druhym krokem bylo urceni absorpénich maxim jednotlivych analytd. Na
zaklad¢ téchto hodnot byla vybrana vhodna vlnovd délka k jejich stanoveni.
Floridzin a floretin byl stanovovan pii vlnové délce 280 nm, rutin a kvercitrin pfi

354 nm a kyselina chlorogenova pti 327 nm. K detekci byl vyuzit DAD detektor.

Identifikace jednotlivych analyti v rostlinnych extraktech byla provedena

porovnanim reten¢nich Casti se standardnimi latkami.

Mezi validaéni parametry v této praci patfila linearita, opakovatelnost,
vytéznost a presnost. Korelacni koeficient pro floridzin byl 0,993; pro floretin
0,998; pro kyselinu chlorogenovou 0,997; pro rutin 0,998 a pro kvercitrin 0,996.
Opakovatelnost se stanovovala pfi rtznych koncentra¢nich hladinach. Pii
koncentraci 20 mg/1 ¢inila hodnota RSD pro floretin, rutin, kvercitrin, kyselinu
chlorogenovou od 0,46 do 1,37 %. Pro koncentraci 100 mg/1 byla hodnota RSD od
0,68 do 0,91 %. Pii koncentraci 250 mg/l byla hodnota RSD od 1,59 do 1,67 %.
Opakovatelnost pro floridzin byla stanovovéna pii koncentraci 1000, 4000, 8000
mg/l a hodnoty RSD ¢inily 0,34, 0,51, 0,76 %. Parametr pfesnosti dosahoval hodnot
RSD pro floridzin 2,07 %, pro floretin 4,56 %, pro rutin 4,21 %, pro kvercitrin 3,23
%, pro kyselinu chlorogenovou 2,41 %. Vytéznost floridzinu byla 88,74 %,
floretinu 90, 44 %, kyseliny chlorogenové 123,21 %, rutinu 97,25 % a kvercitrinu
86,54 %.

V préci bylo stanoveno mnozstvi jednotlivych latek v listech rtiznych odrtd.

Nejveétsi zastoupeni tvoril floridzin, ktery zaujimal ptes 90 % vSech fenolickych
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latek. Naprtiklad v odriadé "Melodie” byl celkovy pocet fenolickych latek v listech
72,25 mg/g a z toho 64,96 mg/g tvofil floridzin.

Byly porovnany 2 typy extrakéniho ¢inidla: metanol + 0,1% kyselina mravenci
nebo metanol + 0,1% kyselina octova. U kazdé odridy se porovnaval zisk
fenolickych latek v obou typech extrakeci. VétSich vytéznosti bylo dosazeno u

extrakce s pouzitim metanolu a 0,1% kyseliny mravenci.

Velké mnozstvi floridzinu v listech bylo pfekvapujici. Proto byly vzorky z této
prace pfeméfeny na hmotnostnim spektrometru PharmDr. Viktorem VofiSkem
ve spolupraci s doc. AleSsem Hornou a firmou Radanal. Namétfené koncentrace
floridzinu byly fadové potvrzeny. Vysledky se pohybovaly v rozmezi od 27,11
mg/g do 56,58 mg/g. Pfedevsim z ¢asovych diivodu nebyla vSak metoda dostate¢né
navrzena a validovana. Proto tato analyza slouZi jen pro informativni ucely a v této

diplomové praci neni rozebirana, ale je pfedmétem dalSiho vyvoje.

Rovnéz byly stanoveny fenolické latky v kiife a pupenech. V pupenech byla
zjiSténa zvySena koncentrace vSech fenolickych latek ve srovnani s listim a kirou.
Naptiklad v pupenech odriiddy "Melodie” se floridzin nachézel v koncentraci 212,24
mg/g a v kife 80,41 mg/g. Nicmén¢ nevyhodou kiry a pupeni je nepiili§ snadna

dostupnost ve srovnani s listim.

V teoretické ¢asti byla uvedena charakterizace fenolickych latek, ale prevazna
¢ast se vénovala floridzinu. Byla uvedena jeho chemicka struktura, biosyntéza, osud
v organismu, nejnovejsi studie o vyziti této latky a moznosti extrakce. Dalsi ¢ast
byla vénovana popisu metody HPLC a moZznostem detekce fenolickych latek.
RovnéZ byla uvedena kratkd reSerSe odbornych publikaci tykajici se analyzy

fenolickych latek.

Listi je odpadni produkt, a proto miize slouZit jako lehce dostupny zdroj pro
vyrobu potravnich suplementi obohacené o floridzin. Ten, stejné jako ostatni
fenolické latky, ma spoustu ptiznivych Uc€inkl na zdravi. Jeho velké vyuZiti vSak

spoc¢iva ve snizeni hyperglykémie a zda se byt u€inny v prevenci proti diabetu.
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