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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim vybranych antioxidantd, konkrétné
kyseliny rosmarinové, kyseliny kévové, kyseliny skoficové a kyseliny ¢-4-
hydroxyskoficové, ve vodnych a ethanolickych extraktech z Melissa officinalis. Cilem
prace bylo zjistit, zda jsou i1 v extraktech pfipravenych v domacich podminkach
pfitomny vySe zminéné antioxidanty. V ramci prace byla vyvinuta nova UHPLC
metoda s UV a MS detekcei ke sledovani obsahu kyseliny rosmarinové, kyseliny kavové,
kyseliny skoficové a kyseliny #-4-hydroxyskoficové v extraktech. Pro separaci byla
vybrana kolona BEH C18 (2,1 mm x 100 mm, velikost ¢astic 1,7 um), mobilni faze
byla ve slozeni methanol a 0,1% vodny roztok kyseliny mravenci o pH 2,6 pficemz
pomér slozek se ménil dle gradientového programu. Metoda byla po optimalizaci
validovana a zjiSténa opakovatelnost, meze detekce a stanovitelnosti, linearita,
vytéZznost a robustnost. Néasledn¢ byla provedena analyza 20 vodnych a 20
ethanolickych extraktii liSicich se dobou extrakce, typem rozpoustédla a svételnymi
podminkami. Na zdkladé¢ porovnani retecnich cCasit a hmotnostnich spekter byla
potvrzena pfitomnost 3 ze 4 vybranych fenolickych kyselin a to konkrétné kyseliny
rosmarinové, kyseliny kavové a kyseliny skoficové v ethanolickych extraktech. Ve
vodnych extraktech se bohuzel ptitomnost kyselin nepodafilo prokazat. K ovéfeni
metody byla provedena analyza tifi vybranych komerén€ dostupnych c¢aji. Byla
potvrzena pfitomnost dvou kyselin s antioxidacnimi vlastnostmi, a to konkrétné

kyseliny rosmarinové a kyseliny kavové.

Kli¢ova slova: Melissa officinalis, antioxidanty, UHPLC-MS, extrakce



ABSTRACT

This diploma thesis deals with the determination of selected antioxidants, namely
rosmarinic acid, caffeic acid, cinnamic acid and #-4-hydroxycinnamic acid in aqueous
and ethanolic extracts from Melissa officinalis. The aim of the work was to find out
whether the above-mentioned antioxidants were present in the extracts prepared at
home. A new UHPLC method with UV and MS detection was developed to monitor the
content of rosmarinic acid, caffeic acid, cinnamic acid and #-4-hydroxycinnamic acid in
the extracts. A BEH C18 column (2,1 mm x 100 mm, particle size 1,7 um) was selected
for separation, the mobile phase consisted of methanol (component A) and 0.1%
aqueous formic acid solution at pH 2.6 (component B), the ratio of components being
changed according to the gradient program. The method was validated and repeatability,
limits of detection and limits of quantification, linearity, yield and robustness were
determined after optimization. Analysis of 20 aqueous and 20 ethanolic extracts was
performer differing in extraction time, type of solvent and lighting conditions. Based on
the comparison of retention time and MS detection, the presence of 3 of 4 selected
phenolic acids was confirmed, namely rosmarinic acid, caffeic acid and cinnamic acid
in ethanolic extracts. Unfortunately, the presence of acids could not be detected in the
aqueous extracts. To verify the method analysis of three selected commercially
available teas was performed. The presence of two acids with antioxidant properties was

confirmed, namely rosmarinic acid and caffeic acid.

Keywords: Melissa officinalis, antioxidants, UHPLC-MS, extraction
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Seznam pouzitych zkratek

ABTS
C18
CAA
CUPRAC
CRM
DAD
DPPH
DMPD
EI
FRAP
GC-MS
HPLC
LC
LOD
LOQ
MS
MS/MS
UHPLC

UHPLC-MS

UV/VIS
UV-B
RA
ROS
TOF

2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina
Oktadecylova skupina

Kyselina kavova (z angl. Caffeic acid)

z angl. Cupric ions reducing assay

Certifikovany referencni material

Detektor diodového pole (z angl. Diode array detector)
1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl
N,N-dimethyl-p-phenylenediamine

Elektronova ionizace (z angl. Electron ionization)

z angl. Ferric reducing antioxidant power

Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (z angl. Liquid chromatography)
Mez detekce (z angl. Limit of detection)

Mez stanovitelnosti (z angl. Limit of quantification)
Hmotnostni spektrometrie (z angl. Mass spectroscopy)
Tandemova hmotnostni spektroskopie

Ultra-vysokot¢inna kapalinova chromatografie (z angl. Ultra high
performance liquid chromatography)

Ultra-vysokou¢inna kapalinova chromatografie ve spojeni s hmot-
nostni spektroskopii

Ultrafialova a viditelné oblast

Ultrafialové zateni typu B

Kyselina rosmarinova (z angl. Rosmarinic acid)

Reaktivni formy kysliku (z angl. Reactive oxygens species)

Priletovy detektor (z angl. Time of flight)



Seznam pouzitych symbola

b smérnice kalibracni kiivky

c molarni koncentrace (mol-dm™)
F polositka v 5% vysky piku

m/z pomér hmotnosti ku néboji

R rozliSeni

r koeficient determinance

s smerodatna odchylka méfeni

t cas (s)

T Tailling faktor

IR retencni ¢as (min)

v/ objemovy pomér

w Sitka piku pii zakladné

Xi i-ty prvek statistické hodnoty x

aritmeticky primér

vinova délka (nm)

| > R

objemovy zlomek
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CIL PRACE
Hlavnim cilem prace je vyvinout a validovat UHPLC metodu vhodnou ke kvantifikaci
vybranych antioxidantii v Melissa officinalis. Dale piipravit vodné a ethanolické

extrakty z medunky v domacich podminkach a otestovat je vySe zminénou metodou na

pfitomnost vybranych fenolickych kyselin s antioxida¢nimi vlastnostmi.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Melissa officinalis

Medunka I¢kaiskd (lat. Melissa officinalis) je aromaticka a léCebna bylina z Celedi
Lamiaceae (Obr. 1.1). Pivodem patii do jizni Evropy, sttedomoiské oblasti, nebo také
do tropickych zemi. Vegeta¢ni obdobi meduiiky je v rozmezi Cervna az zaii. Jednim
z charakteristickych  faktorii rostliny je viné po citrébnu, proto se také
v mnoha publikacich setkdvame s oznacenim ,,Jlemon balm®. Rostlina ma zelené listy
srd¢itého a kopinatého tvaru. Epidermis nese trichomy z obou stran, které v hojné miie
nalezneme na midribu. Meduinika obsahuje znaéné mnozstvi antioxidacnich latek,
kterym se ptipisuje dilezité biologickd hodnota a kterym se pfipisuje antialergicky
a antidepresivni U¢inek. Provedené studie prokdzaly, Ze nejhojnéji vyskytujici se jsou
fenolové slouceniny, jako je kyselina kavova, kyselina rozmarinovd nebo kyselina
protokatechova. Mimo jiné se zde objevuji i dal$i zastupci antioxidantli, jako jsou
taniny, éterické oleje a flavanoidy. Bylo také identifikovano celkem 33 slozek
predstavujicich 89 % celkového oleje ve sloZzeni listu. Mezi tyto nejvyznamnéjsi
terpenoidy obsazené v medunce patii citral, citronellal, geraniol, nerol, linalool,

farnesylacetat, humulen, karyofylen a eremofilen. [1-5]

V rostlinach se nachédzi priméarni a sekundarni metabolity, meziprodukty nebo konecné
produkty bunéénych regulacnich drah. Je vSeobecné zndmo, Ze meduilka obsahuje
mnoho sekundéarnich metaboliti vykazujici 1éCivé vlastnosti. Bylo prokazano, ze vlivem
UV-B zéfeni doSlo ke zvySeni mnoZstvi metaboliti trikarboxylovych kyselin a kyseliny

kavové. [6]

Medunika se v tradiéni mediciné pouzivd k 1écbé bolesti hlavy, travici poruchy,
revmatismu a precitlivélosti. Bylo zjiSténo, Ze vodné extrakty z medunky zmiriuji
Alzheimerova chorobu a reguluji centrdlni nervovy systém. [6] Svij terapeuticky
potencidl mé i1 z hlediska prevence chronickych onemocnéni, jako jsou nékteré typy
rakoviny, kardiovaskuldrni choroby, nebo neurodegenerativnich chorob, které piimo
souviseji s oxidacnim stresem. [3] M4 uc€inky na Stitnou zldzu, antivirové, antifungalni,

antiparazitni a antispasmolytické. Medurika také vyvolava menstruaci. [5]
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Obr. 1.1 Melissa officinalis

1.2 Antioxidacni vlastnosti fenolickych kyselin v rostlinach

Produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) miiZze v organismech piekonat bunécnou
antioxidacni obranu a mize vést ke stavu nazyvanému oxidacni stres. Odborna literatura
uvadi, Ze tyto formy kysliku a oxida¢ni stres mohou zhorSit pribéh nemoci pfi
cukrovce, kardiovaskuldrnich onemocnénich, chronickych neurodegenerativnich

poruchéch, mezi které patfi Parkinsonova a Alzheimerova choroba.

Antioxidanty maji schopnost chrénit organismus pied poSkozenim zplUsobenymi
oxidanty. Snizuji mnozstvi volnych radikala, které jsou Skodlivé pro lidské zdravi kvili
jejich silné oxidacni sile a které jsou odpovédné za urychleni procesu starnuti bunék.
Mohou také inhibovat G¢inek oxidanti darovanim atomu vodiku nebo chelataci volnych
katalytickych kovl. [7] Jedna zpfi¢in antioxidacni aktivity je pfitomnost

hydroxylovych kyselin. [8]
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Rostliny ptfedstavuji nevyCerpatelny a obnovitelny zdroj u€innych latek, jejichz vyuziti
v I€karstvi je jiz dlouho znamé. Fenolickym kyselindm je naptiklad piipisovan
vyznamny podil antioxida¢nich vlastnosti ve vybranych rostlinach. Vyskyt téchto
slouCenin v potravinach vyznamné ovliviiuje stabilitu, barvu, chut’, nutriéni hodnotu
a dalsi vlastnosti potravin. Antioxidanty pfitomné v potravinach tedy chrani molekuly
pied oxidaci, chrani proti karcinogenezi a jsou Siroce pouzivany také v doplicich stravy.

[5,9]

Medunka 1ékarska, kterd byla studovana v ramci této prace, prokazatelné¢ obsahuje
fenolické slouCeniny vykazujici antioxidacni aktivitu. Jedna se konkrétné o nasledujici
kyseliny: kyselina rosmarinovd, kyselina kdvova, kyselina protokatechova, kyselina

chlorogenova, kyselina citronova a kyselina fumarova. [6, 8, 10]

1.2.1 Kyselina rosmarinova

Kyselina rosmarinova (Obr. 1.2) je pfitomna ve vSech rostlinach zrodu Lamiaceae.
Jednd se o pfirozené se vyskytujici ester kyseliny kavové. [11] V rostlinach tato
kyselina vznikd z aminokyselin fenylalaninu a tyrosinu. [12] M4 ¢tyfi hydroxylové

skupiny a vyznamné tak pfispiva k antioxidacnim vlastnostem rostlinnych extrakti.

OH
OH
HO
o 0]
HO F 0 =
HO 0

Obr. 1.2 Kyselina rosmarinova
Bylo zjisténo, Ze stabilita kyseliny rosmarinové je siln€é zavisla na pH. Stabilita byla
testovana v prostiedi gastrointestinalnich §tav ¢lovéka. Kyselé pH (pH = 2,5) vyznamné
snizilo stabilitu kyseliny, zatimco U¢inek teploty (37 °C) a mirn¢ zasadité¢ho prostiedi
(pH= 7,5) nebyl vyznamny. [12] Je nutno ale zohlednit, ze koncentrace t&chto
gastrointestindlnich $t4v je individudlni u kazdého jedince a také prostfedi lidské

zazivaci faze neni ztotoznitelnd s chromatografickymi podminkami.
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1.2.2 Kyselina kavova

Kyselina kavova (kyselina 3,4-dihydroxyskotficova) je dalsi slozkou v rostlinnych
extraktech rodu Lamiaceae (Obr. 1.3), avsak v nizSich koncentracich. [9, 10] Je bohaté
zastoupena ve viné nebo sluneCnicovych semenech. Kyselina vyrazné ovliviiuje
rozpustnost rostlinnych bilkovin. Jeji antioxidacni aktivitu Ize vysvétlit intramolekularni
vodikovou vazbou, kterd miize nastat v orfo- substituovanych fenolech. [11] Bylo
zjisténo, ze je a-tokoferolovym ochrannym cinidlem v lipoproteinu s nizkou hustotou.
Mimo jiné tento typ fenolové slouCeniny je zodpoveédny za enzymatické hnédnuti
a pusobi jako antioxidant v bramborach. [8] Studie prokézala jeji antioxidacni vlastnosti
pomoci spektrofotometrickych metod ABTS (2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-
6-sulfonova kyselina) a DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6trinitrofenyl)hydrazyl), které¢ jsou

zaloZené na eliminaci stabilnich radikala. [13]

HO e,
OH

HO
Obr. 1.3 Kyselina kavova

1.2.3 Kyselina skoricova a jeji derivaty

Kyselina skoficova (Obr. 1.4) je aromatickd mastnd kyselina slozend z fenylového
kruhu substituovaného skupinou kyseliny akrylové, kterd vznik4 deaminaci fenylalaninu
v rostlinné tkani. [14] Kyselina skoficova a jeji derivaty se hojné vyskytuji v ovoci
(jablko, hruska), zelenin¢ (fazole, brambory) a obilovinich (oves, pSenice). [15] Dle
Oufensu S. et al., ktefi se zaméfuji na stanoveni antioxidantl v rostlinach rodu
Lamiacea, nebyla prokazana ptitomnost kyseliny skoficové v meduiice [16]. Sybar O. et
al. [17] toto tvrzeni ale vyvraci a naopak uvadi, ze byla prokazéna ptitomnost kyseliny
skoficové v methanolickém extraktu v mnozstvi 0,006 mg/g suSiny. Kromé téchto
bohat¢ zastoupenych kyselin Ize identifikovat 1 jednodussi kyseliny, jako je kyselina
t-skoficova nebo ¢-4-hydroxyskotficova (Obr. 1.5). Jejich mnozstvi je vSak tézce
detekovatelné, jak jiz potvrzuje literatura zabyvajici se stanovenim mnoZstvi

antioxidanti pomoci spektrofotometrickych metod. [18]
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Obr. 1.4 Kyselina skoficova

OH

HO
Obr. 1.5 Kyselina t-4-hydroxyskoticova

1.3 Extrakce rostlinnych vzorkiu

Extrakce kapalinou piedstavuje vyhodnou technikou predseparace. Vzorky rostlin jsou
extrahovany nejcastéji vodou [18, 19], methanolem [20], ethanolem [21, 22],
acetonitrilem, acetonem nebo hexanem [23]. Déle je mozné pouzivat i efektivngjsi
metody extrakce rostlinnych vytazkd, naptiklad extrakci superkritickym CO», extrakci
tlakovou kapalinou a ultrazvukovou asistenci. Tyto metody jsou rychlejsi a efektivné;jsi
nez ty tradi¢ni a vyhodou je mensi spotifeba organickych rozpoustédel. [3] Dalsi ze
specifickych metod je maticova disperze v pevné fazi (MSPD). Tato technika
kombinuje v jednom kroku homogenizaci vzorku a samotnou extrakci analyzovanych
sloucenin. [23] Extrakce superkritickou tekutinou byla také pouzita jako postup

extrakce rostlinného materialu. [10]

Pro izolaci nékterych antioxidantl z rostlinného materialu byla publikovana metoda se

smési rozpoustédel methanol-voda, chloroformem a ethylacetatem. [4, 10, 24]

Specialnim piipadem je enzymaticky asistovana extrakce, ktera si také ziskava velkou
pozornost jako efektivni postup pro uvolnovani bioaktivnich latek zrostlin. Enzymy
mohou u¢inné katalyzovat degradaci rostlinnych bunéénych stén a upfednostiiovat
uvolnovani bioaktivnich slozek obsazenych uvnitt bunék. Dle Miron et al. [3]
enzymatickd extrakce pfedstavuje efektivnéjSi zpusob extrakce antioxidanti z lista

meduiiky nez tradi¢ni zptsob extrakce kapalinou.



Neupousti se také 1 od zplisobu extrakce pomoci zafizeni zvaného Soxhletlv extraktor.
Tento typ extrakce je vSak Casov€é velmi narocny. Do papirové patrony je vloZena
rostlinnd ¢ast a zdestilacni bailky pomoci topného hnizda jsou postranni trubici

vyvolavany pary rozpoustédla, které vlivem zpétného chladi¢e kondenzuji. [20]

Jednim z ucelit separace rostlinnych tkani je ziskat extrakt dale pouzivany jako 1éCivé
¢inidlo ve formé tinktur a extraktti z tekutin. Takto ziskané produkty z rostlin jsou
relativné necisté kapaliny oznaCované také jako odvary nebo infuze. Druh extrakce,

kterym mutiZe byt tato forma extraktu pfipravena, nazyvame macerace. [25]

Pro dosazeni nejvys$Siho obsahu antioxidacnich latek byl na zaklad¢ literatury
vyhodnocen jako nejlepsi zdroj extrakt z Cerstvych listi meduniky, ktery obsahuje
derivaty kyseliny hydroxyskoficové, flavonoidy, kyselinu kdvovou a rosmarinovou
a také kyselinu m-kumarovou, eriodictyol-7-O-glukosid, naringin, hesperidin,
naringenin a hesperetin. Nejvy$§i mnozstvi fenolovych sloucenin bylo ziskdno pii

superkritické extrakci CO» pii 10 MPa, 323 K po dobu 30 min. [5]

O extrakci v domécich podminkach nebylo zatim nic publikovano, pravé proto je na

toto téma prace zameétena.

1.4 UHPLC

Ultra vysoce ucinna kapalinova chromatografie (Ultra high performance liquid
chromatography) je novou separacni technikou vychazejici z principu HPLC. Diky
svému vykonu je velkym pokrokem v oblasti separace kapalinovou chromatografii.
Tato technika disponuje moznosti pouziti vétsiho rozsahu tlakii (do 120 MPa)
aumoznuje tak separaci na malych Casticich stacionarni faze (méné nez 2,0 pum).
Vykazuje vysokou ucinnost separace a zvySené rozliSeni oproti klasickému HPLC. [26]
Tyto vlastnosti vyhodné zkracuji celkové trvani analyzy, umoznuji tak i zkratit vyvoj
nové metody ze dnl na hodiny. Neposledni vyhodou je snizeni mnozstvi spotieby

mobilni faze pro separaci.

V ptipad€é vzorkl, které zahrnuji celé komplexni spektrum latek, jako jsou napf.

pfirodni extrakty, mize zvySené rozliSeni poskytnout mnohonasobné vic informaci.
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Rovnéz pouzivané Castice staciondrni faze prosly v posledni dekdde vyvojem. Klasicky
silikagelovy zéklad zajistuje diky ¢asticim s methylovymi skupinami mechanickou silu,
vysokou uc¢innost a vyuzitelnost v Sirokém rozmezi pH. Za Gcelem zlepSeni mechanické
stability byla vyvinuta technologie pfemostované¢ho ethanového hydridu (BEH)
(Obr. 1.6). [27-29]

/1
.
RS

Polyethoxysilane —n

Obr. 1.6 UHPLC kolona zaloZené na technologii hybridniho ethylenového mustku (BEH) [30]

1.5 UHPLC-MS

Hmotnostni spektroskopie je Siroce vyuzivanou technikou pii kvalitativnich
1 kvantitativnich analyzach. UHPLC ve spojeni s MS detekci dostdva novy vyznamny
rozmér, kdy metoda vykazuje vysokou separacni u€innost chromatografie. Spojenim
UHPLC s MS se zajisti sniZzeni experimentalni chyby a zvys$i pfesnost v ptipadé kvality,
ale predevsim se ziskaji informace o struktute analytu.

vvvvvv

separace, je zde spoléhano na signdly m/z poptipad¢ fragmenty. Typicky se jedna
o analyzy bylinného slozeni a identifikaci struktury, identifikaci metabolitl,
viceslozkovou kvantitativni analyzu a farmakokinetiku, metabolomickou analyzu, které
umoziuji prozkoumat molekularni mechanismy terapeutickych uc€inkli rostlinnych
1é¢ivych ptipravki. [31] Aplikace UHPLC-MS by se také mohla pouZit pro ptipad
studie rostlinnych 1éCiv in vivo [32] nebo v analyzach rostlinnych flavonoidii s diirazem

na extrakci vzorkt, separaci flavonoidl a detekci MS. [33]

Ve srovnani s jednoduchym MS tandemovéd hmotnostni spektrometrie (MS/MS)
poskytuje vyznamné vyhody tykajici se selektivity. Charakteristick¢ fragmentacni

chovani umoziuje identifikaci molekul nebo ptfedb&éznou charakterizaci chemickych
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slozek, jelikoz pravé chybéjici strukturni informace lze ziskat MS/MS spektrometrii.
V piipadé pouziti zadané vicendsobné fragmentace lze odlisit rizné latky, napt. pro
stanoveni nékterych neurotransmiter jako norepinefrin, dopamin, serotonin
a normetanefrin. Tyto metody mohou byt uzitecné pii diagnostice neurologickych

poruch a poruch mozku. [34]

1.6 Stanoveni obsahu antioxidacnich latek v Melissa officinalis

Ke stanoveni celkové antioxidacni aktivity fenolickych sloucenin v rostlindch se
pouzivaji urcité typy spektrofotometrickych metod. Jednou z moznosti jsou postupy
zaloZzeny na schopnosti zachytit syntetické volné radikdly pomoci riznych systémi
generujicich radikaly a metod detekce koncového bodu oxidace. Konkrétné se jedna
kolorimetrickou metodu Folin Ciocalteau, ABTS, DPPH, DMPD, CUPRAC ¢i FRAP
[7]. Bylo prokdzano, Ze vyssi antioxida¢ni aktivita je ve vodé nez ve ethanolickém
extraktu. Tato skutecnost byla potvrzena testy DPPH a DMPD [18]. Déle bylo
prokézano, ze kyselina rosmarinovd maé nejsilnéjsi schopnost zachycovat DPPH
a kyselina kdvova nejvyssi ucinnost v inhibici pfi oxidaci lipidd. [8]

Pro stanoveni jednotlivych antioxidantli byl ve vétSiné¢ publikovanych studii pouZit
HPLC systém s UV detekci. Separace probihala na koloné s C18 [2, 4, 10, 35] nebo C8
[18, 21]. Primarné¢ byla pouZivand gradientova eluce [2, 4, 10, 18, 21, 36], ale
v nékterych ptipadech bylo vyuzito i isokratické eluce [19]. Mobilni faze byla nejcastéji
ve sloZeni methanol nebo acetonitril a voda. Hodnota pH byla upravena kyselinou
mraven¢i nebo fosforecnou na pH = 2-3 [2, 4, 10, 18, 19, 21]. Pritokova rychlost
0,4-1,0 ml - min!' a davkované mnoZstvi vzorku extraktu 10-20 pl. [2, 10, 18], UV
spektra byla zaznamenavéana v rozmezi 200-550 nm. [10, 19]. Piehled publikovanych
chromatografickych metod je uveden v Tab. 1.1. Jedin4 publikovand UHPLC separace
probihala na fenylové kolon¢ a pouzivala MF o slozeni acetonitril
a mravencanovy pufr (pH = 3,8-4,74). Detekce pomoci PDA detektoru byla v rozmezi
vlnovych délek 275 az 345 nm. [20]

Dal§im moZznym metodickym postupem stanoveni antioxidantd v meduiice 1ékarské je
plynové chromatografie (GC), kterd je vSak ve vét§iné publikaci vyuZivana ke stanoveni

esencidlnich t¢kavych oleji. Mezi metabolity, které byly zaznamenany a identifikovany
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v medunce pomoci GC-MS, byla mimo jiné 1 kyselina kavova, ptipadné jeji derivaty.
K separaci byla pouzita kolona na bazi nepolarniho fenylarylenového polymeru o délce

30 m a vnitinim prameéru 0,25 mm. Teplota nastiiku byla v rozmezi 230-280 °C. [6, 37]
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Tab. 1.1 Piehled publikovanych chromatografickych metod pro stanoveni antioxidacnich latek v Melissa officinalis

rostlinna ¢ast  identifikované stanovené extrakéni zpusob pouzita pouzita literatura
(Cerstva/susena) antioxidanty mnozstvi ¢inidlo stanoveni SF MF
susené listy RA 27,4 mg/g EtOH:H>O HPLC CI18 MeOH:H,O [2]
CAA 0,3 mg/g
susené listy RA 5-160,0 ng/ml EtOH:H,O HPLC- C18 ACN:H>O [3]
DCA 5-1000,0 pg/ml MS/MS
suSena RA 48,6 = 0,8 mg/g MeOH:H-O HPLC C18 MeOH:H>O (4]
CAA 0,7+ 0,1 mg/g
listy CAA — MeOH:CCl3:H>O GC-MS DB-5MS He [6]
suSena RA 16,9 mg/g MeOH:H>O HPLC C18 MeOH:H,O [10]
CAA 1,9 mg/g
suSena RA 255,5+ 11,1 mg/l H>O HPLC RX-C8 H20:ACN:MeOH [18]
CAA 32,4+ 1,3 mg/l
Cerstvé 1 suSené RA sus.: 0,5-0,8 mg/ml H>O HPLC C18 ACN:H20 [19]

cerst.: 0,1-0,4 mg/ml
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rostlinna ¢ast identifikované stanovené extrakéni zpusob pouzita pouzita literatura
(Cerstva/susend)  antioxidanty mnozstvi ¢inidlo stanoveni SF MF
suSena RA 12,2 % (w) MeOH UHPLC fenyl- ACN:H>O [20]
CAA 0,3 % (w) hexyl
listy RA 1,78-4,35 % EtOH HPLC SB-C18 MeOH:H20 [21]
cerstva RA 0,5+0,1 mg/g EtOH HPLC C18 ACN:H20 [22]
CAA 14 £2 mg/g
suSena RA 16,8 mg/g MeOH:H-O HPLC C18 MeOH:H>O [23]
CAA 88,8 ng/g
listy RA 919,3 + 84,1 ng/ml MeOH:H,0 HPLC C18 MeOH:H,0O [24]
CAA 12,6 £2,9 ng/ml
suSena RA 21 +£2,3 mg/g H>O HPLC C18 MeOH:H,O [35]
CAA 0,2+ 3,7 mg/g

*RA — kyselina rosmarinova, CAA — kyselina kdvova
(zaméfeno na latky studované v této diplomové praci)
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1.7 Validace chromatografické metody

»Validace je postup pouzivany k prokazani toho, ze testovand metoda dlsledné
poskytuje to, co se od ni oekava a co se od ni vyzaduje, s dostateCnou presnosti a
preciznosti." [38] Slouzi k ovéfeni metody pii vyzkumu, vyvoji, fizeni procesu ¢i
kontrole kvality. Ovéfeni se sklada z planovani, experimentalni ¢asti a dokumentace. Na
zaklad¢ terminologie se ovétuji nasledujici kritéria: presnost, mez stanovitelnosti, mez
detekce, linearita, specificita, citlivost a robustnost. Nutno posoudit proveditelnost nebo

prenositelnost mezi laboratofemi.

U linearity je pozadavkem, aby hodnoty byly v mezich spolehlivosti regresni piimky.
Slouzi nam pro vypocet koncentrace neznamého analytu v realnych vzorcich. Korela¢ni
koeficient, kromé stopovych analyz, by mél byt obvykle vétsi nez 0,99. Tvar kalibra¢ni

rovnice popisuje Rovnice 1.1:
y=bx+a (1.1)

kde y je méfend odezva (vyska, plocha, absorbance); x je koncentrace analytu; b je

smérnice a a je Usek na ose y.

Pro méfeni kalibra¢nich kfivek je nutno zvolit dostateCny koncentracni rozsah.
U chromatografickych analyz rostlinnych extraktl jsou ocekavany vyssi koncentracni

rozmezi, a proto je nutné piipravit kalibra¢ni kiivku s vice koncentraénimi tirovnémi.

Citlivost je parametrem popisujicim, jak moc se méni odezva pii zméné koncentrace

analytu. Zavisi na povaze analytu a detek¢éni technice.

Limit detekce (LOD) popisuje nejmensi koncentraci analytu ve vzorku, kterou lze
oddélit od Sumu pozadi pfistroje pouzitého pro méteni. Hodnoty LOD jsou vyjadieny
v jednotkach analytickych vysledki jako trojnasobek Sumu.

Limit stanovitelnosti (LOQ) je ukazatel, ktery uddavd minimélni hodnotu hladiny
analytu, kterou lze méfit s pfijatelnou presnosti. Voli se trovei koncentrace produkujici

signal pfesahujici desetinasobek relativni standardni odchylky Sumu nebo Sumu slepého

vzorku.
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Preciznost, téz nazyvana jako opakovatelnost, se méfi opakovanym testovanim stejného
vzorku. Smérodatna odchylka téchto nezavislych stanoveni poskytuje odhad piesnosti

testovani.

Ptesnost (vytéznosti) dokazuje, ze zadné interferujici slouceniny neovliviiuji hodnoty
zkoumanych slou¢enin. Dava nam informaci, jak blizko je naméfend hodnota hodnotou
»spravnd, skutecnd®. Musi byt prokézéna specificita detekce a selektivita separace.
Tento parametr studujeme na zaklad€ porovnani vysledkti metody s vysledky ziskanymi
pro stejny vzorek s referenéni metodou, analyzou certifikovanych referenénich
materiald (CRM), standardnich referencnich materidli (SRM) nebo zkouskami
vytéznosti. ZkouSky vytéznosti jsou provadény piipravou zkuSebnich vzorkii na
prislusnych koncentra¢nich urovnich analytu. Nasledné se vzorky zpracuji a vypoctou
se procenta zpétn¢ ziskaného mnozstvi. Tzv. ,,spiking™ je nejbéznéjsi metodou pro
vyhodnoceni pfesnosti, protoze referencni materialy nejsou obvykle k dispozici a druha
analyticka metoda nemusi byt snadno dostupna. Matrice pak zistane téméf konstantni.

[39]

Opakovatelnost je odhad presnosti metody v situaci, kdy je stejny vzorek analyzovan
stejnym postupem, stejnym nastrojem, v kratkém casovém intervalu a stejnym
analytikem. Parametr udavajici stupeni spolehlivosti je obvykle roven 95 % nebo vyssi

nez tato hodnota.

Robustnost urcuje stabilitu, tedy do jaké miry lze provést zmény, aniz by doslo ke
snizeni spolehlivosti metody. Toto kritérium je povazovano za vykonnostni, tj. urcujici
prakti¢nost a prenositelnost metody. Cilem je zmé&nit parametry metody kontrolovanym

zpisobem a tymZ zpusobem nasledné lokalizovat kritické limity. [38, 40, 41]
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikalie

Kyselina mravenc¢i (Cistota > 98,0 %, Honeywell, Némecko)

Kyselina octova (¢istota > 96,0 %, Merck, Némecko)

Kyselina rosmarinova (¢istota 96,0 %, Sigma Aldrich, USA)

Kyselina skoficové (Cistota 98,0 %, Acros Organics, USA)

Kyselina kavova (Cistota 99,0 %, Acros Organics, USA)

Kyselina #-4-hydroxyskoficova (Cistota 98,0 %, Acros Organics, USA)
Acetonitril CHROMASOLV® (gradient grade > 99,9 %, Honeywell, Némecko)
Methanol CHROMASOLV® (gradient grade > 99,9 %, Honeywell, Némecko)
Ethanol CHROMASOLV® (gradient grade > 99,9 %, Honeywell, Némecko)

Deionizovana voda upravena pomoci pristroje Milli-Q plus (Millipore, USA)

2.2 Pouzité pristroje

UHPLC Acquity H-Class Waters s QDa detektorem (USA)

Analytické vahy 262 SMA-FR, Precisa (Svycarsko)

pH metr — konduktometr Jenway 3540 Bibby Scientific (Velka Britanie)

Vortex, Chromservis (Ceska republika)

2.3 Priprava extraktii z meduniky

Melissa officinalis byla vypéstovana v domacich podminkéach pii pokojové teploté

v rozsahu 19-23 °C (osivo firmy MoravoSeed®). Pro extrakci byly pouZity cerstvé ¢asti

byliny, konkrétné listy a stonky.

Jako rozpoustédla pro extrakci medunky byly zvoleny ethanol a voda. Extrahovano bylo

vzdy 10 g Cerstvé rostliny ve 100 ml rozpoustédla. Extrakce byla provadéna v prostiedi

s dennim svétlem a v prostiedi bez ptistupu svétla, vzdy po dobu 1 az 10 dni. Extrakéni
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smés byla kazdy den ru¢né protfepavana po dobu 1,5 min. Kazdy den byly odebrany
2 ml extraktu k analyze. Celkem bylo ptipraveno 40 extraktt liSicich se dobou extrakce,

rozpoustédlem a svételnymi podminkami extrakce.

Pted UHPLC-MS analyzou byl extrakt vzdy 10x ziedén methanolem a ptefiltrovan pies
PTFE filtr s velikosti port 0,45 um.

2.4 Priprava komercné dostupnych ¢aji

Postup piipravy Caje byl dodrzen dle instrukei vyrobce. Sacek byl zalit 250 ml vrouci
vody a nechan 10-15 min louhovat. Vylouhovany extrakt ¢aje byl nasledné 10x zifedén

methanolem a prefiltrovan pres PTFE filtr.

2.5 Priprava standardnich roztoki

Zasobni roztoky standardii o koncentraci 1 mg-ml' byly piipraveny rozpusténim
vypocteného mnozstvi standardu v methanolu a skladovany v lednici pii teploté 5 °C.
Vzhledem ke stabilit¢ kyselin, zejména kyseliny rozmarinové, byly kazdych 14 dni

pfipraveny standardy nové.

2.6 Priprava kalibracnich roztoki

Kalibra¢ni roztoky standardli byly pfipraveny v koncentra¢nim rozmezi 0,05-1,0
mg-ml! postupnym fedénim standardniho roztoku. Koncentrace v jednotkich

mmol-ml! jednotlivych kyselin jsou uvedeny v Tab. 2.1.
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Tab. 2.1 Koncentrace kalibra¢nich roztokt

} CA CAA [HICA RA
clmgml™) mol 1) c(mmoll))  c(mmolT!) ¢ (mmoll?
i 6.75 5,55 6,09 278
0.2 135 111 122 0,56
0,1 0,67 0,56 0,61 0,28
0,05 0,34 0,28 0,30 0,14
0,01 0,07 0,06 0,06 0,03
0,005 0,03 0,03 0,03 0,01

*CA — kyselina skoficovd, CAA — kyselina kavova, fHCA — kyselina t-4-hydroxyskoficovd, RA — kyselina

rosmarinova

2.7 Priprava mobilni fiaze

Mobilni faze sestavala z methanolu (slozka A) s ptidavkem 0,1% kyseliny mravenci
a vodné slozky, jejiz pH bylo upraveno ptidavkem 0,1% kyseliny mravenci na hodnotu

pH = 2,6 (slozka B). Hodnota pH byla upravena pomoci pH metru Jenway 3540.

2.8 Chromatografické podminky

Separace a detekce analytli byla provadéna pomoci systému Waters Acquity UPLC
H-class (USA), ktery byl vybaven PDA absorpénim detektorem (rozsah A v intervalu
210-400 nm) a QDa detektorem nastavenym v negativnim modu (hmotnostni rozsah
100.00-250.00 Da). Sbér dat QDA detektorem probihal od 0,01 min do 7 min analyzy.
Pouzita byla kolona BEH C18 (2,1 mm x 100 mm, velikost ¢astic 1,7 um). Tlakovy
limit byl nastaven na 12000 psi. Chromatografickd data byla shromazdéna

a zpracovavana pomoci chromatografického softwaru Waters® Empower2.

Optimalizovana mobilni faze sestavala z metanolu (slozka A) a vodného roztoku 0,1%
kyseliny mraven¢i o pH 2,6 (slozka B). Pomér slozek se ménil dle gradientového
programu, ktery trval 6 min a celkovd doba analyzy i s ekvilibraci trvala 7 min.
(Tab. 2.2). Prtok mobilni fiaze byl 0,25 ml-min’!, teplota kolony 30 °C, teplota

davkovace 20 °C a davkovany objemu vzorku 1 pl.
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Tab. 2.2 Optimalni gradientovy program

t/min ¢ (A)% ¢ (B)%
0 20 80
2,0 70 30
4,0 70 30
4,5 20 80
6,0 20 80

*¢ (A)% = methanol; ¢ (B)% = vodna slozka

2.9 Analytické zpracovani dat

2.9.1 Kalibracni zavislost

Pomoci optimalizované metody byly zmeéfeny kalibraéni sady standardi
v koncentraénim rozmezi 0,005-1,00 mg-ml™!, které pokryvaly rozsahy koncentraci
ocekavané v roztocich vzork. Nasledné po integraci ploch pikli byly sestaveny
kalibraéni kfivky jednotlivych kyselin vynesenim koncentrace standardu proti

hodnotam ploch piki.
2.9.2 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce (LOD) byla vypoctena dle Rovnice 2.1:

Lop = > 2D
m

Mez stanovitelnosti (LOQ) byla vypoctena dle Rovnice 2.2:

LoQ = 22 fm (22)
m

kde 4, je Sum zékladni linie a m je smérnice kalibracni kiivky, kterd je sestrojena

v zavislosti vySky piku na koncentraci standardu. [42]
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2.9.3 Opakovatelnost

Opakovatelnost metody byla ovéfena na 10 naslednych méfenich pro dvé koncentracni
trovné (0,05 mg-ml'; 0,0001 mg-ml!). Opakovatelnost byla vyhodnocena pomoci

smérodatné odchylky (Rovnice 2.3) a relativni smérodatné odchylky RSD (Rovnice 2.4)

. /Zi(xi —X)? (2.3)
n—1

RSD = (Z) £ 100 (2.4)

zjisténych ploch pikda.

kde x; je i-ty prvek ze statistického souboru, X je aritmeticky pramér hodnot signald, » je
pocet méfeni, sje medidn méfeni. Pokud je hodnota RSD < 2 %, pak je metoda

povazovana za piesnou. [41, 43]

2.9.4 Robustnost

Robustnost metody byla ovétena pro zménu pH o +/- 0,2 jednotky pH pouZitim niZsi,
resp. vys§i koncentrace kyseliny mravenci, zménu teploty o +/- 5 °C a zménu poméru
MeOH: H>O v gradientovém programu o +/- 2 % (v/v). Sledovan byl reten¢ni cas,
rozliSeni kritického paru kyselin a dale tzv. USP tailing factor, ktery stanovuje
maximalni pfipustnou asymetrii. Je definovan jako podil Sitky piku v 5% vysky piku
déleno dvojnasobkem polositky piku (Obr. 2.1). USP tailling faktor byl vypocten dle
Rovnice 2.5:

T=_ 2.5)
2F

kde T je Tailing faktor, W je Sitka piku pii 5 % vysky piku, F je ¢as od pocate¢niho
bodu $itky pti 5 % vrcholu vyska do #z. [44]
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Obr. 2.1 Schéma popisujici vypocet asymetrie piku. Prevzato a upraveno z [44]

2.9.5 Vytéznost

Vytéznost byla ovétena na zéklad€ piidavku standardu o zndmém objemu a koncentraci
nazyvané v literatuie také jako ,spike”. Mnozstvi 10 pl standardu kyseliny
o koncentraci 0,01 mg-ml! bylo ptidaného do vodného extraktu, aby se otestovalo, zda

je odezva na vzorek stejnd jako odpovéd’ ocekavana z kalibracni kiivky.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Vyvoj a optimalizace metody

Pro vyvoj metody byla zvolena technika UHPLC, disponujici vysokou ucinnosti
separace, ktera byla vyvinuta a optimalizovana pro stanoveni antioxidantli v extraktech
z Melissa officinalis. Pro separaci vybranych antioxida¢nich latek byla v této studii na
zaklad¢ literarni reSerSe zvolena reverzni faze typu C18. Jako pocatecni podminky byly
zvoleny: teplota kolony byla zvolena 30 °C. Pro detekci latek byl nastaven rozsah
detektoru UV-VIS AA = 200-400 nm a MS v negativnim mddu, aby byly zaznamenany
disociované formy fenolickych kyselin po ztrat¢ vodiku. Mobilni faze sestdvala
z methanolu a vodného roztoku kyseliny mraven¢i o pH = 2,5 a nasledné pouzita
v gradientovém programu. Pro separaci vybranych standardu byly vybrany vinové délky
detektoru 220, 260 a 280 nm. Studované fenolické kyseliny absorbuji pti 260 nm vice
nez veskeré kyseliny pfi 280 a 320 nm. Proto byla pro dalsi separaci a kvantifikaci
studovanych fenolickych kyselin zvolena jako kompromis vlnova délka 260 nm. Pritok
mobilni fize kolonou byl nastaven na 0,25 ml-min’!. P¥i této rychlosti byl udrZen tlak na
koloné pod hranici p = 10 000 psi a nedochédzelo tak k prekroceni tlakového limitu

kolony.

Po vybéru vhodného vinové délky, rychlosti pritoku MF kolonou nasledovalo testovani
optimalniho typu programu pro eluci analyti. Byl vyzkousSen isokraticky program, kde
MF byla ve slozeni MeOH:H>O v poméru 30:70 (v/v). Druhd vyzkouSena varianta MF
v isokratickém programu byla ve slozeni MeOH:H>O v poméru 50:50 (v/v). V piipadée
MF MeOH:H>O v poméru 30:70 (v/v) dochdzelo k vyraznému zvySeni doby eluce
posledniho analytu (kyseliny skoticové), ktera ptekracovala 10 min. V piipadé¢ MF
o sloZzeni MeOH:H>O v poméru 50:50 (v/v) se retencni Cas zkratil na ¢z = 3,767, avSak
projevilo se nezadouci rozmyvani pikl. Na zéklad¢ ziskanych informaci byl zménén typ
programu na gradientovy. Pro optimalizaci gradientového programu byly testovany
ruzné programy liSici se dobou eluce (rozmezi 7-15 min), rychlosti zmény slozeni
a také pocatecni a findlni koncentraci MeOH (MeOH:H.O = 30:70; MeOH:H,O =
20:80).
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Jako optimalni byl vybran gradientovy program popsany na str. 28, v Tab. 2.2, jelikoz
v tomto modu bylo dosazeno nejlepsi symetrie pikii a nejkratSich retencnich Cast za

soucasného zachovani rozdéleni vSech piki az na zakladni linii.

Bylo optimalizovano vhodné pH mobilni faze. Pro optimalizaci byla vybrana kyselina
mraven¢i a kyselina octova. Kyselina octovd méla ve vodné slozce MF hodnotu
pH = 3,3. Kyselina mraven¢i méla ve vodné slozce MF méla hodnotu pH = 2,5.
V pripadé pouziti kyseliny octové byla prokdzana rychlejsi separace jednotlivych
analytd, tedy niz$i tr jednotlivych kyselin, ale zhorSila se symetrie pikti. Pomoci
kyseliny mravenc¢i bylo dosazeno lepsi intenzity piku, vysSi symetrie, ale v piipadé
kyseliny kavové a kyseliny skoficové delSich #z. Jako optimalnéjsi byla zvolena

kyselina mravenci.

Dale byl testovan vliv teploty kolony pti 20 °C, 30 °C a 40 °C na separacéni proces. Jako
optimalni byla vyhodnocena teplota 30 °C, pii které méla vétSina pikt
v chromatogramech vyhovujici rozliSeni, vSechny analyty byly separovany az na
zakladni linii Teplota 20 °C a 40 °C u kyselin ovlivnila selektivitu separace z hlediska
zdrzeni nékterych analytli na kolon¢ a také snizila nepatrné rozliSeni pikt, proto bylo
nutno zvolit kompromis. Z naméfenych dat je zfejmé, Ze s rostouci teplotou na koloné

klesa reten¢ni Cas tr jednotlivych analyti.

Chromatogram smési Ctyf vybranych karboxylovych kyselin po optimalizaci vSech

dalezitych parametri je uveden na Obr. 3.1.
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Obr. 3.1 Chromatogram separace standardil kyselin

Meéfeno za optimalnich podminek. 1 — kyselina kavova, 2 — kyselina t-4-hydroxyskoficova, 3 — kyselina rosmarinova,

4 —kyselina skoficova
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V rédmci kvalitativni analyzy byla provedena hmotnostni detekce antioxidanth
v medunce. Celé¢ métfeni bylo provadéno v negativnim méddu v hmotnostnim rozsahu
100,00 — 250,00 Da. Mono-kvadrupo6l, ktery byl pouzit neumoziioval fragmentacni
spektra pro lepsi potvrzeni struktury. Pro kazdou kyselinu bylo zméteno MS spektrum,
které slouzilo k identifikaci antioxidantli v extraktech. Na Obr. 3.2 miZzeme vidét
hmotnostni spektrum kyseliny rosmarinové (m/z = 359,21). Kyselina rozmarinova
spole¢n¢ s kyselinou kdvovou (m/z = 179,09) (Obr. 3.3) byla prokazana v kazdém
ethanolickém extraktu a také ve vSech 3 komerén¢ dostupnych cajich. Pfitomnost
kyselina skoficové (Obr. 3.4) byla potvrzena pouze v ethanolickych extrakech. Kyselina

t-4-hydroxyskoficova (Obr. 3.5) nebyla prokazana ani v extraktech ani v ¢aji.

100

359,21

80 +

60

40 -

Relativni intenzita (%)

20

{ ‘l |||, ‘h L Ll L h L
— T T T T T T ; T T T -
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
m/z

Obr. 3.2 Hmotnostni spektrum kyseliny rosmarinové
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Obr. 3.5 Hmotnostni spektrum kyseliny t-4-hydroxyskoticové

3.2 Validace metody

3.2.1 Opakovatelnost

Po optimalizaci bylo provedeno validovani metody. Opakovatelnost metody byla
ovéiena na 10 naslednych méfeni pro dvé koncentraéni tirovné (0,05 mg-ml™'; 0,0001
mg-ml™!) a vypoétena dle smérodatné odchylky (Rovnice 2.3) a relativni smérodatné
odchylky (Rovnice 2.4). Pro koncentraéni Giroveri 0,05 mg-ml! se RSD retenéniho ¢asu
pohybuje v intervalu 0,22-1,08 % a RSD pro plochu piku v rozsahu 0,72-2,26 %. Pro
koncentra¢ni uroveit 0,0001 mg-ml! se RSD reten¢niho ¢asu pohybuje v intervalu
0,07-1,12 % a RSD pro plochu piku v rozsahu 0,72-2,26 %. Konkrétni hodnoty jsou
uvedeny v Tab. 3.1 a Tab. 3.2.
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Tab. 3.1 Opakovatelnost mé&feni pii koncentraéni arovni 0,05 mg-ml!

tr/min s/min RSD/% plocha piku s/pV-s RSD/%
CAA 0,04 1,09 CAA 6991 2,26
tHCA 0,02 0,53 tHCA 4056 1,55
RA 0,01 0,22 RA 3091 1,38
CA 0,02 0,36 CA 7733 0,72

*CA — kyselina skoficova, CAA — kyselina kavova, fHCA — kyselina t-4-hydroxyskotficova, RA — kyselina

rosmarinova

Tab. 3.2 Opakovatelnost méfeni pii koncentraéni tirovni 0,0001 mg-ml-!

tr s/min RSD/% plocha s/uV-s RSD/%
CAA 0,004 0,12 CAA 89 1,81
tHCA 0,003 0,06 tHCA 106 2,65
RA 0,003 0,07 RA 87 2,41
CA 0,004 0,07 CA 150 0,91

*CA — kyselina skoficova, CAA — kyselina kavova, fHCA — kyselina t-4-hydroxyskoficova, RA — kyselina

rosmarinova

3.2.2 Kalibraéni kfivky, hodnoty LOD a LOQ

Pomoci optimalizované metody byly dale zméteny kalibrac¢ni kiivky jednotlivych
kyselin v koncentraénim rozmezi 0,005-1,00 mg-ml™'. Kalibra¢ni kiivka pro kyselinu
kavovou je uvedena na Obr. 3.6 a pro kyselinu #-4-hydroxyskoficovou na Obr. 3.7.
V ptipadé€ kalibracnich kiivek kyseliny rozmarinové (Obr. 3.8) a kyseliny skoficové
(Obr. 3.9) nebyl zahrnut bod pro koncentraci 1,00 mg-ml’!, jelikoZ pfi této koncentraci
byl piekrocen rozsah detektoru a dochazelo tak k nepfiznivému ovliviiovani linearity
kalibrace. Jednotlivé rovnice regresi kalibracni kiivek a jejich koeficienty determinance
(%) jsou uvedeny v Tab. 3.3 spole¢né s hodnotami limity detekce (LOD) a limity
stanovitelnosti  (LOQ). Hodnoty relativnich smérodatnych odchylek ploch
z kalibra¢nich ktivek jednotlivych kyselin jsou uvedeny v Tab. 3.4.
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Tab. 3.3 Parametry kalibracnich kfivek pro jednotlivé kyseliny

Standard rovnice regrese koeficient r? LOD LOQ
(mg'ml!)  (mg-ml?)

RA y=11369,5x - 61,9 0,995 0,0013 0,0096
CA y =23 2440x - 25,9 0,997 0,0007 0,0095
CAA y=5700,8x + 1,93 0,999 0,0029 0,0044
tHCA y =5335,2x + 7,81 0,999 0,0029 0,0022

*CA — kyselina skoficova, CAA — kyselina kavova, fHCA — kyselina t-4-hydroxyskoficova, RA — kyselina

rosmarinova

Tab. 3.4 Hodnoty relativnich smérodatnych odchylek ploch kalibra¢ni kfivky

¢ (mg-ml?) RSD/% CAA RSD/% tHCA RSD/% RA RSD/% CA

1 1,13 0,33 0,43 0,15
0,2 0,82 0,54 18,53 1,01
0,1 1,85 0,57 9,09 0,54
0,05 1,87 1,50 0,54 0,41
0,01 1,12 0,36 15,36 1,10

0,005 2,18 3,25 1,99 1,43

*CA — kyselina skoficova, CAA — kyselina kavova, fHCA — kyselina t-4-hydroxyskotficova, RA — kyselina

rosmarinova
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Obr. 3.6 Kalibra¢ni kiivka kyseliny kavové
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Obr. 3.7 Kalibra¢ni ktivka ¢-4-hydroxyskoticové kyseliny
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Obr. 3.8 Kalibra¢ni kiivka kyseliny rosmarinové
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Obr. 3.9 Kalibra¢ni kiivka kyseliny skoficové

Na zaklad¢ publikovanych praci Ize konstatovat, ze bylo v této studii dosazeno vyssich
hodnot LOD a LOQ nez pti UHPLC analyze publikované¢ Komes, D. et al. [20] nebo
HPLC analyze publikované¢ Wang H. et al. [2].

3.2.3 Robustnost

Robustnost metody byla ovéfena pro zménu pH o +/- 0,2 jednotky pH, teploty o +/- 5
°C a poméru MeOH:H>O v gradientu o +/- 2 % (v/v). Sledovan byl reten¢ni cas,
rozliSeni kritického paru kyselin a symetricky faktor USP Tailling. Hodnoty robustnosti
byly vypocteny jako procentudlni zména medianu tii méfeni od hodnoty ziskané pfii
méfeni optimalni metodou. Na zéklad¢ vypoctenych hodnot uvedenych v Tab. 3.5 Ize
usuzovat z pohledu #z, Ze je metoda méné robustni pii zménach teploty, avSak zmény
pH ¢i obsahu MeOH v mobilni f4zi neméli veliky vliv na analyzu. V piipadé hodnoceni
asymetri¢nosti na zdklad€¢ hodnot (Tab. 3.6) faktoru USP Tailling miizeme fict, Ze je
metoda mén¢ robustni pfi zménach obsahu MeOH v mobilni fazi a pfi zménach teploty,
ale pfi zméné pH nebyl zjistén veliky vliv na symetrii. Kyselina rosmarinova nebyla

soudasti testovani robustnosti z duvodu malého mnozstvi standardu.
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Tab. 3.5 Vypoctené hodnoty zmén retencniho Casu v % pfi testovani robustnosti metody

0,2 mg-ml! 0,01 mg-ml!
provedené provedené
< CAA tHCA CA . CAA tHCA CA
zmény zmény
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
+5 °C -9 -7 -5 +5 °C -3 -2 -2
-5°C +4 +3 +3 -5°C +8 +6 +5
+2% MeOH -5 -4 -4 | +2% MeOH -3 -2 -2
-2% MeOH +1 +1 +2 -2% MeOH +5 +4 +4
+0,2 pH 2 2 1 +0,2 pH +2 +2 +1
0,2 pH 4 3 2 0,2 pH 0 0 0
*CA — kyselina skoficova, CAA — kyselina kédvova, fHCA — kyselina #-4-hydroxyskoticova
Tab. 3.6 Vypoctené hodnoty faktoru USP Tailling v % pfi testovani robustnosti metody
0,2 mg-ml’! 0,01 mg-ml!
provedené provedené
“ CAA tHCA CA " CAA tHCA CA
zmény zmény
(o) (o) (o) (o) (%) (%)
+5°C -4 -2 1 +5°C -3 -2 0
5°C 4 ‘1 1 5°C 4 1 1
+2% MeOH -5 -5 1 +2% MeOH -3 -4 0
-2% MeOH -2 -6 -1 -2% MeOH 1 -3 -2
+0,2 pH 1 -3 2 +0,2 pH -2 -1 -3
-0,2 pH 3 -2 4 -0,2 pH -1 0 -2

*CA — kyselina skoficova, CAA — kyselina kavova, fHCA — kyselina ¢-4-hydroxyskoticova

V ramci robustnosti bylo testovano rozliSeni kritického péaru. Pro vyhodnoceni rozliseni

kritického péaru byl vybran par kyselina kavova a kyselina #-4-hydroxyskoficova. Na

zaklad¢ ziskanych hodnot zmény rozliSeni v % lze fict, Ze nejvétsi zména nastava
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v ptipad¢ zmény teploty. I tak dojde k separaci az na zakladni linii. Jednotlivé hodnoty

jsou uvedeny v Tab. 3.7.
Tab. 3.7 Hodnoty rozliSeni kritického paru CAA a tHCA

R (%) +5°C -5°C +2% MeOH -2% MeOH +0,2pH -0,2 pH

0,2 mg-ml’! 11 -6 5 2 3 4

0,0l mgml!| 4 9 1 -3 0 0

3.2.4 VytéZnost

V zavéru byla v rdmci validace metody testovana vytéznost. Dle popsaného postupu
v experimentalni ¢asti byl vybran jako vhodny vodny extrakt, jelikoz v ném nebyla
potvrzena piitomnost zadné z vybranych fenolickych kyselin, a proto jej bylo mozné
pouzit k tomuto ucelu. Bylo pfiddno vzdy spike 10 pl kazdé kyseliny o koncentraci
0,01 mg'ml!. Vysledné hodnoty koncentraci vypoétené dle piisluinych rovnic
kalibra¢nich rovnic uvedenych v Tab. 3.3 jsou: kyselina skoficova o ¢ = 0,0119 mg-ml
!, kyselina kdvova o ¢ = 0,0101 mg-ml’!, kyselina #-4-hydroxyskoficova o ¢ = 0,0095
mg-ml! akyselina rosmarinova o ¢ = 0,0091 mg-ml'. Bylo zji§téno, Ze procentualni
hodnota vytéZznosti kyseliny skoficové je 118,7 %, kyseliny kdvové 99,5 %, kyselinu
t-4-hydroxyskoficovou 105,2 % a kyseliny rosmarinové 109,5%. Dle uvedenych hodnot
koncentraci a procent lze fici, Ze je metoda pfesnd a hodnoty vytézku se shoduji

s pfidanym mnozstvim standardu.

3.3 UHPLC stanoveni antioxida¢nich liatek v extraktech z medurnky

Optimélni metodou bylo celkem prométfeno 20 vodnych, 20 ethanolickych extrakt
a 3 extrakty ze zakoupenych ¢aji. Bylo zjisténo, ze studované tii ze Ctyt ocekavanych
fenolickych kyselin se nachazely pouze v ethanolickych extraktech. Jedna se konkrétné
o kyselinu kavovou, kyselinu rosmarinovou a kyselinu skoficovou. Ve vodnych
extraktech pfitomnost téchto latek detekovana nebyla. Na Obr. 3.10 je pro ilustraci
znazornén chromatogram ethanolického extraktu, ktery byl extrahovan za pfistupu

denniho svétla po dobu 10 dni. Pfi separaci nedochazelo k interferenci rostlinné matrice.
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Obr. 3.10 Chromatogram ethanolického extraktu (10. den; denni svétlo). Méfeno optimalni metodou.

1 — kyselina kavova, 2 — kyselina rosmarinova, 3 — kyselina skoficova

Byly vypocteny koncentrace jednotlivych kyselin v extraktech z Melissa officinalis,
které jsou zobrazeny na Grafu 3.1. Maximalniho mnozstvi jednotlivych kyselin bylo
dosazeno zhruba 5. den a déle se koncentrace jiz prakticky neménily. Z grafu je zjevné,
Zze se nejvice extrahovala kyselina rosmarinova, kterd je dle literatury nejhojnéji
zastoupena zfad fenolickych kyselin. Dalsi bohaté zastoupenou byla kyselina
skoficova. Na zaklad¢ literarni reSerSe muzeme potvrdit tvrzeni Sytar O. et al. [17]
o pfitomnosti kyseliny skoficové v meduinice. Nejméné zastoupena byla kyselina
kavova. Hodnoty koncentraci v 10. den extrakce jsou pro vSechny vybrané fenolické
kyseliny uvedené v Tabulce 3.8. Na Obr. 3.11 je zndzornén chromatogram vodného
extraktu, ktery byl odebran 10. den bez pfistupu svéta. Z chromatogramu je patrné, ze

nejsou piitomny zadné charakteristické piky vybranych fenolickych kyselin.
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Obsah kyselin v Melissa officinalis (denni svétlo)
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Graf 3.1 Obsah kyselin v Melissa officinalis (denni svétlo, ethanolicky extrakt)

Tab. 3.8 Hodnoty koncentraci vybranych fenolickych kyselin v 10. dni extrakce
(mg-ml7) EtOH svéto H:0 svétlo EtOH tma H:0 tma
RA 0,012 — 0,012 —
CA 0,001 — 0,001 —
CAA 0,001 — 0,001 —
tHCA — — — —
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Obr. 3.11 Chromatogram vodného extraktu (10. den; denni svétlo). Méfeno optimalni metodou
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3.4 Vliv svételnych podminek na extrakci

Pribéh extrakce byl vyhodnocen pro kazdou detegovanou kyselinu. Jako reprezentativni
ptiklad byla vybrana kyselina skoficova. Kineticky pribéh pro kyselinu skotficovou je
zobrazen na Grafu 3.2, kde jsou porovnany rozdilné svételné podminky. Extrakce za
pristupu svétla dosdhla maxima o dva dny pozdé&ji nez-1i extrakce bez pristupu svétla.
Znatelny narust je viditelny do 2. az 4. dne, ale nasledujici dny byly hodnoty spiSe
konstantni. Tyto rozdilné svételné podminky nemaji na extrakci vyznamny vliv.
Rychlost extrakce byla vyhodnocena pouze pro etanolické extrakty, jelikoz ve vodnych

extraktech nebyla potvrzena pfitomnost vybranych antioxidanta.

o—tma svétlo
30
25
20

15

plocha (mV:-s)

10

Graf 3.2 Rychlost extrakce kyseliny skoficové

3.5 Studium mnoZzstvi vybranych antioxidantii v ¢ajich

V posledni tadé¢ byla UHPLC metoda vyuzita k ovéfeni obsahu antioxidantii
v komeré&né dostupnych &ajich v Ceské republice. Vybrani byly tii zastupci: Valdemar
Gresik — Natura s. r. 0., MegaFyt Pharma s. r. 0. a Apotheke — Mediate s. r. 0. Pomoci
optimalni UHPLC-MS metody byly v ¢aji detegovany dvé kyseliny s antioxida¢nimi
vlastnostmi, ato konkrétn¢ kyselina rosmarinovd a kyselina kavova. Hodnoty
koncentraci kyselin v jednotlivych ¢ajich jsou uvedeny v Tab. 3.9. Z vysledku je vidét,
ze koncentrace kyseliny kavové jsou srovnatelné ve vSech uvedenych typech caji.

Nejvyssi koncentracni zastoupeni kyseliny rosmarinové je v €aji od firmy Apotheke-

43



Mediate s. 1. 0., avSak v porovnani se zbylymi ¢aji se nejedna o zasadni rozdil. Oproti
vodnym extraktim doSlo u ¢aje k u¢inné extrakci za pomérné kratky cas. Patrné jde

o vliv teploty na rozpustnost.

Tab. 3.9 Hodnoty koncentraci kyselin v komeréné dostupnych &ajich v CR

V.Gresik-Natura s.r.o.  MegaFyt Pharma s.r.0. Apotheke-Mediate s.r.o.

¢ (mg-ml™) c (mg-ml™) c (mg-ml™)
CAA 0,0005 0,0004 0,0005
RA 0,0099 0,0086 0,0103

* CAA — kyselina kavova, RA — kyselina rosmarinova

Jako reprezentativni byl vybran chromatogram ¢aje znacky Megafyt (Obr. 3.12).
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Obr. 3.12 Chromatogram ¢aje MegaFyt. Méfeno optimalni metodou. 1 — kyselina kavova, 2 — kyselina rosmarinova
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ZAVER

V ramci této diplomové praci byla vyvinuta, optimalizovdna a validovana UHPLC-MS
metoda pro kvantifikaci antioxidantli v Melissa officinalis. Pomoci optimalni metody
byla v ethanolickych extraktech, pfipravenych v domacich podminkach, potvrzena
pfitomnost kyseliny kavové (m/z = 179,09; tz= 3,48 min), kyseliny rosmarinové
(m/z = 359,21; trg=4,195 min) a kyseliny skotficové (m/z = 147,01; tg= 4,94 min).
Kyselina t-4-hydroxyskoiicova detekovdna v zadném extraktu nebyla. Ve vodnych
roztocich pfitomnost kyselin potvrzena nebyla. Déle bylo zjisténo, ze pfitomnost svétla
béhem extrakce nemd na obsah kyselin v extraktu zasadni vliv. V této studii analyza
také ukazala, ze komercné dostupné bylinné ¢aje z Melissa officinalis obsahuji kyselinu
rosmarinovou a kyseliny kavovou. Lze tedy usuzovat, Ze antioxidanty se do vodnych

extraktll uvolnuji pouze pii vyssich teplotach.
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