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Abstrakt

V Gvodu prace jsou shrnuty a ptibliZzeny poznatky o flavonoidech - jejich déleni podle
struktury, vyskyt v lidské stravé, biosyntéza a piiznivé u¢inky na lidské zdravi. Déle jsou

uvedeny nejcastéjsi analytické ptistupy K jejich identifikaci a stanoveni.

V experimentalni ¢asti byla stanovovana Cistota dvou standardnich latek flavonoidni
povahy — myricetinu a dihydromyricetinu. K tomu byla vyuzita spektroskopie

v ultrafialové a viditelné oblasti. Zjisténé polohy absorpénich maxim obou latek odpovidaji
udajam z literatury. Néasledné byla pouzita vysokotu¢inna kapalinova chromatografie na
reversni fazi k uréeni pfipadnému obsahu necistot. Z chromatogramu ziskanych po
provedeni optimalizace eluce je ziejmé, Ze Cistota preparatt je dosti vysoka a je v souladu

s dodanymi certifikaty.
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Abstract

The first part of this thesis summarizes the available information about flavonoids and
gives deeper insight into their classification, biosynthesis, occurrence in human diet and
beneficial effects on human health. In the next part, the most widely used analytical

approaches for identification and quantification of these compounds are described in detail.

The aim of experimental part of this thesis was to determine the purity of two samples of
flavonoid compounds — myricetin and dihydromyricetin. As the first step, ultraviolet—
visible spectroscopy was used. The determined wavelengths of absorbance maxima are in
accordance with literary data for both compounds. Next, the reversed-phase high-
performance liquid chromatography was used for determination of eventual impurities.
The chromatographs obtained with optimized elution protocols are demonstrating showing
the purity of both samples, corresponding to the manufacturers’ certificates.

Key words

flavonoids, quantification of antioxidants, identification of biologically active compounds



Obsah

Seznam zKratek @ SYMDOIT ........cveiiiiiiiiiiiiiee e 7
1 Cil baKalaTSKeE PrACE ......cuviiiiiiiiiiieiiiie ittt 8
2 PTEhled HEETAtUIY . .ciiiiiiiiiii et e e bb e bn e e abee e 9
2.1 Flavonoidy a jejich dClent ........cccccvvviiiiiiiiiiieic e 9
2.1 1 FIAVONY ..o 10
2.1.2  Flavan-3-0ly (FIavanoly) .........ccccoeiiiiiieii e 11
2.1.3  FIAVANONY ..ottt e 11
214 FIAVONOIY ..o 12
2.1.5  ANhOKYANTAINY ...oiiiiiiiiiiii s 13
2.1.6  ISOFIAVONY ..o e 14

2.2 Biosyntéza flavonoidill ........cceeiiieiiiiiieiic e 15
221 SiKimAtOVA DIOSYNEZA ........oceececereeeeeseeseese s eseesee s 15
2.2.2  FenylpropaniodoVva bioSYNtEZa...........ccccceevviiieiie i 18

2.3 Pozitivni ucinek flavonoida na lidsk€ zdravi ..........ccccevvveiiiiiiin e 18
2.4 DINYArOMYFICETIN ..ot 19
2.5 IMIYTICELIN Lttt bbbttt bbbttt n e 20
2.6 Analytické ptistupy ke stanoveni flavonoidli..........ccoeeviiiiiiiiic i 21
2.6.1  PTIPIava VZOTKU ....cooiiiiiiiiiiiiis it e e 21
2.6.2  Tenkovrstva chromatografie (TLC).......ccoeviiereiienerese e, 22
2.6.3  Plynova chromatografie (GC) .......cccuriiriiiiiiieesie e, 22
2.6.4  Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) .........cccccviiiiiiinincnne, 23
2.6.5 Kapilarni elektroforéza (CE) .......c.ccoveiveiieiieie e 23
2.6.6 UV=VIis SPEKLIOSKOPIE ...ccveeviiiieiiieiie ettt 24

3 EXPerimentalnd CASt.........cciiiiiiiiiiieii et 25
3.1 CheMIKANIE. ... e 25
3.2 PIISIIOJC..eueiitieii ettt 25
3.3 IMIBEOAY ...t bbbttt 26
3.3.1 Stanoveni absorpénich maxim dihydromyricetinu a myricetinu..................... 26
3.3.2 Metoda RP-HPLC ke stanoveni Cistoty dihydromyricetinu a myricetinu....... 26

4 VYSIEAKY @ QISKUSE .....cveiieciiicieee ettt ettt re e b e eaeas 28
4.1 Absorp¢éni maxima dihydromyricetinu a myricetinU..........cccceceveiinenenininnnienenn, 28
4.2 Chromatogramy dihydromyricetinu a myricetinu s riznym sloZzenim mobilni faze31
4.2.1  Chromatogramy dinydromyriCetinuU ..........ccceeveeiiieiic i 32
4.2.2  Chromatogramy MYFICELINU........c.coirueieiieiiiiseseeie e 34

D ZAVET ettt b et R Rt et Rt et r et et et re bt ne et 39
B LITEIALUIA ...t 40



Seznam zkratek a symbolu

a.u.
CE

GC
HPLC

L
RP-HPLC
Phe

spp.

t

Trp

Tyr

uv

Vis

absorbanc¢ni jednotka

kapilarni elektroforéza

plynova chromatografie

vysokoucinna kapalinova chromatografie
jednotka litru (pouzita pro odliseni od ¢isla ,,1%)
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie na reversni fazi
fenylalanin

vice druhu (z lat. Species pluralis)

cas

tryptofan

tyrosin

ultrafialova ¢ast spektra

viditelna ¢ast spektra



1 Cil bakalarské prace

Cilem mé bakalarské bylo seznameni se s literaturou, kterd pojednava o rostlinnych
fenolickych latkach — flavonoidech, jejich déleni, biosyntéze, uc¢inku na lidské zdravi a
jednotlivych analytickych metodach k jejich stanoveni.
myricetinu a dihydromyricetinu. K tomu byly vyuzity dvé analytické metody, UV—-Vis

spektroskopie a vysokoucinna kapalinova chromatografie na reversni fazi (RP-HPLC).



2 PREHLED LITERATURY

Flavonoidy jsou fenolické latky nachazejici se v rostlinach jako sekundarni
metabolity, tedy jako organické slouceniny, které se pfimo nepodileji na procesu rastu
nebo vyvoje rostliny. Pii konzumaci ve formé ovoce €i zeleniny pisobi pfiznive na lidské
zdravi. Flavonoidy jsou Siroce rozsiteny skrze celou rostlinnou #i$i; v pfirod¢ se nachazeji
Vv rostlinach, ovoci, obilninach, kvétinach a napojich jako je ¢aj ¢i vino. Jsou latkami, které

davaji témto produktiim jejich charakteristickou barvu i chut’ [1], [2].

2.1 Flavonoidy a jejich déleni

Dnes je znamo pfiblizné 6500 riznych flavonoidii. Vedle chlorofylu a karotenoidl
jsou nejcastéj$im rostlinnym pigmentem [3], [4].

Zéakladni strukturou flavonoida je 2-fenyl-1,4-benzopyron - flavanovy skelet
(Obr. 1).

Ve flavonoidech bézné dochazi k hydroxylaci v pozici 3, 5, 7, 3", 4" a/nebo 5°. Tyto
hydroxylované skupiny jsou pak dale methylovany, acetylovany ¢i sulfatovany.
V rostlinch se flavonoidy nachézeji jako O- nebo C- glykosidy; nejéastéji vSak jako O-
glykosidy, které¢ maji cukernou sloZku navazanou pies hydroxylovou skupinu aglykonu,
obvykle v poloze 3 nebo 7. Naproti tomu maji C-glykosidy cukr vazany ptimo na uhliku
aglykonu, obvykle C6 nebo C8. Nejcastejsimi sacharidy byva rhamnosa, glukosa,
galaktosa a arabinosa [5].

Obr. 1: Zakladni struktura flavonoidi [4]



Flavonoidy mohou byt podle riznych modifikaci na C kruhu rozdéleny do nékolika
téid: flavony, flavanoly, flavanony, flavonoly, anthokyanidiny a isoflavony [6].

V nasledujicich oddilech jsou tyto hlavni tfidy popsany detailné;i.

2.1.1 Flavony

Flavony, flavonoly a flavanony jsou skupiny, které si jsou strukturné velmi podobné.
Flavony plni mnoho rozmanitych funkci, at’ uz v kvétinach, kde jsou zodpovédné za jejich
zluté zabarveni, nebo v citrusovych plodech, kterym dodavaji typickou kyselou chut’.
Nejvétsi zastoupeni této skupiny ve stravé zaujimaji apigenin a luteolin [7]. Tito zastupci

flavont jsou zobrazeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: Struktura flavonu a jeho substituovanych derivati [4]

Flavon
Pozice 5 7 3 4
substituentu
Apigenin OH OH - OH
Luteolin OH OH OH OH
Chrysin OH OH - -

Vyskyt v potravinach
Flavony nejsou natolik rozsitenou skupinou, co se jejich obsahu v potravé tyce.
Jejich vyznamnéjsi obsah byl zaznamenan pouze v celeru (Apium graveolens), petrzeli

(Petroselinum crispum) ¢i arty¢oku (Clara scolymus) [8].
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2.1.2 Flavan-3-oly (Flavanoly)

Flavanoly ptedstavuji nejrozsitenéjsi skupinu flavonoidd, co se jejich konzumace
v lidské stravé tyce. Ovliviuji vlastnosti rostlin jako je trpkost, hotkost, kyselost, sladkost,
aroma ¢i barva [9]. Flavanoly jsou strukturné nejvice komplexni skupinou flavonoidi,
vyskytujici se od jednoduchého monomerniho (+)-katechinu a jeho izomeru (-)-
epikatechinu, az po oligomerické a polymerické proanthokyanidiny, znamé taktéz jako

kondenzované taniny [10].

Tabulka 2: Struktura flavanolu a jeho substituovanych derivata [4]

3

2 4

5

=t
Flavanol

Pozice substituentu 3 5 7 3 4 5
(+)-Katechin BOH  OH OH OH OH -
(-)-Epikatechin aOH OH OH OH OH -

(-)-Epigallokatechin ~ qOH  OH OH OH OH OH

Vyskyt v potravinach

Flavan-3-oly jsou hojn¢ obsazeny v ovoci, jako jsou merunky (Prunus armeniaca),
visné (Prunus census), hroznové vino a ostruziny (Rubus spp.) [11]. Déle byly detekovany
v maté (Mentha rotundifolia), bazalce (Ocimum basilicum), rozmarynu (Rosemarinus

officinalis), salv¢ji (Salvia officinalis) a kopru (Anethum graveolens) [12].

2.1.3 Flavanony

Skupinu flavanont nej¢astéji zastupuji naringenin, hesperetin nebo eriodyktyol.
Samotna struktura flavanont je vysoce reaktivni a podléha hydroxylaci, glykosylaci ¢i O-
methylaci. Flavanony se témét vyhradné vyskytuji v citrusovych plodech, a to ve své

glykosidované formé.
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Tabulka 3: Struktura flavanonu a jeho substituovanych derivati [4]

3
Z 4
1
> o ~,:|~,"\.\ a
T P <
] 3
5
0
Flavanon
Pozice substituentu 5 7 3 4
Naringenin OH OH - OH
Hesperetin OH OH OH OCH;

Vyskyt v citrusech

Nejvyssi obsah flavanont obsahuje citrusova kiira. Nejbéznéji zastoupenym

obsazeny jak v pomeranci (Citrus sinensis), mandarince (Citrus clementina) citronu

214 Flavonoly

Flavonoly jsou nejrozsitené;si skupinou flavonoidl v rostlinné strave. Jejich barva
ptrechézi od bilé po zlutou a je zavisla na struktufe konkrétniho flavonolu. Hlavnimi

zastupci jsou kvercetin, kaempferol ¢i myricetin [11].

Tabulka 4: Struktura flavonolu a jeho substituovanych derivata [4]

Flavonol

flavanonovym glykosidem je hesperetin-7-O-rutinosid (hesperidin), ve vysoké koncentraci

(Citrus limon), limeté (Citrus aurantifolia), ¢i grapefruitu (Citrus paradisi) [7], [11], [13].
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Pozice 5 7 3 4 5
substituentu

Kvercetin OH OH OH - -
Kaempferol OH - - - -
Galangin OH - OH OH OH
Fisetin OH OH OH - -
Myricetin OH OH OH OH OH

Vyskyt v potravinach a lécivych rostlindch

Flavonoly se, podobné jako ostatni skupiny flavonoidu, nachazi v riznych druzich
ovoce i zeleniny. Obzvlasté vysoké mnozstvi téchto latek obsahuje cibule v Cerstvém
stavu. Je dokazano, ze jakéakoliv tepelna uprava (vareni, smazeni) snizuje obsah flavonoli
v dané potraving [14]. V praci [15] bylo stanovovano mnozstvi flavonolt ve
22 materidlech rostlinného ptivodu (9 druhii zeleniny, 5 druhi ovoce a 8 druht 1é€ivych
rostlin). Nejvyssi koncentraci celkovych flavonold obsahovala rostlina moringa olejodarna
(Moringa oleifera). Vysoky obsah dale vykazovaly i jahody (Fragaria ananassa), kvétak
(Brassica oleracea), Spenat (Spinacia oleracea), ¢i plody fikovniku (Ficus religiosa).

2.15 Anthokyanidiny

Anthokyanidiny jsou latky podilejici se na ¢erveném, modrém a fialovém zabarveni
ovoce a kvétin. Jsou taktéz obsaZeny v listech, stoncich i kofenech rostlin. Nejcastéji se
vyskytuji v podobé cukernych glykosidt - anthokyanti. Anthokyanidiny jsou ¢asto
pouzivany jako ptirodni barviva [7], [10], [16].

Tabulka 5: Struktura anthokyanidinu a jeho substituovanych derivatt [4]

Anthokyanidin
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Pozice substituentu 3 5 7 3 4 5

Kyanidin OH OH OH OH OH -
Kyanin O-Glu OH OH OH OH -
Peonidin OH OH OH OCHj3 OH -
Delfinidin - OH OH OH - OH
Pelargonidin OH OH OH - OH -
Malvidin OH OH OH OCHj3 OH OCHjs
Glu = glukosid

Vyskyt v potravé

Anthokyany se nachazeji pievazné v bobulovitych plodech, jako je brusinka
(Vaccinitum macrocarpon), ostruzina (Rubus spp.) ¢i bez (Sambucus nigra), kde se
specificky nachazi jen jeden zastupce anthokyani. Na rozdil od bortivky (Vaccinum
corymbosum) ¢i ¢erného rybizu (Ribes nigrum), ve kterych mizeme najit Siroké spektrum

téchto latek. Vysoké mnozstvi antokyant je také obsazeno v ¢erveném ving [8], [10].

2.1.6 Isoflavony

Isoflavony se od ostatnich flavonoidu lisi pfipojenim B kruhu v pozici C3 misto C2.

Vyskytuji se vyhradné v lusténinach.

Tabulka 6: Struktura isoflavonu a jeho substituovanych derivata [4]

Isoflavon
Pozice substituentu 5 7 4
Genistein OH OH OH
Daidzein - OH OH

14



Vyskyt v lustenindch
Prakticky jedinym zastupcem obsahujici vys$si mnozstvi isoflavontl je s6ja lustinata
(Glycine max). Ta obsahuje daidzein a genistein, latky které se taktéz vyskytuji v ¢ernych

fazolich (Phaseolus vulgaris) ¢i hrachu setém (Pisum sativum) [17].

2.2 Biosyntéza flavonoidu

Flavonoidy se syntetizuji v cytoplazmé rostlin dvéma cestami: Sikimatovou, pii které

vznika kruh B a fenylpropanoidovou, pfi které vznika z acetatovych jednotek kruh A.

2.2.1 Sikimatova biosyntéza

Sikimétova cesta je jednou z nejvyznamngjsich biosyntetickych pfemén probihajici
ve vyssich rostlinach. Jejim vysledkem je totiz syntéza tii aromatickych aminokyselin —
tryptofanu, fenylalaninu a tyrosinu. Nazev této cesty vznikl z prvniho identifikovaného
meziproduktu, Sikimatu, ktery byl poprvé izolovan z ovocného stromu Illicium anisatum,
bézné znamého jako badyanik anyzovy, japonsky Shikimi [18].

V prvnim kroku této cesty spolu reaguje meziprodukt glykolyzy, fosfoenolpyruvat a
meziprodukt pentosafosfatového cyklu, D-erytrosa-4-fosfat. Tento krok je katalyzovan
3-deoxy-D-arabino-heptulosonét-7-fosfatsynthasou (DAHP) za vzniku sedmiuhlikaté
slou¢eniny 3-deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-fosfatu. Dale se za pisobeni
3-dehydrochinatsynthasy tvoii 3-dehydrochinat. V dal$im kroku dochazi k odstépeni vody
pomoci 3-dehydrochinatdehydratasy za vzniku 3-dehydrosikimatu, ktery se nasledné
pfeméiuje na Sikimat za katalyzy Sikimatdehydrogenasy.

Nasleduje fosforylace Sikimatu za spotieby ATP a vzniku §ikimat-3-fosfatu, ze
kterého se nasledn¢ za katalyzy 5-enolpyruvylsikimat-3-fosfat-synthasy a piipojeni dalsi
molekuly fosfoenolpyruvatu tvoii 5-enolpyruvylSikimat-3-fosfat. VV poslednim kroku
dochazi k tvorbé chorismatu, ktery je hlavnim prekurzorem k tvorbé aromatickych

aminokyselin [19] (schéma biosyntézy chorismatu, Obr. 2 na str. 16).
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}\__' P chorismatsynthasa
L
COOH
1 ! ,CHy chorismat
0—C,
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Obr. 2: Schéma biosyntézy chorismétu podle [19], [20]

Pii tvorbé fenylalaninu a alaninu hraji daleZitou roli dvé latky — prefenat a arogenat.

Prefenat vznika z chorismatu pomoci chorismatmutasy (1a) a z n&j nasledné pomoci

prefenataminotransferasy (1b) vznika arogenat.

Z arogenatu nasledn¢ vznika fenylalanin bud’ ptimo, za katalyzy arogenatdehydratasy

(1c) nebo za vzniku meziproduktu — fenylpyruvatu. Ten se tvofi za pusobeni

prefenatdehydratasy (1d) a nasledné se pfeménuje na fenylalanin za katalyzy

fenylpyruvataminotransferasy (1e).
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Vznik tyrosinu probiha obdobné: pfimy vznik z arogenatu je katalyzovan
arogenatdehydrogensou (1f), meziproduktem je 4-hydroxyfenylpyruvat, ktery vznika
pusobenim prefenatdehydorgenasy (1g). Tyrosin pak nasledn¢ vznika za katalyzy
4-hydroxyfenylpyruvataminotransferasy (1h).

Tvorba tryptofanu

Biosyntéza tryptofanu opét vychazi z chorismatu, ktery se pomoci antranilatsynthasy
(2a) pfeménuje na antranilat. Na ten se pomoci enzymu fosforibosylantranilattransferasy
(2b) ptenasi fosforibosylova skupina z fosforibosylpyrofosfatu a vznika 5-
fosforibosylantranilat. Fosforibosylantranilatisomerasa (2c) nasledné katalyzuje jeho
pfeménu na 1-(0-karboxyfenylamino)-1-deoxyribulosa-5-fosfat. V dalsim kroku indol 3-
glycerolfosfatsynthasa (2d) katalyzuje vznik indol-3-glycerol fosfatu. Nakonec je za
katalyzy a podjendotky tryptofansynthasy (2€) syntetizovan indol a poté za ptisobeni 3
podjendotky tryptofansynthasy (2f) vznika tryptofan [21], [22] (schéma biosyntézy Tyr,
Phe a Trp na Obr. 3).

COOH

COOH 2a CHy
+——
NH, "~ 0” “COOH
antranilat OH
chorismat

1a

©:COOH
*(_7) S5-fosforibosylantranilat

OH

HOOC,
ch COOH >

1-(o-karboxyfenylamino)-1-

COOH
@[ oA oH deoxyribulosa-5-fosfat / - \
: AH
N o®
N W

COOH

prefenat
Zdl L
o® 4-hydroxyfenylpyruvat l fenylpyruvat
indol-3-glycerol COOH
on B gh
\ fosfat l 1h lle
N
H COOH
\;:\\ﬁ" - if 1c COOH
> indol / ik,
COOH . arogenat
Nk, ‘/Zf H b
N e
! Trp Tyr
H

Obr. 3: Biosyntéza tyrosinu, fenylalaninu a tryptofanu podle [21], [22]. N&zvy jednotlivych

enzymi uvedeny v pfedchozim textu
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2.2.2 Fenylpropaniodova biosyntéza

Po Sikimatové cesté a biosyntéze aromatickych aminokyselin nasleduje cesta
fenylpropanoidova. V prvnim kroku dochazi k deaminaci tyrosinu enzymem
fenylalaninamoniolyasa (PAL) za vzniku kyseliny skoficové. Ta je nasledné pfeménéna na
kyselinu p-kumarovou cinamat-4-hydroxylasou (C4H). Dale 4-kumaroyl-CoA-ligasa
(4CL) katalyzuje pripojeni koenzymu A a vznik 4-kumaroyl-CoA. Tento meziprodukt
reaguje se tfemi molekulami malonyl-CoA a za soucasné katalyzy chalkonsynthasy (CHS)

se pak tvoii chalkon, ktery je hlavnim prekurzorem k tvorbé flavonoida (Obr. 4) [23], [24].

= —_— /,\ S

COOH COOH
fonviabinia kyselina skoricova
lO4H
_~_OH
AN

COOH
kyselina p-kumarova

l4CL

e CHS
CUAS\H/\/A@/ + 3 malonyl-CoA — flavonoidy
0
4-kumaroyl-CoA

Obr. 4: Schéma fenylpropanoidové biosyntézy. Nazvy jednotlivych enzymi uvedeny
Vv pfedchozim textu podle [25]

2.3 Pozitivni ucinek flavonoidu na lidské zdravi

Flavonoidy jsou piedmétem studia hlavné diky svym pfiznivym G¢inktiim na lidské
zdravi. V roce 1936 byl pro latky flavonoidni povahy navrzen pojem vitamin P diky
pozitivnimu G¢inku na cévy [cit. dle 26]. Od tohoto oznaceni vSak bylo brzy opusténo,

protoze flavonoidy se ptimo neshodovaly s definici vitaminu [27].
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Ve studiich in vitro i in vivo bylo vyhodnoceno mnoho biologickych funkci
flavonoidd, jako je potlaceni volnych radikald, modulace enzymové aktivity ¢i inhibice
bunécné proliferace. Taktéz mohou byt potencionalné vyuzity jako latky antibiotické, proti
alergiim, prijmam, zanétam ¢i viedovym onemocnénim [28]. Dale flavonoidy inhibuji
peroxidaci lipida [29], zlepSuji permeabilitu cév a zesiluji tloustku cévni stény [30] a

celkové tak jejich vlastnosti pfispivaji ke snizeni rizika vyskytu rakoviny a infarktu [31].

Za tyto ochranné funkce je zodpovédna antioxidacni aktivita mnoha flavonoidnich
sloucenin. Flavonoidy ve spojeni s dal$imi antioxidanty, jako je naptiklad vitamin C nebo
E, zabranuji lipidové peroxidaci v fosfolipidové dvojvrstvé, ktera je zptisobena reaktivnimi
formami kysliku, které mohou v organismu zpusobit poSkozeni DNA, bilkovin ¢i lipidu.
Flavonoidy zachycuji radikaly vyvolavajici fetézovou reakci a zaroven piedchazeji
dalsimu vyvoji této reakce [32]. Antioxidacni aktivita fenolickych latek je také dana jejich
konkrétni strukturou. Hydroxylova skupina na uhlicich C4, C3" a C4" vyrazné zvysuje
antioxidacni potencial dané slouceniny [33]. Prace [34] taktéZz dokazuje, ze aglykony,
jakou jsou kvercetin, luteolin, myricetin a kaempferol, maji vyssi antioxidaéni aktivitu nez

jejich konjugované formy, jako kvercetin-3-glukosid, kvercitrin a rutin.

Nejvyssi zastoupeni ze vSech flavonoidi v lidské stravé zaujima kvercetin, ktery je
pfijiman hlavné v podobé ¢aje, cibule a jablka [35]. Dalsim dulezitym piijmem této latky je
¢ervené vino, jez je zodpoveédné i za tzv. francouzsky paradox. Jedna se o jev, vyskytujici
se u populace v oblasti Sttedomofi, u které je popisovan nizsi vyskyt akutnich srde¢nich
ptihod, pfi soucasné konzumaci nenasycenych mastnych kyselin a piti ¢erveného vina.

Pravé flavonoidy v ném obsazené jsou alespon ¢aste¢né zodpovédné za tento paradox [36].

2.4 Dihydromyricetin

Dihydromyricetin neboli ampelopsin (sumarni vzorec: C15H100g strukturni vzorec na
Obr. 5, str. 20) je flavanonol, vyskytujici se v rostlinach pochazejicich z jihovychodni
Asie, napt. v Ampelopsis grossedentata [37] ¢i Hovenia dulcis. Vytazky z téchto rostlin
jsou hojné uzivany v ¢inské medicing, napt. pro svou schopnost pozitivné ovliviiovat
funkeci jaterni bunky pfi riiznych jaternich chorobach (tzv. hepatoprotektivum). V praci
[38] byly extrakty z rostlin rodu Hovenia podavany krysdm a zkoumany ucinky

dihydromyricetinu pfi sou¢asné konzumaci ethanolu. Bylo dokazano, ze dihydromyricetin
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snizuje ptiznaky akutni intoxikace ethanolem, zlepSuje projevy abstinen¢nich piiznakt u
jedincu zavislych na alkoholu, ¢i pozitivné prispiva pii 1é¢be této zavislosti. Diky témto i
dal$im vlastnostem je dihydromyricetin doporu¢ovan jako ,,1ék* na kocovinu.
oH
oH

HO o
oH

OH
oH O

Obr. 5: Strukturni vzorec dihydromyricetinu (M, = 320,25 g/mol) [42]

2.5 Myricetin

Myricetin (sumarni vzorec: C15H;20s, strukturni vzorec viz Obr. 6) je flavonolem,
nachazejicim se v riznych druzich ovoce (napt. v jahodach ¢i $vestkach), zelening (Spenatu
¢i kvétaku) [15], Cerném ¢aji, ale i v Cerveném viné [39]. Myricetin, stejné jako vétSina
flavonold, ptiznivé pisobi proti rakovinnému bujeni. V praci [40] byla dokazana spojitost
mezi zvySenou konzumaci myricetinu a naslednym snizenim rizika vyskytu rakoviny
prostaty u muzu. V praci [41] byly zase dokazany preventivni u¢inky myricetinu (spole¢né

s kaempferolem a kvercetinem) proti vyskytu rakoviny slinivky biisni u kutaka.

HO

HO
o oH oH

Obr. 6: Strukturni vzorec myricetinu (M, = 318,24 g/mol) [42]
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2.6  Analytické pristupy ke stanoveni flavonoidu

Analytické metody jsou rozsifenym, spolehlivym a stale se rozvijejicim pfistupem ke
kvantitativni i kvalitativni analyze fenolickych latek. Z tradi¢nich metod se pouzivaji
hlavné chromatografické (TLC, GC, HPLC), elektromigra¢ni (CZE) a spektrometrické
(UV-Vis). Jednotlivé techniky jsou detailnéji popsany v nasledujicich oddilech.

2.6.1 Priprava vzorku

Pted vlastni analyzou je velmi dilezita uprava vzorku. Tou mize byt napiiklad jen
extrakce. Diky Sirokému spektru struktur, liSicich se polaritou, kyselosti, poctem
hydroxylovych skupin ¢i aromaticitou, neexistuje pevné dany a vSeobecné platny postup
pro Upravu vzorku.

Ve vétsing pripadii byva prvnim krokem tprav v ptipadé pevnych vzorkl mleti,

drceni ¢i homogenizace; u tekutych zase filtrovani ¢i centrifugace [4].

Extrakce

V dal$im kroku je nutnd izolace bioaktivni latky ze vzorku pomoci extrakce.
Flavonoidy byvaji nej¢astéji extrahovany methanolem, ethanolem, acetonem ¢i smési
zminénych a vody. K odstranéni nepolarnich ¢asti z rostlinného materialu jako vosku, olejl
¢i chlorofylu, 1ze pouzit méné polarni rozpoustédla, napf. hexan, benzen, dichlormethan
nebo chloroform.

Extrakce tuhou fazi (SPE) je jednou z nejjednodussich a nejefektivnéjsich metod
k izolaci fenolickych latek. Nejcastéji je jako sorbent pouzit silikagel C1g a roztok vzorku i
rozpoustédlo je obvykle lehce okyseleno, aby nedoslo k ionizaci fenolickych analyti.

Z moderngjSich, ale mén¢ uzivangjSich extrak¢nich metod lze zminit naptiklad
extrakci mikrovlnnym zafenim (MAE), jejiz vyhoda oproti ostatnim extrakénim postuptim
spociva ve vyrazné niz$i spotiebé pouzitého rozpoustédla, zvyseném vytézku extrakce a
celkové se jedna o ¢asové méné naro¢nou extrakci. Superkriticka fluidni extrakce (SFE)
vyuziva misto potencionalné nebezpecnych rozpoustédel oxid uhli¢ity; nicméné prave ten

je latkou nepolarni a tato extrakce tak neni vhodna pro polarni flavonoidy.
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Hydrolyza flavonoidu

Kysela hydrolyza slouzi primarné k odstranéni cukerné slozky z glykosidu. Postup
hydrolyzy je nutny z anthokyant na anthokyanidiny, nebot’ standardy antokyant jsou
velmi vzacné. Je provadeéna tak, Ze vzorek obsahujici flavonoidy je rozpustén ve smési
2 M HCl:methanol (1:1 v/v) nebo v trifluoroctové kyselin¢ (TFA):methanol.

Zasaditou hydrolyzu 1ze pouzit pouze pfi podezieni na acylovou skupinu.

2.6.2 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Tenkovrstva chromatografie je vhodna pro rychlou analyzu materialu obsahujici
flavonoidy. Retencni faktor a detekce skvrn pod UV zafenim umoziluje ptiblizné uréeni
struktury flavonoidt. Neni v§ak metodou typicky uzivanou k jejich kvantifikaci.

Jako stacionarni faze je pouzivédna celulosa ¢i silikagel nanesend na hlinikovych
deskach. Ty jsou obvykle 7 cm vysoké a 5 cm $iroké; vzorek je nanasen v podobé 1-2 mm
skvrn, které jsou po vyvinuti vysuSeny a detekovany pod UV svétlem. Mobilni fazi je 15%
kyselina octova nebo 2,4,6-tribromanisol (TBA). Vizualizace flavonoidu je dosazeno po
postiiku desky 1% metanolovym roztokem difenylboryloxyethylaminu a naslednou detekci
pod UV svétlem (366 nm). VétSina flavonoidi ma pak typickou barvu: 3°,4"-

dihydroxyflavony ¢i flavonoly oranzovou; 4’-hydroxyflavony jsou Zlutozelené [4], [44].

2.6.3 Plynova chromatografie (GC)

Vyhoda plynové chromatografie spo¢iva, zejména v kombinaci se hmotnostni
spektrometrii, v jeji vysoké citlivosti. Pfiprava vzorku pro GC zahrnuje jiz diive zminénou
hydrolyzu ¢i velmi dilezitou pfeménu analytu na tékavy derivat pomoci methylace. Ta se
provadi nejCastéji piipojenim trimethylsilylové (TMS) skupiny ¢i pomoci derivatizacnich
¢inidel. Témi jsou N-(terc-butyldimethylsilyl)-N-methyltrifluoroacetamid (TBDMS) a
N,O-bis-(trimethylsilyl)-trifluoroacetamid (BSTFA). Obvykle jsou flavonoidy po
hydrolyze a derivatizaci nadavkovany na nepolarni kolonu (nejcastéji kapilarni, dlouhou
30 m, s velikosti ¢astic stacionarni silikonové faze 0,25 um) a separovany v 30-90
minutovém programu pii teploté kolem 300 °C.

Jako detektor v GC je pro stanoveni fenolickych latek uzivan plamenovy ioniza¢ni
detektor (FID), ktery je vSak v posledni dobé Castéji nahrazovan hmotnostnim

spektrometrem, jez dosahuje vyrazn€ vyssi citlivosti.
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2.6.4 Vysokouéinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Béhem poslednich dvaceti let se HPLC stala hlavni analytickou technikou k separaci
1 kvantifikaci fenolickych latek. Nejcastéji jsou flavonoidy separovany pomoci HPLC
vyuzivajic kolonu na reversni fazi (RP-C18), gradientovou eluci, ktera na zacatku obsahuje
pfevazné vodnou fazi s postupnym nartistem organické faze. Detekce probiha pomoci
UV/Vis detektoru.

Pti vétSiné HPLC analyz flavonoida kolona nebyva termostatovana, ale mirné
zvysena teplota mezi 30 a 40 °C je taktéz doporucovana.

Acetonitril, methanol a jejich vodné roztoky jsou nejvice pouzivanymi mobilnimi
fazemi. V nékterych ptipadech pouziti acetonitrilu vede k lep$im vysledkiim v krat$im Case
a obecné poskytuje ostiejsi piky. Nicméné je methanol vzhledem ke své netoxické povaze
preferovangj$i organickou fazi v mobilni f4zi. Pozornost by méla byt také vénovéana pH
béhem separace. Diky mozné ionizaci flavonoidd by se pH v pribéhu celé analyzy mélo
pohybovat pfiblizné mezi 2—4, ¢ehoz je docileno pfidavkem malého mnozstvi kyseliny,
napiiklad octové, mravenci ¢i fosfore¢né, k mobilni fazi. Gradientovy eluéni systém je pii
identifikaci fenolickych latek uzivan Castéji nez systém isokraticky.

Flavonoidy jsou bézné detekovany pomoci UV—Vis, fotodiodového ¢i

fluorescenéniho detektoru. Vice o UV—-Vis detekci viz oddil 2.4.6.

2.6.5 Kapilarni elektroforéza (CE)

Z elektromigracnich separacnich metod je pro stanoveni flavonoida primarné
vyuzivana kapilarni zonova elektroforéza (CZE) a micelarni elektrokineticka
chromatografie (MEKC). Separa¢nim pufrem je typicky fosfatovy nebo boritanovy puft;
kapilara ma vnitini pramér od 50 do 100 um; objem davkovaného vzorku je od 10
do 50 nL a pracovni napéti se pohybuje mezi 10 a 30 kV.

Detektorem je v CE nejc¢astéji UV absorp¢ni fotometricky detektor diky jeho
jednoduchému a dobie dostupnému pouziti. Usp&sné byl aplikovan i elektrochemicky
(ED), fluorescencni, amperometricky (AD) i MS detektor.

V praci [46] byly analyzovany fenolické latky ¢aje, konkrétné theaflaviny a
katechiny (derivaty flavan-3-olt), metodou CE a HPLC s UV detekci v obou ptipadech.
Porovnani metod bylo nasledujici: analyza CE byla ¢asové méné naro¢nou (10 min versus

27 min); citlivost CE v8ak byla pétkrat nizsi v porovnani s HPLC.
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2.6.6 UV-Vis spektroskopie

Spektrofotometrie je relativné jednoduchou a rychlou metodou k identifikaci i
kvantifikaci flavonoidt. Vyhoda spociva v tom, Ze vSechny flavonoidy poskytuji typické
absorpéni spektrum. Kazdy aglykon obsahuje alespon jeden aromaticky kruh, ktery
absorbuje ultrafialovou ¢ast spektra.

Za prvni absorp¢ni maximum pohybujici se mezi 240—-285 nm je zodpovédny A-
kruh; za druhé maximum, v oblasti mezi 300—550 nm, mtZou substituenty a konjugaty na
C-kruhu.

Folin-Denisovo a Folin-Ciocalteuho stanoveni byla z prvnich velmi rychle
rozsitenych metod k uréeni celkového obsahu fenolickych latek v rostlinném materialu.
Tato stanoveni jsou zalozena na redukci fosfomolybdenové a fosfowolframoveé kyseliny na
modre zabarvené komplexy. Vzniklé komplexy siln€ absorbuji pii 760 nm. Obé tyto
metody vsak jsou jen malo velmi specifické a nedetekuji v§echny fenolické skupiny
v daném extraktu. Ke sniZeni specifity piispiva interference redukujicich latek, jako je
kyselina askorbova, aromatické aminy ¢i cukry.

Dalsi metodou je tzv. vanilinova metoda, specificka pro flavan-3-oly,
dihydrochalkony a proanthokyanidiny, které maji volnou meta-hydroxy skupinu na
kruhu B.

Casto uzivana spektrofotometricka metoda ke stanoveni celkovych flavonoidi
vyuziva zlutého zabarveni komplexu, ktery absorbuje pii 425 nm. Toto stanoveni je
zaloZeno na tvorb& komplexu hlinitého iontu AI** s karbonylovou a hydroxylovou
skupinou flavonoidu [4], [5], [43] - [45].
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3  EXPERIMENTALNi CAST

3.1 Chemikalie

Myricetin (Tokyo Chemical Industry, Japonsko), vzorek, jehoz ¢istota byla zjistovana

pomoci RP-HPLC analyzy.

Dihydromyricetin (Hangzhou APIChem Technology, Cina), vzorek, jeho &istota byla
zjistovana pomoci RP-HPLC analyzy.

Methanol (Super Gradient, 99,99%, Labscan, Polsko), pouzit jako rozpoustédlo pro
ptipravu zasobnich roztokt myricetinu a dihydromyricetinu; dale jako blank pti UV-Vis

spektroskopii a jako mobilni faze pti RP-HPLC analyze.

Kyselina orthofosfore¢na (p.a., 85%, Lachema, Ceska republika), sou¢ast mobilni faze

pii HPLC analyze.

Ultradista voda (pfipravena precisténim vody na Milipore Simpicity 185), soucdst mobilni

faze pti HPLC analyze.

3.2 Pristroje

Spektrofotometr HP 8453 (Agilent Technologies, USA), pouzit k méfeni UV-Vis spekter

myricetinu a dihyromyricetinu.

Kapalinovy chromatograf LCP 3001 (Laboratorni pfistroje Praha, Ceska republika) s
UV detektorem LCD 2040 (Laboratorni pfistroje Praha, Ceska republika) a zapisovaem
LPP Recorder TZ 5000 (Laboratorni piistroje Praha, Ceské republika). Kolona C18
(Laboratorni pfistroje Praha, Ceska republika) o délce 10 cm, napInéna sorbentem o

velikosti zrn 5 um. Pouzit k urceni Cistoty myricetinu a dihydromyricetinu.

Analytické vahy Discovery (Schoeller, Ceska republika), pouzity k navaZeni standardi

myricetinu a dihydromyricetinu.
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3.3 Metody

Ke stanoveni Cistoty standardnich latek myricetinu a dihydromyricetinu byly pouzity
dv¢ analytické metody: spektroskopie a vysokoucinna kapalinova chromatografie na
reverzni fazi. K realizaci t€chto metod bylo v obou ptipadech vyuzito zasobnicich roztoku
myricetinu a dihydromyricetinu o koncentraci 1g/L, které byly pfipraveny nasledovné. Na
analytickych vahach bylo odvazeno piiblizn¢ 5 mg standardu a tato navazka byla nasledné

prevedena do 1ékovky a rozpusténa v 5 mL methanolu.

3.3.1 Stanoveni absorpénich maxim dihydromyricetinu a myricetinu

K uréeni absorpéniho maxima bylo vyuzito jednopaprskoveho spektrofotometru s
diodovym polem HP Agilent 8453 a pocitacového programu Instrument 1 Online. Bylo
méfeno v rozsahu vinovych délek 200-900 nm s krokem 1 nm a integraénim ¢asem 1 s.
Mg¢éfeni bylo provadéno v 1 cm kiemennych kyvetach. Jako blank byl pouzit methanol,
ktery byl soucasné pouzit jako rozpoustédlo pro piipravu zasobnich roztoku vzorku.
Vysledna hodnota absorpéniho maxima byla v dalsi praci nastavena jako detekéni vinova
délka pti RP-HPLC.

Déle byla krom¢ klasickych absorpénich spekter vyzkousena metoda derivaénich spekter.
Tato spektra byla spoctena pomoci poc¢itatového programu Microcal Origin, kde bylo

Kk vytvofeni prvni derivace absorbance vyuzito funkce Differentiate.

3.3.2 Metoda RP-HPLC ke stanoveni €istoty dihydromyricetinu a
myricetinu

K urceni Cistoty standardnich latek myricetinu a dihydromyricetinu byla pouzita
vysokouéinna kapalinova chromatografie na reversni fazi (RP-HPLC) s isokratickou eluci.
Slozeni mobilni faze bylo postupné optimalizovano s vyuzitim dvou dil¢ich mobilnich fazi.
Mobilni faze A obsahovala 100% methanolu a mobilni faze B ultraistou vodu s malym
ptidavkem (0,5% v:v) konc. kyseliny fosfore¢né (85%).

V pocateénim experimentu obsahovala mobilni faze pouze 100% slozku A, déle byla
pouzita mobilni faze s pomérem A:B 75:25 (v:v) a nakonec A:B v poméru 60:40 (v:v).
Prtitok mobilni faze byl béhem optimalizace ménén v rozsahu hodnot 0,3-0,8 mL/min; pro
ziskéani informaci o minoritnich pfimésich byly postupné pouzity riizné koncentrace vzorku

(od netfedéného zasobniho roztoku pies desetinasobné ziedény az po stonasobné ziedény —

26



k fedéni vzorku byla pouzita vzdy pfislusna smésna mobilni faze) v kombinaci

s nastavenim citlivosti detektoru (hodnoty 4 az 32 a.u. na 1 V). Teplota kolony se
pohybovala v rozmezi teplot laboratote, tedy mezi 20-25 °C. Tlak systému se ménil

Vv zavislosti na nastavené rychlosti pritoku a sloZzeni mobilni faze, v prib¢hu jedné eluce
byl konstantni s ptesnosti lepsi nez 10%. Objem vzorku davkovaného na kolonu byl béhem
vSech méteni konstatni, a to 20 pL. Dal$i parametry, které se béhem analyzy neménily,

bylo nastaveni zapisovace: rychlost posunu papiru (1 cm/min) a napéti (10 mV).

Byl pouzit UV-Vis detektor a konkrétni vinova délka byla nastavena podle
absorpéniho maxima standardu zjisténého v pfedchozim experimentu; pro
dihydromyricetin to bylo 290 nm a pro myricetin 290 nm a 370 nm. Chromatogramy
ziskané piimo ze zapisovace byly pomoci pauzovaciho papiru prekresleny, skenovany,
digitalizovany pomoci po¢itacového programu WinDig a nakonec byla takto ziskana data

zpracovana programem Microcal Origin.

27



4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Absorpéni maxima dihydromyricetinu a myricetinu

K urceni absorp¢nich maxim myricetinu a dihydromyricetinu byl nejprve vyuzit
piimo zasobni roztok (koncentrace 1 g/L). V obou pfipadech aborbance pfi této
koncentraci dosahovala vyssi hodnoty nez 4. Nejprve byl zasobni roztok proto nafedén
desetkrat (c = 100 mg/L); pfi této koncentraci vSak absorpéni maximum stale ptesahovalo
1 a.u. Optimalni hodnoty absorbance pro méfeni by se podle [44] mély pohybovat
v rozmezi absorbanci 0,05-1 a.u.. Téchto hodnot bylo pro oba vzorky dosazeno az pfi
stonasobném ziedéni zasobniho roztoku (vysledna koncentrace ¢ = 10 mg/L).

Ziskand UV-Vis spektra stokrat nafedénych vzorki jsou uvedena na Obr. 7 dole a na
Obr. 8 (na str. 29).

Absorbance
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Obr. 7: UV-Vis absorp¢ni spektrum dihydromyricetinu 0 koncentraci 10 mg/L
(= 3,25 10° mol/L).
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Obr. 8: UV-Vis absorpéni spektrum myricetinu o koncentraci 10 mg/L (= 3, 15 - 10~ mol/L).

Absopréni maximum myricetinu je velmi Siroké, coZ ztézuje presné urceni jeho
polohy. Ta byla pfistrojem vyhodnocena pii 376 nm. Pro dihydromyricetin byla nalezena
pii 292 nm. Podle dostupné literatury bylo absorpéni maximum pro dihydromyricetin
stanoveno pii 291 nm [47] a pro myricetin pii 374 nm [48]. Tyto hodnoty jsou v ramci

presnosti méteni v dobrém souladu s naméfenymi daty.

Déle byla aplikovana metoda derivaénich spekter. Derivaéni spektrofotometrie je
pouzivanou metodou pro zvyraznéni detailt pribéhu zdznamu, ke zvyraznéni
prekryvajicich se pasi v absorpénich spektrech, k pfesnému odeétu vinové delky maxima
absorp¢niho pasu ¢i pro kvantitativni a kvalitativni analyzu multikomponentnich smési.
Prvni derivace absorbance je pfimo timérna molarni koncentraci latky [49].

Derivacni spektra taktéz stokrat natedénych vzorkt dihydromyricetinu i myricetinu

jsou uvedena na nasledujicich dvou obrazcich (Obr. 9 a Obr. 10 na str. 30).
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Obr. 9: Derivaéni spektrum dihydromyricetinu 0 koncentraci 10 mg/L (= 3, 25 - 10™° mol/L).
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Obr. 10: Derivaéni spektrum myricetinu 0 koncentraci 10 mg/L (= 3, 15 - 10> mol/L).
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Jiz z vyslednych spekter dihydromyricetinu a myricetinu (viz Obr. 7 a 8 na str. 28 a
29) jsou patrné dalsi absorp¢ni piechody mimo hlavni absorpéni maximum. U
dihydromyricetinu je to zejména u hodnot pod 250 nm, kde se objevuje ,,raménko*
nizkoleziciho absorp¢niho maxima; a dale miizeme pozorovat pobo¢né maximum mezi

325 a 350 nm (také se projevujici jako ,,raménko“ hlavniho absorpéniho pasu).

Taktéz spektra myricetinu vykazuji kromé hlavniho absorpéniho pasu jesté dalsi
nevyrazné absorpcni maximum pii cca 300 nm. Tato struktura je pro ob¢ slouceniny jesté
vyraznéji patrna ve spektrech prvni derivace (Obr. 9, 10; viz. str. 30). Nizsi hodnoty prvni

derivace pro myricetin odpovidaji pozorovanému "hladsimu" prubéhu absorpcniho spektra.

Protoze nejsou k dispozici ,,Standardni* spektra zkoumanych slou¢enin, neni mozno
rozhodnout, zda tyto minoritni pasy predstavuji nevyrazné absorp¢ni piechody, nebo zda
odpovidaji ptitomnosti néjakych necistot. Zejména u spektra, naméteného pro myricetin,
se pfitom vzhledem k poloze pasu pii cca 300 nm nabizi mozZnost uré¢ité kontaminace
dihydromyricetinu (s absorpénim maximem pii 290 nm), ¢emuz by odpovidal i pribéh

deriva¢niho spektra.

Na zaklad¢ téchto vysledkt byla dale zvolena vinova délka detekce pro RP-HPLC
pro ptipadné potvrzeni a zjisténi piiblizného mnozstvi téchto kontaminaci v danych

standardnich latkach.

4.2 Chromatogramy dihydromyricetinu a myricetinu s ridznym
slozenim mobilni faze

Metoda RP-HPLC byla pouzita k ur¢eni ¢istoty dihydromyricetinu a myricetinu.
Chromatogramy dihydromyricetinu a myricetinu byly méteny pii 290 nm a 370 nm,
pti¢emz pii 290 nm absorbovaly ob¢ latky; bylo tedy pfi analyze myricetinu vyuzito
detekce i pii této vinové délce.

K méfeni byly pouzity jak nefedéné zasobni roztoky standardl o koncentraci 1 g/L;
tak desetkrat (c = 100 mg/L) a stokrat (c = 10 mg/L) nafedéné vzorky myricetinu a
dihydromyricetinu (viz popisy obrazkl chromatogram).

Nejprve byla pouzita pouze jednoslozkova mobilni faze (100% methanol). Za téchto
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podminek lze pozorovat u obou vzorku pouze jeden chromatograficky vrchol, s velmi

nizkym reten¢nim ¢asem (ptip. objemem).

S ohledem na informace dostupné v literatuie [50], [51] byla dale vyzkou$ena smésna
mobilni faze ve slozeni A:B (75:25) (v:v). Pti téchto experimentalnich podminkach
dochazi k naznaku déleni, a proto byl pokus opakovan se zvysenym obsahem slozky B a

snizenou pritokovou rychlosti, aby bylo zajisténo lepsiho rozdéleni.

4.2.1 Chromatogramy dihydromyricetinu

Chromatogram na Obr. 11 dokazuje Spatnou schopnost separace pii jednoslozkovém

slozeni mobilni faze, kdy pik putuje spole¢né s ¢elem mobilni faze.
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Obr. 11: Chromatogram dihydromyricetinu, nefedéného; citlivost detektoru: 4; slozeni mobilni
faze: 100% A; pratok mobilni faze: 0,7 mL/min; detekce pfi vinové délce 290 nm; tlak systému:
15 MPa.
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Z Obr. 12 je patrné, ze pti daném sloZeni a prutoku mobilni faze, se vedle jednoho
piku dihydromyricetinu vyskytuje mensi pik necistot. U tohoto chromatogramu se jiz miize

stanovit i ptiblizny eluéni ¢as (tg = 1,4 min) a elu¢ni objem (Vg = 1 mL).

100

80 H

40

Odezva detektoru (a.u.)

20 H

t (min)

Obr. 12: Chromatogram dihydromyricetinu, stokrat fedéného; citlivost detektoru: 16; slozeni
mobilni fdze: A:B (75:25) (v:v); prutok mobilni faze: 0,7 mL/min; detekce pii vinové délce
290 nm; tlak systému: 23 MPa.

Dalsi a mnohem vyrazngji interferujici piky mizeme sledovat na Obr. 13 (str. 34),
kde se obejvuje maly pik kolem Sesté minuty, (reten¢ni Cas (piip. objem), ktery poukazuje
na mozny obsah myricetinu (viz oddil 4.2.2 Chromatogramy myricetinu)). Druhy pik,
ktery naopak eluuje s ¢elem mobilni faze, poukazuje spiSe na minoritni necistotu o vysoké
polarite.

Zde je patrny reten¢ni ¢as dihydromyricetinu piiblizné v tfeti minuté a elu¢ni objem

se tak pohybuje opét okolo 1 mL.
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Obr. 13: Chromatogram dihydromyricetinu, desetkrat fedéného; citlivost detektoru: 16; slozeni
mobilni fze: A:B (60:40) (v:v); prutok mobilni faze: 0,3 mL/min; detekce pii vinové délce
290 nm; tlak systému: 15 MPa.

4.2.2 Chromatogramy myricetinu

Podobné¢ jako v ptipadé dihydromyricetinu, také myricetin v této jednoduché mobilni

fazi A (pouze ¢isty methanol) eluuje velmi rychle a nedéli se, jak je dokumentovano na

Obr. 14 na nasledujici strané.
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Obr. 14: Chromatogram myricetinu, desetkrat fedéného; citlivost detektoru: 4; sloZzeni mobilni
faze: 100% A; prutok mobilni faze: 0,7 mL/min; detekce pii vinové délce 370 nm; tlak systému: 15
MPa.

Na Obr. 15 (str. 36) pouziti smésné mobilni faze ve slozeni A:B (75:25) (v:v) jiz

prineslo urcity naznak rozdéleni a zvySeni poctu teoretickych pater kolony.
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Obr. 15: Chromatogram myricetinu, stokrat fedéného; citlivost detektoru: 16; slozeni mobilni faze:
A:B (75:25) (v:v); pritok mobilni faze: 0,8 mL/min; detekce pfi vinové délce 290 nm; tlak
systému: 23 MPa.

Zaroven u Obr. 15 a Obr. 16 (str. 37) Ize porovnat detekci pii 290 a 370 nm pii
stejném slozeni a pratoku mobilni faze. Je patrné, Ze pii 290 nm se vyskytuji vyssi piky
interferujicich latek, na rozdil od 370 nm, kdy Ize pozorovat pomérné jednotny pik bez
interfernce.

Z chromatogramu na Obr. 16 se mlze urcit piiblizny elucni ¢as (tr = 2 min) a elu¢ni

objem (Vg = 1,5mL).
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Obr. 16: Chromatogram myricetinu, stokrat fedéného; citlivost detektoru: 4; slozeni mobilni faze:
A:B (75:25) (v:v); prutok mobilni faze: 0,8 ml/min; detekce pii vinové délce 370 nm; tlak systému:
23 MPa.

Pomérné uspokojivého rozdéleni bylo dosaZeno aZz pouZzitim isokratické eluce

mobilni fazi ve slozeni A:B (60:40) (v:v), coz dokazuje chromatogram na Obr. 17 (str. 38).

Déle je na tomto chromatogramu patrna obdobna situace jako u Obr. 13 (viz. str. 34).
Kolem piedpokladaného retenéniho ¢asu dihydromyricetinu v piipadé stejnych
experimentalnich podminek (tj. elu¢ni ¢as kolem tieti minuty, pfip. eluéni objemu okolo 1
mL) se objevuje mensi pik, ktery tak poukazuje jeho minoritni obsah. Samotny myricetin

ma svij elucni Cas v Sesté minuté a eluc¢ni objem kolem 2 mL.
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Obr. 17: Chromatogram myricetinu, desetkrat fedéného; citlivost detektoru: 16; sloZeni mobilni
faze: A:B (60:40) (v:v); pratok mobilni faze: 0,3 mL/min; detekce pii vinové délce 290 nm; tlak
systému: 15 MPa.

Ze ziskanych absorp¢nich spekter a chromatogrami se da usuzovat, ze jsou ob¢ latky
pomérné ¢isté, a to hlavné z hlediska ptipadné ptitomnosti jinych flavonoidu, které by také
pii absorbovaly 290 nm.

Ptipadné minoritni interferujici piky mohly nalezet externim necistotam
pochézejicim napft. z ddvkovaci smycky davkovaciho kohoutu ¢i z pouziti nedokonale

¢istého laboratorniho skla.

Vyskyt myricetinu u vzorku dihydromyricetinu ¢i dihydromyricetinu ve vzorku
myricetinu naopak mize byt vysvétlen tim, ze béhem experimentu byly myricetin a
dihydromyricetin na kolonu nanaseny v rizném potadi a koncentraci (davkovan byl napf.
myricetin, desetkrat fedény a nasledné dihydromyricetin, stokrat fedény); mohlo tedy dojit
k zaneseni latek navzajem. Nelze vSak vyloucit mozny vyskyt myricetinu a
dihydromyricetinu vedle sebe — v rostlinné ti$i tomu tak naptiklad je u jiz dfive zminéné

rostliny Ampelopsis grossedentata [37], [52].
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5 ZAVER

V experimentalni ¢asti bakalaiské prace byla pomoci spektrofotometrie a RP-HPLC
dokazana Cistota dvou standardnich flavonoidni povahy a to dihydromyricetinu a
myricetinu. Podle dodanych certifikati od vyrobet k témto latkam byla Cistota u
dihydromyricetinu uvedena > 98%; u myricetinu > 97%. Z vyslednych chromatogrami 1ze

usuzovat, ze tyto hodnoty jsou pravdivé a ze ob¢ latky dosahuji opravdu vysoké Cistoty.
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