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Uvod

Rutin (quercetin-3-rutinosid), nékdy nazyvany vita-
min P, je nejcast&ji se vyskytujici glykosidickou formou
quercetinu'. Tato latka je vy$3imi rostlinami syntetizovana
jako obrana vii¢i ultrafialovému zafeni a chorobam®. Rutin
jako sekundarni metabolit rostlin se pouziva k 1é¢eni zvy-
Sené lomivosti a propustnosti krevnich vlasecnic zptisobe-
nych riznymi chorobami (chorobna krvacivost na podkla-
dé cévnim, zmény na sitnici pfi cukrovce, pii nedostatku
vitaminu C)*. Velmi vyznamna je také jeho antioxida¢ni
i¢innost — tj. schopnost paisobit proti volnym radikalim®>.
Z chemického hlediska se jedna o diglukosid polyfenolu
quercetinu.

V soucasné dobé€ je za hlavni zdroj rutinu v dieté po-
vazovéana pohanka, a to zejména druhy pohanka tatarskd
(Fagopyrum tataricum) a pohanka obecna (Fagopyrum
esculentum)'. Pohanka dale obsahuje v mensim mnoZstvi
ijiné flavonoidy — jmenovité quercetin, kaempferol nebo
kaempferol-3-rutinosid” — které jsou rutinu strukturng po-
dobné a také vykazuji antioxidacni a¢inky.

Existuje jiz mnoho studii zabyvajicich se obsahem
rutinu v pohance a jiném rostlinném materialu. Mezi ¢asto
pouzivané metody patfi predevSim spojeni kapalinové
chromatografie s UV detekei'**%%!", spektrofotometrické
metody™"*'" nebo v mensi mite i elektrochemické meto-
dy12’13.

Problémem spektrofotometrickych metod mohou byt
interference s jinymi strukturné¢ podobnymi latkami —
zejména s quercetinem — a nasledné nadhodnoceni vysled-
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ki. Cilem této studie je porovnat vysledky tfi analytickych
metod pro stanoveni rutinu. Byla zvolena metoda chroma-
tografickd, kde nejsou zaddné interference predpokladany.
Dale byla vzhledem k Cetnosti pouZiti srovnavana metoda
spektrofotometricka za pouziti AICI; a spektrofotometric-
ka metoda pro stanoveni rutinu dle AOAC, ktera je vSak
apriori ur€ena pro rutin v ¢isté, napt. 1¢ékové forme.

Experimentalni ¢ast
Materiél

Pro studii byl pouzit rostlinny material pohanky tatar-
ské razného geografického pivodu (viz tab.I). Vzorky
byly ziskany z Genové banky VURYV, v.v.i. v Praze Ruzy-
ni, kde byly rostliny péstovany na pokusnych pozemcich.
Pro analyzu byly pouZzito max. 10 rostlin od kazdé varian-
ty. Cast rostlin byla rozdélena na jednotlivé partie (stonky,
listy, nazky). Cast rostlin byla ponechdna nerozd&lena
a dale je oznacCovana jako cela rostlina. Vzorky byly suse-
ny v susarn€¢ s nucenym obchem vzduchu pii 50 °C cca
96 hodin a poté byly jednotlivé partie jemné namlety na
laboratornim mlynku na céstice o velikosti zhruba
0,01 mm.

Dale byly pouzivany tyto latky: standard rutinhydratu
(Sigma Aldrich, SRN), chlorid hlinity (Merck, SRN), ky-
selina octova 99,7+ % (Sigma Aldrich, SRN), voda pro
chromatografii (Merck, SRN), methanol gradient grade
(Merck, SRN).

Tabulka I

Analyzovany material

Ozn. Druh Pavod
A Fagopyrum tataricum (L.)Gaertn. Bhutan
B Fagopyrum tataricum (L.)Gaertn. USA

C Fagopyrum tataricum (L.)Gaertn. neznamy
Metody

Priprava vzorku

0,5 g umletého rostlinného materialu (stonky, listy,
semena, celé rostliny) bylo extrahovano 10 ml roztoku
methanol : kyselina octovd : voda 100:2:100 (v:v:v)
1 hodinu na tfepacce pfi laboratorni teploté. 2 ml extraktu
byly centrifugovany 10 min pii 9000 ot min~". Ciry super-
natant byl zfiltrovan pfes mikrofiltr s regenerovanou celu-
l6zovou membréanou s velikosti pori 0,22 pum.
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Kapalinova chromatografie s UV detekei™; ddle jen HPL-
cuv

Filtrat byl analyzovan na kapalinovém chromatografu
Waters Alliance 2690 (kolona Lichrospher 100RP-18 5 pum,
250 x 4 mm) a eluovan gradientovou eluci smési methano-
lu (A) a vody (B) v prostiedi 2% kyseliny octové. Gradient
mél nésledujici pribéh: 0-2 min 20 % A, 2—4 min linedrni
vzestup na 60 % A, 6—8 min 60 % A, 810 min 20 % A.

Analyt byl detegovan UV spektrometrem Waters
2487 pii vlnové délce 355 nm v Case Rt =6 min. Mez de-
tekce byla u této metody stanovena na 0,05 mg ml ™.
Kvantifikace byla provedena metodou vnéjSiho standardu
— kalibra¢ni kiivky. Odezva detektoru byla linearni
v rozsahu koncentraci 0,1-1 mg ml™' a pokud byl obsah
rutinu ve vzorku mimo rozsah linearity, byl vzorek vhodné
ziedén extrakénim ¢inidlem. Opakovatelnost této metody
vypoctena jako relativni smérodatna odchylka osmi opako-
vani byla 4,6 %.

Spektrofotometricka metoda vyuzivajici AICI; (cit."); ddle
jen SPFM

40 pl supernatantu pouzivaného pro stanoveni HPLC/
UV bylo 50x zfedéno extrakéni smési. K takto zfedénému
extraktu bylo pfiddno 0,2 ml 5% AICl; v methanolu nebo
0,2 ml ¢istého methanolu pro zjisténi absorbance pozadi.
Po tficetiminutové inkubaci pii laboratorni teploté byla
zméfena absorbance pii vinové délce 420 nm u obou roz-
tokl. K méfeni byl pouzivan spektrofotometr Genesys
10UV.

Limit detekce byl stanoven na 0,001 mg ml™'. Obsah
rutinu byl kvantifikovan metodou vnéjsiho standardu —
kalibra¢ni kifivky zhodnoty rozdilu absorbance vzorku
a pozadi. Kalibracni kfivka byla linearni v rozsahu kon-
centraci 0,002-0,02 mg rutinu ml™'. Opakovatelnost jako
relativni smérodatna odchylka osmi opakovani byla 5,3 %.

Spektrofotometrickd metoda podle AOAC® (Assotiation of

Official Analytical Chemists), dale jen dle AOAC

Supernatant pouzivany pro HPLC byl 50x ziedén
smési methanol : kyselina octova : voda 11:1:8 (v:iv:iv).
Poté byla méfena na spektrofotometru Genesys 10UV
absorbance pfi 352,5 nm a 366,5 nm. Koncentrace rutinu
byla vypoctena dle soustavy néasledujicich rovnic.

Asges = (A§,366.5 x %,()2)"" (Aé,zss.s x %01)
A5y s = (AIZQ,SSZ.S x %.()2)4_ (A§:352-5 % %01)

kde 4 je absorbance vzorku pti dané vinové délce, A" jsou
absorbance standardniho roztoku rutinu (¢ = 0,02 mg ml™")
pfi dané vinové délce, jak je uvedeno v ptislusném dolnim
indexu a Aq" jsou absorbance standardniho roztoku quer-
cetinu (¢ =0,01 mg ml™"). Pismena r, g zna&i koncentraci
rutinu resp. quercetinu v analyzovaném vzorku v mg ml™".
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Limit detekce byl stanoven na 0,002 mg rutinu ml™". Opa-
kovatelnost jako relativni smérodatnd odchylka osmi opa-
kovani byla 5,2 %.

Statistické vyhodnocent

Statisticka analyza byla provedena pocitacovymi pro-
gramy Excel a MultiQC 5. Metody stanoveni rutinu byly
graficky porovndny pomoci x-y grafu rozptylu',
s vyuzitim programu MultiQC 5. Soubory dat pfislusici
jednotlivym metodam byly testovany na shodnost stred-
nich hodnot parovym oboustrannym t-testem vzdy pro
kazdou c¢ast rostliny na hladiné vyznamnosti o = 0,05
a shodnost vysledkl vsech tif metod byla ovétovana jed-
nofaktorovym testem ANOVA na hladiné¢ vyznamnosti
o = 0,05. Pro dvojice souborl dat byly stanoveny korelac-
ni koeficienty.

40
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Obr. 1. Celkovy obsah rutinu [mg g™ susiny] ve t¥ech vzorcich
pohanky tatarské riizného geografického pivodu (viz tab. I);
O stanoveni HPLC/UV, M spektrofotometrické stanoveni

s AICl;, M spektrofotometrické stanovenipodle AOAC
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Obr. 2. Porovnani obsahu rutinu [mg g™ susiny]

v jednotlivych ¢&astech rostlin; [ stanoveni HPLC/UV, W
spektrofotometrické stanoveni s AlCl;, spektrofotometrické
stanovenipodle AOAC
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Vysledky a diskuse

Byl stanoven obsah rutinu v jednotlivych ¢astech
rostlin i1 v celych rozemletych rostlinach (tzv. celkovy ru-
tin), vzdy ve tfech opakovanich na tfech nezavislych vzor-
cich (tab. II).

Celkovy obsah rutinu se mezi jednotlivymi varianta-
mi pohanky tatarské vyznamné nelisil; nejvyssi celkova
koncentrace rutinu (19,01 mg g™' su$iny metodou HPLC/
UV ) byla zaznamenana u vzorku B Fagopyrum tataricum
(L.)Gaertn. piavodem zUSA (obr.1). Velké rozdily
v obsahu rutinu jsou vSak mezi jednotlivymi ¢astmi rostli-
ny. Nejvyssi koncentrace rutinu byla stanovena v listech
pro vSechny tfi varianty a naopak stonky vzdy obsahuji
vyrazn€¢ mensi mnozstvi rutinu (obr. 2), coz odpovida vy-
sledkm jiz uvefejnénych studii'>'.

V semenech rostlin byl obsah rutinu stanoveny meto-
dou HPLC/UV pod mezi detekce a stanoveni dle AOAC
davalo dokonce zaporné vysledky, coz naznacCuje, Ze
v ptipad¢ nizsich hladin rutinu, zv1asté ve spojeni s vys$sim
obsahem interferentti, neni mozné tuto metodu pouzit.

Spektrofotometrickou metodou vyuzivajici AICI; byl
vSak primérny obsah rutinu stanoven na 20 mg g’1 susiny.
Vzhledem k tomu, Ze obsah rutinu je podle obou vySe uve-
denych metod nulovy, je pravdépodobné, Ze se na této
hodnoté podili jiné latky nez rutinovy komplex s Al**,
taktéZ absorbujici pfi vinové délce 420 nm.

V literatufe je wuvadén obvykly obsah rutinu
v semenech v mezich 0,8 a 1,7 % suéiny“. Pro rozdil mezi
literarnimi a naméfenymi Udaji nebylo nalezeno jedno-
znacné vysvétleni, mozné je, ze za skladovacich podminek
analyzovanych materiald (bez pristupu svétla, relativni
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vlhkost do 40 % a laboratorni teplota po dobu tfi mésici)
probchly v semenech chemické zmény, konkrétné pfemé-
na rutinu na jinou latku (napf. quercetin), kterou méné
specifickd metoda (spektrofotometricka s AlCl;) stanovi
jako rutin.

Pfi analyze listi rostlin byl obsah rutinu stanoveny SPFM
oproti vysledkim HPLC/UV vyss§i o 70-120 %. Metoda dle
AOAC nadhodnocovala méné v rozsahu 30 az 50 %.

AOAC .
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LA AL L) LA LA MM ML LA LA MM MY LA RAARY LAAA AR LA

10 20
HPLC, mg g™

Obr. 3. Grafické porovnani metod stanoveni rutinu pomoci x-
y grafu rozptylu pro metodu HPLC/UV (HPLC) a spektrofo-
tometrické stanoveni dle AOAC (AOAC); --- pfimka rovnosti,
— pfimka rovnosti s vymezenym pasem spolehlivosti (+ 2 stan-
dardni odchylky metody HPLC/UV)

Tabulka II
Obsah rutinu [mg g~' suiny] ve tiech vzorcich pohanky tatarské riizného geografického piivodu
Vzorek®  Pouzita metoda Spektrofotometrické stanove- HPLC/UV Spektrofotometrické stanove-
ni's AICL; [mg g™ susiny] [mg g suiny] ni dle AOAC
[mg g™ susiny]
A cela rostlina 21,54 16,12 23,02
listy 42,95 19,42 28,41
stonky 5,73 4,82 8,03
nazky 19,71 pod LOD pod LOD
B cela rostlina 34,23 19,01 24,75
listy 37,06 22,14 29,54
stonky 13,96 13,47 18,52
nazky 20,11 pod LOD pod LOD
C cela rostlina 25,66 18,96 26,23
listy 38,41 21,04 31,44
stonky 5,56 5,14 8,57
nazky 20,46 pod LOD pod LOD

 Fagopyrum tataricum (L.)Gaertn geograficky ptivod Bhutan (A), USA (B) a neznamy (C)
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Tabulka IIT
Nadhodnoceni vysledki [%] spektrofotometrickych metod
oproti stanoveni metodou HPLC/UV (HPLC/UV = 100%)

Cast rostliny Spektrofotometrické  Spektrofotometrické

stanoveni s AICl; stanoveni dle AOAC
Stonky 107,8 149,9
Listy 189,2 142,8
Nazky nepocitatelné neni
Celarostlina 150,5 136,8
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Obr. 4. Grafické porovnani metod stanoveni rutinu pomoci x-
y grafu rozptylu pro metodu HPLC/UV (HPLC) a spektrofo-
tometrické stanoveni s AICl; (SPFM); --- ptimka rovnosti, —
pfimka rovnosti s vymezenym pasem spolehlivosti (+ 2 standard-
ni odchylky metody HPLC/UV)

Ve vysledcich analyzy stonkl se shodovaly metody
HPLC/UV a SPFM, zatimco hodnoty ziskané metodou dle
AOAC byly o 20-60 % vyssi. Procentualni nadhodnoceni
vysledkl spektrofotometrickych metod viac¢i HPLC/UV je
popsano v tab. III.

Porovndnim vSech vysledkll jsme zjistili stabilni
rofotometrickych metod jsou podle konkrétni ¢asti rostliny
srovnatelné nebo spiSe vyssi. Pokud jsou z testovanych
souborti hodnot eliminovany vysledky stanoveni rutinu
v semenech, je korelace mezi jednotlivymi metodami dob-
ra, prevysujici 90 %. Nadhodnoceni vysledkt spektrofoto-
metrickymi metodami a vysoké korelacni koeficienty jsou
v souladu s vysledky jinych autord'. Grafické znézornéni
porovnéani metod je zndzornéno na obr. 3-5.

Porovnani ptimky rovnosti (x = y) s vymezenym pa-
sem spolehlivosti + 2RSD (relativni smérodatné odchylky
z osmi opakovani ptedstavujici opakovatelnost metody)
a pfimky linedrni regrese pro skutecné dvojice odpovidaji-
cich hodnot (obr. 3-5) ukazuje, ze vysledky metod nejsou
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Obr. 5. Grafické porovnani metod stanoveni rutinu pomoci x-
y grafu rozptylu pro spektrofotometrické stanoveni dle AO-
AC (AOAC) a spektrofotometrické stanoveni s AICl; (SPFM);
--- ptimka rovnosti, — pfimka rovnosti s vymezenym pasem
spolehlivosti (+ 2 standardni odchylky metody AOAC)

v zadném piipadé volné zaménitelné. Soubory dat prislusi-
ci jednotlivym metoddm byly testovany na shodnost sted-
nich hodnot parovym oboustrannym t-testem. Na hladiné
vyznamnosti o = 0,05 1ze zamitnout hypotézu rovnosti pro
vSechny testované soubory.

Jednofaktorové analyza rozptylu potvrdila vliv meto-
dy na vysledky analyz. Vysoké korelacni koeficienty (viz
tab. IV) znamenaji, Ze pfi porovndvani hodnot ziskanych
vzdy jednou metodou, by pocatecni vybér analytické me-
tody nemél koneéné relativni vysledky vyrazné€ ovlivnit.

Zavér

Byly porovnany tfi analytické metody na stanoveni
obsahu rutinu v rostlinném materidlu — dvé spektrofotome-
trické a metoda vyuzivajici vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii. Vysledky jednotlivych metod spolu kore-
Iuji, vyjma hodnot stanoveni rutinu v semenech pohanky,
nicméné€ metody nejsou shodné a voln¢ zameénitelné.

Hodnoty stanovené metodou HPLC/UV byly cca o 10
az 20 % niz8i nez pii pouZiti obou spektrofotometrickych
metod. Spektrofotometrickd metoda s AICl; vyznamnéji
nadhodnocuje obsah rutinu v listech a semenech, zatimco
metoda dle AOAC nadhodnocuje obsah rutinu ve stoncich
oproti obéma pouzitym metodam.

Ziskané vysledky se shoduji s literarnimi udaji v me-
todické studii rutinu v pohance obecné (Fagopyrum
esculentum Moench)'. Je mozno konstatovat, Ze pfi méfeni
ur¢itych soubort vzorki rostlinného materidlu a vzajem-
ném porovnavani stanovenych koncentraci rutinu v jednot-
livych polozkach, mohou byt pouzity vSechny tfi vySe
uvedené metody.
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Vysledkii
OH 92111.

bylo dosazeno pri FeSeni projektu
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Rutin is a natural antioxidant useful for human
health. The aim of this study was to compare some ana-
Iytical methods for rutin determination in a plant material
— tartary buckwheat (Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn.)
— of different origin. The methods used were HPLC/UV
and two spectrophotometries. Both spectrophotometric
methods gave higher values than HPLC/UV. The results
mutually correlated well, except those obtained by the
spectrophotometric method using AICIl;. The method
proved unsuitable for the purpose. The other spectropho-
tometric method overestimated the rutin content in leaves
and stems.



