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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Katetina Dostalova

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

Nazev diplomové prace: Vyvoj a validace HPLC metody pro stanoveni antokyani

Vv kanadskych bortvkach

V této diplomové praci byla vyvinuta a optimalizovana HPLC metoda pro soucasné
stanoveni antokyanu: delfinidin-3-O-galaktosidu, delfinidin-3-O-glukosidu, kyanidin-3-O-
galaktosidu, kyanidin-3-O-glukosidu, kyanidin-3-O-arabinosidu, peonidin-3-O-glukosidu
a malvidin-3-O-galaktosidu ve 21 odridach kanadskych bortvek ('Spartan’, "Sunrise’,
‘“Toro’, ‘Bluegold’, ‘Croatan’, "Northland’, 'Duke’, "Gila’, "Jersey’, '‘Bluecrop’, "Herbert’,
‘Berkeley’, ‘Patriot’, 'Darrow’, 'Bluetta’, "Collins’, 'Brigitta’, "November’, ‘lranka’,
‘Bluejay” a "Rancocas’).

K analyze byla vyuzita kolona Kinetex PFP, 150 x 4,6 mm (velikost ¢astic 2,6 um).
Detekce byla provedena DAD detektorem pii vinové délce 520 nm, teploté kolony 50°C
s vyuzitim gradientové eluce s mobilni fazi acetonitril/ 2 % kyselina mravenci

s pratokovou rychlosti 1,0 ml/min. Celkova doba analyzy jednoho vzorku trvala 21 minut.

Kli¢ova slova: HPLC, bortvky, antokyany, polyfenoly, antioxidanty, delfinidin-3-O-
galaktosid, delfinidin-3-O-glukosid, kyanidin-3-O-galaktosid, kyanidin-3-O-glukosid,
kyanidin-3-O-arabinosid, peonidin-3-O-glukosid, malvidin-3-O-galaktosid
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Abstract

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry
Candidate: Katefina Dostalova

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

Title of Diploma Thesis: HPLC method development and validation for analysis
of anthocyanins in highbush blueberries

HPLC method for simultaneous determination of anthocyanins: delphinidin-3-O-
galactoside, delphinidin-3-O-glucoside, cyanidin-3-O-galactoside, cyanidin-3-O-glucoside,
cyanidin-3-O-arabinoside,  peonidin-3-O-glucoside  and  malvidin-3-O-galactoside
in 21 varieties of blueberries ('Spartan’, ’‘Sunrise’, ‘Toro’, 'Bluegold’, "Croatan’,
‘Northland’, 'Duke’, ‘Gila’, ‘Jersey’, ’‘Bluecrop’, "Herbert’, 'Berkeley’, ’Patriot’,
‘Darrow’, "Bluetta’, "Collins’, 'Brigitta’, "November’, "lIranka’, ‘Bluejay” and "Rancocas’)
was developed and optimized in this thesis.

Kinetex PFP column, 150 x 4.6 mm (particle size 2.6 pm) was used
for the analysis. The detection was performed by DAD detector at 520 nm, column
temperature of 50°C using gradient elution with a mobile phase of acetonitrile/ 2 % formic
acid ataflow rate of 1.0 ml/min. The total time of the analysis of one sample took

21 minutes.

Keywords: HPLC, blueberries, anthocyanins, polyphenols, antioxidants, delphinidin-3-O-
galactoside, delphinidin-3-O-glucoside, cyanidin-3-O-galactoside, cyanidin-3-O-glucoside,

cyanidin-3-O-arabinoside, peonidin-3-O-glucoside, malvidin-3-O-galactoside
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1 Seznam pouzitych zkratek
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HCOOH
HLS
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MeOH
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NO
peo-3-glu
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RNS
ROS
RSD

SD
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VIS
VMK
TAG
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faktor symetrie chromatografického piku
body mass index

diode array detektor
kyanidin-3-O-arabinosid
kyanidin-3-O-galaktosid
kyanidin-3-O-glukosid
delfinidin-3-O-galaktosid
delfinidin-3-O-glukosid

kyselina mravenci

hormon senzitivni lipazy
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
malvidin-3-O-galaktosid

methanol

mobilni faze

oxid dusnaty
peonidin-3-O-glukosid

rozliSeni chromatografickych piki
reaktivni formy dusiku

reaktivni formy kysliku

relativni smérodatna odchylka
smérodatna odchylka

retencni Cas

ultrafialové oblast spektra svétla
viditelnd oblast spektra svétla
vyssi mastné kyseliny

triacylglyceroly



2 Uvod

Boruvky jsou plody kvetoucich rostlin z rodu Vaccinium, u kterych byly nalezeny
cetné polyfenolové slouceniny, mezi které patfi i antokyany. Pravé diky antokyanm,
které jim poskytuji charakteristickou barvu a antioxida¢ni aktivitu, jsou boravky
povazovany za zdravi prospésné. Antokyany se ptirozené vyskytujici ve formé glykosidi.
Cukernou slozkou antokyand jsou pifevazné galaktosidy, glukosidy a arabinosidy
a z antokyanidinti (aglykolovana forma antokyand) se jedna pifedevsim o delfinidin,
kyanidin, petunidin, peonidin a malvidin. Laboratorni studie ukazaly, ze antokyany
inhibuji $ifeni nadorovych bunék, zlepsuji krevni tlak a ptisobi preventivné proti mrtvici.

Pro stanoveni antokyanu je upfednostiiovana kapalinova chromatografie. V této praci
byla vyvinuta vhodna chromatografickd metoda pro soucasné stanoveni delfinidin-3-O-
galaktosidu, delfinidin-3-O-glukosidu, kyanidin-3-O-galaktosidu, kyanidin-3-O-glukosidu,
kyanidin-3-O-arabinosidu, peonidin-3-O-glukosidu a malvidin-3-O-galaktosidu v rtiznych
odridach borGvek. Tato metoda byla dale aplikovdna na stanoveni obsahu antokyanti

Vv bortivkovych dzusech.



3 Cil a zadani prace

Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace bylo stanoveni obsahu antokyani pomoci
HPLC, proto byla experimentalni ¢ast diplomové prace zamétfena na vyvoj a validaci
HPLC metody pro analyzu antokyant obsazenych v odridach kanadskych bortvek
(Vaccinium corymbosum L.) dodanych Vyzkumnym Slechtitelskym ustavem ovocnarskym
v Holovousich.

V teoretické casti prace je uvedena zakladni charakteristika antokyand a parametry

jejich stanoveni pomoci HPLC.
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4 Teoreticka Cast

4.1 Antokyany

Antokyany (v feétiné anthos = kvét; kyanos = modrd) jsou unikatni skupinou
polyfenolovych sekundarnich metabolitii nalezenych v rostlinnych tkéanich. Jedna se
o0 jednu z mnoha sloucenin, které spadaji do skupiny flavonoidi. Borivky (plody
kvetoucich rostlin z rodu Vaccinium) jsou povazovany za zdravi prospésné praveé diky
obsahu antokyant, které jim poskytuji charakteristickou barvu a antioxidacni aktivitu.
Slupka kanadskych bortivek obsahuje ve srovnani s duzinou a semeny vyznamné vyssi
hladiny antokyant 1 celkovych polyfenolickych latek. Jejich koncentrace se také znacné
1i$1 mezi genotypy.

Antokyany jsou ve vodé rozpustné glykosidy odpovédné za zbarveni mnoha druhti
ovoce a zeleniny, kvétin a bobuli (boriivky, ostruziny, cerny bez). Cukerné substituenty
v antokyanech jsou obvykle hexdsy (galaktozy a glukdzy) a pentdzy (arabindza). Tyto
glykosidy mohou byt také acylované (mensi cast antokyantl). Antokyanidin neboli
necukerna slozka (aglykolovana forma antokyant) je nejCastéji kyanidin (50 %),
pelargonidin (12 %), peonidin (12 %), delfinidin (12 %), petunidin (7 %), a malvidin
(7 %). V piirodé¢ se vyskytuje bézné jen téchto 6 antokyanidinti. V boruvkach se pak jedna
nejcastéji o malvidin-3-O-galaktosid, delfinidin-3-O-galaktosid, malvidin-3-O-arabinosid,
kyanidin-3-O-arabinosid a delfinidin-3-O-arabinosid. Antokyanidiny se od sebe lisi
stupném hydroxylace a methoxylace, proto se i jejich klasifikace provadi v zavislosti
napoctu a poloze hydroxylovych a methoxylovych skupin na flavonovém jadre.
V borivkach miizeme najit acylované i jednoduché antokyany, které se lisi nejen barvou,
ale i antioxida¢nim u¢inkem. Napftiklad pelargonidin a malvidin neobsahuji v pozici R1
ani R2 hydroxylovou skupinu, maji tedy niz8i schopnost absorbovat radikaly kysliku.
Antokyany se 1i8i od zbytku flavonoidli kladnym ndbojem nachédzejicim se na atomu
kysliku pyranového jadra.

Vzhledem k rozdilim v chemické struktufe méni antokyany pfi rizném pH svoji
barvu. Zaroven zalezi i na pfitomnosti kopigmenti. Kdyz je hodnota pH roztoku nizsi
nez 2,5, antokyan je ve stavu kationu, pozorujeme Cervené zbarveni. V slabé kyselych

roztocich, kde je hodnota pH mezi 4 a 6, je zbarveni fialové.
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Obsah antokyant je ovlivnén odliSnymi odriidami bortivek, klimatickymi vlivy,
technologii péstovani, poskliznhovou upravou, skladovacimi podminkami a dobou

konzumace [1, 2, 3, 4, 5].

R
OH
HO N
0\ R2
Z So—aly  (I)
OH
R R?
Delphinidin OH OH
Cyanidin OH H
Maividin OCHj3 OCH;
Pelargonidin H H
Peonidin OCH; H
Petunidin OH OCH;

Obrazek 1 Struktura antokyant
[dostupné z: http://www.google.com/patents/EP1683805A17cl=en]

4.1.1 Antokyany jako antioxidanty

V poslednich dvou desetiletich si zajem ziskaly biologicky aktivni latky pochazejici
z rostlin znamé jako fytochemikalie. Fytochemikalie maji ochranné a preventivni
vlastnosti. Rostliny produkuji tyto chemické latky, aby se chranili. Védci zkoumaji,
zda tyto latky mohou podobn¢ chranit i clovéka.

Boriivky maji velmi G¢inné fytochemikalie, jimiz jsou antokyany. Tyto
antioxidanty, mohou zlepsit stav mnoha nemoci zpusobenych reaktivnimi formami.
Antioxida¢ni kapacita je z 84 % piisuzovana antokyanim a nikoli vitaminu C, ktery je
pfitomen v nizsi koncentraci. Antioxidanty chrani pted oxida¢nim poskozenim reaktivnimi
radikaly riznymi mechanismy, které mohou v koneéném disledku vést k neutralizaci
volnych radikald. Diky kladnému ndboji na antokyanovém jadfe a aromatickym
hydroxylovym skupindm mohou tyto slouc¢eniny snadno darovat proton volnym radikaltim,

coz chrani buiiky pted oxidacnim poskozenim, které vede ke starnuti a riznym nemocem.
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Dale epidemiologické studie odhalily, Zze antioxidacni aktivita redukuje pocet
kardiovaskularnich onemocnéni, inhibuje karcinogenezi, zptisobuje protizanétlivou aktivitu

v mozku a prevenci mrtvice [3, 5].

4.1.2 Antokyany a metabolicky syndrom

Metabolicky syndrom je soubor poruch, jako je zhorSeni gluk6zové tolerance,
inzulinova rezistence, hyperinzulinémie, abdominalni obezita, dyslipidemie a vysoky

krevni tlak. Tyto poruchy zvySuji riziko kardiovaskularnich onemocnéni a diabetu [3].

4.1.2.1 Ovlivnéni funkce inzulinu antokyany

Funkce inzulinu je dulezita pro udrZeni normalnich hladin glukézy v Kkrvi a to,
bud’ potlacenim vydeje glukézy z jater, nebo stimulaci vychytavani glukézy buiikami
z krve ajejiho metabolismu. Nedostate¢né uvolfiovani inzulinu nebo ztrata Uéinku
inzulinu na cilové tkan¢ vede ke zvySeni hladiny glukézy v krvi (charakteristické
pro diabetes). Pokud inzulin nedostate¢né stimuluje transport glukézy do kosterniho
svalstva a tukové tkan¢ a zaroven netplné potlacuje produkci glukodzy v jatrech, dochazi k
poruse zvané inzulinovd rezistence. Neékteré studie uvadéji, ze konzumace ovoce
a zeleniny bohaté na fenolové slouceniny spolu s dietou s nizkym obsahem tuki, mize
sniZit riziko inzulinové rezistence a vyskyt diabetu typu-2.

Byly provedeny studie u obéznich a inzulin rezistentnich jedincd. Témito studiemi
bylo zjisténo zvySeni U¢inku inzulinu pfi zvySeni denni spotieby borivek. Vzhledem
k tomu, Ze vysledky ukazuji zvySeni citlivosti na inzulin bez zmény télesné hmotnosti,
autofi tvrdi, Ze antokyany maji pfimy vliv na zvySeni u¢inku inzulinu. K objasnéni
mechanismu, pifi kterém dochazi k zlepSeni citlivosti na inzulin konzumaci bortvek, je
zapotiebi dalSich studii.

Hypoglykemicka aktivita antokyanii byla popsana v nékolika studiich.
Mechanismus hypoglykemického Gc¢inku vSak nebyl dobfe pochopen. Mezi nejucinnéjsi
antokyany patii delfinidin-3-O-glukosid, kyanidin-3-O-glukosid a pelargonidin-3-O-
galaktosid. To znamena, ze pocet hydroxylovych skupin hraje dulezitou roli v jejich

ucéinnosti [3].
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4.1.2.2 Antokyany a ochrana pankreatu

Vzhledem ktomu, Ze maji antokyany antioxida¢ni aktivitu mohou poskytovat
ochranu B bunkam pankreatu, u kterych maze byt vlivem gluk6zy vyvolan oxidacni stres.
Oxidacni stres je definovan obecné jako nadbytecné mnozstvi a nedostatecné odstranéni
vysoce reaktivnich molekul, jako jsou reaktivni formy kysliku (ROS) a reaktivni formy
dusiku (RNS). N¢ktera chronicka zanétliva onemocnéni jsou spojena s oxidem dusnatym
(NO) a antokyany maji silné inhibi¢ni uc¢inky na produkci NO. Zlepseni oxida¢niho stresu
prostiednictvim 1é¢by antioxidanty by mohlo byt a¢innou strategii pro snizeni nékterych

metabolickych poruch [3].

4.1.2.3 Vliv antokyanu na funkce tukové tkané

Akumulace nadmérné tukové tkané ma metabolické disledky, mezi které patii
dysfunkce bunék tukové tkané, spojené s rozvojem obezity a cukrovky. Strava bohata
na antokyany vyrazn¢ normalizuje hypertrofii adipocytti (bunky tukové tkan¢€), coz vede
K zmirnéni hyperglykémie. Adipocyty tvofi mnozstvi peptidovych hormond neboli
adipokini. Nejvyznamné&jsi z nich jsou leptin a adiponektin. Antokyany zvysujici sekreci
adiponektinu a leptinu.

Leptin je proteinovy hormon, jehoz produkované mnozstvi koreluje s obsahem bilé
tukové tkané v té€le. V malé mife se tvoii 1 Vjinych tkdnich (pf. hnéda tukova tkan,
zaludek, kosterni svaly). Leptin reguluje vydej a pfijem energie, umoziiuje mozku zpé&tnou
vazbu o stavu energetickych zdsob, tlumi chut kjidlu a zvySuje energeticky vyde;.
Periferné ovliviiyje citlivost k inzulinu. Vzhledem k tomu, Ze je leptin tvofen GUmérné
mnozstvi tuku v téle, nemaji obézni lidi leptinu nedostatek, ale naopak nadbytek, vedouci
az k rezistenci k leptinu. Terapeutické podani leptinu je vyhodné jen u obéznich, kde je
obezita zptsobena genetickym defektem leptinu nebo jeho receptoru.

Adiponektin je také proteinovy hormon produkovany adipocyty. Jeho koncentrace
vkrvi je vysSi nez koncentrace leptinu. Na rozdil od leptinu maji obézni pacienti
koncentraci adiponektinu v plazmé nizsi nez pacienti s normalnim BMI. Adiponektin
zvysuje transport a utilizaci glukdézy a VMK ve svalovych, jaternich a tukovych buiikach,
tlumi glukoneogenezi v jatrech a zvysuje citlivost tkani k inzulinu. Adiponektin plsobi
proti rozvoji aterosklerozy, déale brzdi transformaci makrofagli na pénivé builky a snizuje

expresi jejich povrchovych adhesivnich receptort.
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Antokyany ovliviiuji také lipolytickou aktivitu, a to diky zvySeni genové exprese
hormon senzitivni lipazy. HSL, kterd je aktivovana katecholaminy a glukagonem, $tépi
TAG na glycerol a volné mastné kyselinu. VMK jsou vazany na albumina takto
transportované plazmou az do cilovych tkani, kde jsou vyuzity v procesu betaoxidace
k tvorb¢ energie.

Aktivita antokyant je spojena s aktivaci PPAR (receptory aktivované proliferatory
peroxizomu). PPAR jsou jaderné receptory s fadou vyznamnych metabolickych uc¢inkt.

rrrrr

a protinadorové ucinky [3, 6, 7].

4.1.3 Biokinetika antokyanu

Pro vyhodnoceni biologické dostupnosti a moznych zdravotnich u€inkl antokyant
je nezbytné posoudit jejich absorpci, metabolismus, distribuci v tkanich, vylucovani
a interakce téchto sloucenin s dal§imi zivinami.

Miru absorpce antokyantll ovliviiuje jejich chemicka struktura, ptijata davka, zptisob
podani, kvalita jejich zdroje a soucasné uzivané latky. Absorpce se li§i také podle
sledovaného organu. Dostupnost antokyani je odliSnd podle glykosidu obsazeného
v molekule. Studie ukazuji, ze antokyany jsou vstiebavany jako glykosidy i aglykony.
S tim rozdilem, Ze aglykony jsou vstiebavany rychleji. Antokyany ve formé glykosidi jsou
metabolicky odolnéjsi pfed absorpci v diisledku bakteridlniho St€peni v gastrointestinalnim
systétmu. Glykosidy antokyani jsou dobie vstfebavany z zaludku, ktery piedstavuje
ptiznivé prostedi pro jejich stabilitu. Vyssi absorpéni ucinnost byla zjisténa u antokyand,
které obsahuji vice volnych hydroxylovych skupin a méné OCH3 skupin, které snizuji
biologickou dostupnost (sniZeni stievni absorpce) antokyanu.

Mira absorpce antokyant u lidi i zvifat byla, dle vysledkt né&kolika studii,
odhadnuta na extrémné nizkou, ale 1 tyto nizké hladiny mohou byt biologicky dostupné
a dobfe zachovany v tkanich.

Zdroje bohaté na fenolové slouceniny maji schopnost modulovat stfevni absorpci
organickych kationtl, jako jsou naptiklad vitaminy, Ziviny (nehemové zelezo v potrave)

a xenobiotika [3].
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414 HPLC metody zabvvajici se stanovenim antokyanu

Cilem mnoha studii je =ziskani optimalni metody jak extrahovat, izolovat
a identifikovat antokyany z pfirodnich produkti. Extrakce antokyanii je pfiznivejsi
nez syntéza kvuli nestabilni povaze sloucenin. Antokyany jsou reaktivni slouceniny citlivé
nazmény pH a vysoké teploty. Vysoka teplota mize snadno degradovat glykosidickou
vazbu v molekule. Extrak¢éni rozpoustédlo se obvykle sklada z polarniho organického
rozpoustédla, vody a kyseliny. Organické rozpoustédlo je nejéastéji methanol, z dalSich
rozpoustédel se pouzivaji aceton, ethanol nebo acetonitril. Obsah organického rozpoustédla
se pohybuje od 50 % do 100 % smési, zatimco obsah kyseliny je obvykle mensi nez 7 %.
Pouzivaji se silné kyseliny (kyselina trifluoroctova, kyselina chlorovodikova), nebo slabsi
kyseliny (kyselina mravenci, kyselina octova). Podrobna studie pro optimalizaci extrakce
antokyant z bortvek chybi, 1 ptes velky pocet publikaci na toto téma.

Kvalitativni a kvantitativni analyza antokyanti v bortivkach byla rozsahle
studovana, ale stale ji brzdi omezeni komer¢né dostupnych kalibra¢nich standardu a jejich
vysoka cena. VéEtSina standardii antokyanii neni komeréné€ dostupna a syntetizovana vibec.

Klasické chromatografické metody, jako je naptiklad planarni chromatografie
(papirova chromatografie, tenkovrstva chromatografie) a sloupcova chromatografie stale
hraji roli v analyze antokyant. Nyni je vSak standardné vyuzivanou separa¢ni metodou
HPLC. Bézné se pouziva HPLC ve spojeni s UV-VIS detektorem (detektory s diodovym
polem) nebo hmotnostné spektrometrické detektory.

Pro objasnéni dalSich struktur velkych a slozitych antokyanovych slouenin je
uc¢innym nastrojem nuklearni magnetické rezonance (NMR), je vSak omezena tim, Ze je
treba izolovat miligram ¢istého materialu.

Nize je uvedena zakladni charakteristika publikovanych chromatografickych metod

pro stanoveni antokyanti v rizném ovoci a potravinach.

4.1.4.1 Piiklad stanoveni antokyanu 1 [21]

VZOREK: borGvky (odrady: 'Duke’, "Bluecrop’, "Northland’, "Northblue’, Spartan’,
'St. Cloud”)

DETEKCE: DAD, 520 nm

KOLONA: Zorbax Eclipse XBD C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um)
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MOBILNI FAZE: roztok A- voda: Kyselina mravenéi: acetonitril (v poméru: 87:10:3),
roztok B- voda: kyselina mravenéi: acetonitril (40:10:5)
TYP ELUCE: gradientova eluce:

A B

0. -40. min. | 90-86 % | 10-14 %

40. -44. min. | 86-80 % | 14-20 %

44. -50. min. | 79-70 % | 21-30 %

50. -60. min. | 69-60 % | 31-40 %

Tabulka 1 Priklad gradientové eluce pro stanoveni antokyant

Obsah antokyanti (15 druhi) u Sesti stanovovanych odrid se pohyboval
od 10810300 mg/100 g (koncentrace vSech antokyani byla vyjadfena v mg/100 g
kyanidin-3-O-glukosidu). Nejvétsi celkovy obsah antokyani byl nalezen u odrady
‘Northblue’. Naopak nejniz§i obsah byl u odridy "Bluecrop’. Rozdily koncentraci
antokyani ve stejnych odridach rtzného pivodu byly malé. Tato studie poskytuje
podrobné informace o obsahu antokyanid v borivkach, kter¢ mohou pomoci vyzkumnym

pracovnikiim 1épe pochopit jejich nutri¢ni kvalitu.

4.1.4.2 Piiklad stanoveni antokyanua 2 [22]

VZOREK: dzusy, ovoce, zelenina

DETEKCE: DAD, 520 nm

KOLONA: Inertsil ODS-3 C18 (150 mm x 4,6 mm, 3 um)

MOBILNI FAZE: roztok A: voda: acetonitril: kyselina mravenéi (85: 10: 5), roztok B
voda: acetonitril: kyselina mraven¢i (35: 10: 55), pH bylo upraveno na 2,0 pomoci
kyseliny chlorovodikové u roztoku A i B

TYP ELUCE: gradientova eluce:
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A B

0.-15.min. |94 % | 6%

15.-30. min. | 70% | 30 %

30.-35. min. | 50 % | 50 %

35.-41. min. | 40 % | 60 %

41.-46. min. | 94% | 6 %

Tabulka 2 Priklad gradientové eluce pro stanoveni antokyant

Tato studie byla zaméfena na vyvoj nové metody, mezi jeji téi pfednosti patiila - rychla
ptiprava vzorku (rychlost a tspora ¢asu a rozpoustédel), pouziti kyanidinu jako vnitiniho

standardu (zvySeni piesnosti a reprodukovatelnosti) a snadna aplikace metody v praxi.

4.1.4.3 Piiklad stanoveni antokyanu 3 [23]

VZOREK: jahody (Sao Paolo, Brazilie)

DETEKCE: DAD, 522 nm

KOLONA: C18, Phenomenex, Torrance (250 mm x 4,6 mm, 4 um)

MOBILNI FAZE: roztok A - deionizovana voda, roztok B — methanol, pH bylo upraveno
pomoci 0,0037 % HCI

TYP ELUCE: gradientova eluce:

A B

0.-30. min. | 75-45% | 25-55 %

30. -35. min | 45-75 % | 55-25 %

Tabulka 3 Ptiklad gradientové eluce pro stanoveni antokyanti

V této praci byla validovana jednoducha, spolehliva HPLC-DAD metoda pro stanoveni
osmi antokyantll v jahodach. Prace se dale zabyvala stabilitou antokyant béhem skladovani
a pti vysoké teploté - byly stanoveny kinetické parametry degradace. Antioxidacni aktivita

antokyant byla méfena on-line.

4.1.4.4 Piiklad stanoveni antokyant 4 [24]

VZOREK: bortavky (Vaccinium uliginosum L.)

DETEKCE: DAD, 530 nm

KOLONA: Zorbax Eclipse XDB C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 um)
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MOBILNI FAZE: roztok A- 100 % methanol, roztok B- 3 % kyselina mravenéi ve vodé
TYP ELUCE: gradientova eluce:

A B

0. -5. min. 15% 85 %

5.-10. min. | 15-20 % | 85-80 %

10. -25. min. | 20-25 % | 80-75 %

25.-30. min. | 25% 75 %

30. -36. min. | 25-70 % | 75-30 %

36.-42. min | 70 % 30 %

42.—47. min | 70-15 % | 30-85 %

47.-53. min | 15% 85 %

Tabulka 4 Priklad gradientové eluce pro stanoveni antokyant

V této praci bylo stanoveno 14 antokyant, které se skladaly z 5 typl antokyanidint
(delfinidin, kyanidin, petunidin, peonidin a malvidin) a 4 typt glykosidi (galaktoza,
glukéza, arabindza a xyldza). Nejvice zastoupenym antokyanem se stal malvidin-3-O-
glukosid. Dale byly poprvé identifikovany 2 antokyany (antokyanidin-3-O-xylosid)
nachdzejici se v ¢inskych divokych bortvkach. Dilezitym rysem tohoto druhu bortivek je,
ze vSechny nalezené antokyany jsou v monoglykosylované form¢. Tato forma vykazuje

ucinngjsi biologickou aktivitu nez diglykosylovana nebo acylovana forma.

4.1.4.5 Piiklad stanoveni antokyanu 5 [25]

VZOREK: boriivky (odridy: ‘Reka’, "Puru’, ‘Bluecrop’, ‘Berkeley”)

DETEKCE: DAD, 520 nm

KOLONA: Fluofix 120E (250 mm x 4,6 mm, 5 um)

MOBILNI FAZE: roztok A- voda: kyselina mravenéi: ACN (94.5: 0.5: 5), roztok B- ACN
TYP ELUCE: gradientova eluce:
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A B

0. -4. min. 100-96 % | 0-4 %
4.-5. min. 96-98% | 4-2%
5.-10. min. | 98-96 % | 2-4 %
10.-25. min. | 96-92% | 4-8 %
25.-40. min. | 92-78 % | 8-22 %
40. -45. min. | 78-72% | 22-28 %
45.-50. min. | 72 % 28 %
50. -55. min. | 72-55% | 28-45 %
55. -60. min. | 55 % 45 %
60. -61. min. | 55-100 % | 45-0 %

Tabulka 5 Priklad gradientové eluce pro stanoveni antokyant

Tato prace se zabyvala vyvojem fenolickych sloucenin a jejich antioxidacni aktivitou
béhem zrani (5 stupnd) u 4 odrid borivek. Obsah antokyanidinii roste béhem zrani,
naopak obsah hydroxyskoficové kyseliny a flavonolt klesa. Bylo zjisténo, ze antioxidacni

aktivita bortivek klesa béhem zrani spolu s obsahem fenolovych sloucenin.

4.1.4.6 Piiklad stanoveni antokyanu 6 [26]

VZOREK: boriivky (10 odriid)
DETEKCE: DAD, 525 nm

KOLONA: SuperPac Pep-S (250 mm x 4,0 mm, 5 um)
MOBILN{ FAZE: roztok A- 5 % kyselina mravenéi ve vodg, roztok B- 100 % methanol

TYP ELUCE: gradientova eluce:
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A B

0. -4. min. 88 % 12 %

4.-10. min. | 88-85% | 12-15%

10. -20. min. | 85-80 % | 15-20 %

20. -23. min. | 80 % 20 %

23.-32. min. | 80-70 % | 20-30 %

32.-40. min. | 70-65 % | 30-35 %

40. -48. min. | 65-63 % | 35-37 %

48. -50. min. | 63-30 % | 37-70 %

50. -53. min. | 30 % 70 %

53. -55. min. | 30-90 % | 70-10 %

Tabulka 6 Ptiklad gradientové eluce pro stanoveni antokyant

Antokyanidiny stanovované v této praci byly delfinidin, kyanidin, petunidin, peonidin
amalvidin a z cukerné slozky se jednalo o galaktozu, glukdzu a arabindzu. Zadna z deseti
odriid neobsahovala acylovanou formu glykosidu. Kazdy z antokyanidinii se nachazel
I v acylované formé v rizném zastoupeni liSici se podle odrudy. Celkovy obsah antokyant
se pohyboval v rozmezi 110-260 mg na 100 g Cerstvych bortvek. Kyselina chlorogenova
(kopigment antokyani) byla hlavni bezbarvd fenolickd sloucenina nachazejici se

Vv bortivkach v rozmezi 50-100 mg na 100 g Cerstvych bortvek.

4.1.4.7 Ptiklad stanoveni antokyant 7 [4]

VZOREK: ¢isty boruvkovy dzus (100 % Bremner), boruvkovy prasek v kapslich (Webber
Naturals, WN, WellQuest, WQ)

DETEKCE: DAD, 210-600 nm

KOLONA: C18, Phenomonex Gemini (150 mm x 2 mm, 3 um)

MOBILNI FAZE: roztok A- 1 % kyselina mravenéi, roztok B- 100 % methanol

TYP ELUCE: gradientova eluce:

A B

0. -1. min. 90% | 10 %

1. -15. min. 60 % | 50 %

15.-17,5. min. | 20% | 80 %

Tabulka 7 Ptiklad gradientové eluce pro stanoveni antokyant
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V této studii byl porovnavan Cisty boravkovy dzus (100 % Bremner) a borivkovy prasek
vV kapslich (Webber Naturals, WN, WellQuest, WQ). Ve dvou typech Kkapsli
(1.38+0.02 mg/g pro WN, and 0.64+0.03 mg/g pro WQ) byl zjistén vyssi obsah antokyani
nez v dzusu (300+2 pg/mL). Celkem bylo stanoveno 23 antokyant, z nichz 4 byly nové

objeveny.

4.1.4.8 Piiklad stanoveni antokyanu 8 [2]

VZOREK: borivky odrudy "Crunchie’, "Star” a "Sharpe” (Vaccinium corymbosum L.)
a ‘Climax’, "Powderblue” a "Brightwell” (Vaccinium ashei)

DETEKCE: DAD, 520 nm

KOLONA: XTerra MS C18 (100 mm x 2,1 mm, 3,5 um)

MOBILNI FAZE: roztok A- 100 % methanol, roztok B- 3 % kyselina mravenci

TYP ELUCE: gradientova eluce:

A B

0. -5. min. 15-20 % | 85-80 %

5.-10. min. | 20 % 80 %

10. -25. min. | 25 % 75 %

25.-30. min | 25% 75 %

30.-46. min | 70 % 30 %

46.-52. min | 70 % 30 %

52.—-55. min | 15 % 85 %

Tabulka 8 Ptiklad gradientové eluce pro stanoveni antokyanti

Slozeni antokyanii bylo ve vSech odriidach podobné, odridy se liSily hlavné pomérem
jednotlivych antokyanii. Nejvic obsaZzené antokyanidiny byly delfinidin, peonidin
a malvidin. Nejvétsi obsah antokyani méla odriida "Climax” (13,7+1,4 g — ekvivalentni
ke kyanidinu-3-O-glukosidu v kg™ susiny), zarovei byla u této odridy zjisténa i nejvyssi
antioxidacni aktivita ze vSech testovanych kultivari. Rod Vaccinium ashei mél vyznamné

vy$s$i celkovy obsah antokyani nez Vaccinium corymbosum L.

4.1.4.9 Piiklad stanoveni antokyanu 9 [28]

VZOREK: boravky (Vaccinium virgatum)

22



DETEKCE: SPD-20AV UV VIS detektor, Shimadzu 2010EV hmotnostni spektrometr.
380 nm a 510 nm

KOLONA: XTerra MS C18 (150 mm x 3,0 mm, 5 pm)

MOBILNI FAZE: roztok A- 5 % kyselina mravenéi, roztok B- 100 % methanol

TYP ELUCE: gradientova eluce:

A B

0. -2. min. 93 % 7%

2.-32. min. 93-78 % | 7-22%

32.-38. min. | 78 % 22 %

38.-38,1. min. | 78-93 % | 22-7 %

38,1. -45. min. | 93 % 7%

Tabulka 9 Priklad gradientové eluce pro stanoveni antokyant

V této studii bylo stanoveno 13 antokyanti a 7 fenolickych slouc¢enin. Hlavnim cilem prace
bylo definovat rozdily mezi fytochemikaliemi, obsazenymi v organicky rostoucich
borGivkach a bortivkadch rostoucich konvencénim zplisobem (ne vSechny organicky

péstované bortivky maji lepsi antioxidaéni aktivitu).

4.2 Chromatografie

Chromatografie je analyticka separa¢ni metoda, které vyuziva déleni analyzovanych
latek mezi dvé nemisitelné faze. Jedna je nepohyblivd — stacionarni, druhd pohybliva —
mobilni. Béhem chromatografického procesu dochdzi k mnohondsobnému vytvareni
rovnovazného stavu mezi témito fazemi. Mezi analyzovanou latkou a fazemi dochazi
k vzajemnym interakcim. K separaci dochazi diky rozdilné afinité rozdé€lovanych latek
ke stacionarni a mobilni fazi. Slozka analyzované latky, jejiz interakce se stacionarni fazi
Jsou nejsilnéjsi, bude separovana jako posledni, nebot je diky interakcim zadrzovana
v systému nejdéle. Existuje velké mnozstvi chromatografickych metod, které lze délit
podle riznych hledisek:

Déleni podle principu separa¢niho procesu:

e adsorpéni chromatografie
e rozdélovaci

e jontové vyménna
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e gelova
e afinitni

Déleni podle charakteru mobilni faze:

e plynova (GC) — mobilni faze je inertni plyn
e kapalinova (LC) — mobilni faze je kapalina

Déleni podle uloZeni stacionarni faze:

e Kolonova chromatografie
e plosna chromatografie
o papirova chromatografie

o Chromatografie na tenké vrstvé [9, 11]

Pfi  vypracovani této diplomové prace byla vyuzita vysokou¢inna kapalinova

chromatografii.

4.2.1 HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie patii mezi nejcastéji pouzivané separacni
metody. Nachazi vyuziti v ruznych oblastech, napf. v analyze 1é¢iv a potravin,
monitorovani lékovych hladin a kontrole 1éCiv. Mezi hlavni vyhody HPLC patfi
kvalitativni 1 kvantitativni hodnoceni separovanych slozek smési, citlivost a rychlost
stanoveni, minimalni mnoZstvi vzorku a vyhodnd moznost automatizace. Naopak mezi
negativa patii vyssi naklady, slozité ovladani softwaru a uprava vzorku pred vlastni
analyzou. Graficky zdznam analyzy je oznacovan jako chromatogram. Principem HPLC je
separace analytll na zéklad¢ jejich rozdéleni mezi stacionarni a mobilni fazi. Mobilni faze
je vzdy kapalnd a v kolong je faze stacionarni. HPLC muzeme rozdélit:

podle polarity fazi:

e chromatografii na normalnich fazich — jako stacionarni faze se vyuZziva polarni
silikagel a jako mobilni faze se pouzivaji nepolarni rozpoustédla

e chromatografii na reverznich fazich — vyuZivaji se nepolarni stacionarni faze, které
jsou chemicky vazané na inertni nosi¢. Mobilni faze byva smés polarnich

rozpoustédel.

podle slozeni mobilni faze:
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e konstantniho slozeni mobilni faze v pribéhu celé analyzy (isokraticka eluce)

e programov¢ se ménici slozeni mobilni faze (gradientova eluce) [13].

Obrazek 2 Schéma kapalinového chromatografu

[dostupné z: http://chemicalinstrumentation.weebly.com/hplc.html]

zasobnik mobilni faze (A), vysokotlaké cerpadlo (B), vzorek a davkovaci zatizeni (C),
kolona (D), detektor (E), pocitac (F), sbéra¢ frakei (G)

V této diplomové praci byla vyuzivana chromatografie na reverzni fazi, gradientova eluce

a DAD detektor.

4.2.1.1 Stacionarni faze pro reverzni chromatografii

Pfi reverzni chromatografii ma stacionarni fdze nepolarni charakter, je vétSinou
tvofena silikagelem s modifikovanym povrchem (hydrofobni skupiny — C18, C8). Dale
jsou k dispozici napt. sorbenty s fluorovanym alkylovym fetézcem a fenylovou skupinou,
které maji odliSnou selektivitu ve srovnani s C18 modifikovanymi stacionarnimi fazemi.
Kyano a amino modifikované staciondrni faze, které se diky vys8i polarité¢ vyuzivaji
vV normalni chromatografii, nalézaji své pouziti 1 v chromatografii reverzni.

Mobilni faze je polarn€jsi smés organické a vodné slozky. Nejvice vyuZivanymi
organickymi slozkami jsou acetonitril, methanol nebo jejich smési. Ob¢€ rozpoustédla maji
ptijatelnou viskozitu a pomérné malou absorbanci pfi nizkych vinovych délkéach, coz je

vyhodné zejména pii pouziti UV detekce. Dulezitym praktickym aspektem je vzajemna
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misitelnost vSech sloZzek mobilni faze. Elucni sila mobilni faze roste s klesajici polaritou
organického rozpoustédla, tedy elu¢ni sila acetonitrilu je vétsi nez eluéni sila vody.

Hlavnim mechanismem retence jsou hydrofobni interakce, které jsou
zprostfedkovany predevsim van der Waalsovymi silami. Pofadi retence analytl je obracené
v porovnani s chromatografii na normalni fazi. Méné polarni analyty jsou vic zadrzovany
na staciondrni fazi, maji tedy vyssi retencni ¢as. Reten¢ni Cas je charakteristika umoznujici
identifikaci latky, kdezto plocha piku je parametr kvantitativni, ktery nam urci vyslednou
koncentraci hledaného analytu. Zmény ve sloZeni staciondrni a mobilni faze (hlavné typ
organického rozpoustédla, sila pufru, pH) ma obvykle vyrazny vliv na selektivitu,
a tim umoznuje dosahnout separace Sirokého spektra latek.

Pro navazani nepolarnich skupin na povrch silikagelu se pouzivaji silaniza¢ni
reakce. Silikagel ma na svém povrchu silanolové skupiny, pifi¢emz pfi silaniza¢nich
reakcich je mozné modifikovat maximalné¢ 50 % téchto skupin. Divodem je sterické
branéni uz navazané objemné hydrofobni skupiny, ktera brani modifikaci okolnich
silanolovych skupin. Nezreagované zbytkové silanoly mohou negativné ovliviiovat
separaci. Analyt reaguje snavazanou skupinou, ale i s nezreagovanymi silanolovymi
skupinami (napf. zhorSeni tvaru pikti u bazickych latek) které jsou prakticky stale
ionizované a zpusobuji tak zhorSeny tvar pikl, zejména pii separaci bazickych analytd.
Resenim tohoto problému je tzv. endcapping neboli kryti téchto zbytkovych silanolovych
skupin pomoci malych silani (napf. trimethylchlorsilan, dimethylchlorsilan). Endcapping
snizi koncentraci volnych silanold o dalSich 20-30 %, avSak mald ¢éast zlstava pritomna
na povrchu sorbentu stale.

Dal$im problémem u kovalentné modifikovaného silakagelu je tendence
navazanych zbytkll k hydrolyze pfi nizkém pH (<2) a jejich nésledné uvolnéni. Jednim
z feSeni tohoto problému je sterické chranéni, u kterého je vazba Si-O stericky stinéna
pomoci objemng&jsi skupiny (napt. i-propyl, i-butyl).

K ¢éstec¢né redukei problému doslo aZz pouZitim silikagelu typu B. Zatimco silikagel
typu A je odvozen od anorganickych silikatl, silikagel typu B vznikéd hydrolyzou vysoce
¢istych organickych silant.

Chromatografie na obracené fazi je dnes mnohem Ccastéji aplikovana,
nez chromatografie na normalni fazi. Diivodem jsou mensi problémy (vyssi teploty varu

a mensi hotflavost rozpoustédel) a zejména nizsi toxicita generovanych odpadi [16, 20].
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4.2.1.2 Gradientova eluce

Pouzitim gradientové eluce se dosahuje optimalniho rozliSeni a pfijatelné doby
analyzy. Slozeni mobilni faze se méni s Casem, ¢im dochazi ke zvySovani elucni sily.
Nejcastéjsi pripad gradientové eluce je eluce binarni, kdy jednd faze mé vyrazné nizsi
eluéni silu nez druha. Casova zména koncentrace v prabéhu separace se oznaluje
jako profil gradientu. U gradientové eluce je potfeba patficné upravit ¢asy jednotlivych
segmentt, pii kterych dochdzi ke zméné slozeni mobilni faze. Diky gradientové eluci je
mozné detekovat latky pii nizsich koncentracich.

Pii gradientové eluci misi sméSova¢ kapaliny pfivadéné ze dvou nebo vice
zasobnikd, dale nasleduje odplynéni mobilnich fazi, davkovani na kolonu a detekce. Signal
je z detektoru veden bud’ do integratoru a zapisovace nebo dnes vyhradné do datové
stanice. Na vystupu z kolony mohou byt také umistény sbérace jednotlivych frakci

(preparativni chromatografie) [17, 18].

4.2.1.3 Spektrofotometrické detektory (UV/VIS)

Spektrofotometrické detektory jsou pii HPLC analyze pouzivany nejcastéji zejména
kvali jejich pomérné nizké cené a univerzalnosti. UV/VIS detekce je zalozena
na schopnosti latek absorbovat zafeni (190-800 nm). Roztok v kyveté je ozafovan
monochromatickym svétlem a ¢ast tohoto zafeni je roztokem absorbovéana. Zdrojem zareni
pro UV oblast (190-400 nm) byva obvykle deuteriova lampa, pro viditelnou
oblast (400-800 nm) byva vyuzivano lampy wolframové. Pro ziskani monochromatického
zafeni vhodné vlnové délky pak slouzi monochromator. Tyto detektory porovnavaji
intenzitu vysilaného zafeni s intenzitou zatreni dopadajiciho na detektor.

Velikost odezvy se hodnoti pomoci Lambert-Beerova zakona, kde je odezva
detektoru pfimo zavisld na délce cely a koncentraci analytu v mobilni fazi. Mnozstvi
absorbovaného zafteni je pfimo umeérné koncentraci latky ve zkoumaném roztoku.

A = ¢&. |. ¢ (¢ — molarni absorp¢ni koeficient; A — absorbance; | — tloustka absorbujici

vrstvy; c-koncentrace analytu) [9, 14].
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4.2.1.4 Detektory s diodovvm polem (Diode Array Detectors — DAD)

vvvvvv

ze zdroje prochazejici vzorkem, je rozlozeno pomoci optické miizky na jednotlivé vinové
délky a dopada na pole fotodiod. Diodové pole je pfitom umisténo tak, ze na kazdou
fotodiodu dopada wurcity rozsah vilnovych délek. Kazda fotodioda je spojena
s kondenzatorem, ktery je nabity na urcitou hodnotu. Fotoelektricky proud, ktery dopada
na diodu, vybije kondenzator. V dalsi fazi je kondenzator opét dobit. Proud, ktery je
potiebné dobit, je tmérny intenzit¢ dopadajiciho zareni. Tyty sekvence vybijeni a dobijeni
kondenzatorti se velice rychle opakuji. Postupné jsou zaznamenavany udaje o absorbanci
pti kazdé vinové délce v kazdém okamziku.

Detektor ve spolupraci s pocitacem umoziuje detekci latky pfi jakékoliv zvolené
vlnové délce, umoznuje porovnavat snimana spektra s knihovnou spekter, a také vypocitat
Cistotu piku (peak purity) a tim odhalit pfipadnou koeluci S jinou latkou. Ve vétsing
ptipadt byva vyhodné (pro ziskéni vysoké citlivosti odezvy) provadét méfeni v maximu
absorbance latky. Nicméné¢, v tivahu je potifeba vzit také vlastni absorbanci ostatnich slozek
vzorku (napf. balastii z matrice) a mobilni faze.

Mezi hlavni vyhody UV/VIS detektorti patii snadna obsluha (nevyzaduje prakticky
zadnou udrzbu), pfesnost, robustnost, nizka citlivost odezvy na zmény slozeni mobilni faze
a teploty, moznost vyuziti pii gradientovych analyzdch a pomérné vysokd citlivost

pro analyty obsahujici chromofor. [14, 19, 20].

4.2.1.5 Validace metod

Cilem validace chromatografické metody je prokazat, Ze dand metoda je piesna,
spolehliva a vhodna k ucelu, pro ktery byla vyvinuta. Validace obsahuje fadu parametrd,
které¢ se hodnoti a které¢ musi dand metoda spliiovat. U novych metod nebo u stavajicich
metod, které byly néjakym zpisobem zménény, je nutné provést validaci. Konkrétni
zkuSebni metoda by méla byt pouzitelnd a stejn€ spolehliva pfi opakovaném pouziti
Vv jedné ¢i vicero laboratofich [8, 9].

Mezi sledované parametry patii:
e VytéZnost
e presnost (soucasti pesnosti je opakovatelnost)

e linearita
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e test zplisobilosti

e detek¢ni limit

e kvantitativni limit
e robustnost

e rozsah

e selektivita

Vytéznost (recovery)

Spravnost vyjadiuje shodu mezi ziskanym vysledkem méteni a redlnou hodnotou
dané veli¢iny. Zjistit redlnou hodnotu muze byt problém. Hodnotu muzeme ziskat
napiiklad nezavisle ovéfenou metodou nebo analyzou modelového vzorku. Modelovy
vzorek obsahuje vSechny slozky piipravku piesné ptidany standard. Nemame-li k dispozici
vSechny slozky pfiipravku, analyzujeme vzorek se znamym piidavkem standardu.
Vytéznost zjistujeme analyzou nejméné Sesti vzorkl a vyjadiujeme jako:

vytéznost = 100 x nalezend hodnota / spravna hodnota [8, 9].

Piesnost (precision)

Ptesnost je definovdna mirou shody mezi vysledky ziskanymi opakovanym
méfenim jednoho homogenniho vzorku. Jeden vzorek se Sestkrat analyzuje stejnym
postupem, vcetné piipravy vzorku. Mira pfesnosti se vyjadiuje jako smérodatnad odchylka
vysledkl zkousek. Podle podminek analyzy se rozliSuji tfi trovné piesnosti:

e opakovatelnost (repeability) je opakovanim méfeni metody jednim pracovnikem
na stejném piistroji, se stejnym roztokem, €inidly a v kratkém ¢asovém intervalu

e mezilehla presnosti (intermediate precision), pfi niz se analyza provadi riznymi
pracovniky na riznych pfistrojich, riznymi ¢inidly, v jiném casovém ramci, ale se
stejnym vzorkem a ve stejné laboratoti

e reprodukovatelnost (reproducibility), u které je provedeni stejné jako u mezilehlé

pfesnosti, ale probiha v riznych laboratotich [8, 9]

Linearita (linearity)

Linearita je schopnost metody déavat vysledky pfimo uUmérmné koncentraci

stanovované latky ve vzorku. Stanovuje se alesponn pét raznych koncentraci (v rozsahu
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50-150 %) deklarovaného obsahu. Linearitou je myslena piimkova zavislost mezi odezvou
instrumentace a koncentraci analytu, ktera je charakterizovana metodou linearni regrese.
Po prométeni se sestavi kalibracni kiivka a urc¢i se jeji smérnice. K hodnoceni linearity se
v soucasné dobé pouziva korelacni koeficient, ktery popisuje tésnost vzajemné zavislosti
dvou nahodnych proménnych. Cim vice se jeho hodnoty blizi jedné, tim je zavislost

t&sn&ji [8, 9, 10].

Test zpusobilosti (systém suitability test)

Test zpUsobilosti je nedilnou souc¢ésti validace analytické metody. V praxi ale neni
mozné definovat v§echny podminky nezbytné pro spolehlivost metody. Pii novém pouziti
metody se nemusi opakovat celd validace, predpoklada se, ze pokud jsou splnény urcité
parametry, je validace platnd. Tyto parametry Se nazyvaji test zpisobilosti
chromatografického systému a patii sem:

e retenni Cas (t;) je doba, ktera uplyne od nastiiku vzorku do dosazeni maxima
elucni kiivky

e rozliseni chromatografickych pikd (Rs) je vzdalenost mezi piky dvou slozek
analyzované smési. Doporuceny limit rozliSeni je vétsi nez 1,5 a odpovida
rozdéleni pikdi téméf az na zékladni linii. Cim vys$si je hodnota Rs, tim lepsi
separace slozek je dosazeno.

e kapacitni faktor (k) vyjadiuje kapacitu kolony a je mirou sorpce analytu na koloné.

e faktor symetric chromatografickych piki (As) vyjadifuje miru soumérnosti
chromatografického piku. Témét kazdy chromatograficky pik vykazuje jisty stupen
chvostovani nebo frontovani. Akceptovatelné hodnoty faktoru symetrie lezi

v rozmezi 0,9 (nepatrné frontovani) az 1,5 (mirné chvostovani) [8, 9].

Detekéni limit (limit of detection)

cv w7

latky nestanovovana kvantitativné a z vétsi miry zavisi na typu pouzitého detektoru [8, 9].

Kvantitativni limit (limit of quantitation)

v

koncentraci latky, ktera je stanovitelna s pfijatelnou piesnosti a spravnosti. Za limitujici
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RSD se povazuje 10 %, proto se da kvantitativni limit vyjadfit jako koncentrace, jejiz
stanoveni nepiesahuje tuto odchylku. Kvantitativni limit byva obvykle trojnasobkem limitu
detekéniho [8, 9], a byva také vyjadien jako hodnota, pfi jejimZ stanoveni je odezva rovna

desetinasobku Sumu nulové linie chromatogramu.

Robustnost (robustness)

Robustnost vyjadiuje miru vlivu proménnych podminek na vysledky analyzy.
Sbiranim poznatkii z vyvoje metody se snazime upozornit na podminky, které mohou
ovlivnit vysledky. U HPLC se zjistuje vliv slozeni mobilni faze, teplota na koloné¢,
rychlost prutoku, pH vodné slozky mobilni faze, stabilita vzorkt, rozdily mezi kolonami

od riznych vyrobct a podobné [8, 9].

Rozsah (range)

Rozsah se odvozuje od linearity a udava hranice koncentraci, v nichz mize byt
metoda pouzivana. Jako dolni hranice slouZzi naptiklad vySe zminovany kvantitativni limit,
jako horni hranice mize byt pouzita maximalni odezva detektoru, po jejimz piekroceni

piistroj nepracuje jiz piesné [8, 9].

Selektivita (specificity)

Selektivita metody je schopnost piesného a spravného urceni analytu i v pfitomnosti
jinych latek jako jsou naptiklad dalsi ucinné latky v kombinovanych ptipravcich, pomocné
latky, vedlejsi produkty, necistoty, neznamé latky, zbytkova rozpoustédla, a ptipadné dalsi

interferujici latky pfitomné v matrici méteného vzorku [8, 9].
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Material, pristroje a pomucky

5.1.1 Pristroje, podminky separace

Analyza byla provedena pomoci chromatografického systému Shimadzu LC-10,

sestava systému viz. Tabulka 10.

Chromatograficka sestava

Shimadzu LC-10

Pumpy LC-10AD VP
Degasser DGU-14 A
Autosampler SIL-HTA
Termostat kolony CTO-10AC VP

Detektor DAD detektor SPD — M10A VP
Vyhodnoceni Chromatograficky software LC solution
Kolona I. Kinetex PFP (150 x 4,6 mm, 2,6 pum)
Kolona Il. Ascentis® Express F5 (150 x 4,6 mm, 5 um)
Pfedkolona Ascentis® Express F5 (5 x 4,6 mm, 5 um)
Davkovani Sul

Detekce 520 nm

Mobilni faze

Acetonitril/2 % kyselina mravenci, pratok 1,0 ml/min

Gradientovy rezim

Testovany riizné podminky gradientové eluce

Teplota

50°C

Tabulka 10 Chromatograficky systém

51.2 Pomicky

Ultrazvukova lazen (Banderin Sonotex RK52,SRN)
Analytické vahy (Sartorius 2004 MP, SRN)
PTFE filtry o velikosti pori 0,45um

Pipety (BRAND)

Bé&Zné laboratorni sklo a pomiicky

Standardy

Delphinidin-3-galactoside, Extrasynthese, Genay, Francie, >95 %

Delphinidin-3-glucoside, Extrasynthese, Genay, Francie, >95 %

Cyanidin-3-arabinoside, Extrasynthese, Genay, Francie, >97 %
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Cyanidin-3-galactoside, Extrasynthese, Genay, Francie, >97 %
Cyanidin-3-glucoside, Extrasynthese, Genay, Francie, >96 %
Malvidin-3-galactoside, Extrasynthese, Genay, Francie, >95 %

Peonidin-3-glucoside, Extrasynthese, Genay, Francie, >95 %

Plody bortavek: Vyzkumny Slechtitelsky ustav ovocnaisky Holovousy s.r.o.. Kazda odruda
je pestovana ve tfech kefich, ze kterych byly odebrany primémeé velké plody v plné
zralosti. Plody byly sklizeny v mésicich ¢ervenec a srpen 2014, poté ihned zamrazeny

a az do doby analyzy uchovavany pfti -18 °C.

5.1.3 Chemikalie

Acetonitril (HPLC Gradient Grade), Sigma Aldrich
Methanol (HPLC Gradient Grade), Sigma Aldrich
Kyselina mravenci, Sigma Aldrich

Ultracista voda, ¢isténa systémem Milli-Q (Millipore, Berford)

5.1.4 Testované napoje

Pfanner bortivka 25 %, ovocny napoj s bortivkovou stdvou z koncentratu

slozeni: pitna voda, $tava z nékolika druhli ovoce vyrobena z koncentratu (bortuvky [10
% hm.], jablka, bezinky), cukr, kyselina citronova, vitamin C, aroma

zem¢ ptivodu: Rakousko

Fructal borivka, nektar z bortivek bez piidavku cukri a konzervacnich ¢inidel

zemé puivodu: Slovinsko.

5.2 Priprava roztoka

Veskeré vzorky, standardy a roztoky standardii byly uchovavany v mrazéku

pfi teploté -18°C.

5.2.1 Priprava zasobniho roztoku standardi pro optimalizaci a validaci metody

Zasobni roztoky standardt (delfinidin-3-O-galaktosid, delfinidin-3-O-glukosid,
kyanidin-3-O-galaktosid, kyanidin-3-O-glukosid, kyanidin-3-O-arabinosid, peonidin-3-O-
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glukosid, malvidin-3-O-galaktosid) o koncentraci 1000 mg/1 byly pfipraveny rozpusténim
0,5 mg urc¢itého standardu v 500 ul MeOH.

5.2.2 Priprava zasobniho roztoku pro kalibraci

Zasobni roztok pro kalibraci byl pfipraven smisenim 50 pl kazdého ze sedmi
zasobnich roztoku standardd a poté bylo pfidano 150 ul MeOH. Takto byl ziskan zasobni

roztok standardu o koncentraci vSech latek 100 mg/1.

5.2.3 Priprava pracovnich roztoku pro kalibraci

Pracovni roztoky pro kalibraci byly pfipraveny smisenim zasobniho roztoku

pro kalibraci a MeOH v pomérech uvedenych v Tabulce 11.

Koncentrace (mg/l) Objem zasobniho roztoku (ul) Objem MeOH (ul)
100 100 0
75 75 25
50 50 50
20 20 80
10 10 90
7 7 93
5 ) 95
2 2 98
1 2 194

Tabulka 11 Ptiprava pracovnich roztokl pro kalibraci

5.2.4 Priprava pracovniho roztoku standardu pro optimalizaci metody a identifikaci
latek

Kazdy ze sedmi pracovnich roztokd pro optimalizaci separace a identifikaci pika
byl pfipraven samostatné¢ z 50 ul ur¢itého zasobniho roztoku standardu (o koncentraci
1000 mg/l) a piidavku 450 pul MeOH.

5.2.5 Priprava pracovnich roztoku pro test opakovatelnosti

Pro test opakovatelnosti byly pouZzity vzorky pracovnich roztoki pro kalibraci.
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Koncentrace (mg/l) Objem zasobniho roztoku (ul) Objem MeOH (ul)
100 100 0
20 20 80
5 5 95

Tabulka 12 Ptiprava pracovnich roztokt pro test opakovatelnosti

5.2.6 Priprava pracovnich roztoku pro presnost

Pro méteni pifesnosti bylo pifipraveno 8 roztokii obsahujicich piiblizné¢ 5 gramut
vzorku (odrida boruvek ‘Bluehaven” — bortvky byly piedem rozmixovany tyCovym
mixérem), 25 ml MeOH a 320 ul koncentrované HCOOH. Roztoky byly protiepany
anasledné¢ byl vzorek umistén do ultrazvukové lazné na 20 minut (s protfepanim
po 10 minutach). Po uplynuti 20 minut byly roztoky ptefiltrovany ptes PTFE membranovy
filtr Millipore 0,45 pm.

5.2.7 Priprava zasobniho roztoku standardu pro vvtéznost

Pro meéfeni vytéznosti byl pouzit zasobni roztok standardu, ktery byl slozen
z 200 pl z kazdého ze sedmi standardt, 320 ul koncentrované HCOOH a doplnén do 25 ml
baniky MeOH po rysku.

5.2.8 Priprava pracovnich roztoka a vzorku pro vytéznost

Pro méfeni vytéznosti bylo celkové pfipraveno 9 navédzek roztokli. Prvni tfi
navazky byly o slozeni piiblizné 0,4 g vzorku (odrida borivek ‘Bluehaven’) a 2,5 ml
roztoku o slozeni (320 pl koncentrované HCOOH + 25 ml MeOH). Tyto tfi roztoky vzorkt
borGivek slouzily jako roztoky srovnavaci k vyhodnoceni ploch antokyanli nativné
ptitomnych v bortivkach. DalSich Sest navazek bylo o slozeni pfiblizné 0,4 g vzorku
a2,5ml zasobniho roztoku standardu pro vytéznost (5.2.7). Ztéchto roztoku vzorkl

bortivek s pfidavkem standardli byla hodnocena vytéznost extrakéniho postupu.

5.2.9 Priprava pracovnich roztoku testovanych napoja

Pro ptipravu pracovnich roztokl testovanych napojii byl odebran vzorek dzusu
a prefiltrovan pies filtr Millipore 0,45 pm do kadinky. Nasledné bylo odméfeno 2,5 ml
dZusu a pfidano 32 pl HCOOH.

35



6 Vysledky a diskuze

6.1 Optimalizace metody

Pro optimalizaci metody byl pouzit roztok piipraveny podle 5.2.4.
6.1.1 Volba vinové délky detektoru

Pro analyzu byl pouzit DAD detektor pti vinové délce 520 nm. Tato vinova délka

umoziovala stanoveni v§ech analytl v jejich absorpénim maximu spektra.
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Obrazek 3 Absorpéni spektrum pro delfinidin-3-O-galaktosid
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6.1.2 Volba a optimalizace gradientové eluce

Z predchozich studii provedenych na katedie analytick¢é chemie bylo zjisténo,
ze pentafluorofenylova stacionarni faze (F5 anebo PFP) vykazuje vyssi u€innost separace
antokyant nez standardné pouzivané C-18 reverzni faze. Dale bylo zjiSténo, ze tato faze
umoziuje znac¢né¢ urychlit separaci vétsiho poctu antokyantl, nez dosud bézné publikované
metody pouzivajici C-18 kolony. Proto byly pfi optimalizaci testovany dvé kolony a jedna
predkolona. Pouzity byly kolony Kinetex PFP (150 x 4.6 mm, 2,6 um) a Ascentis®
Express F5 (150 x 4,6 mm, 5 um). K obéma kolonam byla pouzita pfedklonka Ascentis®
Express F5 (5 x 4,6 mm, 5 um). Béhem optimalizace byl pritok nastaven na 1 ml/min
ateplota 50°C. Ob¢ kolony byly testovany pfi riznych gradientech. Pfi volbé gradientu
bylo vyzkouSeno 12 gradientl, se snahou najit vhodné podminky gradientové eluce
pro separaci co nejvétsiho poctu antokyant. Z davodi velkého poctu antokyant
pritomnych v boriivkdch a nedostatku komer¢nich standardii byly jednotlivé gradienty
testovany na redlném vzorku Scilem separovat maximélni mozny pocet antokyant
(hodnoticim kritériem byl pocet separovanych pikd a cas). Teprve poté probihala
identifikace piklt pomoci 7 komerén¢ dostupnych standardii a porovnani s redlnymi
vzorky. Pti optimalnich podminkach by mélo dojit k dostatecné separaci analyzovanych
latek a jejich piky by mély mit optimalni symetrii, pifi zachovani pfiméteného casu
analyzy. Né&které z latek maji velmi podobné retencni Casy a koeluce strukturné velmi
podobnych antokyanti nebyla zcela odstranéna, Gradienty 04 a 09 se ukazaly pro separaci
jako nejvhodnéjsi. Vzhledem k volbé kolony Kinetex PFP byl jako optimalni zvolen
gradient 09, zobrazeny na Obrazek 18. Jednotlivé gradienty a separace antokyanti

ptitomnych v bortivkach jsou zdokumentovany v nasledujicich tabulkach:
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Gradient 01

Mobilni faze | ACN | 2% HCOOH
Cas (min) (%) | (%)
0.01 Start analyzy
0.01 5 95
14.00 20 80
20.00 25 75
30.00 35 65
35.00 75 25
40.00 5 95
45.00 Kondicionace kolony

Tabulka 13 Podminky gradientu 01

mAU
604520nm,4nm (1.00)
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Obrazek 10 Chromatogram separace antokyanti pro gradient 01 - Ascentis® Express F5
(150 x 4,6 mm, 5 um) s pfedkolonkou Ascentis® Express F5 (5 x 4,6 mm, 5 pum)

Separace pikt probéhla v potadku, bylo separovano celkem 18 latek. Pro pfili§ dlouhy cas
analyzy a kondicionace kolony byly zkouseny rychlej$i gradienty. Dale bylo postupné

meénéno sloZzeni mobilni faze.
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Gradient 02

Mobilni faze | ACN | 2% HCOOH
Cas (min) (%) | (%)
0.01 Start analyzy
0.01 5 95
14.00 20 80
15.00 95 5
15.30 5 95
17.00 5 95
17.01 Kondicionace kolony

Tabulka 14 Podminky gradientu 02
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Obrazek 11 Chromatogram separace antokyant pro gradient 02 - Ascentis® Express F5

(150 x 4,6 mm, 5 um) s piedkolonkou Ascentis® Express F5 (5 x 4,6 mm, 5 um)

Za téchto podminek bylo separovano 18-19 latek v prakticky stejném cCase, avSak s kratsi

kondicionaci kolony.
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Gradient 03

Mobilni faze | ACN | 2 % HCOOH
Cas (min) (%) | (%)
0.01 Start analyzy
0.01 5 95
15.00 20 80
16.00 95 5
16.30 5 95
18.00 5 95
18.01 Kondicionace kolony

Tabulka 15 Podminky gradientu 03

mAU
804520nm,4nm (1.00)

/6.826
/8.325

/5.928
7.432

/15.627
/16.059

Obrazek 12 Chromatogram separace antokyanti pro gradient 03 - Ascentis® Express F5
(150 x 4,6 mm, 5 um) s piedkolonkou Ascentis® Express F5 (5 x 4,6 mm, 5 um)

Za téchto podminek bylo separovano 18-19 latek v prakticky stejném case. K lepSimu

rozliSeni piki v case kolem 11. minuty v8ak nedochézelo.

43



Gradient 04

Mobilni faze | ACN | 2% HCOOH
Cas (min) (%) | (%)
0.01 Start analyzy
0.01 5 95
18.00 20 80
19.00 95 5
19.30 5 95
21.00 5 95
21.01 Kondicionace kolony

Tabulka 16 Podminky gradientu 04

mAU
50]°20nm,4nm (1.00)

/7.202
/8.908

/16.210

404

30]

20

101

0.0 S 25 o 5.0 o 7.5 S lld.O. o l12.5. o l15|.0. o l17.5. o lZd.O lmir‘ll
Obrazek 13 Chromatogram separace antokyanti pro gradient 04 - Ascentis® Express F5
(150 x 4,6 mm, 5 um) s piedkolonkou Ascentis® Express F5 (5 x 4,6 mm, 5 um)

U tohoto gradientu byl testovan pozvolnéjsi linearni ndrist organické faze. Za téchto
podminek bylo opét separovano 18-19 latek v del§im case. K lepSimu rozliSeni pikl v Case
kolem 12. minuty vSak nedochézelo. Je pravdépodobné, Ze s pikem v Case 11,645 dochazi

ke koeluci dalSiho antokyanu.
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Gradient 05

Mobilni faze | ACN | 2% HCOOH
Cas (min) (%) | (%)
0.01 Start analyzy
0.01 3 97
15.00 20 80
16.00 95 5
16.30 5 95
18.00 5 95
18.01 Kondicionace kolony

Tabulka 17 Podminky gradientu 05
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Obrazek 14 Chromatogram separace antokyant pro gradient 05 - Ascentis® Express F5

(150 x 4,6 mm, 5 um) s piedkolonkou Ascentis® Express F5 (5 x 4,6 mm, 5 um)

U tohoto gradientu byl testovan nartst organické faze z nizsi koncentrace (3 % vs. 5 %
u pfedchozich gradientl). Za téchto podminek bylo opét separovano 18-19 latek.

K lep$imu rozliSeni pikil v ¢ase kolem 12. minuty opét nedochazelo.
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Gradient 06

Mobilni faze | ACN | 2% HCOOH
Cas (min) (%) | (%)
0.01 Start analyzy
0.01 3 97
15.00 25 75
16.00 95 5
16.30 5 95
18.00 5 95
18.01 Kondicionace kolony

Tabulka 18 Podminky gradientu 06

mAU

1520nm,4nm (1.00)
75+

/7.401

Obrazek 15 Chromatogram separace antokyanti pro gradient 06 - Ascentis® Express F5
(150 x 4,6 mm, 5 um) s piedkolonkou Ascentis® Express F5 (5 x 4,6 mm, 5 um)

U tohoto gradientu byl testovan linearni nartst organické faze do vyssi koncentrace
acetonitrilu (25 % vs. 20 % predchozi). Za téchto podminek dochazelo ke zhorSeni

a urychleni separace.

46



Gradient 07

Mobilni faze | ACN | 2% HCOOH
Cas (min) (%) | (%)
0.01 Start analyzy
0.01 3 97
15.00 30 70
16.00 95 5
16.30 5 95
18.00 5 95
18.01 Kondicionace kolony

Tabulka 19 Podminky gradientu 07

mAU
1520nm,4nm (1.00)

16.827

47.237
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Obrazek 16 Chromatogram separace antokyanti pro gradient 07 - Ascentis® Express F5
(150 x 4,6 mm, 5 um) s piedkolonkou Ascentis® Express F5 (5 x 4,6 mm, 5 um)

U tohoto gradientu bylo pouze potvrzeno, Zze linearni narist organické faze do vyssi
koncentrace acetonitrilu (25-30 %) je nevyhovujici. Za téchto podminek dochazelo
ke zhorSeni, av8ak znaénému urychleni separace. Paradoxné vsak bylo zjisténo, ze pik
v Case 7,7 (na ptredchozich chromatogramech v pofadi vzdy Sesty) je pravdépodobné pik

dvou koelujicich latek.
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Gradient 08

Mobilni faze | ACN | 2% HCOOH
Cas (min) (%) | (%)
0.01 Start analyzy
0.01 3 97
18.00 20 80
19.00 95 5
19.30 5 95
21.00 5 95
21.01 Kondicionace kolony

Tabulka 20 Podminky gradientu 08

mAU

1520nm,4nm (1.00)

/8.363

/8.931
/9.613

[7.787
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Obrazek 17 Chromatogram separace antokyant pro gradient 08 - Kinetex PFP

(150 x 4,6 mm, 2,6 um) s piedkolonkou Ascentis® Express F5 (5 x 4,6 mm, 5 pum)

U této separace byla piivodni kolona Ascentis® Express F5 zaménéna za kolonu Kinetex

PFP. Zménou kolony a velikosti castic byla dosazena podstatné lepSi separace

nez na predchozi koloné a to v prakticky stejném case. Byla zji§téna pfitomnost 23-24 pikl

a potvrzena koeluce dvou pikl u Sesté¢ho piku na ptivodni kolon€. Také byly zaznamenany

dalsi koeluce zejména u pikil kolem 12. minuty.
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Gradient 09

Mobilni faze | ACN | 2% HCOOH
Cas (min) (%) | (%)
0.01 Start analyzy
0.01 3 97
18.00 17 83
19.00 95 5
19.30 3 97
21.00 3 97
21.31 Kondicionace kolony

Tabulka 21 Podminky gradientu 09

mAU
1520nm,4nm (1.00)
100

/20.449

754
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a1
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99 /1.583
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Obrazek 18 Chromatogram separace antokyant pro gradient 09 - Kinetex PFP
(150 x 4,6 mm, 2,6 um) s piedkolonkou Ascentis® Express F5 (5 x 4,6 mm, 5 pum)

U tohoto gradientu byl testovan linearni nartst organické faze do niz$i koncentrace
acetonitrilu (17 % vs. 20 % ptedchozi). Bylo opét separovano 23 pikt. Za téchto podminek
dochazelo k ¢astenému zlepSeni rozliSeni pika v ¢ase 13,71-13,98 (pfedchozi
11,98-12,46) a také k mirnému zpomaleni separace. Doslo také ke zna¢nému zuZzeni
posledniho piku, coZ souvisi s vysokou koncentraci acetonitrilu, ktery v tomto ¢ase zacina
protékat kolonou. 24 pik jiz nebyl zaznamenan, protoze se s nejvétsi pravdépodobnosti
jednalo o systémovy pik souvisejici s prudkou zménou fazi na konci gradientu. Pfipadné

mohlo dojit ke koeluci.
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Gradient 10

Mobilni faze | ACN | 2% HCOOH
Cas (min) (%) | (%)
0.01 Start analyzy
0.01 3 97
18.00 14 86
19.00 95 5
19.30 3 97
21.00 3 97
21.01 Kondicionace kolony

Tabulka 22 Podminky gradientu 10
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Obrazek 19 Chromatogram separace antokyant pro gradient 10 - Kinetex PFP
(150 x 4,6 mm, 2,6 um) s piedkolonkou Ascentis® Express F5 (5 x 4,6 mm, 5 pum)

U tohoto gradientu bylo testovano dal$i sniZzeni koncentrace acetonitrilu (14 % vs. 17 %
predchozi) pfi linedrnim naristu organické faze. Dochazelo vSak k vyraznému rozmyvani
separovanych zon a bylo zaznamendno pouze 19 piki. Dalsi sniZeni organické faze se tedy

ukézalo jako nevhodné.
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Gradient 11

Mobilni faze | ACN | 2 % HCOOH
Cas (min) (%) | (%)
0.01 Start analyzy
0.01 3 97
3.00 3 97
18.00 17 83
19.00 95 5
19.50 3 97
21.00 3 97
22.00 Kondicionace kolony

Tabulka 23 Podminky gradientu 11

mAU
5

125': 20nm,4nm (1.00)

/20.458

100

75

/18.333

/19.190

1Z20.60U
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Obrazek 20 Chromatogram separace antokyant pro gradient 11 - Kinetex PFP
(150 x 4,6 mm, 2,6 um) s ptedkolonkou Ascentis® Express F5 (5 x 4,6 mm, 5 um)

U tohoto gradientu bylo testovano zpozdéni linedrniho nartistu organické faze, kde vlastni
linearni gradient zaéinal az ve tfeti minuté po piedchozi isokratické eluci 3 % acetonitrilu
v mobilni fazi. Nebylo vSak zaznamenano podstatné zlepsSeni separace, pouze dochazelo

K posunu reten¢nich ¢ast pikl na zacatku chromatogramu.
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Gradient 12

mAU

Mobilni faze | ACN | 2% HCOOH
Cas (min) (%) | (%)
0.01 Start analyzy
0.01 3 97
20.00 17 83
21.00 95 5
21.30 3 97
23.00 3 97
23.01 Kondicionace kolony

Tabulka 24 Podminky gradientu 12
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Obrazek 21 Chromatogram separace antokyanii pro gradient 12 - Kinetex PFP

(150 x 4,6 mm, 2,6 um) s ptedkolonkou Ascentis® Express F5 (5 x 4,6 mm, 5 um)

U tohoto gradientu bylo testovano prodlouzeni ¢asu linearniho nartistu organické faze (z 0.

do 20. minuty vs. pfedchozi z0. do 18. min.). V porovnani s gradientem ¢. 09 vSak

nedochazelo k separaci vice latek, ani k jejich lepSimu rozliSeni a navic se celkovy cas

analyzy prodlouZil o dv€ minuty
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6.1.3 Vybér optimalniho gradientu a kolony

Ze vSech ptedchozich experimentii s gradientovou eluci na dvou dostupnych
kolonach byl pro srovnani u¢inén struény zavér. Dvé nejvhodnéj$i moznosti pro danou
kolonu a typ gradientu jsou pro srovnani uvedeny nize na dvou chromatogramech.
Z davodu lepsi a rychlejsi separace pikt byla vybrana pro validaci metody kolona Kinetex

PFP (150 X 4,6 mm, 2,6 pm)

mAU
604520nm,4nm (1.00)

/7.230
/8.945

16.235
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Obrazek 22 Podminky separace: Ascentis® Express F5(150 x 4,6 mm, 5 um)
s predkolonkou Ascentise Express F5 (5 x 4,6 mm, 5 um), gradient 04
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Obrazek 23 Podminky separace: Kinetex PFP (150 x 4,6 mm, 2,6 um) s pfedkolonkou
Ascentise Express F5 (5 x 4,6 mm, 5 um), gradient 09
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Identifikace stanovovanvych antokyanu na kolonich Ascentis a Kinetex:

mAU
66/520nm,4nm (1.00) 15

501

/8.945

f7.918

] 2|
40 ol

T 710,849

: . | |
30 . ‘
" |
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Obrazek 24 Ascentis® Express F5(150 x 4,6 mm, 5 um) s pfedkolonkou

Ascentise Express F5 (5 x 4,6 mm, 5 um), gradient 04

Retenéni ¢as pro delfinidin-3-O-galaktosid byl 5,598 min., delfinidin-3-O-glukosid-
6,187 min., kyanidin-3-O-galaktosid-7,157 min., kyanidin-3-O-glukosid-7,847 min.,
kyanidin-3-O-arabinosid-8,878 min., peonidin-3-O-glukosid-10,738 min. a malvidin-3-O-
galaktosid-10,868 min. U kolony Ascentis byl problém s rozliSenim 9. a 10. piku,

tedy peonidin-3-glukosidu a malvidin-3-galaktosidu kvuli velmi blizkym retenénim ¢astim.
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Obrazek 25: Kinetex PFP (150 x 4,6 mm, 2,6 um) s pifedkolonkou
Ascentis® Express F5 (5 x 4,6 mm, 5 um), gradient 09

Reten¢ni ¢as pro delfinidin-3-O-galaktosid byl 8,371 min., delfinidin-3-O-glukosid-
9,089 min., kyanidin-3-O-galaktosid-9,630 min., kyanidin-3-O-glukosid-10,525 min.,
kyanidin-3-O-arabinosid-11,390 min., peonidin-3-O-glukosid-13,241 min. a malvidin-3-O-
galaktosid-13,651 min.

6.1.3.1 Chromatogramy stanoveni jednotlivych standardd antokyand na koloné Kinetex
PFEP, gradient 09
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Obrazek 26 Stanoveni delfinidin-3-O-galaktosidu — reten¢ni ¢as- 8,371 min.
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Obrazek 27 Stanoveni delfinidin-3-O-glukosidu — reten¢ni ¢as-9,089 min.
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Obrazek 28 Stanoveni kyanidin-3-O-galaktosidu — reten¢ni ¢as-9,630 min.
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Obrazek 29 Stanoveni pro kyanidin-3-O-glukosidu — reten¢ni ¢as 10,525 min.
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Obrazek 30 Stanoveni kyanidin-3-O-arabinosidu — reten¢ni ¢as-11,390 min.
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Obrazek 31 Stanoveni peonidin-3-O-glukosidu — retenéni ¢as-13,241 min.
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Obrazek 32 Stanoveni pro malvidin-3-O-galaktosidu — reten¢ni ¢as-13,651 min.

57



6.1.4 Souhrn optimalnich podminek pro HPL.C analvzu

Kolona Kinetex PFP (150 x 4,6 mm, 2,6 pm)
Predkolona Ascentis® Express F5 (5 x 4,6 mm, 5 pm)
Detekce 520 nm
Rychlost prutoku mobilni faze 1 ml/min
Davkovany objem S5yl
Mobilni faze organicka faze: ACN, vodna faze: 2 % HCOOH
Teplota 50°C
Gradientova eluce: Gradient 09
mobilni ACN 2 % HCOOH
faze (%) (%)
¢as (min)
0.01 Start analyzy
0.01 3 97
18.00 17 83
19.00 95 5
19.30 3 97
21.00 3 97
21.31 Kondicionace kolony

Tabulka 25 Shrnuti optimalnich podminek pro analyzu

6.2 Validace analytické metody

6.2.1 Test vhodnosti chromatografického systému

Ke stanoveni vhodnosti chromatografického systému byl pouZit pracovni roztok
pro kalibraci o koncentraci 10 mg/l1, pfiprava viz 5.2.3.

Pii testu vhodnosti chromatografického systému se hodnotil reten¢ni cas (t;),
rozliSeni chromatografickych pikGi (Rs), kapacitni faktor (k), faktor symetrie

chromatografickych pikd (As).
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antokyan ty (min) R k A
delp-3-gal 8,456 44,939 4,328 0,973
delp-3-glu 9,121 2,350 4,747 0,970
cya-3-gal 9,758 2,372 5,149 0,978
cya-3-glu 10,529 3,147 5,634 0,994
cya-3-ara 11,450 3,686 6,214 0,999
peo-3-glu 13,355 7,164 7,415 --
mal-3-gal 13,731 1,166 7,651 --

Tabulka 26 Parametry testu vhodnosti chromatografického systému

RozliSeni chromatografickych pikil je, kromé malvidin-3-O-galaktosidu u ostatnich

zkouSenych antokyant vétsi nez 1,5, tedy spliiuje doporuceny limit. Kapacitni faktor

vyjadfuje miru sorpce analytu na koloné. Faktor symetrie chromatografickych pika je

v rozmezi hodnot 0,9 (nepatrné frontovani) az 1,5 (mirné chvostovani). Na Obrazek 33 je

viditelné neuplné rozdélené peonidin-3-O-glukosidu a malvidin-3-O-galaktosidu, kvuli

kterému nelze urcit faktor symetrie téchto chromatografickych piki.
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Obrazek 33 Chromatogram smési standardt pfi koncentraci 10 mg/I
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6.2.2 Linearita

Pro stanoveni linearity bylo pouzito 8 kalibra¢nich roztokii o riznych koncentracich
(1-100 mg/l) Piiprava téchto roztokt je popsana v kapitole 5.2.2 a 5.2.3. Z kazdého
kalibra¢niho roztoku byly provedeny 3 nastfiky na kolonu, znichz byla stanovena
primérna hodnota plochy piku pro kazdou z koncentraci.

K vyhodnoceni zavislosti primérnych ploch pikt kalibra¢nich roztokii na jejich

koncentraci byla pouzita metoda linearni regrese.
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6.2.2.1 Kalibra¢ni zavislost pro delfinidin-3-O-galaktosid

Koncentrace | Plocha piku
(mg/l)
1 15399
2 44913
5 156776
7 179272
10 317366
20 694105
50 1736377
75 2698993
100 3377379

Tabulka 27 Test linearity pro delfinidin-3-O-galaktosid
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Graf 1 Kalibra¢ni zavislost pro delfinidin-3-O-galaktosid

Statistické parametry pro regresi: y =K x + Q

Pocet bodu n= 9 Odhad chyby
Smérnice k=] 34851 | £ 536
Abs. ¢len q= | -21031 | + | 24465

Korelaéni koef. r= 0,9992
Rezidualni odch. | s= | 55265

Tabulka 28 Parametry linearni regrese pro delfinidin-3-O-galaktosid
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6.2.2.2 Kalibra¢ni zavislost pro delfinidin-3-O-glukosid

locha piku

priimérné p

Koncentrace | Plocha piku
(mg/1)
1 17069
2 49032
5 170055
7 195861
10 348204
20 761135
50 1905803
75 2962871
100 3737000

Tabulka 29 Test linearity pro delfinidin-3-O-glukosid
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Graf 2 Kalibra¢ni zavislost pro delfinidin-3-O-glukosid

Statistické parametry pro regresi: y =k x+q

Pocet bodu n= 9 Odhad chyby
Smérnice k=] 38460 | + 526
Abs. ¢len q=| -26368 | + | 23998

Korelaéni koef. r= | 0,9993
Rezidudlni odch. | s= | 54208

Tabulka 30 Parametry linearni regrese pro delfinidin-3-O-glukosid
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6.2.2.3 Kalibra¢ni zavislost pro kyanidin-3-O-galaktosid

Koncentrace | Plocha piku
(mg/l)
1 17992
2 50369
5 165791
7 197051
10 341668
20 743102
50 1839601
75 2868935
100 3743470

Tabulka 31 Test linearity pro kyanidin-3-O-galaktosid
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Graf 3 Kalibra¢ni zavislost pro kyanidin-3-O-galaktosid

Statistické parametry pro regresi: y=k x+ q

Pocet bodu n= 9 Odhad chyby
Smérnice k=1 38010 | £ 281
Abs. ¢len q=| -32762 | + | 12828

Korelaéni koef. r= | 0,9998
Rezidualni odch. | s= | 28978

Tabulka 32 Parametry linearni regrese pro kyanidin-3-O-galaktosid
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6.2.2.4 Kalibra¢ni zdvislost pro kyanidin-3-O-glukosid

Koncentrace | Plocha piku

(mg/l)
1 18908
2 53213
5 175498
7 209396
10 357238
20 769051
50 1926758
75 2998408
100 3923867

Tabulka 33 Test linearity pro kyanidin-3-O-glukosid
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Graf 4 Kalibra¢ni zavislost pro kyanidin-3-O-glukosid

Statistické parametry pro regresi: y=k x+ q

Pocet bodu n= 9 Odhad chyby
Smérnice k=] 39801 | + 266
Abs. ¢len q=|-34902 | £ | 12136

Korela¢ni koef. r=| 0,9998
Rezidualni odch. | s= | 27414

Tabulka 34 Parametry linearni regrese pro kyanidin-3-O-glukosid
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6.2.2.5 Kalibra¢ni zévislost pro kyanidin-3-O-arabinosid

Koncentrace | Plocha piku
(mg/1)
1 20352
2 50502
5 168455
7 198871
10 342546
20 739672
50 1853495
75 2874446
100 3792042

Tabulka 35 Test linearity pro kyanidin-3-O-arabinosid
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Graf 5 Kalibra¢ni zavislost pro kyanidin-3-O-arabinosid

Statistické parametry pro regresi: y =K x + Q

Pocet bodu n= 8 Odhad chyby
Smérnice k= 38028 | + 538
Abs. ¢len q=| -10960 | + | 25996

Korelaéni koef. r= | 0,9994
Rezidualni odch. | s= | 53533

Tabulka 36 Parametry linearni regrese pro kyanidin-3-O-arabinosid
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6.2.2.6 Kalibra¢ni zdvislost pro peonidin-3-O-glukosid

Koncentrace | Plocha piku
(mg/1)
1 27056
2 51324
5 170285
7 207360
10 345204
20 739520
50 1840713
75 2863766
100 3775458

Tabulka 37 Test linearity pro peonidin-3-O-glukosid
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Graf 6 Kalibra¢ni zavislost pro peonidin-3-O-glukosid

Statistické parametry pro regresi: y =K x + Q

Pocet bodu n= 9 Odhad chyby
Smérnice k=] 38138 | £ 230
Abs. ¢len q= 1| -30739 | + | 10485

Korelaéni koef. r= | 0,9999
Rezidualni odch. | s= | 23684

Tabulka 38 Parametry linearni regrese pro peonidin-3-O-glukosid
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6.2.2.7 Kalibra¢ni zévislost pro malvidin-3-O-galaktosid

Koncentrace | Plocha piku
(mg/l)
1 19311
2 41971
5 136638
7 166007
10 277504
20 597121
50 1494755
75 2334133
100 3081178

Tabulka 39 Test linearity pro malvidin-3-O-galaktosid
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Graf 7 Kalibra¢ni zavislost pro malvidin-3-O-galaktosid

Statistické parametry pro regresi: y =K x + Q

Pocet bodu n= 9 Odhad chyby
Smérnice k=] 31131 | + 198
Abs. ¢len g=| -28555 | + 9032

Korelaéni koef. r= | 0,9999
Rezidualni odch. | s= | 20403

Tabulka 40 Parametry linearni regrese pro malvidin-3-O-galaktosid
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6.2.3 Opakovatelnost

Pro stanoveni opakovatelnosti byly pouzity 3 roztoky o rtznych koncentracich.
Piiprava téchto roztokd je popsana v kapitole 5.2.5. Z kazdého kalibra¢niho roztoku bylo
provedeno 8 ndstfikli na kolonu, z nichz byla stanovena primérna hodnota plochy piku

pro kazdou z koncentraci. Z téchto ploch byly nasledné spocitany smérodatné odchylky.

100 mg/l | PRUMER | SD | RSD (%)
delp-3-gal | 3288371 | 14402 0,44
delp-3-glu | 3622104 | 20543 0,57
cya-3-gal | 3516145 | 33099 | 0,94
cya-3-glu | 3673029 | 26344 | 0,72
cya-3-ara | 3518193 | 13599 | 0,39
peo-3-glu | 3504425 | 16377 0,47
mal-3-gal | 2852235 | 11301 0,40

Tabulka 41 Stanoveni opakovatelnosti pro roztoky o koncentraci 100 mg/I

Relativni smérodatnd odchylka se pohybovala v rozmezi 0,39-0,94 %. U zadného

ze zkouSenych roztokii nebyla RSD >1 %.

20mg/l | PRUMER | SD | RSD (%)
delp-3-gal | 661335 | 1569 | 0,24
delp-3-glu | 729450 [4430| 0,61
cya-3-gal | 710403 |1630| 0,23
cya-3-glu 744105 | 5037 0,68
cya-3-ara | 715114 | 3554 | 0,50
peo-3-glu 715050 | 1481 0,21
mal-3-gal | 574355 |1842 | 0,32

Tabulka 42 Stanoveni opakovatelnosti pro roztoky o koncentraci 20 mg/I

Relativni smérodatnd odchylka se pohybovala v rozmezi 0,21-0,68 %. U zadného

ze zkouSenych roztokii nebyla RSD >1 %.
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5mg/l | PRUMER | SD | RSD (%)
delp-3-gal | 163480 932 0,57
delp-3-glu | 180365 | 1659 0,92
cya-3-gal | 184893 | 1515 0,82
cya-3-glu | 195491 | 1451 | 0,74
cya-3-ara | 190465 | 1867 0,98
peo-3-glu | 200590 | 1056 0,53
mal-3-gal 157519 442 0,28

Tabulka 43 Stanoveni opakovatelnosti pro roztoky o koncentraci 5 mg/I

Relativni smérodatnd odchylka se pohybovala v rozmezi 0,28-0,92 %. U zadného

ze zkouSenych roztokil nebyla RSD >1 %.

6.2.4 Presnost

Pro stanoveni piesnosti bylo pouzito 8 roztoku. Ptiprava téchto roztokl je popsana
v kapitole 5.2.6. Z kazdého roztoku byly provedeny 3 nastiiky na kolonu, z kterych byla
nasledné stanovena primérnd hodnota plochy piku pro kazdy z roztokl. Tato primérna
hodnota byla piepoctena na stejnou navazku 5,000 g bortivek. Z téchto ploch byly nasledné
spocitany smerodatné odchylky. Pfesnost byla stanovena jako hodnota RSD (%).
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6.2.4.1 Stanoveni piesnosti pro delfinidin-3-O-galaktosid

PRESNOST | delfinidin-3-O-galaktosid

1 264326

_ 2 258075

= 3 257646

F 4 252769

E: 5 251936

g 6 254711

E 7 251545

8 244939

Primér 254493
SD 5719
RSD (%) 2,25

Tabulka 44 Stanoveni piesnosti pro delfinidin-3-O-galaktosid

6.2.4.2 Stanoveni piesnosti pro delfinidin-3-O-glukosid

PRESNOST | delfinidin-3-O-glukosid

1 363010

_ 2 351249

< 3 352668

S 4 347441

Z: 5 346703

g 6 349361

E 7 344092

8 339012

Primér 349192
SD 7032
RSD (%) 2,01

Tabulka 45 Stanoveni piesnosti pro delfinidin-3-O-glukosid
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6.2.4.3 Stanoveni piesnosti pro kyanidin-3-O-galaktosid

PRESNOST | kyanidin-3-O-galaktosid

1 224761

_ 2 218731

< 3 219410

S 4 213705

Z: 5 215288

g 6 217164

E 7 214788

8 212693

Pramér 217067
SD 3896
RSD (%) 1,79

Tabulka 46 Stanoveni piesnosti pro kyanidin-3-O-galaktosid

6.2.4.4 Stanoveni piesnosti pro kyanidin-3-O-glukosid
PRESNOST | kyanidin-3-O-glukosid
277092
270772
270549
266172
267780
268426
267577
264703
Pramér 269134

SD 3802
RSD (%) 1,41
Tabulka 47 Stanoveni piesnosti pro kyanidin-3-O-glukosid
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6.2.4.5 Stanoveni pfesnosti pro Kyanidin-3-O-arabinosid

PRESNOST | kyanidin-3-O-arabinosid

1 223860

_ 2 224094

< 3 222487

S 4 224936

E: 5 220061

g 6 218933

E 7 222450

8 215007

Pramér 221478
SD 3312
RSD (%) 1,50

Tabulka 48 Stanoveni piesnosti pro kyanidin-3-O-arabinosid

6.2.4.6 Stanoveni piesnosti pro peonidin-3-O-glukosid

PRESNOST | peonidin-3-O-glukosid

1 110774

_ 2 112512

< 3 118072

S 4 116633

E; 5 114597

= 6 113818

E 7 113475

8 111990

Priamér 113984
SD 2416
RSD (%) 2,12

Tabulka 49 Stanoveni piesnosti pro peonidin-3-O-glukosid
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6.2.4.7 Stanoveni piesnosti pro malvidin-3-O-galaktosid

PRESNOST | malvidin-3-O-galaktosid

1 123352

_ 2 123591

< 3 128821

S 4 126192

E: 5 124660

g 6 123776

E 7 123866

8 122701

Pramér 124620
SD 1991
RSD (%) 1,60

Tabulka 50 Stanoveni piesnosti pro malvidin-3-O-galaktosid

Vysledky piesnosti jsou vyhovujici, hodnota RSD je u v§ech standardi <5 %.

6.2.5 VytéZnost
Pro vyhodnoceni vytéZnosti byla pouZita metoda standardniho pfidavku. Vytéznost

byla ziskana z pfipravenych roztokidi pro vytéZnost, jejichZ postup pfipravy je popsan
Vv kapitolach 5.2.7 a 5.2.8. U kazdého z 9 roztoki pro vytéZnost (obsahujicich bud’ vzorek,
nebo vzorek i standard) byly provedeny 2 nastiiky na kolonu, z nichz byla poté stanovena
prumérna hodnota plochy piku. Tato primérna hodnota byla pfepoctena na navazku
0,400 g vzorku bortivek. Nasledn¢ byly provedeny 2 nastfiky na kolonu z dvou roztokl
standardl pro vytéZnost, z nichZ byla poté stanovena primérna hodnota velikosti plochy
piku jednotlivych antokyant.

Pro vypocet vytéznosti, ktera je uvedena v % byl pouzit nasledovny vzorec:

P sz+st—sz
vytéznost (%) = — 100

st

Auvzsst je prumérnd plocha pikd roztok vzorku s pfidavkem standardu (6 navazek), Av. je
prumérna plocha pika roztoka vzorku (prvni 3 navazky), Ast je primérna plocha pikt

roztoku standardu.
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6.2.5.1 Stanoveni vvtéZnosti pro delfinidin-3-O-galaktosid

VYTEZNOST | delfinidin-3-O-galaktosid
1 94,40
"é 2 98,63
) 3 104,83
i L 2 99,59
;g 5 101,12
= 6 97,68
Pramér (%) 99,37
SD 3,49
RSD (%) 3,52

Tabulka 51 Stanoveni vytéznosti pro delfinidin-3-O-galaktosid

6.2.5.2 Stanoveni vytéZnosti pro delfinidin-3-O-glukosid

VYTEZNOST | delfinidin-3-O-glukosid
1 95,14
‘é 2 100,39
S 3 110,19

Sl

< |4 101,74
_§ 5 10535
= 6 98,96
Primér (%) 101,96
SD 5,24
RSD (%) 514

Tabulka 52 Stanoveni vytéznosti pro delfinidin-3-O-glukosid
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6.2.5.3 Stanoveni vvtéZnosti pro kyanidin-3-O-galaktosid

VYTEZNOST | kyanidin-3-O-galaktosid
1 96,22
"é 2 97,64
> 3 102,14
i S 2 98,83
;g 5 100,18
== 6 95,96
Pramér (%) 98,50
SD 2,39
RSD (%) 2,43

Tabulka 53 Stanoveni vytéznosti pro kyanidin-3-O-galaktosid

6.2.5.4 Stanoveni vytéZznosti pro kyanidin-3-O-glukosid

VYTEZNOST

kyanidin-3-O-glukosid

1

94,86

98,65

v v

104,64

(%)

97,66

99,61

Hodnoty vytéZnosti

2
3
4
5
6

94,71

Pramér (%)

98,35

SD

3,66

RSD (%)

3,72

Tabulka 54 Stanoveni vytéznosti pro kyanidin-3-O-glukosid
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6.2.5.5 Stanoveni vytéZnosti pro kyanidin-3-O-arabinosid

VYTEZNOST | kyanidin-3-O-arabinosid
1 94,96
"é 2 98,26
> 3 101,24
i S 2 97,09
;§ 5 97,80
== 6 93,78
Pramér (%) 97,19
SD 2,63
RSD (%) 2,70

Tabulka 55 Stanoveni vytéznosti pro kyanidin-3-O-arabinosid

6.2.5.6 Stanoveni vytéZnosti pro peonidin-3-O-glukosid

VYTEZNOST | peonidin-3-O-glukosid
1 93,97
Z 2 95,00
S
) 3 96,35
)
2 |4 93,05
_§ 5 94,75
= 6 90,08
Primér (%) 93,87
SD 2,15
RSD (%) 2,30

Tabulka 56 Stanoveni vytéznosti pro peonidin-3-O-glukosid
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6.2.5.7 Stanoveni vytéZnosti pro malvidin-3-O-galaktosid

VYTEZNOST | malvidin-3-O-galaktosid
1 98,02
"é 2 98,54
3 3 101,85
=8 3 98,08
;g 5 99,43
== 6 95,56
Pramér (%) 98,58
SD 2,06
RSD (%) 2,09

Tabulka 57 Stanoveni vytéznosti pro malvidin-3-O-galaktosid
Vytéznost je v rozmezi 93,87-101,96 % a RSD je v rozmezi 2,09-5,14 %.

6.3 Stanoveni obsahu antokyanu v odrudach boruvek

K analyze bylo pouzito celkem 21 odrid bortvek. Pfiprava téchto roztoka byla
stejna jako u roztoki pro stanoveni piesnosti viz. kapitola 5.2.6. Z kazdé odrady boruvek
byly pfipraveny 3 navazky pfiblizn€¢ 5 g. Z kazdé navazky byly provedeny 2 nastiiky
na kolonu, ze kterych byla nasledné stanovena prumérna hodnota plochy piku pro kazdou
navazku jedné odridy. Tato primérna hodnota byla piepoctena na 5,000 g. Nasledné byla
stanovena prumérna hodnota plochy piku jednotlivych antokyani pro celou odrudu
(pramér 3 navazek). Z téchto hodnot byla vypoctena z kalibra¢ni kiivky koncentrace
jednotlivych antokyant.

Pro pfepoet obsahu antokyant z koncentrace v mg/l na mg.100g™ ovoce byl pouzit
vzorec, u kterého byla vyuzita ptiprava pracovnich roztokl pro piesnost viz. 5.2.6. V prvni
Casti prepoCtu byl zjistén obsah antokyanu v miligramech v daném objemu vzorku tedy
v 25,32 ml (25 ml MeOH a 320 pl koncentrované HCOOH). Nasledné byl vysledek
vydélen 5 (kvili navazce vzorku 5 g) a vynasoben 100 (mg.100g™) pro prepoget na 100 g
ovoce.

U vypoctu celkového obsahu antokyant byly pouzity hodnoty souctu ploch pika
vsech antokyanl po integraci a pfepocitany na koncentraci (mg/l) s vyuzitim linearni

regrese pro kyanidin-3-O-glukosid. Dale se postupovalo stejnym zpisobem jako
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u piepoétu obsahu antokyanti na mg.100g™. Vysledna koncentrace je vyjadiena v mg jako
ekvivalent kyanidin-3-O-glukosidu na 100 g ovoce. Tento postup je relevantni pfedchozim
publikovanym pracim a bézné se takto pii stanoveni antokyanid V odborné literatuie
pouziva.

Ziskané hodnoty a vysledky pro jednotlivé odridy jsou uvedeny v nésledujicich
tabulkach.

SPARTAN Primeérna plocha Koncentrace | Koncentrace
piki (mg/l) (mg.100g™)

delp-3-gal 831403 24,46 12,39
delp-3-glu 404410 11,20 5,67
cya-3-gal 127017 4,20 2,13
cya-3-glu 69138 2,61 1,32
cya-3-ara 98567 2,88 1,46
peo-3-glu 45010 1,99 1,01
mal-3-gal 484363 16,48 8,35

Tabulka 58 Stanoveni obsahu antokyanti pro odridu "Spartan’

Celkova zji$téna suma vSech antokyanil v odriid€ "Spartan” byla 57,49 mg na 100 g plodi.

SUNRISE Primérna plocha | Koncentrace | Koncentrace
pika (mg/l) (mg.100g™)
delp-3-gal 2193890 63,55 32,18
delp-3-glu 21133 1,24 0,63
cya-3-gal 776747 21,30 10,79
cya-3-glu 13252 1,21 0,61
cya-3-ara 368991 9,99 5,06
peo-3-glu 466411 13,04 6,60
mal-3-gal 974016 32,20 16,31

Tabulka 59 Stanoveni obsahu antokyant pro odriidu "Sunrise”

Celkova zjisténad suma vSech antokyant v odradé "Sunrise” byla 93,15 mg na 100 g plodt.
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TORO Priamérna plocha | Koncentrace | Koncentrace
pika (mg/l) (mg.100g™)
delp-3-gal 839907 24,70 12,51
delp-3-glu 10583 0,96 0,49
cya-3-gal 221880 6,70 3,39
cya-3-glu 5342 1,01 0,51
cya-3-ara 123807 3,54 1,79
peo-3-glu 255202 7,50 3,80
mal-3-gal 581708 19,60 9,93

Tabulka 60 Stanoveni obsahu antokyant pro odrudu “Toro’

Celkova zji$téna suma vSech antokyanil v odriidé "Toro” byla 46,78 mg na 100 g plodu.

BLUEGOLD Primérna plocha | Koncentrace | Koncentrace
piki (mg/l) (mg.100g™)
delp-3-gal 1680428 48,82 24,72
delp-3-glu 544555 14,84 7,51
cya-3-gal 289814 8,49 4,30
cya-3-glu 95011 3,26 1,65
cya-3-ara 234134 6,45 3,27
peo-3-glu 57432 2,31 1,17
mal-3-gal 742022 24,75 12,53

Tabulka 61 Stanoveni obsahu antokyanti pro odrudu ‘Bluegold”

Celkova zjisténa suma vSech antokyanti v odridé ‘Bluegold” byla 120,34 mg na 100 g
plodu.
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CROATAN Priamérna plocha | Koncentrace | Koncentrace
pika (mg/l) (mg.100g™)
delp-3-gal 812367 23,91 12,11
delp-3-glu 10233 0,95 0,48
cya-3-gal 355074 10,20 517
cya-3-glu 7276 1,06 0,54
cya-3-ara 218848 6,04 3,06
peo-3-glu 306034 8,83 4,47
mal-3-gal 660629 22,14 11,21

Tabulka 62 Stanoveni obsahu antokyant pro odrtidu "Croatan’

Celkova zjisténa suma vsech antokyani v odradé "Croatan” byla 54,39 mg na 100 g ploda.

NORTHLAND | Primeérna plocha | Koncentrace | Koncentrace
piki (mg/l) (mg.100g™)
delp-3-gal 1978343 57,37 29,05
delp-3-glu 1073583 28,60 14,48
cya-3-gal 411734 11,69 5,92
cya-3-glu 205952 6,05 3,06
cya-3-ara 250531 6,88 3,48
peo-3-glu 75004 2,77 1,40
mal-3-gal 454074 15,50 7,85

Tabulka 63 Stanoveni obsahu antokyanti pro odrudu "Northland”

Celkova zjisténa suma vSech antokyant v odridé "Northland” byla 114,81 mg na 100 g

plodu.
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DUKE Priamérna plocha | Koncentrace | Koncentrace
pika (mg/l) (mg.100g™)
delp-3-gal 1566502 45,55 23,07
delp-3-glu 19820 1,20 0,61
cya-3-gal 490205 13,76 6,97
cya-3-glu 9811 1,12 0,57
cya-3-ara 241032 6,63 3,36
peo-3-glu 409124 11,53 5,84
mal-3-gal 1315764 43,18 21,87

Tabulka 64 Stanoveni obsahu antokyanti pro odrudu "‘Duke’

Celkova zjisténa suma vsech antokyanti v odridé "Duke’ byla 83,93 mg na 100 g plodi.

GILA Primérna plocha | Koncentrace | Koncentrace
piki (mg/l) (mg.100g™)
delp-3-gal 1626784 47,28 23,94
delp-3-glu 1061416 28,28 14,32
cya-3-gal 364482 10,45 5,29
cya-3-glu 220258 6,41 3,25
cya-3-ara 269968 7,39 3,74
peo-3-glu 100088 3,43 1,74
mal-3-gal 750017 25,01 12,67

Tabulka 65 Stanoveni obsahu antokyanti pro odridu "Gila’

Celkova zjisténa suma vsech antokyanti v odradé ‘Gila” byla 113,86 mg na 100 g plodu.
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JERSEY Priamérna plocha | Koncentrace | Koncentrace
pika (mg/l) (mg.100g™)
delp-3-gal 702310 20,76 10,51
delp-3-glu 342356 9,59 4,86
cya-3-gal 153497 4,90 2,48
cya-3-glu 75477 2,77 1,40
cya-3-ara 96802 2,83 1,43
peo-3-glu 63527 2,47 1,25
mal-3-gal 600820 20,22 10,24

Tabulka 66 Stanoveni obsahu antokyanti pro odrudu "Jersey’

Celkova zjisténa suma vSech antokyani v odradé "Jersey” byla 59,26 mg na 100 g plodii.

BLUECROP Primérna plocha | Koncentrace | Koncentrace
piki (mg/l) (mg.100g™)
delp-3-gal 345841 10,53 5,33
delp-3-glu 171670 5,15 2,61
cya-3-gal 99077 3,47 1,76
cya-3-glu 45985 2,03 1,03
cya-3-ara 81184 2,42 1,23
peo-3-glu 42888 1,93 0,98
mal-3-gal 455004 15,53 7,86

Tabulka 67 Stanoveni obsahu antokyanti pro odrudu ‘Bluecrop’

Celkova zjisténa suma vsech antokyanti v odridé 'Bluecrop” byla 40,01 mg na 100 g

plodu.
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HERBERT Priamérna plocha | Koncentrace | Koncentrace
pika (mg/l) (mg.100g™)

delp-3-gal 448141 13,46 6,82
delp-3-glu 158081 4,80 2,43
cya-3-gal 70977 2,73 1,38
cya-3-glu 35466 1,77 0,90
cya-3-ara 48623 1,57 0,80
peo-3-glu 40399 1,87 0,95
mal-3-gal 583893 19,67 9,96

Tabulka 68 Stanoveni obsahu antokyant pro odrudu "Herbert’

Celkova zjisténa suma vsech antokyani v odradé "Herbert” byla 41,89 mg na 100 g plodii.

BERKELEY Primérna plocha | Koncentrace | Koncentrace
piki (mg/l) (mg.100g™)
delp-3-gal 818146 24,08 12,19
delp-3-glu 12558 1,01 0,51
cya-3-gal 168059 5,28 2,67
cya-3-glu 9375 1,11 0,56
cya-3-ara 98397 2,88 1,46
peo-3-glu 278876 8,12 4,11
mal-3-gal 823679 27,38 13,87

Tabulka 69 Stanoveni obsahu antokyanti pro odrudu "Berkeley”

Celkova zjisténa suma vSech antokyani v odrid¢ Berkeley” byla 47,91 mg na 100 ¢

plodu.
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PATRIOT Priamérna plocha | Koncentrace | Koncentrace
pika (mg/l) (mg.100g™)
delp-3-gal 289265 8,90 4,51
delp-3-glu 400187 11,09 5,62
cya-3-gal 231639 6,96 3,52
cya-3-glu 301435 8,45 4,28
cya-3-ara 228743 6,30 3,19
peo-3-glu 129755 4,21 2,13
mal-3-gal 163274 6,16 3,12

Tabulka 70 Stanoveni obsahu antokyant pro odrudu "Patriot’

Celkova zji$téna suma vSech antokyanti v odriid€ "Patriot” byla 50,06 mg na 100 g ploda.

DARROW Primérna plocha | Koncentrace | Koncentrace
piki (mg/l) (mg.100g™)
delp-3-gal 327572 10,00 5,06
delp-3-glu 160596 4,86 2,46
cya-3-gal 111071 3,78 191
cya-3-glu 50094 2,14 1,08
cya-3-ara 99278 2,90 1,47
peo-3-glu 45376 2,00 1,01
mal-3-gal 444622 15,20 7,70

Tabulka 71 Stanoveni obsahu antokyanti pro odridu "Darrow’

Celkova zjisténa suma vSech antokyanil v odrid€ "Darrow” byla 38,99 mg na 100 g plodii.
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BLUETTA Priamérna plocha | Koncentrace | Koncentrace
pika (mg/l) (mg.100g™)

delp-3-gal 556062 16,56 8,39
delp-3-glu 271266 7,74 3,92
cya-3-gal 126541 4,19 2,12
cya-3-glu 57754 2,33 1,18
cya-3-ara 98510 2,88 1,46
peo-3-glu 52442 2,18 1,10
mal-3-gal 410449 14,10 7,14

Tabulka 72 Stanoveni obsahu antokyant pro odridu "Bluetta’

Celkova zji$téna suma vSech antokyanti v odriid€ ‘Bluetta” byla 44,45 mg na 100 g plodu.

COLLINS Primérna plocha | Koncentrace | Koncentrace
piki (mg/l) (mg.100g™)
delp-3-gal 874491 25,70 13,01
delp-3-glu 317901 8,95 4,53
cya-3-gal 120464 4,03 2,04
cya-3-glu 52159 2,19 1,11
cya-3-ara 82246 2,45 1,24
peo-3-glu 59916 2,38 1,21
mal-3-gal 1024993 33,84 17,14

Tabulka 73 Stanoveni obsahu antokyanti pro odrudu "Collins’

Celkova zjisténa suma vsech antokyanil v odridé "Collins” byla 74,10 mg na 100 g plodi.
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BRIGITTA Priamérna plocha | Koncentrace | Koncentrace
pika (mg/l) (mg.100g™)
delp-3-gal 600102 17,82 9,02
delp-3-glu 216424 6,31 3,20
cya-3-gal 73662 2,80 1,42
cya-3-glu 23313 1,46 0,74
cya-3-ara 58841 1,84 0,93
peo-3-glu 22474 1,40 0,71
mal-3-gal 355525 12,34 6,25

Tabulka 74 Stanoveni obsahu antokyant pro odrudu "Brigitta’

Celkova zji$téna suma vSech antokyanil v odriid€ "Brigitta” byla 42,95 mg na 100 g plodd.

NOVEMBER | Primérna plocha | Koncentrace | Koncentrace
piki (mg/l) (mg.100g™)
delp-3-gal 1984506 57,55 29,14
delp-3-glu 600936 16,31 8,26
cya-3-gal 1104681 29,92 15,15
cya-3-glu 303203 8,50 4,30
cya-3-ara 655354 17,52 8,87
peo-3-glu 158429 4,96 2,51
mal-3-gal 562003 18,97 9,61

Tabulka 75 Stanoveni obsahu antokyanti pro odridu "November”

Celkova zjisténa suma vsech antokyanti v odriidé "November” byla 113,76 mg na 100 g

plodu.
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IRANKA Priamérna plocha | Koncentrace | Koncentrace
pika (mg/l) (mg.100g™)
delp-3-gal 1080718 31,61 16,01
delp-3-glu 17391 1,14 0,58
cya-3-gal 419116 11,89 6,02
cya-3-glu 12668 1,20 0,61
cya-3-ara 233381 6,43 3,26
peo-3-glu 369741 10,50 5,32
mal-3-gal 1101597 36,30 18,38

Tabulka 76 Stanoveni obsahu antokyanti pro odriidu “Iranka’

Celkova zji$téna suma vSech antokyanti v odriid€ "Tranka” byla 70,36 mg na 100 g plodd.

BLUEJAY Primérna plocha | Koncentrace | Koncentrace
piki (mg/l) (mg.100g™)

delp-3-gal 1250316 36,48 18,47
delp-3-glu 22748 1,28 0,65
cya-3-gal 169210 5,31 2,69
cya-3-glu 12809 1,20 0,61
cya-3-ara 94966 2,79 1,41
peo-3-glu 445743 12,49 6,32
mal-3-gal 1476322 48,34 24,48

Tabulka 77 Stanoveni obsahu antokyant pro odridu "Bluejay’

Celkova zjisténa suma vsech antokyani v odridé "Bluejay” byla 76,60 mg na 100 g plodt.
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RANCOCAS Pramérna plocha | Koncentrace | Koncentrace
piki (mg/l) (mg.100g™)
delp-3-gal 1334081 38,88 19,69
delp-3-glu 595256 16,16 8,18
cya-3-gal 558091 15,54 7,87
cya-3-glu 297000 8,34 4,22
cya-3-ara 324935 8,83 4,47
peo-3-glu 164678 5,12 2,59
mal-3-gal 902488 29,91 15,15

Tabulka 78 Stanoveni obsahu antokyant pro odridu "Rancocas’

Celkova zji$téna suma vSech antokyanti v odriidé "Rancocas” byla 98,67 mgna 100 g
plodu.

6.3.1 Zastoupeni jednotlivych antokvanu v odrudach boruvek

Primér vSech Koncentrace
odrid (mg.100g™)
delp-3-gal 15,62
delp-3-glu 4,38
cya-3-gal 4,52
cya-3-glu 1,59
cya-3-ara 2,68
peo-3-glu 2,67
mal-3-gal 11,98

Tabulka 79 Zastoupeni jednotlivych antokyant

Nejvice zastoupené antokyany vV praméru vSech odrad byly delfinidin-3-O-galaktosid,
malvidin-3-O-galaktosid a kyanidin-3-O-galaktosid.
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6.3.2 Chromatogramy odriud s nejvysSim poctem antokyanu
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Obrazek 36 Chromatogram zastoupeni antokyanti u odrady ‘Gila’
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6.4 Stanoveni obsahu antokyanu v dZusech

K analyze byly pouzity dva druhy dzusti. Piiprava téchto roztokli je popsana
v kapitole 5.2.9. Z kazdého dzusu byly pfipraveny 2 roztoky a z kazdého roztoku 2
nastiiky na kolonu, z kterych byla nasledné stanovena primérna hodnota plochy piku.
Z téchto hodnot byla vypoctena z kalibra¢ni kiivky koncentrace jednotlivych antokyanti

vyjadiena jako obsah anthokyanii v mg na litr ndpoje.

PFANNER | Primérna plocha | Koncentrace
pikid (mg/1)
delp-3-gal 44222 1,87
delp-3-glu 92427 3,09
cya-3-gal 28818 1,62
cya-3-glu 450245 12,19
cya-3-ara 41549 1,38
peo-3-glu 60890 2,40
mal-3-gal 83433 3,60

Tabulka 80 Stanoveni obsahu antokyant pro bortivkovy dzus Pfanner

FRUCTAL | Prumérna plocha | Koncentrace
piki (mg/l)

delp-3-gal 48888 2,01
delp-3-glu 73433 2,60
cya-3-gal 308031 8,97
cya-3-glu 116173 3,80
cya-3-ara 116340 3,35
peo-3-glu 81302 2,94
mal-3-gal 61730 2,90

Tabulka 81 Stanoveni obsahu antokyant pro bortuvkovy dzus Fructal
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7 Zavér
V této diplomové praci byla vyvinuta a validovana metoda HPLC pro stanoveni
antokyani v borivkach. Experimentdlné¢ byly nalezeny optimalni chromatografické
podminky HPLC stanoveni:
Podminky analyzy:
Kolona: Kinetex PFP (150 x 4,6 mm, 2,6 um)
Predkolona: Ascentis® Express F5 (5 x 4,6 mm, 5 um)
Mobilni faze: organicka faze: ACN, vodna faze: 2 % HCOOH
Rychlost pritoku mobilni faze: 1 ml/min
Gradientova eluce: Gradient 09 (viz. 6.1.4)
Detekce UV: 520 nm
Davkovany objem vzorku: 5 pl
Teplota: 50°C
K detekci byl pouzit UV-VIS detektor (DAD detektor).

Po optimalizaci separace byla metoda validovana. Vhodna chromatograficka
separace byla prokazana vyhovujici symetrii pikt a jejich rozliSenim. Pro presnost metody
byla kritériem smérodatné odchylka, ktera byla u vsSech antokyanti men$i nez 5 %.
Opakovatelnost byla méfena pii tfech koncentracich (5 mg/l, 20 mg/l a 100 mg/l).
Smérodatna odchylka nevykazovala u zadného ze zkousenych roztokt hodnotu veétsi
nez 1 %. Hodnoty vytéznosti se pohybovaly v rozmezi 93,87-101,96 %. Tyto hodnoty
extrakéni vytéZnosti jsou béZné publikované i1 v odborné literatufe. Dale byla ovérena
linearita (v koncentraénim rozmezi 1 mg/lI-100 mg/l), vysledkem byla pfimka linearni
regrese, z které byl nasledné vypocitan korela¢ni koeficient. Korela¢ni koeficient se
pohyboval v intervalu hodnot od 0,9992 do 0,9999.

U 21 odrid bortvek byly zjiStény vyznamné rozdily v zastoupeni jednotlivych
antokyani. Rozdil v poctu separovanych antokyan u jednotlivych odriid je zptsoben
skutecnosti, ze u nekterych z nich je pfitomen vysSi obsah acylovanych antokyani.
Koncentrace celkovych antokyand byla spocitana s vyuzitim linearni regrese kyanidin-3-
O-glukosidu metodou souctu ploch pikti vSech separovanych antokyant. Vysledna

koncentrace je vyjadiena v mg jako ekvivalent kyanidin-3-O-glukosidu na 100 g ovoce.
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Nejveétsi obsah antokyant byl zjistén u odrudy 'Bluegold” (120,34 mg na 100 grami
plodi), ‘Northland” (114,81 mg na 100 gramt ploda) a ‘Gila” (113,86 mg na 100 gramu
plodi). Obsah antokyani u ostatnich odrid se pohyboval v rozmezi
38,99-113,76 mg.100g™". Nejvice zastoupené antokyany byly delfinidin-3-O-galaktosid,
malvidin-3-O-galaktosid a kyanidin-3-O-galaktosid.

Konzumace borivek je doporucena zvlasté¢ v Cerstvém stavu z divodu poklesu
antokyanu procesem mrazeni. Obsah antokyand je ovlivnén odlisnymi odrtidami bortuvek,
klimatickymi  vlivy, technologii péstovani, poskliziovou tpravou, skladovacimi
podminkami a dobou konzumace.

Vyvinutou metodu pro stanoveni antokyanu je dale mozné vyuzit i pro stanoveni

obsahu antokyant v bortivkovych dzusech.
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