UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Fakulta prirodovédecka
Katedra analytické chemie

ANALYZA SLOZENI PLODU ROSTLIN RODU
LYCIUM

DIPLOMOVA PRACE

2013 Radka MikeSova



UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Fakulta prirodovédecka
Katedra analytické chemie

ANALYZA SLOZENI PLODU ROSTLIN RODU

LYCIUM
DIPLOMOVA PRACE
Autor prace: Radka MikesSova
Studijni obor: Ucitelstvi pro SS chemie - Ugitelstvi pro
SS biologie
Vedouci prace: doc. RNDr. Petr Bednat Ph.D.

Olomouc 2013



SOUHRN

V této praci bylo studovano slozeni plodu rostliny rodu kustovnice (Lycium),
konkrétn¢ kustovnice cizi (Lycium barbarum), kustovnice ¢inské (Lycium chinense) a rovnéz
suSenych plodl kustovnice ¢inské.

K analyze extrakti plodi bylo vyuzito né¢kolik analytickych technik. Optimalni
technikou pro necileny screening je kombinace kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii. Touto metodou bylo v plodech detekovano rtiznorodé spektrum latek. Byly zde
nalezeny nizkomolekularni latky jako jsou fenolické kyseliny (kyselina vanilova, p-kumarova
a ferulova), zastupce flavonoidnich latek (rutin), derivat kumarinu (skopoletin) a dale pak
vitaminy rozpustné ve vodé (riboflavin (vit. B,) a askorbova kyselina (vit. C)). Dale byla
identifikovana velmi polarni latka betain a aminokyselina arginin. Byly také navzeny
struktury dal$ich latek s heterocyklickym skeletem (indolin, derivaty indolu a chinolinu).

Dalsi pouzitou analytickou metodou byla hmotnostni spektrometric S MALDI
ionizaci. MALDI-MS se ukazala byt uzitetnou doplitkovou technikou k LC/MS. S pomoci
MALDI byl jednozna¢né identifikovan karotenoid zeaxanthin dipalmitait a byla také
zachycena fada neznamych polarnich viceglykosylovanych latek. Pro extrakci obsahovych
latek bylo pouzito sedm rozpoustédel s riznou polaritou (voda, dimethyl sulfoxid, methanol,
aceton, ethylacetat, terc-butylmethylether a hexan). Prace soucasné kvalitativné porovnava
zastoupeni téchto latek v plodech mezi druhy kustovnic, stejné jako mezi slupkou a duzinou

jednotlivych plodi.



SUMMARY

In this study, composition of goji berries (Lycium) - lycium barbarum, lycium
chinese and dried lycium chinese was studied.

Several analytical techniques in analysis of fruit extracts. Optimal technique for
untargeted screening is liquid chromatography tcombined with mass spectrometry. Wide
range of substances was found using this method. Several classes of compounds was found,
i,e, phenolic acids (vanillic acid, p-coumaric acid and ferulic acid), flavonoid compound
(rutin), coumarin derivative (scopoletin) and water-soluble vitamins (riboflavin (Bz) and
ascorbic acid (C)). Polar substance betaine and amino acid arginine were identified as well
Beside, structures of another compounds with heterocyclic skeleton were proposed (indoline
and derivatives of indole and quinoline).

MALDI mass spectrometry appeared to be useful complementary analytical
method to LC/MS. Using MALDI-MS carotenoid zeaxanthin dipalmitate was unambiguosly
identified. Beside, several unknown polar polyglycosylated compounds were found. Seven
solvents with different polarity was used for fruit extraction (i.e. water, dimethyl sulfoxide,
methanol, acetone, ethyl acetate, tert-butylmethylether and hexane). This study also
qualitatively compares the content of the found compounds among the goji species, as well as
between peel and pulp of each fruit..
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1. UVOD

V nasi piirod¢ se piirozen¢ vyskytuje kustovnice cizi (Lycium barbarum) a pro
spolecnost je neznama nebo povazovéna za jedovatou. Oproti tomu kustovnice Cinska
(Lycium chinense) je dnes velmi popularni komeréné prodavana jako susené plody Goji.
Plody Goji zaplavuji internetové stranky i obchody se zdravou vyzivou jako zézracna rostlina.
Prodava se v riznych formach, od susSenych plodi po upravené sirupy pro konzumaci,
kosmetické ptipravky pro zkraslovani i jako prasky ¢i tablet pro zdravi.

Tato prace se zamé&fila na necilenou analyzu slozeni plodu rodu kustovnice (Lycium)
se snahou o kvalitativni porovnani pfitomnosti nékterych latek mezi zminénymi druhy
kustovnic a jejich distribuce mezi slupku a duzinu plodd. K analyze byly pouzity plody
kustovnice cizi a kustovnice ¢inské, jenz byly péstovany na nasem uzemi a plody susené
kustovnice &inské vypéstované v Cing.

Pro analyzu plodii byla pouzita hmotnostni spektrometrie ve dvou experimentalnich
usporadanich — UPLC/ESI-MS a MALDI-MS. Obé¢ techniky se ukazaly byt komplementarni a

umoznily identifikovat fadu latek s riznou strukturou.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Rod Kustovnice
2.1.1 Taxonomické zarazeni

Studovana rostlina kustovnice patii do celedi lilkovité (Solanaceae), ta patii do
krytosemennych dvoudéloznych rostlin a zahrnuje agrokulturni, okrasné i toxické druhy.
Celed zahrnuje 2500 druhii ve 102 rodech, kde nejvétsimi rody jsou lilek (Solanum), tabak
(Nicotiana) a rajée (Lycopersicon). Typickymi zastupci jsou blin, durman, kustovnice, lilek,
mandragora, paprika, petunie, raj¢e, rulik, tabék.

Lilkovité jsou rozsifené po celém svété, krome arktickych oblasti. Centrum diverzity
je Jizni Amerika, nejvice se jich vyskytuje v tropech a subtropech.' Existuje cca 70
botanickych druht kustovnice, jako ptiklad jsou uvedeny ty, jenz jsou zndmé ¢i péstované na
Evropském kontinentu - kustovnice ¢inska (Lycium chinense), kustovnice cizi (Lycium
barbarum), kustovnice ruthénskd (Lycium ruthenicum), kustovnice evropska (Lycium

europaeum) aj.?
2.1.2 Botanicky popis kustovnice

K. cizi je opadavy kef, 1-3 metry vysoky, bohaté¢ vétveny, kdy vétve jsou obloukovité
previslé a prutvovité, kolcovité ostré trny maji cca 5 mm. Listy jsou jednoduché a stiidaveé,
kratce tapikaté az bezrapikaté, kopinaté¢, 65 mm dlouhé a Sedozelené barvy. Kvéty jsou na
stopkach jednotlivé nebo po dvou 1 tfech ve svazeccich v uzlabi listh. Kvét je
heterochlamydni, kdy kalich je dvoupysky a koruna péticetnd, trubkovita, bilofialova.
V koruné se ukryva pét tyCinek a svrchni dvoupouzdry semenik. Kvete od kvétna do zafi,
plodem je vicesemenna podlouhld bobule, ktera je Vv plné zralosti oranZovocervena az
sarlatové gervend. >

K. ¢inska je opadavy ket dosahujici vysky 1-2 metry. Listy jsou stfidavé, kopinaté az
vej¢ité s malym fapikem, jsou zelené barvy a umistény jednotlivé nebo ve svazeccich po
ttech. Kuzelovité kolce se mohou prodluzovat a nesou listy a kvéty. Kvete od ¢ervna do srpna
podle zemépisné Sitky a klimatu. Kvéty vyrtstaji jednotlivé nebo po svazeccich, jsou

oboupohlavné, anemochorni. Koruna nachové barvy ma pét ty¢inek a elipsoidni semenik. Na



jednom stonku jsou az ¢tyii kvéty. Plodem je ¢ervena bobule 25 mm dlouha obsahujici az 30
oranzovozlutych semen uloZenych v lepkavém misku plodu.>®

Velmi cenny je poddruh Lycium chinense var. macrocarpa, coz je Kustovnice ¢inska
velkoploda, kterd vytvaii velké mnozstvi plodi. Cina je nejvétsim vyvozcem plodd
kustovnice.®” V roce 2004 Cina vyprodukovala 95 000 tun s obratem 120 milionu americkych
dolart.®

Pti hledéni informaci o této rostlin€ jsem Casto narazila na informace, které vypovidaji
0 jednom druhu, ale nadpis prace uvadi druh jiny. V nékterych pracich se dokonce oba druhy
uvadéji jako jeden a jejich jména jako synonyma. Botanické klice uvadéji, ze se jednd o rtizné
rostliny s odlisnymi znaky.

Kustovnice cizi (Lycium barbarum) ma kalich se dvéma cipy. Listy jsou sivé az
Sedozelené, kopinaté a skoro bez fapiku. Nitky ty€inek v kvétu jsou lysé. Kustovnice ¢inska

Wew e

rapikaté a nitky tyCinek jsou na bazi chlupaté. Kustovnice ¢inské je povazovana za poddruh,

ustalend kulturni forma ¢i hybrid kustovnice cizi.®*

Obr. 1. Rozdily mezi kustovnici cizi (vlievo) a kustovnici ¢inskou (vpravo)

a) k. cizi ma kalich dvojcipy, k. ¢inska ma kalich trojcipy

b) listy k. cizi jsou sivé, kopinaté, listy k. cinské jsou zelené, vejcité az vejcité kopinaté

Rozdily mezi botanickymi variantami kustovnice byly prokézany také pomoci RAPD,
coz je technika nahodné zesilené polymorfické DNA.Y Byly rovnéz popsany rozdily

Vv zastoupeni nékterych latek, napiiklad v obsahu zeaxantin diplamitatu, coZ je majoritni



karotenoid. Ten piedstavuje 55% z celkového obsahu karotenoidli kustovnice cizi a 49% u

kustovnice ¢inské. !
2.1.3 Vyskyt kustovnice

V Eurasii najdeme &tyfi piivodni druhy. K. cizi je ptivodné z Ciny a k. ¢inské pavodné
z Jihovychodni Asie. Tietim druhem je k. evropska (Lycium europaeum) pochazejici ze
Stiedomoii a Malé Asie. Tyto tii druhy jsou sesterské skupiny a tedy nejbliz§i piibuzni.?
V Malajsii pak roste k. ruténska (Lycium ruthenicum), ktera jako jedina z nich ma plody ¢erné

a listy duznaté. Tento druh je pouze vzdalend piibuznou skupinou predchozich.?*

Lycium chinense

Lycium europaeum

Lycium barbarum

Lycium ruthenicum

Obr. 2. Kladogram euroasijskych druhii rodu kustovnice (Lycium)?

K. cizi ma sviyj aredl zahrnujici Sttedomofti, ¢ast Sibife, Stfedni Asii, Mongolsko a
provincii Ningxia v severozapadni Cing, zatimco k. &inska je rozsifena v Cing, Nepalu,
Pakistanu, Koreji a Japonsku. K. ¢inska se péstuje v Ciné a dalich statech vychodni Asie jako

16&ivé ovoce, coz uvadgji literarni udaje jiz ze 7. stoleti.?
2.1.4 Historie a nomenklatura kustovnice

Botanik Carl Linné ve svém dile Species Plantarum® pojmenoval rostlinu jménem
Lycium barbarum v roce 1753. O 15 let pozdgji Phillip Miller popsal jinou rostlinu, konkrétné
jiny druh, pod stejnym jménem jako Linné. K zaméné doslo proto, Ze pan Linné udal mylné
puvod druhu ze severni Afriky a Blizkého vychodu. Tato zdména jmen se stale traduje ve
svétové védecké literatuie véetné té nasi.>

Slovo Lycium muze byt odvozeno z feckého lykion, coz oznacuje trnity kef, nazev
mize byt dale odvozen z mista ptivodu, maloasijského kraje, ktery se jmenuje Lykia. Dalsi

teorii je pojmenovani z feckého lykos — tedy vlk, nebot’ ket trha odév pomoci trni, stejné jako



vlk svymi zuby. Ceské rodové jméno vytvoiil pan Josef Svatopluk Presl, autor odborné &eské
ptirodovédecké terminologie', z ruského kust, coz je kef &i kiovi.

Kustovnici mizeme najit pod ¢eskymi lidovymi nazvy jako babi trn, Certovy nité,
Certliv plot, hanba, divoka vrba a vrbice.* K. cizi ma fadu synonym, jako napiiklad Lycium
halimifolium Mill., Lycium lanceolatum Veillard, Lycium vulgare a Lycium turbinatum
Poir,*® zatimco synonyma, pod kterymi miizeme najit v literatufe Kustovnici &inskou jsou
Lycium barbarum Thunb, Lycium trevianum G. Don, Jasminoides rhombifolium Moench.’
Anglické vyrazy pro k. ¢inskou jsou Chinese boxthron, Chinese woltberry, coz odpovida
feckému prekladu lykos, tedy vIk, Chinese deserthorn, Goji berry® a némecky se nazyva
Boséksdorn.® Mezi &inské znamé nazvy patti Hsien Jen Chang a Gougi.® Gougi je odvozeno
od vyskytu k. ¢inské v provincii Ningxia, coZ je Chuejskd autonomni oblast, kterd se nazyva
Ning xia gou qi, odtud svétozndmy a komer¢ni nazev Goji pro suSené plody rostliny.3
Korejsky nazev pro tuto rostlinu je Gugija nebo Hanja a v Japonsku ji fikaji Kuko.®

O Kustovnici hovoii spis sepsany Cinskym cisafem Sheng Nung, ktery vladl v Cing
kolem roku 2800 pf. n. 1. a povazuje se za mytického otce ¢inského zemédé&lstvi a 1éCitelstvi.
Kofen rostliny zafadil mezi tzv. ,,vyjime¢na dfeva“ k léceni $patné &chi. Cinsky lékat Li S’-
¢en vysvetloval ve svych spisech dlouhovékost obyvatelstva jedné vesnice ¢astou konzumaci
vina z kustovnice. Lékati dynastie Ming uvadéji, Ze je rostlina vyborna pro 1écbu revmatismu
a koznich nemoci.® Cinské spolecnosti, které nabizejici vyrobky z kustovnice velmi ¢asto
zminuji legendy o zdravi a dlouhovekosti. Mezi znamé patii legenda o ¢inském muZzi jménem
Li Qing Yuen, jenz konzumoval denné plody kustovnice a dozil se veku 252 let.® Dale je
populérni pfibéh o poutnikovi, ktery nechape, pro¢ 16 leté deévcatko tluce starého muze,
Vv legend¢ zjist'uje, Ze divee je 372 let a jeji dédecek jiz odmita pit napoj dlouhovekosti a proto
zestarnul.*?
Dle historickych tdaji se rostlina z Asie rozsifila do Anglie, kde vytvéfela pfirodni

ploty a v soucasné dob¢ se §ifi do USA a pobieznich statt Evropy.6
2.1.5 Péstovani

K. cizi roste na suchych svazich, ndsypech, rumistich, podél zdi, na hrazich, kolem
silnic a zeleznicnich tratich a Casto ji dnes najdeme 1 v méstském prostfedi.2 Keft byval hojné
péstovany V zZivych plotech, nebot’ za kratkou dobu vytvoii neproniknutelnou hraz. Nejrad&ji

roste na piscCitych a hlinitopiscitych podkladech.4



K. ¢inska snadno roste, nevyzaduje bohat¢ humoézni pidy a roste i na vyCerpanych
pudach. Rostliny jsou velmi odolné a prezivaji mrazy i 23°C. Je vSak naro¢né na svétlo a
nevyhovuje ji stin. Kli¢i snadno a rychle. Prvni zimu pteziji ve skleniku a vysazuji se ven
Gasnd v 16t&.°

U nés kustovnice netrpi dosud zddnymi chorobami ani $ktdci, coz je vyhodou pro
pestovani v naSich podminkach. Problémem je, ze kustovnice cizi se pro péstovani plodi a
jejich konzumaci nehodi a s k. ¢inskou maji zahradkafi i botanické zahrady problémy, nebot
rostlina v naSich podminkach kvete, ale neplodi, dokud nedosahne urcitého staii, popi. viibec.

Ob¢ rostliny se mnozi velmi dobie jak semeny, tak i1 vegetativnimi odkopky nebo

tizkovanim.”
2.1.6 Sklizen a uprava kustovnice

Sklizeni nastava, kdyz jsou plody zral¢ z 80 az 90%. Bobule nesmi byt stlaceny,
poskozeny nebo nesmi dojit ke kontaktu s pokozkou, jinak dochazi k oxidaci a jejich
z&ernani. Z tohoto diivodu jsou plody pfi sklizni stieseny do plachty.'

Suseni probiha bud’ pfirozené¢ vzduchem tzv. pasivni suSeni, nebo existuje suSeni
aktivni pomoci proudu horkého vzduchu. Pti pfirozeném suseni jsou plody rozmistény ve
vrstvé dvou centimetri a nutnd teplota je do 35°C. Pfi suSeni mechanickém se uziva horky
vzduch, kdy cela suSarna je rozdélena na 3 ¢asti dle teploty. V prvni ¢asti je teplota 40 az
50°C, zde se plody zdrzi 24 hodin, v druhé sekei je teplota 50 az 55°C, jenz plisobi na susici
se plody po dobu 2 dnti, v posledni Casti je 55 az 65°C a plody zde ziistavaji poslednich 24

hodin.*®

Obr. 3. Prirozené suseni vzduchem kustovnice cinské



Suchym plodiim se odstrani stopky, plody se zvaZi a zabali.™® Uchovévaji se v tmavé

nekovové nadobé v suchu a temnu.*?
2.1.7 Vyuziti v kuchyni

V této oblasti mame informace pouze o vyuziti k. ¢inské, nebot k. cizi se
nekonzumuje a dlouho byla povazovana za jedovatou.

K. ¢inska je velmi popularni ingredienci v Cinské kuchyni. Najdeme ji v polévkach,
sladkych pokrmech, jako piiloha k masu i ve vegetarianské stravé.® SuSené plody maji
piijemnou sladkou chut, mohou se konzumovat podobné jako rozinky, pfipravuje se z nich
¢aj, podobné jako z Sipkl. Bézné se pridavaji do ceredlnich smési, ryzovych kasi, ovocnych
knedlik a sladkého peciva.’

V Cin& jsou suSené i &erstvé plody jednou z hlavnich piisad pii piipravé masitych
jidel. Velmi oblibeny je vepfovy mozecek s kustovnici, dale se piikladd k bambusovym
vyhonkiim, ale i k dribezi a rybam. Jako ingredience se pouziva pii piiprave polévek
z riznych druhti mas. Plody se v posledni dobé také kanduji v cukru, nakladaji do medu, jsou
souCasti bonboni nebo se znich pripravuji alkoholické napoje, tzv. lamské vino C¢i
kustovnicovy destilat.”

Na ¢eském tzemi neni dle mych zkuSenosti rostlina pfili§ znama. Kustovnice rostouci
plané je pro vefejnost pomérn€ neznama rostlina vyskytujici se kolem cest. Je povaZovéna za
nejedlou a Casto 1 jedovatou.

Susené plody kustovnice dovazené z Ciny jsou na &eském trhu nabizeny pod nazvem
Goji. Prodavaji se zejména v obchodech se zdravou vyzivou, ale dnes jsou k dostani i
V béZznych obchodech s potravinami. Dale je moZzné zakoupit celou rostlinu v zahradkatstvich
¢i jejich semena v botanickych zahradach, jejich péstovani pro plody je vSak naroéné viz.
kapitola Péstovani. Komercné se k. ¢inskd prodavéa jako dopln€k stravy ve formé tablet,
prasku, kapsli, roztoku ¢i sirupu. V zahrani¢i se prodava i dzus z kustovnice,*® susenky,
cokoldda, miisli a polévky. Veskeré Goji produkty je mozno zakoupit na internetovych

strankach od roku 2002.8
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Obr. 4. Produkty Goji bézné dostupné na ceském trhu
2.1.8 SloZeni kustovnice a jeji u¢inky na lidské zdravi

Kustovnice obsahuje velké mnozstvi b&znych i méné znamych latek. Rada z nich ma
prokazané 1écivé tcinky.

Sacharidy piedstavuji hlavni slozku plodu® a maji az 5x vyssi procentualni obsah nez
bilkoviny.'® Téme 95% vsech polysacharidd plodu se sklada zjednoduchych cukrii a

nejnoveéjsi  studie uvadi jako dominantni slozku polysacharidi kustovnice kyselinu

galakturonovou.!"*®

Komeréné prodavana susend rostlina pod nazvem Goji ma diky pfitomnosti sacharidi
vysokou energetickou hodnotu — az 1550 kJ/100g, ale jedna se o potraviny s nizkych

glykemickym indexem (GI) 29, nebot’ velké procento polysacharidii je vlaknina.'®

Plod kustovnice je jeden z nejbohatsich zdrojii karotenoidi v rostlinné ¥isi,*® jsou

odpovédny za ervenou barvu plodu.? Plod obsahuje zejména zeaxantin dipalmitat (31 az 56%

11,19

z celého obsahu karotenoidit). Dale pak zeaxantin monopalmitat, beta-cryptoxanthin

monopalmitat, zeaxanthin, neoxanthin, lutein a beta-karoten a jejich izomery,®16192

20

pii Cemz
obsah karotenoidu se zvySuje v procesu zrani.

Jedna z praci uvadi, ze plod obsahuje 3 — 4,6 % bilkovin’, jina zase, ze az 12 — 16 %.
Podle dostupnych literarnich pramenti obsahuje az 18 aminokyselin z 20 esencialnich.'® Dalsi
literatura uvadi obsah aminokyselin 1 az 2,7%, kde prolin je hlavni aminokyselinou.'” Je

patrné, ze informace z literatury se zna¢n¢ rozchazeji.



Plod obsahuje asi 1,9 — 2,2 % tuku.” Pomoci techniky GC-MS byly analyzovany
esencialni oleje a mastné kyseliny, jako hlavni slozky byly identifikovany hexadekanova,
linolova a myristova Kyselina.!” Mastné kyseliny jsou vyznamné zastoupeny i v semenech
plodu (zejména kyselina linolova a olejové).7’16

Z vitaminQ obsazenych v kustovnici se jedna zejména o vitaminy skupiny B — vit. By
(thiamin), B, (riboflavin), B, kyselina pantotenova a biotin. Déle jsou pfitomny vitamin C
(kyselina askorbova), provitamin A a vitamin E.2*®!" Jejich procentudlni zastoupeni se
V pouzitych zdrojich znacné 1isi. Jeden ze zdroji uvadi hodnotu vit. C 29 mg/100 g, jiny pak
43 mg/100 g>*® a dalsi 148 mg/100 g, coZ je skoro 3 krat vice nez v pomerancich.”*°
Mezi hlavni flavonoidy plodu kustovnice patii rutin, kaempferol, quercetin a

7,8,16,21,22,23

myricetin. a pomoci techniky HPLC byly zji$tény nejen flavonoidy, ale i1 fenolické

kyseliny. Kustovnice tak obsahuje kyselinu chlorogenovou, protokatechovou, p-kumarovou,
vanilovou, kavovou, ferulickou a hydroxyskoficovou kyselinu.?"%

Dalsimi bioaktivnimi slozkami, které najdeme v plodech kustovnice, jsou fytosteroly,
zejména beta-sitosterol a jeho glukosid, skopoletin, derivaty dopaminu, dale cerebrosidy a
pyroly.816

Je tfeba zminit i betain, ktery ¢inské studie uvadeji v mnozstvi 100 mg na 100 g plodu
rostliny a byl detekovan pomoci HPLC-ES-MS z kustovnice &inské jiz v roce 1999.24

Mezi obsazené mineralni sloZky patfi zejména vapnik, méd’, zelezo, hoicik, mangan,
fosfor, draslik, sodik, zinek, selen a chrom.'® P¥itomno je 1 germanium, které je v potravinach
vzacné. O tomto prvku se uvadi, Ze paisobi proti rakovinotvornym buiikam v téle.’

Kustovnice spada do Celedi, ktera obsahuje Siroké spektrum alkaloidf. Nejzndmé;$im
alkaloidem celedi Solanaceae je atropin. Pro zajimavost je mozno uvést, ze jméno tohoto
alkaloidu pochazi od bohyné¢ osudu jménem Atropa, ktera pietind nit Zivota. Vysoky obsah
této latky je v dobfe znamém jedovatém ruliku zlomocném (Atropa belladona).!

Kustovnice cizi je uvddéna jako jedovata rostlina i1 ve starSich publikacich. Kniha Nase
Jjedovaté rostliny z roku 1957 uvadi, Ze kustovnici je tieba zafadit mezi rostliny z jedovatosti
podezielé.* Mnohem mladsi publikace Rostliny zpiisobujici otravy a alergie, ktera vysla
Vv roce 1989, vSak tadi kustonici mezi velmi jedovaté. Podle této knihy jsou jedovaté vSechny
Casti rostliny vcetné plodu a pfiznaky otravy se projevuji podobné jako u ruliku
zlomocného.® V roce 2006 byla publikovéna studie, kdy pomoci metody HPLC-MS byla

potvrzena pfitomnost atropinu u osmi vzorkd rostliny rodu kustovnice, ale v maximalni



koncentraci 19 ppb, coz je pod hranici nebezpeci. V tomto sméru mizeme rostlinu povazovat
za zcela neskodnou.?®

V poslednich letech vysly prace, které uvadeji, Zze je nebezpetné uzivani vytazku
z plodu kustovnice spolu s lékem na fedéni krve warfarinem, nebot’ podle vSeho zesiluje
ucinky fedéni krve, sama vsak krev nefedi. V roce 2008 byla publikovéana prace, ktera uvadi,
ze 80 letd Cinskd Zena zazila dvakrat, po poziti ¢aje obsahujici kustovnici, zvySené fedéni
krve.”” O 4 roky pozd¢ji dalsi ¢lanek zminuje, ze 71 let stara AmeriCanka uzivajici warfarin
byla hospitalizovana se zvySenou hodnotou fedéni krve poté, co 4 dny uzivala vytazek s Goji.
Mezi piiznaky uvedla krvaceni z nosu, kone¢niku a podlitiny.?®

Zdokumentovano bylo nékolik alergickych reakci. Nedavné studie uvadéji, ze Goji
mize byt alergenni zdroj u vysoce rizikové skupiny jedinct, jedna se o senzibilizaci a projev

této alergie je tedy spojen s piijmem jesté dalsi potraviny.zg‘30

Dale se v ¢inskych 1écivych
knihach doporucuje opatrnost téhotnym zenam a pacientim trpici prijmem, horeckou a pii
zan&tlivych stavech.'” Jedna z knih uvadi neslu¢itelnost s kovovym nadobim nebo kovovymi
predméty.”

LDsg z vodného extraktu z Goji plodi je 8,32 g/kg, coZ je pod hranici toxicity.8

Kustovnice patii mezi rostliny TCM (tradi¢ni &inské mediciny) a o jejich 1é¢ivych
vlastnostech vychazeji potvrzené studie, stejné jako koluji legendy. Problém, ktery nastava pti
hledani informaci o kustovnici, spo¢iva nejen v tom, ze existuje velké mnozstvi internetovych
stranek, které publikuji nepravdivé nebo nepotvrzené informace za ucelem komercéniho
prodeje, ale také to, Ze i kdyz existuje cela fada riznych studii o 1é¢ivych uéincich kustovnice,
spolehlivé udaje chybi. VétSina studii je provadéna v zemich vychodni a jithovychodni Asie,
prace jsou psané v ¢instiné nebo mame K dispozici pouze abstrakt. U mnoha ptipadi neni
jasné, zda byla studovéna k. cizi nebo k. &inska.*®Y’

Mezi cenné slozky zajistujici 1é¢ivé 1UCinky patii zejména karotenoidy a
polysacharidy, dale také mensi molekuly jako je betain, cerebrosid, beta-sitosterol, p-
kumarova kyselina a vitaminy.**

Cinské studie naznaluji, Ze polysacharidy této rostliny maji protirakovinné a také
imunitu podporujici vlastnosti.* V letech 2005 a 2009 byly provedeny studie uvadejici, ze
polysacharidy plodu kustovnice zvySuji imunitu a ovliviiuji pokles hladiny cholesterolu a

32,33

glukozy v Krvi. Mohou také chranit neurony pfed toxiny a zamezuji tedy

neurodegenerativnim chorobam a doSlo i1 kizolaci aktivni slozky polysacharidii, které
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zmirfiuji pro-apoptickou signalni drahu, coZ znamen4, Ze piisobi proti starnuti organizmu.*
Nedavna studie potvrdila schopnost polysacharidii kustovnice pozitivné pasobit na sexualni
dysfunkci u muzii a podporovat tak jejich sexualni chovéani.* Imunostimula¢ni ucinky
polysacharidi maji vliv i na protikarcinogenni vlastnosti,}"®° kdy se uvazuje o mozném
pouZiti v terapii nadorovych onemocnéni."’

Diky vysokého obsahu karotenu zeaxantinu se pouziva jako 1€k na o¢ni nemoci, mezi
schopnost této latky izolované z k. ¢inské, redukovat uméle vyvolanou hepatickou fibrézu u
potkant.*® Spolu s luteinem je zeaxanthin dipalmitat ukladan ve Zluté skvrné sitnice oka.'®
Degenerace zluté skvrny na sitnici oka, jejiz pravdépodobnost se zvysuje s rostoucim vékem,
je pomérn¢ Casté onemocnéni. Zeaxanthin dipalmitit je intenzivné studovdn pro svou
schopnost zpomalovat proces degenerace tohoto organu. Jednou z moznosti je Uprava
stravovani v kombinaci s uZivanim kustovnice jako potravinového dopliku.®’ Dale je
Vv kustovnici pfitomen beta-karoten (provitamin A). Ten je nepostradatelny zejména pro zrak,
ale také pro riist, zdravou strukturu kosti a zubt a protiinfekéni ochranu nékterych orgainﬁ.l6

Literatura také uvadi, ze uzivani plodu kustovnice chrani jatra pied toxiny. Jsou
popsény i pozitivni G&inky pii cukrovce, pii zavratich nebo bolestech zad a kloubt® a pii
ledvinovych obtizich.2*°

Doporucena denni davka je 5 az 12 g suchych plodi (véetné semen).g’17 Tyto vyrobky
nejsou v USA ani v Evropé podporovany jako léky a podobna tvrzeni jsou zakazana,'” jedna

se pouze o povolené dopliiky stravy.
2.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie
2.2.1 Chromatografie

Chromatografie je jedna ze separacnich metod pouZivanych v analytické chemii.
Principem je rozdélovani analytli mezi dvé nemisitelné faze. Jedna z fazi je umisténa v koloné
nebo v ploché vrstvé a nazyva se stacionarni a druhd, kterd unasi separované latky, je faze
mobilni. Béhem chromatografického procesu interaguji analyty riizné silné se stacionarni a
mobilni fazi a tim dochézi k jejich vzajemnému odd&leni.®

Prvni kapalinovou chromatografii uskutecnil rusky botanik Cvét na zacatku 20.

stoleti, ktery dal této metodé také nazev podle latinského slova barva - ch roma.%%
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2.2.2HPLC

Jedna se o zkratku zanglického piekladu high-performance liquid
chromatography. Metoda se zacala rozvijet az v poloving 60. let 20. stoleti, kdy nastal pokrok
Vv technologii pfipravy stacionarnich fazi a plnéni kolon velmi malymi ¢asticemi (um), ¢imz
doslo ke zvyseni G€innosti kolon. VylepSeni kolony a potieba velkych pritokt mobilni faze si
vsak vynutilo slozit¢jsi instrumentaci, kdy misto gravitacni sily je tfeba pouzivat Cerpadla
umoziujici praci za vysokych tlaki (v MPa).gs’39 Jednotlivé ¢asti HPLC systému jsou
popsany v dalSich kapitolach.

Literatura uvadi velké mnozstvi publikaci, které se zabyvaji touto separacni
metodou K analyze latek, dale tvrdi, ze pomoci HPLC lze analyzovat az 80% veskerych
znamych latek a nakonec zmifiuje 1 masivni prodej kapalinovych chromatografii na svétovém
trhu v poslednich letech, to vSechno udava zakladni vyhodu HPLC, coZz je jeji obor

pouzitelnosti. %

2.2.3 Instrumentace

vvvvvv

chromatografii, kde se mobilni faze pohybuje gravita¢ni silou, %%

Nejjednodussi kapalinovy chromatograf se sklada ze zdsobniku mobilni faze (1),
vysokotlakého Cerpadla (2), davkovaci zatizeni vzorku (3) kolony (4), detektoru (5) a zatizeni

umoziujici sbér a zpracovani dat — tedy predevsim pocita (6).38

2 4 5
1
6
Schéma. |. Kapalinovy chromatograf®®
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Krom¢ zakladnich ¢asti ptistroj obsahuje i jiné prvky. V piipadé gradientové eluce
se mezi zasobnikem mobilni faze a Cerpadlem (1-2) nachazi sméSovac a je tieba vice
zasobnikli (1) 1 Cerpadel (2).38‘40 Dale se mezi Cerpadlem a davkovacim zafizenim (2-3)
mohou nachdzet zafizeni pro monitorovani nebo zpétnovazebnou kontrolu priatokové

38,39 ;v . oy
Moderni pfistroje maji pred

rychlosti, prito¢ny tlumic¢ pulzti nebo €idlo pro méteni tlaku.
erpadlem (2) integrovan degaser, coZ je odplyfiovaé mobilni faze.** N&kdy se do systému
zatazuje predkolona, ve které se zachycuji balastni latky zhorSujici vlastnosti vlastni kolony
(ucpani kolony, nevratna sorpce na stacionarni fazi atd.)38

Déle budou popsdna chromatografickd cerpadla, davkovaci zafizeni, kolony a

nejbéznéjsi detektory.

2.2.3.1 Cerpadlo

definovany a konstantni priitok mobilni faze s dostatecnou rychlosti za vysokych tlaké.>® Jsou
na néj kladeny velké naroky - ¢erpani kapaliny pfi tlaku az 60 MPa a maly vnitini objem pro
rychlou vyménu mobilni faze.***° Nasledujici tabulka (Tab. 1) uvadi piehled nejb&zngjsich
typt Cerpadel. Vycet zahrnuje jak jednoduse realizovatelnd a historicky starSi zatizeni, tak i
zafizeni moderni s vyssi pofizovaci cenou.

Tab. 1 Prehled béiné uzivanych cerpadel®*4

nazev princip
pneumatické Jedna se o uzavieny zasobnik mobilni faze, do kterého se zavadi inertni
cerpadlo plyn, pii jehoz stlaceni dochazi k pohybu kapaliny. Pfimym spojenim

mobilni faze a plynu vznikaji bubliny, které rusi funkci detektord, proto
se mezi né vklada pist. Tyto Cerpadla nemaji vysokou cenu a pouzivaji

se spiSe v preparativni kapalinové chromatografii.

velkoobjemové Maji velky objem pistni komory ¢erpadla. Sklada se z valce, uvnitt néj
cerpadlo je dokonale tésnici pist s mobilni fazi, ktery je pohanén krokovym

elektrickym motorem a vytlatuje kapalinu z valce. Ackoli zajistuji
konstantni a bezpulsni pritok mobilni faze. Nevyhodou je, Ze po

vytlaceni veSkeré kapaliny z pistu trvd pomémé dlouho dalsi jeho
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naplnéni a proto je nezbytné pferusit analyzu. Cena tohoto Cerpadla je

rovnéz pomérné vysokoa.

maloobjemové Cerpadlo je také pohanéno krokovym elektrickym motorem, ale vlastni
¢erpadlo (Cepradlo s malym objemem cinné ¢ésti) pracovni objem je velmi maly.
Tok mobilni faze se dosahuje periodickym nasdvanim ze zasobniku a
vytlatovanim do kolony pies dva ventily. Resi nevyhody piedchoziho
cerpadla, nebot’” mobilni fazi lze davkovat bez pieruseni, ale dochézi
zde ke kolisani pritoku mobilni faze s ¢asem. Cerpadla tohoto typu
délime na pistova, kde k vytlacovani a nasavani kapaliny slouzi pist a

poté membranové, zde je mobilni faze vytlaCovana membranou.

2.2.3.2 Davkovaci zarizeni vzorku

Musi co nejpresnéji davkovat definované mnozstvi vzorku.*® V priibéhu ¢asu byla

vyzkouSena celd fada rtznych postupt, ale v posledni dobé se vyuziva prakticky vyluéné

davkovacich ventil(. 3%

Tab. 2 Davkovdni vzorku v HPLC3%

nazev princip

davkovani ventilem Probihé bez pteruSeni toku mobilni faze pti tlaku az 80 MPa. MlZeme
davkovat objem s vyuZitim vnéj$i smycky ventilu (a) nebo konstantni
objem vnitiniho prostoru ventilu (b).?’s’?’g’40 Dévkovani ventilem
pozorujeme na obr. 5, kde leva ¢ast znazornuje plnéni a prava pak
davkovani vzorku. Komer¢né se objem davkovaci smycky pohybuje od
2 do 2000 pl.**

autosampler Jedna se o automatické davkovace spojené se zasobnikem vzorki.

Umoznuji tak davkovat fadu vzorkil bez zasahu operatora.
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Obr. 5 Déavkovaci ventily**
2.2.3.3 Predkolony

Ochranna predkolona je nejCastéji zkracend verze chromatografické kolony
(obsahuje stejny typ sorbentu jako hlavni kolona). Vkladd se mezi davkovaci ventil a hlavni
chromatografickou kolonu (3-4). Zachyti nezadouci rozpustné a nerozpustné piimési ve
vzorku, které by mohly kolonu ucpat nebo poskodit. Je vhodné zajistit, aby ptedkolony

nesnizovaly u€innost separace o vice nez 5 -109%.%®
2.2.3.4 Kolony

Kolona se skladd ze dvou casti, coz je vlastni t€lo kolony a poté dvé koncové
casti. Télo je trubice, ktera ma hladky vnitini povrch a je z vhodného materialu, ktery
odolava, jak vysokym tlakiim, tak i chemickému piisobeni latek. Koncovka zajistuje tésnost
systému a porézni piepazka (frita) zadrzuje napln kolony. Jako material kolony se pouziva
zejména nerezova ocel. Délka kolon se pohybuje mezi 5 az 30 cm, jejich vnitini pramér ¢ini
2-4 mm a néplni jsou &astecky o velikosti 3 az 10 pm.***° Castecky mohou byt celoporézni
S primérem 3 az 5 um, jenZ jsou typické pro HPLC. Dale pak povrchové porézni ¢astecky o

velikosti 2 az 3 pum, které maji pevny vnitini zaklad a ten je obalen porézni vrstvou. Mensi
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nez 2 um jsou castecky u techniky U(H)PLC popsané dale v textu. Tteti stacionarni fazi,
kterou zminime, jsou monolity, coz je celistvd porovitd struktura vypliujici vnitini ¢ast
kolony.*?

Adsorbenty kolony mohou byt polarni ¢i nepolarni. V piipadé Casto pouzivané
reverzni faze jsou sorbenty kolony nepolarni a mobilni faze je pak polarni, stejné jako
analyzovana latka. Nepoldrni slozka je chemicky vézana na Castice stacionarni faze a od néj
pak odvozujeme typy kolon, jejich vlastnosti 1 pojmenovani (C8, C18, fenyl a alkylfenyl).

Jako poléarni adsorbenty je vhodné zminit silikagel a oxid hlinity.41
2.2.3.5 Detektory

Tato Cast pfistroje zaznamenava rozdil mezi prichodem mobilni faze a mobilni
fazi obsahujici separované analyty.***° Signal vychazejici z detektoru musi byt stabilni a
reprodukovatelny po delsi dobu.®

Tab. 3 Typy detektori®®**4°

nazev princip
spektrofotometrické Tento typ se pouziva nejcastéji, nebot’ je jednoduchy, relativné
detektory levny a lze jej pouzit pro mnoho rozpoustédel. Jedna se o

selektivni detektor, tedy signal je Umérny koncentraci UV
absorbujiciho analytu v eluatu. Mé&fi se v UV-VIS oblasti, kde je
moznost pracovat s jednou vilnovou délkou tzv. fixni, nebo
svice vlnovymi délkami, které lze nastavit a s detektory

diodového pole, jenZ se pouziva nejcastéji (diode array detector,

DAD, PDA).
fluorimetrické Jsou vysoce selektivni a velmi citlivé pro latky, které ptirozené
detektory fluoreskuji nebo je Ize pievést na fluoreskujici derivaty. Princip

spo¢ivd v méfeni emisniho zéafeni latek, které nastdva po

absorpci elektromagnetického tzv. budiciho zafeni.

refraktometrické Refraktometrické detektory jsou univerzalni a umoznuji detekci
detektory mnoha latek (i téch které neobsahuji v molekule chromofor). Ma
vSak fadu nevyhod, jako je nizka citlivost, odezva zavisejici na

teploté a nepouzitelnost pii gradientové eluci. Pfesto je tento
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detektor stale hojné pouzivany. Princip spo¢iva v méfeni rozdild
indexu lomu eludtu a mobilni faze. Nejbéznéjsi detektory jsou
zalozeny na tfech principech - méfeni ohybu svétla, mefeni
odrazené¢ho svétla na rozhrani skla a roztoku a sledovani

interference mérného a referencniho paprsku.

elektrochemické K detekci se pouzivaji elektrochemické metody vychazejici

detektory z elektrickych vlastnosti roztoku. Elektrochemické detektory
jsou selektivni a méfti urcitou veli¢inu, ktera je vyvolana béhem
prichodu latky v oxidovaném nebo redukovaném stavu mérnou
celou detektoru. Mobilni faze musi byt vodiva, nesmi obsahovat
stopy elektrochemicky aktivnich neCistot a nelze je pouzit

s modem normalnich fazi.

konduktometrické Nejsou selektivni. Méfi elektrickou vodivost eluatu. Je citlivy na
detektory analyty nesouci elektricky naboj. Pro zamezeni polarizace

elektrod, je na né vkladano stiidavé napéti.

2.2.4 HPLC-MS

Piimé spojeni téchto dvou pfistroji bylo historicky pomérné obtizné, nebot’ je
tieba odstranit slozky mobilni faze zchromatografu pfed ionizaci v hmotnostnim
spektrometru. Vyuzivalo se rozhrani s pohybujicim se kovovym paskem (zejm. pro iontové
zdroje El, Cl)., ktery odpaii mobilni fazi piedtim, neZ vzorek vstoupi do iontového zdroje.*

Dnes se ke spojeni LC-MS pouZivaji zejména sprejové ionizacni techniky, jako je
termosprej (TSI), elektrosprej (ESI) a chemicka ionizace za atmosférického (APCI), které
odvadéji vetsinu tékavych slozek (mobilni faze) mimo hmotnostni spektrometr v pribéhu
ionizace (jsou odtazeny vakuovymi Cerpadly). V ptipadé vysokych pritoki se za kolonu
vklada déli¢ toku mobilni faze (splitr).

Iontovy zdroj se vybira dle analyzované latky. TSI a APCI se pouzivaji pro méné
polarni, nizkomolekularni latky s m/z mensim nez 1000. ESI se pouziva pro polarnéjsi latky a
s vyhodou je vyuzivan i pro latky s velkou molekulovou hmotnosti (tvorba vicenasobné
nabitych iontt). ESI byl pouzit i v této praci.”®

Vybér hmotnostniho analyzatoru pro spojeni LC-MS dnes prakticky neni speracni

technikou omezen. Nejbéznéjsi je kvadrupolovy analyzator (typicky Vv tandemovém
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usporddani jako spojeni tfi kvadrupdll - trojndsobny kvadrupdl). Dale se Casto pouziva
iontova past a detektor doby letu.*

Nejcastéji se pouzivaji separacni kolony se stacionarni fazi C8 a C18 (reverzni
faze). V souasnosti se upiednostiuji uzsi kolony s vnitinim primérem okolo 2 mm a
s velikosti Castic stacionarni faze 3 az 4 um. Pritok mobilni faze je potom v tadu desetin
ml/min a je mozno ji vést do iontového zdroje piimo bez délice toku, ¢imz se celkoveé zvysi
citlivost detekce. V dnesni dobé se pouzivaji i kapilarni separa¢ni metody (pramér kolony je
pod 1 mm).394
Pouziti mobilni faze se hmotnostnim spektrometrem omezuje. Obsah neté¢kavych
slozek musi byt minimalni a pfitomnost sodnych a draselnych soli je nevhodna, nebot” snizuje
vytéZek ESI a APCI ionizace. Tyto soli musi byt nahrazeny t€kavéjSimi slozkami (velmi Casto
amonnymi solemi). Organické rozpoustédla (methanol, acetonitril) se pfi zmlZovani snadno
odpatuji a zlepuji ionizadni u¢innost.*

Vyhodou spojeni téchto analytickych ptistroji je vysoka citlivost i pro latky které
nenesou v molekule chromofor a moznost rychlého ziskani informaci o identité jednotlivych

slozek vzorku.*
2.2.5 UpLC**

Jedna se o zkratku ultra performance liquid chromatography, tedy ultra G¢inné
kapalinové chromatografie. Jde o velmi mladou a uc¢innou techniku, ktera ma oproti HPLC
mnoho vyhodnéjSich vlastnosti, jako je zkraceni doby analyzy a zvySeni separa¢ni u¢innosti a
citlivosti.

UPLC kolony maji délku 5 az 10 cm a pramér 4,6 - 1 mm. Céstice stacionarni
faze maji pevny zdklad, homogenni pérézni obal a velikost 1,7 um, coz zajiStuje vyssi
ucinnost kolony. V soucasné dobé se pro UPLC vyrabéji kolony se stacionarnimi fazemi
pokryvajicimi polaritni Skalu — reverzni faze (C18, C8, Shield RP18 atd), stiedné¢ i velmi
polarni faze, véetné¢ HILIC, iontoménicové faze.

Jako detektory se nejCastéji pouzivaji spektrofotometrické detektory v UV/VIS
oblasti, dale UV/VIS detektor s diodovym polem (PDA, DAD), odpafovaci detektor rozptylu
svétla (ELSD), detektor fluorescen¢ni a hmotnostni detektor (MS).
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Pouziti velmi malych ¢astic stacionarni faze a tim nartst tlakd S sebou pfinasi
fadu aspektii - nezbytnost mikrofiltrace stacionarni faze a potieba lepsi upravy vzorku pred

analyzou.
2.3 Hmotnostni spektrometrie

Je znama pod zkratkou MS, z anglického mass spectrometry. Metoda hmotnostni
spektrometrie se pouziva k ureni hmotnosti Castic, které se musi pfed métenim pievést na
kladné nebo zaporné ionty. Tato fyzikdln¢ chemickd technika vypovidd o struktuie
zkoumanych latek.*

Hmotnostni spektrometrie se pouzivd jako metoda vyzkumu organickych
slou¢enin od roku 1960 a v poslednich letech se rozsifila do vSech laboratoii chemie. Jedna se
o metodu destrukeni, s vyjimkou pomérné raritnich postupti vyuzivajicich ,,mékkého ptistani
iontl* na vhodném materialu (tzv. soft landing). Pracuje s vysokou citlivosti a pii vhodném
usporadani 1 s malou spotfebou vzorku.*® Diky této metodé bylo v poslednich letech urceno

slozeni mnoha piirodnich latek a byla zodpovézena fada otazek v biochemii a v biologii.*’
2.3.1 Princip

Princip spociva ve tiech po sobé€ jdoucich krocich. Nejdiive jsou slozky vzorku
pievedeny na ionty, ionty se poté separuji podle pomértt m/z a nakonec se zméfi zastoupeni
téchto odd¢lenych iontd (iontovy proud).%’48

lonty vznikaji pfi ionizaci v iontovém zdroji. Podle mnozstvi dodané energie se
ionizace nebo-li ionizacni techniky déli na mékké nebo tvrdé. Pokud je energeticky prebytek
piedany vzorku maly a pravdépodobnost, Ze se bude Castice fragmentovat, je nizka, jedna se o
mékkou ionizaéni techniku. V opaéném piipadé dodand energie postacuje k rozsahlé
fragmentaci a jedna se o ionizaéni techniku tvrdou.* Toniza¢ni techniky se daji sefadit podle
jejich tvrdosti: ESI < MALDI < TSI < FAB/FIB < APCI < CI < EI Jednotlivé zkratky jsou
vysvétleny dale v textu.*®

Ionty se separuji v analyzatorech, které rozliSuji ionty produkované z iontového
zdroje podle poméru jejich hmotnosti k naboji.*> Poslednim krokem je stanoveni jednotlivych
druhti ionti, coz maji za kol detektory. Detektory v propojeni s pocitatem davaji hmotnostni

spektrum.*®
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Hmotnostni spektrum je zékladni informacni vystup hmotnostniho spektrometru,
které umoziuje urcit strukturu vzorku. Na ose x (osa vodorovnd) se nanédsi hodnota m/z a na
osu y (osa svisld) se nanasi odezva detektoru, ktera je pfimo umérna relativni intenzité

iontového proudu udavanou v procentech. Nejintenzivnéjsi pik spektra ma poté 100%. %46
2.3.2 Instrumentace

Hmotnostni spektrometr se sklada z ¢asti znaroznénych na Schématu II. Iontovy
zdroj (1), ktery zajistuje prevedeni naneseného vzorku do ionizovaného stavu, hmotnostni
analyzator (2), ktery déli smés iontdl podle poméru hmotnosti k naboji. Usek, jenz udava
signdl pfimo umérny dopadajicim iontim, které prosly hmotnostnim analyzatorem, Se nazyva
detektor (3). Pocitac (4) poté zpracuje vznikly signal do hmotnostniho spektra. Kromé sbéru

dat zajistuje pocitac tidici a kontrolni funkce souvisejici s chodem celého pfistroje a také

s optimalizaci jeho parametri.*

th

Schéma I Blokové schéma hmotnostniho spektrometru®

RozliSujeme dva typy ionizace — ionizaci za vakua a ionizaci za atmosférického
tlaku. Vakuové iontové zdroje (1) jsou historicky starsi. Jejich vyhodou je ponékud snadnéjsi
konverze analytli na ionty v plynné fazi a eliminace neutralizace iont srazkami s molekulami
pfitomného plynu. Patfi sem zejména ionizace narazem elektronu a chemicka ionizace, ale
také naptiklad vakuové MALDI.

V poslednich desetiletich roste popularita iontovych zdroji (1) pracujicich za
atmosférického tlaku. Sem patfi predevSsim elektrosprej a chemickd ionizace (ev.
fotoionizace) za atmosférického tlaku. Tyto tfi ionizacni techniky umoZziuji dnes optimalni
spojeni s kapalinovymi separa¢nimi technikami. Mezi moderni povrchové techniky pracujici
za atmosférického tlaku patii mimo jiné ,,atmosférické“ MALDI a desorpéni elektrospre;j.

Dalsi dvé casti — analyzator (2) a detektor (3) pracuji za velmi vysokého vakua,
kterého se dosahuje vykonnym dvoustupiiovym vakuovym &erpacim systémem (5).*>*" Blizsi

popis jednotlivych ¢asti poskytuji nasledujici kapitoly.
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2.3.2.1 Iontovy zdroj

Ionizace analyzované latky je naprosto nezbytnym krokem analyzy. lontové zdroje

netvoii pouze ionty, ale také vyznamné ovliviiuji transfer iontti do dalSich Casti piistroje.

45,46

Energetickd naro¢nost ionizace zavisi na typu analyzovaného vzorku.”® Tabulka 4 uvadi

ptehled iontovych zdrojt.

nazev (oznaceni)

Tab. 4 Tabulka iontovych zdrojii

045,46

princip

ionizace elektronem

(ED)

Nejtvrdsi a nejstarsi ionizacni technika. Pouziva se pro latky,

které jsou v plynné fazi. Podminkou je dostatecna tckavost a
termostabilita analytu. lonty vznikaji pii interakci molekul
vzorku s proudem urychlenych elektronti, jejichz zdrojem je

nejcastéji zhavené rheniové nebo wolframové vldkno.

chemicka ionizace (CI)

Zde je analyt opét v plynném stavu a zdrojem

je také proud urychlenych elektronti, ale jejich energie se
pfendsi na analyzovanou molekulu pomoci reakéniho média,
tedy nepfimo. Médium byva plyn nebo nizkovrouci kapaliny a
je umisténo v ionizaéni komirce pod tlakem (50 az 150Pa).
Vybér reakéniho média ovlivituje mnozstvi energie, ktera se
piedava a tim 1 rozsah mozné fragmentace, nejcastéji se pouziva

methan, isobutan nebo amoniak.

ionizace urychlenymi

Pro ionizaci se pouzivaji vysokoenergetické neutralni atomy

atomy a ionty (FAB, FIB) (xenon nebo argon), kterymi se ostfeluje vzorek naneseny spolu

S matrici na vhodny povrch. FIB vyuziva urychlené ionty cesia.

sprejové techniky

Sprejové techniky jsou vhodné pro kombinaci s kapalinovym

chromatografem a kapilarni elektroforézou.

- termosprej (TS)

Roztok vzorku nebo mobilni fidze se vzorkem se vedena
kapilarou, vyhiivanou na konstantni teplotu, kde se rozpoustédlo
zaCind castecné¢ odpafovat a na vystupu z kapilary se tvofi
nadzvukovy proud smési ¢astecné odpafeného rozpoustédla a
malych, elektricky nabitych kapic¢ek. DalSim odpafovanim

rozpoustédla z povrchu nabitych kapi¢ek dochazi k rychlému
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zvySeni hustoty povrchového naboje, az dojde k uvolnéni

kvazimolekularniho iontu z povrchu kapicky.

- elektrosprej (ESI)

Analyt je rozpustén ve vhodném ecluentu a dale piiveden do
kovové kapilary, kde dochazi k rozpraSeni smési plsobenim
nehomogenniho elektrického pole. Kapicky kapalné faze jsou
inertnim plynem a zvysSenou teplotou vysuSeny a prechazeji do
plynné faze. Kaskadou coulombickych explozi potom dochézi
K uvolnéni jednotlivych iontd z nabitych kapicek. Dnes je

nejrozsirené;si technikou diky spojeni HPLC-MS.

chemicka ionizace za
atmosférického tlaku
(APCI)

Roztok vzorku je rozpraSen a rychle odpafen v odpafovaku a
zplynéna faze je vedena na vybojovou jehlu. Vysoké napéti na
vybojové jehle zplisobi vyboj, ktery ionizuje slozky mobilni

taze. Ty nasledn€ ionizuji slozky vzorku.

fotoionizace za

atmosférického tlaku

(APPI)

Je analogicka siontovym zdrojem APCI, ale ionizace se
dosahuje pomoci ultrafialového zateni. Zdrojem UV zéfeni je

kryptonova vybojka.

MALDI

technika je podrobné&ji popsana v samostatné kapitole, str. 24

2.3.2.2 Hmotnostni analyzator

Toto zatizeni ma za ukol rozd¢lit ionty vzniklé v iontovém zdroji podle jejich

hodnoty m/z. Velmi dulezita je rozliSovaci schopnost analyzatoru, jeho skenovaci rychlost

(zejména s ohledem na rychlou chromatografii) a transmise ionta (kvalita konstrukce iontové

optiky). Typ této ¢asti zasadng ovliviwuje kvalitu i cenu celého pistroje.®

nazev

Tab. 5 Tabulka hmotnostnich analyzdtorii

045,46

princip

magneticky

analyzator

Patfi mezi nejstar§i hmotnostni analyzatory a nachazi se u
hmotnostnich spektrometrt, které maji vysoké rozliSeni. Jedna

se o elektromagnet mezi jehoz vnitinimi pdly prochdzeji ionty
urychlené  ziontového zdroje. Plsobeni homogenniho
magnetického pole zplsobi, Ze ionty opisuji drahy o riznych

polomérech podle jejich rozdilnych hodnot m/z.
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kvadrupélovy

analyzator

Je tvofen ¢tyfmi kovovymi tycemi, které maji kruhovy nebo
hyperbolicky prifez. Na tyCe je vlozeno stejnosmérné a stiidavé
elektrické pole, které zpusobi, Ze ionty zde za¢nou oscilovat.
Riiznou volbou hodnot stejnosmérného a stéidavého napéti 1ze
ovliviovat, které ionty projdou analyzatorem na detektor podle
jejich m/z. Ostatni ionty jsou nestabilni a zistavaji v

analyzatoru.

iontova past (iont-trap)

Trojrozmérnd analogie kvadrupolového filtru je iontova past.
Vkladané elektrické pole umoznuje uzaviit ionty v prostoru
iontové pasti. lontova past se skladd ze vstupni cyklické
elektrody a sttedové elektrody. Se zvySujici se amplitudou jsou

ionty s rostouci m/z vypuzovany na detektor.

priletovy analyzator

(TOF)

Tento analyzator je tvofen evakuovanou trubici, kterou ionty
prolétavaji z iontového zdroje az k detektoru. Na zékladé rizné

bude pohybovat pomaleji nez ion lehéi. Dosazitelné rozliSeni
zavisi na délce drahy, aby vSak zafizeni nebylo pfili§ rozmérné
pouzivd se tzv. reflektor, coz je elektrostatické zrcadlo, které

nasobi drahu iontu.

iontova cyklotronovz’t49

rezonance

Tento analyzator je tvofen cyklotronovou celou, jenz je
obklopena elektromagnetem, ktery tvoii magnetické pole o

vysoké intenzité. Princip spociva v tom, ze kazdy ion s urcitou
hodnotou m/z ma konkrétni (cyklotronovou) frekvenci
kruhového  pohybu v cyklotronové  cele.  Fourierova
transformace pak slouzi k pfevodu frekvence na hmotnostni

spektrum.

orbitrap®

Orbitalni past se sklada ze dvou elektrod, kdy wvné&jsi je
soudkového tvaru a vnitini tvaru vietena. lonty v orbitrapu,
které maji stejny poméer m/z, osciluji podél vnitini elektrody se
stejnou  frekvenci.  Frekvence se pomoci Fourierovy

transformace pfevadi na hmotnostni spektrum.
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2.3.2.3 Detektory

Tato Cast pristroje slouzi k detekci iontii po jejich separaci a k urCeni relativni
intenzity jednotlivych iontl. Detektory v hmotnostni spektrometrii délime do dvou kategorii.
Detektor pro piima méfeni, ktery méii elektricky proud ptimo po dopadu ionti a nasobicovy

detektor, jenz elektrony po dopadu iontd znasobi.**®

Tab. 6 Tabulka detektori*>*®

nazev princip
elektronasobicové Jsou dva typy. Prvni typ se sklada ze série kovovych desticek
detektory nazyvajicich se dynody. Pfi dopadu ionti jsou z dynody

vyrazeny elektrony, ty dopadnou na dalsi dynody, coz zpisobuje
znasobeni elektront. Elektrony jsou urychleny elektrickym
polem smérem k nasledujici dynodé az jsou zachyceny
kolektorem. Dalsi konstrukce je tvofena zakiivenou trubici
z olovnatého skla s vysokym elektrickym odporem a zacatek a
konec trubice je ptipojen ke zdroji vysokého napéti. Po dopadu
iontu dojde opét k vyrazeni elektronu, opakované nérazy na
sténu trubice zpusobuji lavinovy riist dalSich elektront, které

jsou také urychleny elektrickym polem.

fotonasobicové U tohoto detektoru se nachdzi pomocna kovova elektroda, ktera
detektory meéni ionty pfedem na elektrony, ty dopadnou na
scintilaéni  stinitko a davaji fotony, jenz vstupuji do
fotonasobice. Tento detektor je slozitéjsi, ale ma vyssi citlivost,
a diky minimalniho styku s vnitinim prostfedim pfistroje, i delsi

Zivotnost.

2.3.3 MALDI

Nazevn MALDI pochazi z anglickych slov matrix assisted laser
desorption/ionization. Jedna se o Setrnou ioniza¢ni techniku, ktera umoznila vyuzit
hmotnostni spektrometrii k analyze vysokomolekularnich latek a zajistila vyvoj v oblasti

biochemie. Princip metody je nasledujici. Laserové paprsky ozafuji krystaly vzorku
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smichaného s vhodnou matrici na povrchu MALDI desti¢ky. Energii laseru absorbuje matrice

a ta prenasi energii na analyt, ktery se poté ionizuje (obr. 6).%°
2.3.3.1 Matrice

Je latka, ktera ovliviiuje kvalitu ionizace. Nejcastéji se pouzivaji aromatické
karboxylové kyseliny.*® Matrice musi byt rozpustna ve stejnych rozpoustédlech jako vzorek,
musi byt stabilni ve vakuu, vytvorit Zadouci krystal s analytem, ale nezreagovat s nim, neméla
by byt pfili$ t€kava a musi podporovat ionizaci vzorku. Mezi nevyhody pouziti matrice patii

vznik pozadi ve spektrech, kdy se piekryvaji ionty vzorku s matrici.*®°

2.3.4 Analyzatory a detektory ve hmotnostni spektrometrii s MALDI ionizaci

Existuje cela fada analyzatord, které jsou spojovany s MALDI. Teoreticky je
mozno spojit s MALDI ionizaci i jakykoli detektor a v prubéhu Casu byly také postupné
testovany. Své uplatnéni v praxi dosahlo spojeni s kvadrupolovym analyzatorem, iontovou
pasti, orbitrapem 1 iontovou cyklotronovou rezonanci. Nej¢astéji se vSak pouziva detektor
doby letu (TOF), zejména vzhledem k jeho schopnosti méfit v Sirokém rozsahu hodnot m/z a
méfit analyty s velmi vysokou molekulovou hmotnostni. Zajimavym feSenim je vyuZiti
hybridniho tandemového analyzatoru typu QqTOF (obr. 8). Ionizované analyty vlétaji do
kvadrupoélu (obr. 7), ktery je muze propustit (MS sken) a nebo zadrzet a propustit jen ion
s ur¢itou hodnotou m/z. Tato vybrand hmota se potom miiZze fragmentovat v kolizni cele.
Hodnoty m/z jsou tak méteny s vysokou piesnosti a rozlisenim detektorem doby letu.

Mikrokanalova desticka (MCP) je typ fotondsobicového detektoru, jenz byla
pouzita u analyzy na pfistroji Q-TOF Premiér. Sklada se ze tii desti¢ek, kdy kazda obsahuje
mnoho mikrokanalkil. Na sténu kanalku dopadne elektron, ktery vyrazi dalsi a ty zase dalsi
elektrony, cely proces je urychlovan pfivedenim elektrostatického potencidlu na vodivy
material desti¢ky. Za destickami je poté sbéma anoda. Casto se fadi vice takovych
mikrokanalovych desti¢ek za sebou.™

Dale existuje celd fada rtiznych modernich detekénich systéml pro riizné typy
hmotnostnich spektrometrd. V této diplomové praci byl pouZzit také hmotnostni spektrometr
Synapt G2-S od firmy Waters. Tento hmotnostni spektrometr je vybaven ultrarychlym

elektronovym nasobi¢em a hybridnim systémem pro pfevod analogového signalu na digitalni
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(ADC). Technické uspotadani zatizeni dovoluje praci s vysokym rozliSenim a malym Sumem

pii vysokych frekvencich sbéru dat.*

vzorek + matrice 12serovy
na spoiu

paprsek
ionty

do hmotnesiniho
analyzitorn

Obr. 6 Stépeni vzorku s matrici pomoci laseru

kvadrupolova
tyt

do deteltoru

vystupni
§térhina

ion se stahilni drahon
- detekovan
) ion s nestabilni drahoun
vStupni - _ o drsovan
$térbina - nedetekovan

Obr. 7 Kvadrupolovy analyzator

KVADRUPOL-MS TOF-MS

MSMS

—  §— ——— =

I" DETEKTOR

iontovy  hexapolovy kvadrupél kolizni cela
zdroj iontovy most

REFLEKTRON

potooon
po00ano

Obr. 8 Hmotnostni spektrometr Q-TOF
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2.3.5 MALDI-Synapt

MALDI-Synapt G2-S je hmotnostni spektrometr spojujici kvadrupol, kolizni

zafizeni a zafizeni umoZiujici separaci iontll s vyuZitim iontové mobility s vyuzitim T-wave

technologie a méfeni hodnot m/z v priletové trubici TOFu s vysokou piesnosti, spravnosti a

[ r T VO 21 . . . 2
rozliSenim. Uspofadani pfistroje popisuje schema na obr. 9.

a)

b)

INTELLPSTART

ANALYTE SPﬁAV LOCKMASS SPRAY

QuaNTOF"

Q‘,y %‘

AIR-COOLED TURBOMOLECULAR PUMPS

ROTARY PUMP

HEXAPOLE 10N GUIDE _STEP[WAVE TRIWAVE QuANTOF"

AIR-COOLED TURBOMOLECULAR PUMPS

Obr. 9 Schéma hmotnostniho spektrometru Synapt G2-S a) S ionizaci elektrosprejem, b)

S MALDI ionizaci (detailni popis funkci a skenovacich modii tohoto pristoje presahuje ramec

této prace.)
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2.4 UVIVIS spektrometrie

UV/VIS spektrometrie patii do oblasti spektralnich metod. Vyuziva interakce
elektromagnetického zafeni s hmotou a jeho absorpce za soucasného zvyseni jeji energie.53
Molekulova absorpcni spektroskopie je technika, kterd se zabyva meétfenim a interpretaci
elektronovych spekter molekul latek, jenz absorbuji elektromagnetické zéteni zpiisobujici
zvyseni celkové energie atomil a molekul.>***

Dnes je absorpéni spektrometrie jedna z nejpouzivanéjSich analytickych metod

zejména pro jeji rychlost, nenaroénost a citlivost.>
2.4.1 Princip

U této techniky dochazi k absorpci ultrafialového a viditelného zaieni v rozsahu
vlnovych délek 200 — 800 nm, jenZ ma za nasledek excitaci vnéjSich (valencnich) elektront
atomi a molekul.® V excitovaném stavu setrvava Castice kratce a pak se vraci riznymi
deexcitaénimi piechody zpét do stavu zakladniho.*

Absorpce  UV/VIS je zpisobena intramolekularnimi pfechody vazebnych
elektronti z molekulovych orbitalii 6 nebo &, popf. nevazebnych orbitali (oznacujicich se n)
do protivazebnych molekulovych orbitalli 6* nebo n*. Zakladni typy pfechodi jsou Ctyfi.
vzdalené UV vakuové oblasti pod 200nm. Vyskytuji se u sloucenin s jednoduchymi vazbami,
nejcastéji C-C nebo C-H. Jedna se napt. o n-heptan, n-hexan, isooktan aj. Dal§i moznost
pfechodu je znevazebného orbitalu n — o*, které vyzaduje mnohem méné energie a
vznikajici spektra absorbuji v oblasti kolem 200nm. Pro uskute¢néni toho pfechodu je nutné,
aby se v molekule nachazel atom s volnymi elektronovymi pary (napt. N, S, CI aj.) Jsou to
alkoholy, ethery, voda, aminy, amoniak aj. Latky téchto dvou piechodt jsou vhodnymi
rozpoustédly k méfeni jinych latek.>*

Ptechody elektronii 1 — m* jsou typické pro slouceniny s nasobnymi vazbami.
V piipadé, ze je dvojna vazba v konjugaci s dal$i dvojnou vazbou, posouva se maximum
absorpéniho pasu k delsi vinové délce. Cim je konjugovany systém dvojnych vazeb delsi, tim
se pak vice posouva maximum k del§im vinovym délkam, miize se projevit az ve viditelné

oblasti, pak jsou latky barevné. I zde je typ pfechodu z nevazebného orbitalu n — n* a
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podobné jako u ptredchoziho pfipadu se zde musi vyskytovat atom s volnymi elektronovymi

pary, jenZ je v konjugaci s dvojnymi vazbami.>

E.Ii.

Obr. 10 Elektronové prechody v molekule

Existuji 1 dalsi prechody elektront, které patii do skupiny intermolekuldrnich a
nazyvaji je charge-transfer (CT), tedy piechody pfenosu ndboje. Pas znazoriujici tento
prechod vznikd prechodem elektronu ze zdkladniho m popf. n orbitalu donoru (darce) na
protivazebny n* akceptoru (piijemce). Tento typ prechodu je energeticky vyhodné&jsi nez
intramolekularni pfechody.”*

Vysledkem méfeni je absorpéni elektronové spektrum latky. Pfi registraci
jednotlivych absorp¢nich pfechodl dochazi k jejich splyvani a proto je spektrum peisové.2
Vynasi se jako zavislost absorbance na vlnové délce.>® U vétSiny latek existuje vice moznych
energetickych prechodti a spektrum je tvofeno vétsim poctem vzajemné se piekryvajicich

(o 54
past.”

2.4.2 Metody UV/VIS analyzy

Meéfteni absorpce v UV/VIS oblastech se provadi riznymi pfistroji a z historického

hlediska ma rizné nézvy.54

Tab. 7 Tabulka metod pro méfeni UV/VIS zdieni™

oblast
nazev metody spektra princip
kolorimetrie VIS Metoda je zaloZend na porovnavani intenzity roztoku o

neznamé koncentraci barevné latky s roztokem stejné

latky o znamé koncentraci.
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fotometrie VIS Detekce paprsku produkovaného zdrojem svétla je bud
subjektivni, kdy detektorem je lidské oko, nebo
objektivni pokud se provani fotoelektricky. Jako
dispersni prvek se pouziva barevny filtr.

spektrofotometrie UV a VIS Detekce absorpce se provadi objektivné a dispersnim

jednopaprskové

dvoupaprskové

prvkem je monochromator (hranol nebo mfizka).

Zateni vychazejici z monochromatoru prochazi nejdiive
kyvetou obsahujici srovnavaci vzorek a dopada na
detektor, tomuto fotoelektrickému proudu je pfifazena
nulova hodnota absorbance. Poté je vlozena kyveta
s analytem a je zmé&fena jeho absorbance.

Zateni z monochromatoru se pomoci délice paprski
rozd€li na paprsek prochédzejici mérnou a srovnavaci
kyvetou soucasné. Po vystupu z kyvet jsou paprsky,
pomoci zrcadel, opét spojeny V jeden, ktery dopadad na
detektor.>

Vyhody oproti jednopaprskové spektrometrii spocivaji
V tom, Ze se srovnavaci vzorek méfi soucasné s mérnym
vzorkem. Tim dochazi ke kompenzaci kolisani parametrti
ovliviiyjicich méteni v Case. Vysledkem je zlepSeni

pomeéru signal — Sum a reprodukovatelnost méfeni.”®

2.4.3 Instrumentace UV/VIS spektrofotometrie

UV/VIS spektrofotometr se sklada ze zakladnich prvka zaznacenych ve Schématu III.

Mezi zékladni funkéni €asti patii zdroj zareni (1), ktery musi poskytnout dostate¢né intenzivni

zateni o vinovych délkach v rozsahu 200 — 800 nm. Dale zafizeni obsahuje dispersni systém

(2) slouzici k rozkladu zateni ze zdroje, ktery se sklada ze vstupni Stérbiny (2a), vlastniho

dispersniho systému (2b) a vystupni §térbiny (2c). Dalsi ¢asti je kyveta se vzorkem upevnéna

ve vhodném drzaku (3). Zafeni proslé vzorkem je snimano detektorem (4). Detekce je

zaloZena na vné¢jSim fotoelektrickém jevu nebo na vnitinim fotoefektu. Nezbytnou soucasti
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pfistroje je pocita¢ umoznujici zpracovani dat (5). Soucasti téchto piistroju je také pomocna

optika jako zrcadla, Gocky, §térbiny, clony aj.>

Schéma 1. Blokové schéma UV/VIS spektrofotometru53
2.4.3.1 Zdroj zareni

Pro UV oblast vyhovuji jako zdroj vodikové ¢i deuteriové vybojky s vyssi
intenzitou?, kdy elektricky excitovany vodik (deuterium) pfi nizkém tlaku produkuje
kontinualni ultrafialové spektrum.> Déle se jako zdroj zafeni pouZiva vysokotlakd xenonova
popi. heliova vybojka. Pro oblast VIS (popt. pro blizkou IR) se uziva wolframovych nebo

k'53,54

halogenovych Zarove Halogenova Zarovka se od wolframové lisi pfidanym obsahem

jodu v kfemenné baiice a priblizné dvojnasobnou Zivotnosti.>
2.4.3.2 Disperzni systém

K disperzi zéateni ze zdroje se pouzivd tzv. monochromator, ktery
z polychromatického zafeni izoluje zafeni monochromatické, vV co nejuz§im spektralnim
intervalu. Tato ¢ast instrumentace obsahuje vstupni a vystupni §térbinu a vlastni disperzni
systém, coz mtiZze byt hranol nebo mtizka a jiz zminéné pomocné prvky.54

Hranol se pouziva ve starSich pfistrojich. Rozkladd polychromatické svétlo pii
jeho prichodu hranolem na zakladé principu lomu svétla. Mfizka je moderné€jsi disperzni
prvek. Rozklad polychromatického svétla miizkou je disledkem odrazu nebo ohybu
(difrakce) zareni na jednotlivych vrypech miizky a interference odraZzenych nebo ohnutych
paprskil. Uhlova disperze miizky pak na rozdil od hranolu nezavisi na materialu m¥izky ani na

vlnové délce, ktera je ve spektru jednoho fadu stejné.54
2.4.3.3 Vzorek

Vzorek ve vhodné nadobce, nazyvajici se kyveta, se vklada do cesty svételnému

paprsku, ktery je produkovan zdrojem zafeni bud’ pfed, nebo za monochrométor.” Zasadni
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podminkou pro jejich uzivani je, ze material kyvet nesmi absorbovat zafeni ve sledovaném
vlnovém rozsahu. Pro UV oblast se tedy pouzivaji kyvety kiemenné a pro viditelnou oblast
spektra sklenéné.” Kyvety se musi udrzovat v dokonalé Cistoté, nebot’ necistoty a otisky prsti
by zplsobily rozptyl svétla a chyby v méfeni.”

Pro specidlni méfeni se pouzivaji rtizné modifikace napf. pritokové kyvety,
valcové kyvety, jenz jsou uzaviratelné a slouzi k méfeni absorpce plynu, temperované kyvety,
kyvety sproménlivou tloustkou vrstvy aj.53 Méieni v pratoku je v soucasnosti casto
pouzivana technika pro rtzné tkoly. Zde Ize zminit pritokovou injek¢ni analyzu (FIA),
studium reakci v pratoku, on-line detekci po separaci atd. V této praci byla vyuzita pratokova

injekéni analyza, ktera je zminéna v detailu v dalSim textu.
2.4.3.4 Detektor

Jak jiz bylo zminéno, objektivni detektory pro UV a VIS zéfeni jsou zaloZeny na
vnéj$im fotoelektrickém jevu nebo na vnitinim fotoefektu, kdy pii dopadu fotonti se zvySuje
elektrickd vodivost polovodice, poptf. dochdzi ke vzniku napéti v mistech styku kov-
polovodi&.>

Mezi nejpiesnéjSi detektory patii vakuové fotonky, zde pii dopadu fotoni
mefeného zareni ze zdroje na fotokatodu se uvolni elektrony, které dopadnou na sbérnou
anodu a vznikly fotoelektricky proud je pfimo umérny toku zafeni ze zdroje. Podobné je tomu
u fotonasobici, kdy se pocet fotoelektronti nasobi sekundarni emisi.”® Dale se uziva diodové
pole se zkratkou DAD (z anglického diod array detector), ktery obsahuje mnoho malych
citlivych fotodiod na jednom kiemikovém ¢ipu, monochromdtor je v tomto piipadé pak
umistén a7 za vzorkem.”** UV/VIS detektor s diodovym polem patfi v souasnosti
Kk nejbéznéjsim detektorim pro kapalinové separacni techniky (HPLC a kapilarni

elek‘[roforéza).s4
2.4.3.5 Metody priitokové analyzy se spektrofotometrickou detekei

Jednd se o moderni instrumentdlni techniky pfinasejici mnoho vyhod, zejména

rychlost a moznost automatizace stanoveni anal}'lzy.54
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Tab. 8 Tabulka metod priitokové analyzy™

nazev metody

princip

segmentovana prutokova

analyza (SFA)

Vzorek k analyze je nasavan pumpou do misici civky.
Tam je promichén Cinidlem. Zreagovany vzorek je

oddélen bublinkou. Za bublinkou dochazi k promyvani
zafizeni. Promyvaci ¢ast je opét oddélena bublinkou a je
davkovan dalsi vzorek. Odd€lovani bublinkou zabranuje
promichani jednotlivych vzorkdl i1 jejich rozmyvani a
fedéni. Pied vlastnim méfenim spektrofotometrickym
méfeni je tfeba bublinky odstranit ve vhodném
separatoru. Do zafizeni je vehnén vzduch, jehoz bublinky
zacnou délit reakéni smés. Vzduch je poté v separatoru
oddélen a analyt vtéka do pritokové cely, kde je zmétena

absorbance.

pritokova injekéni

analyza (FIA)

Piesny objem analytu je davkovan, obvykle ventilem
(4), do kontinualniho proudu vhodné kapaliny (1), jejiz

tok je zajiStén pumpou (3). Analyt vstupuje do reakéni
civky a reaguje s Cinidlem (2) za vzniku produktu, ktery
je v pratokové cele (5) spektrofotometricky detegovan.
Tento druh pritokové analyzy te$i problémy
segmentované pritokové analyzy jako pulsovani toku,
udrzovani stalé velikosti bublin nebo odstranéni vzduchu

pted pritokovou celou.

4

O

AN

Schéma V. Blokové schéma priitokové injekcni analyzy (FIA)®

33



2.5. Analyza sloZeni plodu kustovnice

V této praci byl plod rostliny kustovnice studovdn pomoci hmotnostni
spektrometrie s ionizaci MALDI a pomoci spojeni kapalinové chromatografie s tandemovou
hmotnostni spektrometrii. Pro toto spojeni byl jako iontovy zdroj volen elektrospre;j.
Hmotnostni spektrometrie pfedstavuje z hlediska identifikace obsahovych latek v rostlinném
materidlu patrné nejsiln€js$i dostupny nastroj (v piipadé potieby zjisténi absolutni konfigurace
v kombinaci s nuklearni magnetickou rezonanci a/nebo nékterym ze spektropolarimetrickych
postupll). Metoda hmotnostni spektrometrie byla v minulosti pro analyzu tohoto plodu a
dalSich casti této rostliny uz pouzita. Prace Penga a kol. se zaméfila na pouziti MALDI-TOF
pro zjisténi molekulové hmotnosti glykokonjugatu LbGp5B V kustovnici cizi, ktery inhibuje
peroxidaci LDL lipoproteinu.®’

Populérni a v béznych laboratotich dostupnéjsi technikou je UV/VIS a kapalinova
chromatografie s UV/VIS detekci. Spektrometricka technika UV-VIS byla pouzita, spolu
sHPLC a TGA, v ¢lanku publikovaném minuly rok, za Gcelem objasnit slozeni extraktu
karotenoidii z kustovnice ¢&inské.”® Technika HPLC je jedna z typickych pro studium
vlastnosti a latek obsazenych v plodu kustovnice. Metodou HPLC byla nejcastéji zjistovana
pritomnost latek jako jsou polysacharidy, flavonoidy, karotenoidy a jiné latky jako atropin a
betain, 11:1819.21,23.24,26,50-64

Jak jiz bylo feceno v kapitole 2.1.8, polysacharidy piedstavuji hlavni slozku plodu
a jsou slozeny hlavné ze sacharidi jako rhamndza, arabinoza, ribdza, mandza, galaktoza,
fruktoza, xyloza a glukoza.”® Studie zroku 2010 uvadi, Z¢ mezi dominantni slozky
polysacharidu této rostliny patii glukéza a fruktoza,®® o 2 roky pozdéji vysel ¢lanek udélujici
prvenstvi galakturonové kyseliné a glukézu uvadi z hlediska obsaZzeného mnoZstvi az jako
&tvrtou v poradi.’® Extrakénimi &inidly pro studium polysacharidi z kustovnice jsou polarni

%081 3 voda vrozmezi teplot 30 az 80°C™®*° doba extrakce je

18,59,60,61

latky, zejména alkoholy

V rozmezi jedné az 24 hodin. Pro HPLC analyzu byla jako staciondrni faze pouZzita

faze reverzni (C18). Zékladnimi slozkami mobilni fize jsou acetonitril a voda, >

acetonitril a voda (20:80, v/v)> nebo acetonitril jako mobilni faze A a 0,045% KH,PO, a

napftiklad

0,05% triethylamin jako mobilni faze B v gradientové eluci.® Veskera uvedena literatura se
zabyva zejména UCinkem polysacharidii na zivy organismus a jejich 1écebné, imunitni a

antioxida¢ni schopnosti.*8°%6061
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Fenolické kyseliny a flavonoidy jsou velkou skupinou latek produkovanych
v ramci sekundarniho metabolismu rostlin. V posledni dobé je jim veénovana pozornost
z hlediska jejich ochranné role proti rakoviné a srde¢nim nemocem a dalSich pozitivnich
efekt na lidské zdravi. S ristem zajmu o tyto latky se zvySuje i potieba jejich vérohodné
analytické kontroly. Pozornost je v€novéana celému analytickému procesu od extrakce pres
purifikaci az k analytické koncovce.?! Literatura se shoduje v pouziti polarnich extrakénich
¢inidel k extrakci téchto latek z plodu kustovnice. Pouziva se zejména ethanol a methanol,
popft. voda a jejich vzajemné sm&si. 223026364/ jedné studii byla extrakce provadéna po dobu
dvou hodin ve vodni lazni s teplotou 90°C.**?*% V/ jiném piipadé po dobu 24 hodin za
pokojové teploty v temné mistnosti.®*®* Studie uvadgji, Ze nejcast&ji uzivana mobilni faze je
opét acetonitril, tentokrat v kombinaci s methanolem, vodou nebo okyseleny kyselinou

0Ct0V0U.21'23'62'63

Zajimavy je clanek zroku 2003, ktery srovnava poméry zastoupeni
fenolickych kyselin a flavonoidi na kustovnici cizi a kustovnici ruthénské, jenz je s
kustovnici cizi vzdalen€ ptibuzna (ma ¢ernomodrou az ¢ernou barvu oproti nami studovanym
oranzovocervenymkustovnicim). V tomto ¢lanku autofi pouZzivaji celou fadu extrakcénich
¢inidel s Sirokym rozsahem polarity - ethylacetat, methanol, butanol, voda a 70% ethanol.
Analyza kustovnice ruthénské prokazala pfitomnost rutinu, anthokyant i fenolickych kyselin,
jako kyselina p-kumarova, chlorogenova a kyselinu hydroxyskoficova, v kustovnici cizi byly
detekovany pouze vyse zminéné fenolické kyseliny. Rutin a anthokyany byly ziskany extrakci
polarnéjSimi rozpoustédly (methanol, ethanol a butanol), naopak fenolické kyseliny byly
detekovany téméf ve viech pouzitych rozpoustédlech.®* O 8 let pozd&ji vychazi studie
zametfend piimo na anthokyany v kustovnici ruthénské a tispésné jich detekuje 14, z ¢ehoz 10
pfimo identifikuje.®

Kapalinovd chromatografie se wuplatnila u v analyze karotenovych latek.
Karotenoidy davaji plodu ¢ervenou barvu a pravé plod kustovnice se uvadi jako jeden z
nejbohatsich zdroju téchto latek v ptirod¢€, coz popisuji v kapitole 2.1.8. Do roku 2008 nebyl
detailné popsan profil karotenoidti obsazeny v tomto plodu. Peng a kol. stanovil pomoci
HPLC mnozstvi zeaxanthin dipalmitatu ke zbytku karotenoidii v deviti rostlinnych druzich
plodu kustovnice.™* V roce 2010 Inbaraj a kol. popsal kompletni profil karotenoidi a jejich
esteri.’® Extrakéni ¢&inidla pro analyzu jsou riznorodd. Peng et al. jich pouzil nékolik,
methanol, petrolether, ethyl acetat, chloroform a ethanol. Dalsi prace uvadi, ze k extrakci lze

pouzit i smés hexanu, ethanolu, acetonu a toluenu. Mobilni fidze pro kapalinovou
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chromatografii se také lisi, ale dostupné literarni zdroje se shoduji v pouziti acetonitrilu a

dichlormethanu jako zakladnich slozek mobilni faze.*'*

Inbaraj pouzil kolonu C30
v gradientové eluci, kdy mobilni faze A byl dichlormethan a B pak methanol-acetonitril-voda
vV poméru 84:14:5 (V/V/V).19 Pengova mobilni faze byla smés acetonitrilu a dichlormethanu
v poméru 42:58 na kolon& Alltima C18.*

Pfi studiu slozeni kustovnice byla pozornost vénovana i atropinu. Atropin je
typicky alkaloid celedi Solanaceae. Literatura uvadi dvé metody extrakce atropinu
Z kustovnice. V obou metodach je k extrakci vyuzito alkalizovaného methanolu (alkalizuje se
bud’ amoniakem nebo hydroxidem sodnym). Jako mobilni faze se vyuzivd smés methanolu,
vody a octové kyseliny pii reverzni fazi.?®

Velmi vyznamnou latkou, ktera byla analyzovdna v plodu kustovnice pomoci
HPLC je betain. Jde o zwitterionni latku nesouci kvarterni amoniovou a karboxylovou
skupinu. Tato latka je v rostlinné bunice syntetizovana pro obranu bun¢k pied osmotickym
stresem danym velkym suchem, vysokou salinitou nebo vyssi teplotou. Plod byl extrahovan
v methanolu po dobu 30 min za pokojové teploty. Mobilni fazi byl acetonitril s vodou
v pomé&ru 25:75. Analyza byla provadéna izokratickou eluci na kolon¢ YMC s NH,-chemicky

modifikovanou fazi.?*

36



3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

Methanol HPLC super gradient od firmy Lach-Ner s.r.o. (Neratovice, Ceské
republika), 35% kyselina chlorovodikova p. a. Penta (Praha, Ceska republika), dimethyl
sulfoxide for HPLC od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), aceton p. a. Sigma-Aldrich
(St. Louis, USA), octan ethylnaty p. a. Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), tert.-
butylmethylether Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), n-hexan 95+ od firmy Chromservis (Praha,
Ceska republika), acetonitril LiChrosol (Darmstadt, Né&mecko), THAP (2.4,6-
trihydroxyacetophenone p. a. matrix substance for MALDI-MS) od firmy Fluka Analytical,
Sigma-Aldrich (Svycarsko) a kyselina mravenéi 95% p. a. od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis,
USA). Pro experimenty byla po celou dobu pouZzivana deionizovana voda z deionizaéni
stanice firmy Millipore (Merck, Darmstadt Némecko).

Plody kustovnice cizi byly sesbirdny v Olomouci na ulici Brnénska v prub¢hu 4
tydna v Cervenci a srpnu roku 2012 a zamrazeny. Rostlina kustovnice ¢inské byla zakoupena
Vv zahradnictvi Kruh Jilemnice v bfeznu 2010, plodila poprvé v sprnu 2012. SuSena kustovnice
ginskéa byla zakoupena v hypermarketu Albert, zemé pivodu Cina, vyrobce Ing. Kratochvil —

IBK TRADE, Praha.
3.2 Priprava extrakéniho ¢inidla

Celkem bylo pro experiment pouzito 7 rozpousStédel v zéavislosti na polarité.
Extrakéni ¢inidla jsou vypsana, oznacena a sefazena dle klesajici polarity solventu v tabulce

9.

Tab. 9 Extrakcni ¢inidla

extrakéni ¢inidlo oznaceni | polarita
voda + 0,01% HCI (v/v) 1 10,2
dimethyl sulfoxid 2 7,5
methanol + 0,01% HCI(v/v) 3 5,1
aceton + 0,01% HCI (v/v) 4 5,1
ethylacetat 5 4.4
terc-butylmethylether 6 2,5
hexan 7 0,1
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V extraktech s nepolarnimi rozpoustédly je dobie patrna barva karotenoidi.
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Obr. 11 Extrakce slupky a duziny kustovnice cizi pouzitymi rozpoustédly

3.3 Priprava mobilni faze

Pro analyzu plodi kustovnice pomoci UPLC-MS byly pouzity dvé mobilni faze.

Mobilni fdze A byla pfipravena jako smés vody a kyseliny mravenci tak, aby vysledna

koncentrace kyseliny byla 0,1% (v/v). Mobilni faze B byla pfipravena jako smés acetonitrilu a

kyseliny mravenci tak, aby vysledné koncentrace kyseliny byla 0,1% (v/v).

10.

Vyslednd mobilni faze probihala v gradientové eluci, kterou znazoriiuje tabulka

Tab. 10 Gradientova eluce (profil gradientu)

¢as (min) | flow rate (ul/min) | mobilni fize A (%) | mobilni faze B (%)
0 0,25 95 5
2,4 0,25 95 5
6,4 0,25 10 90
8 0,25 10 90
9 0,25 95 5
12 0,25 95 5
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3.4 Piiprava vzorki plodua

Vzorky vsech tii ploda, kustovnice cizi, kustovnice ¢inské a suSené kustovnice
¢inské, byly separovany na slupku a duzinu a obé casti byly nakrdjeny na malé ¢asti. Od
duziny byly déle separovany semena rostliny, jenz nebyly analyzovany. Takto pfipravené
vzorky byly zamrazeny po dobu jedné hodiny na -70°C a po vyjmuti z hlubokomraziciho
boxu tfeci miskou a tlouckem rozmélnény do kaSovité hmoty. Vzorky kustovnice cizi byly
piipraveny navazenim 1g homogenizovaného materialu a jeho extrakci v 10 ml rozpoustédla.
U kustovnice cizi byla v rdmci testovani extrahovatelnosti pouzita vSechna extrakéni média
uvedena v tab. 9. Ostatni vzorky kustovnice byly extrahovany extrakénim Cinidlem ¢&. 3 se
zaméfenim na flavonoidni latky. Extrakce probihala po dobu 48 hodin v chladu a tmé pro

zamezeni oxidace.

3.5 Postup extrakce

K prvni analyze bylo pouzito extrakéni Cinidlo ¢. 3 v tabulce 9, tedy methanol
okyseleny kyselinou chlorovodikovou.

Extrakty byly rozdéleny na nckolik ¢asti. Prvni ¢ést zlstala bez Gpravy. Druha
¢ast byla precisténa na kolonkach Strata-SPE (polymerni sorbent Strata SDB-L, 100 pm,
200mg/3ml, Phenomenex, USA). Pfed samotnou purifikaci byly 2 ml extraktu odfoukany
dusikem do sucha a smichany s 2 ml 0,01% kyseliny chlorovodikové v deionizované vode¢.
Takto upraveny extrakt byl potom piecistén na SPE kolonce. Nejdiiv byla kolonka
aktivovana 2 ml 0,01 % (v/v) kyseliny chlorovodikové v methanolu a pak se promyla stejnym
mnozstvim 0,01% (v/v) kyseliny chlorovodikové v deionizované vod¢. Na takto pfipravenou
kolonku byly naneseny 2 ml vzorku. Vysoce polarni latky jako naptiklad sacharidy aj. byly
odstranény promytim 4 ml 0,01 % (v/v) kyselinou chlorovodikovou ve vodé¢ a zachyceny
precistény vzorek byl eluovan 2 ml 0,01 % (v/v) kyseliny chlorovodikové v metanolu.

Nepiecisténa polovina vzorku (prvni Cast) a precisStény vzorek (drahd Cést) se
rozdelil znovu na dvé poloviny, z ¢ehoz jedna byla odfoukdna dusikem do sucha a smichéana
0,01 % (v/v) kyselinou chlorovodikovou v deionizované vodé¢ a druhd cést zlstala
v methanolickém rozpoustédle v némz byla eluovana z kolonky. Ptipravu vzorki ptehledné

ukazuje obr. 12.
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—— okyseleny methanol

SPE

—— odparit + okyseleni voda
vzorek —— .
—— okyseleny methanol

nepretistény —|

—— odparit + okyselena voda

Obr. 12 Postup pripravy vzorkii

V dalsi ¢asti optimalizace se pracovalo se vSemi sedmi extrakénimi Cinidly, ve
kterych byla extrahovéna slupka a duzina kustovnice cizi.

Vsechny vzorky byly zcentrifugovany, supernatant byl odebran, odpaien a
odparek rozpuStén ve 20x menSim objemu rozpustédla (20-ti ndsobné zakoncentrovani

vzorku). Zakoncentrovani piehledné ukazuje obr. 13 na ptikladu rozpoustédla €. 4.

2,5ml odpaf¥it + rozpoustédlo & 4

o objemu 125pl
vzorek extrahovany v

rozpoustédle €. 4

o objemu Sml _ .
2,5ml odpatrit + okyseleny methanol

o objemu 125pl

Obr. 13 Priklad koncentrace vzorku extrahovaného v okyseleném acetonu
3.6 Priprava matrice a desticky pro MALDI analyzu

Matrice byla pfipravena dle ndvodu uvedené¢ho v manudlu firmy Waters k pfistroji
Q-TOF Premier.®® Postup Ize shrnout takto: 25 mg THAP bylo navazeno a rozpusténo v 1 ml
smési acetonitrilu a vody v poméru 1:1. Vzorky upravené dle vySe popsaného protokolu
extrakce byly smichany s roztokem matrice v poméru 1:1 a davkovany na MALDI desti¢ku
(1l na jeden spot). Po zaschnuti a krystalizaci matrice se vzorkem se desti¢ka mohla vlozit

do pftistroje k analyze.
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3.7 Priprava vzorku pro UPLC-MS a UV/VIS analyzu

Extrakty pfipravené podle vyse uvedeného protokolu byly centrifugovany,
supernatant byl odebran, pfenesen do vialek a vlozen do autosampleru kapalinového

chromatografu.

3.8 Pristroje

Analyzy byly provedeny na dvou vysokorozliSujicich tandemovych hmotnostnich
spektrometrech vybavenych MALDI a ESI ionizaci (Q-TOF Premier a SYNAPT G2-S,
Waters, Milford, USA). Oba ptistroje byly pro FIA-MS a LC/DAD/MS experimenty spojeny
s kapalinovym chromatografem UPLC Acquity. Hlavni parametry nastaveni obou pfistroji

jsou uvedeny v tabulkach 11, 12 a 13.

Tab. 11 Experimentdlni podminky MALDI-Q-TOF Premier

Experimentalni podminky

Typ laseru N>

Vlnova délka laseru (nm) 337.1

Pulsni energie (uJ) 300 (@10 Hz)
Kolizni energie (V) 3.0

Prutok chladiciho plynu (ml/h) 8.0
Pratok kolizniho plynu (ml/h) 0.32
Sitka piku (ns) 4
Peak power (kW) 75
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Tab. 12 Experimentdlni podminky ESI-SYNAPT G2-S a Acquity UPLC I-Class

Experimentalni podminky
Polarity ES+
Capillary (kV) 3.0
Source Temperature (°C) 100.0
Sampling Cone 40.0
LockSpray Infusion Flow Rate (uL/min) 5.0
Leucin Enkephalin (556.2771 Da, TOF FUNCTION3)
Start mass 50.0
End mass 2000.0
TOF MS FUNCTION 1
Start Mass 50.0
End Mass 2000.0
Trap Collision Energy (eV) 4.0
Transfer Collision Energy (eV) 2.0
Analyser Resolution Mode
TOF MS FUNCTION 2
Start Mass 50.0
End Mass 2000.0
Trap Collision Energy Ramp Start (eV) 10.0
Trap Collision Energy Ramp End (eV) 30.0
Transfer Collision Energy (eV) 2.0
Analyser Resolution Mode

Tab. 13 Experimentdlni podminky MALDI-SYNAPT G2-S

Experimentalni podminky
Typ laseru 1kHz Nd: YAG solid state
VInova délka laseru (nm) 350
Pulsni energie (uJ) 400 (10 Hz)
Kolizni energie (eV) 6.0 (MS sken)
Rampa kolizni energie (MS/MS sken)
Initial Ramp CE (eV) 30.0
Final Ramp CE (eV) 80.0
Siika piku (ns) 2
Peak power (kW) 25
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3.8.1 Dalsi pristroje

K navazeni vzorka kustovnice a THAP matrice byly pouzity vahy Mettler Toledo
(Svycarsko) pracujici s presnosti na 0,0001g. Pro oddéleni kapalného supernatantu od
sedimentu byla pouzita centrifuga Mikro 120 od firmy Schoeller (Némecko). K odpatovani
vzorku byl pouzit TurboVap (Caliper, USA).

3.9 Vyhodnoceni vysledku

Pro vyhodnoceni celého experimentu bylo pouzito pocitaového programu
MassLynx V4.1 Waters Laboratory Informatics, jenZ mi zpfistupnila Univerzita Palackého
v Olomouci, dale pak ADC/ChemSketch Freeware pro kresleni chemickych vrozci a
internetovych stranek ChemSpider a PubMed, zpfistupnénych Univerzitou Palackého

v Olomouci, pro navrh a ovéfeni identity nalezenych sloucenin.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Pilotni MALDI-MS experimenty s plody kustovnice

Tato kapitola si klade za cil shrnout zkuSenosti s pfipravou vzorkii pro MALDI-
MS méfeni pii praci s extrakty plodi kustovnice. Na piikladu identifikace zeaxanthin
dipalmitatu naznacuje moznosti extrakénich postupt pro Upravu vzorku u obou hmotnostnich
spektrometrt pouzitych pro analytickou koncovku.
Dostupna literatura uvadi pouze jediny clanek, ktery se zabyval analyzou plodu kustovnice na
hmotnostni spektrometrii pomoci iontového zdroje MALDI. Neuvadi vSak postup prace ani

extrakéni &inidla, které bylo tieba dale optimalizovat.®’
41.1

Prvni analyza byla zaméfeny na predbézny screening obsahovych latek
v kustovnici. V prvni sadé experimenti byly plody po separaci na duzinu a slupku
extrahovany ve smési methanolu a 0,01% kyseliny chlorovodikové. Polovina vzorku byla
ptecisténa pies SPE kolonky a druhd analyzovana bez ptecisténi (detaily viz. kapitola 3.5).
Bylo pfipraveno celkem 32 vzorka a ty byly analyzovdny hmotnostnim spektrometrem Q-
TOF Premier.

Obr. 14 znazornuje, Ze namétend spektra méla nizkou celkovou intenzitu, nejvyssi
pik byl tvofen pikem matrice a nebylo zde mozZno identifikovat Zadné flavonoidy ani jiné

latky bez ohledu na ptipravu.
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Obr. 14 Priklad srovndni hmotnostniho spektra THAP matrice (a) a kustovnice cizi (b)
4.1.2

V druhé sadé experimentli bylo pouzito sedm extrakénich cinidel s riiznou
polaritou viz. tabulka 9 a vzhledem k ocekavané nizké koncentraci latek ve vzorku byly
extrakty 20x zakoncentrovany a upraveny podle protokolu uvedeného v kapitole 3.5.

Ohtivani spotu laserem zplsobovalo jisty druh karamelizace, kterd byla
pozorovana po vytazeni MALDI desti¢ky z pfistroje jako Zlutobila krusta na povrchu spotu.
Sacharidy (nizko i vysokomolekularnich), které tvoii 10 az 25% vSech latek v plodu se
extrahovaly do poléarnich rozpoustédel a pravdépodobné pravé ptitomnost velkého mnozstvi
sacharidli zplsobuje vyrazné sniZzeni kvality spekter. Do nepolarnich rozpoustédel se
sacharidické latky prakticky neextrahuji a ziejmé& proto byla ziskdna kvalitnéjSi spektra.
Uvedené rozdily v kvalit¢ spekter mohou vSak byt vzhledem ke komplexnosti extrakti
dasledkem tady dalSich efekti.

Na nasledujicim obrazku si mtizeme prohlédnout spektra, kde prvni (a) z jich je
Z nepolarniho rozpoustédla hexanu a druhé spektrum (b) je zokyseleného acetonu.

Dominantnim iontem pozorovanym ve spektru a) je [M+H]" ion matrice (THAP).
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Na obr. 16 je mozno kvalitativné sledovat rozdily mezi blankem (matrice THAP)

a), odparku 20x zakoncentrovaného ethylacetatvého extraktu rozpusténého v okyseleném

methanolu b) a zakoncentrovaného ethylacetatového extraktu c). Rozdily ve spektrech

demonstruji, jak vyznamny je proces reextrakce a vliv slozeni média nanaSen¢ho na spot na

krystalizaci a nésledny proces desorpce a ionizace. Ve spektru c¢) se podafilo zachytit

zeaxanthin dipalmitat. Pro analyzu xanthinovych barviv z rostlinnych materiala typu plodu

kustovnie se tedy jevi byt vyhodné&jsi pouziti krystalizace z ethylacetatu, ktery je v MALDI

relativné méné béznym médiem. Na zeaxanthin dipalmitat byly zaméfeny 1 dalsi experimenty.
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Obr. 16 Srovnani hmotnostniho spektra THAP matrice (a), duziny kustovnice cizi

extrahované v ethylacetatu a po odpareni rozpoustédla rozpusténé v okyseleném methanolu

(b) a extrahované v ethylacetatu, odpareno a smichdno s ethylacetatem (c)
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4.1.3

Dalsi experimenty byly provadény na hmotnostnim spektrometru SYNAPT G2-S.
Analyzované vzorky byly extrahovéany stejné jako v predchozi analyze. Vzhledem k vyssi
citlivosti a rozliSovaci schopnosti pfistroje bylo mozno pracovat bez predbézné
prekoncentrace extraktid. Extrakty se pfed analyzou pouze centrifugovaly, supernatant se
oddgélil, smichal s matrici (THAP) a nanesl na MALDI desti¢ku.

Obr. 17 znézoriiuje MALDI spektra ethylacetdtovych extraktii analyzovanych na
obou hmotnostnich spektrometrech. Prvni spektrum (a) bylo ziskdno méfenim na
spektrometru Q-TOF Premier. Druhé spektrum (b) bylo zméfeno z piistrojem SYNAPT G2-
S. M¢étenim na pfistroji Synapt G2-S byla, s pouZzitim vnéjsi kalibrace, nalezena hodnota m/z
zeaxanthin dipalmitdtu 1045,9117. Odchylka oproti teoretick¢ hodnoté je 16,5 mDa (15,8
ppm). Shoda s teoretickou hodnotou je tedy pomérné dobra oproti méteni na pfistroji Q-TOF
Premier (odchylka od teoretické hodnoty 136 mDa; 130 ppm). Velkou odchylku zjisténou na
pfistroji Q-TOF Premier Ize pficist vyraznym zmé&nam teploty v laboratofi vlivem sniZené
funkcénosti klimatizace béhem odpovidajicitho experimentalniho obdobi. Kolizni spektrum
ziskané méfenim na obou pfistrojich se v oblasti fragmentd s niz§imi hodnotami m/z
kvalitativné shoduje. Méfenim na pfistroji Synapt G2-S se vSak podafilo nalézt i fragmenty
jednoznacné odpovidajici odStépeni mastné kyseliny a dehydrataci (fragment m/z 789,6818,
odchylka 27 mDa; 34 ppm) a néslednému odstépeni druhého fetézce mastné kyseliny
(fragment m/z 533,4375, odchylka 23 mDa; 43 ppm). Méfeni pfesné a spradvné hmotnosti
rodic¢ovského iontu a ptitomnost charakteristickych fragmentli jednoznacné potvrzuji identitu
zeaxanthin dipalmitatu. PfestoZze oba experimenty nejsou, vzhledem k rliznému stupni
prekoncentrace, jinych parametrli ionizace 1 odliSnych parametrli analyzatorli, exaktné
srovnatelné, je mozno si kvalitativné ud¢€lat pfedstavu o moznostech obou pfistrojii pro
potieby rychlého a necileného screeningu nizkomolekularnich slozek extraktli z rostlinného
materidlu. Moznosti ptistroje Synapt G2-S daleko pfevySuji potencidl koncepcné starSiho

zatizeni Q-TOF Premier.
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Obr. 17 Priklad srovndni hmotnostniho spektra z hmotnostniho spektrometru Q-TOF Premier
(a) a ze SYNAPTu G2-S (b)
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4.2 UV-VIS spekrometrie

Na obr. 18 mulzeme sledovat UV-VIS spektra extrakti duziny, slupky i
rozpoustédla samotného pro srovnani ptitomnosti latek v kustovnici cizi. Tato technika,
ackoli pomérné¢ specifickd umozinuje ucinit si predstavu o UCinnosti extrakce latek, které
absorbuji svétlo v UV a viditelné oblasti spektra.

Spektra methanolickych extraktli maji absorpéni maxima pti vinovych délkach
256, 265, 354 nm.?! K absorbanci v t&chto oblastech nesporné piispivaji flavonoidni latky a
fenolické kyseliny. Extrakce methanolem je tedy vhodna pro uvolnéni téchto latek z plodu
kustovnice. LC/DAD/MS analyzy tyto zavéry potvrzuji.

Ve spektech extrakti méné polarnimi a nepolarnimi rozpoustédly (ethylacetat,
methyl-t-butylether a hexan) jsou patrny Siroké absorbéni pasy v oblasti vinovych délek 375 —
500 s maximy kolem 447 a 475 nm. Takovéto rozmezi vlnovych délek miize odpovidat
absorbanci karotenoidi. Literatura uvadi, ze pro karotenoidy nalezené v kustovnici je rozsah
vinovych délek 338 az 480 nm.™ Spektra rovnéz ukazuji, e do ethylacetatu se extrahuji vedle
karoteni i nékteré polarnéjsi latky. Toto rozpoustédlo lze tedy dobie pouzit pro studium
SirSiho spektra latek. Hexan a methyl-t-butylether se jevi byt vhodnéjsi pokud je pozadovana
selektivni extrakce karotenovych barviv. Zeaxanthin dipalmitat jako vyznamny zastupce
karotenti ma vlnovou délku 456 nm.™* Tato latka byla jednoznaéné identifikovana pomoci

MALDI-MS v extraktu duziny methyl-t-butyletherem.
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4.3 Detailni analyza plodi kustovnice

Tato kapitola vychdzi z pfedbéznych znalosti o pfipravé vzorkl plodi kustovnice
a vénuje se analyze nizkomolekularnich latek metodami LC/ESI-MS a MALDI-MS.

Pti zjistovani sloZeni plodu kustovnice byla brana v uvahu dostupnd literatura,
sepsand v teoretické ¢asti, retencni data z kapalinové chromatografie, méfeni pfesné a spravné
hmotnosti nalezenych ionti a zpisobu fragmentace v kolizni cele hmotnostniho spektrometru.
Byla identifikovana celd tfada latek v Sirokém rozmezi polarit a srozdilnou chemickou
strukturou. Prezentovana jsou i experimentalni data latek, u kterych nebylo dosazeno

jednoznacéné identifikace.

4.3.1 Analyza pomoci UPLC/ESI-MS

Pomoci UPLC/ESI-MS byla v plodu kustovnice identifikovéana fada fyziologicky
aktivnich latek. Jde zejména o vitaminy B, a C, flavonoid rutin, fenolické kyseliny vanilovou,
p-kumarovou a ferulovou, skopoletin a betain. Pouzitd metoda vychazi z generickych postupti
pouzivanych v laboratofi hmotnostni spektrometrie Katedry analytické chemie, PfF UP
Olomouc a nebyla optimalizovana cilené na nékterou skupinu latek.

V nésledujicich kapitolach jsou kratce jednotlivé identifikované latky popsany
z hlediska jejich chemickych vlastnosti a fyziologického plisobeni v organizmu a dale je

popsan postup jejich identifikace na zdkladé LC/MS dat.

4.3.1.1 Vitaminy

Nazev vitamin pochazi ze slova vita, coz je zivot a amin, ktery oznacuje
ptitomnost amino skupiny (-NH;). Jedna se o nizkomolekularni organické slouceniny, které
jsou v organismech zastoupeny v malém mnozstvi, ale jsou to nezbytné latky slouzici jako
biochemické katalyzatory. Vitaminy jsou déleny na dvé& zdkladni skupiny a to hydrofilni,

. ’ v . I ’ 7 . 7
které jsou rozpustné ve vod¢ a lipofilni vitaminy, rozpustné v tucich.%®7,68:69

4.3.1.1.1 Vitamin B,

Riboflavin, nebo-li vitamin By, je fluoreskujici zlutozelena latka. Mezi pfirodni
zdroje vitaminu patii mléko a mlécné vyrobky, ryby a vnitinosti. Chrani kazi, nehty, vlasy,

1&¢i defekty ustni dutiny a ptiznivé plisobi na zrak. DDD (doporucend denni davka) je 1,7mg.
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Jeho velky nedostatek mizou pocitovat lidé uzivajici antibiotika, velké mnozstvi alkoholu
nebo hormondlni antikoncepci, ten se pak projevuje bolavymi Usty, bolaky v Gstech a vyrazky
na obliceji. Nadbytek je odvadén mo&i.*"® Vitamin B, je tvofen isoalloxazinovym jadrem a

ribitolem. Riboflavin fosfat se nazyva flavin a jedna se o koenzym.68

HO OH
HaC
OH
H,C N OH
/ —N
N— >:O
)

Obr. 19 Vitamin B,

4.3.1.1.2 Vitamin C

Vitamin C je dobfe znam i1 pod pojmem kyselina askorbové, odvozen od
omezovani kurdé¢ji - skorbut. DDD se pohybuje mezi 50-70g. Nejvice jej najdeme v plodu

Sipku a citrusech. Vitamin C zejména stimuluje imunitni systém a ziejmé také pomaha

sy . r s 67
snizovat rakovinotvorné buj eni.’

Jeho nedostatek se projevuje jako znamé kurdéje, vedouci k vypaddvani zubu,
stejn€ jako vlash, praskani kapilarnich cév, Spatné hojici se rany a celkova snizend imunita.

Nadbytek je u tohoto vitaminu problém, nebot’ vznikaji ledvinové kameny, nadmérné moceni,
o el w67

prijem ¢i koZni Vyrazky.6 89
OH

(0]
HO —0

OH =

HO
OH

Obr. 20 Vitamin C
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4.3.1.1.3 Analyza vitaminu v plodech kustovnice

Nasledujici tabulka 14 srovnava piitomnost vitaminti B, a C v riznych extraktech
plodu kustovnice. MuZzeme pozorovat, ze se vitaminy extrahovaly pouze Vv polarnich
rozpoustddlech. To odpovida jejich polarni chemické povaze.®®

Vitamin B, byl nalezen v methanolickych a acetonovych extraktech duziny a
slupky kustovnice cizi (a). Kyselina askorbova byla detekovéana v analogickych a navic i ve
vodnych extraktech kustovnice cizi (a) a ve slupce kustovnice ¢inské (b).

Srovnani analyzovanych vzorkl kustovnic z pohledu vitaminid je mozné provést
na extraktu okyselenym methanolem (¢. 3). Ze susené kustovnice ¢inské (¢) nebyl extrahovan
zadny vitamin, zatimco kustovnice vypéstované na naSem uzemi (a i b) obsahuji vitamin C a
kustovnice cizi (a) i vitamin B;. Moznym vysvétlenim je vyrazny ubytek vitaminii béhem
suseni a skladovani.

Dostupna literatura, diskutovana v teoretické casti, uvadi pfitomnost téchto
vitaminli v plodech, necituje vSak vSak Zadnou védeckou praci, ktera by toto tvrzeni

jednoznacéné analyticky potvrdila.

Tab. 14 Vitaminy v plodu kustovnice

m/z retenéni g a a 5
nazev latky . duZina slupka duZina | slupka
[M+H]" &@s 1 2 3 4 5 6 7|1 2 3 4 5 6 7|3 3|3 3
riboflavin (B,)  377,1461 0,59 X X
askorbova kys (C) 177,0399 3,93 X X X X X

plody: a kustovnice cizi, b kustovnice ¢inskd, ¢ kustovnice ¢inska suSena

extrakéni €inidla: 1 voda + 0,01% HCI, 2 dimethylsulfoxid, 3 methanol + 0,01% HCI, 4 aceton + 0,01% HCI, 5 ethylacetat,
6 terc-buthylmethylether, 7 hexan

Na obr. 21 jsou uvedeny chromatogramy rekonstruované pro hodnoty m/z 377 a
177 ziskané analyzou methanolického extraktu duziny kustovnice cizi a ¢inské. Ackoli piky
evidentné nejsou dokonale chromatograficky separovany od ostatnich slozek se stejnou
nomindlni hodnotou m/z, signal je dobfe pozorovatelny v odpovidajicim MS spektru
primérovaném pies dominantni pik zaznacCeny Sipkou (m/z 377,1477, odchylka od teoretické
hodnoty 1,6 mDa; 4 ppm; m/z 177,0550, odchylka od teoretické hodnoty 15 mDa; 85 ppm).

V MS spektru s vyssi kolizni energii na obr. 22 mizeme pozorovat fragmentaci

kyseliny askorbové. Fragmentace probiha z rodicovského iontu (m/z 177) ztratou postranniho
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fetézce na fragment s m/z 117,0236 (odchylka od teoretické hodnoty 4,8 mDa; 41 ppm) a
ztratou CO na fragment s m/z 85,0319 (odchylka od teoretické hodnoty 8§ mDa; 89,9 ppm).
Tuto fragmentaci potvrzuje studie zroku 2005, ve které byla kyselina askorbova
identifikovana pomoci LC-MS V rajceti, kiwi a mangu. V této praci bylo pouzito stejné¢ho
extrakéniho &inidla a fragmentace se shoduje.”

/ 1: TOF MS ES+ 1: TOF M5 ES+
a) 100+ 0.59 377146 0.1000Da 455 378.0521 42026

1.98ed

%

173 377.2126
377.1477
0 : . . : . R | STT.584T 377 6g27 378.2170
0.50 1.00 150 ars
1. TOF MS ES+ 1. TOF MS ES+
7 -
b) 100- 393/ 177.04 0 110030103 100 39266
&5 £34.2985
o]
177.0550
314.1380 472.2462
207 0656 \ 564.2563
e
) 257.5732 ‘
Time 0 ,,l ....,....,!.'.'.,I....,..H'"‘...,.'..|. miz

T T
200 300 400 500 600

Obr. 21 Chromatogram a hmotnostni spektrogram methanolického extraktu duziny

kustovnice cizi - riboflavin (a) a kyselina askorbova (b)

2 TOF MS ES+
o0 177,065 4 54¢6
oH [M+H]*
HO o
0
. o — H+
. . 145.0307
. H —0
1 /\(ﬁ HO
== OH
HO .
117.0236 . 163.0394
89.0319 [M-CzH.0-]
[M-C3H,0:1" 123.0444 37,0508 147.0443 165.0552
: 158.0054
85.0287.. 970285 49,0285 | J
0 ,l.!..,..r.,.L..J.,.].'..;....,..|.%,.:.'.,::..L,L:.‘.:,'f.!!;.'.'..‘*,.LH.[:.'J.,L!-..‘:,J:... .l.!.,'.l.'::;.':.:,!.'..‘,!!.'.,‘..lr.“,‘. miz
70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170

Obr. 22 Hmotnostni spektrum ziskané z MS skenu s vyssi kolizni energii zndzornujici

fragmentaci kyseliny askorbové
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V chromatogramu rekonstruovaném pro m/z 377 je pozorovan pik s reten¢nim
casem 0,59 min. Primérovanim pies tento pik ziskame ion s m/z 377,1477 s odchylkou od
vypoctené hodnoty m/z riboflavinu 1,6 mDa. Dalsi chromatogramy jsou rekonstruovany pro
fragmenty riboflavinu (ve spektru s vyssi kolizni energif), které jsou uvedeny v databazi.”

Intenzita obou fragmentd je relativné nizkd a v pfipadé mensSiho fragmentu
dochdzi ke koeluci s dal§imi latkami, pfesto je mozno oba ionty ionty zachytit. obr. 23.
Fragment m/z 243,0877 (odchylka od teoretické hodnoty 9,8 mDa; 40 ppm) vznika
odstépenim postranniho fetézce riboflavinu (b). Roz$tépenim isoalloxazinového jadra

vitaminu pak vznikd m/z 174,099 (odchylka od teoretické hodnoty 4,1 mDa; 23,5 ppm) (c).
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1: TOF MS ES+
77 14 [
a) 100- 0.59/ 377.148 0.0500Da

1.60ed
430
4.33
428
o1 9.08
Ei .
192 i_4g 9.0&9.12
csq |80
453 %
07e .87/ | (W~ -6.40 9.02/]21°
s 173 209 4.96 6.81 745 9.21
.50 167 : ~8.25
081 ) 371 9.29
-0- 226
5 271 (946
U_I""Eﬂﬂ"l — T T T T T T R PR Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
1: TOF MS ES+
100- 0.59/ 377148 0.0500Da

1.60e4

081 gag 0.96 1_04}.08/ . 1.34

[]I""I""I""I""I""I'"'I""I""I""I""I""I""I""I""I""I"''I-l—irr.Ie
0.20 0.40 0.60 0.50 1.00 1.20 1.40 1.60
0.59 2: TOF MS ES+
b) 100- 243.098 0.0500Da
2.50e3
‘6‘9'_
135 144151  189.
U T "'I""I'"'I"''I""I""I""I""I""I'"'I"''I""I""I""I""I""TirrIe
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60
0.62 2: TOF MS ES+
C —
) 100 0.66 174.099 0.0500Da
¢ 073 3.17e3

135 4 40
7

0.26
U.‘liﬂ.ﬂ 0.33 041

Obr. 23 Chromatogram methanolického extraktu slupky kustovnice cizi - riboflavin (a),

fragment m/z 243 (b) a fragment m/z 174 (c)

4.3.1.2 Flavonoidy

Flavonoidni latky jsou rozsahlou skupinou sekundarnich rostlinnych metaboliti,
které miizeme najit ve vSech Castech rostliny. Jedna se o rostlinnd barviva, fungujici jako
enzymy a zajistujici ochranu pfed UV zafenim a hmyzem. Céste¢né se i¢astni fotosyntézy a

regulace rostlinnych ristovych hormont.”? Z chemického hlediska jsou odvozeny od 2H-
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chromenu a substituované v C-2 poloze fenylovou skupinou, coz dava tzv. flavan. Flavonoidy
obvykle existuji glykosidované jednoduchymi sacharidy, vyskytuji se ve formé O-glykosidu a

méng¢ Casto se také ve formée C-glykosid1°1.73
4.3.1.2.1 Rutin

Rutin je Zluta pevna latka, ktera se sklada s quercetinu a disacharidu rutindzy, coz
je rhamndza a glukéza. Vyskytuje se ve velkém mnozstvi v ovoci a zelenin€. Mezi vyznamné
zdroje patfi 1 pohanka. Rutin mad, stejné¢ jako jeho aglykon quercetinu, antioxidancni,
protizanétlivé a antikarcinogenni schopnosti, také stabilizuje a zesiluje G¢inek vitaminu C a

posiluje krevni kapilary.”*

OH

Obr. 24 Rutinu

4.3.1.2.2 Analyza flavonoidu v plodech kustovnice

Jak miZzeme pozorovat z tabulky 15 popisujici pfitomnost flavonoidu v plodu, v
kustovnici se nachazi glykosidovany derivat quercetinu rutin. Rutin byl nalezen pouze
Vv plodu suSené kustovnice ¢inské (methanolicky extrakt, c), v ostatnich vzorcich nebyl
zachycen. Vétsi obsah rutinu v kustovnici vypéstované v Asii by mohl souviset se
zakoncentrovanim plodu susenim, piipadné rozdilnymi podminkami pro jeho rist a zrani.

V teoretické Casti této prace v kapitole 2.5 je uvedeno, ze typickymi extrakénimi
¢inidly pro studium flavonoidnich extraktd z kustovnice jsou methanol, ethanol popf. 1 voda,

coz odpovida vysledkiim v této analyze.
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Tab. 15 Flavonoidy v plodu kustovnice

m/z retenéni vi o a a "
Nizev litky . duZina slupka duZina | slupka
[M+H] ¢as 1 2 3 4 5 6 7|1 2 3 4 5 6 7|3 3|3 3°
Rutin 611,1612 4,17 X X

plody: a kustovnice cizi, b kustovnice ¢inska, ¢ kustovnice ¢inska suSena

extrakéni €inidla: 1 voda + 0,01% HCI, 2 dimethylsulfoxid, 3 methanol + 0,01% HCI, 4 aceton + 0,01% HCI, 5 ethylacetat,
6 terc-buthylmethylether, 7 hexan

Obrazek 25 znazoriiuje chromatogram a vysledné hmotnostni spektrum rutinu

(m/z 611,1622, odchylka od teoretické hodnoty 1 mDa; 1,6 ppm) ve slupce susené kustovnice

¢inské (c). Na obr. 26 je zde mozno pozorovat fragmentaci rutinu na quercetin. Disacharid

rutindza se fragmentuje z aglykonu z hodnoty m/z 611 na koneény m/z 303,0504 s teoretickou

odchylkou pouhych 0,1 mDa (0,3 ppm). Je zajimavé, Ze k pomérné rozsédhl¢ fragmentaci

dochdzi uz pfi pomérné¢ nizké kolizni energii (Trap CE 4 eV, Transfer CE 2 eV).

Pravdépodobné zde piispiva i termalni fragmentace. Podle MS spekter jsou dalsi piky v tomto

chromatogramu pravdépodobn¢ izomery rutinu.

100+

%
1

4.1V

1: TOF MS ES+ 1: TOF M3 ES+
611.161 0.1000Da 100- 633.1437 9.36e5
17925 611.1622
325.0572
=] e
387.9958 502.2909
/519 0222

325.5585

377.2137 398.9999 \ ‘ ’ 520.0248
e 0 S N """II""I by || | h --| el iz

6.00 350 400 450 650

Obr. 25 Chromatogram a hmotnostni spektrum methanolického extraktu duziny susenné

kustovnice cinské

61




303.0504 2: TOF MS ES+

- - +
[M+H-rutinéza] Caaf
100- OH 8.53e6
A 0K 405852889 2.10e4
HO o} o
.
H
OH o
=] 608.3843 /
o | OH o}
= 611.1622
+
591.3591 ¢ [M+H]
O At miz
304.0536 580 590 600 610 620
2290495 340.9961 502.2910 549 gp22 /
ol 7 283.1075 | N 396.9691 979959 415.98174753252. Do 5535941 5852889 -
LAY A RAAA KA LAY A LA A LA b i L

210 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620
Obr. 26 Hmotnostni spektrum ziskané z MS skenu s vyssi kolizni energii zndzornujici

fragmentaci rutinu
4.3.1.3 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny mizeme najit v riznych castech rostlin. Je to velka skupina
latek, které ovliviiuji kvalitu potravin rostlinného piivodu. Jsou povazovany za antioxidanty s
vlivem na autoimunitni systém organismi.”” Mohou vystupovat jako prenasece elektrontl
nebo signalni molekuly v biochemickych metabolismech, didle mohou stejné jako flavonoidy
chranit rostlinu pfed UV zafenim.”® Obsah fenolickych kyselin v rostliné neni staly, ale zavisi

na stupni zralosti rostliny, na obdobi i na skladovacich podminkach.”
4.3.1.3.1 Kyselina vanilova

Jednd se o oxidovanou formu latky vanilin a strukturné¢ se fadi mezi
hydroxybenzoové kyseliny. Nejvice kyseliny vanilové je mozno najit v kofenech angeliky

¢inské, kterd, stejné jako kustovnice, spada do tradi¢ni ¢inské rnediciny.77
4.3.1.3.2 Kyselina p-kumarova a ferulova

Tyto latky patii mezi hydroxyskoficové kyseliny, jenZ maji antioxidac¢ni a
antikarcinogenni U€inky na bunécné stény rostlin a déle jsou toxické pro nekteré celulotické
bakterie, nebot’ inhibuji traveni sacharidé.”® Samotna ferulova kyselina je nejrozsifendjs

hydroxyskoficovou kyselinou s hlavnim vyskytem napiiklad v kukufici seté.”
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CH,
OH OH OH

Obr. 27 Kyselina vanilovad, p-kumarova, ferulova
4.3.1.3.3 Analyza fenolickych kyselin v plodech kustovnice

Fenolické kyseliny jako polarni latky byly extrahovany do okyseleného
methanolu (3). Obr. 28 znazoriiuje chromatogram rekonstruovany pro hodnotu m/z 169, 165 a
195, které odpovidaji vyse zminénym fenolickym kyselinam.

V MS spektru ziskaném primérovanim pies dominantni pik je patrny signal iontu
s hodnotou m/z 165,0549. Tato hodnota velmi dobfe koresponduje s teoretickou hodnotou
m/z pro p-kumarovou kyselinu ([M+H]"; odchylka od teoretické hodnoty 0,6 mDa; 3,6 ppm).
S velmi malou intenzitou lze také pozorovat ion s m/z 121,0645 (odchylka od teoretické
hodnoty 0,8 mDa; 6,6 ppm), ktery mize odpovidat ztraté CO,, jenZ je typickd pro organické
kyseliny.

Primérovanim ptes dominantni pik byl ziskan také ion m/z 195,0684. S
odchylkou 2,7 mDa (13,8 ppm) odpovida elementarnimu slozeni ferulové kyseliny. Rovnéz u
této latky byla pozorovana ztrata karboxylové skupiny s vyslednou hodnotou m/z fragmentu
151,078 (odchylka od teoretické hodnoty 2,1 mDa; 13,9 ppm). V extraktech okyselenym
acetonem byla nalezena kyselina vanilova. Naméfena hodnota m/z byla 169,0499, coz
odpovida minimalni teoretické odchylce 0,2 mDa (1,2 ppm). V chromatogramech je patrna
fada minoritnich slozek se stejnou nominalni hodnotou m/z. Nékteré z nich mohou odpovidat
izomernim strukturdm odvozenym od téchto kyselin.

Studie, zniména v teoretické casti, uvadi, Ze v kustovnici bylo mozno pomoci
HPLC-DAD-ESI-MS identifikovat vSechny tyto kyseliny, prace bohuZzel neuvadi, zadné
fragmentace t&chto latek.*!

Opét muzeme kvalitativné pozorovat odliSnost ve slozeni mezi kustovnicemi

¢inskymi, nebot’ pouze kustovnice cizi (a) a kustovnice ¢inska (b) obsahuji p-kumarovou
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kyselinu, zatim co susend kustovnice ¢inska (c) ji neobsahuje. Miize se jednat o jiz zminénou

skutetnost, Ze obsah fenolickych kyselin v rostling se méni béhem skladovani.”

Tab. 16 Fenolické kyseliny v plodu kustovnice

nézey litky m/z  retenéni duina® slupka® duzina | slupka
[MHH]"  &s 1 5 3 4 5 6 7 4 R i
vanilova kys 169,0501 4,51 X
p-kumarova kys  165,0552 0,8 X X X X
ferulova kys 195,0657 3,93 X

plody: a kustovnice cizi, b kustovnice ¢inska, ¢ kustovnice ¢inska susena

extrakéni €inidla: 1 voda + 0,01% HCI, 2 dimethylsulfoxid, 3 methanol + 0,01% HCI, 4 aceton + 0,01% HCI, 5 ethylacetat,

6 terc-buthylmethylether, 7 hexan

Vysledky naznacuji, Ze pouzitd metodika je vhodnd pro analyzu fenolickych

kyselin v plodech kustovnice.
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Obr. 28 Chromatogram a hmotnostni spektrogram kyseliny vanilové (a), p-kumarové kyseliny

4.3.1.4 Kumariny

(b) a ferulové kyseliny (c)

Patii mezi polyfenolické slouCeniny rostlinného pivodu majici benzopyranovy

zaklad. Derivaty kumarinu se nachéazeji v antibiotikach, antivirovych, protirakovinovych i

protizanétlivych latkdch. Nekteré kumariny fluoreskuji a uzivaji se jako fotoinicidtory

v polymerni v&de.®
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4.3.1.4.1 Skopoletin

Skopoletin byl objeven na pocatku 20. stoleti, kdyz po osviceni kliCicich semen
UV zafenim, bylo mozno sledovat silnou modrou fluorescenci. V nizkych koncentracich se
nachazi v cévnim fecisti vSech zdravych rostlin a literatura jej nazyva vSudypfitomnym. Pro
skopoletin je typicka akumulace kolem virem napadené tkané rostliny a zvySena produkce

Vv ptipad¢ zranéni.®

Obr. 29 Skopoletin
4.3.1.4.2 Analyza skopoletinu v plodech kustovnice

Zajimavosti skopoletinu je jeho pfitomnost ve vSech rozpoustédlech kromé €. 6,
tedy terc-butylmethyletheru. Tuto moznost podporuje prace Tzenga a kol., ktera studovala
skopoletin v pelynku ro¢nim. Pfi pouziti n¢kolika extrakénich ¢inidel jako voda, methanol,

ethylacetat a n-hexan se skopoletin ve vSech vyskytoval 82

Tab. 17 Skopoletin v plodu kustovnice

) . m/z  reten¢ni duZina® slupka® duZina | slupka
nazev latky . . ) b

[M+H] ¢as 1 2 3 4 5 6 7|1 2 3 4 5 6 7|3 393 3

scopoletin 193,0501 4,33 X X X X X X | X X X X X X | X X|x X

plody: a kustovnice cizi, b kustovnice ¢inska, ¢ kustovnice ¢inska susena

extrakeéni Cinidla: 1 voda + 0,01% HCI, 2 dimethylsulfoxid, 3 methanol + 0,01% HCI, 4 aceton + 0,01% HCI, 5 ethylacetat,
6 terc-buthylmethylether, 7 hexan

Pti studiu MS spekter ziskanych z LC/MS experimentu byla zachycena i latka
s hodnotou m/z 193,0499. Tato hodnota velmi dobie koresponduje s hodnotou m/z pro
protonizovanou molekulu latky s elementarnim slozenim C;oHgO4 (odchylka od teoretické
hodnoty 0.2 mDa; 1 ppm). Studiem dostupnych informacnich zdroj1°18’16 bylo zjisténo, Ze
V tomto piipad¢ jde s vysokou pravdépodobnosti o skopoletin. Na obr. 30 a 31 mizeme vidét
pfitomnost skopoletinu v duziné kustovnice cizi (a) extrahované v methanolickém

rozpoustédle, stejné jako je tomu v ¢lanku z roku 2010. Tento ¢lanek rovnéz potvrzuje zplisob
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fragmentace této latky. Clanek se zabyva rostlinou lilek potméchut, ktery spada do &eledi
Solanaceace stejné jako kustovnice a svymi kvéty i plody je ji velmi podobny.®* Fragmentaci
pii vyssi kolizni energii dochazi podle odpovidajiciho spektra ke ztraté methylu za vzniku m/z
178,0265 a dale pak pravépodobné kontrakci benzenového kruhu za odstépeni obou
kyslikovych substituentti vznikd m/z 133,0284. Zde je vhodné zminit, ze hodnoty m/z obou
vznikajicich fragmentl vyborné koresponduji s vypoctenymi hodnotami odpovidajici
elementarnich slozeni (0,1 mDa; 0,6 ppm pro fragment s m/z 178,0265 a 0,6 mDa; 5 ppm pro
fragment m/z 133,0284).

1: TOF MS ES+ 1: TOF MS ES+
433 193.05 0.1000Da 193.0499 4.94e5
100 1 2805 100
2 =
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260.2267
378 ~ 485.1963
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543 B 2231690 :
0 Mo _ ‘ | 3180080, | | | [
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Obr. 30 Chromatogram a hmotnostni spektrogram methanolického extraktu duziny

kustovnice cizi
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Obr. 31 Hmotnostni spektrum ziskané z MS skenu s vyssi kolizni energii znazornujici

fragmentaci skopoletinu
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4.3.1.5 Betain

Na konci 19. stoleti byla isolovana nova latka z cukrové fepy (Beta vulgaris) a
pojmenovana po ni jako betain. Z chemického hlediska se jedna o zwitterionickou slouceninu,
ktera je velmi polarni.®* Betain je op&t viudypfitomna latka, co se rostlinné fise ty&e. Je pro ni
typicka akumulace v cytoplasmé a v mezibunéénych tekutinach rostlinnych bunék. Funguje
jako ochrana proteinti, nukleovych kyselin a bunécnych membran pied stresovymi
podminkami, které vyvolava chlad, mraz, toxické kovy, nedostatek vody ¢i salinita.®®

H5C
CH
Lo

e //o
.

Obr. 32 Betain
4.3.1.5.1 Analyza betainu v plodech kustovnice

Betain se nachazi ve vSech polarnich rozpoustédlech pouzitych v této studii, tj.
okyselena voda (1), dimethyl sulfoxid (2), okyseleny methanol (3) i aceton s Kyselinou
chlorovodikovou (0,01%, v/v) (4).

Tab. 18 Betain v plodu kustovnice

m/z retenéni ye 2 a v
nazev latky § duZina slupka duZina | slupka
[MtH]  ¢&s 1 o 3 4 5 6 7|1 2 3 4 5 6 7|3 3|3 3
betain 118,0868 0,59 X X X X X X X X X X | x X

Nedavna studie uvadi, Ze pro analyzu betainu je vzhledem k jeho polarité a tedy
velmi nizké retenci nevhodné pouzivat HPLC a zaroven uvadi, Ze UPLC-MS/MS muze byt
piistroj, ktery je schopen betain identifikovat.*® To potvrzuje nase studie vyuzivajici revezni
fazi (Acquity BEH C18) v uspotfadani ultrati¢inné chromatografie ve spojeni citlivou MS
detekci. Soucasné vSak plati, Ze za pouzitych generickych podminek je retencni ¢as betainu
velmi kratky, coz zhorSuje selektivitu i citlivost méfeni. Optimélni by patrné bylo pouzit

HILIC chromatografii. Tato moznost v§ak piesahuje ramec této prace.
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Obr. 33 a 34 ukazuje chromatogram rekonstruovany pro hodnotu m/z 118. Zde je
patrny vyrazny pik s hodnotou retencniho ¢asu 0,59 min. V MS spektru ziskaném
prumérovanim spekter ptes tento pik dominuje ion s m/z 118,0876, ktery muze byt piipsan
betainu (odchylka od teoretické hodnoty 0,8 mDa; 7 ppm). Identitu této latky dobie potvrzuje
I spektrum s vyssi kolizni energii, kde je patrny fragment vznikajici po odstépeni methylové
skupiny a zejména ion shodnotou m/z 58,0654 odpovidajici N-methyl-N-
methylenmethanaminiu (odchylka od teoretické hodnoty 0,3 mDa; 5 ppm).
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Obr. 33 Chromatogram a hmotnostni spektrogram methanolického extraktu duziny

kustovnice cizi
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Obr. 34 Hmotnostni spektrum ziskané z MS skenu s vyssi kolizni energii znazornujici

fragmentaci betainu
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4.3.1.6 Neidentifikované slozky kustovnice

LC/MS metodou bylo nalezeno 8 pikui s vysokou intenzitou, jejichZz identitu se
nepodafilo vramci této prace spolehlivé ur¢it a mohla by byt namétem navazujicich

experimentl. Identifikace probihala po nékolika krocich.

Mass Calc, Mass | mDa_| PPM | DBE | Fowula——_ | FFIT iFITHorm | FitConf% | C | H [ M| o] s |
120.0811 1200813 0.2 1.7 45 ngg_:a) 27041 0,000 99,99 8 1 1
120,0773 38 316 05 Dz 27138 975 .01 3 w3 2
1200847 3.6 -30.0 05 C5HA WS 2726.2  22.097 0.00 5 14 1 1

ChemSpide

The free chemical database

Simple Structure | Advanced | ¥ More gearches

Search by Properties @
Molecular Formula: CEHIN

Obr. 35 Zndzornéni identifikace latek

Pomoci programu MassLynx, zalozky Elemental composition, byly navrzeny
mozné molekulové vzorce odpovidajici m/z latce s odchylkou do 20 ppm. Tyto vzorce byly
nasledné zadany do tfi webovych programt - ChemSpider, PubMed a MolPort, které generuji
mozné struktury téchto latek. Takové, které se shodovaly ve vSech programech a jejichz
polarita kvalitativné odpovidd pozorované retenci na reverzni fazi, byly zaznamenany jako
mozné latky pftislusici této hodné m/z v tabulce 19.

Vysokym hodnotdm m/z program MassLynx navrhl velké mnoZstvi moznych
elementarnich slozeni, které vSak nebyly nalezeny v pouzitych online programech ani
Vv literatute. Dale byly latky s vys$§i m/z hledany ve spektru z vyssi kolizni energii v ptipadé
mozné fragmentace na mensi latky, 1épe identifikovatelné, ale ani zde nebyl nalezen Zadny
pik, ktery by odpovidal vhodné fragmentaci k piku matetskému. Nakonec byly hledany ptimo
pod hodnotou m/z v literatufe a v rostlinach podobnym kustovnici. Kdyz ani zde nebyl zadny

vysledek, byly latky zaznaceny jako neidentifikovano.
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Tab. 19 Neznameé latky z HPLC-MS

m/z retenéni | elementary .
o ppm fragmentace navrhovana struktura
[M+H] ¢as | composition
120,0811 1,39 CgHgN 1,7 indolin
175 [M+H] — 158 [M+H*-17] N
175,12 0,51 CeHisN4O: 2,9 . .
sMasa2 158 [M+H"] — 130 [M+H"-28] arginin
188 [M+H" 146 [M+H"-42
188,0710 2,99 CuHsNO; 11 L +] = L — ] 1-acetyl-1H-indol-3-karbaldehyd
146 [M+H"] — 118 [M+H"-28]
245 [M+H'] — 201 [M+H"-44] 4-0x0-4-(8-chinolinylamino)butanova
245,0924 4,38 Ci13H12N0. 0,8 . . p
s 201 [M+H"] — 130 [M+H*-71] kyselina
5431334 | 0,54 543 [M+H'] — 381 [M+H'-162] Neidentifikovéno
796 [M+H*] — 634 [M+H*-162
796,3494 3,65 [ 1— 6341 ] Neidentifikovano
634 [M+H'-162] — 472 [M+H"-324]
7983642 | 367 798 [M+H'] = 636 [M+H'-162] Neidentifikovéno
636 [M+H'-162] — 474 [M+H"-324]
1017,4744 3,54 1017 [MH:' ]1— 855 [M+H -1+62] Neidentifikovano
855 [M+H"-162]— 693 [M-+H'-324]

Prvni ¢tyfi hodnoty z tabulky 19, ziskané z polarnich extraktu (¢. 1,2,3 a 4) vSech

kustovnic, byly identifikovany pomoci vySe popsaného postupu a dale na zaklad¢é hledani

fragmentli ve spektrech a jejich interpretace. Jde o navrhované feSeni struktury.

Hodnota m/z 120,0811 se dobfe shoduje s teoretickou hodnotou vypoctenou

Z elementarniho slozeni indolinu (odchylka od teoretické hodnoty 0,2 mDa; 1,7 ppm). Také

fragmentace odpovida procestiim, které 1ze o¢ekavat u indolinu jak znazormuje obr. 36. Indolin

se fragmentuje na ion s m/z 103,0546 za eliminace amoniaku (odchylka od teoretické hodnoty

0,2 mDa; 1,9 ppm), dale se pivodni pyrolovy kruh otvird za vzniku m/z 93,0690 (odchylka od

teoretické hodnoty 1,4 mDa; 15 ppm) a je mozno pozorovat i tfeti fragment s m/z 77,0382

(odchylka od teoretické hodnoty 0,9 mDa; 11,7 ppm) odpovidajici kationtu benzenu (Ce¢Hs").
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Obr. 36 Struktura indolinu, chromatogram a hmotnostni spektrogram piku m/z 120,0811

Neznama latka vtab. 19 shodnotou m/z 175,1200 by mohla odpovidat
aminokyselin¢ argininu (odchylka od teoretické hodnoty 0,5 mDa; 2,9 ppm), v hmotnostnim
spektru na obr. 37 mizeme pozorovat fragmentaci této organické latky, ktera odpovida
literatuie.®” Pi fragmentaci dochazi nejdfive ke ztraté NHj za vzniku fragmentu m/z 158,0927
(odchylka od teoretické hodnoty 0,3 mDa; 1,9 ppm) a poté i k odstépeni CO skupiny na m/z
130,0948 (odchylka od teoretické hodnoty 3,2 mDa; 24,6 ppm).

.
H,N NH OH
NH,
1751200 1. 10F s ES+
1: TOF MS ES+ [M+H]* . Sont
0.51 175.12 0.1000Da 100+ 156.0431 '
100+ -
2 86eb
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Obr. 37 Struktura argininu, chromatogram a hmotnostni spektrogram piku m/z 175,12
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V polérnich extraktech byl nalezen i pik s hodnotou m/z 188,0710 (odchylka od
teoretické hodnoty 0,2 mDa; 1,1 ppm). S vyuzitim online databazi navrzeno n¢kolik moznych
vzorcu. Nejpravdépodobnéjsi strukturou je 1-acetyl-1H-indol-3-karbaldehyd nebo o néktery
zZ moznych polohovych izomerti. Logicky mechanismus fragmentace této latky odpovida
iontim pfitomnym ve spektru na obr. 38 (maji identicky retenc¢ni cas s rodi¢ovskou
molekulou). Jde o ion s m/z 146,0604 souvisejici s odstépeni acetylové skupiny (odchylka od
teoretické hodnoty 0,4 mDa; 2,7 ppm) a dale ion s m/z 118,0653 odpovidajici indolu
s teoretickou odchylkou 0,2 mDa (1,7 ppm).

@)
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/ H
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1: TOF MS ES+
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Obr. 38 Struktura 1-acetyl-1H-indol-3-karbaldehydu jako jednoho z moznych izomernich

struktur, chromatogram a hmotnostni spektrogram piku m/z 188,071

Latka pod hodnotou m/z 245,0924 (odchylka od teoretické hodnoty 0,2 mDa; 0,8
ppm) je patrné derivatem chinolinu substituovaném na svém skeletu aminoskupinou a
karboxylem. Fragmentace uvedena na obr. 39 tomu odpovida, zmolekuly se odstépuje
karboxylova skupina za vzniku iontu s m/z 201,1054 (odchylka od teoretické hodnoty 2,6
mDa (12,9 ppm)). Nésledné se odstépuje i zminéna aminoskupina za vzniku iontu m/z
130,0654 (odchylka od teoretické hodnoty 0,3 mDa; 2,3 ppm). Z namétenych spekter vSak

nelze jednoznacné rozhodnout o poloze jednotlivych funkénich skupin.
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Obr. 39 Struktura 4-0x0-4-(8-chinolinylamino)butanové kyseliny jako jednoho z moznych

izomernich struktur, chromatogram a hmotnostni spektrogram piku m/z 245,0924

4.3.2 Analyza pomoci MALDI-MS

Pomoci MALDI-MS metody byl v plodu kustovnice identifikovan karotenoid
zeaxanthin dipalmitat, ktery byl jiz pfedb&zné diskutovan v kapitole 4.1 vénované

optimalizaci extrakce.
4.3.2.1 Karotenoidy

Jedna se o zlutd a oranzova barviva dosahujici vyjimecné zlutozelené az Cervené
barvy. Karotenoidy jsou lipofilni barviva nejen u rostlin, ale 1 hub, fas a zivocichi.
Z chemického hlediska se fadi mezi tetraterpeny, konkrétné terpenoidy obsahujici osm
isoprenovych jednotek. Barevné jsou diky nasobnym konjugovanym vazbam a déli se na dvé

skupiny — karoteny obsahujci uhlovodiky a xanthofyly obsahujici navic i kyslik."
4.3.2.2.1 Zeaxanthin dipalmitat

Je disubstituovany pigment, jehoZz prekurzorem je beta-karoten nebo beta-
kryptoxanthin, patfici mezi xantofyly.’? B&né se spolu s luteinem vyskytuje v listové zeleni a

ve Zloutku. Jednd se o hlavni karotenoidy o¢ni Cocky a vyskytuji se v oblasti Zluté skrvrny na
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sitnici. Nyni je studovan v souvislosti s moznosti lecby nékterych nemoci nebo jejich

¥ , ’ ¥ v s r . 88 v r
pfedchazeni, napt. prevence onemocnéni srdce, mozkové mrtvice™ nebo degenerace zluté

s s r 37
skvrny souvisejici se starnutim.

Obr. 40 Zeaxanthin dipalmitat

Technikou MALDI-MS byl identifikovan zeaxanthin dipalmitat pouze v duziné
kustovnice cizi, jenz byla extrahovdna pomoci ehtylacetatu (extrakéni ¢inidlo €. 5) po dobu 48
hodin v chladu a tmé.

Kaufmann a kol. uvadi ve své studii z roku 1996, ze studie pouzivajici hmotnostni
spektrometrii k identifikaci karotenoidi v pfedchozich letech jsou vzacné. Jako divody udava
nékteré vlastnosti karotenoidi, jako je jejich tepelna nestabilita a mald rozpustnost v béZnych
matricich uZivanych pro hmotnostni spektrometrii. Zaroven se pozastavuje nad tehdy novymi

|.89

tontovymi zdroji, EST a MALDL™ O 11 let pozd&i vychazi studie zaméfena na analyzu

karotenoidii pomoci MALDI-TOF, ktera identifikuje nékolik karotenoidli z riiznych rostlin.
Mezi optimalni rozpoustédla uvadi i ethylacetat, coz se shoduje s vysledky této préce.90
Obr. 41 a 42 ukazuje MS a MS/MS spektrum ethylacetitového extraktu

kustovnice kustovnice cizi.
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Obr. 41 MALDI-TOF-MS spektrum THAP matrice (a), ethylacetatového extraktu kustovnice

cizi - slupka (b), duzina (c)
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Obr. 42 MSMS fragmentace zeaxanthin dipalmitatu z ethylacetatového extraktu

duziny kustovnice cizi
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Tento typ fragmentace potvrzuje Inbaraj a kol., kdy hodnota m/z 1045,9117
(odchylka od teoretické hodnoty 16,5 mDa; 15,8 ppm) se nejdiiv fragmentuje jedna palmitova
kyselina (FA) za vzniku fragmentu s hodnotou m/z 789,6818 s odchylkou od teoretické
hodnoty 26,8 mDa (33,9 ppm) a poté druha (2FA) za vzniku fragmentu s hodnotou m/z
533,4375, kde odchylka od teoretické hodnoty &ni 22,8 mDa; 42,7 ppm.” Detaily
k identifikaci jsou uvedeny v kapitole vénované optimalizaci.

Ve spektrech ¢) a d) si miizeme povSimnout profilu izotopti. Témi se zabyval
ve své praci Kaufmann a kol. Uvadi, Ze izotopicky profil je vyznamné ovlivnén piispevky
karotenoidi a mastnych kyselin v protonizovanych formach i formach radial kationtd
(produkce smiSené populace sudych a lichych iontt).* Vzhledem k tomu je vhodné potvrdit
identitu zeaxanthin dipalmitatu porovnanim realného izotopického profilu s izotopickym

modelem. Toto porovnani je patrné z obr. 43.
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Obr. 43 Izotopy zeaxanthin dipalmitatu ve spektru (profilova data) (a), modelova
izotopicka spektra obou forem (centrovand data) (b,c), experimentdlné zmeérené spektrum

(centrovana data) (d)
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Shoda izotopického modelu od realného spektra byla testovana na zaklad¢ tivahy,
ze na druhém izotopickém piku se podili protonizovand forma i radikdl-kation. Vzajemny
pomér jejich intenzit v realném spektru je mozno vypocitat z intenzity prvniho izotopu
radikalkationtu a intenzity ,,smésného® izotopu m/z 1045,9. Ztohoto poméru je mozno
vypocitat i ptispévky obou forem k intenzité tietich a ¢tvrtych izotopl. Soucty intenzit tietich
a ctvrtych izotopl se od experimentalné naméfenych intenzit 1isi o 10%. Tuto odchylku lze

povazovat za akceptovatelnou pro potvrzeni identity zeaxanthin dipalmitatu.

4.3.2.2 Neidentifikované slozky kustovnice zachycené technikou MALDI-MS

Pro nespecificky screening latek obsazenych v extraktech plodd kustovnice byla
pouzita metoda zahrnujici fragmentaci pfitomnych iontl na zékladé automatického méteni
jejich intenzity. Podle zmétené intenzity iontd v MS spektru (Survey Scan) a prahové
intenzity definované wuzivatelem v metod¢ jsou pfistrojem automaticky provedeny
odpovidajici kolizni experimenty a ziskand MS/MS spektra. Tento postup je ve hmotnostné
spektrometrické praxi ozna¢ovan jako Data Dependent nebo Data Directed Analysis (DDA) a

umoznil kromé zeaxanthin dipalmititu detekovat dominantni ionty ve spektru, které¢ uvadi

tabulka 20.

Tab. 20 Neznamé latky z MALDI-MS

m/z

[M+H] fragmentace ppm

543,148 543 [M+H'] — 381 [M+H"-162] 28,2

785,2623 785 [M+H'] — 623 [M+H"-162] neidentifikovano

821,3492 | 821 [M+H'] — 659 [M+H™162] — 497 [M+H"-324] neidentifikovéno
836 836 [M+H"] — 674 [M+H"-162] — 512 [M+H"-324] neidentifikovano
874 874 [M+H'] — 712 [M+H*-162] — 550 [M+H"-324] neidentifikovéno
893 893 [M+H"] — 731 [M+H"-162] — 569 [M+H"-324] neidentifikovano
911 911 [M+H'] — 749 [M+H'-162] — 587 [M+H"-324] neidentifikovéno

lon s m/z 543,148 fragmentuje ztratou hexozy na ion 381,0141 (s odchylkou 65,8
mDa). MoZnym vysvétlenim pfitomnosti tohoto iontu ve spektru je vznik draselného aduktu
trisacharidu (trihexosy) jak uvadi obr. 44. Ve MALDI-MS spektru lze s pon¢kud nizsi
intenzitou nalézt 1 odpovidajici sodny adukt tj. ion s nominalni hodnou m/z 527,1231

(odchylka od teoretické hodnoty 35,7 mDa; 67,7 ppm).
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Robinson a kol. se snazili pomoci MALDI-MS popsat ve vode rozpustné cukry

pritomné ve stonku pSenice. Ve své studii uvadi, ze m/z 543 je trihexosid draselny a pii jeho

fragmentaci dochazi ke vzniku iontu s m/z 381. To se dobfe shoduje s nasi praci.91
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Obr. 44 Hmotnostni spektrogram MS a MSMS iontu s m/z 543,148

Ostatni latky v tabulce 20 $tépi hexdzu hned tfi krat. Literatura, ktera by splnovala
tyto podminky, nebyla nalezena. Vzhledem k tomu, Ze se vyskytuji pouze v polarnich
rozpoustédlech (€. 1,2,3) a maji velké mnoZstvi hexdz je moznost se jedna o oligosacharidy

nebo viceglykosylované latky, které se doposud nezdatilo jednoznaéné identifikovat.
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5. ZAVER

Optimalni technikou pro analyzu latek obsazenych v extraktech z plodu
kustovnice je kombinace kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii.

V této praci byly touto technikou nalezeny nizkomolekularni latky jako jsou
fenolické kyseliny (kyselina vanilova, p-kumarova a ferulova), latky flavonoidni povahy
(rutin a jeho derivaty) a kumarinové derivaty (skopoletin) a rovnéz nékteré ve vodé rozpustné
vitaminy (riboflavin (B;) a askorbova kys (C)). Dale byla identifikovana velmi polarni latka
betain a zavérem 1 aminokyselina arginin a pilotné navrzeny struktury nékterych
heterocyklickych slozek (indolin, derivaty indolu a chinolinu).

MALDI-MS je uzitetnou komplementarni technikou k LC/MS. Pomoci této
metody byly zachyceny latky v Sirokém rozsahu polarity. Tato technika umozZnila
jednoznacnou identifikaci vyznamného karotenu zeaxanthin dipalmititu. Vedle toho byla
technikou MALDI-MS v polarnich extraktech zachycena fada viceglykosylovanych derivati
s nezndmou strukturou. Jejich jednoznacna identifikace v kustovnici miize byt zajimavym
predmétem dalSiho studia sloZeni plodu kustovnice. Technika UV/VIS spektrometrie poskytla
doplitkové informace pro klasifikaci majoritnich latek obsahujicich chromofor v jednotlivych
extrakech.

Prace také srovnava zastoupeni nalezenych latek v duziné a slupce a mezi druhy
kustovnic navzdjem. Na zakladé srovnani pfitomnosti jednotlivych nalezenych latek zatim
nelze provést odliSeni jednotlivych druhti kustovnic. To je dano jednak okolnostmi ristu,
zrani 1 piipadného dalSiho zpracovani plodii (klima, puda, Skiidci, onemocnéni, forma
skladovani, suSeni), ale patrné i1 potiebou porovnani vétsiho poctu latek a vzorki i vhodného
statistického zpracovani ziskanych dat. To mlZe byt ndmétem pro pokraCovani vyzkumu

kustovnice.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

zkratka
MALDI
HPLC
UPLC
LC
HILIC
MS
DNA
Gl

GC
TCM
DAD
PDA
ELSD
FAB
FIB
TS

Cl

El

ES
ESI
APCI
APPI
Q-TOF
MCP
ADC
UVIVIS
DDD

termin

matrix assisted laser desorption/ionization
high performance liquid chromatography
ultra performance liquid chromatography
liquid chromatography

hydrophilic interaction liquid chromatography
mass spectrometry

deoxyribonucleic acid

glykemicky index

gas chromatography

tradi¢ni ¢inska medicina

diode array detector

photodiode array

evaporative light scattering detector

fast atom bombardment

fast ion bombardment

termospray

chemical ionisation

electron ionization

electrospray

electrospray ionization
atmospheric-pressure chemical ionization
atmospheric pressure photoionization
kvadrupolovy hmotnostni analyzator time-of-flight
microchannel plate

analog-to-digital converter
ultraviolet/visible

doporucena denni davka
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