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Anotace

Tato diplomova prace je vénovana zavedeni metody pro stanoveni kyseliny salicylové
pomoci HPLC/FLD a jejimu naslednému vyuziti pro analyzu realnych rostlinnych vzorki. V
teoretické Casti jsou uvedeny fyzikalni a chemické vlastnosti stanovované latky. Pozornost je
vénovana procesu syntézy kyseliny salicylové v rostlindich a jeji funkci pii regulaci
fyziologickych procest. V ramci literarni reSerSe bylo zahrnuto i porovnani analytickych
metod pro stanoveni kyseliny salicylové a rovnéz srovnani moznosti extrakce kyseliny
salicylové zrostlinného materidlu. Experimentalni ¢ast se zabyvd optimalizaci
chromatografické separace (délka kolony a sloZzeni mobilni faze), optimalizaci fluorescencni
detekce a postupu extrakce kyseliny salicylové z rostlinnych vzorkd. Pro metodu byly
stanoveny meze detekce, meze kvantifikace a kalibra¢ni rozsahy kyseliny salicylové pro
jednotlivé kolony. Zavedend metoda byla pouzita pro kvantifikaci kyseliny salicylové ve

vzorcich rostlin (Arabidopsis thaliana a Papaverum somniferum).

Annotation

This master's thesis is devoted to the introduction of a method for the determination of
salicylic acid using HPLC-FLD and its subsequent use for the analysis of real plant samples.
The physical and chemical properties of the determined substance are presented in the
theoretical part. Attention is paid to the process of salicylic acid synthesis in plants and its
function in the regulation of physiological processes. A comparison of analytical methods for
the determination of salicylic acid as well as a comparison of the possibilities of extraction of
salicylic acid from plant material were included in the literature search. The experimental part
deals with optimization of chromatographic separation (column length and mobile phase
composition), optimization of fluorescence detection and procedure for extracting salicylic
acid from plant samples. Limits of detection, limits of quantification and calibration ranges of
salicylic acid for individual columns were determined for the method. The established method
was used for the quantification of salicylic acid in plant samples (Arabidopsis thaliana and

Papaverum somniferum).
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Seznam pouzitych zkratek a symboli

a smérnice kalibracni kiivky

acetyl-SA kyselina acetylsalicylova

AHFS Patient Medication Information (Informace o 1é¢ivech pro pacienta)

AOAC Association of Analytical Communities (Sdruzeni analytickych
spole¢nosti)

C koncentrace analytu

FDA Food and Drug Administration (Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv)

FL fluorescence

FLD fluorescen¢ni detektor

HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

IC isochorismatova cesta

IPL izochorismét pyruvatlyaza

LOD mez detekce

LOD; instrumentalni mez detekce

LODmn mez detekce metody

LOQ mez stanovitelnosti

LOQi instrumentalni mez stanovitelnosti

LOQOm mez stanovitelnosti metody

MeSA methylsalicylat

MF mobilni faze

MFA mobilni faze A

MFB mobilni faze B

MFC mobilni faze C

OAA 2-methoxybenzoova

PAL fenylalanin ammonium-lyaza

PALC fenylalaninammonia-lyazova cesta

PBS fosfat

pPKa disocia¢ni konstanta kyseliny

q intercept

Q usek na ose y (intercept) rovnice kalibra¢ni kiivky

QC koeficient kvality linearni regrese

R korelaéni koeficient



S/N signal/Sum

SA kyselina salicylova

SAG 2-beta-D-glukosid kyseliny salicylové
SAR systémov¢ ziskana rezistence

ST roztok standardu

SGE salicyloyl-L-aspartat

SPE extrakce pevnou fazi

TBA terc-butylalkohol

TCA kyselina trichloroctova

TFA kyselina trifluoroctova

TSCA seznam pro kontrolu toxickych latek
US EPA Americka agentura pro ochranu zivotniho prostiedi
uv ultrafialové zareni

UVI/VIS ultrafialovo-viditelna spektrofotometrie
VS vnitini standard

y odezva detektor


https://en.wikipedia.org/wiki/Toxic_Substances_Control_Act

1 Uvod

Kyselina salicylova patii do skupiny rostlinnych fenolickych latek. V rostlinach ptisobi
jako dulezita signalizacni latka, kterd je syntetizovana jako odezva pii napadeni patogenem
nebo pfi abiotickému stresu zptisobeném teplem, chladem, salinitou, suchem a toxicitou kovd.
Funkce kyseliny salicylové neni omezena jen na obranyschopnost rostliny, mé pozitivni vliv
také na vyvoj kvéti a termogenezi. Biosyntéza kyseliny salicylové probiha dvéma
metabolickymi cestami. Z biologického hlediska je zajimavé rozliSovat v rostlindch obsah
volné a vazané kyseliny salicylové. PredloZzena magisterskd prace je vénovana zavedeni
postupu extrakce a vlastnimu stanoveni jak volné, tak vazané kyseliny salicylové v rostlinach.
Pro stanoveni kyseliny salicylové byla zvolena vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie s
fluorescenéni detekci (HPLC-FLD), ktera patii mezi jednu z nejpouzivanéj$ich separacnich

metod v praxi.



2 Cile prace

Cilem diplomové prace je zavedeni metody pro analyzu kyseliny salicylové pomoci

vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescencni detekci (HPLC-FLD) a jeji pouziti

ke stanoveni obsahu této latky v rostlinnych vzorcich. DalSim cilem je zavedeni a optimalizace

extrakce kyseliny salicylové z rostlinného materialu.

Diplomova prace ma nasledujici dil¢i cile:

reSerSe moznosti stanoveni kyseliny salicylové pomoci HPLC,
vyvoj, optimalizace a validace analytické metody,
vyvoj a optimalizace extrakce kyseliny salicylové z rostlinnych vzorki,

analyza ziskanych extrakti pomoci HPLC-FLD s vyuZitim zavedené metody.



3 Teoreticka cast

3.1 Kyselina salicylova

3.1.1 Zakladni charakteristika

Kyselina salicylova je karboxylova kyselina svzorcem CsHs(OH)COOH a
molekulovou  hmotnosti 138,12  g/mol.  Systematicky nazev je  kyselina
2-hydroxybenzenkarboxylova, poptipad¢ kyselina 0-hydroxybenzoova (Obrazek 1). Nazev
kyseliny salicylové pochdzi z latinského nazvu vrby bilé (Salix alba), v jejiz kife se tato
kyselina vyskytuje v koncentraci okolo 1 mg/g (Warminski et al., 2021). Pfi laboratornich
podminkach se kyselina salicylova vyskytuje jako bily krystalicky prasek bez zapachu (Vlot
et al., 2009). Kyselina salicylova je $patné rozpustna ve vodé (0,2 g/100 ml H20 pti 20 °C).
Vyrazné vyssi rozpustnost je pii laboratorni teploté v propanolu (27,36 g/100 ml), ethanolu
(34,87 g/100 ml) ¢i acetonu (396 g/100 ml) (O'Neil, 2006, Maruri-Lopez et al., 2019, Raskin,
1992). Disocia¢ni konstanta, resp. hodnota pKa kyseliny salicylové je pii 20 °C 2,78-2,98
(Serjeant et al., 1979, Davies et al., 2015)

®) OH

OH

Obrazek 1: Vzorec kyseliny salicylové
Kyselina salicylova se vyrabi pomoci Kolbeho syntézy z fenolu nebo fenolatu
sodného. Fenolat sodny reaguje ptisobenim oxidu uhli¢itého za vysokého tlaku a teploty
125 °C v prostiedi hydroxidu sodného. Konecny produkt se ziska z disodné soli plisobenim

H2SO4 (Hampl et al., 2007). Tato syntéza je znazornéna na Obrazku 2.
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Obrazek 2: Kolbeho syntéza kyseliny salicylové



Kyselinu salicylovou fadime do skupiny rostlinnych fenold, které patii mezi
sekundarni metabolity rostlin. Kyselina salicylovd ma dulezitou roli v regulaci rostlinného
rustu a vyvoje a fadi se mezi fytohormony. Kyselina salicylova byla zarazena Americkou
agenturou pro ochranu zivotniho prostfedi (US EPA) do seznamu pro kontrolu toxickych
latek (TSCA) jako experimentalni teratogen (Sigmaaldrich.com, 2023, Mishra et al., 2021,
Boullard et al., 2000, Lewis, 2008). Jedna se tedy o chemickou latku, ktera dokaze narusit
vyvoj plodu nebo jeho funkei.

Drtive byla kyselina salicylova konzumovéna jako 1¢k pro potlaceni bolesti. Dokladaji
to analyzy archeologickych nélezl, konkrétné zubniho plaku z fosilii neandrtalcti nalezenych
Vv jeskyni El Sidron. Tyto fosilie mély na zubnim plaku zbytky kiry z topolu, coz naznacuje,
ze neandrtalci zvykali topolovou kiiru a tlumili tak svou bolest (Weyitich et al., 2017, Klessig
el at., 2018).

Velmi vyznamna je nejen samotna kyselina salicylova, ale i jeji derivaty. Mezi
salicylaty patii napt. 2-beta-D-glukosid kyseliny salicylové (SAG), glukozovy ester kyseliny
salicylové (SGE), salicyloyl-L-aspartat a methylsalicylat (MeSA) (Demsey et al., 2011, Viot
et al., 2009, Machackova, 2008). Funkci nejvyznamnéjsich salicylatd v rostling (SAG a SGE)
je vénovana pozornost dale v textu.

Jeden z nejznaméjSich derivati kyseliny salicylové je kyselina acetylsalicylova,
systematicky kyselina 2-acetyloxybenzoova (Obrazek 3). Pii laboratornich podminkach se
kyselina acetylsalicylova vyskytuje v bilé krystalické formé. Stejné jako kyselina salicylova
je 1 kyselina acetylsalicylova Spatné rozpustna ve vodé. Tato latka je velmi hojné pouzivana
jako analgetikum, antipyretikum a antiflogistikum, tedy pfi terapii bolesti, horecky a zanéti.
Kyselina acetylsalicylova dale snizuje tvorbu krevnich srazenin v cévach srdce a mozku, ¢imz
snizuje riziko vzniku cévnich mozkovych piihod a srdeéniho infarktu. Kyselina
acetylsalicylova je nejstarsi synteticky pfipravené 1é€ivo, které je znamo pod né€kolika nazvy:
Aspirin, Acylpyrin, Anopyrin a jiné. Tyto preparaty se liSi pouze skladbou pomocnych latek
pouzitych pfi jejich vyrobé (Galanda, 1991, Loucka, 1998).

o CH,

T

O

Obrazek 3: Kyselina acetylsalicylova
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Ve stopovém mnozstvi se mizeme se salicylaty setkat i v nékterych napojich a

potravinach, napft. v pivu, kavé, batatech a ofechach. (Swain et al., 1985).

3.1.2 Kyselina salicylova jako fytohormon

Kyselina salicylova (SA) je rostlinny hormon, ktery je lokalizovan ve floémové
vakuole kazdé rostliny a jeho funkci je regulace mnoha fyziologickych procest. Kyselinu
salicylovou najdeme v rostlinach ve formé volné kyseliny salicylové nebo methylované a
glukosylované formé¢ prostfednictvim UDP-glukosyl tranferaz, konkrétné SAG
(2-beta-D-glukosid kyseliny salicylové) a SGE (beta-D-glukdzovy ester kyseliny salicylové).
Methylované a glykosylované formy kyseliny salicylové jsou v této praci oznaCovany pojmem
vazand kyselina salicylovd. Mnozstvi kyseliny salicylové se u riznych druht rostlin lisi,
pohybuje se v rozsahu 0,1-10 ug/g (Mishra et al., 2021, Liu et al., 2022, Rivas-San Vicence
etal., 2011, Maruri-Lopez et al., 2019, Noutoshi et al., 2012, Thompson et al., 2017).

Kyselina salicylovd mé v rostlinach dtlezitou roli pfi vyvoji kvétu, kliceni semen,
vzchazeni semenaci, rastu bunék, bunééném dychani a vyvoji ploda (Rajou et al., 2006, Vlot
etal., 2009, Clarke et al., 2004, Thompson et al., 2017). Mechanismus role kyseliny salicylové
pii vyvoji kvétu nebyl doposud piesné objasnén. Jednou z mnoha hypotéz je, ze kyselina
salicylova pilisobi jako chelatacni €inidlo, které muze vyvolat kveteni u nékterych druh
jednodé€loznych rostlin (Chisholm et al., 2006, Day et al., 2006). Bylo zjisténo, ze kyselina
salicylova zprostiedkovava reakci rostlin na rizné abiotické stresy: teplo, chlad, salinita,
sucho, toxicita kovu a dalsi stresy (Mishra et al., 2021, Liu et al., 2022). Kyselina salicylova
ma dulezitou roli v reakcich na abioticky a bioticky stres, tato role miiZze byt ¢asto i nepfima.
Kyselina salicylovd méni syntézu a signalizaci jinych fytohormont (kyselina jasmonova,
ethylen a auxin) (Vlot et al., 2009).

Jeden z nejvice studovanych abiotickych stresi je teplo. Piedpoklada se, Ze postupné
zvySovani teploty na planeté ma na nékteré rostliny velmi negativni vliv. Dochézi k naruSeni
a zpomaleni vyvoje, rovnéz zptisobuje sterilitu rostlin a snizuje plodnost rostlin. Rada studii
se zabyvala roli vlivu kyseliny salicylové na reakci rostlin na teplo a chlad. V jednom
z vyzkumu bylo zjisténo, ze aplikace kyseliny salicylové zvysila vynos ryze, a naopak
potlaceni reakce kyseliny salicylové snizilo tepelnou toleranci u hrachu (Liu et al., 2022, Bita
etal., 2013, Yang et al., 2022, Pan et al., 2006). Vysoka teplota také potlacuje imunitu, ktera
nasledné¢ vede k vy$si nadchylnosti rostlin k napadeni patogeny (Janda et al., 2019).

Chlad zptsobuje omezeni ristu a produkce piedevS§im u teplomilnych rostlin.

Regulacni role kyseliny salicylové pti ptisobeni chladu byla vypozorovana u fady rostlinnych
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druhti (napt. kukufice a meloun). Bylo zjisténo, ze po expozici kyseliny salicylové u
sledovanych rostlin byl u¢inek chladu na rostliny mirnéjsi (Liu et al., 2022, Janda et al., 1999,
Cheng et al., 2016).

Dalsim stresovym faktorem pro rostliny je salinita, ktera obvykle rostlinam piili§
neprospiva. V slanych piidach rostliny ¢asto trpi nadmérnym osmotickym stresem. Osmoticky
stres muize dale vést k nerovnovaze iontd a otrave rostlin. Védci zjistili, Ze tento stres snizuje
mnozstvi kyseliny salicylové u okurky a soji (Liu et al., 2022, Chojak-Ko6zniewska et al., 2017,
Farhangi-Abriz et al., 2018).

Dal8im sledovanym stresovym faktorem je vliv toxicity kovl na rostliny. Tézké kovy
jsou velice snadno vstiebavany kofeny rostlin, a tim se dale dostavaji do t&la rostliny. Casté
projevy toxicity jsou zpomaleni ristu, vadnuti a poptipad¢ thyn rostlin. Pokud byla uméle
zvySena koncentrace kyseliny salicylové u rostliny napadené tézkym kovem, dochazelo poté
ke zlepSeni ristovych a fotosyntetickych schopnosti. Uginky zptisobené vlivem toxicity
tézkych kovi (predevsim kadmia) poté nebyly pro rostlinu tak devastujici (Liu et al., 2022,
Jing et al., 2007, Huihui et al., 2020).

I pfi dalSich nepfiznivych podminkach (sucho, ozon, pesticidy a UV radiace)
predstavuje soucasné pusobeni kyseliny salicylové v rostlinich dutlezitou roli. Syntézou
kyseliny salicylové v chloroplastech dochazi ke zmirnéni negativnich G¢inkti téchto strest
(Liu etal., 2022).

S obranou proti patogenim (Ding et al., 2020, Liu et al., 2022). Prvni clove€k, ktery
vypozoroval, ze se kyselina salicylova podili na rostlinné imunité, byl Raymond F. White
v roce 1979. Tento fakt zjistil pii experimentu aplikace Aspirinu v tabaku. Vlivem Aspirinu
(acetyl-SA) byly rostliny tabaku rezistentni proti viru tabakové mozaiky (Ding et al., 2020,
Liu et al., 2022). Pii obrané spojené s kyselinou salicylovou dochazi k indukci produkce
proteinti, které spoustéji obrannou reakci. Kyselina salicylova je dilezitou soucasti
tzv. systémové ziskané rezistence (SAR), kdy dochazi k reakci nenapadené casti rostliny
patogenem na lokaln¢ napadenou ¢ast rostliny patogenem. | v nenapadenych ¢astech rostliny
dochazi k syntéze kyseliny salicylové i pfes to, Ze tyto Casti nejsou napadeny patogenem
(Hooft Van Huijsduijnen et.al., 1986, Hayat et al., 2007, Véchet et al., 2008). Kyselina
salicylova zachyti signal od signalni molekuly a za¢ne reagovat na patogen svou syntézou (Liu
et al., 2022). Zpocatku se akumuluje v lokalné infikovaném pletivu a poté se rozsiti po celé

rostlin€ i do neinfikovanych casti (Maruri-Lopez et al., 2019).



Vedle pozitivni regulace rostlin prostiednictvim kyseliny salicylové Ize sledovat i jeji
negativni vliv. Jeji pfili§ vysoka koncentrace mize ovliviiovat kveteni pupeni a dozravani
plodi. Nedavno bylo dokazano, Ze kyselina salicylova negativné ptispiva k rezistenci rostlin

vuci hmyzu (Ding et al., 2020).

3.1.3 Syntéza kyseliny salicylové v rostlinach

Bylo zjisténo, Ze kyselina salicylovd miize byt syntetizovana dvéma cestami:
isochorismatovou cestou (IC) a fenylalaninammonia-lyazovou cestou (PALC). Pievazna
vétsina kyseliny salicylové (90 %) je syntetizovana isochorismatovou cestou (Rekhter et al.,

2017, Mishra et al., 2021, Hayat et al., 2007, Coquoz et al., 1998).

OOH OOCH
CH,
_
HO OH (@) COOH
OH OH k. chorismova
k. Sikimova
OOH OOH
OH OH
CH,
-~
O COOH
k. salicylova k. isochorismova

Obrazek 4: Biosyntéza kyseliny salicylové — isochorismatova cesta

(inspirovano dle: Hasanuzzaman et al., 2017)

Béhem isochorismatové cesty, znazornéné na Obrazku 4, kterd je lokalizovana
v plastidech, dochézi k akumulaci kyseliny chorismové, ktera je produkovana kyselinou
Sikimovou. Dale je kyselina chorismova pfeménéna na kyselinu isochorismovou pomoci
enzymu izochorismat syntdzy. Tato kyselina je poté prostfednictvim enzymu

izochorismat pyruvat lyazy (IPL) pfeménéna na kyselinu salicylovou, ktera je poté z plastidu
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transportovana do cytosolu (Rekhter et al., 2019, Mishra et al., 2021, Ding et al., 2020,
Fragniére et al., 2011).

OOH OOH
X CH,
— |
HO OH o/U\cOOH
OH

OH k. chorismova

k. Sikimova

- "/TiH
7 CHs

k. trans-skoficova

fenylalanin

COOH OH

k. benzoova

=
N/

OH

k. o-kumarova

k. salicylova
Obrazek 5: Biosyntéza kyseliny salicylové — fenylalanin ammonium-lyazova cesta

(inspirovano dle: Hasanuzzaman et al., 2017)



Druhd moznd cesta syntézy kyseliny salicylové je pomoci fenylalanin
ammonium-lyazy. Tato draha je lokalizovana stejn¢ jako isochorismatova cesta v plastidech a
je znazornéna na Obrazku 5. V tomto piipad¢ je pomoci chorismat mutdzy kyselina
chorismova pieménéna na kyselinu prefenovou. Poté je tato kyselina redukovana na
L-fenylalanin a ten je poté pomoci fenylalanin ammonium-lyazy (PAL) pfeménén na kyselinu
trans-skoticovou. Z tohoto produktu mohou dale vznikat dva produkty: kyselina 0-kumarova
a benzaldehyd. Kyselina salicylova mize vznikat bud’ piimo z kyseliny o-kumarové nebo
preménou benzylaldehydu na kyselinu benzoovou a poté pomoci hydroxylace na kyselinu
salicylovou (Rekhter et al., 2019, Mishra et al., 2021, Maruri-Lopez et al., 2019, Wildermuth
etal., 2001, Yalpani et al., 1993).

Po napadeni rostliny patogenem dochdzi k biosyntéze této kyseliny, kterd je
syntetizovana do cytosolu (Cast cytoplazmy). Jelikoz je vysokd koncentrace kyseliny
salicylové pro rostlinu toxicka, noveé syntetizovand kyselina salicylova je ve vazané forme
(SAG a SGE) hromadéna ve vakuolach, kde je ulozena a skladovana. SAG a SGE jsou
pravdépodobné neaktivni formy kyseliny salicylové, které podléhaji hydrolyze, pokud je
koncentrace kyseliny salicylové nizka a nehrozi poSkozeni bunék a pletiv vlivem otravy
kyselinou salicylovou. Obrannou reakci zptisobuje pouze aktivni nevazana forma kyseliny
salicylové (Maruri-Lopez et al., 2019, Allasia et al., 2018). Systematické nazvy chemickych

slou€enin v biosyntéze kyseliny salicylové jsou uvedeny v Ptiloze A.

3.1.4 Vyuziti kyseliny salicylové

Vyuziti kyseliny salicylové je pifedevsim v 1ékafstvi jako 1é¢ivo. Kyselina salicylova
se bézné€ pouziva k odstranéni vnéjsi vrstvy kize, K 1écbé bradavic, lupenky, lupt a jinych
koznich onemocnéni (Stuart et al., 2009, PubChem, 2004). Dalsi mozné vyuziti kyseliny
salicylové je pii vyrob¢ jinych 1é¢iv, naptiklad vyroba kyseliny 4-aminosalicylové, pouzivané
jako antibiotikum pro 1é¢bu tuberkulozy (AHFS Patient Medication Information, 2016).

Jedno  z nejdulezitgjsich  vyuziti kyseliny salicylové je vyroba kyseliny
acetylsalicylové, kterou zname pod nazvem Aspirin (Boullard et al., 2000). Aspirin se

pfipravuje pomoci esterifikace hydroxylové skupiny na aromatickém jadie acetylovou

skupinou z acetanhydridu nebo acetylchloridu (Watson et al., 2011).


https://en.wikipedia.org/wiki/Skin
https://en.wikipedia.org/wiki/4-aminosalicylic_acid

3.2 Stanoveni kyseliny salicylové pomoci kapalinové chromatografie s

fluorescencnim a spektrofotometrickym detektorem

Kvantitativni stanoveni kyseliny salicylové je provadéno piredevSim pomoci metody
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie na reverzni fazi. K detekci se nejCastéji vyuziva
spektrofotometricky detektor (UV/VIS) nebo fluorescenéni detektor (FL). V praxi je kyselina
salicylova stanovovana obvykle s dal$imi latkami, napf. s kyselinou acetylsalicylovou
(kyselina 2-acetyloxybenzoova), dehydrooctovou (3-acetyl-2-hydroxy-6-methyl-4H-pyran-4
-on), benzoovou (kyselina benzenkarboxylova), sorbovou (kyselina 2,4-hexadienova),
niaciamidem (3-pyridinkarboxamid) a dalsimi (Petrek et al., 2007, Patel et al., 2013, Swain,
etal., 1985, Mikami et al., 2002). Mezi optimalizované parametry v prubéhu zavadéni metody
patii vlastnosti stacionarni faze, slozeni mobilni faze, teplota kolonového prostoru, typ a
podminky detekce, za uUcfelem dosazeni separace a dostatecné meze detekce a meze
kvantifikace.

V Tabulce 1 je uveden souhrn parametri dosud publikovanych analytickych podminek
pro stanoveni kyseliny salicylové pomoci kapalinové chromatografie s vyuzitim FL a UV/VIS
detektoru. Ve vSech publikacich byla pouZita kolona C18, jednotlivé aplikace se 1i§i parametry
kolony. Vodna mobilni faze byla fosfatovy pufr (Aresta et al., 2016, Bhuyian et al., 2015,
Pirola et al., 1998) nebo acetatovy pufr (Rozhon et al., 2005), okyselena voda kyselinou
trifluoroctovou (TFA) (Allasia et al., 2018, Cheng et al., 2022), kyselinou mravenci
(Kozusznikova, 2016), Kkyselinou octovou (Ratzinger et al.,, 2009), kyselinou
methansulfonovou (Shou et al., 2009) popfipadé kyselinou fosfore¢nou (Toiu et al., 2011).
Obvykle je publikovana uprava pH vodné mobilni faze v rozsahu 2-3. Jako organické
rozpoustédlo v mobilni fazi byl pouZit acetonitril nebo methanol. Rovnéz byla pouZzita mobilni
faze na bazi tercbutylalkohol/voda/methanol (Mikami et al., 2002). V publikovanych
metodach byla pouzita jak isokraticka tak gradientova eluce. Teploty kolonového prostoru se
pohybovaly vrozsahu 25-45 °C. Jako detektory byly ve studiich pouzivany piedev§im
UV/VIS detektory pti optimalni vinové délce v rozmezi 234-340 nm. Ve dvou publikacich
byl pouzit FL detektor pfi excitacni vinové délce 300, resp. 310 nm a emisni vinové délce 410,
resp. 450 nm (Toiu et al., 2011, Rozhon et al., 2005). Meze detekce se pohybovaly od
5 x 10 g/ml do 0,002 g/ml a mez kvantifikace se pohybovala od 7 x 10 g/ml do 0,007 g/ml.
Jako wvnitini standard byla pouzita kyselina benzoova (Cheng et al., 2022), kyselina
5-fluorosalicylova (Rozhon et al., 2005) a kyselina 2-methoxybenzoova (OAA) (Alassia et al.,
2018). Extrakce analytl za ucelem HPLC analyzy byly provadény z kosmetickych produkti
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(masti a krémy), ¢asti rostlin a rovnéz z biologickych vzorki (lidska kuze, sliny a krev).

v

Podrobngjsi iidaje o matricich jsou uvedeny v Tabulce 1.
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Tabulka 1: Souhrn optimalizovanych podminek HPLC analyzy kyseliny salicylové dle uvedenych publikaci

LOD
LOQ : :
Rozméry Mobilni faze [a/ml, resp. Matrice Citace
[9/ml]
9/0]
MFA: 0,1 obj.% TFA/H20 listy Arabidopsis | Allasia et
4,6 x 250 mm, 5 um . - - .
MFB: 0,1 obj.% TFA/ CH30H thaliana al., 2018
MFA: fosfatovy pufr
4,6 x 100 mm, 2,6 pm 2 x 108 7 x 108 ovocna §tava, | Arestaetal.,
(pH 2,8; 2 mM)
(LODm) (LOQm) ovoce 2016
MFB: CHsCN
MFA: fosfatovy pufr (0,0068 g/l) )
Bhuyian et
4,6 x 250 mm, 5 um MFB: CH3OH - - mast Clobetasol | 2015
al.,
MFC: CH30OH:CH3CN (1:1)
MFA: 0,1 obj.% TFA/H20 3,3x108 1,0 x 10° lidské sliny, Cheng et al.,
4,6 x 250 mm, 5 um
MFB: CHs:CN (LOD;) (LOQi) krevni plazma 2022
MFA: 3 obj.% HCOOH/H20 4,0 x 10710 1,2x10° | kiraa listy Salix | KoZuszniko
4,6 x 150 mm; 3 um .
MFB: 72 0bj.% CH3CN/H20 (LOD;) (LOQ) alba va, 2016
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MFA: 2,5mM TBA/H20 (pH 7) 5,5x 10 7,0 x10° kosmeticky Mikami et
4,6 x 150 mm, 5 um
MFB: 2,5mM TBA/ CH30OH (LODj) (LOQm) produkt al., 2002
MFA: voda (pH 3) . Patel et al.,
4,6 x 250 mm - - kosmeticky krém
MFB: CH3OH 2013
MFA: H.O
50x10% | 1,0x 107 _ :
3,2x150 mm, 5 um MFB: fosfatovy pufr (pH 2,5) lidska kuze, Pirola et al.,
(LODy) (LOQm) .
MFC: CH3:CN lidska plazma 1998
MFA: 7mM CHsCOOH
2 x 100 mm, 3 um 5 obj.% CH3CN/H20 - - Brassica napus | Ratzinger et
MFB: 7 mM CH3COOH/ CH3OH var. napus al., 2009
MFA: 50mM CHsCOONa/H,0 5,0 x 10° Arabidopsis Rozhon et
4,6 mm x 150 mm, 5 um — )
MFB: CH3CN (LODw) thaliana al., 2005
_ Diprosalic
MFA: 0,05 obj.% CHsSOsH/H-O .
Lotion— Shou et al.,
4,6 mm x 150 mm, 4 um MFB: CHsCN — — ‘ .
protizanétlivy 2009

1é¢ivy prostiedek
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3 mm x 100 mm, 3,5 um

MFA: 0,1 obj.% H3PO4/H20
MFB: CH:CN

Salicis cortex,
Populi gemmae a

Ulmariae folium

Toiu et al.,
2011
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3.3 Extrakce kyseliny salicylové z rostlinnych vzorku

Postupy extrakce kyseliny salicylové z rostlinnych materialti jsou ovlivnény fadou
faktorti. Dulezitou roli zaujiméa konkrétni druh rostliny, mnozstvi dostupného rostlinného
materidlu, zda jde o stanoveni pouze volné nebo rovnéz vazané SA a popiipad¢ dalSich
analytd. Dulezitd je i volba vnitiniho standardu. V Tabulce 2 je uveden souhrn diive

publikovanych parametri extrakei.
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Tabulka 2: Souhrn parametri extrakci

Rostlina a Cinidl ¢ trakei
rostlinna | Navazka 1nicia pro postupnou extraxci, Homogenizace Vnitini standard Citace
st hydrolyzu, rozpusténi
70% CH3CH20H, 90% CH30H,
listy 20% TCA, ethylacetat:cyklohexan, _
Arabidopsis | 40 mg 10% CHOH + Q’l% TFA, 37% HC, vortex/ tfepacka kyselina . Allasia et al., 2018
thaliana ethylacetat:cyklohexan, 2-methoxybenzoova
10% CH30OH + 0,1% TFA
90% CH3OH, 5% TCA,
listy Aloe 05¢g ethylacetat:cyklohexan, methanolovy vortex — Fang et al., 2018
PBS pufr
listy Aloe
barbadensis 509 99,5% CH3CH.OH — — Luong et al., 2023
miller
listy
Arabidopsis — - - - Marek et al., 2010
thaliana
listy
Persica 100 g CH3OH trepacka - Ozpmar et al., 2017
vulgaris
listy 90% CH30H, 100% CH3OH, 5% TCA, Veberne et al
Nicotiana 0,2¢g ethylacetat:cyklohexan, 8M HCI, vortex/ ultrazvuk 3,4-dihydroxybenzaldehyd N
, 2002
tabacum ethylacetat:cyklohexan
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Luong et al. a Fang et al. extrahovali stanovované latky z rostliny rodu Aloe. Kyselina
salicylova byla rovnéz extrahovana z rostlin Persica vulgaris (Ozpmar et al., 2017), Nicotiana
tabacum (Veberne et al., 2002) a Arabidopsis thaliana (Marek et al., 2010). Ve vSech
uvedenych studiich byla kyselina salicylovd extrahovdna zlisti rostlin. Extrakce byly
provadény s navazkou rostlinného materidlu v rozmezi 0,2 - 100 g. Ptiprava rostlinnych
vzorkl k vlastni extrakci analyt byla provadéna pomoci drceni pod tekutym dusikem. Ve
studii Ozpar et al. autofi drtili listy Persica vulgaris v mlynku bez pouziti dusiku. U Aloe
barbadensis miller ve studii nebylo potieba rostliny drtit, autofi pouzili vnitini sliz rostliny a
poté ho scedili (Luong et al., 2023).

Jako extrak¢ni Cinidla se v publikovanych postupech pouziva v prvnim kroku ethanol
a methanol. Pomoci téchto rozpoustédel se ziska supernatant, ktery obsahuje jak volnou, tak
vazanou SA. Po odfoukani alkoholovych rozpoustédel je ptidavan roztok TCA a nésleduje
extrakce volné SA. Extrakce volné SA obvykle probihd do smési rozpoustédel, napf.
ethylacetat-cyklohexan. Vazana SA, kterd neni extrahovana soucasné s volnou SA je nasledné
ve vodné fazi hydrolyzovana ptisobenim koncentrovaného roztoku kyseliny chlorovodikové a
poté extrahovana z vodné faze do smési organickych rozpoustédel. Po odfoukani organickych
rozpoustédel pouZitych k extrakei jak volné, tak vazané SA, je vzorek pied analyzou rozpustén
v rozpoustédle pouzivaném jako vodna mobilni faze.

Béhem extrakce je nutno vzorky homogenizovat, pro zajisténi dokonalé homogenizace
byly pouZity techniky vortex, ultrazvuk nebo laboratorni ttepacky. Vzorky byly michany
pomoci vortexu ve studiich Veberne et al., 2002 a Fang et al., 2018. Ve studii Veberne et al.,
2002 byl k homogenizaci v prubéhu extrakce také pouzit ultrazvuk. Tiepacka byla pouzita ve
studii Ozpmar et al., 2017. Ve zbylych studiich nebyl zpisob homogenizace uveden.

Pro zajisténi presnych a spravnych vysledki se doporucuje extrakei analytti ze vzorku
provadét pii souasném pouziti vnitiniho standardu. V analyzovanych studiich byl vnitini
standard pouzit pouze ve dvou pracich. Veberne et al., 2002 pouzili ve své studii jako vnitini
standard 3,4-dihydroxybenzaldehyd. Zbylé studie vnitini standard nepouzily. Vnitini standard
je vétsinou volen v zavislost na druhu rostlin. Pro rostlinné vzorky, které byly analyzovany
Vv mé praci, byl zvolen jako vnitini standard kyselina 2-methoxybenzoova (OAA) stejn¢ jako

ve studii Allasia et al., 2018, ze které ma prace vychazela.
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3.4 Parametry validace metody

Validaci analytické metody je definovdna jeji vhodnost pro pouziti k ziskani
spolehlivych dat. Béhem validace metody, zavedené v této praci, byly hodnoceny nasledujici
parametry: linearita a rozsah metody, spravnost, piesnost, mez detekce (LOD) a mez
stanovitelnosti (LOQ).

Lineérni zavislost odezvy detektoru na koncentraci analytu lze vyjadtit pomoci rovnice
kalibra¢ni kiivky. Tento vztah je definovan v rovnici (1), kde y zna¢i odezvu detektoru, ¢
udava koncentraci analytu, a je smérnice kalibracni kfivky a q udéava intercept (Novakova et
al., 2021).

y=aXc+q 1)

Pro stanoveni linearity se vyuzivaji vzorky s takovymi koncentracemi analytd, které
pokryvaji cely deklarovany rozsah metody. Pro hodnoceni linearity byl pouzit korela¢ni
koeficient (R), QC koeficient a hodnota diference teoretické a vypoctené hodnoty. Kritériem
pfijatelnosti pro korela¢ni koeficient bylo R> 0,9900 a pro QC koeficient QC <5 % (AOAC
2016).

Diference je definovadna jako rozdil namétfené a teoretické hodnoty koncentrace
vyjadieny v procentech. Pro nejnizsi kalibra¢ni bod nesmi diference presdhnout 20 % a pro
ostatni kalibra¢ni body nesmi ptesdhnout 15 % (FDA 2018).

Dalsimi parametry pro validaci analytické metody jsou spravnost a pfesnost. Spravnost
neboli vytéZnost je parametr, ktery je definovan jako té€snost shody mezi experimentalné
zjisténou hodnotou koncentrace analytu a referenéni realnou hodnotou koncentrace analytu.
Hodnota spravnosti se udava v procentech (Novakova et al., 2021).

Ptesnost predstavuje tésnost shody mezi navzajem nezavislymi vysledky analyz
referen¢niho vzorku ziskanymi za Géelem opakovatelnosti (Novakova et al., 2021). Kritéria
piijatelnosti pro kyselinu salicylovou na pouZzité koncentracni trovni v této praci jsou pro
spravnost 80-110 % a pro ptesnost hodnota do 15 % (AOAC, 2016).

Dulezitymi parametry HPLC metody uréené pro kvantitativni stanoveni analyzy je mez
detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ). V ptipadé¢ meze detekce se jedna o takovou
koncentraci stanovované latky, pro kterou je analyticky signal statisticky vyznamné odliSny
kvantifikovat, nazyvame mezi stanovitelnosti (Novakova et al., 2021). Pro odhad
instrumentalni meze detekce nabyva pomér signilu a Sumu detektoru (S/N) hodnoty 3, v

ptipad¢ odhadu instrumentalni meze stanovitelnosti se fidime hodnotou S/N = 10. Hodnota
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instrumentalni meze stanovitelnosti je nasledné dana koncentraci nejnizSiho kalibra¢niho

roztoku, tedy spodni hranou intervalu linearity. Instrumentalni meze detekce a instrumentalni

meze stanovitelnosti je nasledné nutné zohlednénim procesu pfipravy vzorku k analyze

(fedéni, zakoncentrovani atp.) pfepocitat na mez detekce metody a na mez stanovitelnosti
metody (Novakova et al., 2021, AOAC, 2016).

4 Materialy a metody

4.1 Pouzité chemikalie

Methanol (absolutni, LC-MS Biosolve BV)

Methanol (p. a., Penta)

Kyselina salicylova (99 %, Duchefa)

Milli-Q voda generovana ptistrojem Smart2Pure 6 UV/UF (Thermo Fisher Scientific)
Kyselina 2-methoxybenzoova (99 %, Aldrich)

Kyselina trifluoroctova (99,9 %, Carl Roth GmbH)

Kyselina trichloroctova (p. a., Serva)

Ethanol (p. a., Penta)

Ethylacetat (p. a., Lachner)

Cyklohexan (p. a., Lachner)

Kyselina chlorovodikova (p. a., Penta)

4.2 Instrumentalni vybaveni a spotifebni material

Kapalinovy chromatograf's UV a FLD detekci (Dionex UltiMate 3000, Thermo Fisher
Scientific)

Pro ovladani kapalinového chromatografu a zpracovani chromatogrami byl pouZit
program Chromeleon 7.2.

Chromatograficka kolona ARION Plus C18; délka 150 mm; vnitini primér 3 mm;
velikost ¢astic 5,0 um (Chromservis)

Chromatograficka kolona LUNA C18; délka 250 mm; vnitini primér 3 mm; velikost
¢astic 5,0 um (Phenomenex)

Analytické vahy (Mettler Toledo)

Vyrobnik deionizované vody (Smart2Pure 6 UV/UF, Thermo Fisher Scientific)
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Lednice pro laboratorni vzorky s mrazakem (- 20 °C) (Liebherr)

Generator dusiku (Genius 1022, PeakScientific)

Blok pro odpatovani vzorkl (Stuart)

Ultrazvukova lazein (VWR)

Centrifuga (Eppendorf)

Vortex (VWR)

Automaticka davkovaci pipeta 0 objemu 20-200 ul (Eppendorf)

Automaticka davkovaci pipeta 0 objemu 100-1000 ul (Eppendorf)

Automaticka davkovaci pipeta 0 objemu 1-10 ml (Eppendorf)

Sklenéné davkovaci stiikacky o objemu 5, 10, 25, 50, 100, 250 a 500 pl (Hamilton)
Odmérné sklo: tiida presnosti A (FischerBrand)

Laboratorni sklo

Sklenéné davkovaci stiikacky o objemu 5, 10, 25, 50, 100, 250 a 500 pl (Hamilton)
Sklenéné vialky (4 ml)

Krimpovaci klesté, pinzeta

Spotiebni material: plastové $picky, krimpovaci vialky (1,5 ml) z tmavého skla

S hlinikovym uzavérem s pryzovym septem, hlinikova folie, mikrozkumavky typu

eppendorf (2 ml, 4 ml)

4.3 Priprava roztoki

4.3.1 Mobilni faze

Pro zavedeni metody a vlastni analyzu vzorkt byla pouzita jako mobilni faze A (MFA)

okyselena voda kyselinou trifluoroctovou (0,1 0bj.% TFA/H20) a jako mobilni faze B (MFB)
0,1% roztok TFA v methanolu (0,1 obj.% TFA/CH3OH).

4.3.2 Roztoky standardu a vnitiniho standardu

V priubéhu prace byl ptipravovan zasobni roztok standardu kyseliny salicylové (SA) o

presné koncentraci ~1000 mg/l. Z tohoto roztoku byly poté pfipraveny pracovni roztoky o

koncentracich 20 mg/l a 4 mg/1. Jako rozpoustédlo byl pouzit 10% methanol. Dale byl béhem

této prace pripraven zasobni roztok vnitiniho standardu 2-methoxybenzoové kyseliny (OAA)

o koncentraci pfiblizn€ asi 15 000 mg/l. Ze zasobniho roztoku byl pfipraven pracovni roztok
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OAA o koncentraci 15 mg/l. Jako rozpoustédlo pro zasobni roztok byl pouzit 70% ethanol a
pro pracovni roztok 10% methanol.

Pii ptipravé roztoku standardu bylo potfeba uchovavat latky i roztoky v alobalu a v
tmavém prostoru, protoze je stanovovana latka citliva na svétlo. Zasobni roztoky standardu a
vnitiniho standardu byly uchovavéany v boxu pii teploté - 80 °C po dobu 1 mésice, pracovni

roztoky byly uchovéavany v lednici maximaln¢ po dobu 1 tydne.

4.3.3 Kalibracni roztoky

Piehled pripravovanych kalibrac¢nich roztokd je uveden v Tabulce 3 a 4. V prubéhu
diplomové préace byly pfipraveny 2 sady kalibracnich roztokd, jedna sada s VS a druha bez
VS. Za ucelem validace byly kalibra¢ni roztoky ptipraveny pro kazdou koncentra¢ni tiroven
ve Ctyfech, resp. tfech opakovani, pfi rutinnich analyzach v jednom opakovani. Pro kalibra¢ni
roztoky s VS byl pouzit pracovni roztok kyseliny salicylové o koncentraci 20 mg/l a pro
kalibra¢ni roztoky bez VS byl pouzit pracovni roztok kyseliny salicylové o koncentraci 4 mg/I.
Pro odhad instrumentalni meze detekce byl ptfipraven rovnéz roztok o koncentraci SA 2 ug/l.

Pti ptipravé obohacenych vzorkl v pribcéhu validace metody byl pro obohacovani
pouzit pracovni roztok kyseliny salicylové o koncentraci 4 mg/l. Bylo davkovano 10 pl na
celkovy objem 100 pl vzorku. Pro vyhodnoceni pfesnosti a spravnosti byly provedeny analyzy
extraktll z rostlinnych materidli bez a s pridavkem pracovniho obohacovaciho roztoku
(4 mg/1) v Sesti opakovanich. Byly pfipraveny dveé série vzorkd. Prvni série byla ptipravena ze
smésného extraktu za Gcelem ovéteni piesnosti a spravnosti samotného chromatografického
stanoveni. Druhd série byla 6 zcela nezavislych opakovani. Byla provedena extrakce 12

navazek rostlinného materialu, pro 6 z nich bylo provedeno spikovani.
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Tabulka 3: Piiprava kalibra¢nich roztoku s vnitinim standardem (kolona LUNA)

. ) i Celkovy
Koncentrac¢ni | Objem ST | Objem VS | Objem MF objem Koncentrace
uroven [ud] [ud] [ud] [ng/1]
[ud]
1 1 100 899 1000 20
2 5 100 895 1000 100
3 10 100 890 1000 200
4 25 100 875 1000 500
5 50 100 850 1000 1000
6 100 100 800 1000 2000
7 250 100 650 1000 5000
8 375 100 525 1000 7500
9 500 100 400 1000 10000

Tabulka 4: Piiprava kalibra¢nich roztoka bez vnitiniho standardu (kolona LUNA a ARION)

Koncentracni Objem ST Objem MF Celkovy objem | Koncentrace

irovefi [ml] [p] [u] [ng/1]
1 5 995 1000 20
2 10 990 1000 40
3 15 985 1000 60
4 25 975 1000 100
5 50 950 1000 200
6 100 900 1000 400
7 250 750 1000 1000
8 500 500 1000 2000
9 750 250 1000 3000
10 1000 0 1000 4000

4.3.4 Roztoky pro extrakce a pripravu vzorku k analyze

Béhem diplomové prace byly pro extrakci analytu (SA) zrostlinného materialu
ptipraveny nasledujici roztoky: 70% ethanol (70 0bj.% CH3CH.OH/H.0), 90% methanol
(90 0bj.% CH3OH/H20), 20% roztok kyseliny trichloroctové (TCA) (20 obj.% TCA/H20),
1:1 ethylacetat:cyklohexan, 10% methanol (10 obj.% CHsOH/H20) a 37% HCI (37 0bj.%
HCI/H20). Béhem diplomové prace byly tyto roztoky pfipraveny pouze jednou v dostatecném

mnoZzstvi pro veSkeré extrakce.

4.4 Nastaveni podminek fluorescen¢ni detekce

Nejprve bylo proméfeno absorpcni spektrum analytu. Pro analyt byla vybréna

excitatni vlnova délka jako maximum absorpéniho spektra. Poté bylo proméfeno emisni
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spektrum pfi konstantni excitatni vlnové délce. Méfenim emisniho spektra bylo ziskano
maximum, tedy hodnota emisni vlnové délky pro nésledné meéfeni excitatniho spektra.
Excitacni spektrum bylo proméfeno za konstantni emisni vlnové délky. Z naméteného
excitaéniho spektra bylo urceno excitaéni maximum. Méfeni excitatniho a emisniho spektra
umoznilo vhodnou volbu excita¢ni a emisni vinové délky a emisniho filtru. Emisni filtr byl
zvolen mezi hodnotou excitatni a emisni vinové délky. Po nastaveni podminek
fluorescen¢niho detektoru pro analyt kyseliny salicylové byly stejnym postupem
optimalizovany podminky detekce pro vnitini standard. Senzitivita detektoru byla nastavena

cvwr

Jendreizik 2010; Pilik 2018).

4.5 Extrakce kyseliny salicylové z listu rostliny

4.5.1 Postup extrakce

V nasledujicim textu je postup extrakce SA ze vzorku rostlin rozdélen do 3 krokd.
Nejprve je popsan postup piipravy vzorku pted vlastni extrakci a soucasna extrakce volné a
vazané SA, v druhé ¢asti postup extrakce volné SA a v posledni ¢asti postup extrakce vazané

SA. Extrakéni postup byl zaveden ve spolupréci s Katedrou experimentélni biologie.

Krok 1: Ptiprava vzorku

Extrakce probihaly dle postupu uvedeného v publikaci Allasia et al., 2018. Rostlinny
material (rizné vzorky Arabidopsis thaliana a maku setého Papaverum somniferum) pro
extrakce volné a vdzané SA byl nejprve rozdrcen v tfeci misce za stalého chlazeni dusikem.
Nésledné bylo navaZzeno piesné asi 40 mg materidlu do 2ml mikrozkumavky typu Eppendorf.
Do pfidani vnitfniho standardu byly mikrozkumavky uchovavany v ledu a temnu. Do
mikrozkumavky s navazenym vzorkem bylo pfidano 1,6 ml extrakéniho rozpoustédla ¢.1
(70% ethanol), obsah byl promichan pomoci vortexu (cca 10 sekund, 3krat). Dale byl extrakt
centrifugovan (10 minut, 30000 g). Supernatant byl pfeveden do 4ml sklenéné vialky.
Kvzorku v mikrozkumavce bylo pfiddno 1,6 ml extrakéniho rozpoustédla ¢€.2 (90%
methanol). Extrakt byl vortexovan (cca 10 sekund, 3krat) a centrifugovan (10 minut, 30000 g).
Poté byl odebran supernatant do stejné 4ml sklenéné vialky jako piedesly supernatant.

Piiprava vzorki je znazornéna na Obrazku 6.
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Obrazek 6: Schéma ptipravy vzorki

Krok 2: Extrakce volné kyseliny salicylové

Ziskany supernatant v 1. kroku byl postupné preveden do 2ml mikrozkumavky za
soucasné¢ho vyfoukani rozpoustédla dusikem do objemu ~600 pl. Poté¢ bylo do extraktu
pfidano 65 pl 20% TCA a vzorek byl kratce promichan pomoci vortexu. Nasledné bylo ke
vzorku ptidano 650 pl smési ethylacetat:cyklohexan a vzorek byl znovu promichan pomoci
vortexu. Dale byl extrakt centrifugovan (2 minuty, 30000 g). Po odstfedéni bylo ze vzorku
opatrné odebrano maximalni mozné mnozstvi organické faze do nové 2ml mikrozkumavky.
Extrakce se smési ethylacetat:cyklohexan byla provedena podruhé a opét byla odebrana
organicka faze. Oba podily organické faze byly spojeny. Vodna faze, obsahujici ¢ast extraktu
s vazanou kyselinou salicylovou, byla uchovana do dal§iho dne v lednici, kdy byla provadéna
extrakce vazané SA (Krok 3). Z odd¢€lené organické faze bylo nédsledné odfoukano organické
rozpoustédlo dusikem. Po vysuseni bylo do vzorku ptidano 100 ul 10% methanolu a vzorek
byl kratce promichan pomoci vortexu. Poté byl extrakt centrifugovan (2 minuty, 30000 g).
Vzorky byly pfeneseny do novych mikrozkumavek a opét byla provedena centrifugace
(10 minut, 30000 g). Poslednim krokem bylo ptenést supernatant do tmavych HPLC vialek
s inserty. Poté byla provedena HPLC analyza obsahu volné kyseliny salicylové. Postup

extrakce volné kyseliny salicylové je znazornéna na Obrazku 7.
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Obrazek 7: Schéma extrakce volné kyseliny salicylové

Krok 3: Extrakce vazané kyseliny salicylové

Do vzorkt s vodnou féazi z pfedchoziho dne bylo pfidano 300 pl koncentrované HCI a
vzorky byly kratce promichany pomoci vortexu (5 sekund). Poté byla provedena hydrolyza
extraktli ponechanim vzorkd v topném bloku (80 °C) po dobu 1 hodiny. Po hydrolyze a
ochlazeni na laboratorni teplotu bylo pfidano 900 ul smési ethylacetat:cyklohexan a opét byly
vzorky kratce promichany pomoci vortexu. Dale byly vzorky centrifugovany (2 minuty,
30000 g). Dalsim krokem bylo ptenést horni organickou fazi do novych mikrozkumavek.
Extrakce byla zopakovana pomoci smési ethylacetat:cyklohexan. Ze slouc¢enych podila

odebrané organické faze bylo rozpoustédlo odpafovano pod dusikem. Po odpateni bylo
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k suchému extraktu ptidano 100 pl 10% methanolu a vzorky byly kratce promichany pomoci
vortexu. Vzorky byly kratce centrifugovany, pfevedeny do novych mikrozkumavek a opét
centrifugovany (10 minut, 30000 g). Po odstiedéni byly extrakty pfeneseny do tmavych HPLC
vialek s inserty. Poté byla provedena HPLC analyza vazané SA. Postup extrakce véazané

kyseliny salicylové je znazornén na Obrazku 8.
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Obrazek 8: Schéma extrakce vazané kyseliny salicylové
Postup extrakce byl pievzat z publikace Allasia et al., 2018 (Kapitola 4.5.1). Bylo
provedeno n¢kolik zmén, predevsim kvili nestabilité kyseliny salicylové na svétle a koeluci
piku vnitiniho standardu s dal$imi latkami v extraktech pfi HPLC analyze.
Z dtuvodu citlivosti kyseliny salicylové na svétlo byly vzorky béhem procesu extrakce
uchovany v tmavych prostorach (skiifi, lednice, krabice) nebo zakryté alobalem. Pti foukéani
dusikem byla digestoi zakryta alobalem pro minimalizaci vlivu svétla. Po dokonceni extrakce

byly vzdy vzorky pieneseny do tmavych vialek s inserty.
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Extrakce volné 1 vazané kyseliny salicylové trvala dohromady ptiblizn€ 20 hodin. Pro
zkraceni priub¢hu extrakce byly zkraceny doby michani na vortexu na nékolik sekund, protoze
bylo experimentalné zjisténo, ze u vzorkll neni potieba delsi doba michéni.

Na zéklad¢ extrakce bez rostlinného materidlu pouze sroztokem standardi byl
ovéfovan kvantitativni pribéh extrakce a sledovana vytéznost procesu jak s vnitinim

standardem, tak bez vnitiniho standardu.

5 Vysledky a diskuse

Kapitola vysledky a diskuse je vénovana popisu a zhodnoceni pritbé¢hu optimalizace
analytické metody a jejiho pouziti k analyze rostlinnych vzorki. Nejprve probéhla
optimalizace chromatografické separace kyseliny salicylové a vnitiniho standardu, pii které
byly sledovany retenéni ¢asy a symetrie pikd. Pro zavedené podminky chromatografické
separace bylo mozné najit optimalni podminky fluorescen¢niho detektoru. Pro analyt kyseliny
salicylové a vnitiniho standardu byly nalezeny excita¢ni a emisni vlnové délky. Na zakladé
excitacnich a emisnich vinovych délek byl zvolen vhodny opticky filtr.

V prubéhu optimalizace extrakce byl na zaklad¢ diive publikovaného postupu (Allasia
et al., 2018) zaveden vhodny postup extrakce pro podminky nasi laboratote. V pritbéhu celé
prace byla vénovana velka pozornost manipulaci se vzorky vzhledem k nestabilité kyseliny
salicylové na svétle.

Zavedena analytickd metoda byla nasledné validovéana. Validacnimi parametry byly
linearita, pfesnost, spravnost, mez detekce a mez stanovitelnosti metody.

Po validaci metody byla analyticka metoda pouZita ke stanoveni obsahu volné i vazané

kyseliny salicylové v rostlinnych vzorcich (Arabidopsis thaliana, Papaverum somniferum).

5.1 Optimalizace podminek chromatografické separace kyseliny salicylové
Tato kapitola je v€novédna optimalizaci podminek chromatografické separace SA,
pfedevsim tedy vybéru staciondrni faze, sloZzeni mobilni faze a volbé teploty kolonového
prostoru. Na zaklad¢ literarni reSerSe byla zvolena C18 stacionarni faze (Kapitola 3.2). Jako
prvni byla pfi optimalizaci chromatografické separace pouzita kolona LUNA C18 s délkou
250 mm (Allasia et al., 2018, Aresta et al., 2016, Bhuyian et al., 2015, Cheng et al., 2022,
Kozusznikova, 2016, Mikami et al., 2002, Patel et al., 2013, Pirola et al., 1998, Ratzinger et
al., 2009, Rozhon et al., 2005, Shou et al., 2009, Toui et al., 2011). Analyza na kolon¢ LUNA
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C18 umoznovala analyzu extraktli zrostlin, nevyhodou byla délka analyzy. K zavedeni
metody byla pouzita rovnéz 150mm kolona ARION C18 (Kozusznikova, 2016, Mikami et al.,
2002, Pirola et al., 1998, Rozhon et al., 2005, Shou et al., 2009). Volba slozeni mobilni faze
probéhla na zaklad¢ literarni reSerSe (Allasia et al., 2018). Mobilni faze A byla voda okyselena
kyselinou trifluoroctovou. Mobilni faze B byl methanol okyseleny kyselinou trifluoroctovou.
Teplota kolonového prostoru byla nastavena na 30 °C.

V prubéhu zavadéni metody byl sledovan kapacitni pomér jednotlivych analytd
(pomér rozdilu redukovaného retenéni Casu analytu a mrtvého retencniho Casu), separace
analytd a symetrie piki analytl, kterd byla hodnocena na zéklad¢é hodnoty faktoru asymetrie

(Novakova et al., 2021).

5.1.1 LUNA C18 (250 x 3 mm; 5,0 pm)

Chromatograficka separace probihala za pouziti linearniho gradientu, obsah MFB byl
zvySovan v rozsahu 10—75 obj. % po dobu 25 min pfi pritoku 1 ml/min. Pfed dalsi analyzou
byla kolona 8 minut stabilizovéna (10 obj.% MFB). Na zaklad¢ ziskaného objemu extraktu
k analyze byl pro stanoveni kyseliny salicylové ve vzorcich zvolen objem nastfiku 50 pl.
Reten¢ni ¢as SA byl 22,0 minut a OAA 17,4 minut. Vzhledem k zaméru vyuzivat metodu pro
analyzu extraktl z rostlin byl gradient zdmérné nastaven tak, aby po eluci SA i OAA byla
nasledné kolona vy¢isténa vys§im obsahem mobilni faze s vyssi elu¢ni silou od vSech analyti,
které extrakty z rostlin obsahovaly. Celkova délka analyzy vEetné stabilizace kolony pted dalsi
analyzou byla 33 minut. Symetrie pikii byla u kolony LUNA na zéklad¢ faktoru asymetrie 1,4
pro kyselinu salicylovou a 1,3 pro vnitini standard. Mrtvy reten¢ni ¢as byl 3,3 min. Retenéni
faktor u kolony LUNA byl nasledné 4,3 pro vnitini standard a 5,7 pro kyselinu salicylovou.
Tyto hodnoty retencniho faktoru vyhovuji v praxi doporucované hodnoté v rozmezi 2—10
(Novakova et al., 2021)

Pii prvnich analyzach byla pozorovana nestdlost kyseliny salicylové na svétle. Na
zakladé tohoto zjisténi byl v pribéhu optimalizace postupu extrakce kladen diiraz na

minimalizaci vlivu svétla v prib&hu vSech operaci. (viz. Kapitola 4.5.1)

5.1.2 ARION Plus C18 (150 x 3 mm; 5,0 pm)
Pro stanoveni kyseliny salicylové byla pouzita vedle 25cm kolony C18 i 15cm kolona
C18. Slozeni MFA a MFB bylo pro obé kolony shodné, byl upravovan pouze gradient. Rovnéz

teplota kolonového prostoru byla pro obé pouzité kolony shodna (30 °C). Separace probihala
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za pouziti linearniho gradientu, obsah MFB byl zvySovan v rozsahu 10-75 obj. % po dobu
13,2 min, 3 min 90 obj.% MFB a 5 minut stabilizace (10 obj.% MFB) pti prutoku 1 ml/min.
Objem nastiiku vzorku pfi analyze byl 50 pl. Analyza trvala 21,5 minut. Délka analyzy se
oproti koloné¢ LUNA C18 snizila pro mensi velikost kolony. Symetrie piku kyseliny salicylové
byla u kolony ARION na zakladé faktoru asymetrie 1,1. Mrtvy reten¢ni ¢as byl 1 min.
Retenéni faktor u kolony ARION byl nasledn¢ 12,2. Hodnota reten¢niho faktoru je pomérné
vysoka, a proto byla metoda pozd¢ji dale optimalizovana a retenéni ¢as byl zkracen na ¢as 7,3

minut. Tato data jiz nebyla zahrnuta do predlozené prace.

5.2 Nastaveni fluorescenéniho detektoru

Optimalizace fluorescencniho detektoru probé&hla za tcelem dosazeni co nejvyssiho
poméru signalu a Sumu. Optimalizované parametry fluorescenc¢ni detekce jsou vypsany
v Tabulce 5.

Pro kyselinu salicylovou byla zvolena na zakladé zméfeného UV spektra excitacni
vinova délka 305 nm a emisni spektrum bylo snimano v rozsahu 325-650 nm. Po proméfeni
emisniho spektra byla zvolena hodnota emisniho maxima 417 nm, bylo zméfeno excitacni
spektrum v rozsahu 200-397 nm a byla zvolena hodnota excitaéniho maxima 296 nm.

Pro vnitini standard byla zvolena excita¢ni vlnova délka 296 nm a emisni spektrum
bylo snimano v rozsahu 316-650 nm. Po promé&feni emisniho spektra byla zvolena hodnota
emisniho maxima 358 nm. Excita¢ni spektrum bylo snimano v rozsahu vlnovych délek 200—
338 nm a na zéklad¢ vysledku byla zvolena hodnota excita¢niho maxima 294 nm.

Tyto vysledky jsou srovnatelné s vinovymi délkami udavanymi literaturou. Pro
kyselinu salicylovou byla zvolena hodnota emisniho maxima 407 nm a excitacniho maxima
305nm a pro OAA byla zvolena hodnota emisniho maxima 365 nm a excita¢niho
maxima 305 nm (Allasia et al., 2018).

Citlivost detektoru byla pro analyt kyseliny salicylové a vnitini standard nastavena na
hodnotu 8 za ticelem dosaZeni maximalni citlivosti. Na zakladé hodnot excitacniho a emisniho
maxima byl pro analyt kyseliny salicylova nastaven emisni filtr o vinové délce 370 nm a pro

vnitini standard 280 nm.
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Tabulka 5: Parametry fluorescencni detekce pfi analyze s vnitinim standardem

Retvencnl Excitaéni A | Emisni A | Citlivost En_nsnl Faktor_
Analyt cas (nm) (nm) (1) filtr asymetrie
(min) (nm) (1)
Kyselina 22,0 296 417 8 370 1,4
salicylova | (LUNA C18)
13,2 1,1
(ARION C18)
Vnitini 17,4 294 358 8 280 1,3
standard

Porovnani chromatogramu analyzy roztoku (4 mg/l) standardu na obou kolonach je

zobrazeno na Obrazku 9.
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Obrazek 9: Chromatogramy analyz roztoku kyseliny salicylové (4 mg/l) na kolonach
LUNA C18 a ARION C18

V pribéhu stanoveni kyseliny salicylové v redlnych vzorcich, tedy extraktech

Z rostlinného materidlu, dochazelo ke koeulaci a interferenci jiného analytu s vnitfnim

standardem (OAA). Metoda extrakce a vlastni analytickd metoda byly optimalizovany a

nasledné validovany i1 bez pouziti vnitiniho standardu.
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Chromatogram analyzy extraktli za ucelem stanoveni volné a vazané kyseliny salicylové
s pouzitim kolony LUNA C18 je znazornéno na Obrazku 10 a pro kolonu ARION C18 na
Obrazku 11.
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Obrazek 10: Chromatogram analyzy volné a vazané kyseliny salicylové v realném vzorku
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Obrazek 11: Chromatogram stanoveni kyseliny salicylové na kolon¢ ARION C18

5.3 Validace metody pro stanoveni kyseliny salicylové
Metoda byla validovana pomoci valida¢nich parametra, kterymi byly mez detekce a

mez stanovitelnosti, pfesnost a spravnost, linearita a kalibracni rozsah. Kritéria piijatelnosti
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byla pouzita dle Asociace analytickych spolecnosti (AOAC, Association of Analytical
Communities) (AOAC, 2016) a FDA (Food and Drug Administration) (FDA, 2018). Pro
kolonu LUNA byla metoda validovdna s vnitinim standardem, pro kolonu ARION byla

metoda validovana bez vnitiniho standardu.

5.3.1 Validace metody kolona LUNA C18 (250 x 3 mm; 5,0 pm)

Pro nalezeni instrumentalnich mezi detekce a stanovitelnosti a linearni oblasti v
zéavislosti odezvy detektoru na koncentraci analytu pro jednotlivé analyty byly piipraveny
roztoky kalibra¢ni kiivky v rozsahu 20-10000 pg/l ve ctyfech nezavislych opakovanich
(Kapitola 4.3.3).

Pro odhad mezi detekce a stanovitelnosti byly pouzity stanovené hodnoty pomeéru
signdl/Sum pfii analyze kalibra¢nich roztokli s nejnizsi koncentraci (20 pg/l). Pro kyselinu
salicylovou je hodnota instrumentalni meze detekce (LOD;) 2,8 pg/l, kde pomér signal/Sum
byl roven 3. Na zakladé¢ poméru signal/Sum Ize odhadnout hodnotu instrumentalni meze
stanovitelnosti (LOQi) 4,6 pg/l. Vzhledem k pozadavku, ze LOQi musi byt soucasti linearniho
rozsahu metody, je hodnota LOQ;i rovna 20 pg/l, tedy koncentraci nejnizsiho kalibra¢niho
roztoku. Pro tuto koncentraci byla hodnota poméru signal/Sum rovna 22.

V publikacich s pouzitim FL detekce nebyly hodnoty LOD; a LOQ; uvedeny. Hodnota
LOD; pro stejné dlouhou kolonu (250 mm) uvedend v Tabulce 1 byla 3,3 x 10® g/ml pti
pouziti UV detekce (Cheng et al., 2022). V porovnani stouto hodnotou LOD; byla
instrumentalni mez detekce mnou validované metody o fad niz$i, coz lze vysvétlit vyssi
citlivosti FL detekce v porovnani s UV detekei (2,8 x 10° g/ml). Hodnota instrumentélni
meze stanovitelnosti uvedena v Tabulce 1 pro stejné dlouhou kolonu byla 1,0 x 10° g/ml
(Cheng et al., 2022). V porovnani s témito LOQ; byla instrumentalni mez detekce mnou
validované metody nizsi (4,6 x 10° g/ml).

Rozsah metody byl urcen na zakladé vypoctu diference mezi teoretickou a vypoctenou
hodnotou kalibra¢niho roztoku (Pfiloha B). Metoda byla linearni v rozsahu 20-2000 pg/Il.
Korelacni koeficient pro kyselinu salicylovou byl 1 a odpovidal kritériu pftijatelnosti
(R>0,9900). QC koeficient pro kyselinu salicylovou byl 2,13 % a vyhovoval kritériu
pfijatelnosti (< 5,00 %).

Hodnoty poméru S/N 1 diference pro nejnizsi kalibracni bod spliiovaly pozadovana
kritéria. Pro koncentrace 7500 a 10000 doslo k ptfesyceni detektoru a koncentracni uroven

5000 byla vytazena z divodu nesplnéni podminek kritérii pro hodnotu diference.
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V ramci linearniho rozsahu byla pro jednotlivé koncentracni urovné vypoctena
piesnost a spravnost z vysledkli analyz jednotlivych kalibracnich roztokl pfipravenych ve
Ctyfech opakovani (Tabulka 6). Primérné hodnoty piesnosti se pro jednotlivé koncentra¢ni
urovné pohybuji v rozmezi 1,2—4,6 %. Maximalni hodnota spravnosti byla 114 % pro nejnizsi
koncentraéni urovefi, minimalni hodnota spravnosti byla pro koncentraéni urovent 107 rovna
95 %. Na vSech koncentracnich trovnich byla jak pro ptesnost, tak pro spravnost splnéna

kritéria dle AOAC.

Tabulka 6: Spravnost a piesnost

Koncentra¢ni
. 5 Pfesnost* Spravnost* Piesnost Spravnost
uroven
(%) (%) (%) (%)
)
10 <21 60-115 2,9 110
107 <15 80-110 4,6 101
10°® <11 80-110 1,2 100

* kritérium pfijatelnosti dle AOAC

Z LOD; a nejnizSich bodl kalibra¢nich rozsahl byla po zahrnuti procesu extrakce a
fedéni vypoctena mez detekce metody (LODm) a mez stanovitelnosti metody (LOQm).
Hodnota LODm byla 90 ug/g a LOQm 670 png/g.

V zadné z reSerSovanych studii (Kapitola 3.2, Tabulka 1) nebyl zadny tidaj o LODr a
LOQm pro 25cm kolonu, proto neni mozné mez detekce a stanovitelnosti mnou validované
metody porovnat s jinymi zdroji. Srovnani mezi detekce s literarnimi daty pro kolonu ARION
je diskutovéano dale v textu.

V dal$im kroku byla provedena extrakce rostlinného materialu s pouZitim vnitiniho
standardu. Opakovana analyza rostlinnych extraktl za ucelem vyhodnoceni volné a vazané
SA prokazala interferenci vnitiniho standardu (OAA) s jinym analytem obsazenym v extraktu.
Z tohoto diivodu nebyl vnitini standard pouzit pti hodnoceni pfesnosti a spravnosti.

Pro ovéfeni pfesnosti a spravnosti analytické metody byl vyuzit smésny extrakt,
obohacovani bylo provedeno tésn¢ pted HPLC analyzou. Pfesnost se pro vSechny analyzované
vzorky pohybovala v rozmezi 0,080-5,4 %. Vsechny hodnoty spliiovaly kritérium pro
ptesnost dle AOAC (na dané koncentrac¢ni tirovni hodnota ptesnosti do 15 %). Pro volnou SA

byla spravnost v rozmezi 102—-106 % a pro vazanou SA 103-122 %. Pro tfi pary vzorkl pfi
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analyze vazané SA byla hodnota spravnosti vys$si nez pozadované kritérium (80110 %).
Jednou z mozZnych pficin je ¢astetna koeluce pikd kyseliny salicylové s jinym analytem
z extraktu. Nedostate¢na separace analytti zpisobuje chybu pii vyhodnocovani plochy piku a
nasledném vypoctu koncentrace analytu ve vzorku. Ziskané vysledky pro piesnost a spravnost
byly dostacujici pro ucel zavedené metody.

Ptesnost a spravnost byla hodnocena rovnéz pro 6 para zcela nezavislych vzorkl. Bylo
navazeno 12 vzorkl rostlinného materialu, do 6 z nich byl pipetovan obohacovaci roztok na
zacatku extrakce. Piesnost se pro vSechny analyzované vzorky pohybovala v rozmezi 2,2—
8,5 % a tedy splilovala kritéria pfijatelnosti. Spravnost byla v rozmezi 79-97 % pro védzanou
kyselinu salicylovou. Spravnost nebylo mozné vyhodnotit pro volnou SA z divodu poruchy
nastiikového systému a chybéjicich dat.

Validace prokazala vhodnost vyuziti metody bez vnitiniho standardu v koncentra¢nim
rozsahu 20-2000 pg/l. Metoda byla pouzita pro stanoveni obsahu volné a vazané kyseliny
salicylové v Arabidopsis thaliana. Vysledky analyz obsahu volné i vazané SA, uvedené jako
pramér koncentrace kyseliny salicylové + dvojnasobek smérodatné odchylky pro vzorky

(Arabidopsis thaliana), jsou uvedeny v Piiloze C.

5.3.2 Validace metody kolona ARION C18 (150 x 3 mm; 5,0 pum)

Pro nalezeni mezi detekce a stanovitelnosti a linedrni oblasti v zavislosti odezvy
detektoru na koncentraci analytu pro jednotlivé analyty byly pfipraveny roztoky kalibra¢ni
kiivky v rozsahu 2-10000 pg/1 ve tiech nezavislych opakovanich (Kapitola 4.3.3).

Pro odhad instrumentalnich mezi detekce a stanovitelnosti byly pouzity stanovené
hodnoty poméru signal/Sum pii analyze kalibracnich roztoka s nejnizsi koncentraci (2, resp.
20 pg/l). Pti analyze roztoku s koncentraci 2 pg/l byla hodnota signal/Sum 3,8, a tedy hodnota
LOD:i byla odhadnuta na 2 pg/l. Pro odhad LOQi byl pouZit roztok o koncentraci 20 pg/l, kde
byl signal/Sum 16. Vzhledem k linedrni oblasti pro kolonu ARION je hodnota LOQ;j rovna 40

Hodnoty instrumentalnich mezi detekce pro stejné¢ dlouhé kolony pouzité v diive
publikovanych studiich (Tabulka 1) byly 4,0x10°g/ml (Kozusznikova, 2016) a
5,5 x 10° g/ml (Mikami et al., 2002). V porovnani s témito LOD; byla instrumentalni mez
detekce mnou validované metody vyssi v pfipadé Kozusznikova, z divodu nizsi citlivosti UV
detektoru a nizsi v ptipadé Mikami et al. Hodnota mnou validované metody na koloné¢ ARION

C18 byla 2 x 10°g/ml. Hodnota instrumentalni meze stanovitelnosti pro stejné dlouhou
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kolonu uvedené v Tabulce 1 byla 1,2 x 10 g/ml (Kozusznikova, 2016). V porovnani s touto
hodnotou LOQ; byla instrumentalni mez detekce mnou validované metody vyssi
(4,6 x 10°g/ml), z divodu vyssi citlivosti FL detektoru oproti UV detektoru v praci
Kozusznikova.

Rozsah metody byl urcen na zéklad€ vypoctu diference mezi teoretickou a vypoctenou
hodnotou kalibracniho roztoku (Pfiloha D). Metoda byla linearni v rozsahu 40—4000 pg/l.
Korela¢ni koeficient pro kyselinu salicylovou byl 1 a odpovidal kritériu pfijatelnosti
(R>0,9900). QC koeficient pro kyselinu salicylovou byl 1,10 %, tedy odpovidal kritériu
piijatelnosti (< 5,00 %)
kritéria, proto byl tento bod vytazen.

Metoda byla linearni v rozsahu 40-4000 pg/l. V ramci linearniho rozsahu byla pro
jednotlivé koncentracni irovné vypoctena piesnost a spravnost z vysledki analyz jednotlivych

kalibraénich roztoki (Tabulka 7).

Tabulka 7: Spravnost a piesnost

Koncentra¢ni
) 5 Presnost* Spravnost* Presnost Spravnost
urovei
(%) (%) (%) (%)
1)
108 <21 60-115 0,033 120
107 <15 80-110 0,42 98
10 <11 80-110 0,77 100

* kritérium piijatelnosti dle AOAC

Z LOD;i a nejnizsich bodl kalibra¢nich rozsahti byla po zahrnuti procesu extrakce a
fedéni vypoctena mez detekce metody (LODm) a mez stanovitelnosti metody (LOQm).
Hodnota LODm byla 70 png/g a LOQm 1330 pg/g.

Hodnoty LODm pro stejné dlouhou kolonu uvedené v Tabulce 1 byly 5,0 x 108 g/ml
(Pirolaetal., 1998) a5,0 x 10° g/g (Rozhon et al., 2005). V piipadé Pirola et al. je mez detekce
uvadéna v g/ml z diivodu stanovovani kyseliny salicylové v tekutém kosmetickém produktu.
V porovnani s touto hodnotou LODm byla mez detekce metody mnou validované metody
fadové nizsi (70 x 10°g/g) z diivodu vyssi citlivosti FL detekce v porovnani s UV detekci

(Pirola et al.,, 1998). V ptipadé¢ Rozhon et al. byla pouzita vys$i navazka vzorku,
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zakoncentrovani analytu pomoci SPE extrakce a vys$si nastiik pti HPLC analyze. Hodnoty
LOQm uvedené v Tabulce 1 pro stejné dlouhou kolonu byly 7,0 x 10° g/ml (Mikami et al.,
2002) a 1,0 x 107 g/ml (Pirola et al., 1998). V obou porovnivanych studiich jsou meze
stanovitelnosti uvadény v g/ml z divodu stanovovani SA v tekutém kosmetickém produktu.
V porovnani stémito LOQm byla mez stanovitelnosti mnou validované metody
(1330 x 10 g/g) tadové nizsi v piipadé Pirola et al. z divodu vyssi citlivosti FL detekce
vV porovnani s UV detekei a fadové vyssi v pripadé Mikami et al. z divodu vys$s$i navazky

produktu (1 g).

5.4 Stanoveni koncentrace kyseliny salicylové v rostlinnych vzorcich

Koncentrace kyseliny salicylové byla stanovovana ve vzorcich zrostlin rodu
Arabidopsis thaliana a Papaverum somnoferum. Listy téchto rostlin byly uchovavany pfi
teploté -80 °C nékolik dni az mésic.

Nejprve byly provadény analyzy obsahu SA riznych kultivard rostlin (Arabidopsis
thaliana). Namé&fena data byla piedana Katedie experimentalni biologie k posouzeni, zda
stanovena koncentrace volné a vazané kyseliny salicylové v rozdilnych typech rostlin dané¢ho
rodu odpovida ptredpokladim. Predpoklady vychazely z typu analyzovanych kultivart. Po
experimentovani s Arabidopsis thaliana bylo provedeno né¢kolik analyz s Papaverum
somnoferum. V prib&hu zpracovavani magisterské prace se nepodafilo v zadném ze vzorkd
maku setého (Papaverum somnoferum) prokazateln¢ detekovat ani volnou ani véazanou
kyselinu salicylovou.

Extrakce vzorkd Arabidopsis thaliana probihaly nejméné ve tfech opakovanich. Z
vysledkl téchto analyz byla ur€ena piesnost a spravnost metody pro obé pouzité kolony
(LUNA C18 a ARION C18) (viz. Kapitola 5.3.1. a 5.3.2). Vysledky koncentraci kyseliny
salicylové v realnych vzorcich splnily ocekavani kolegi z Katedry experimentalni biologie.

V prvni ¢asti prace byla metoda validovana na 250mm koloné LUNA C18. Tato kolona
byla vybrana dle publikace Allasia et al., z které na zakladé konzultace s kolegy z Katedry
experimentalni biologie vychazela ptedlozena diplomova prace. Analyza vSak byla relativné
dlouha a byla snaha zkratit dobu analyzy, proto byla pouzita 150mm kolona ARION C18.
Podminky chromatografické separace byly pro obé kolony zvoleny tak, aby byl zajiStén
dostatecné velky kapacitni pomér analytu SA a popfipad¢ vnitiniho standardu OAA, a rovnéz
se minimalizovala koeluce s piky jinych latek obsazenych v extraktu. Bylo nutné vhodnym

gradientem zajistit eluci vSech analyt obsazenych v extraktu. Za timto u¢elem na konci kazdé

36



analyzy byla kolona procisténa vysokym podilem organické mobilni faze (90 obj. % MFB,
3 min).

Pro porovnani vysledkii analyz na obou pouzitych kolonach, byly provedeny analyzy
jedné sady vzorki nejprve na delsi koloné (LUNA C18 250 x 3 mm; 5,0 um) a poté na kratsi
koloné¢ (ARION C18 250 x3 mm; 5,0 um) (Pfiloha E). Byly porovnany pouze vzorky
s vazanou Kyselinou salicylovou. Na Obrazku 12 jsou zobrazeny pramérné hodnoty
koncentrace SA pro dany vzorek naméfeny na kolon¢ ARION i na kolon¢ LUNA. Interval
spolehlivosti je vyjadien dvojnasobkem smérodatné odchylky. Jedna se data z Pfilohy E. Prvni
bod pro dany vzorek v grafu zobrazuje vzdy data pro 150mm kolonu (LUNA) a druhy bod pro
250mm kolonu (ARION). Na tomto obrazku je vidét, Ze prumérnd hodnota koncentrace
kyseliny salicylové pro dany vzorek naméteny na kolon¢ ARION spadé do konfiden¢niho
intervalu vysledku ziskaného analyzou daného vzorku na koloné¢ LUNA. Pro analyzu kyseliny
salicylové je mozné pouzit ob¢€ jiz zminéné kolony. Vzhledem k délce analyzy a spotiebé

mobilni faze je vhodnéjsi kolona ARION C18.

30

(pgl?)
B8R

Koncentrace + 2 x SD
5

1 7 11 16
Cislo vzorku

Obrazek 12: Graf primérnych hodnot koncentrace kyseliny salicylové s vyznacenymi

konfiden¢nimi intervaly pro kolonu LUNA i ARION

Vysledky srovndvaciho meéfeni prokdzaly, ze se na obou kolonidch zavedenymi

metodami ziskévaji srovnatelné vysledky a je mozné vyuzit k analyzam 150mm kolonu. Pii
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pouziti této kolony je délka analyzy krat$i o 11,5 min a spotfeba mobilni faze A nizsi o 6,5 ml

a mobilni faze B niz§i o 5 ml.
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6 Zavér

V této praci byla zavedena a nasledn¢ k analyzdm vyuzita metoda pro stanoveni
kyseliny salicylové v rostlinnych vzorcich pomoci kapalinové chromatografie.

V teoretické ¢asti jsou shrnuty vlastnosti a pouziti kyseliny salicylové, pozornost je
vénovana biosyntéze a popisu funkce kyseliny salicylové v pribéhu regulacnich procesii
v rostlinach. Byla provedena reserSe publikaci zabyvajicich se stanovenim kyseliny salicylové
pomoci HPLC. Sledovén byl hlavné typ staciondrni faze a slozeni mobilni faze. Posledni ¢ast
teoretického uvodu je vénovana shrnuti a porovnani postupu extrakce volné a vazané kyseliny
salicylové.

HPLC metoda pro stanoveni kyseliny salicylové byla optimalizovana na dvou
kolonach. Rostlinné vzorky (Arabidopsis thaliana a Papaverum somniferum) byly
extrahovany v n¢kolika krocich po dobu pfiblizn€ 20 hodin. Pro analyt kyseliny salicylové
byla pfi validaci nalezena mez detekce, mez stanovitelnosti, koncentracni rozsah metody, byla
ovéfena piesnost a spravnost dle AOAC. Validovana metoda pro kolonu LUNA C18 byla
linearni v rozsahu 20-2000 pg/l a pro kolonu ARION C18 v koncentraénim rozsahu 40—
4000 pg/l. Jako vnitini standard byla ptivodné pouzita kyselina 2-methoxybenzoova, ktera
byla béhem vyvoje metody z metody odstranéna z divodu koeluce a interference pikl s jinym
analytem. Analyzou obohacenych vzorkl bylo prokazano, ze extrakce bez pouziti vnitiniho
standardu probiha s vyhovujici pfesnosti a spravnosti.

Zavedend analytickd metoda bude dale vyuzivéna pti sledovani obsahu kyseliny

salicylové v rostlinnych vzorcich (Papaverum somniferum).
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8 Pilohy

Priloha A: Systematické nazvy

Trivialni nazev Systematicky nazev
benzaldehyd benzenkarbaldehyd
kyselina benzoovou kyselina benzenkarboxylova

kyselina chorismova (3R, 4R)-3-[(1-karboxyvinyl)oxy]-4-hydroxycyklohexa-1,5-dien-1-karboxylova

kyselina
kyselina o-kurmarova (2E)-3-(2-hydroxyfenyl)-prop-2-enova kyselina
kyselina Sikimova (3R, 4S, 5R)-3,4,5-trihydroxycyklohex-1-en-1-karboxylova kyselina
kyselinu prefenovou kyselina 1-(2-karboxy-2-oxoethyl)-4-hydroxy cyklohexa-2,5-dien-1-karboxylova
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L-fenylalanin

(2S)-2-amino-3-fenylpropanova kyselina

trans-skoficovou

kyselina (2E)-3-fenylprop-2-enova
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Priloha B: Validace metody-LUNA C18 (250 x 3 mm; 5,0 um)

Koncentrace Vypocdtena Plocha Plocha VS Diference
[ng/1] kon{c:g/i]r ace [counts x min] [counts x min] [%6]
20 21,27 122999 3443730 6,4
20 22,80 125666 3430666 14
20 21,87 125062 3466559 94
20 22,25 126580 3486679 11
100 100,32 295968 3564278 0,32
100 110,09 313864 3531191 10
100 103,38 304039 3582393 3,4
100 94,74 288886 3624714 -5,3
200 206,86 626485 4267253 3,4
200 189,06 495778 3641159 -5,5
200 210,25 521590 3504235 51
200 202,40 532334 3693064 1,2
500 510,73 1181775 3595071 2,2
500 525,09 1217207 3608519 5,
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500 496,64 1183772 3695999 -0,67

500 476,18 1122403 3643714 -4,8

1000 984,46 2288241 3737064 -1,6

1000 996,05 2259591 3648913 -0,39
1000 982,20 2243438 3672012 -1,8

1000 976,46 2232324 3674459 -2,4
2000 2015,75 4528805 3682927 0,79
2000 2015,46 4505146 3664212 0,77
2000 2023,90 4564888 3697596 1,2
2000 1971,78 4437751 3687819 -1,4
5000 — 10868523 3739750 -
5000 - 11692062 3640554 -
5000 — 11631613 3651389 —
5000 - 11580214 3699843 -
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Piiloha C: Vysledky extrakce-LUNA (250 x 3 mm; 5,0 pum)

Koncentrace =2 x SD

Priamér obsahu SA £2 x SD

Vzorek Vzorek
(ngl™) (ng/g)
Mix volna SA 436,52+0,70 Ex volni SA -
Mix SP volna SA 85820 Ex SP volnd SA 1,960 + 0,088
Mix vazand SA 258428 Ex vdzana SA 0.76+0,13
Mix SP vazana SA 706+66 ExSP vazana SA 1,64 +0,14
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Priloha D: Validace metody-ARION C18 (150 x 3 mm; 5,0 um)

Koncentrace Vypoétena koncentrace Plocha Diference
[ng/] [ng/] [counts x min] [9%6]
20 - 57554 -
20 - 50746 -

20 - 55523

40 48,03 106227 20
40 48,02 106187 20
40 48,05 106269 20
60 66,64 155053 11
60 65,51 152100 9,2
60 66,91 155780 12
100 108,02 263675 8,0
100 107,62 262633 7,6
100 107,84 263210 7,8
200 200,20 505627 0,10
200 198,31 500669 -0,84
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200 202,88 512669 1,4
400 391,02 1006484 -2,2
400 392,23 1009667 -1,9
400 394,29 1015057 -1,4
1000 990,09 2578902 -0,99
1000 995,08 2591992 -0,49
1000 993,32 2587378 -0,67
2000 1984,05 5187813 -0,80
2000 1980,28 5177920 -0,99
2000 1980,46 5178390 -0,98
3000 2995,58 7842845 -0,15
3000 2995,02 7841374 -0,17
3000 2997,77 7848588 -0,070
4000 3991,00 10455582 -0,22
4000 4002,46 10485646 0,060
4000 4049,30 10608614 1,2
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Priloha E: Porovnani vysledkii extrakci LUNA a ARION

Kolona LUNA
(250 x 3 mm; 5,0 um)

Kolona ARION
(150 x 3 mm; 5,0 um)

Prumér obsahu SA +2 x SD

Prumér obsahu SA +2 x SD

Vzorek
(ng/g) (ng/g)

4,67 +0,81

vzorek 1 408+0,36
20,142

vzorek 7 189+3,8
8,72+0,92

vzorek 11 82+14
172+3,1

vzorek 16 16,2+ 3,0
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