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ABSTRAKT

UNIVERZITA KARLOVA

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Michaela Majorova

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

Nazev diplomové prace: VyuZiti HPLC v analyze nutraceutik s obsahem chlorogenovych

kyselin

V této préci byla vyvinuta a validovana analytickd UHPLC metoda pro stanoveni
isochlorogenovych kyselin a jejich disubstituovanych derivatd a nasledné byla
aplikovdna u doplnk( stravy Kilostop (Astina Pharm, a.s.), Zelena kava Extra (Medicura
natural), Maxivitalis Zelenda kdva (Simply You Pharmaceuticals), Vieste Zelend kava
Premium (Volt Retail), Zelena kdva bylinny extrakt (Topvet), Zelend kdva (VITO LIFE) a
Kyselina chlorogenova (VITO LIFE). K analyze byla pouZita kolona Ascentis Express® RP-
Amide (100 x 2,1 mm; 2,7 um) s vyuZitim gradientové eluce o sloZzeni mobilni faze
acetonitril a 5%-ni vodny roztok kyseliny mravenci s pritokovou rychlosti 0,9 ml/min a
detekce provedena detektorem diodového pole pfi vinové délce 325 nm a konstantni

teploté 30°C.

Klicova slova: UHPLC, kyselina chlorogenova, extrakt zelené kavy, kolona RP-

Amide, doplriky stravy



ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kréalové
Department of Analytical Chemistry
Candidate: Michaela Majorova

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

Title of the diploma thesis: HPLC in nutraceuticals analysis of chlorogenic acids

A new UHPLC method was developed and validated for determination of
chlorogenic acids and their di-substituted derivates in nutraceuticals and the
developed method was used for determination of chlorogenic acids in nutraceuticals
Kilostop (Astina Pharm, a.s.), Zelena kdva Extra (Medicura natural), Maxivitalis Zelena
kava (Simply You Pharmaceuticals), Vieste Zelena kdva Premium (Volt Retail), Zelena
kava bylinny extrakt (Topvet), Zelena kava (VITO LIFE) a Kyselina chlorogenova (VITO
LIFE). The analysis was performed on the Ascentis Express® RP-Amide (100 x 2.1 mm;
2.7 um) column using gradient elution program with mobile phase consisted of
mixture of acetonitrile and 5% aqueous solution of formic acid at flow rate of 0.9
ml/min, the PDA detector wavelenght was set at 325 nm and the column temperature

was 30°C.

Keywords: UHPLC, chlorogenic acid, green coffee extract, RP-Amide column,

nutraceuticals
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1 Seznam pouzitych zkratek

1,3-di-CQA
3,5-di-CQA
3-CQA
4-CQA
5-CQA

EPG

ESI

HPLC

ICH
LOD
LoOQ
MS
PDA
UHPLC

1,3-disubstituovana kyselina chlorogenova
3,5-disubstituovand kyselina chlorogenova
kyselina chlorogenova

kyselina kryptochlorogenova

kyselina neochlorogenova

Embedded Polar Group (vloZzena polarni skupina)

electrospray ionisation

High-performance liquid chromatography
(vysokoucinna kapalinova chromatografie)
International Council for Harmonisation

limit of detection (limit detekce)

limit of quantification (limit kvantifikace)

mass spectrometry (hmotnostni spektrometrie)
photodiode-array (detektor diodového pole)
Ultra-high performance liquid chromatography

(ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie)



2 Uvod

Izomery chlorogenové kyseliny jsou fenolické slouceniny, derivaty kyseliny
skoficové, které maji antioxidacni a protizanétlivé ucinky. Isochlorogenové kyseliny a
jejich disubstituované derivaty jsou hlavni derivaty chlorogenové kyseliny, ktera se

vyskytuje v rostlinnych extraktech [1].

Dnes se extrakt ze zelené kavy pouzivad k vyrobé doplnka stravy na hubnuti,
vétsSinou ve formé kapsli, jelikoZz jsou hlavnim zdrojem chlorogenové kyseliny [2,3].
Kromé toho, derivaty chlorogenové kyseliny také snizuji riziko kardiovaskularnich
onemocnéni a riziko vzniku diabetu mellitu typu Il [4,5], maji antibakteridlni [6],
protizdnétlivé ucinky [7] a jsou schopny zpomalovat vylucovani glukézy do krevniho

obéhu po potziti jidla [8-9].

Kapalinovd chromatografie spojena s PDA a MS detekci je nejcastéji pouzivana
metoda pro stanoveni isochlorogenovych kyselin [10-18]. PDA detektor je hojné
vyuzivan pro stanoveni derivatd chlorogenové kyseliny v rozlicnych matricich,
nejcastéji pfi absorpénim maximu vSech sloucenin kolem 325 nm [10-14, 18, 19].
Kolony s konvenéni C18 staciondrni fazi byly vybrany pro separaci isochlorogenovych
kyselin [10-13, 17-18] a disubstituovanych kyselin [14, 19, 20] v rozliénych matricich.
V soucasnosti je také trendem vyuzivani kolon zaloZzenych na technologii ¢astic core-

shell, mezi které patti i kolony Ascentis® Express [21, 22].

V této studii byla vyvinuta nova UHPLC metoda pro separaci a stanoveni tfi
isochlorogenovych kyselin a dvou disubstituovanych isochlorogenovych kyselin. Touto
metodou bylo ndsledné analyzovano mnoizstvi isochlorogenovych kyselin v doplricich
stravy na hubnuti a vysledné hodnoty byly porovnany s obsahem, ktery deklaroval

vyrobce na obalu daného doplriku.



3 Cil a popis zadani prace

Cilem této studie bylo vyvinout a validovat novou chromatografickou metodu
pro rychlé a presné stanoveni isochlorogenovych kyselin a jejich disubstituovanych
derivatli, které byly nalezeny ve vzorcich sedmi doplikd stravy, obsahujicich extrakt

zelené kavy.
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4 Teoreticka cast

4.1 Kyselina chlorogenova a jeji derivaty
4.1.1 Definice a vyskyt

Kyselina chlorogenova je ester kyseliny kavové a kyseliny chinové [23]. Od této
kyseliny jsou odvozeny jeji dalsi derivaty, jako napfiklad kyselina neochlorogenova,
kryptochlorogenovd, a také disubstituované derivaty, které byly rovnéz studovany
v ramci této préce.

Hlavnim zdrojem isochlorogenovych kyselin je extrakt ze zelené kdvy, avSak
mohou byt nalezeny i v ovoci, zeleniné a v semenech rostlin [24], pficemZ nejvice

zastoupenou kyselinou v kavé je dle studii kyselina chlorogenova [24,25].
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Obrazek 1: Molekularni struktura tfi sloucenin isochlorogenovych kyselin: A — kyselina
neochlorogenova, B - kyselina kryptochlorogenovd, C — kyselina chlorogenova [12]
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V dnesni dobé jsou kyselina chlorogenovd a jeji derivaty snadno dostupné
v doplficich stravy na hubnuti. Avsak v jiz existujicich studiich se sila rostlinnych
extraktd lisi v rozlicnych preparatech [26,27]. Bylo publikovdano nékolik analytickych
metod pro stanoveni isochlorogenovych kyselin v rostlinnych materidlech [10-13],
prazené kavé [14-15], vatené kavé, lidské plasmé, extraktech moci [1, 16] a doplricich

stravy [17, 18].

4.1.2 Vlastnosti
Kyselina chlorogenova a jeji derivaty se fadi mezi polyfenoly, coZ jsou chemické

slouceniny s vyznamnou antioxidacni aktivitou [24,25], ¢imZ zmirnuji Skody zpUisobené
reaktivni formou kysliku, ovsem presny mechanizmus ucinku neni zcela objasnén [24].
Dle epidemiologickych studii ma pfijem isochlorogenovych kyselin z potravy, presnéji
pitim kavy vmalém mnoiZstvii mnoho pfiznivych GcinkG na lidské zdravi —
protizdnétlivy, antibakteridlni a protinddorovy [25]. Klinické studie, provedeny
v poslednich desetiletich prokazuji, Ze polyfenoly snizuji systolicky a diastolicky tlak.
Kromé téchto vlastnosti je prokdzdno, Ze uzivani isochlorogenovych kyselin muze
zlepsit metabolizmus glukdzy a citlivost k insulinu a tim sniZit riziko vzniku diabetu II.
typu [24]. Pfijem isochlorogenovych kyselin podporuje snizovani hmotnosti u obéznich
pacientd a je spojovan i se snizenim rizika mrtvice u Zen [24]. O mozZnych negativnich

ucincich isochlorogenovych kyselin u lidi nebylo provedeno mnoho studii [24].

4.1.3 Mechanizmy ucinku
4.1.3.1 Antioxidacni vlastnosti
Biologicka aktivita rlznych polyfenolovych sloucenin je spojovana s jejich

elektrochemickymi vlastnostmi. Slouceniny s nizSim oxidacnim potencidlem obecné
prokazaly vyssi antioxidacni aktivitu. Elektrochemické vlastnosti isochlorogenovych
kyselin a disubstituovanych derivatl jsou silné zavislé na jejich chemické strukture,

zejména na poctu katecholovych ¢asti pritomnych v molekularni strukture [25].
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4.1.3.2 Snizovani krevniho tlaku
Isochlorogenové kyseliny snizuji systolicky a diastolicky tlak zvySovanim

biodostupnosti oxidu dusnatého a zlepsenim funkce endotelu. Tato vlastnosti by mohly
byt zdkladem pro adjuvantni terapii hypertenze [24]. Znacné mnoZstvi metabolitd
isochlorogenovych kyselin je absorbovdno v tlustém stfevé pulsobenim strevni
mikrofldry, kde je kyselina kavova konvertovana enzymem transferazou na kyselinu
ferulovou, ktera ma dle studii nejvétsi hypotenzivni Ucinek, nebo je redukovana na
kyselinu dihydrokdvovou [24]. Mimo to, dle in vitro a in vivo studii interaguji
isochlorogenové  kyseliny  pravdépodobné s renin-angiotensin-aldosteronovym
systémem, inhibovanim aktivity angiotensin-konvertujiciho enzymu [24], coZ je jednim

z hlavnich mechanismu plisobeni l1éCiv uzivanych pfi hypertenzi.

4.2 Instrumentace UHPLC

Pro kvalitativni a kvantitativni analyzu je nej¢astéji pouzivana metoda HPLC [25,
26], ovsem také UHPLC [29], proto byla na zdkladé predeslych studii zvolena metoda
kapalinové chromatografie. Jednd se o separacni metodu, kterd vyuzivad tok kapalné
mobilni faze pres stacionarni fazi pro separaci analytl na principu eluce [26].

Systémy UHPLC a HPLC jsou si velice podobné, ovSsem jsou zde patrné rozdily.
Pro zvyseni ucinnosti, lepsi rozliseni pikl a zkraceni doby analyzy se pouZzivaji Castice
stacionarni faze o rozmérech mensich nez 2 um [29,30]. OvSem kv(li malym ¢asticim
mUZe byt generovdn protitlak a je tak potfebna vétsi sila k tomu, aby kolonou prosla
mobilni faze se vzorkem [29], proto systém UHPLC pracuje za ultra-vysokych tlak( [30].
Nékteré systémy resi protitlak zvySenim teploty kolonového termostatu, ¢imz se snizi
viskozita mobilni faze a pohybuje se tak rychleji kolonou [31]. Diky core-shell ¢asticim
Ize ale také za menSich pritokd dosahnout vyssi Ucinnosti jiz pfi pouziti nizsich tlakud,
proto je mozné je také vyuzivat v HPLC systémech [29]. Ddle jsou pti UHPLC analyze
kladeny vyssi naroky na presnost davkovani malych objemu, vysokou frekvenci sbéru
dat a minimalni mimokolonové objemy [30]. Systém UHPLC je po financni strance
dobu nékolika dalSich let Usporou rozpoustédel a mobilnich fazi [29]. Vyhody a

omezeni UHPLC systému jsou shrnuty v tabulce 1.
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Tabulka 1: Vyhody a nevyhody UHPLC systému [32].

Vyhody Nevyhody
Rychla separace Cena vybaveni
Vyssi citlivost detektor( Kompatibilita s HPLC (dle typu pouZzité pumpy —binarni

pumpa a vysokotlaky gradient nejsou kompatibilni)
Ptresnéjsi davkovani vzorkd

Separace s vysokym rozlisenim

Mensi mnozstvi pouzitych solventt

FA8 1000

Obrazek 2: UltiMate™ 3000 RSLCnano Systém [33].
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4.2.1 Core-shell chromatografické kolony
V kapalinové chromatografii se vdnesni dobé nejcastéji pouZivaji kolony

s reverzni stacionarni fazi, kterd obsahuje ¢astice core-shell (jinymi nazvy také fused-
core nebo povrchové porézni mikrocastice). Tyto Castice pozUstavaji z pevného jadra a
pordzniho plasté, které mohou pochdazet z rlzného nebo stejného materidlu [21].
Vlastnosti Castic jako je jejich velikost nebo tloustka plasté znacné ovliviuji parametry
separace [21]. Cim je tloustka plast& mensi, tim rychleji se pfena$i separované
molekuly, coZ zvySuje ucinnost a rychlost elu¢niho ¢asu [21]. Rozli€na porozita plasté je
vyuzivana kseparaci rlznych analytl s odliSnou velikosti molekul [21], které se
zachycuji v pérech. Vyskytuji se zde dalsi aspekty velikosti ¢astic a to, Ze pouZitim
vétSich ¢astic se sniZzuje pracovni protitlak, zatim co pordzni plast a malé pevné jadro je
schopné poskytnout vétsi plochu povrchu pro separaci [21]. Vyroba takové core-shell
Castice probihd tak, Ze je nejdfive nasyntetizovdno pevné jadro, na kterém je pak

utvoren plast [21]. Typy ¢astic jsou znazornény na obrazku 3.
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Obrézek 3: Typy core-shell ¢dstic. A — jddro jako jednotnd Cdstice, B- jadro jako shluk

nékolika mensich cCdstic, C — pldst typu ,,dutd skofdpka s malou kouoli uvnitr”, A-C —
pldst jako souvisla vrstva, D, E — pldst jako mensi Cdstice pripevnény na velkou cdstici
jadra nebo s agregovanymi ¢dsticemi jadra na schématu F, G- inkorporace mensich
Cdstic do pldsté, H — vice vrstev pldsté, | — zndzornéni core-shell Castice ze silikagelu

s pevnym jadrem a poroznim plastém [21].

4.2.2 Ascentis® Expres RP-Amide
Pro validaci chromatografické metody vyvinuté v této diplomové praci byla

vyuZzita tato kolona, jako spojeni polarni stacionarni faze (EPG) s ¢asticemi core-shell
[22]. Popis technologie core-shell je uveden vySe a porovnani core-shell ¢astice u

kolony RP-Amide s celkové porézni ¢astici je znazornén na obrdazku ¢. 4.



Agcentis Express Particle Totally Porgus Particle

Obrdzek 4: Porovndni povrchové pordzni Cdstice kolony Ascentis® Expres RP-Amide a
celkové porézni dstice [22].

Vyhodou této kolony s reverzni fazi je 100%-ni kompatibilita s vodnimi roztoky,
lepsi tvar pikd u bazickych sloucenin diky redukovanému poctu interakci silanolu
s bazickymi analyty a mozZnost poskytnuti alternativni reverzni selektivity ve srovnani
se stacionarni fazi C18 [22], kterd je nejCastéji pouZivanou fazi v kapalinové
chromatografii. Tato kolona poskytuje zvySenou selektivitu pro polarni slouceniny.
JelikozZ jsou isochlorogenové kyseliny polarni fenolické slouceniny, prokazuji zvySenou
retenci v porovnani s nepoldrnimi analyty [22]. Vyroba kolony RP-Amide spociva

v navazani amidové ¢asti na silanol v pouhém jednom kroku [22], ktery je zndzornén na

obrazku 5.
Base Silica Step 1. Amide Phase
OH COH OH OH OH ﬂH ’ CHal14CHy

| | | | | ISt
(CHohaCHy

sm.w«w&.ws.wsuwsl R A\ \)%CI-I; OT
m
(

OH dr“

SWLW&WLWLW

Obradzek 5: Vyroba staciondrni fdze s amidovou c¢dsti [22].
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4.3 Moznosti stanoveni isochlorogenovych kyselin

Pro stanoveni isochlorogenovych kyselin, naptiklad v rostlinach [10,12,19],
doplicich stravy [18] nebo krevni plazmé [17], existuje mnoho metod. Ve vétsiné
pfipadl je k analyze vyuZivana instrumentace vysokoucinné kapalinové chromatografie
s pouzitim kolon se staciondrni fazi typu C18. K detekci je velmi ¢asto pouzivan PDA
detektor. Tabulka 2 ddle sumarizuje podminky separaci, které byly nalezeny

v literature za Ucelem stanoveni obsahovych latek.
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61

Tabulka 2: Prehled drivéjsich studii a podminek separace chlorogenovych kyselin.

Vzorek Stanovovana latka Mobilni faze Detektor Typ kolony Zdroj
Zimolez japonsky (kvét) 3-CQA, 4-CQA, 5-CQA ACN + H20 + 0,1% H3PO4 PDA Hedera C18 (250mm x 0]
4.6mm, 5um)
Povijnice batatova (listy Kyselina kavova, ferulova a 0,5% HCOOH + CH30H PDA, ESI-MS YMC-Pack ODS-A C18 [19]
20 kultivar() sinapova, smés (4.6mm x 150mm, 5um)
isochlorogenovych kyselin
Vieste Zelena kava, Café 3-CQA, 4-CQA, 5-CQA H20 + ACN/H20 (97/3) + PDA Kinetex C18 core-shell (250 [18]
Slank 0.2% CH3COOH X 4.6mm, 5um)
Odpadové latky tabdku 3-CQA, 4-CQA, 5-CQA, kyselina  H20/ACN/CH3COOH PDA-MS, UV Alltima C18 (250 x 4.6mm, [12]
(Nicotiana tobaccum) kavova (97.5/2/0.5) + 5 um)
ACN/CH3COOH (99.5/0.5)
Potkani plazma po p.o. 3-CQA, 4-CQA, 5-CQA, kyselina  0.1% vodny roztok HCOOH  ESI-MS/MS Agilent Eclipse plus C18 [17]

aplikaci Jingi Jiangtang
Tablet (Coptis chinensis,
Astragalus
membranaceus, Lonicera
japonica)

ferulova, berberin,
epiberberin, koptisin,
magnoflorin, berberubin,
palmatin, jatrorrhizin

+ACN

(4.6mm x 100mm, 1.8um)




5 Experimentalni cast
5.1 Poutzité pristroje a pomticky

K analyzdm byl pouzivan chromatograficky systém Thermo Scientific Dionex™

UltiMate 3000 RSLC. Komponenty, které systém obsahuje, jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3: Chromatograficky systém Dionex

Pumpa: Ultimate3000 HPG-3400RS
Sampler: Ultimate3000 WPS-3000
Termostat kolony:  Ultimate3000 TCC-3200
Detektor: Ultimate3000 DAD-3000RS

Testované kolony jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4: Testované kolony

1. Kinetex® F5

150x 2,1 mm; 1,7 um
Phenomenex

2. Kinetex® C18

100 x 2,1 mm; 2,6 um
Phenomenex

3. Kinetex® PHENYL-HEXYL
100x 2,1 mm; 1,7 um
Phenomenex

4. Luna Omega® Polar C18
150x 2,1 mm; 1,6 um
Phenomenex

5. Luna Omega® PS C18
150x 2,1 mm; 1,6 um
Phenomenex

6. Ascentis®Expres ES-CN
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100 x 2,1 mm; 3um
Supelco® Analytical (Sigma — Aldrich)
7. Ascentis® Expres RP-Amide
100 x 2,1 mm; 2,7 um
Supelco® Analytical (Sigma — Aldrich)
Pomucky:
Analytické vahy (Sartorius 2004 MP, SRN)
Ultrazvukova lazen (Bandelin SONOREX RK52, SRN)
Pipety (BRAND)
PTFE filtry o velikosti p6r( 0,22 um
Plastové injekéni stiikacky

Bézné laboratorni sklo a pomuicky

5.2 Pouzité chemikalie

Standardy:

Kyselina chlorogenova >95% (Sigma-Aldrich)
Kyselina kryptochlorogenova >98% (Sigma-Aldrich)
Kyselina neochlorogenova >298% (Sigma-Aldrich)
1,3-di-caffeoylquinic acid 298% (Extrasynthese)
3,5-di-caffeoylquinic acid 298% (Extrasynthese)

Chemikalie:

Acetonitril gradiet grade (Sigma - Aldrich)
Methanol gradient grade (Sigma - Aldrich)
Kyselina mravenci (Sigma — Aldrich)

Ultracista voda (CiSténi systémem Milli-Q; Millipore, Berford)
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5.3 Pouizité (mérené) vzorky a jejich charakteristika

5.3.1 Analyzované dopliky stravy

V ramci této prace bylo analyzovdno sedm doplikd stravy, které jsou i

s informacemi o obsahu extraktu uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5: Udaje o pouZitych doplricich stravy.

Nazev pripravku

Vyrobce

Obsah extraktu v jedné kapsli
(mg)

Kilostop

Zelena kava Extra

Maxivitalis Zelena kava max

Vieste Zelend kava Premium

Topvet Zelend kava bylinny
extrakt

VITO LIFE Zelena kava

VITO LIFE Kyselina
chlorogenova

Astina Pharm a.s.

Medicura natural

Simply You Pharmaceuticals

Volt Retail

Topvet

VITO LIFE

VITO LIFE

6.5

200

500

25

200

360

400
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Obrdzek 6: Prepardty pouzité pro ucely analyzy [34-40].

5.3.2 Charakteristiky vzorka
Pro stanoveni isochlorogenovych kyselin a jejich disubstituovanych derivatl pfi

validovanych chromatografickych podminkdch bylo pouzito sedm rlznych vzork(
dopliik(l stravy obsahujicich extrakt zelené kavy (kapsle obsahujici deklarované
mnozstvi extraktu v rozmezi od 6.5 do 500 mg). Dle informaci obsazenych na Stitcich
oball doplikd stravy obsahovaly Cisty extrakt bez dalSich komponent pouze dva
preparaty. Zbytek pripravkd byl multikomponentni a obsahoval také dalsi biologicky

aktivni slozky nebo pomocné latky (nejcastéji plniva a lubrikanty).

5.4 Priprava vzorki

Homogenizovany obsah dvaceti kapsli preparatu, ktery obsahoval extrakt
zelené kavy, o hmotnosti 200 — 600 mg (dle pfipravku), byl navdZzen do odmérnych
banék o objemu 50 ml. Smés byla extrahovdna do 50 ml smési methanolu a 5%-niho
vodného roztoku kyseliny mravenci (25:75 v/v) po dobu 10 minut pomoci ultrazvukové
[azné. Nasledné byl roztok filtrovan pres PTFE filtr s pory o velikosti 0,22 um do

sklenénych vialek.
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5.5 Priprava roztoku standardu

Standardni zasobni roztok o koncentraci 1000 ug/ml byl pripraven pro
referencni standard chlorogenové kyseliny a standardni zdsobni roztok o koncentraci
450 pg/ml byl individudlné pripraven pro kazdy referencni standard dalSich dvou
kyselin — kryptochorogenové a neochlorogenové a pro standardy 1,3-disubstituované a
3,5-disubstituované chlorogenové kyseliny v roztoku methanolu a 5%-niho vodného
roztoku kyseliny mravenci (25+75 v/v). VSechny zasobni roztoky byly skladovany
v mrazdaku pfi teploté -10°C az do doby pouZiti. Smésny roztok standardu byl pfipraven
smisenim alikvotnich podili jednotlivych zasobnich roztokl standardd a byl pouzit pro

test vhodnosti systému.

5.6 Parametry méreni

5.6.1 Pristrojové vybaveni a chromatografické podminky
K analyze byl pouZit UHPLC chromatograficky systém od Thermo Scientific,

systém Dionex UltiMate™ 3000 RSLC, vybaven binarni pumpou, autosamplerem,
kolonovym termostatem a detektorem diodového pole. Sbér dat, kontrola systému a
vyhodnocovani dat bylo provedeno pomoci chromatografického softwaru Dionex -
Chromeleon™ 7.2. Jako optimalni chromatografické podminky, dle kterych byla
provedena validace, zahrnovali acetonitril jako mobilni fazi B, jako mobilni faze A byl
pouzit 5%-ni vodny roztok kyseliny mravenci, prefiltrovany pres filtr o velikosti porQ
0,22 um. Pratok téchto dvou mobilnich fazi ¢inil 0,9 ml/min o sloZeni, které odpovida

udajlim v nasledujicim elu¢nim programu, ktery je zobrazen v tabulce 6.
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Tabulka 6: SloZeni mobilni faze v pribéhu analyzy (gradientovd eluce).

Casovy pribéh analyzy (min) Zastoupeni mobilni faze B (%)
0.0-2.5 7-10

2.5-6.0 10-33

6.0-6.5 33-60

6.5-7.0 60-7

7.0-8.0 7

Separace byla provedena na fused-core koloné Ascentis Expres RP-Amide (100 x
2,1 mm) o velikosti ¢astic 2,7 um pti teploté 30°C. Dale byl také k ochrané kolony pred
mikrocdasticemi pouzit filtr KrudKatcher Ultra. Piky separovanych isochlorogenovych
kyselin a jejich disubstituovanych derivatl byly detekovany pfi vinové délce 325 nm.
PDA detektor sbiral data o vzorkovaci frekvenci 100 bodl za sekundu. Teplota
chladiciho systému autosampleru byla nastavena na 20°C, z dlivodu zachovani stabilty
vzorkd. Objem nastfiku vzorku na kolonu ¢inil 2 pl. Roztok methanolu a vody (50:50

v/v) byl zvolen jako oplach jehly.

5.6.2 Validace metody
Ke zhodnoceni vhodnosti metody pro stanoveni péti isochlorogenovych kyselin

ve vzorcich doplik( stravy byla nové vyvinutda metoda validovand ve shodé s ICH
validaénimi smérnicemi [41]. Pro uréeni presnosti metody byly analyzovany stejnym
zpUsobem vzorky analytu a vzorky s pridavkem roztoku standard(i. Spravnost a
presnost metody byly zjistovany pridanim standardl o znamych koncentracich do
vzorkli ve dvou rlznych koncentracnich hladinach. Limit detekce (LOD) a limit
které jsou schopny poskytnout reprodukovatelnou plochu piku s trojnasobkem, resp.

desetindsobkem uUrovné Sumu ziskanych mérenim blanku a ze signdl( analytu.
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6  Vysledky a diskuze

6.1 Vyvoj metody, optimalizované parametry

Mezi  nejpouZivanéjSi  chromatografické  podminky pro  stanoveni
isochlorogenovych kyselin patfi konvencni HPLC systémy se staciondarni fazi C18,
kolony o délce 250 mm, gradientova eluce a dlouhé doby analyz [10,12,17,18]. V této
studii byl pro vyvoj metody a jeji optimalizaci zvolen systém UHPLC, pomoci kterého Ize
dosdhnout lepsSi separace pikl vkratkém case analyzy. Kdosazeni nejlepSich
chromatografickych podminek byla optimalizovana stacionarni faze, slozeni mobilni
faze, teplota kolonového termostatu a pratok mobilni faze. Nejdfive bylo testovdno
nékolik kolon s chemicky odliSnymi stacionarnimi fazemi:

C18 core-shell (Kinetex) a s plné pordznimi ¢asicemi (Luna Omega Polar a PS),
Pentafluorofenyl (core-shell Kinetex),

Phenyl-hexyl (core-shell Kinetex),

Nitril (ES-CN; core-shell Ascentis Express)

RP-Amide (core-shell Ascentis Express)

Mobilni faze sestavajici z vodného roztoku kyseliny mravenci byla vybrana
k potlaéeni ionizace karboxylové skupiny a fenolickych hydroxylovych skupin, které
jsou soucasti molekul isochlorogenovych kyselin. Acetonitril byl zvolen jako organicka
¢ast mobilni faze, protoze byla vhodnéjsi pro rychlejsi eluci. Rozliseni chlorogenové
kyseliny a kryptochlorogenové kyseliny bylo zvoleno jako kritické pro akceptovatelnou
selektivitu staciondrnich fazi. Pribéh vyvoje analytické metody lze vypozorovat

z nasledujici tabulky ¢. 7 a chromatograma.
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Tabulka 7: Podminky vyvoje chromatografické metody pro analyzu isochlorogenovych kyselin.

Podminky Doba Podil MFA  Podil MF B Pratok Teplota Teplota UV-VIS Kolony
vyvoje analyzy (5% (acetonitril) (ml/min) autosampleru kolony (nm)
(min.) HCOOH)

¢l 15,000 95% 5% 0,300 20°C 30°C 325 L.O. Polar
C18, L. 0. PS
C18, Kinetex
F5, ES Cyano,
RP-Amide

¢.2 12,000 gradient gradient 0,300 20°C 30°C 325 L.O. Polar
C18

¢.3 8,000 gradient gradient 0,900 20°C 30°C 325 Kinetex C18

RP-Amide
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Obrdzek 7: Chromatogram vyvoje analytické metody. Separace probihala 15 minut pfi
30°C na koloné Luna Omega® Polar C18 (150 x 2.1mm; 1.6um) formou izokratické eluce
s mobilni fazi o sloZeni 95% mobilni fdze A a 5% mobilni faze B.
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Obrdzek 8: Chromatogram vyvoje analytické metody. Separace probihala 15 minut pri
30°C na koloné Luna Omega® PS C18 (150 x 2.1mm; 1.6um) formou izokratické eluce
s mobilni fdzi o sloZeni 95% mobilni fdze A a 5% mobilni fdze B, pficemZ se piky kyselin
kryptochlorogenové a chlorogenové nepodarilo oddélit.
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Obrazek 9: Chromatogram vyvoje analytické metody. Separace probihala 15 minut pri
30°C na koloné Kinetex® F5 (150 x 2.1mm; 1.7um) formou izokratické eluce s mobilni
fdzi osloZeni 95% mobilni fdze A a 5% mobilni fdze B, pficemZ se piky kyselin
kryptochlorogenové a chlorogenové nepodarilo oddélit.
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Obrdzek 10: Chromatogram vyvoje analytické metody. Separace probihala 15 minut pri
30°C na koloné Ascentis® Express ES-Cyano (100 x 2.1mm; 3um) formou izokratické
eluce s mobilni fazi o sloZeni 95% mobilni fdze A a 5% mobilni fdze B, pficemzZ se piky
kyselin kryptochlorogenové a chlorogenové nepodafilo oddélit.
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Obrazek 11: Chromatogram vyvoje analytické metody. Separace probihala 15 minut
pfi 30°C na koloné Ascentis® Express RP-Amide (100 x 2.1mm; 2.7um) formou
izokratické eluce s mobilni fdzi o sloZzeni 95% mobilni fdze A a 5% mobilni fdze B.
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Obrdzek 12: Chromatogram vyvoje analytické metody. Separace probihala 12 minut
na koloné Luna Omega Polar C18 (150 x 2.1mm; 1.6um) o teploté 30°C gradientovou
eluci o pratoku mobilni faze 0.3 ml/min. Dle zdznamu jsou piky kyseliny chlorogenové
a kryptochlorogenové nedostatecné oddéleny.
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Obrdzek 13: Chromatogram vyvoje analytické metody. Separace probihala 8 minut
zplisobem gradientové eluce pfi 30°C na koloné Kinetex® C18 (100 x 2.1mm; 2.6um) s
prutokem mobilni fdze 0.9 ml/min. Piky kyseliny kryptochlorogenové a chlorogenové se
dle zaznamu nepodarilo oddélit.
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Obrdzek 14: Chromatogram zndzorfiujici vyvoj analytické metody. Separace probihala
8 minut zpusobem gradientové eluce pri 30°C na koloné Ascentis® Express RP-Amide
(100 x 2.1mm; 2.7um) o pritoku mobilni faze 0.9 ml/min.
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V dalSim kroku vyvoje metody byly provedeny retencni studie analyzovanych sloucenin
s potencidlni poZzadovanou selektivitou na tfech kolondch (Ascentis Express RP-Amide
100 x 2,1 mm, 2,7 um; Kinetex C18 100 x 2,1 mm, 2,6 um; Luna Omega C18 Polar 150 x
2,1 mm, 1,6 um). Pasobeni rlizné koncentrace vodného roztoku kyseliny mravenci
v mobilni fazi A (0,5; 2,0 a 5,0% koncentrace kyseliny) na rozliSeni péti pikQ
isochlorogenovych kyselin bylo zkoumadno s pouZitim optimalizovaného gradientového
programu pro kazidou kolonu pfi teploté kolonového termostatu 30°C. Tri
chomatogramy pro tfi kolony s pouzitim 2%-ni kyseliny mravenci jako slozky A mobilni
faze na obrazku 15 ukazuji, jak se selektivita stacionarni faze kolony RP-Amide (core-
shell) odliSuje od ostatnich dvou typl faze C18 (core-shell a plné pordzni Castice).
Obrazek 16 zase ukazuje porovnani rozliseni pik( u vSech ti kolon, kdy bylo pouZito
rozdilné slozeni mobilni faze A. Toto porovnani zobrazuje radarova tabulka. Se
vzrUstajici koncentraci kyseliny mravenci v mobilni fazi A byla eluce vsech pikd na RP-
Amide zrychlena ajak lze vidét, se zachovanym uspokojivym rozliSenim vsech pika.
Retence analytl na zbylych dvou kolondch byla odlisna. Efekt sloZzeni mobilni faze A na
rozliseni pik(h — druhého a tfetiho v poradi — byl témér bezvyznamny na vsech trech

testovanych kolonach.
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Obrdzek 15: Porovndni separace kyselin na tfech riznych staciondrnich fdzich (Ascentis
Express RP-Amide (100 x 2.1mm; 2.7um), Kinetex C18 (100 x 2.1mm; 2.6um), Luna
Omega Polar C18 (150 x 2.1mm; 1.6um)) za optimdlnich chromatografickych podminek
a pfi pouZité mobilni fdze A, kterou predstavoval 2%-ni vodny roztok kyseliny mravenci.
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Obrazek 16: Porovndni rozliSeni piki vsech analyzovanych kyselin na trech ritznych
staciondrnich fazich (Ascentis Express RP-Amide (100 x 2.1mm; 2.7um), Kinetex C18
(100 x 2.1mm; 2.6um) a Luna Omega Polar C18 (150 x 2.1mm; 1.6um)) za optimdlnich
chromatografickych podminek pro kaZdou kolonu a pfi pouZiti riizné sily mobilni fdze
A(=0,5; 2 a 5%-ni vodny roztok kyseliny mravenci).
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K optimalizaci extrakce isochlorogenovych kyselin a jejich disubstituovanych
derivatQl z extrakt( zelené kavy ve vzorcich doplik( stravy bylo studovano nékolik
hledisek, které ovliviuji samotnou extrakci. 40 — 80%-ni vodny roztok methanolu je
nejéastéji pouzivané rozpoustédlo u analyz isochlorogenovych kyselin v riznych
matricich [1,12,14,17]. Metoda zaloZena na extrakci z pevné latky do kapaliny za
pomoci ultrazvukové ldzné byla zvolena jako nejvhodnéjsi metoda pro dalsi
optimalizaci. Pokusy se slozenim extrakéniho rozpoustédla, které se zamérovaly na
obsah organické casti a obsah mravencdi kyseliny, stejné jako casovy prubéh
ultrazvukové 1azné, byly realizovany scilem dosdhnout co nejlepsi vytézky
extrahovanych isochlorogenovych kyselin a jejich disubstituovanych derivat(. Pfi
optimalizaci metody bylo zjisténo, Ze vSechny stanovené isochlorogenové kyseliny a
jejich derivaty byly extrahovany z doplikd stravy s nejlepsi vytéznosti pfi pouziti smési
methanolu a 5%-niho vodného roztoku kyseliny mravenci v rozsahu od 50+50% v/v do

25+75% v/v s nejkratS$im ¢asem (10 min) straveném v ultrazvukové lazni.

Nejlepsi chromatografické separace bylo dosazeno spolu s nejlepsi symetrii pik(
s pouzitim smési methanolu a 5%-niho vodného roztoku kyseliny mravenéi 25+75%
v/v. Nejlepsich vysledki bylo dosazeno zejména u téch separaci, které probéhly
v prvnich dvou minutach gradientové separace. To umozZnilo pouZiti tohoto
extrakéniho solventu bez nutnosti jakéhokoliv dalsiho fedéni roztok( vzorkd. Bylo
zjisSténo, Ze nejlepsi doba extrakce pfi pusobeni ultrazvukové lazné je 10 minut. Delsi
doba extrakce nez je uvedenych 10 minut nemélo zadny efekt na extrakci, avsak delsi
extrakéni ¢as nez 20 minut vedlo k zahfati extrakéniho roztoku a snizZilo tak vytézky
analyt. Délo se tak pravdépodobné kvili teplotni nestabilité analytd ve vodnych
roztocich. Vysledky analyz ukazaly, Ze pouziti 0,2 az 0,6 gramU kazdého vzorku doplriku
stravy, ktery obsahoval extrakt zelené kavy, byl dostateény pro extrahovani a presné
stanovovani vsech isochlorogenovych kyselin a jejich disubstituovanych derivatu.
Vsechny konecné roztoky byly prefiltrovany pres filtry s péry o velikosti 0,22 um a

nasledné byly umistény do autosampleru a ddvkovany na kolonu.
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6.2 Validace vyvinuté metody za finalnich podminek

Validace metody zahrnovala vyhodnoceni nasledujicich parametri analyzy:
kalibrace, spravnost, presnost, limity detekce a limity kvantifikace, selektivita,
robustnost a stabilita vzork(l. Zhodnoceni téchto parametr( bylo dulezité kvali tomu,
aby bylo moziné vyhodnotit spolehlivost vysledk(, které byly ziskdny navrZenou
metodou.

Pro validaci analytické metody byla vybrana kolona Ascentis Express RP-Amide
a gradientova eluce, kterd vyuzivala smés acetonitrilu a 5%-ni kyseliny mravenci. Tyto
podminky vedly k nejlepsSimu rozliSeni pikd ataké k nejkratSi délce analyzy. Jako
nejvhodnéjsi pratok mobilni faze byl zvolen pritok o rychlosti 0,9 ml za minutu, kterd
respektovala protitlak systému a teplotu kolonového termostatu. Vliv teploty na
separaci byl testovan a vysledky jsou shrnuty vtabulce 11 a 12, které zahrnuji data
z méfeni spravnosti, presnosti a robustnosti metody. Jako optimdlni teplota
kolonového termostatu byla vyhodnocena teplota 30°C. Na zakladé UV-VIS spektra a
absorpéniho maxima vSech analyzovanych kyselin byla pro monitorovani a priabéh
kvantitativni analyzy zvolena detekéni vinova délka o velikosti 325 nm. Optimalni
chromatografické podminky jsou spolehlivé pro stanoveni vSech isochlorogenovych
kyselin a jejich derivatli, pokud se jedna o rozliseni, kapacitu a symetrii pikd a o kratkou
dobu analyzy. Tyto podminky Ize pozorovat na separaci na obrazku 17 pro standardni
roztok a na obrazku 18 pro skutecny vzorek s pridavkem standardu. Findlni podminky

analyzy jsou shrnuty v tabulce 8.
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Tabulka 8: FindIni podminky analyzy

Teplota

Kolona Eluce Mobilni faze Pratok Detekcni vinova délka
kolony

Ascentis® Gradient ACN + 5% HCOOH 0.9 30°C 325 nm

Express RP- ml/min

Amide

Casovy prabéh gradientu (min)

Zastoupeni mobilni faze B (ACN (%))

0.0-2.5

2.5-6.0

6.0-6.5

6.5-7.0

7.0-8.0

10-33

33-60

60-7
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Obrdzek 17: Reprezentativni chromatogram standardl isochlorogenovych
kyselin, ktery zndzorfriuje jejich separaci na core-shell koloné Ascentis® Express
RP-Amide (100 x 2.1mm; 2.7um) pri teploté 30°C a pritoku mobilni fdze 0,9
ml/min, kterd sestdvala z acetonitrilu a 5%-niho vodného roztoku kyseliny
mravenci. Zdznam byl detekovadn pri 325 nm.
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Obrazek 18: Prekryv chromatogrami skutecného vzorku s pridavkem standardu 1,3-
di-CQA (A) a slepého ndstriku (B).
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6.2.1 Test vhodnosti chromatografického systému
Jak jiz byly zminény parametry u validace, tyto byly méfeny a vyhodnocovany

z Sesti opakovanych ndstfikl standardnich roztok( (viz cast ,Priprava roztoku
standardd) pred samotnym analyzovanim realnych vzork(i. Test vhodnosti
chromatografického systému pro vyvinutou metodu stanovil nasledujici parametry:
opakovatelnost retencnich ¢asl (tR), opakovatelnost ploch pikl, faktor symetrie (S),
rozliSeni pik( (Rs) a kapacita pikd (Pc). U vSech parametr( byly zjiStény hodnoty
relativni smérodatné odchylky pod 1,0% (tabulka 9). VSechny testované parametry
dosdhly v pribéhu analyz hodnot, které odpovidaji kritériim pfijatelnosti.
Reprezentativni chromatogram separace tfi isochlorogenovych kyselin (chlorogenova,
kryptochlorogenova a neochlorogenovad) a dvou disubstituovanych derivata (1,3- a 3,5-

disubstituované kyseliny) v standardnich roztocich je znazornén na obr. 17.

Tabulka 9: Vysledky testu vhodnosti systému.

a Opakovatelnost b c d

Analyt tr - S Rs Pc
t,, RSD (%) Plocha piku, RSD (%)

5-CQA 0,68 0,19 0,20 1,29 - 40,47
4-CQA 1,20 0,12 0,21 1,26 7,34 35,09
3-CQA 1,46 0,21 0,31 1,12 3,40 31,61
1,3-di-CQA 3,38 0,04 0,22 1,10 21,47 27,79
3,5-di-CQA 4,87 0,03 0,24 1,07 19,71 46,45

Retencni ¢as, min.
Faktor symetrie
Rozliseni pikd
Kapacita pikd

6.2.2 Kalibrace
K testovani odezvy detektoru byly pfipraveny kalibracni roztoky standard( o

Sesti koncentracich. Linearita navrzené metody byla zkoumana v rozsahu 1 — 1000
pug/ml pro chlorogenovou kyselinu a pro vsechny dalsi analyzované slouceniny
v rozsahu 1 — 450 pg/ml. Rozdil v hornim limitu kvantifikace byl mezi chlorogenovou
kyselinou a dalSimi analyty kvali signifikantné vyssSimu obsahu chlorogenové kyseliny
v pfipravcich doplikd stravy, neZz je obsah ostatnich isochlorogenovych kyselin a

disubstituovanych derivat(i. Smérnice, useky a kalibracni rozmezi jsou v tabulce 10.

45



Tabulka 10: Analytické parametry vyvinuté metody (kalibrace standardu, regresni

koeficienty, limity detekce a kvantifikace).

Kalibraéni

. .. , LOD LO

Analyt rozmezi Smérnice usek R? ( gml'l) ( ngI’l)

(ng.ml™) He. He.
3-CQA 1-1000 0,114040,0007 -1,1018+£0,2980 0,9996 0,33 1,10
4-CQA 1-450 0,1153+0,0015 -0,0342+0,4213 0,9987 0,35 1,15
5-CQA 1-450 0,1165+0,0015 0,0046%0,3931 0,9988 0,30 0,99
1,3-di-CQA 2-450 0,0942+0,0013 -0,0394+0,3334 0,9986 0,53 1,78
3,5-di-CQA 1-450 0,1377+0,0015 0,0367+0,4113 0,9988 0,22 0,73

6.2.3 Presnost, spravnost a selektivita
Pfesnost vyvinuté metody byla podminéna analyzovdnim na sobé nezavislych

vzorkd doplnku stravy ,Vieste Zelena kava Premium“ s pfidavkem roztoku standardu
1,3-disubstituované chlorogenové kyseliny (tato kyselina byla nalezena ve vSech
pfipravcich pod limitem kvantifikace). Pfesnost vramci dne byla méfena na Sesti
opakovanych pfipravach doplnku stravy ,Vieste Zelend kava Premium“ v jednom dni.
Mezidenni presnost byla stanovena vrozmezi tfi dnl. Spravnost byla vyjadrena
vytéZnosti sloucenin na dvou rliznych koncentrac¢nich hladinach (400 a 650 pg/ml pro
chlorogenovou kyselinu a 150 a 300 pug/ml pro zbytek analyzovanych slozek). Data,
ktera jsou uvedena vtabulce 11 ukazuji, Ze metoda prokazala uspokojivé hodnoty
vytéZnosti pro vsechny analyzované slouceniny a byly vrozmezi 98,2 a 101,0%.
Relativni smérodatna odchylka byla stanovena pro méreni v rdmci dne pro vSechny
analyty od 0,3% do 1,4% a pro mezidenni presnost 0,3% az 3,0%. Vysledky ukazuji, ze
spravnost a presnost nové vyvinutych metod jsou vhodné pro béznou analyzu vzorku.
Vsechny analyzované isochlorogenové kyseliny a jejich disubstituované derivaty byly
Uspésné separovany v prlibéhu péti minut. U hodnoceni parametru selektivity také
nebyla zaznamenana pfitomnost Zzadnych interferujicich pik( v retencnich ¢asech které
nalezi danym slouceninam a to tak, Zze byly porovnany chromatogramy analyzy vzorku
s pfidavkem a slepého (obr. 18). Vysledky ukazaly, Ze vyvinuta metoda ma vysokou
selektivitu pro méreni isochlorogenovych kyselin a jejich disubstituovanych derivatu

v rostlinnych extraktech.
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Tabulka 11: Sprdvnost (recovery) a pfesnost vyvinuté UHPLC metody.

Analyt Spravnost (%) Pfesnost v ramci Pfesnost mezi dny
urover 1° droven 2° dne (RSD, %) (RSD, %)

3-CQA 99,4 99,0 0,27 0,38

4-CQA 98,8 98,5 0,33 0,33

5-CQA 98,8 99,5 0,28 0,33

1,3-di-CQA 101,0 99,9 0,27 1,25

3,5-di-CQA 98,2 98,9 1,37 2,95

a

Koncentrace 400 ;ytg.ml’1 pro CH; 150 pg.ml’1 pro ostatni latky

b Koncentrace 650 pg.ml'1 pro CH; 300 pg.ml'1 pro ostatni latky

6.2.4 Limit detekce a limit kvantifikace

evvys

které mohly byt stanoveny jako statisticky rozdilné od slepého nastfiku a poskytujici
pomér signal/Sum roven 3 (signal-to-noise S/N=3) pro limit detekce a 10 (S/N=10) pro
limit stanoveni. Vysledky limitd detekce a kvantifikace pro naSich pét analytd v
roztocich s pfidavky jsou uvedeny v tabulce 10. Hodnoty limit(i detekce se nachazely
v rozsahu od 0,30 do 0,53 pg/ml. Tyto vysledky prokazuji, Ze metoda je dostatecné

citliva pro analyzu potravnich doplrikd.

6.2.5 Stabilita
Zkoumani stability standardnich zasobnich roztokd skladovanych 2 tydny v

mrazaku pfi teploté -10°C a stability vzorkd uchovavanych pfi 20°C v autosampleru po
dobu 72 hodin kvili podezieni na teplotni nestabilitu vSsech analyzovanych latek ve
vodném prostredi bylo dano povédomim o pozorovanich, které byly provadény béhem
vyvoje metody a o hodnotdch publikovanych dat [42]. Jak jiZ je zndzornéno v tabulce
12, zasobni roztoky byly povazovany za stabilni pro obdobi delsi nez 2 tydny pfi -10°C a
roztoky vzork( v autosampleru po dobu 72 hodin pfi teploté 20°C. Minimalni odchylky
ploch pikQl u zasobnich roztok(l ukazuji, Ze optimalizované a validované podminky
vyvinuté metody jsou dosti robustné a Ze delSi skladovani vialek v autosampleru nijak

znacné neovliviiuje vysledky analyz.

6.2.6 Robustnost
Robustnost nové vyvinuté metody byla prokazana mérenim vlivu malych a

zdmérnych zmén analytickych parametrd na retencni dobu a pocty pikl vsech

analyzovanych sloucenin. Parametry, které byly brany v avahu byly teplota kolonového
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termostatu (x5°C) a sloZzeni mobilni faze A (x0,5% vodného roztoku mravenci kyseliny).
Vysledky, které byly ziskdny mérenim za uvedenych podminek, jsou shrnuty v tabulce
12. Zatimco na retencni casy pikl mély vliv zmény souvisejici s teplotou kolony a se
slozenim mobilni faze A, plochy pikd vSech analyzovanych isochlorogenovych kyselin a
jejich disubstituovanych derivatl ovlivnény nebyly. Minimalni zmény ploch pikd vech
analyzovanych sloucenin ve vzorcich méfenych za rlznych podminek dokazuji, Ze
validovand metoda je dostate¢né robustni a drobné zmény v analytickych parametrech

neovliviiuje pfesné stanoveni analyzovanych slozek.

Tabulka 12: Robustnost validované UHPLC metody a stabilita vzorkd.

Parametr Analyt
3-CQA 4-CQA 5- 1,3-di- 3,5-di-
CQA CQA CQA
Teplota kolony +5 °C (35°C) Plocha +0,5%  +0,9%  +0,2% -0,3% +0,8%
piku
ty -9,4% -9,4% -6,4% -10,5% -3,2%
Teplota kolony -5 °C (25°C) Plocha +0,5%  +0,9%  +0,1% -0,8% +0,1%
piku
tr +11,5% +11,3% +7,6% +8,2% +3,0%
Mobilni faze A +0,5% HCOOH (4,5%) Plocha -0,2% -0,3% +0,1% -0,7% -0,9%
piku
tr +9,0% +8,4% +6,6% +5,8% +2,0%
Mobilni faze A -0,5% HCOOH (5,5%) Plocha -0,6% -1,6% -0,6% -1,9% -1,7%
piku
tr -5,9% -6,3% -5,4%  -5,5% -1,9%
Stabilita vzork( v autosampleru po dobu 3 dnli  Plocha -3,0% -1,6% -3,1% +0,2% -2,5%
(20°C) piku
Stabilita vzorku v mrazéku po dobu 14 dnd (- Plocha +0,0% +0,2% -0,2%  +0,0% -0,3%
10°C) piku

6.2.7 Stanoveni isochlorogenovych kyselin a disubstituovanych derivatti v doplricich

stravy
Nové vyvinuta metoda byla aplikovana ke stanoveni isochlorogenovych kyselin

a jejich disubstituovanych derivatd v doplncich stravy. Vzorky byly dostupné na trhu
v lokdlnich |ékarnach. Dostatecna presnost, vysokd preciznost a nizké limity
kvantifikace ukdzaly, Ze metoda je spolehliva pro provedeni kvantitativni analyzy vSech
isochlorogenovych kyselin a disubstituovanych derivatd v komercnich preparatech.
Kazdy pik nalezen ve vzorcich byl identifikovdn porovnanim konkrétnich retencnich
Casli sretenénimi casy pfrislusnych referencnich standardld. Reprezentativni

chromatogram vzorku doplnku stravy ,Vito life” - kapsle se zelenym extraktem, je
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znazornén na obrazku 23. MnoiZstvi obsahu isochlorogenovych kyselin a
disubstituovanych derivatd téchto kyselin v rliznych doplficich stravy véetné celkového
mnozstvi analyzovanych slozek v jednodavkové formé (v tomto pfipadé tvrdé kapsle),
ve 100 mg preparatu a ve 100 mg extraktu pouZitého v kaidém dopliku stravy
(deklarované mnozstvi extraktu v jednodavkové formé byla definovana vyrobcem) jsou
zobrazeny v tabulce 13. Ve vSech analyzovanych preparatech doplik( stravy byla
nalezena v nejvétsi mife chlorogenovd kyselina, po které nalezenym mnoZstvim
nasledovala kyselina kryptochlorogenova a neochlorogenova. 3,5-disubstituovana
kyselina byla stanovena jako menSinova slozka v extraktu zelené kavy. 1,3-
disubstituovana kyselina nebyla pfitomna v zddném vzorku nad limitem kvantifikace.
Jak lze pozorovat, obsah vSech analyzovanych sloZek se lisil v rGznych vzorcich. Avsak
byl spatfen velky rozpor mezi mnoistvim pouZitého extraktu a obsahu
isochlorogenovych kyselin a jejich derivatl v jedné kapsli kazdého preparatu. Nejvétsi
sila extraktu zelené kavy byla prokdzana v ptipravku s ndzvem ,Zelend kdva Premium®,
ktera cinila 78,0 mg isochlorogenovych kyselin a jejich disubstituovanych derivatl na
100 mg extraktu. Pfesto ale bylo mnozstvi téchto kyselin v jedné ddvce relativné nizké

kvali mensSimu mnozstvi pouZitého extraktu zelené kavy v jedné kapsli.
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Tabulka 13: Stanoveni isochlorogenovych kyselin a disubstituovanych derivati v
prepardtech vybranych nutraceutik, obsahujicich extrakt zelené kdavy.

Doplnek stravy MnoZstvi nalezeno v jedné kapsli (mg) MnoiZstvi  MnoZstvi

s extraktem zelené nalezeno nalezeno

kavy (obchodni v100mg v 100 mg

nazev) preparatu  extraktu
(mg) (mg)

3-CQA 4-CQA 5-CQA 1,3-di- 3,5-di- Celkem Celkem Celkem
CQA CQA
Zelend kava max 98.5+0.3 20.3+0.1 14.1+0.0 <LOQ 12.0+0.2 1449 28,8 29,0
Vito life kyselina 69.0+0.3 18.3+#0.1 13.0+0.0 <LOQ 5.4+0.3 105,7 26,3 26,4

chlorogenova

Zelend kava 61.7+¢0.1 9.7+0.0 6.6+0.0 <LOQ 4.84+0.0 82,8 20,8 41,4

bylinny extrakt

Zelena kava extra 16.5¢0.2 3.5+0.0 2.3x0.0 <LOQ 1.0+0.1 23,3 5,8 11,7
Zelena kava 14.810.0 2.5+0.0 1.5¢0.0 <LOQ  0.6+0.0 19,4 3,8 78,0
Premium

Vito life zelena 9.5+0.1 2.2+0.0 1.5¢0.0 <LOQ  0.6+0.0 13,8 3,5 3,8
kava

Kilostop 1.840.0 0.4#0.0 0.3x0.0 <LOQ 0.1x0.0 2,6 0,4 40,2
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Obrdzek 19: Pripravek Kilostop — chromatogram stanoveni kyseliny chlorogenové,
kryprochlorogenové, neochlorogenové a 3,5-disubstituované kyseliny chlorogenové,
pozorovdno pfi validovanych podminkdch.
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Obrazek 20: Pripravek Zelena kdva Premium — chromatogram stanoveni tii
isochlorogenovych kyselin pri validovanych podminkdch.

52



maAlLl

3-COA

4-CQA
3,5-di-CQA

5-COA

Obrazek 21: Pripravek Zelend kdva — bylinny extrakt. Chromatogram stanoveni
isochlorogenovych kyselin a 3,5-disubst. derivatu kys. chlorogenové, které bylo
provedeno za validovanych podminek.
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Obrazek 22: Pripravek Vitolife kyselina chlorogenovd — chromatogram stanoveni
isochlorogenovych kyselin a 3,5-disubstituované chlorogenové kyseliny pfi validovanych
podminkdch.
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Obrazek 23: Pripravek Vitolife zelend kdva — chromatogram stanoveni
isochlorogenovych kyselin a 3,5-disubstituované kyseliny chlorogenové pri validovanych
podminkdch.

55



1800 S

mAlU

1700 4

3-COA

1600 4

1500 4

1400 4

1300 4

1200 1

1100 4

1000 1

200

2004

o0

G004

5004

A4-COA
3,5-di-COA

400

5-CaA

3004

2004

100 4

Obrdzek 24: Pripravek Zelend kdva max — chromatogram stanoveni isochlorogenovych
kyselin a 3,5-disubstituované chlorogenové kyseliny pfi validovanych podminkdch.
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7 Zaver

Pro separaci a soucasnou kvantifikaci péti isochlorogenovych kyselin véetné
jejich derivati nalezenych v extraktech zelené kavy v dopliicich stravy byla vyvinuta
rychld a u¢innd metoda. Metoda extrakce latky ztuhé faze do kapalné za pouziti
ultrazvukové lazné po dobu 10 minut a extrakéniho solventu o sloZzeni methanolu a 5%-
niho vodného roztoku kyseliny mravenci (25:75 v/v) se ukazala jako nejrychlejsi a
nejucinnéjsi postup pro extrakci vsech sloucenin z preparatl doplik( stravy.
Chromatograficka kolona se stacionarni core-shell RP-Amide fazi poskytla optimalni
separaci vSech stanovovanych sloucenin v kratkém case i za pritomnosti dalSich
sloucenin, které byly nalezeny ve vzorcich extrakt(i, a to pfi vinové délce 325 nm.
Staciondrni faze typu RP-Amide poskytla kratky ¢as analyzy a dostacujici selektivitu,
kterd umozZnila separaci vSech sloZek s poZadovanym rozliSenim a poZadovanou
symetrii vSech pik(l. U validované metody byl pouzit gradientovy elu¢ni program, ktery
sestdval z acetonitrilu a 5%-ni roztoku kyseliny mravenci pfi teploté kolony 30°C.
Vzhledem k rychlému postupu ptipravy vzork( a kratkému casu analyzy, ktery cinil
pouhych 8 minut je nové vyvinutda metoda dostate¢né rychld a spolehlivda pro
provadéni béznych analyz extraktl zelené kavy, které jsou obsaZzeny v dopliicich stravy.

Zavérem lze shrnout nasledujici informace. Pozorované vysledky analyz
prokadzaly velkou pestrost vobsahu isochlorogenovych kyselin a jejich
disubstituovanych derivatd ve zkoumanych doplncich stravy. Hlavnim komponentem
se ukdazala kyselina chlorogenova ve vsech analyzovanych extraktech testovanych
nutraceutik. Kromé toho, retencni studie vSech analytl pfi rzném sloZeni mobilni faze
byla vyhodnocena pro dlkaz toho, Ze RP-Amide staciondrni faze md odliSnou
selektivitu pro poldrni kyseliny nez ostatni testované stacionarni faze. Stacionarni faze
C18 s plné pordznimi nebo core-shell ¢asticemi jsou vyluéné pouzivany k analyzam
isochlorogenovych kyselin a jejich derivatli, ale ne vSechny jsou vhodné pro rychlou
separaci téchto analytl. Pouze stacionarni faze RP-Amide v kombinaci s 5%-nim
vodnim roztokem kyseliny mravendi jako mobilni fazi A a acetonitrilem jako mobilni
fazi B umoznuje rychlou separaci vSech analytl s uspokojivym rozlisenim, zejména pro
kyselinu chlorogenovou a kryptochlorogenovou, kterého nedosahla Zadna jina

stacionarni faze v prijatelném casovém pribéhu analyzy.
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