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Uvod

Fenolické latky patii do Siroké skupiny antioxidantt.
Antioxidant je latka, jejiz molekuly omezuji aktivitu kysli-
kovych radikalti. Zamérné se proto pfidavaji do potravin,
kde svym antioxida¢nim puisobenim prodluzuji jejich sta-
lost. Hlavni vyznam fenolickych latek spociva v tom, Ze
pusobi jako prevence proti koronarnim chorobam, snizuji
riziko rakovinovych onemocnéni a piisobi proti virim'~.

Fenolické latky jsou pfirodni antioxidanty a mizeme
je proto najit v pfirodé. Nachazi se v riznych ¢astech rost-
lin, napft. kofeny, listy, plody. Podle struktury rozdélujeme
fenolické latky do nékolika skupin®. Prvni skupinu tvofi
flavanoly odvozené od heterocyklického flavanu (obr. 1).
Dalsi skupinu tvoii aromatické hydroxykyseliny, kam patfi
derivaty kyseliny skoficové (obr. 2) a kyseliny benzoové*
(obr. 3).

Obr. 1. Struktura flavanu
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Obr. 2. Kyselina skoFicova a jeji derivaty
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Obr. 3. Kyselina benzoova a jeji derivaty

Pro stanoveni fenolickych latek se v poslednich letech
zaCalo vyuzivat vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
ve spojeni s coulometrickym detektorem. Coulometricka
detekce s elektrodovym polem je velmi citlivy zplsob
detekce, ve které je vyuzita série 4—16 prutocnych coulo-
metrickych cel, ve kterych dochazi k elektrochemické
pfemeéné analytu. Na kazdou celu je vlozen jiny, ale kon-
stantni potencial a kazda latka se oxiduje (nebo redukuje)
pfi jiném potencialu, ten je pak nazyvan tzv. dominantnim
potencidlem’.

CoulArray detektor, pouzivany v této praci, je coulo-
metricky multielektrodovy detektor, ktery byl zkonstruo-
van pro pouziti v HPLC a ktery se pouziva pro detekci
elektroaktivnich latek. UmoZiuje charakterizaci latek na
zékladé poméru odezvy signalu velkého po&tu kanald’.
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Experimentalni ¢ast
Standardy, chemikélie a vzorky

Standardy fenolickych latek: kyselina gallova, kyseli-
na protokatechuova, protokatechaldehyd, kyselina 4-
hydroxyfenyloctova, kyselina vanilovd, kyselina kavova,
ethylvanilin a vanilin byly ziskany od firmy Fluka (Buchs,
Switzerland). Kyselina ferulova, gentisova a syringova
byly nakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (Praha, CR).
Ostatni pouzivané chemikalie byly: octan amonny (Fluka,
Buchs, Switzerland), kyselina mravenc¢i (Lachema, Brno,
CR), acetonitril (Merck, Darmstadt, Némecko). Redestilo-
vanéa voda byla pfipravena na pfistroji Ultraclear na Uni-
verzité Pardubice.

V aplikacni Casti této prace bylo analyzovano
14 vzorki medoviny. Mezi vzorky byly jak medoviny
pfirodni (vzorky 5, 7 a 9), tak i s ptfidavkem ovocnych
stav, kofeni i bylin, napi. medovina mandlova (vzorky 4
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Tabulka I
Meze detekce a stanovitelnosti standardnich latek
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Fenolické latky

Mez detekee [pug I7']

Mez stanovitelnosti [ug ']

Kyselina gallova
Kyselina protokatechuova
Kyselina gentisova
Protokatechaldehyd
Kyselina 4-hydroxyfenyloctova
Kyselina vanilova
Kyselina kavova
Kyselina syringova
Vanilin

Kyselina ferulova
Ethylvanilin

Kyselina kumarova

5.4 18,0
6,5 21,6
2,8 9,3
4,8 16,1
42 13,9
53 17,6
44 14,8
4.4 14,8
2.2 73
53 17,6
1,9 6,5
4,0 133

a 10), ofechova (vzorky 2, 6 a 11), visiova (vzorek 14),
sherry (vzorek 1), hotka (vzorek 3), bylinnd (vzorky 12
a 13) nebo Cernorybizova (vzorek 8). Tyto vzorky byly
dodany ceskymi a moravskymi vcelafi. Medoviny byly
zaviené uchovavany v lednicce, po otevieni byly ihned
analyzovany.

RP-HPLC analyza

Mgéfeni bylo provadéno na kapalinovém chromatogra-
fu selektrochemickym CoulArray detektorem, ktery se
skladal z nasledujicich soucasti:

CoulArray detektor s 8 elektrochemickymi celami,
chromatografické pumpy,

termostat pro kolonu, smé&Sovaé, tlumi¢ pulzi a Sesti-
cestny davkovaci ventil,

vse od ESA, Chelmsford, MA, USA.

odplyiiovaé Vacuum Degasser DG 3014, ECOM, CR.
Podminky vlastniho méfeni byly nésledujici. Byla
pripravena dvouslozkova mobilni faze. Mobilni faze A
(MF A), kterou ptedstavoval 5 mM vodny roztok octanu
amonného, byla pfipravena rozpusténim ptislusné navazky
octanu amonného v 1 dm™ redestilované vody. Pozadova-
né pH ~ 3 bylo dosazeno pridavkem nékolika kapek kon-
centrované kyseliny mravenci. Mobilni fize B (MF B)
byla pfipravena smichanim 80 % acetonitrilu a 20 % MF
A. Takto pfipravené mobilni faze byly vzdy filtrovany pies
membranovy filtr s velikosti port 0,45 pm.

Pii optimalizaci separace jednotlivych fenolickych
latek byly pouzivany pracovni roztoky o koncentraci
5mgl, které byly piipraveny ze zasobnich roztokii
o koncentraci 100 mg I"". K separaci byla pouzita kolona
Gemini 3u C18 110A (150 x 3 mm, velikost ¢astic 3 pm,
Phenomenex, USA). Pritok mobilni faze kolonou byl na-
staven na 0,4 mlmin~', byla pouzita gradientova eluce,
davkovany objem vzorku byl 10 pl a teplota kolony 35 °C.
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Latky byly detegovany pifi potencialech 200-900 mV
s krokem po 100 mV.

Ptiprava vzorkd k analyze zahrnovala fedéni medovin
vpoméru 1:5 az 1:30 a filtraci pfes filtr s velikosti port
0,45 pm.

Vysledky a diskuse

Cilem studie bylo vyvinti metody pro analyzu fenolic-
kych latek a jeji nasledna aplikace na realné vzorky medo-
vin. SloZeni mobilnich f4zi, optimalni pH mobilni fize
a velikost pritoku bylo prevzato z literatury’. Daldim uko-
lem bylo tedy optimalizovat eluci. Nejprve byla vyzkouse-
na izokraticka eluce, pfi niz ale nedoslo k rozdéleni latek.
Proto bylo nutné optimalizovat gradient mobilni faze. Bylo
vyzkou$eno nékolik gradientovych programi, jako opti-
malni vysel: 0—10 min (2 % MF A), 20-30 min (10 % MF
A), 30-35 min (20 % MF A), 35-40 min (40 % MF A)
a po 40 min (100 % MF A). Pfi zvoleném gradientu byly
rozdéleny vsechny standardni latky. Byly odecteny jejich
reten¢ni ¢asy a nasledné byly pfipraveny kalibracni zévis-
losti standardnich latek v rozsahu, ktery byl ocekavan ve
vzorcich. Pro standardni latky byly také vyhodnoceny
meze detekce (LOD) a stanovitelnosti (LOQ). Tyto hodno-
ty jsou uvedeny v tab. 1.

Optimalizované podminky byly aplikovany na analy-
zu realnych vzorkli medovin. Porovndnim reten¢nich Cast
standardi s ¢asy vzorkd medovin bylo v medovinach iden-
tifikovano celkem 12 fenolickych latek. Dale byl na zakla-
d¢ kalibracnich zavislosti zjistén jejich obsah.

Na obr. 4 a 5 jsou zobrazeny ukazkové chromatogra-
my pfirodni a ¢ernorybizové medoviny.

Na prvni pohled je patrny rozdil mezi témito dvéma
ukazkovymi chromatogramy, pfirodni medovina neobsa-
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Tabulka II

Obsah fenolickych sloucenin v medovinach

Fenolické latky [mg 17'] vzorek 1 | vzorek 2 |vzorek3 |vzorek4 |vzorek5 |vzorek 6 |vzorek 7
Kyselina gallova 0,805 0,100 0,099 0,084 0,096
Kyselina protokatechuova 0,344 0,020 0,146 0,054 0,058 0,053 0,013
Kyselina gentisova 0,039 0,026 0,022 0,023 0,017 0,014
Protokatechaldehyd 0,029 0,048 <LOQ 0,027 <LOQ 0,022 0,023
Kyselina 4-hydroxyfenyloctova 0,057 0,060 0,088 0,054 0,041 <LOQ <LOQ
Kyselina vanilova 0,152 <LOQ 0,071 0,114 0,051 <LOQ 0,076
Kyselina kavova 0,087 0,081 0,060 <LOQ 0,028 <LOQ 0,029
Kyselina syringova 0,038 0,088 0,057 <LOQ 0,035 0,030 0,029
Vanilin 4,126 0,312 2,214 40,403 1,195 2,378 65,856
Kyselina ferulova 0,224 0,059 0,079 0,085 0,090 0,121 0,111
Ethylvanilin 0,075 0,063 0,084 0,028 0,039 0,065 0,034
Kyselina kumarova 2,335 0,097 0,073 0,057 0,112 0,107 0,175
Fenolické latky [mg 17'] vzorek 8 |vzorek 9 |vzorek 10 | vzorek 11 | vzorek 12 | vzorek 13 | vzorek 14
Kyselina gallova 3,367 0,092 0,570 0,472
Kyselina protokatechuova 1,525 0,129 0,033 0,079 0,084 0,242 0,600
Kyselina gentisova 0,191 0,024 0,022 0,109 0,054 0,015
Protokatechaldehyd 0,272 0,062 0,042 0,030 0,064 0,027 0,238
Kyselina 4-hydroxyfenyloctova 1,867 <LOQ 0,025 0,042 0,615 0,248 0,494
Kyselina vanilova 0,724 <LOQ 0,071 0,376 0,222 0,369
Kyselina kavova 2,998 0,031 0,427 1,339 0,797 1,317
Kyselina syringova 2,443 0,089 0,072 0,040 0,066 0,271
Vanilin 1,297 0,270 0,324 5,171 1,167 1,548 0,868
Kyselina ferulova 1,701 0,154 0,108 0,071 2,556 1,919 2,418
Ethylvanilin 0,332 0,036 0,054 0,985 0,091 1,496
Kyselina kumarova 0,273 0,083 0,022 0,028 0,059 0,110 0,109

latka nebyla ve vzorku nalezena

<LOQ

latka ve vzorku pfitomna, ale jeji obsah byl pod mezi stanovitelnosti

protokatechuova
gentisova

odezva detektoru (4A)

900 v\
800 Y
700 &

(500 |
(400
=

0002001

—ferulova

—
?
)?4444 aniloy
‘ﬁkavova
(\% v

kumarova

retencni &as (min)

Obr. 4. Ukazkovy chromatogram piirodni medoviny
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Obr. 5. Ukazkovy chromatogram ¢ernorybizové medoviny

huje tolik latek ani v takovém mnozstvi jako medovina
Cernorybizova, tedy s pridavkem ovocné §tavy.

Zavér

V této préci byl pouzit kapalinovy chromatograf vy-
baveny CoulArray detektorem. Bylo prakticky ovéreno, Ze
technika kapalinové chromatografie s coulometrickou
detekei je selektivni a velmi citliva. Meze detekce analyzo-
vanych latek se pohybovaly fadové v jednotkich, maxi-
mélng desitkach pg1™'. Optimalizovana metoda, kterou
bylo separovano 12 latek béhem 40 min, byla pouZzita pro
stanoveni obsahu téchto latek ve vzorcich medovin. Bylo
zjisténo, ze latky s ptidavkem ovocné stavy ¢i bylinnych
extraktli zpravidla obsahuji vétsi mnozstvi fenolickych latek
nez medoviny ptirodni, tedy bez jakéhokoliv ptidavku.
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Tato prace byla realizovana za podpory projektu
MSM 0021627502.
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