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Souhrn

Bakalatska prace podava souhrnné informace o standardnich HPLC a UPLC metodach
pro stanoveni fenolovych kyselin. Byla provedend vlastni dislednd optimalizace separace
fenolovych kyselin, pficemz byl sledovan vliv zmény teploty, mobilni faze a stacionarni faze
na vlastni separaci fenolovych slouc¢enin. Na zédklad¢ técto poznatki byly urceny optimalni
podminky pro separaci fenolovych kyselin pro HPLC, tak i UPLC. Posledni casti byla
extrakce zelenych €aji a identifikace jednotlivych fenolovych kyselin dle jejich absorp¢nich
maxim a reten¢niho ¢asu. Byla provedena kvantifikace téchto kyselin pomoci odecteni ploch
pikli a vytvofené kalibraci pro kyselinu vanillovou. Pomoci regresni rovnice se spocitalo
mnozstvi jednotlivych fenolovych kyselin v zelenych cajich a prepocitalo na 1 g suché

navazky.



Summary

The bachelor work includes summarizing informations about standard methods HPLC
and UPLC for identification of the phenolic acids. The consistent separation of phenolic acids
was executed, where the influence of temperature mobile phases and stacionary phases was
monitored. Based on these observations, the optimal conditions for separation of phenolic
acids for both methods were defined, for HPLC and UPLC too. The last part represented the
extraction of the green tea and the identification by absorption maximum and retention time
of these discovered phenolic acids. The quantification of the phenolic acids was done based
on the peak areas and the calibration curve of vanillic acid. The amount of the phenolic acids
in the green teas was recalculated using the regress equation per one gram of the dry

substance.
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1.Uvod

Chromatografie je velice vyznamnou analytickou metodou, kterd umoznuje separaci a
stanoveni mnoha organickych i anorganickych latek. V roce 1903 byla chromatografie
objevena ruskym botanikem M.S.Cvetem, ktery na sloupci sorbentu separoval listova barviva.
Tato pivodni chromatografie na sloupci uméla separovat i sloZzité pfirodni latky, ale provazela
ji tfada chyb a nedostatkd, kvuli kterym byla zapomenuta. Hodné let byla daleko za
chromatografii tenkovrstvou, papirovou nebo plynovou. Problém byl s pouzivanymi sorbenty,
které¢ mély malou uc¢innost. Pritok kolonou byl zplisoben jen gravitacni silou. Pozdéji se
urychlily chromatografické procesy, a to pouzitim mensich ¢astic v kolon¢. Timto se vsak
zaCaly pouzivat HPLC pumpy, které jsou nutné k piekonani tlaku na chromatografické
kolong&'~.

Teprve vysoka uroven laboratornich technik a pfistroji zvysila zdjem o sloupcovou
(kolonovou) chromatografii. Dnes patii mezi nejdulezitéjsi analytické metody. Obecné
vSechny metody, které maji zdkladem postupné a opakované déleni latek mezi dvé ¢i vice
fazi, vychazi zriznych fyzikdlnich a chemickych vlastnosti, jsou oznaCovany jako
chromatografické metody. Separace se rozdé€luje na dvé zékladni skupiny. Prvni je zaloZena
na rovnovazné distribuci slozek daného vzorku mezi dv& dané faze™, dalsi skupinou
separacnich metod jsou ty, pti kterych je tfeba pouzit piisobeni magnetického, elektrického
nebo gravitaéniho pole. Jde o interakce separovanych latek se stacionarni a mobilni fazi.
Stacionarni fazi je obecné né&jaky sorbent, ktery na sob€ zachycuje separované latky a mobilni
fazi je u kapalinové chromatografie kapalina, ktera latku unasi pres sorbent™.

Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (HPLC — High Performance Liquid
Chromatography) a ultra U¢innd kapalinova chromatografie (UHPLC, UPLC - Ultra
Performance Liquid Chromatography) jsou dnes nejcastéji pouzivané metody, maji vysokou

ucinnost a reprodukovatelnost.



2. Teoreticka Cast

2.1.Teoretické zaklady chromatografického procesu

Pii chromatografickém procesu se uplatituje rovnovazna distribuce slozek mezi dvé
faze mobilni a stacionarni. Zde dochézi k rychlému ustalovani rovnovéahy pfi separaci slozek.
Naptiklad distribuce slozky 4 mezi dvé faze lze popsat distribucni (rozdélovaci) konstantou
Kp'?. Vyjadiuje pomér rovnovaznych koncentraci dané slozky A ve dvou koexistujicich
fazich. Hodnoty distribu¢ni konstanty nabyvaji riznych velikosti. Pokud je latka zadrzovana
ve stacionarni fazi déle, mé delsi reten¢ni Cas a Kp je veEtsi.

Kazda separovana slozka ma sviij retencni &as 7z a retenéni objem V. Retenéni
neboli eluéni ¢as vyjadiuje dobu, kterd ubehne od nastiiku analyzované latky do dosazeni
maximalni hodnoty elu¢ni kiivky a retenc¢ni neboli elucni objem vyjadiuje prosly objem za
tuto dobu reten¢niho ¢asu.

Existuji je§té veli¢iny jako mrtvy objem®”, ktery je od nastfiku mobilni faze pfes
kolonu az po detektor. Mrtvy objem V), se zjiStuje experimentalné. Dale pak mrtvy reten¢ni
¢as, to je ¢as od nastriku pro danou latku, ktera neni viibec zadrzovéana. Na ose x vidime ¢as a
na ose y intenzitu signalu jako odezvu detektoru, kterd je funkci koncentrace slozky v mobilni
fazi.

Pii separaci se mohou pouZivat dva druhy eluce™, izokraticki a gradientova. Pfi
izokratické eluci jsou u chromatografického procesu konstantni podminky. Slozky vzorku
jsou vymyvany z kolony za konstantniho slozeni mobilni faze. Jednotlivé slozky vzorku
migruji jinou rozdilnou rychlosti, proto ma kazdy jinou elu¢ni rychlost. Tento typ eluce je
jednoduchy, ale nikdy nedosdhneme téméf dokonalé separace. Gradientova eluce slozky
vzorku vymyva postupné, latky se zadrzuji v koloné krat$i dobu diky vysoké elucni sile
mobilbi faze B. Pfi této eluci miizeme ménit poméer mobilnich fazi, slozky se zacnou z kolony

vymyvat, pii zvySovani poméru mobilnich fazi se postupné vymyji vSechny slozky vzorku.



2.2.Kapalinové chromatografie

Principem kapalinové chromatografie obecné je rovnovazné déleni latky mezi dvé
faze. Pokud ma separovana slozka vyssi afinitu ke stacionarni fazi, je na ni déle zachycovéana.
Druhym ptipadem je, Ze latka je eluovdna v mrtvém case, to znamend, Ze separovana latka
nema zadnou afinitu ke stacionarni fazi'”*. Stacionarni fazi tvoti chromatograficka kolona,
ktera miize byt naplnéna raznymi absorbenty jako silikagel, oxid hlinity, pouzivaji se také
chemicky vazané stacionarni faze na silikagelovém nosi¢i’. Vzorky jsou davkovany do
mobilni faze, kterd sloZky unas$i na kolonu. Mezi staciondrni a mobilni fazi dochézi
opakované k rovnovaznym stavim a k separaci latek. Detekce téchto latek, které jsou stale
v mobilni fazi, probihd vtzv. pritokové cele detektoru. Grafickym zaznamem je
chromatogram, ve kterém je znazornéna zavislost odezvy detektoru na retenénim cCase.
Kapalinovy chromatograf® se sklada ze zésobnikéi mobilnich fazi, odplyiiovage, smé&ovade,
ktery nam vytvoti pozadovanou smés mobilnich fazi a pti gradientové eluci dale ptipravuje
nastaven¢ poméry mobilnich fazi, vysokotlakych cerpadel, vicecestného ventilu,
chromatografické kolony, autosampleru (ddvkovaci zafizeni), detektoru, jimace frakci a

zAznamového zaiizeni’.

2.3 Praktické vyuziti a srovnani HPLC a UPLC

High Performance Liquid Chromatography™®, zkratkou HPLC je vysokou¢inna
kapalinovd chromatografie, kterd se fadi mezi separaéni metody. Dokéaze rozdélit jak
anorganické, tak i organické latky, a to i méné t€kavé kapalné latky a pevné latky. Tyto latky
jsou rozpustné ve vodé, organickych rozpoustédlech nebo ve ziedénych kyselindch. Mobilni

faze je ve slozeni kapalném. Mobilni fazi mize byt voda, organicka rozpoustédla.

UPLC’ je nové rozvinutd separacni metoda, pii které se pracuje s velmi vysokym

tlakem, Sirokym rozsahem pratok a k separaci je potfebna krats$i doba. UPLC ma fadu vyhod

vvvvvv

separatni uginnosti, zvyseni citlivosti *°. UPLC kolony se plni za vysokého tlaku, zachové se



stabilita Castic sorbentu. Zvyseni citlivosti a ucinnosti je zptisobeno velikosti ¢astic kolem 1,7
pm.

Autofi Ghasem Haghi'® et al. uvadi tento ¢lanek o analyze semen, listd a kofend
lopuchu pomoci HPLC a UPLC s detektorem s diodovym polem. Separace byla provedena na
oktadecilové koloné (C18), bylo pouzito 5% kyseliny octové ve vodé a acetonitrilu pfi vlnové
délce 330 nm. Srovnani obou metod bylo v zdvéru naklonéno UPLC, protoze je metoda
rychlej$i, pfinasi presnéjsi a uzsi piky, vyssi citlivost a snizuje spotfebu mobilnich fazi. Tito

autofi pouzili tyto podminky ke stanoveni kyseliny chlorogenové.

HPLC pouzivala C18 kolonu (250 x 4,6mm) pti 30 °C. Byla pouzita gradientova eluce
s 5% kyselinou octovou ve vodé jako rozpoustédlo A a rozpoustédlo B byl acetonitril.
Startovaci podminky zacaly na 8% - 26% A béhem 40 minut, dale pak béhem 10 minut
7 26%-48%. Pratok byl 1ml/min. Pfi UPLC byla pouzita C18 kolona a mobilni faze byly
stejné jako u HPLC. Gradientova eluce zac¢inala na 8-22%. A béhem 25 minut o prutoku 0,25
ml/min. Kazdy vzorek mél néstiik celkem tfikrat. Vysledky ukazaly, ze kyseliny
chlorogenové je obsazeno vice v kotincich neZ v listech nebo semenech. Autor'® vyhodnotil
UPLC jako metodu vyhodnégjsi. Uvedl, ze UPLC je schopnd analyzovat 33 sloucenin béhem

20 minut.

Pomoci UPLC stanovili fenolické kyseliny také $pan&lsti védci'', ktefi jsou autory
¢lanku o obsahu fenolickych kyselin v lidském vylucovacim ustroji. Celkem se pokouseli
stanovit 47 fenolickych slouc¢enin. Mezi nimi se objevila naptiklad kyselina benzoova,
syringova, p-kumarova, 4-hydroxybenzoova. Celkova analyza trvala 18 minut. Mobilni fazi
byla smés acetonitrilu a vody (1:4). Vyzkumu se zacastnili lidé, kteti dodrzovali normalni
stravovaci navyky. Autofi Fernando Sanchez et al. "' dosli k zavéram, e pouzita UPLC
metoda ve spojeni s hmotnym spektormetrem ma vysokou citlivost a fadi se mezi rychlé
analytické metody, pii analyze mizeme pouzivat velice vysoké tlaky na kolonach. Autor
uvadi, ze UPLC ve spojeni s MS je vhodnou technikou pro detekci latek fenolického
charakteru v biologickych tekutinach. UPLC tedy dokézala stanovit 47 fenolickych kyselin v

lidském vylu¢ovacim ustroji.



Dalsi autofi Ali Khodami et al.'?

vydali ¢lanek o raznych vyvojovych technikach pro
ziskéani fenolickych sloucenin v rostlinach. Jednoduché fenolické slouceniny jsou soucasti
rostlin, autofi zmifluji hlavné kyselinu benzoovou, skoficovou, kumarovou a flavonoidy. Pro
stanoveni fenolickych slouc¢enin pouzili HPLC, GC nebo jejich spojeni s MS, to jsou dvé
hlavni metody pro kvantifikaci fenolickych sloucenin. HPLC je preferovanou metodou v
dnesni dob& pro separaci a kvantifikaci fenolickych slou¢enin®®. Analyzu pomoci HPLC
samoziejm¢ ovliviiuji nékteré faktory, mezi n€ patii sloZzeni mobilnich fazi, typy kolon,
detektor'.

Autofi'” pouzili jako hlavni mobilni faze roztok acetonitrilu, metanolu u HPLC pro
stanoveni fenolickych kyselin. V nékterych piipadech pouzili etanol a tetrahydrofuran (THF).
Je také doporucena hodnota pH mobilnich fazi, je urena mezi 2-4, kysel¢ pH se musi
udrzovat kvili zabranéni ionizace fenolickych kyselin béhem jejich identifikace. Proto vodné
okyselen¢ roztoky obsahuji hlavné kyselinu octovou. Autor vSak zminuje pouziti 1 kyseliny

s « . 14,15
mravendi a fosforecné ™

. Gradientova eluce je vice pouzivana neZ isokraticka. Cas analyzy
u HPLC je dalS$im faktorem ovliviiyjici detekci fenolickych kyselin a mze mit rozsah od 10
minut do 150 minut. Rogerro ef al.'® vyzdvihuje vysokou produktivitu vysledkd, kdyz se
analyza dlouho drzi pfi konstantni teploté.

Autofi'? shrnuji ve svoji praci mozné zdroje ziskani fenolickych kyselin a jejich
stanoveni v rostlinach, jejich vliv na lidsky organismus a nejvétsi soucasti jsou pouzité
metody. Biologie fenolickych latek vede fadu vyzkumil k objeveni, zméndm a upotiebeni

metod pro extrakei, separaci a stanoveni téchto sloucenin z ptirodnich zdroji. Tyto metody

musi byt jednoduché, rychlé, neskodné Zivotnimu prostfedi a komplexni.

Yong-Jiang Xu, Kenn Foubert, Liene Dhooghe'’ zkoumali rod Rubiaceae pomoci
UPLC-MS a HPLC-SPE-NMR. Tyto rostliny maji dobry ucinek na malarii, jak ukdzali uz

predchozi studie. Autofi se v zavéru take priklani k pouziti UPLC.

DalSimi autory, ktefi pouzili ke stanoveni fenolickych slouc¢enin UPLC jsou Nessana
Dartora ef al.'® , zamé&fili se ve své praci na aj Maté, ktery je oblibenym napojem v mnoha
statech. Zkoumali jak C€aj péstovat a co v rastu ovliviluje koncentraci fenolickych sloucenin v

¢aji. Pro analyzu pouzili UPLC, které razantné snizilo ¢as analyzy, stanoveni jedné celkové



analyzy trvalo 3 minuty. Analyza pomoci HPLC byla u tohoto ¢aje jiz provedena v diive, ale

celkovy cas trval déle.

Mehmet Gumustas ef al. ' ve své praci popisuje rozdily mezi UPLC a HPLC ve
spojeni s analyzou lé¢iv. HPLC 1 UPLC jsou metody schopné separovat jednotlivé slozky ve
vzorku. Autor tvrdi, Ze UPLC je specialni HPLC.

Hlavni omezeni HPLC je Spatnd ucinnost této metody oproti ostatnim. Nizka diftze
mobilni faze vnesend do pomalé diftize stacionarni faze ma za nasledek velmi dlouhy cas
celkové analyzy. Postupem c¢asu dochazi k vyvoji, ale zaroven upadani HPLC, protoze je k
analyzam potfebny kratSi Cas. Pouziti kolony s mens$imi ¢asticemi u UPLC ma vliv na
vysokou citlivost a ti¢innost separace, na tvar pikli a hlavné moznost pracovat s vy$simi tlaky.
UPLC miize dosahnout dvakrat vétsiho tlaku nez HPLC?'. Autor*® upfednostiiuje UPLC diky
krat$i dob& analyzy a vySsi citlivosti zdznamu. Nastiik vzorku je desetkrat rychlej$i nez u
HPLC, tvary pikd jsou lepsi, obecné cely chromatogram. Autor’' zmifiuje jedinou nevyhodu,

a tou je cena UPLC.

2.4. Fenolové kyseliny a jejich zakladni charakteristika

Slouceniny fenolického charakteru se mohou vyskytovat samostatn¢, ale vétSinou
spolecné 1 s dalSimi fenolickymi latkami. Pfevazn¢ jsou obsazeny v rostlindch. Jde o
organické latky. Jsou charakterizovany piitomnosti minimalné jednoho aromatického cyklu
s jednou nebo vice hydroxylovych skupin. Nékteré z jejich hydroxylovych skupin se bézné
oxiduji, vaZzou methylovou skupinu nebo se spojuji do cukrt, karboxylovych kyselin.
Fenolické slouceniny jsou pfitomny v biosyntéze zvifecich pigmentd, v struktuie rostlinnych
bun¢k. Nékteré fenolické slouceniny se dokazou redukovat na alkoholy, aldehydy, alkany
nebo alkeny a jsou soucasti kvétinovych vytazkd, ovocnych a zeleninovych pacht a chuti.
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Maji 1é¢ivé ucinky, antioxidacni, plisobi proti rakoving™ .

2.4.1.Kyselina skoricova

Biosyntéza kyseliny skoficové zahrnuje mnoho chemickych reakci. Pivodni
slouceninou pro biosyntézu kyseliny skoficové je amino kyselina fenylalanin. VSechny

rostliny maji schopnost pfeménit fenylalanin na kyselinu skoficovou. Dale je pak zndma



pfeména tyrosinu na 4-hydroxyskoticovou kyselinu, trivialnim ndzvem p-kumarovou. Ta je
ale velice omezena, protoze kyselina 4-hydroxyskoficovd se soustfedi v rostlindch rodu
Poaceae. Rostliny rodu Poaceae zahrnuji cukrovou titinu, bambus, ceredlie a rakos. Existuji
vSak dalSi kyseliny, které maji spolecnou kyselinu skoficovou jako ziklad. Jde o 3.4-
dihydroxyskoficovou kyselinu, trividlnim nazvem kyselina sinapova, 4-hydroxy-3-
metoxyskoficova kyselina, trividlnim nazvem kyselina ferulova. Tyto odvozené kyseliny

mohou byt ziskany napiiklad hydroxylaci a metylaci®'.

2.4.2Kyselina benzoova

Kyselina benzoova a od ni odvozené kyseliny jsou produkovany z fenylalaninu
mikroorganismy a vy$Simi houbami. Jde o bil¢, krystalické latky. Kyselina benzoova je sama
0 sob¢ nejjednodussi aromaticka kyselina. Od kyseliny benzoové jsou odvozeny 4-hydroxy-
3,5-dimetoxybenzoovd  kyselina, trividlnim nazvem kyselina swingova, 3.,4,5-
trihydroxybenzoova kyselina, coz je trividln¢ kyselina gallova, 2,5-dihydroxybenzoova
kyselina, to je kyselina gentisovd. Dal$i 4-hydroxy-3-metoxybenzoova kyselina, kyselina
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vanilova. V téle se odbourava ma kyselinu hippurovou, ktera je vylucovana moci z téla ven™.

2.4.3.Kyselina chlorogenova

Kyselina chlorogenova je hlavni fenolickd sloucenina vyskytujici se v kavé. Malé
mnozstvi se ziskavd z cajovych listkli, kakaovych bobi, jablek, hrusek, brambor a
samoziejm¢ dal§iho ovoce a zeleniny. Kyselina chlorogenova a od ni odvozené kyseliny jsou
velice dulezité pro typickou chut’ kavy a maji zdravi prosp€sné ucinky, naptiklad antioxidacni,
hypoglykemické, imunitni. Obsah kyseliny chlorogenové a jejich derivatl zavisi na typu
kavovych zrn. B€hem prazeni kavy se kyselina chlorogenova odbourava. Hlavni slouc¢eninou

pro biosyntézu kyseliny chlorogenové jsou feruloylchininova, 4-hydroxykumarova kyselina®'.

2.4.4.Kyselina kavova

Kyselina kavova a jeji derivaty se rozmanit¢ vyskytuji v ovoci, bylindch a jsou
dilezité pro jejich antioxidacni vlastnosti a pouzivaji se jako dopln¢k stravy. Jeji ester

kyselina rozmarynova jsou znamy v rodu Lamiaceae a Boraginaceae, které se vyuzivaji



v I€katstvi a kuchyni. Pfikladem je rozmaryn, oregdno, Salvéj, tymian. Objevuji se také

v nizsich rostlinach jako jsou kapradorosty*'.

2.5.HPLC a fenolové slouceniny

O fenolovych slouceninach je vSeobecné znamo, ze se vyskytuji ve vSech rostlinach.
Zahrnuji fenoly, kyselinu benzoovou, kyselinu skoficovou, kumariny a naptiklad flavonoidy.
Hlavni metodou ziskani fenolickych sloucenin je extrakce organickym rozpoustédlem. Pouziti
spektrofotometrie a chromatografie ndm slouzi ke stanoveni mnoZzstvi a identifikovani
fenolové slouGeniny, tvrdi ve své praci Ali Khoddami er al*. Rostliny jsou velmi bohaté na
fenolické slouceniny, jejich molekuly puasobi jako antioxidanty, proti srde¢nim potizim,
snizeni zanétlivosti, nizs$i vyskyt rakoviny a cukrovky. Proto bychom m¢li do nasi stravy
zahrnout vice ovoce, zeleniny a luSténin.

Zakladni strukturou fenolickych sloucenin je aromaticky cyklus spojeny s nejméné
jednou hydroxylovou skupinou. Fenolické kyseliny jsou zrostlin ziskavany jako estery,
amidy, glykosidy a mén¢ Castéji ve volné podobé. Fenolickych kyselin je celd fada, jedna od
druhé jsou odliSeny poctem a umisténim hydroxy skupiny na aromatickém jadre. Jsou vSak
rozdéleny na dvé hlavni skupiny, na kyseliny hydroxybenzoové a kyseliny hydroxyskotficové.
Mezi derivaty kyseliny skoficové patii kyselina ferulova, kavova, p-kumarova, sinapova. A
mezi derivaty kyseliny benzoové zahrnujeme kyselinu galovou, vanilovou a syringovou.
jednotlivych kyselin pak mtize byt nasledné pouzita GC, HPLC. V nasi stravé jsou hlavnimi
zdroji fenolickych sloucenin lusténiny, cerealie, ovoce, zelenina, kava, éaj26.

Volbu metody ke stanoveni fenolickych sloucenin ovliviiuje nékolik parametri,
napiiklad matrice vzorku, struktura molekuly, polarita, koncentrace a pocet aromatickych
jader a hydroxy skupin. Je velice tézké vybrat jednu metodu pro celou skalu fenolickych
slougenin u tolika druhii rostlin'®*°.

Rostlinné vzorky musi byt vysuSeny vymrazovanim, susenim na vzduchu nebo v peci.
Tento autor” tvrdi, Ze extrakce je mnohem u&inn&jsi pii vysouseni vzorku vzduchem ve stinu
nez pii vysouseni vzorku v peci. Vysusené vzorky jsou rozemlety, oproti tomu kapalné vzorky
jsou rozdéleny centrifugaci, filtraci. Procesy zbavovani tukti jsou pfitomné pokud ma rostlina

ve struktufe obsazeny lipid. Zbavovani tuki popsal p.Weidner. Autor Ali Khoddami® dale



popisuje postup extrakce. Mzeme pouzit organické nebo anorganické rozpoustédlo. Extrakci
ovlivituje mnoho parametrti, naptiklad teplota, ¢as vyextrahovani. Vybér rozpoustédla je také
velmi dulezity, ovliviiuje vytézek celé extrakce. Autor popisuje, ze vyborného vytézku se
dosadhne pfi extrakcei listu ¢iroku pomoci vody a na druhé strané k extrakci pseni¢nych otrub
je potieba 80% etanol. Nejvétsich vytézku extrakce se dosahlo pii extrahovani vinné révy,
slune¢nicového Srotu uzitim metanolu a 80% acetonu. Tyto rozdily mohou pfispét k poznéni a
volbé daného rozpoustédla. Dilezitymi parametry jsou také Cas a teplota. ZvySovani teploty a
Zasu se vétdinou zvysuje i rozpustnost latek, u fenolickych sloudenin to viak neplati®.
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Naczk et al.”" tika, ze na extrakci olejovitych rostlin sta¢i pouze dvé minuty pfi

pokojové teplot€.

Co se tyka urceni mnozstvi fenolickych slou€enin, nejzndméj$Simi metodami jsou
HPLC, GC a mohou byt v kombinaci s hmotnostnim spektrometrem®. Separaci pomoci
HPLC ovliviiuje &istota daného vzorku, mobilni faze, typ pouzité kolony a detektor. Autor**
uvadi, ze Cisté separované latky pomoci HPLC byly separovany na kolon¢ C18 a detekovany
byly pomoci detektoru s diodovym polem. Byly pouzity polarni organickd rozpoustédla
kyselého charakteru. Autor pouzival tedy kolonu C18 Bondapak (300 mm x 3,9 mm ID x
Sum)/PDA. Jako rozpoustédlo pouzil pomér vody : metanolu : kyseliny octové (85:14:1),

pritok 1 ml/min. separace prob&hla béhem 45 minut a byla provedena z extraktu mangosteny.

Jako dalii piiklad autor’ uvadi extrakci jablka a identifikoval kyselinu galovou a
chlorogenovou. Pouzita byla opét kolona C18 (250mm x 4,6mm ID x 4um)/PDA.

Jako posledni piiklad uvedu extrakci zitného zrna a separovaly ho na kolon¢ Inertsil
ODS-3 (150mm x 4mm ID x 3um)/PDA. Takto byla separovéana kyselina sinapovd, vanilova,

nerulova, kdvova, p-kumarova a p-hydroxybenzoova.

Jako nejcastdji pouzivané mobilni faze autor’® zmifiuje metanol, acetonitril. Také 2-
propanol nebo etanol. Dillezity poznatek je ohledné pH mobilnich fazi, melo by se pohybovat
mezi 2-4. Mezi vodni okyselené mobilni fize patii kyselina octova a mravenéi. Cast&ji

vyuzivana je gradientova eluce.



Vybér kolony je také dualezitou soucasti nastaveni optimalnich podminek separace.
Jsou uvedeny C18, reverzibilni C18 o délce 10-30 cm, 3,9-4,6 mm ID, 3-10um velikosti
¢astic sorbentu uvniti kolony. Jsou zminény i nové kolony o rozmérech 3-25 cm, 1-4,6 mm
ID, 1,7-10 pm velikosti ¢astic sorbentu. Ty jsou vSak uzivany novou metodou kapalinové
chromatografie, a to UPLC. Fenolové slouceniny jsou detekovany nejéastéji PDA a UV-VIS

pii vlnové délce 190-380 nm.

Zavérem se uvadi, Ze v uvedenych potravinach jako ceredlie, ovoce, zelenina, ¢aj atd.
jsou obsazeny fenolické sloudeniny a maji pozitivni vliv na zdravi ¢lovéka®. Pro ziskani
téchto sloucCenin je potieba zjistit idedlni podminky pro extrakci a naslednou identifikaci
téchto latek. Tyto zvolené metody nesmi byt v rozporu se Zivotnim prostiedim, musi byt

ekonomicky vyhodné a rychlé'®

Maria Elena Cartera et al.’® pise ve svém &lanku o fenolickych sloudeninach jako o
velmi rozsifené skupiné latek vyskytujicich se v rostlinné isi. Dle jejich struktury se rozdé€luji
do mnoha skupin. Maji obrannou funkci na rakovinu a srde¢ni onemocnéni diky svym

antioxida¢nim vlastnostem. Autofi se zaméfili hlavn€ na brukvovité rostliny.

Hydroxyskoticova kyselina a jeji derivaty jsou charakterizovany strukturou C3-C6.
Tyto sloueniny se hojné¢ vyskytuji v rostlinach, bud’ volné nebo v bunécné sténé rostlin.
Konkrétné v brukvovitych rostlinach jsou obsazeny p-kumarova, sinapova, nerulova, ¢asto ve
spojeni s dal$i hydroxyskoticovou kyselinou nebo cukrem. Zajimavym poznatkem je studie
Lin C. H. Chang®® . Vybranou potravinou byla brokolice, kterou povafili a zjistili, Ze povareni
zeleniny nema zadny vliv na antioxidac¢ni u€inky. Jina studie tika, Ze jakékoliv zpracovani
zeleniny ovlivituje antioxidaéni G&inky. Studii provedl Sultana e al* na zeli, kvétiku a bilém

tufinu.
2.6.UPLC a fenolové kyseliny

Mauritia Flexulosa je palmovy strom v Jizni Americe v amazonském deStném lese.
Jeho extrakt je soucasti potravy, je uzivan v kosmetice a medicin€. Tento clanek pojednava o

antioxidaénich vlastnostech a charakterizuje jednotlivé fenolové slouceniny, které obsahuje.
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Autor &lanku Hector H.F. Koolen et al.*®

odebral béhem cervna vzorky tfi riznych druht
palmového stromu v Amazonii. Slo o vzorek kmene, listd a zelenych plodi. Vzoky kmene
byly extrahovany hexanem : dichlormethanem (1 : 1). Analyza prob¢hla v kolondch UPLC ve
spojeni tandemu MS/MS, 0,5 g extraktu bylo rozpusténo ve vodé s MeCN (1:1) a pH bylo
pfiblizeno hodnoté 6, a to pomoci 30% NH4OH.

K analyze pomoci UPLC byl pouzit ptistroj WATER ACQUITY Ultraperformance
chromatography systém, vybaven bindrni pumpou. Autor pouzival kolonu od firmy Acquity
UPLC BEH Column (50 mm x 2,1 mm ID, 1,7 um velikost ¢astice). Jako mobilni fazi A uzil

vodu a jako mobilni fazi B pouZil acetonitril. Tento ¢lanek nepojednava piimo o fenolickych

kyselinach, ale z fenolovych slougenin si vybral flavonoidy, antokyaniny. *°.

V dal$im &lanku se autor Mohamed A. Farag et al.*' zmifiuje o kompletnim sloZeni
polyfenolt v brukvovitych rostlindch. Brukvovité rostliny zahrnuji naptiklad fepku a dalsi
olejovité rostliny. Repka olejka je velmi dilezitym produktem pro vyrobu oleje, ktery je
charakteristicky nizkym obsahem nasycenych mastnych kyselin. Soucasné studie dokazali, Zze
pro charakterizaci a identifikaci fenolovych sloucenin v rostlindch je vhodnou metodou
HPLC, pro detekci detektor s diodovym polem. Ve srovnani s UPLC je ale metodou méné
vyhodnou. Piky jsou ostiejsi, vyssi citlivost, mensi spotieba roztoki.

Vzorek brukvovité rostliny byl odebran z vyzkumné zemédé€lské farmy v Egypté.
Rostliny byly sklizeny v dubnu az kvétnu.

Fenolové slouceniny byly charakterizovany jejich UV-VIS spektrem pii vinovych
délkach 220-600 nm. Fenolové kyseliny jsou ve strukturach spojovany s cukry nebo
organickymi kyselinami. Pfitomnost fenolovych kyselin pfispiva k typické chuti a vuni
fepkového Srotu. V této studii byly identifikovany tfi kyseliny hydroxyskoticové, a to kyselina
sinapova, kyselina ferulovd a ester kyseliny jablecné. Zavérem autor uvedl, Ze podminky
separace na UPLC mohou byt pouZity pro separaci dalSich fenolovych sloucenin v rostlinné

st
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3.Experimentalni ¢ast
3.1 Pomicky a chemikalie

Pracovala jsem s kyselinou mravenci 95%, kyselinou octovou 99%, acetonitrilem a
metanolem. Chemikalie jsou od firmy The Geyer, Im Wesertal 11, 37671 Hoxter, Némecko.
Mobilni faze byla tvofena 2% kyselinou mravenci, 2% kyselinou octovou, methanolem a

acetonitrilem.

Ke své praci jsem pouzila Waters Acquity UPLC System - Waters Corporation 34
Maple Street, Milford, MA 01757; PDA detektor ( 200 — 500 nm), od firmy Elma, ultrazvuk
Elmasonic S 40H, Kolpingstr. 1-7, 78224 Singen, Germany a analytick¢é vahy Millipore
Toledo, 0,1 mg; Mettler-Toledo s.r.o0., Tiebohosticka 2283/2, 100 00 Praha 10.

Pracovala jsem se dvéma typy kolon. Pro HPLC system jsem pouZivala kolonu oktadecilovou
od firmy Agilent Technologies, Zorbas Eclipse XDB — C18, Narrow Bore — 2,1 x 150 mm, 5 —
Micron a kolonu fenylovou, take od firmy Agilent Technologies, ZORBAX Eclipse XDB —
Phenyl, Narrow — Bore 2,1 x 150 mm, 5 — Micron. Pro UPLC system jsem pouzivala také dvé
kolony. Tyto kolony byly od firmy Acquity Ultra Performance, kolona oktadecilova Acquity
UPLC BEH C18 1,7 pum; 2,1 x 100 mm Column a kolona fenylova, také od firmy Acquity
Ultra Performance, UPLC BEH Phenyl 1,7 um; 2,1 x 100 mm Column.

3.2 Piiprava vzorku

Prvni casti byla piiprava standardi fenolovych kyselin. Standardy byly piipraveny
semi-preparativni kapalinovou chromatografii z rostlinnych extrakti. Cistota standard je vyssi
nez 98%, ovéfeno pomoci hmotnostni spektrometrie. Navazka standardy byla Img,
rozpousténa v Iml MeOH a doplnéna 2% kyselinou octovou nebo 2% kyselinou mravenc¢i do
objemu 10 ml. VSechny vzorky byly filtrovany ptes teflonovy mikrofiltr PTFE 0,45 ul do
vialek o objemu 1 ml od firmy Phenomenex. Fenolovych kyselin bylo vybrano celkem 10, a

to na zéklad¢ ptredpokladaného vyskytu v zelenych ¢ajich, kterymi jsem se ve své praci v
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zaveru zabyvala. Méfené vzorky byly piipraveny piidavkem 10 pl dané fenolové kyseliny a
doplnény do 1 ml 2% kyselinou octovou nebo 2% kyselinou mravenci. Pokud jsem méla jako
mobilni f4zi kyselinu octovou, pouzila jsem ji i1 jako rozpoustédlo. Takto bylo vytvoreno deset
vzorkll a nakonec smés téchto kyselin. Ve vialce tedy bylo obsazeno 10 pl od kazdé kyseliny
a 900 pl kyseliny octové nebo mravenci. V tabulce 1 jsou uvedeny presné navazky standard

fenolovych kyselin a mnozstvi MeOH, ve kterém se rozpoustély.

nazev kyseliny navazka objem MeOH
kyselina gallova 0,00142 g 1420 pl
kyselina
chlorogenova 0,00117 ¢ 170l
kyselina 0,00137 g 1370 ul
gentisova
kyselina p-
KUmarové 0,00142 g 1420 ul
kyselina ferullova 0,00105 g 1050 pl
kyselina kavova 0,00105 g 1050 pl
kyselina
vanillova 0,00141 g 1410 pl
kyselina
: . 0,00136 g 1360 pl
syringova
kyselina
skoficova 0,00134 g 1340 pl
kyselina 3-
hydroxyskoticova 0,00140 g 1400 pl

Tabulka 1: Navazky fenolovych Kkyselin

V zavéru prace byly pfipraveny méfené vzorky z extrakce zelenych caji. Bylo
vybrano pét zelenych ¢ajii z péti riznych zemi. U kazdého byla provedena extrakce horkou
vodou (destilovanou) dle postupu piipravy daného ¢aje. Ctyfi z nich se mély zalit horkou
vodou v rozmezi 70 — 80 °C, nechat louhovat 2 — 3 minuty. Davkovani bylo na 1,5 dcl dat
jednu ¢ajovou 1zicku. Paty ¢aj se pfipravoval trochu jinym zplsobem, davkovani bylo stejné,
ale zalit se m¢l vodou pii 90 °C a louhovat pouze 1 minutu. Takto pfipravené extrakty byly

prefiltrovany do vialky ptes teflonovy mikrofiltr 0,45 pm.
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Kvantifikace obsahu fenolovych kyselin v zelenych cajich se provadéla na kyselinu
vanillovou. Ve své praci jsem pracovala na kalibraci kyseliny vanillové. Koncentrace byly
nasledujici: 0,5 mg/l; 2 mg/l; 10 mg/l; 25 mg/l; 50 mg/l. Pro koncentraci 0,5 mg/l jsem do
vzorku dala 5 pl standard kyseliny vanillové a 495 ul 2% kyseliny octové. Pro koncentraci 2
mg/l jsem piidala 20 pl standardy kyselin vanillové a 480 pl 2% kyseliny octové, pro
koncentraci 10 mg/l jsem piidala 100 pl standardy a 400 pl kyseliny octové, pro koncentraci
25 mg/l jsem dala 250 pl standardy a 250 pl kyseliny octové a nakonce pro 50 mg/l jsem dala
25 pl a 475 pl kyseliny octové. Vzorek jsem opét prefiltrovala pies mikrofiltr PTFE 0,45 pl.

V tabulce 2 uvadim jesté jednou vzorky s danou koncentraci kyseliny vanillové.

Piidany objem
koncentrace kyseliny
vanillové
0,5 mg/l Sul
2 mg/l 20 ul
10 mg/1 100 pl
25 mg/l 250 pl
50 mg/1 25 ul

Tabulka 2: Priprava vzorki na kalibraci kyseliny vanillové

3.3 Vysledky a diskuse

3.3.1 Optimalni podminky separace fenolovych kyselin (HPLC)

Hledani optimalnich podminek separace fenolovych kyselin probihalo ve Ctyfech
fazich. Separace fenolovych kyselin byla vyzkouSena na dvou kolonach o stejnych
parametrech. Prvni kritérium selektivity tedy pfedstavuje stacionarni faze kolony. DalSim
kritériem je slozeni mobilnich fazi, pracovala jsem s kyselinou octovou, mravenci, s
metanolem a acetonitrilem. Poslednim dillezitym bodem byla optimalizace teploty na koloné
pro separaci fenolovych kyselin. Prvni €asti bylo pouziti béZné standardni oktadecilové
kolony pii slozeni mobilni faze 2% kyseliny octové a acetonitrilu. Teplota na koloné€ byla 25
°C. Pro separaci byla zvolena gradientova eluce, kterd se samoziejmé taky béhem mé prace
optimalizovala. Pracovalo se v kyselém prostfedi, protoze fenolové kyseliny jsou obecné pfi

niz§im pH nedisociované a tudiz maji vyssi retenci na reverzni fazi a rovnéz tedy 1 vyssi
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potencial pro uspéSnou separaci. Vychozi podminky byly pouzity na zékladé¢ védeckych
¢lanku jinych autort, které cituji ve své praci. Tito autofi pouzili mobilni faze o sloZeni

methanol, acetonitril a jednoduché organické kyseliny, mravenci a octovou.

3.3.1.1 Optimalizace HPLC, oktadecilova stacionarni faze, kyselina octova, acetonitril

Mobilni faze A 2% CH3;COOH
Mobilni faze B ACN

Cas analyzy 15 min
Tlak na koloné 350 bar
Teplota kolony 25°C

Tabulka 3: Podminky analyzy

cas pratok A% B%
zacatek 0,250 ml 90 10
11.minuta 0,250 ml 70 30
12.minuta 0,250 ml 5 95
13.minuta 0,250 ml 95 5
15.minuta 0,250 ml 95 5

Tabulka 4: Gradientova eluce
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chlorogenic, coumaric, caffeic, gallic, gensitic, felluric, cinnamic 3-hydroxycinnamic, syringi, vanillic
nova_smes_standardu_21_12_12_02
13.01

1.06 11.63
et

AU

Obrazek 1: Chromatogram smési fenolovych kyselin

Za téchto pocatecnich podminek optimalizace, které byly prevzaty z publikace, je
celkové rozliSeni separovanych piki je rovno a vétsi nez 0,61. Problémem byl nedostatecny
¢as anylyzy. Kyselina s reten¢nim ¢asem 13,01 min se nestacila separovat, je mimo separacni
okno, které v tomto piipad¢ konsi ve dvanacté minuté. Proto se nastavil delsi Cas analyzy, a to
dvacet minut a upravila se gradientova eluce. Cilem této optimalizace bylo také odseparovani

vSeh deseti standard a jejich nasledna identifikace.

Mobilni faze A 2% CH3COOH
Mobilni faze B ACN

Cas analyzy 20 min
Tlak na koloné 350 bar
Teplota kolony 25°C

Tabulka 5: Podminky analyzy
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cas pritok A% B%
zacatek 0,250 ml 92 8
10.minuta 0,250 ml 76 24
12.minuta 0,250 ml 50 50
16.minuta 0,250 ml 50 50
17.minuta 0,250 ml 5 95

18.minuta 0,250 ml 92 8

Tabulka 6: Gradientova eluce

chlorogenic, coumaric, caffeic, gallic, gensitic, felluric, cinnamic 3-hydroxycinnamic, syringi, vanillic acid, 10 mg |
nove_smes standardu_ 21 12 1204

TET
2.0e+1

1.5e+14 o
988 1007

1.08+1 . 1220

5.0 135,

Al

Obrazek 2: Chromatogram smési fenolovych kyselin

Na chromatogramu lze vidét uplné jiny vysledek nez v ptedchozi analyze. Separace je
viditeln¢ leps$i, chromatografické piky s reten¢nim ¢asem 7,67 min a 7,90 min maji rozliSeni
vetsi a rovno 1,51. Neseparuje se vSech deset kyselin obsaZzenych ve smési. Tato gradientova
eluce i ¢as anylyzy bude vhodnéjsi nez predchozi nastaveni podminek. Za dané teploty bylo v
systému ACN — kyselina octova dosazeno nejlepsi separace, pro dalsi vylepseni selektivity
jsem se pokusila zménou teploty kolony. Takze u dal§i analyzy ziistala gradientova eluce

stejna, ale zménila se teplota kolony z 25 °C na 32 °C.
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Mobilni faze A 2% CH3;COOH
Mobilni faze B ACN

Cas analyzy 20 min
Tlak na koloné 350 bar
Teplota kolony 32°C

Tabulka 7: Podminky analyzy

chlorogenic, coumaric, caffeic, gallic, gensitic, felluric, cinnamic 3-hydroxycinnamic, syringi, vanillic acid, 10 mg_|
nova_smes_standardu_21_12 12 07
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Obriazek 3: Chromatogram smési fenolovych kyselin pfi prvni zméné podminek separace

Z dtvodu pozitivniho vlivu vyssi teploty kolony na vyslednou separaci byla testovana

5.0
2 ]
z
0.0
-504
-1.0e+14
1 teplota 40 °C.

Mobilni faze A 2% CH3;COOH
Mobilni faze B ACN

Cas analyzy 20 min
Tlak na koloné 350 bar
Teplota kolony 40 °C

Tabulka 8: Podminky analyzy



:hlorogenic, coumaric, caffeic, gallic, gensitic, felluric, cinnamic 3-hydroxycinnamic, syringi, vanillic acid, 10 mg_|
nova_smes_standardu_21_12_12_08

12.91
1.5e+14

1.0e+1

5.0

6.91

1.78 798 851
o

T —T T
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
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12.00 14.00 16.00

Obriazek 4: Chromatogram smési fenolovych kyselin pii zméné teploty

Chromatogram na obrazku 4 poskytl nejlepsi separaci s rozliSenim vys$§im a rovno 1,1
pro piky eluujici se v ¢asech 4,84 min a 5 min.
Pti teploté 40 °C na kolon¢ bylo dosazeno separace pikii v rozmezi paté az Sesté

minuty téméf az na zékladni linii. V piedchozich chromatogramech neni tato separace patrna.

532

4.04

Obrazek 5: Separace pikii v rozmezi ¢tvrté az Sesté minuty pii teploté 32 °C
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Obrazek 6: Separace piki v rozmezi ¢tvrté aZ Sesté minuty pii teploté 40 °C

Optimalni podminky separace pro HPLC jsou pfi teploté 40 °C, ¢as analyzy 20 minut,
gradientova eluce pii zacatku 92% A a 8% B, v desaté minuté zména, mobilni faze A 76% a B
24%, v dvanacté minuté A 50% a B 50%, v Sestnacté minuté stejné slozeni mobilnich fazi, v
sedmnacté minuté 5% A a 95% B a posledni zména probéhla v osmnacté minuté, kdy faze A

byla 92% a B 8%. Slozeni mobilnich je fazi kyselina octova 2% a acetonitril.

3.3.1.2 Identifikace standardi fenolovych kyselin

Za téchto podminek separace byla provedena identifikaci standardi fenolovych
kyselin. Pfi stanoveni jednotlivych kyselin byla pouzita metoda spikovani, kdy se ke smési
kyselin pridd definovany piidavek jedné kyseliny, coz se projevi na plose piku v
chromatogramu. Od této metody bylo upusténo z ditvodu pfili§ dlouhé a slozité ptiprave
vzorkd. Rozhodla jsem se tedy analyzovat vzorek, ktery se sklddal vzdy z 990 pl kyseliny
octové 2% a 10 pl dané fenolové kyseliny. Podminky analyzy byly stejné jako v poslednim
méteni, kdy byly urceny jako optimalni pro separaci fenolovych kyselin. V tabulce 9 jsou
uvedeny vSechny reten¢ni Casy fenolovych kyselin. Vzorek s kyselinou vanillovou byl vzdy

analyzovan dvakrat pro srovnani, smérodatnd odchylka jejiho reten¢niho ¢asu je 0,005 min.
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. . « :x absorp¢ni absorpéni
nazev kyseliny | retenecni ¢as maximum maximum 2
kyselina gallova 1,73 min 271 nm 230 nm
kyselina 3,54 min 326 nm 236 nm
chlorogenova

kyselina 4,17 min 234 nm 326 nm
gentisova

kyselina kavova 4,66 min 324 nm 240 nm
kyselina 4,82 min 261 nm 293 nm
vanillova
ky§ ehna’ 5,13 min 275 nm 229 nm
syringova

kyselina p,- 6,61 min 309 nm 235 nm

kumarova
kyselina ferullova 7,74 min 323 nm 243 nm
kyselina 3- | ¢ 53 11in 278 nm 237 nm
hydroxyskoticova
kyselina 12,84 min 276 nm
skoficova

Tabulka 9: Retencni ¢asy na oktadecilové koloné

3.3.1.3 Optimalizace HPLC, fenylova stacionarni faze, kyselina octova, acetonitril

Dalsi c¢asti hledani optimalnich podminek separace fenolovych kyselin je zdména
oktadecilové kolony za fenylovou. Selektivita fenylovych kolon je vysvétlovana casto vazbou
7 — n ve fenylovém cyklu. Jsou vhodné pro vysoce polarni slouc¢eniny a rozsah pH v rozmezi

2 — 8. Gradientova eluce, sloZeni mobilnich fazi 1 teplota kolony je stale stejna.
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Mobilni faze A 2% CH3;COOH
Mobilni taze B ACN

Cas analyzy 20 min
Tlak na koloné 350 bar
Teplota kolony 40 °C

Tabulka 10: Podminky analyzy

. . « :x absorp¢ni absorp¢ni
nazev kyseliny | retenecni Cas . .
maximum maximum 2
kyselina gallova 2 min 271 nm 230 nm
kyselina . 3,89 min 326 nm 236 nm
chlorogenova
kys§11na, 4,09 min 235 nm 326 nm
gentisova
kyselina kavova 4,74 min 324 nm 240 nm
kyselina 4,80 min 261 nm 293 nm
vanillova
ky.s ehna’ 5,37 min 275 nm 229 nm
syringova
kysclina p,- 6,73 min 309 nm 235 nm
kumarova
kyselina ferullova 7,75 min 323 nm 243 nm
kyselina3- 5 79 1in 278 nm 237 nm
hydroxyskoticova
kyselina 12,37 min 277 nm
skoficova

Tabulka 11: Retenéni ¢asy kyselin na fenylové koloné
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10uL_chlorgenic_990ulL _octova

phenolic_acig” phenyl_chlorgenic_14 01 13 20
3.54 1.89
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Obrizek 7: Separace kyseliny chlorgenové na fenylové a oktadecilové koloné

:hlorogenic, coumaric, caffeic, gallic, gensitic, felluric aci, 10 mg_|
smes_standragu_C18_14_01_13_01
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Obrazek 8: Chromatogram - oktadecilova kolona
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chlorogenic, coumaric, caffeic, gallic, gensitic, felluric aci, 10 mg_|
smes_standratid_phenyl_14_01_13_02

AU

E 7.76

12.36

474 538

AL AL N T T AL AL AL LN B B AL WL L IR WL
-0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00

Obriazek 9: Chromatogram - fenylova kolona

Reten¢ni Casy kyselin nejsou stejné. Neni ani jednozna¢né, ze vSechny kyseliny se
separuji diive nebo pozd€ji nez na koloné oktadecilové. Na obrazku 7. je uvedena
chlorogenova kyselina s reten¢nim ¢as 3,89 min na fenylové kolon¢ a s retenénim ¢asem 3,54
min na oktadecilové koloné. Redukovany retenéni ¢as na fenylové koloné je roven 2,03 a na
oktadecilové koloné je roven 2,04 min. Na obrazku 8. a 9. jsou zobrazeny chromatogramy u
pouziti oktadecilové kolony a fenylové kolony. Na obrazku 8. je kriticky par separace u
fenolovych kyselin s retenénim Casem 8,22 min a 8,47 min., jejich rozliSeni je rovno a vyssi
nez 1,66. Na obrazku 9. je kriticky par separace u fenolovych kyselin s retenénim ¢asem 4,74
min a 4,89 min, jejich rozliSeni je vyssi nebo rovno 2,56. Separace fenolovych kyselin za
podminek pouziti acetonitrilu a kyseliny octové je lepsi v ptipadé fenylové kolony. Vzorek s

kyselinou vanillovou byl opét analyzovan dvakrat, jeji smérodatna odchylka je 0,005.

3.3.1.4 Optimalizace HPLC, oktadecilova stacionarni faze, kyselina mravenci, acetonitril
V této casti byla tedy kyselina octovd nahrazena kyselinou mravenci, také 2%.

Kyselina mravenci je silngjsi kyselina nez octova. Pfi stejném hmotnostnim obsahu bude tedy

mobilni faze kyselejsi. VIiv niz§iho pH je uveden v nasledujicich tabulkach.

24



Mobilni faze A 2% HCOOH
Mobilni taze B ACN
Cas analyzy 20 min
Tlak na koloné 350 bar
Teplota kolony 40 °C

Tabulka 12: Podminky analyzy

nazev kyselin retenecni cas maximalni absorpéni
v KY y vinova délka maximum 2
kyselina gallova 1,73 min 272 nm 230 nm
kyselina 3,54 min 326 nm 236 nm
chlorogenova
kyselina 4,56 min 242 nm 326 nm
gentisova
kyselina kavova 4,78 min 324 nm 240 nm
kyselina 5,08 min 261 nm 293 nm
vanillova
ky.s ehna’ 6,61 min 275 nm 229 nm
syringova
kyselina p- 7,45 min 310 nm 235 nm
kumarova
kyselina ferullova 8,22 min 323 nm 243 nm
kyselina 3- = ¢ 47 i 278 nm 237 nm
hydroxyskoticova
kyselina 12,84 276 nm
skoficova

Tabulka 13: Retencni ¢asy kyselin na oktadecilové koloné

3.3.1.5 Optimalizace HPLC, fenylova stacionarni faze, kyselina mravenci, acetonitril

Ty samé vzorky za stejnych podminek se separovaly na fenylové koloné. V tabulce 14

jsou uvedeny opét retencni Casy fenolovych kyselin.
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nazev Kkyselin reteneéni ¢as maximalni absorpcni
y y vinova délka maximum 2
kyselina gallova 2,01 min 271 nm 230 nm
kyselina 2,82 min 326 nm 236 nm
chlorogenova
kyselina 4 min 234 nm 326 nm
gentisova
kyselina kavova 4,75 min 324 nm 240 nm
kyselina 4,88 min 261 nm 293 nm
vanillova
kyselina 5,45 min 275 nm 229 nm
syringova
kyselina p- 6,72 min 309 nm 235 nm
kumarova
kyselina ferullova 7,78 min 323 nm 243 nm
kysehnaﬁ- , 8,07 min 278 nm 237 nm
hydroxyskoticova
kyselina 12,37 min 276 nm
skoficova

Tabulka 14: Retencni ¢asy na fenylové koloné

10ulL_gensitic_990ulL_mravenci
phenolic_acid_C#B gensitic_14 01_13 25

4.17 4,62
E 156
0.0
501
106t

Obriazek 10: Srovnani gentisové kyseliny za pouziti fenylové a oktadecilové kolony
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chlorogenic, coumaric, caffeic, gallic, gensitic, felluric aci, 10 mg_|
smes_standradu_C18_14_01_13_01 2" Diod

Range: 4

12.84
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100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500

Obrazek 11: Chromatogram - oktadecilova kolona

chlorogenic, coumaric, caffeic, gallic, gensitic, felluric aci, 10 mg_|

smes_standradu_phenyl_14_01_13 04 2 Diode Array
280
1.0e-24 Range: 5.903e-3
8.0e-3
6.0e-3
] 778
2
¢

- -1t line
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Obriazek 12: Chromatogram - fenylova kolona

Rozdily v reten¢nich Casech byly nepatrné. Na obrazku 10. se kyselina gentisova
eluuje v retencnim Case 4,62 min na oktadecilové kolon¢ a na fenylové koloné s reten¢nim
casem 4,17 min. Redukovany retencni Cas na fenylové koloné u kyseliny gentisové je 2,53
min a na oktadecilové kolon¢ je redukovany retencni €as gentisové kyseliny 2,96 min. Na
oktadecilové koloné¢ probéhla separace s rozliSenim vy$$im a rovno 2,45. Kritickym parem
separace je kyselina ferullova s retencnim casem 8,22 min a kyselina 3-hydroxyskoficova s

retencnim Casem 8,47 min. Na fenylové kolon¢ probehla separace s rozliSenim vySSim a
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rovno pouze 1,35. Kritickym parem separace je opct kyselina ferullova s retencnim ¢asem
7,78 min a kyselina 3-hydroxyskoficova s reten¢nim casem 8,07 min. Pouziti kyseliny
mravenc¢i jako mobilni fdze neni tedy vhodné pro separaci fenolovych kyselin na fenylové
kolon¢. Kyselina vanillovd byla opét analyzovana dvakrat. Smérodatnd odchylka kyseliny

vanillové je 0,155.

3.3.2 Optimalni podminky separace fenolovych kyselin (UPLC)

Dalsi faze byla zaméfena na UPLC kolony. Zacalo se s podminkami, které jsem
ptevzala od HPLC a byly pro HPLC optimalni. Cas analyzy jsem zkrétila na 10 minut kvili
vyssi ucinnosti UPLC kolon. Tlak se zvysil na 800 barti z divodu nizsi velikosti castic
stacionarni faze. U HPLC kolon je maximalni moZny tlak 400 bar. VSichni autofi, které jsem
ve své praci citovala se piiklané€li na stranu UPLC. UPLC je sice drazsi metoda, ale mnohem
ucingjsi a citlivéjsi jako HPLC, ma uzsi tvary piki, Setfi mnozstvi mobilnich fazi. Takze i1 z

ekonomickych divodl je UPLC vyhodné;jsi.

3.3.2.1 Optimalizace UPLC, oktadecilova stacionarni faze, kyselina octova, acetonitril

Hledani optimalnich podminek jsem zacala s podminakmi, které byly optimalni pro

HPLC.

cas pratok A% B%
zacatek 0,250 ml 92 8
5.minuta 0,250 ml 76 24
6.minuta 0,250 ml 50 50
8.minuta 0,250 ml 50 50
8,5.minuta 0,250 ml 5 95
9.minuta 0,250 ml 92 8

Tabulka 15: Gradientova eluce
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Mobilni faze A 2% CH3;COOH
Mobilni taze B ACN

Cas analyzy 10 min
Tlak na koloné 800 bar
Teplota kolony 40 °C

Tabulka 16: Podminky analyzy UPLC

. . « :x absorp¢ni absorp¢ni
nazev kyseliny | retenecni Cas . .
maximum maximum 2
kyselina gallova 1,45 min 271 nm 230 nm
kyselina . 2,91 min 325 nm 236 nm
chlorogenova
kys§11na, 3,61 min 237 nm 326 nm
gentisova
kyselina kavova 3,74 min 323 nm 240 nm
kyselina 4,85 min 260 nm 293 nm
vanillova
ky.s ehna’ 4,93 min 274 nm 229 nm
syringova
kyselina p,- 4,89 min 309 nm 235 nm
kumarova
kyselina ferullova 5,47 min 323 nm 243 nm
kyselina3- 5 75 i 278 nm 237 nm
hydroxyskoticova
kyselina 7,25 min 277 nm
skoficova

Tabulka 17: Retencni ¢asy na oktadecilové koloné (UPLC)

Retencni Casy fenolovych kyselin se podstatné posunuly, a to diky menSimu cCasu
analyzy, vy$§imu tlaku na kolon¢. UPLC m4 hodné vyhod oproti HPLC. Pfechodem na UPLC

systém doSlo k vyznamnému zkraceni doby analyzy, zlepSeni rozliSeni.
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chlorogenic, coumaric, caffeic, gallic, gensitic, felluric aci, 10 mg_|, octova_ACN

smes_standradu_C18_UPLC_ACN_16_01_13_01 2: Diode Array
280
] Range: 8.846e-3
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Obrazek 13: Chromatogram - oktadecilova kolona, ACN, kyselina octova, 40 °C, UPLC

chlorogenic, coumaric, caffeic, gallic, gensitic, felluric aci, 10 mg_|
smes_standradu_C18_14 01_13 01 2. Diode
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Obrazek 14: Chromatogram - oktadecilova kolona, ACN, kyselina octova, 40 °C, HPLC

Na obrazku 13. a 14. jsou uvedeny chromatogramy, které jsou ziskdny za stejnych
podminek separace, ale s rozdilem pouzité metody. Pii pouziti UPLC metody se vSechny
fenolové kyseliny eluuji dfive nez pti metodé HPLC, to je samoziejmé zptisobeno i zkracenim

Casu analyzy. Na prvni pohled jsou lepsi tvary pikt pii pouziti UPLC metody a viditelna je i
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lepsi separace. Na HPLC kolon€ probéhla separace s rozliSenim vétsim nebo rovno 2,35;
jednalo se o kriticky par kyselinu gentisovou s retenénim ¢asem 4,56 min a kyselinu kavovou
s reten¢nim casem 4,78 min. RozliSeni u UPLC kolony je vétsi nebo rovno 3,28 a to opét u
kritického paru separace kyseliny gentisové s retenénim ¢asem 3,61 min a kyseliny kavové s
retenci 3,74 min. Lepsi separace se tedy dosahlo pti pouziti oktadecilové UPLC kolony nez
oktadecilové HPLC kolony. Vse bylo dosahnuto za stejnych pritokt, a to v obou piipadech,
takZe pouziti UPLC kolony je z ekonomického hlediska vyhodnéjsi kvili tispofe mobilni faze,

protoze analyza trva kratsi dobu.

3.3.2.2 Optimalizace UPLC, fenylova stacionarni faze, kyselina octova, acetonitril

U HPLC metody byly optimalni podminky separace fenolovych kyselin pfi pouziti
oktadecilové kolony, u UPLC jsem se stejnymi podminkami zacala a pro srovndni a ovéfeni,
zda je oktadecilova kolona vhodna pro separaci fenolovych kyselin i u UPLC, jsem také

vyzkousela fenylovou kolonu pro separaci fenolovych kyselin.

Mobilni faze A 2% CH3;COOH
Mobilni faze B ACN

Cas analyzy 10 min
Tlak na kolon¢ 800 bar
Teplota kolony 40 °C

Tabulka 18: Podminky analyzy UPLC
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. . « s x absorp¢ni absorp¢ni
nazev kyseliny | retenecni ¢as . .
maximum maximum 2
kyselina gallova 1,41 min 271 nm 230 nm
kyselina 3,60 min 325 nm 236 nm
chlorogenova
kyselina 3,78 min 237 nm 326 nm
gentisova
kyselina kavova 3,89 min 323 nm 240 nm
kys.ehna’ 4,41 min 260 nm 293 nm
vanillova
kyg ehna’ 5,47 min 274 nm 229 nm
syringova
kyselina p- 5,87 min 309 nm 235 nm
kumarova
kyselina ferullova 6,33 min 323 nm 243 nm
kysehnaﬁ- , 6,57 min 278 nm 237 nm
hydroxyskoticova
kythna’ 6,72 min 276 nm
skoficova

Tabulka 19: Reten¢ni ¢asy

chlorogenic, coumaric, caffeic, gallic, gensitic, felluric aci, 10 mg_|, octova_ACN
smes_standradu_C18_UPLC_ACN_16_01_13_01
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2: Diode Array
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Obriazek 15: Chromatogram - oktadecilova kolona UPLC
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chlorogenic, coumaric, caffeic, gallic, gensitic, felluric aci, 10 mg_|, octova_ACN

smes_standradu_phenyl_UPLC_ACN_15_01_13 01 2: Diode Array
280
Range: 9.769e-3
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7.85
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Obrazek 16: Chromatogram - fenylova kolona UPLC

Na obrazku 15. a 16. je vidét srovnani dvou chromatogramd, které se separovaly za
stejnych podminek, ale na riznych kolonéch, v prvnim pfipad€ je to oktadecilovéa kolona, v
druhém jde o fenylovou kolonu. Poradi eluovanych kyselin zistdva zachované, zménily se u
vSech kyselin reten¢ni Casy. Je ziejmé, ze separace na oktadecilové koloné probehla Iépe,
nebyl pozorovan drift zakladni linie. Piky maji leps$i tvar, rozliSeni je vétsi a rovno 2,15;
kriticky par separace jsou kyseliny gentisovd s retenénim casem 3,61 min a kavovas
retenénim ¢asem 3,74 min. Na fenylové koloné probéhla separace s rozlisSenim vétsim nebo
rovno 1,31; jednalo se opét o kyselinu gentisovou s reteCnim ¢asem 3,78 min a kyselinu
kavovou s retenci 3,89 min. Pouziti UPLC oktadecilové kolony je tedy pro separaci

fenolovych kyselin optimélnéjsi nez pouZiti kolony fenylové, stejn¢ jako u HPLC.
Protoze acetonitril jako mobilni faze se velmi osvéd¢il u HPLC metody i u UPLC

metody, rozhodla jsem se vyzkousSet jeSté methanol jako mobilni fazi, zda nejde dosahnout

jesteé lepsi separace fenolovych kyselin.
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3.3.2.3 Optimalizace UPLC, oktadecilova stacionarni faze, kyselina octova, metanol

Mobilni faze A 2% CH3;COOH
Mobilni taze B MeOH
Cas analyzy 10 min
Tlak na kolon¢ 800 bar
Teplota kolony 40 °C

Tabulka 20: Podminky analyzy UPLC

. . « :x absorp¢ni absorp¢ni
nazev kyseliny | retenecni Cas . .
maximum maximum 2
kyselina gallova 1,82 min 271 nm 230 nm
kyselina , 5,03 min 325 nm 236 nm
chlorogenova
kys§11na, 5,86 min 237 nm 326 nm
gentisova
kyselina kavova 5,92 min 323 nm 240 nm
kyselina nelze
vanillové identifikovat | 200 0m 293 nm
kyselina 6,57 min 274 nm 229 nm
syringova
kyselina p,- 7,06 min 309 nm 235 nm
kumarova
kyselina 3- '\ 7 15 hin 323 nm 243 nm
hydroxyskoficova
kyselina ferullova 7,25 min 278 nm 237 nm
kyselina 7,41 min 276 nm
skoficova

Tabulka 21: Retenc¢ni ¢asy fenolovych kyselin
Retencni ¢asy fenolovych kyselin se hodné¢ zménily, kyselina 3-hydroxyskoticova se

zacala eluovat dfive nez kyselina ferullova. Nepodafilo se identifikovat kyselinu vanillovou,

myslim si, ze je skrytd v néjakém jiném piku. Tvary pikli nejsou Spatné, spiSe dochazi k
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vyznamné koeluci. Lze vidét, ze aby bylo mozno s metodou pracovat, byla by nutna
reoptimalizace gradientové eluce. Separace prob¢hla s rozliSenim vétSim nebo rovno 0,38.
Kriticky par separace je opet kyselina gentisova (5,86 min) a kyselina kavova (5,92 min). Na

obrazku 17. lze vidét jak je vyznamna koeluce chromatografickych piki za danych podminek.

chlorogenic, coumaric, caffeic, gallic, gensitic, felluric aci, 10 mg_|, octova_MeOH

smes_standrady_C18_UPLC_MeOH_16_01_13 01 2: Diode Array
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Obriazek 17: Chromatogram - zména acetonitrilu za methanol

3.3.2.4 Optimalizace UPLC, fenylova stacionarni faze, kyselina octova, methanol

Pro srovnani byl experiment zopakovan za stejnych podminek na fenylové stacionarni

fazi a vysledky jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach.

Mobilni faze A 2% CH;COOH
Mobilni taze B MeOH
Cas analyzy 10 min
Tlak na kolon¢ 800 bar
Teplota kolony 40 °C

Tabulka 22: Podminky analyzy
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. . « :x absorp¢ni absorpéni
nazev kyseliny | retenecni ¢as . .
maximum maximum 2
kyselina gallova 1,38 min 271 nm 230 nm
kyselina . 3,24 min 325 nm 236 nm
chlorogenova
kys§11na, 3,49 min 237 nm 326 nm
gentisova
kyselina kavova 3,59 min 323 nm 240 nm
kys.ehna, 3,99 min 260 nm 293 nm
vanillova
ky§ ehna’ 4,97 min 274 nm 229 nm
syringova
kyselina p,- 5,40 min 309 nm 235 nm
kumarova
kyselina ferullova 5,74 min 323 nm 243 nm
kyselina 3- | ¢ 07 1hin 278 nm 237 nm
hydroxyskoticova
kyselina 7,57 min 276 nm
skoficova

Tabulka 23: retencni ¢asy fenolovych kyselin

chlorogenic, coumaric, caffeic, gallic, gensitic, felluric aci, 10 mg_|, octova_MeOH
5mes_standrﬁ_phenyI_UPLC_MeOH_i 5011301

Al

2: Diode Array
280
Range: 1.209e-2

000 050 400 150 200
Obriazek 18: Chromatogram - zména ACN za MeOH - fenylova kolona
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Pouziti metanolu jako mobilni faze na fenylové koloné¢ probéhlo 1épe nez na
oktadecilové, ale s rozliSenim vét§im nebo rovno 1,27. Separace s rozliSenim vétSim nebo
rovno 1,5 je vyborna separace na zdkladni linii.

Retenéni ¢asy se hodné posunuly ve srovnani s pouzitim metanolu jako mobilni faze
na oktadecilové kolong.

Zatim jsou tedy optimdlni podminky pro separaci fenolovych kyselin na UPLC
kolonach stejné jako u pouziti HPLC kolon. Slozeni mobilnich fazi je kyselina octové a
acetonitril, pouzitd kolona je oktadecilova a teplota kolony 40 °C. U HPLC jsem jesté
zkouSela zaménit kyselinu octovou za kyselinu mravenci, pro uceleni vysledk jsem se

rozhodla udé€lat tuto zménu i u UPLC.

3.3.2.5 UPLC, oktadecilova kolona, 2% kyselina mravenci, acetonitril

Mobilni faze A 2% HCOOH
Mobilni faze B ACN
Cas analyzy 10 min
Tlak na kolon¢ 800 bar
Teplota kolony 40 °C
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. . v s x absorp¢ni absorp¢ni
nazev kyseliny retenecni ¢as . .
maximum maximum 2
kyselina gallova 1,49 min 271 nm 230 nm
kyselina .
. 3,06 min 325 nm 236 nm
chlorogenova
kyselina .
. 3,69 min 237 nm 326 nm
gentisova
kyselina kavova 3,84 min 323 nm 240 nm
kyselina .
: \ 4,04 min 260 nm 293 nm
vanillova
kyselina .
. , 4,95 min 274 nm 229 nm
syringova
kyselina p- .
. 5,40 min 309 nm 235 nm
kumarova
kyselina ferullova 5,56 min 323 nm 243 nm
kyselina 3- .
y - 5,80 min 278 nm 237 nm
hydroxyskoticova
kyselina .
yw , 7,27 min 276 nm
skoficova
Tabulka 24: Reten¢ni ¢asy fenolovych kyselin
chlorogenic, coumaric, caffeic, gallic, gensitic, felluric aci, 10 mg_|, mravenci_ACN
smes_standradu_C18_UPLC_ACN_16_01_13_02 2: Diode Array
280
E Range: 1.127e-2
1.0e-24 7.7
8.0e-34 938
6.0e-3
4.08-3
20e-34 8.20
0.0
_'"I""I""I""I""I“"I""I“"I'"'I“"I""I“"I""\""I""I""I'"‘I""I"“I""I"“I""I""I""I""I""\""I""\""I""\""I""\‘"'I""I""I""I""I‘ Time
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 B850 900 950

Obrazek 19: Chromatogram - kyselina mravenci za Kyselinu octovou - kolona C18
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Pouziti kyseliny mravenci jako mobilni faze se neosvédcilo. RozliSeni sice bylo vétsi
nebo rovno 2,54; ale ve ¢tvrté minuté se opét objevuje drift zékladni linie pied pikem kyseliny
chlorogenové s retencnim casem 3,06 min. Pfi pouziti kyseliny octové na oktadecilové koloné

za stejnych podminek byly tvary pikl lepsi a rozliSeni také lepsi, 3,28.

3.3.2.6 Optimalizace UPLC, fenylova stacionarni kolona, kyselina mravenci, acetonitril

Pro srovnéni byly stejné podminky pouzity in a fenylové kolong.

Mobilni faze A 2% HCOOH
Mobilni tize B ACN
Cas analyzy 10 min
Tlak na kolon¢ 800 bar
Teplota kolony 40 °C

Tabulka 25: Podminky analyzy
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. . « :x absorp¢ni absorpéni
nazev kyseliny | retenecni ¢as . .
maximum maximum 2
kyselina gallova 1,31 min 270 nm 230 nm
kyselina . 2,03 min 325 nm 236 nm
chlorogenova
kys§11na, 2,90 min 237 nm 326 nm
gentisova
kyselina kavova 3,10 min 324 nm 240 nm
kyselina 3,79 min 260 nm 293 nm
vanillova
ky§ ehna’ 4,17 min 274 nm 229 nm
syringova
kyselina p,- 4,33 min 309 nm 235 nm
kumarova
kyselina ferullova 4,53 min 323 nm 243 nm
kyselina 3- | g 63 i 278 nm 237 nm
hydroxyskoticova
kyselina 7,47 min 276 nm
skoficova
Tabulka 26: Retenc¢ni ¢asy
chlorogenic, coumaric, caffeic, gallic, gensitic, felluric aci, 10 mg_|, mravenci_ACN
smes_standradu_phenyl UPLC ACN 16 01 13 04 2 Diode Array
5.63 280
Range: 1.106e-2
7.9
747 847
"|"""%J'"""'|"' T e Time
550 600 630 700 750 800 850 9.0 0
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Obriazek 20: Chromatogram - Kyselina mravenci za Kyselinu octovou - kolona fenylova



Na fenylové kolon¢ vSe probéhlo podobné jako za stejnych podminek na oktadecilové
koloné. Piky se separovaly, ale ve tfeti minuté¢ je zase stejny kopecek pred kyselinou
chlorogenovou. Tvary pikll nevypadaji 1épe neZ pii pouziti kyseliny octové jako mobilni faze.
Separace prob¢hla s rozlisSenim 1,91. Kriticky par separace jsou kyseliny syringova s

reten¢nim ¢asem 4,17 min a p-kumarova s retencnim ¢asem 4,33 min.

Nejlepsi rozliSeni tedy zlstava za téchto podminek: kyselina octovd 2%, ACN,

oktadecilova kolona a teplota 40 °C.

3.3.2.7 UPLC, oktadecilova kolona, 2% kyselina mravenc¢i, metanol

Zkusila jsem jako posledni moznost nakombinovat kyselinu mravenc¢i a methanol.

Mobilni faze A 2% HCOOH
Mobilni tize B MeOH
Cas analyzy 10 min
Tlak na kolon¢ 800 bar
Teplota kolony 40 °C

Tabulka 27: Podminky analyzy
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chlorogenic, coumaric, caffeic, gallic, gensitic, felluric aci, 10 mg_I, mravenci_MeOH
smes_standigdu_C18_UPLC_MeOH_16_01_13 02

7.46

Al

Obrazek 21: Chromatogram - HCOOH, MeOH a C18 kolona

Vlivem nizsi elu¢ni sily metanolu se za danych podminek zvysila retence a zhorsila
separace analytd. Opét se objevuje drift zakladni linie v case 2,99 min. Retencni Casy
fenolovych kyselin nejsou uvedeny, protoze separace nebyla dostatecnd. Rozliseni kritického
paru kyselin s reten¢nim casem 6,18 a 6,26 min je vyS§i nebo rovno 1,03. Analogicky

experiment byl za stejnych podminek proveden na koloné& s fenylovou fazi.

3.3.2.8 Optimalizace UPLC, fenylova stacionarni kolona, kyselina mravenci, metanol

Mobilni faze A 2% HCOOH
Mobilni faze B MeOH
Cas analyzy 10 min
Tlak na koloné 800 bar
Teplota kolony 40 °C

Tabulka 28: Podminky analyzy
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chlorogenic, coumaric, caffeic, gallic, gensitic, felluric aci, 10 mg_|, mravenci_MeOH

smes_standradu_phenyl_UPLC_MeOH_16_01_13_03 2. Diode Array
260
£.0e-34 Range: 7.199-3
] 6.86
5.0e-35
4.0e-33

3.0e-34

Al

2.0e-34

1.0e-3

A L) L) e LR L LA Lt L A L) L L L W LA B L L Ul e ps s s s e el 15
050 100 150 200 230 300 350 400 430 500 &30 600 650 700 730 800

Obriazek 22: Chromatogram — HCOOH, MeOH a fenylova kolona

0.04

Separace probéhla 1 na fenylové koloné podobné jako na oktadecilové za stejnych
podminek. Drift zakladni linie v ¢ase 1,99 min se opét objevuje. Piedpokladam, ze se jedna o
kyselinu chlorogenovou, kterd pravdépodobné koeluje. Kriticky par separace je kyseliny s
retencnim ¢asem 6,76 min a 6,86 min. Sepaarce probéhla s rozliSenim 1,25. RozliSeni je lepsi

nez pii pouziti oktadecilové kolony, ale neni dostacujici a tvary pikli nejsou peékné.

3.3.2.9 Zhodnoceni optimalnich podminek HPLC a UPLC

Optimalizace podminek dopadla stejné¢ pro HPLC i UPLC. Lep$i bylo pouziti
oktadecilové kolony. Mobilni faze je sloZzend z acetonitrilu a 2% kyseliny octové. ZkouSela

jsem tfi rtizné teploty na kolonég. Ta posledni, 40 °C, se osvédcila nejlépe.

U HPLC kolony bylo rozliSeni pikil vétsi nebo rovno 2,35, kritickym parem separace
byly kyselina gentisova s reten¢nim ¢asem 4,56 min a kyselina kavova s retencnim casem
4,78 min ( obrazek 14). U UPLC kolony bylo dosazeno lepsiho rozliSeni, a to vétSiho nebo
rovno 3,28; kriticky par separace je opét kyselina gentisova s retenci 3,61 min a kyselina
kavova s retenci 3,74 min ( obrazek 15). Kyselina gentisova a kavova se separovaly vzdy s

cwwvr

podminek pro UPLC. Pro separaci fenolovych kyselin je tedy nejbhodnéjsi pouzit UPLC
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oktadecilovou kolonu, kyselinu octovou a acetonitril jako mobilni faze, teplotu na kolon¢ 40
°C a nasledujici gradientovou eluci, v zacatku 92% mobilni faze A — 2% kyselina octova a 8%
mobilni faze B — acetonitril, v paté minuté 76% mobilni faze A a 24% mobilni faze B, v Sesté
minuté je slozeni mobilnich fazi 50% a 50%, v osmé minut¢ je slozZeni stejné, v 8,5 minuté je
slozeni mobilnich fazi 5% A a 95% B a nakonec v devaté minuté 92% mobilni faze A a 8%

mobilni faze B.

3.3.3 Extrakce zelenych ¢aji

Optimalizovand metodika UPLC byla aplikovdna na zelené ¢aje. Bylo vybrano pét
zelenych &aji z péti roznych zemi. Z Cejlonu Ceylon Sencha. Fog Green z Ciny, Assam
Green z Indie, Nepal Green z Nepalu a Bancha z Japonska. Vzorky byly pfipraveni extrakci
horkou vodou. Pro analyzu byly pouZzity optimalni podminky separace pro fenolové kyseliny,
a to UPLC systém, oktadecilovou kolonu, mobilni faze slozené z kyseliny octové a
acetonitrilu. Teplota kolony 40 °C. Radu péti vzorki byla analyzovéna tfikrat. V tabulce 29

uvadim jednotlivé vzorky a co obsahovaly za fenolové kyseliny.

nazev kvselin priamér - primér - plocha smérodatna
y y retencni ¢as piku odchylka

kyselina gallova 1,76 min 164 23,17
neldetlﬁ,kovate'lna 5,49 min 491 25.98
fenolova kyselina

kyselina kdvova 6,08 min 795 31,08
neldetlﬁ’kovate.lna 6.29 min 119 6.55
fenolova kyselina
kyselina syringova 6,88 min 447 16,78

Tabulka 29: Obsah fenolovych kyselin ve vzorku ¢.1

Retenéni Casy 5,49 min a 6,29 min patii neidentifikovatelnym fenolovym kyselinam.
Zelené Caje obsahuji naptiklad kyselinu sinapovou, nerulovou, p-hydroxybenzoovou a dalsi.

Tyto standardy vsak nebyly k dispozici.
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Obrazek 23: Chromatogram vzorek ¢aje ¢.1
. . priamér - reten¢ni primér - plocha smérodatna
nazev Kkyseliny « ,
cas piku odchylka
kyselina gallové 1,76 min 66 2,05
neidetifikovatelna .
. . 5,49 min 404 11,15
fenolové kyselina
kyselina kavova 6,08 min 976 51,33
kyselina syringova 6,88 min 118 2,62
Tabulka 30: Obsah fenolovych kyselin ve vzorku ¢.2
6.08 280
E Range: 1.645e-2
12e-23
1.06-23
8 0e-34
6 0e-34
1 549
4.0e-34
2 0e-34 177 6.8
0.0
-2-08-3_I""I""I""I""I""I """" AR I IS RS R L L IUABARRARAN AR Raman wannn nanny pannn nanns panas WU
150 200 250 3.00 350 400 450 500 550 6.00 6.50 7.00

Obrazek 24: Chromatogram - vzorek ¢.2
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Opét se ve vzorku €.2 objevuje neidentifikovatelna fenolova kyselina s retencnim

¢asem 5,49 min.

Al

Obrazek 25: Chromatogram - vzorek ¢.3

nazev kvselin priamér - reten¢ni primér - plocha smérodatna
yselmy das piku odchylka
kyselina gallové 1,76 min 80 8,18
neldetlﬁ’kovate.lna 3.28 min 105 10,50
fenolova kyselina
neldetlﬁ’kovate.lna 5,49 min 698 60,31
fenolova kyselina
kyselina kavova 6,09 min 692 66,40
kyselina syringova 6,88 min 231 15,69
Tabulka 31: Obsah fenolovych kyselin ve vzorku ¢.3
6.08
5 40 Range: 1
6.0e-31
40e-3] 6.88
20e-3 176
328
00
150 200 25 300 350 400 450 500 550 600 650 700

Ve vzorku €.3 se objevuje neidetifikovatelna fenolové kyselina s retenénim ¢asem 3,28
min a 5,49 min.

nazev kyseliny priamér - reten¢ni primér - plocha smérodatna
cas piku odchylka
kyselina gallové 1,76 min 99 4,92
neidetiﬁ’kovate‘lné 5,49 min 536 16,11
fenolové kyselina
kyselina kavova 6,08 min 533 19,60
kyselina syringova 6,88 min 175 4,88

Tabulka 32: Obsah fenolovych kyselin ve vzorku ¢.4
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Ve vzorku €.4 se objevila zase neidentifikovatelna fenolova kyselina s reten¢nim

¢asem 5,49 min.
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Obrazek 26: Chromatogram - vzorek ¢.4

. . priamér - reten¢ni primér - plocha smérodatna
nazev Kkyseliny « ,
cas piku odchylka
neidetifikovatelna .
. . 5,50 min 191 7,79
fenolova kyselina
kyselina kavova 6,08 min 298 8,18
Tabulka 33: Obsah fenolovych kyselin ve vzorku ¢.5
6.08.. 2
Range: 5.203¢
2.0e-34
1.0e-3 5.50
5 ]
ES
00
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Obrazek 27: Chromatogram - vzorek ¢.5

Posledni vzorek obsahoval pouze dvé fenolové kyseliny, z nichz jedna je opét

neidentifikovatelna s retenénim casem 5,50 min. Tato kyselina se vyskytovala ve vSech péti

¢ajich.
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3.3.4 Vyhodnoceni metodou kalibra¢ni pifimky

Pro kalibraci byla vybrana kyselinu vanillovou, protoze spliiovala nélezité parametry

tvaru piku a retence a jeji pfitomnost byla ve vzorku ptfedpokladana.

koncentrace kalibrace 1 kalibrace 2 kalibrace 3 priumér smodch
mg/l plocha piku | plocha piku | plocha piku plocha
0,5 3 2 4 3 0,8
2 11 12 10 11 0,8
10 25 26 24 25 0,8
25 113 114 116 114 1,2
50 230 231 236 232 2,6
Tabulka 34: Zavislost plochy piku na koncentraci
Zavislost plochy piku na koncentraci
kyseliny vanillové
250 - y=4,7032x- 5,3057
R%=0,9902
200 -
£
£
> 150 -
E
3 100 -
a
£ 50 -
-]
=14
0 T T T T T 1
10 20 30 40 50 60
-50 -
koncentrace kyseliny vanillové (mg/1)

Obrazek 28: Graf zavilslosti plochy piku na koncentraci kyseliny vanillové pro oktadecilovou kolonu

Na zéklad¢ regresni rovnice jsem vypocitala obsahy fenolovych kyselin v jednotlivych
vzorcich Caji. Neuvadéla jsem vypocty u neidentifikovatelnych slozek ve vzorku. Koeficient
determinace rovnice piimky je roven 0,9902. Dosazovala jsem plochy pikli do této rovnice y

=4,7032x — 5,3057
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Vysledna hodnota x predstavuje koncentraci dané kyseliny v mg v litru, vysledek jsem
piepocitala na 150 ml, protoze tento objem byl uveden na kazdém postupu ptipravy zelené¢ho
¢aje, jedna cajova 1zicka na 150 ml vody. Tato hodnota tedy byla vyslednd koncentrace a

odpovidala moji navéazce zeleného ¢aje. Posledni krok byl pfepoc¢et moji navazky na 1g Caje.

3.3.4.1 Vypocty pro vzorek ¢.1 Ceylon Sencha z Cejlonu

Vypocet pro retencni ¢as 1,76 min, ted pro kyselinu gallovou. Priimérna plocha piku je
164.

y =4,7032x — 5,3057 y =164 SMODCH = 23,17
164 =4,7032x — 5,3057
164 + 5,3057 = 4,7032 x
x = 35,998 mg/l ve 150 ml x = 5,373 mg
5,373 mg kyseliny gallové odpovida navazce Caje 1,5987 g
3,361 mg kyseliny gallové odpovida 1g ¢aje
Vypocet pro retencni ¢as 6,08 min, kyselinu kavovou, plocha piku je rovna 491.
y =4,7032x — 5,3057 y =491 SMODCH = 31,08
491 =4,7032x — 5,3057
491 + 5,3057 =4,7032 x
x = 105,525 mg/l ve 150 ml x = 15,75 mg

15,75 mg kyseliny kavové odpovidéa navazce ¢aje 1,5987 g
9,852 mg kyseliny kavové odpovidé 1g caje

Vypocet pro retencni €as 6,88 min, kyselinu syringovou. Plocha piku je 447.
y =4,7032x — 5,3057 y =447 SMODCH = 16,78
447 =4,7032x — 5,3057

447 +5,3057 =4,7032 x

x =96,17 mg/l ve 150 ml x = 14,354 mg
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14,354 mg kyseliny syringové odpovida navazce Caje 1,5987 g
8,978 mg kyseliny syringové odpovida 1g Caje
3.3.4.2 Vypoéty pro vzorek ¢.2 Fog Green z Ciny
Vypocet pro retencni €as 1,76 min, kyselinu gallovou, plocha piku je 66.
y =4,7032x — 5,3057 y =66 SMODCH = 2,05
66 =4,7032x — 5,3057
66 +5,3057 =4,7032 x
x =15,161 mg/l ve 150 ml x = 2,263 mg
2,263 mg kyseliny gallové odpovida navazce ¢aje 1,5799 g
1,432 mg kyseliny gallové odpovida 1g caje
Vypocet pro retencni ¢as 6,08 min, kyselinu kavovou, plocha piku je rovna 976.
y =4,7032x — 5,3057 y =976 SMODCH = 51,33
976 =4,7032x — 5,3057
976 +5,3057 =4,7032 x
x = 208,646 mg/I ve 150 ml x = 31,141 mg

31,141 mg kyseliny kdvové odpovida navazce €aje 1,5799 g
19,711 mg kyseliny kavové odpovida 1g caje

Vypocet pro retencni ¢as 6,88 min, kyselinu syringovou. Plocha piku je 118.
y =4,7032x — 5,3057 y=118 SMODCH = 2,62
118 =4,7032x — 5,3057

x =26,217 mg/l ve 150 ml x = 3,913 mg

3,913 mg kyseliny syringové odpovida navazce ¢aje 1,5799 g
2,477 mg kyseliny syringové odpovida 1g caje
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3.3.4.3 Vypocty pro vzorek ¢.3 Assam Green z Indie

Vypocet pro retenéni ¢as 1,76 min, kyselinu gallovou, plocha piku je 80.

y =4,7032x — 5,3057 y =80 SMODCH = §,18

80 =4,7032x — 5,3057

x = 18,138 mg/l ve 150 ml x = 2,707 mg

2,707 mg kyseliny gallové odpovida navéazce Caje 1,6548 g

1,636 mg kyseliny gallové odpovida 1g Caje

Vypocet pro retencni ¢as 6,09 min, kyselinu kavovou, plocha piku je rovna 692.
y =4,7032x — 5,3057 y =692 SMODCH = 66,40
692 =4,7032x — 5,3057

x = 148,262 mg/] ve 150 ml x =22,129 mg

22,129 mg kyseliny kdvové odpovida navazce Caje 1,6548 g

13,372 mg kyseliny kdvové odpovida 1g caje

Vypocet pro retenc¢ni Cas 6,88 min, kyselinu syringovou. Plocha piku je 231.
y =4,7032x — 5,3057 y =231 SMODCH = 15,69
231 =4,7032x — 5,3057

x =50,244 mg/1 ve 150 ml x = 7,499 mg

7,499 mg kyseliny syringové odpovida navazce Caje 1,6548 g

4,532 mg kyseliny syringové odpovida 1g ¢aje

3.3.4.4 Vypocty pro vzorek ¢.4 Nepal Green z Nepalu

Vypocet pro retencni ¢as 1,76 min, kyselinu gallovou, plocha piku je 99.

y =4,7032x — 5,3057 y=99 SMODCH = 4,92

99 =4,7032x — 5,3057

x =22,178 mg/l ve 150 ml x = 3,31 mg
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3,31 mg kyseliny gallové odpovida navazce ¢aje 1,4099 g
2,348 mg kyseliny gallové odpovida 1g caje

Vypocet pro retencni €as 6,08 min, kyselinu kdvovou, plocha piku je rovna 533.
y =4,7032x — 5,3057 y =533 SMODCH = 19,60
533 =4,7032x — 5,3057

x = 114,455 mg/l ve 150 ml x = 17,083 mg

17,083 mg kyseliny kdvové odpovida navazce ¢aje 1,4099g

12,116 mg kyseliny kavoveé odpovida 1g Caje

Vypocet pro retencni ¢as 6,88 min, kyselinu syringovou. Plocha piku je 175.

y =4,7032x — 5,3057 y=175 SMODCH = 4,88
175=4,7032x — 5,3057

x = 38,337 mg/l ve 150 ml x = 5,722 mg

5,722 mg kyseliny syringové odpovida navazce ¢aje 1,4099 g

4,058 mg kyseliny syringové odpovida 1g ¢aje

3.3.4.5 Vypocty pro vzorek ¢.5 Bancha z Japonska

Vypocet pro retenéni €as 6,08 min, kyselinu kdvovou, plocha piku je rovna 298.
y =4,7032x — 5,3057 y =298 SMODCH = §,18
298 =4,7032x — 5,3057

X = 64,489 mg/l ve 150 ml x = 9,625 mg

9,625 mg kyseliny kavové odpovida navazce Caje 1,5612g
6,165 mg kyseliny kavové odpovida 1g Caje
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vzorek ¢.1

fenolova kyselina 159872 e smodch
kyselina gallova 5,4 mg 3,4 mg 23,17
kyselina kavova 15,8 mg 9,9 mg 31,08
kyselina syringovéa 14,4 mg 9,0 mg 16,78
Tabulka 35: MnoZstvi fenolovych kyselin ve vzorku ¢.1
, . vzorek ¢€.2
fenolova kyselina 157998 e smodch
kyselina gallova 2,3 mg 1,4 mg 2,05
kyselina kavova 3,9 mg 2,5 mg 51,33
kyselina syringova 31,1 mg 19,7 mg 2,62
Tabulka 36: MnoZstvi fenolovych kyselin ve vzroku ¢.2
, ) vzorek ¢.3
fenolova kyselina T 05432 e smodch
kyselina gallova 2,7 mg 1,6 mg 8,18
kyselina kavova 22,1 mg 13,4 mg 66,40
kyselina syringova 7,5 mg 4,5 mg 15,69
Tabulka 37: MnoZstvi fenolovych kyselin ve vzroku ¢.3
, ) vzorek ¢.4
fenolova kyselina 140998 T smodch
kyselina gallova 3,3 mg 2,3mg 4,92
kyselina kavova 17,1 mg 12,1 mg 19,60
kyselina syringova 5,7 mg 4,1 mg 4,88
Tabulka 38: MnoZstvi fenolovych kyselin ve vzroku ¢.4
, ) vzorek ¢.5
fenolova kyselina T 5612 T smodch
kyselina gallova
kyselina kavova 9,6 mg 6,1 mg 8,18
kyselina syringova

Tabulka 39: MnoZstvi fenolovych kyselin ve vzroku €.5
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4.7.avér

Ve své praci jsem optimalizovala podminky separace UPLC/HPLC pro fenolové
kyseliny. V hledani optimalnich podminek jsem byla disledna. ZkouSela jsem kombinace Ctyf
mobilnich fazi, dvou typt kolon u HPLC i UPLC a ménila jsem i teplotu kolony. Optimalni
podminky pro separaci fenolovych kyselin byly nakonec pii pouziti UPLC oktadecilové
kolony, mobilnich fazi kyseliny octové a acetonitrilu a teploty na kolon¢ 40 °C. Tyto
optimalni podminky jsem aplikovala na extrakty zelenych cajl, kde jsem fenolové kyseliny
kvantifikovala pomoci kalibrace kyseliny vanillové, ktera byla vybrana na zakladé
predpokladaného vyskytu ve vzorcich zelenych caji. Mé vysledky koreluji s vysledky
ostatnich autori. Ziskand data byla diskutovana s vysledky publikovanymi v cCasopisech

vénujicich se chromatografické separaci.
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6. Seznam zKkratek

Kp — distribu¢ni konstanta
VM -mrtvy objem

VR — retencni objem

C18 — oktadecilova kolona
nm — nanometr

pum — mikrometr
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ml — mililitr

min — minuta

mm — milimetr

MS — hmotnostni spektrometr

GC — plynova chromatogratie

HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie
UPLC — ultrati¢inna kapalinova chromatografie
NMR - nuklearni magneticka resonance

TMEF — tetrahydrofuran

MeOH — methanol

ACN - acetonitril

SMODCH - smérodatna odchylka

MeCN — acetonitril
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