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1 Uvod

Trapatka nachova je velice znamou rostlinou pochazejici ze Severni Ameriky. Jgi
l&civé Gcinky byly objeveny jiZz Indidny, nicméné v té dobé byla tato bylina uzivana spise
k bolestem zubt, hlavy nebo pii ustknuti hadem. Dnes je tigpatka pouZivana zejména k | &cbeé
nachlazeni a infek¢nich onemocnéni hornich a dolnich cest dychacich. Pro vyrobu Iéivych
pripravka, jakymi jsou nejcastéji sirupy, tinktury acaje, je vyuzivan vice koren rostliny nez jgi
nadzemni ¢asti. Duvodem je vysSi obsah aktivnich latek vyskytujicich se prévé v koreni. Toto
tvrzeni vSak nekteré veédecké publikace zpochybnuji a vénuji se zjistovani aktivnich latek
v jednotlivych ¢éstech rostliny. Do stejné ¢eledi rostlin jako tiapatka patii i ¢ekanka obecné
Znadmaje hlavn¢ diky svému koreni, ze kterého se vyrabi nahrazky kavy nebo sladidlo urcené

prevézné pro diabetiky.

Na l&ivém G&inku rostlin se podili nékolik skupin latek. Radime mezi né alkylamidy,
derivaty kyseliny kavové a polysacharidy. Nejvice bioaktivnich funkci vykazuji derivéty
kyseliny kavové. Teémito funkcemi jsou napiiklad protivirové a protizanétlivé Gcinky, ochrana
kolagenu pied pusobenim volnych radikdlt nebo inhibice viru HIV-1. Vzhledem k t¢émto
vlastnostem jsou derivaty kyseliny k&vové oznacovany jako ukazatele kvality Iécivych
pripravka. Kazdy druh trapatky obsahuje jiné derivaty kyseliny kavové i jiné mnozstvi téchto
derivéti — v tiapatce nachové je napiiklad zastoupena negjvice kyselina cekankova. Diky tomu

mohou byt derivaty pouzity pro ovéreni autenti¢nosti a kvality extrakta z rostlinnych vzorka.

|zolace derivata kyseliny kévové byva provadéna extrakénimi technikami, at’ uz
klasickymi, nebo za zvySenych teplot a tlaki. Jako rozpoustédlo je volen ethanol, methanol,
nebo destilované voda. Anaytickou koncovkou byva nejcastéji kapalinova chromatografie.
Z tohoto duvodu je v praci pouZzita plynova chromatografie, ktera tak muze slouzit jako

srovnavaci metoda k chromatografii kapalinové.



2 Teoreticka cast

2.1 Charakteristika rostlin
2.1.1 Trapatka nachovéa

Trapatka nachova, latinsky Echinacea purpurea je z botanického hlediska vytrvala
bylina, spadgjici do ¢eledi s nAzvem Compositae, neboli hvézdnicovité. Do této ¢eledi patii |
dalsi rostliny, jakymi jsou napt. arnika, hefmanek, ¢ekanka, mésicek nebo pampeliska
Spolecnym znakem rostlin, které jsou zarazeny do této ¢eledi, je kvét, jenz piipomina hvézdu

ataké |ésivé vlastnosti mnohych z nich.!

Pavodem je trapatka ze Severni Ameriky, kde byly jegi Ié&ivé Gcinky objeveny jiz
pavodnimi obyvateli — Indidny, ktefi uzivali rostlinu napt. pfi udtknuti hadem, bodnuti
Zihadlem, nabolesti hlavy, zubu, Zaludku ¢i nalécbu infekénich onemocnéni. Existuje priblizné
devét druht rodu trapatky, napi. tiapatka Uzkolistd, tiapatka zvlastni, trapatka bledd, trapatka
nachova gj. VSechny druhy maji podobné ucinky, lisi se vdak sloZenim U¢innych latek, a proto
jsou k Iékairskym ucelim vyuZzivany zejména tyto tfi druhy — trapatka Uzkolista (Echinacea
angustifolia), trapatka bleda (Echinacea pallida) a tiapatka nachova.

Obr. 1 Trapatka nachova (foto autorka)

2.1.2 Cekanka obecna

Cichorium intybus, ¢esky téz ¢ekanka obecné je obdobné jako tiapatka vytrvaa bylina
s mnohymi |&civymi vlastnostmi arovnézZ spada do ¢eledi hvézdnicovitych. Nalézt ji maZzeme
témei po celém svéte, samozigimé svyjimkou mist, kde je obecné mao vegetace kvili
nepiiznivym podminkam pro jei rust — napr. Gronsko ¢i Antarktida. Listy rostliny jsou hojné
vyuzivany pro piipravu pokrmi, zejména saétt. Koren rostliny se po upraZeni pouziva



k vyrobé ndhrazek kavy, nejznaméjsi z nich je cikorka.? Pouzit maZe byt ovéem i jako dadilo,
nebot’ vétSinarostlin pochézejicich z rodu Aster aceae obsahuje namisto Skrobu, jakoZto zasobni
latky, polysacharid inulin. Jeho sladivost je v porovnani se sacharosou asi desetkrédt mensi a
potraviny obsahujici tento polysacharid maji nizkou energetickou hodnotu. Toho je vyuzivano
predev&im u osob s diabetem, pro které nejsou vhodné potraviny obsahujici jednoduché cukry.®
Z chemického pohledu obsahuje ¢ekanka nejraznéjsi latky jakymi jsou fenolické kyseliny,
flavonoidy, alkaloidy, vitaminy, taniny a saponiny, jenzZ jsou odpovédné za |&ivé vlastnosti
rostliny. Témi jsou namysli antimikrobialni, protizanétlivé nebo antihyperglykemické Gcinky.
Silna antioxidacni aktivita je dana diky vyskytu flavonoidi — quercetinu, kaempferolu a
kyseliny kévové ajejich derivati.*

Obr. 2 Cekanka obecnd®

2.2 Chemicky aktivni latky

Trapatka nachova obsahuje mnoho neriaznéjSich chemickych laek. Jedna se o
flavonoidy, derivaty kyseliny kavové, polysacharidy, glykoproteiny, polyacetyleny, alkylamidy
a éterické olgie neboli silice. Na I&ivém U¢inku rostliny se nepodili jedina létka, ae cely
komplex laek. V piipadé tiapatky se jednd o derivdty kyseliny kavové, alkylamidy a
polysacharidy, jejichz vlastnosti budou popsany dée.®

2.3 Fenylpropanoidy
Fenolické latky, obsazené v rostlinach, jsou charakterizovany jako aromatické
sekundarni metabolity, v jgichz struktuie je nafenylovou ¢ast molekuly navazan jeden ¢i vice

hydroxyl, které maji charakteristické kysel é viastnosti.” Rozdélit fenolické | atky | ze nazéklads
poctu uhlika. Slouc¢eniny snegmensim poétem uhliki — 6 jsou jednoduché fenoly a



benzochinony, dale jsou to fenolické kyseliny se 7 uhliky a znacenim Cs— C1. Fenylpropanoidy
spolu sbenzopyrany jsou tvoreny z9 uhliki a hlavni fetézec byva oznatovan Cs — Ca.
Takovymto zpusobem jsou fenolické latky rozdéleny az po slouceniny s nedefinovanym
poctem uhlikt, neboli n poctem uhliki, coz jsou kondenzované taniny, ligniny a

katecholmelaniny.”

Fenylpropanoidy jsou prirodni latky organického pavodu, které vznikaji
z aminokyseliny fenylalaninu pies Sikimatovou drahu. Pisobenim enzymu fenylalanin amoniak
lyasy vznika deaminaci fenylalaninu prvni meziprodukt biosyntézy - kyselina skoiicova. Z té
pak miZe vznikat kyselina benzoovd, ktera je prekurzorem syntézy kyseliny salicylové, nebo
kyselina hydroxyskoficova. Derivaty kyseliny hydroxyskoricové slouzi k syntéze mnoha
dalSich latek, jakymi mohou byt napi. ligniny, stilbeny, flavony a flavonoly. Vyznamnym
derivatem kyseliny hydroxyskoiicové je kyselina kavova a od ni odvozené derivéty, které

budou v této préaci dde podrobngji popsany.®
2.3.1 Derivéty kyseliny kavové
Mezi derivaty kyseliny kavoveé fadime tyto slouceniny:

kyselina kavova

kyselina chlorogenova

kyselina rozmarynova

kyselina kaftarova

kyselina ¢ekankova

Jak jiz bylo zminéno vyse, I&Civy UCinek trapatky je prisuzovan tiem skupindm létek,

ovSem derivaty kyseliny k&vové jsou povazovany za nejvice biologicky aktivni a pIni fadu
funkci. Chrani napiiklad kolagen pied degradaci volnymi radikdy, maji protivirovy a
protinadorovy U¢inek a rovnéz stimuluji fagocytézu. Diky témto vlastnostem a riznému
zastoupeni v jednotlivych druzich trapatky mohou slouZit derivaty kyseliny kavové jako
ukazatele kvality |é&civych pripravki vyrobenych z trapatky.®

Kyselina kévova

Kyselina kédvova (Obr. 3) je fenolicka kyselina s katecholovym usporadanim hydroxy

skupin na aromatickém jédre.’® Spolu s kyselinami hydroxybenzoovymi, hydroxyskoticovymi

v v

astilbeny ji rovngz radime mezi nonflavonoidy.!! B&Zné se vyskytuje v bylinach, koreni (napr.



skorice), ovoci. Nalézt ji muizeme také v ¢gji a kdvé. Ma vysokou antioxidacni kapacitu a je
schopna vychytéavat volné radikdly a chelatovat nékteré ionty kova. Tyto vlastnosti mohou byt
zpusobeny jiz zminovanym katecholovym uspoiddanim na aromatickém jadie a dvojnou
vazbou, vyskytujici se v postrannim tetézci. Kromé toho vykazuje fadu farmakologickych
aktivit, jako jsou protinadorové a protizanétlivé Ucinky, ¢i inhibice enzymové aktivity a

replikace viru HIV.%°

O
N OH

HO
OH

Obr. 3 Kyselina kavova'?
Kyselina chlorogenova

Kyselina chlorogenova (Obr. 4) je ester kyseliny kavové a chinové. Jde rovnéz o
fenolickou kyselinu hojné se vyskytujici v k&vé, ovoci a zelening. Velkym zdrojem kyseliny
chlorogenové jsou také extrakty pripravené z rostlin - zimolez japonsky a gumojilm jilmovy.:
Podobné jako kyselina kavova vykazuje vysokou antioxida¢ni kapacitu, mataké protizanétlive,
protibakteridni a protinadorove Gcinky. Mimoto bylo prokézano, Ze kyselina chlorogenova
aginng chrani pred nemocemi jater.!* Vzhledem k ¢etnym léivym Geinkim maze byt
pouzivana v mnohych odvétvich, at’ uz jako piisada do nejriznéjSich ndpoju, jidel, kosmetiky,

¢i do I€&ivych pripravka.t®

HQ, CO.H

OH
OH

Obr. 4 Kyselina chlorogenova®



Kyselina rozmarynova

Dimer kyseliny kavové, strukturné ester kyseliny kavové a kysdiny 3-(3,4-
dihydroxyfenyl) mléené se nazyva kyselina rozmarynova (Obr. 5).26 Nachézi se zejména
v rostlinéch ¢eledi hluchavkovitych, jakymi jsou rozmaryn, bazalka, medunka, Salvej g ., které
jsou vysoce aromatické a hojné pouzivané jako koreni do pokrmii.t” Jako vétSina fenolickych
sloucenin ma i kyselina rozmarynova antioxida¢ni Uc¢inky. Dale pak G¢inky protizanétlive,
antimutagenni, cytotoxické, antimikrobidni a neuroprotektivni, kterych je vyuZivano

predevaim ve farmaceutickém primyslu pro vyrobu |éivych produkti.*®
HO
O
Z O
HO OH
O OH
OH

Obr. 5 Kyselina rozmarynova®®

Kyselina kaftarova

Mezi derivéty kyseliny k&vove spadai kyselina kaftarova (Obr. 6). Strukturné se jedna
0 ester kyseliny kévové a vinné. Jedna se o nejvice rozsifenou nonflavonoidni fenolickou
slouceninu v hroznech a viné. Trans isomer této kyseliny je hlavni fenolickou slouceninu

v listech ¢ekanky obecné a také jedna z bioaktivnich slougenin tiapatky nachové.?

O OH
HO HOJLT/L}(OH
o _~_0 ©
0

Obr. 6 Kyselina kaftarova?*



Kyselina ¢ekankova

Kyselina ¢ekankova (Obr. 7) je velice dulezita fenolicka sloucenina, kterd byla v roce
1958 poprvé objevena a nasledné izolovana z listt ¢ekanky obecné. Nevyskytuje se pouze
v ¢ekance, ade i v dalSich rostlinéch, kterymi jsou pampeliska, bazalka, trapatka nebo vodni
rostliny. Z chemického pohledu se jedna o diester kyseliny kavové avinné. 2

Jak jiZ bylo uvedeno, na lécivém Gcinku produkti, vyrabénych z trapatky nachové, se
podili fada chemickych sloucenin, nejvice vSak kyselina ¢ekankova, ktera plni fadu
bioaktivnich funkci. Mezi tyto funkce Ize zahrnout predevsim Ucinky posilujici imunitni
systém, ochranu kolagenu pred volnymi radikdly, protivirovou a protizanétlivou aktivitu. Dédle
pak ptisobeni proti enzymu hyaluronidaze, jenz rozklada kyselinu hyaluronovou a obrana pied
lidskym virem HIV-1.2 Na rozdil od kyseliny k&vové je mnohem silngj$im antioxidantem,
duvodem je piitomnost druhé fenolické skupiny. Obecné jsou polyfenoly lepSimi antioxidanty
nez slouceniny s jednou fenolickou skupinou.?* VSechny tyto vlastnosti pak dovoluji oznacovat
kyselinu ¢ekankovou jako ukazatele kvality 1&civych pripravka vyrobenych z trapatky.

HO ) OH
O

HO O
N 0O N OH

)
HO @) OH

Obr. 7 Kyselina cekankova®®

2.4 Alkylamidy

Alkylamidy jsou skupinou latek, které se v rostlinné i vyskytuji pouze u tii ¢eledi a
to Piperaceae, Rutaceae a Asteraceae.?* Z korend tiapatky nachové a Gizkolisté bylo izolovano
a identifikovano pies 20 akylamidi. Jedn& se prevézné o N-isobutylamidy kyselin s poctem
uhlika vét&im nez 10. Napt. N-isobutylamid kysdliny 2-cis-4-trans-dodekadien-8,10-diynové.28
Bylo prokézéno, Ze pozitivné pasobi na endokanabinoidni systém a omezuji aktivitu enzymu
cyklooxygendzy typu 2 (COX-2).%® Vzhledem ke strukture alkylamidi nelze ocekavat
antioxidacni G¢inky, nebot’” neobsahuji ani fenolickou skupinu, ani aromaticke jadro. Samotné
akylamidy tedy antioxidanty nejsou, ale v lipidové emulzi za pritomnosti kyseliny ¢ekankoveé

dokézi zvysit jeji antioxidagni schopnost.?*



2.5 Polysacharidy

Posledni skupinou l&tek, ktera se podili nalécivém Ucinku trapatky, jsou polysacharidy.
Latky jsou to velice vyznamné, zefména pro sve imunostimulacni U¢inky. Z nadzemnich ¢ésti
rostliny bylo izolovano nékolik polysacharidovych frakci. NejdualeZitéjSi jsou z terapeutického
hlediska dv¢, zndmé pod zkratkami PS | aPS 1. V pripadé PS | se jedna o polysacharid 4-O-
methyl-glukurono-arabinoxylan smolekulovou hmotnosti 35 kDa. Polysacharid PS I,

s molekulovou hmotnosti okolo 50 kDa je arabino-rhamno-gal aktan.?’

Gelovou filtraci pak byly ziskany dalsi frakce, v rozpéti molekulovych hmotnosti od 1
do 750 kDa. | tyto frakce, stejn¢ jako dvé predchozi, maji imunostimulacni efekt. Aktivizuji
neutrofily a makrofégy. Takto aktivované makrofégy vlivem polysacharidi ziskavaji

vyznamnou extracelul&rni toxicitu proti nédorovym buikam.®
2.6 Metody extrakce uéinnych latek

Extrakce je separacni metoda slouZici k prevedeni latky z tuhé, ¢i kapalné faze do faze
kapalné. Principy obou téchto metod jsou popsany v mnoha publikacich (napt. Stulik a kol.,
2004 nebo Pawliszyn a L. Lord, 2010), a proto bude pouze stru¢né uvedena extrakce z pevné

l&tky do kapaliny.

Existuje nekolik typa extrakci, kterymi muze byt laka ztuhé faze do kapaliny
pievedena. Prvni z nich je macerace, pri které dochézi k louhovéani do jedné davky kapaliny pii
normani teploté. Pri louhovéni za zvysené teploty hovorime o digesci. DalSim typem je
perkolace, kdy je provadéno louhovéni za normdni teploty, ae do protékajici kapaliny.
V pramyslovém provedeni pak perkolaci nazyvame kontinudlni extrakci.®

Pro extrakci fenolickych létek je pouzivan suchy rozemlety materid a nejcastéji byva
extrakce provadéna methanolem v Soxhletové pristroji.?® Vyhoda této metody spociva
v jednoduchosti instrumentace, nebot” Soxhletiv extraktor je sloZzen pouze z destilacni baiky,
extrakéniho néstavce a chladice. Mezi nevyhody patii dlouha doba extrakce (kolem 24 hodin)
avelka spotieba organi ckych rozpoustédel. Nevyhodatéto metody neni tedy pouze z finanéniho
hlediska, ale zeména z hlediska ekologického. Proto jsou v dnedni dobé klasické extrakéni
techniky, jakou je Soxhletova extrakce, ¢i destilace vodni parou, nahrazovany technikami
provadénymi za zvySenych teplot atlaka. Témito technikami |ze dosdhnout urychleni extrakce

amend spotieby rozpoudtédel .2



2.6.1 Vysokotlaka extrakce

Mezi extrakeni techniky provadéné za zvySenych tlakt fadime superkritickou fluidni
extrakci, extrakci kapalnymi organickymi rozpoustédly za zvySeného tlaku nebo tlakovou

extrakci horkou vodou. BliZe se seznamime s poslednimi dvéma zminovanymi technikami.

Extrakce stlacenymi kapalnymi organickymi rozpoustédly za teplot nad normanim
bodem varu rozpoustédla byva casto pojmenovana riznymi ndzvy. Lze se setkat
spojmenovanimi jako fluidni extrakce podporovana tlakem (PFE), kapalinova extrakce
podporovana tlakem (PLE), zrychlen& extrakce rozpoustédiem (ASE) ¢i zrychlena extrakce

podporovéana tlakem (PSE). %

Zrychlend extrakce podporovéana tlakem je technikou, ktera byla po roce 1990
vynaezena jako alternativa stavgjicich extrakénich technik (Soxhletova extrakce, macerace,
perkolace g.). PouZivana jsou bézna rozpoustédla, ktera jsou vlivem zvySeného tlaku
udrZzovana v kapalném stavu. Navic vysoky tlak umoznuje zatlatit rozpoustédio do péra
matrice, ¢imz dochazi k usnadnéni extrakce analyti.3 Uginnost extrakce rovnéz ovliviiuje
teplota. VysSi teplota usnadiuje uvolnéni analyzovanych latek z matrice vzorku diky zeslabeni
interakci téchto latek smatrici. VSechny tyto efekty tak vedou ke znatnému zrychleni
extrakce.® Pri této metodé je extrakeni patrona naplnéna vzorkem a umisténa do termostatu.
Patronaje nasledné plnénarozpoustédlem a zahiivana. PouZivany jsou teploty od 50 do 200 °C
atlaky od 5 do 20 MPa. Z tohoto diivodu musi byt patrony vyrabény z odolnych material,
nejéastéji z nerezove oceli. Objem patrony miaze byt v rozmezi od 1 do 100 ml. Na spodni ¢ast
byva umisténa frita s takovou velikosti péru, pii kterych nebude dochazet k prachodu ¢astic
matrice, ale pouze k prichodu rozpoustédla. Pripadnému pietlaku v patroné je zabranéno za
pomoci statickych ventilu, které se automaticky zavirgji a otevirgji po prekro¢eni nastavené
hodnoty. Rozpoudtédio, které pritom unika, je jiméano do sbérné nédobky.®? Pristrojem pro
vysokotlakou extrakci byva nej¢astéji one PSE vyrobce Applied Separations, ktery je na
obrézku 8.



Obr. 8 Pristroj one PSE pro vysokotlakou extrakci (foto autorka)

Extrakce maze probihat ve dvou reZzimech a to statickém a dynamickém. VétSina
aplikaci vyuziva statického rezimu, pri kterém je zvolenym rozpoustédiem naplnéna patrona se
vzorkem anasledné dochazi k zahiéati anatlakovani patrony napredem nastavené hodnoty. Tyto
hodnoty jsou po zvolenou dobu udrzovany a probiha extrakce. Poté dochazi k vypusténi
extrakéniho rozpoustédla do sbérné nédobky, nasledované proplachem systému malym
mnozstvim rozpoustédla a procisténi dusikem (1 — 2 min). Tento cyklus nej¢astéji trvas — 10
minut amuZe byt pro zvySeni G¢cinnosti extrakce i nékolikrét opakovan. Celkova doba extrakce
tak zavisi na poctu téchto cyklt ananastavenych hodnotach teplot atlakia. V méné pouzivaném

dynamickém reZimu protéka rozpousdtédlo kontinudlng po uréitou dobu pies vzorek. >
2.6.2 Extrakce subkritickou vodou

Pro extrakci subkritickou vodou lze v literatuie nalézt mnoho jinych nazva jako
extrakce horkou vodou (HWE), tlakovéa extrakce horkou vodou (PHWE) ¢i vysokoteplotni
extrakce vodou (HTWE). Z vécného hlediska se jedna o totéz, tedy o extrakci stlacenou vodou
mezi normalnim bodem varu (100 °C) a kritickou teplotou (374 °C) pro vodu. Podminkou pro
kapalny stav stlacené vody jetlak vySSi nez tlak nasycenych par vody za piislusné teploty. Této

podmince vyhovuji tlaky v rozmezi zhruba od 1 do 22 MPa.*°
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Vysoké teploty zpusobuji znacné sniZeni dielektrické konstanty a polarity vody.
V dasledku toho se miZzou ve vodé rozpoustét latky stiedni aZ nizké polarity. Se zvy3ujici se
teplotou dochézi rovnéz ke snizeni povrchového napéti a viskozity vody, coZz ma za nasledek
zvy3enou rozpustnost analyti v takovém typu rozpoudtédia® Na (g¢innost extrakce ma tedy

vliv zeiménateplota.

Extrakce je provédéna na zatizenich, kterdjsou béZzné dostupnav laboratotich. Jedna se
0 pristroje pro superkritickou fluidni extrakci, ¢i pro extrakci stlatenymi organickymi
rozpoustédly, jenz bylo popsano vyse u vysokotlake extrakce. Samozigimé s tim rozdilem, kdy
je namisto organickych rozpoustédel pouZita destilovana voda. Celkova doba extrakce zavisi

prevézné nateplot, ddle pak na povaze matrice a cilové slouceniny.3*

Narozdil od ostatnich technik nabizi tato metodatradu vyhod — zlepSeni kvality extrakta,
urychleni extrakéni doby nebo snizeni mnoZstvi pouZitého rozpoustédla, coz je spjato
smen3imi néklady. Kromé toho, voda misto organického rozpoustédlaje Setrnéjsi k Zivotnimu
prostiedi a mohou tak byt extrahovany potraviny i farmaceutické prisady zdravi prospsdné.®
Na pocatku 21. stoleti, kdy byla extrakce subkritickou vodou jako moznost pripravy vzorku
uvedena, byla jgi oblast vyuziti ponékud odlisnd Diivejsi aplikace zahrnovaly extrakci
organickych  polutanta  (pfedevSim  polycyklickych ~ aromatickych  uhlovodiki,
polychlorovanych bifenyli, fenold, pesticidi aherbicidi) z pevnych vzorka Zivotniho prostiedi
jako jdou pady, sedimenty, tuhé aerosoly a jiné. Schopnost vody extrahovat tyto nepolarni
organicke laky je spojena s dielektrickou konstantou vody, kterd muze byt znaéné snizena
v disledku zvysené teploty. V dnesni dobé pak byly extrakce tykajici se zegmeéna Zivotniho
prostredi rozSiteny o moznost extrahovat i nékteré bioaktivni latky a silice z rostlinnych
materidla, prevézné z |&ivych rostlin. Pro ty nejvyznamnéjsi z nich, jako je zézvor, ¢gjovnik,
rozmaryn g. lze v literature nal ézt presné popsané parametry pro tento zptisob extrakce (napt.
%). U biologickych materidla nastava pro tento zpisob extrakce jisté omezeni ato jak z diivodu

teplotni stability cilovych latek, tak jejich odolnosti vici hydrolyze béhem extrakce.
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2.7 Derivatizace

Derivatizace je chemicky proces, pii kterém dochézi ke zméné chemické struktury
slouceniny za Ucelem vytvoreni nove slouceniny slepSimi chromatografickymi viastnostmi.
Zejména plynova chromatografie ¢asto vyZaduje Upravu vzorku pied samotnou analyzou. Tato
forma Upravy vzorku vede ke zlep3eni termdni stability nékterych sloucenin, predevsim téch,
které obsahuji poléarni funkéni skupiny (napt. -COOH, -OH, -NH, -SH). Polarni funkéni
skupiny jsou schopny tvorit vodikoveé vazby mezi douceninami ato pak vede ke slabé tekavosti
a nedostatecné termdlni stabilité. Mohou také interagovat s pevnymi slou¢eninami, které tvori
stacionérni fazi kolony. V3echny tyto faktory maji pak za nasledek nizkou detekovatelnost
analyzovanych latek.>’

Derivatizace je obvykle provadéna nahrazenim aktivniho vodikového atomu jinymi
funkénimi - skupinami za pomoci  derivatiza¢nich cinidel. Podle téchto cinidel lze pak

derivatizaci rozdélit natii typy.
2.7.1 Alkylace

Prvnim ze tti nejcastéjSich zpusobu derivatizace je metoda nazyvana akylace. U této
metody je nahrazovén aktivni vodikovy atom u vybranych slouc¢enin akylovou, piipadné
arylovou skupinou. Nasledujici slou¢eniny mohou podléhat alkylaci: karboxylové a sulfonové
kyseliny, akoholy, fenoly, thioly, primarni a sekundarni aminy, amidy, sulfonamidy a N —
substituované amidy. V ptipadé kyselin se reakce nazyva esterifikace. Vétsina akylaénich
reakci probiha za ptitomnosti katal yzétoru, jehoz volba zavisi na aktivité nahrazovaného atomu
vodiku. Napiiklad akylace slabé kyselych skupin (hydroxylova skupina u akoholt nebo
thiolova skupina) vyZaduje kysely katalyzator, naopak u kyselgSich hydroxylovych skupin
(fenoly a karboxylové kyseliny) probih& alkylace ¢asto za pritomnosti bazického katal yzatoru.
Navrzeno bylo mnoho ¢inidel pro pripravu alkylderivatt. Patii mezi né alkylbromidy, piipadné
akyljodidy, benzylbromid a jeho substituované nebo fluorované analogy jako napt.
pentafluorobenzyl bromid. Pti esterifikaci karboxylovych kyselin je pak jako alkylaéni ¢inidlo

&asto pouzivan diazomethan.®

Oblasti, ve kterych mize byt alkylace vyuZita, je mnoho. AvSak nej¢astéji se sni lze
setkat v klinickych laboratofich pii analyzach biologickych vzorka. Jednd se o metodu
pouzitelnou pro identifikaci, profilovani a kvantifikaci raznych organickych kyselin (volné
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mastné kyseliny, organické kyseliny obsazenév moci akrevni plazmé, nebo organické kyseliny
obsahujici dal&i hydroxylové ¢i amino skupiny) pii analyze GC/MS.*®

2.7.2 Acylace

Acylace probihdu témét vech sloucenin obsahujicich hydroxylovou skupinu (primarni,
sekundérni i terciérni alkoholy, karbonylové slouceniny schopné keto enol tautomerie, fenoly),
nebo amino skupinu (primarni a sekundani aminy), ob¢as také u sloucenin obsahujicich
amidovou ¢i thiolovou skupinu. Vysledkem je produkt, ve kterém je aktivni vodikovy atom
nahrazen acylovou skupinou. Reakci nepodléhgji kyseliny karboxylove, sulfonove, fosforecné
afosforité. Acylaénimi ¢inidly jsou pievazné derivéty karboxylovych kyselin s nizSim poctem
uhlikd, nebot’ vySSi karboxylové kyseliny maji mensi tékavost a hate se tim padem odpaiuji.
Mezi bézne pouzivana cinidla patii anhydridy karboxylovych kyselin aacylhalogenidy. Reakce
jsou provadény v prostiedi tetrahydrofuranu nebo chloroformu za piitomnosti bazickych
katalyzétort, jako je pyridin, niZsi terciarni aminy, hydroxid sodny nebo octan sodny. Tyto
l&tky jsou schopny zachytit halogenvodikové nebo karboxylové kyseliny vznikaji v prabéhu

acylace.®

Derivéty vzniklé acylaci jsou Uspesné vyuzivany pro identifikaci, uréovani struktury a
kvantitativni stanoveni raznych cizorodych léek pritomnych v biologickém materidu
(tekutiny, tkéné) ¢i environmentanich matricich. Pro nekteré slou¢eniny muze byt acylace
upiednostiovana pired jinymi derivatizatnimi metodami. Jednou takovou skupinou l&tek jsou
napiiklad aminy, které acylaci poskytuji acylamidy, které jsou mnohem stabilngjSimi
slouceninami nez N-silyl derivéty, které vznikaji jako produkty jiného zptasobu derivatizace a
to silylace (viz dale v textu). Dalsi skupinou latek, kterd vyuziva derivatizace pied analyzou
GCIMS jsou sacharidy. Jednou z dileZitych aplikaci je profilovani monomert sacharidi
v bakteridlnich bunéénych polysacharidech. Monomery jsou povazovany za jakési chemické
znxtky, kteréidentifikuji specifické druhy aumoziuji detekci dané bakterie, nebo jejich slozek
v riiznych objektech.®

2.7.3 Silylace

Posledni ze tiech hlavnich moZnosti derivatizace je metoda zvanda silylace. Nahrada
aktivniho vodikového atomu za silylovou skupinu probiha u slou¢enin obsahujicich skupinu
OH (akohaly, fenoly, karboxylové kyseliny, oximy &.), nebo NH skupinu (aminy, amidy,
iminy), ¢i skupinu SH (thioly, thiokarboxylové kyseliny). Jedn& se o velice jednoduchou,
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rychlou a univerzalni metodu derivatizace, které je z vySe uvedenych nejvice pouzZivéna. Za
velkou vyhodu muze byt povazovan fakt, Ze silylace probiha velmi dobie i u slou¢enin
obsahujicich vice funkénich skupin. U derivétia vzniklych silylaci je znacné snizena dipdl —
dipdlové interakce, maji vysSi tekavost a vyborné chromatografické viastnosti, jakymi jsou
napriklad symetrické a Uzké piky. RovnéZ pozitivné ovliviji chovani la&ky pii MS
experimentu. Silylova skupina miZze napriklad podporit fragmentovou cestu. Tim prispiva
k uréeni celkové struktury 1atky a charakteristického iontu ve spektru.®

Cinidia, kterych silylace vyuzivd, obsahuji nej¢astéji trimethylsilylovou skupinu
(Si(CHa)3). Drive se k ziskani silylovych derivéta uzivala ¢inidla jako hexamethyldisilazan
(HMDS) nebo trimethylchlorsilan (TMCS). Postupem ¢asu byla objevena cinidla nova,
mnohem vice reaktivni nez ta predchozi. Mezi ty nepouzZivanéjSi lze zaradit N,O-
bis(trimethylsilyDtrifluoroacetamid  se  zkratkou BSTFA, dde  N-Methyl-N-
(trimethylsilyl)trifluoroacetamid (MSTFA) nebo trimethylsilylimidazol (TMSIM). Pro dobry
pribéh reakce muze byt poZadovano pouZiti rozpoustédel, napi. pyridin, acetonitril,
dimethylforamid gj., tedy takovych, ktera neobsahuji skupinu s labilnim vodikovym atomem.
Slouzit mohou ptimo k rozpusténi vzorku, nebo jsou pridéavanaaz do findni reakéni smeési. Pxi
pouZziti silylacnich ¢inidel, kterd obsahuji chlor, miZe byt vyZadovano pouZziti bazickych, Ci
kyselych katalyzatora nebo zahiivani vzorku.*

Nejpouzivangjsi a zaroven univerzani zpusob derivatizace, takova je metoda silylace.
Své uplatnéni nachazi v mnoha analytickych aplikacich. Vyuzivana byva pii analyzach
syntetickych smési, ziskanych béhem organickych syntéz. RovnéZz muze byt pouZzita pii
kvalitativni, nebo kvantitativni analyze bioorganickych molekul, [&Giv, jedi a metabolita téchto
l&tek. SlouZit maze také pii dopingovych kontroléch, kde jsou analyty piitomny ve velmi

mal ém mnoZzstvi v biologickém materialu.*
2.8 Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

Spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii je velice G¢innou technikou
slouzici k identifikaci mnoha latek. Prvni zminky o tomto spojeni spadaji do padesétych let
minulého stoleti. Netrvalo mnoho let a v roce 1968 byl vyroben prvni, komeréné dostupny
GC/MS systém.*

Instrumentace této techniky se, jak jiZz nazev napovidg, sklada ze dvou ¢asti a to z

plynového chromatografu a hmotnostniho spektrometru — schéma na obrézku 9. Prvni ¢asti je
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plynovy chromatograf, ve kterém jsou rizné slozky ve vzorku rozdélovany mezi dvé faze ato
pohyblivou — mobilni a nepohyblivou — stacionarni. Mobilni fazi je plyn, prevazné inertni,
kterym byva nejcastéji helium. Druha faze — stacionarni byva umisténa v kolong, ktera je
v pripadé této metody kapilarni. U kapilarnich kolon byva stacionérni faze ve forme tenkého
filmu naneseného piimo na vnitini stranu kolony. Po nastiiku je vzorek unaSen do kolony
proudem helia a dochézi k postupnému oddélovéani slozek ze vzorku. Zde prichézi na fadu
druhd ¢ast — hmotnostni spektrometr, jenz slouzi jako detektor plynového chromatografu.
Slozky vychézi z kolony v riznych ¢asech tzv. retencnich ¢asech a vstupuji do hmotnostniho
spektrometru, kde dochazi k jejich ionizaci a ndslednému roz&tépeni na fragmenty. Poté jsou
jednotlivé fragmenty detekovany na zékladg jejich poméru hmotnosti k ndboji (m/z).*2

nastrik vzorku hmotnostni spektrometr
(iontovy zdroj El, kvadrupdlovy

{;Q 3 hmotnostni filtr, detektor iontti)
rE '
) - *7
a2 N - |
PSRN
\\(}i —\// 906 , | l‘ |
di ] s
02 [ “ I
] el U |
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- ) \ J \ y,
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(helium) (termostat, kapilarni kolona)
Obr. 9 Schéma plynového chromatografu s hmotnostni detekci

TrebaZe se spojeni obou téchto zafizeni muze jevit jako jednoduché a snadno
proveditelné, nastava zde problém zpohledu tlakové nekompatibility. Vystup plynu
z plynového chromatografu probiha pii atmosferickém tlaku, na druhé strané iontové zdroje u
hmotnostniho spektrometru vyZaduji velmi silné vakuum. Nej¢astéjSimi iontovymi zdroji
v pripadé GC/M S byvaji elektronova, nebo chemickaionizace. ZkouSeno bylo mnoho zptasobr,
jak zavést vzorky z chromatografu do spektrometru, které uzivaly bud separaci vzorki a
nosného plynu, nebo byla smés zavadéna do spektrometru bez separace. Zatimto U¢elem byla
zkonstruovana zatizeni tzv. separétory, kterd oddélovala meéreny vzorek od nosného plynu.
S prichodem kiemennych kapilarnich kolon svazanou fézi a vykonnym cerpacim systémem
spektrometrii se situace zcela zménila a dodlo k velkému zjednoduSeni. PouZiti tohoto typu

kolon totiZ umoZziiuje primé spojeni kolony s iontovym zdrojem.*
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Vystup u GC/MS je steginé jako u plynového chromatografu ve formé chromatogramu,
jenz podava informace o vysledné separaci danych sloZzek ze vzorku. Jedna se o nespojity
zédznam plny bodi, jegichZz hustota je dana rychlosti skenovéani hmotnostniho analyzatoru.
Rychlost skenovani by méla byt vhodné volena, a to tak, aby dokézala poskytnout nékolik
spekter béhem eluce zény. Této podmince vyhovuji hmotnostni analyzétory jako priletovy
analyzétor ¢i magneticky sektorovy anayzétor. Narozdil od plynové chromatografie existuji u
GC/MS dva typy chromatogrami. Tim asi nejjednodusSim je celkovy iontovy proud (TIC),
definovany jako zavislost sumy iontovych proudt vSech m/z ve spektru na ¢ase. Z TIC lze
ziskat zaznam urcitychionta, které nés zajimaji atakovy zdznam se poté nazyvarekonstruovany
iontovy proud (RIC). Druhym typem zéznamu je selektivni monitorovéani ionta (SIM), pfi
kterém je mérena intenzita pouze jednoho nebo nékolika vybranych ionti. Dochazi tak ke

zvyZeni selektivity i citlivosti.?®

Oblasti, ve kterych se tato anal yticka technika uplatiiuj e, je nepreberné mnozstvi, nebot’
jedinym vyznamnym omezenim je nedostatecna tékavost 1atek. Pro vysokou citlivost detekce
hmotnostnim spektrometrem nalézd GC/MS uplatnéni jak pri stopovych, tak i ultrastopovych
analyzéch. Vyhodné jei jgi pouZiti pro analyzu komplikovanych smési |atek a pro komplexni
vzorky obsahujici nezndmé slozky. V praxi je hojné vyuZivanav potravinéiském, kosmetickém
a farmaceutickém pramyslu, stejné tak jako v toxikologii kidentifikaci a kvantifikaci
navykovych a dopingovych latek.?
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3 Experimentalni éast
3.1 Pouzité chemikalie

Diethylether p. a, PENTA, Chrudim, Ceskarepublika
Ethylacetét p. a., Lach-Ner, Neratovice, Ceskarepublika
Hexan p. a, Lach-Ner, Neratovice, Ceskarepublika
Methylalkohol p. a, PENTA, Chrudim, Ceska republika
m-Nitrofenol p. a., LOBA-CHEMIE, Videi, Rakousko

Pyridin p. a, PENTA, Chrudim, Ceskéa republika

Silyla¢ni ¢inidlo N, O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA), Sigma - Aldrich,
Praha, Ceska republika

Tetrachlormethan p. a., Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika
Standardy:

kyselinakévovap. a, Sigma- Aldrich, Praha

kyselina rozmarynovap. a., Sigma- Aldrich, Praha
kyselina cekankovap. a., Sigma- Aldrich, Praha
kyselina chlorogenovap. a., Sigma- Aldrich, Praha

©O O O o

3.2 Pristrojoveé vybaveni

Vysokotlaky extraktor one PSE, Applied separations Inc., Allentown, PA, USA
Centrifuga 5702, Eppendorf

Ultrazvukova lazen K — 10LM, Kraintek Czech sr.o, Hradec Krédlové, Ceskarepublika
Plynovy chromatograf Agilent 7890A s hmotnostnim detektorem 5975 C, Palo Alto,
Kalifornie, USA. Nosny plyn — Helium (¢istota 99,998%, rychlost pratoku 0,9 ml/min,
SIAD, Bergamo, Itdie). Kolona — HP-5MS (parametry 30 m x 0,25 mm x 0,25 um,
Agilent, Palo Alto, Kaifornie, USA). Podminky GC separace (50 °C (2 min) — 10
*C/min — 350 °C (20 min); néstiik 1 pl (340 °C), davkovaci puls 138 kPa, 12 s
Hmotnostni spektra byla snimana v rezimu TIC v intervalu 29 — 950 m/z a v rezimu
SIM pro selektivni ionty 196, 345 a 396 m/z.
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3.3 Vzorky rostlinného materialu

¢ekanka obecna (nat’), vyrobce Rosa Canina, Veverska Bityska

trapatka nachova (kvét, kofen, stonek, list), stéii cca4 roky, péstovanav Cechovicich u
Olomouce, shér srpen 2016, suSena v temnéjSi mistnosti pii pokojové teplote, ¢ast
vzorki uskladnéna ve sklenénych nadobéach v temnu, taktéz pii pokojové teplote, druha
¢ast uskladnéna v mrazicim boxu

¢ekanka obecna (kvét, koren, stonek, list), stéii nezndme, nepéstovana (samovolny rust
—Vsisko, Olomouc), shér srpen 2016, suSena v temnéjSi mistnosti pii pokojove teplote,
¢ést vzorku uskladnéna ve sklenénych nadobach v temnu, taktéZ pii pokojové teploté,

druha ¢ést uskladnéna v mrazicim boxu
3.4 Priprava extrakta
3.4.1 Macerace

Do prvni zkumavky bylo navézeno 487,5 mg suSeného kvétu ¢ekanky, do zkumavky
druhé bylo navédZeno 796,6 mg stonku ¢ekanky. Do obou zkumavek bylo ptidano po 8 ml
extrakéniho ¢inidla, kterym byl v tomto pripadé methanol. Extrakce probihala v uzavienych
zkumavkach za temna po dobu jednoho tydne. Po uplynuti extrakeni doby byly obé zkumavky
vloZeny do ultrazvukoveé 1azné na 10 minut. Nésledné byly vzorky podrobeny centrifugaci,
kterd trvala 4 minuty pii nejvysSich oté&kach (4400 ot/min). Poté bylo z obou zkumavek
odebrano 200 ul extraktu, ktery byl dale odparen proudem dusiku pii 80 °C. Pred samotnou

analyzou plynovym chromatografem s hmotnostni detekci byla provedena derivatizace.
3.4.2 Vysokotlaka extrakce

Pro vysokotlakou extrakci byl pouZzit pristroj one PSE. Do patrony z nerezoveé oceli 0
objemu 10 ml byla nejprve vlozZena frita, na ni malé mnozstvi kiemeliny a poté 1,5 g naté
¢ekanky. Patrona se vzorkem byla umisténa do termostatu vysokotlakého extraktoru.
Rozpoustediem byl, tak jako v pripadé macerace, methanol. Samotné extrakce probihala pri
teplot¢ 150 °C a tlaku 15 MPa po dobu dvakréd 10 minut. Ziskany extrakt byl odparovan
proudem dusiku pii 80 °C a nasledn¢ kvantitativné preveden do odmeérné baiky o objemu 10
ml. Dde byl extrakt pieveden do zkumavky a centrifugovan 5 minut pfi 4400 ot/min.
Nasledovalo precisténi tetrachlormethanem, kdy byl odebran 1 ml z extraktu, ke kterému byl
pridan 1 ml tetrachlormethanu a 200 ul destilované vody. Po protiepani a centrifugaci (5 min,
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4400 ot/min) byl odebran 1 ml horni féze do viaky. Derivatizace pred analyzou probihala za
podobnych podminek jako pii maceraci.

3.4.3 Extrakce subkritickou vodou

Extrakce subkritickou vodou probihalataké na piistroji one PSE, parametry pro extrakci
byly témér shodné jako u predchozi extrakce. Teplota, tlak, pocet cyklu a jgich doba zastaly
nezmeénény. Nahrazeno bylo pouze rozpoustédio a to destilovana voda misto methanolu.
Navazeno bylo 7,16 g nat¢ cekanky, ktera byla vlioZzena do patrony a umisténa do termostatu
pristroje. Ze ziskaného extraktu byla jedna ¢ast podrobena navic extrakci diethyletherem.
Z etherového extraktu byl odebran 1 ml, odpaien dusikem a poté k nému byl a piidana prislusna
derivatizatni cinidla a hexan v poméru jako u piedchozi extrakce. Druha ¢ést extraktu byla
extrahovana ethylacetatem. U ethylacetdtového extraktu bylo provedeno zakoncentrovani, kdy
byl odebrén 1 ml extraktu, odpaien dusikem do sucha, aby byl nasledné piidan znovu 1 ml
extraktu a suSen. Postup byl opakovan pétkrét a bylo tak tedy zakoncentrovano 5 ml extraktu.
Derivatizace byla provedena za stejnych podminek jako v piedeslé extrakci.

3.5 Priprava roztoka standardt

Standardni roztoky kyselin - c¢ekankové, chlorogenové, k&vové a rozmarynové o
koncentraci 1 mg/ml byly ptipraveny rozpusténim navézky v methanolu. Z takto
pripravenych roztokt standardu kyselin bylo odebrano 50 pl, které byly derivatizovany za
podminek jako v pripadé vysokotlake extrakce. Standardni roztok m-nitrofenolu o koncentraci

1 mg/ml byl pfipraven rozpusténim navézky v methanol u.
3.6 Priprava extraktt redlnych vzorka

Pro extrakci redlnych vzorka byly pouzity zmrazené ¢asti (kvét, koren, stonek alist) dvou
rostlin a to trapatky nachové a ¢ekanky obecné. Jednotliveé ¢asti rostlin byly navézeny do
patrony a extrahovany za stejnych podminek jako pii vysokotlaké extrakci. Navazky jsou
uvedeny na str. 29 a 30, tabulky Il a IV. Ziskané extrakty byly poté odpareny, piipadné
doplnény methanolem na objem 25 ml. Z téchto extrakti bylo odebrano po 1 ml do zkumavek,
ke kterym bylo piidano 100 pl roztoku m-nitrofenolu, 1 ml tetrachlormethanu a 200 pl
destilované vody. Po protiepani a centrifugaci (5 min, 4400 ot/min) byl odebran 1 ml horni faze
a odparen dusikem do sucha. Derivatizace byla provadéna opét za stejnych podminek jako u

vysokotlaké extrakce. Po vychladnuti byl objem ve vialce doplnén na 1 ml hexanem. Pred
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koncovou analyzou byly vzorky centrifugovany po dobu 2 minut pii 4400 ot/min a nasledné
bylo odebrano 800 pl extraktu do novych vialek.

3.7 Uprava vzorkl — derivatizace

U vSech vzorkia byla derivatizace provadéna silylacnim ¢inidlem N,O-
bis(trimethylsilytrifluoracetamidem (déle uz jen BSTFA) a v prostiedi pyridinu. V pripadé
extrakce maceraci byl odparek rozpustén v 50 ul pyridinu a silanizovan 50 ul BSTFA. Smésv
uzavienych vialkach byla zahtivana po dobu 20 minut pii 90°C. Po vychladnuti bylo ke smési
pridano 400 ul hexanu. K odparku ve vialce ziskaného z vysokotlaké extrakce bylo piidano
stegjné mnozstvi silylaéniho ¢inidla a pyridinu, doba zahtivani byla prodliouzena z 20 na 30
minut pri teploté 80°C. Objem ve vialce byl doplnén na 1 ml hexanem. Za stejnych podminek,
jako v pripadé vysokotlaké extrakce, byla provedena derivatizace i u odparku ziskaného

extrakci subkritickou vodou.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Macerace

Na zacétku experimentu byla jako metoda extrakce zvolena macerace, nebot’ tento typ
extrakce je velice hojné vyuzivan pro suSeny rostlinny material. Po sedmidenni maceraci kvétu
astonku ¢ekanky a naslednych Upravéch extraktt zahrnujicich rovnéz derivatizaci byly vzorky

analyzovany na plynovém chromatografu s hmotnostni detekci.

V obou ¢astech rostliny byla na z&kladé porovnani retencnich ¢asi a hmotnostnich
spekter z knihovny spekter identifikovana kyselina k&vova a dva derivéty této kyseliny sjgjich
piislusnymi izomery. K selektivni detekci byly pouZity dvaionty — 396 m/z a 345 m/z, kdy iont
396 odpovida molekularnimu iontu kyseliny kévoveé aiont 345 kyseliny chlorogenové — viz
obr. 10 — 12. Na obrézcich 10 a 12 Ize vidét pik sretenénim ¢asem 48 minut, jehoZ intenzita
signdlu byla velice mala a bylo predpokladéano, Zze by mohl patiit kyseliné cekankové. Jak
oviem ukézala analyza standardu kyseliny cekankové — obr. 23, tento predpoklad byl
nespravny, nebot’ pik standardu kyseliny ¢ekankové odpovida retenénimu ¢asu 34,2 minut.
Retencni ¢asy, molekulové hmotnosti pied a po derivatizaci spolu sionty k detekci kyselin jsou

uvedeny v tabulce I.

Kys. Kavova (trans), 21.048 min
Kys. Rozmarynova (trans), 30.270 min

Kys. Chlorogenova (cis), 27.819 min
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Obr. 10 Chromatogram derivati: kyseliny kavové pri maceraci stonku ¢ekanky - iont 396 m/z
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Obr. 11 Chromatogram derivatii kyseliny kavové pri maceraci stonku ¢ekanky - iont 345 m/z
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Obr. 12 Chromatogram derivati: kyseliny kavové pri maceraci kvétu cekanky - iont 396 mv/z
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Tab. | Retencni casy, molekulové hmotnosti a fragmenty
pouzité k identifikaci derivatu kyseliny kédvove

M olekulova
Kysdina Retenéni ¢as Molekulova hmotnost po lont k detekci
(min) hmotnost silanizaci (mf2)
(g:mol?) (g:mol?)
Kéavova (cis) 19,660 180,159 396,726 396
Kavova (trans) 21,048 180,159 396,726 396
Chlorogenova 27,819 354,311 787,445 345
(cis)
Chlorogenova
28,596 354,311 787,445 345
(trans)
Rozmarynova 29,249 360,318 721,263 396
(cis)
Rozmarynova 30,270 360,318 721,263 396
(trans)
Cekankova 34,161 474,374 907,508 906

4.2 Vysokotlaka extrakce

Vzhledem k tomu, Ze pik kyseliny ¢ekankové nebyl detekovan, bylo nutné optimalizovat
extrakéni podminky. K dosazeni lepSich vytéZzka dochazi za vySSich teplot atlaka, byla proto
zvolena vysokotlaka extrakce, ktera probihala pii teploté 150 °C a tlaku 15 MPa, za pouziti
rozpoustédla methanolu na pristroji one PSE. Extrakt naté ¢ekanky byl nésledné piecistén
tetrachlormethanem a pred samotnou analyzou byla provedena derivatizace ¢inidlem BSTFA
v prostiedi pyridinu.

Vysledkem bylo znacné zesileni signdu kyselin, zefménakyseliny kédvové—obr. 13. Na
obr. 14 — 15 |ze vidét zaznam spekter, kdy k selektivni detekci byly vybrany opét dvaionty a
to 396 m/z a 345 m/z, které odpovidaji dominantnim iontam kyseliny k&vové a chlorogenové.
S vétsim zesilenim signdlu doSlo i k vétSimu projevu balastnich latek pritomnych ve vzorku,
které byly sacharidové povahy, jak ukazuje obr. 14.
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Obr. 13 Chromatogram kyseliny kavové ziskany pri vysokotlaké extrakci

nate c¢ekanky - 396 m/z

Kys. Kavova (trans), 21.008 min
Kys. Chlorogenova (trans), 28.56 min

ys. Kavova (cis), 19.66 min + balast. latky(sacharidy)

Kys. Rozmarynova (trans), 30.22 min
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Obr. 14 Chromatogram derivati kyseliny kavové ziskanych pri
vysokotlake extrakci z nate ¢ekanky - 396 nvz (vyrez z obr. 13)
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Obr. 15 Chromatogram derivatz kyseliny kavové ziskanych pri
vysokotlakeé extrakci z nate ¢ekanky - 345 mvz

4.3 Extrakce subkritickou vodou

Vysokotlaké extrakce dévala vétsi intenzity signdlt, ae byl zde i rusivy vliv balastnich
l&tek, byla proto hledana cesta, jak tento problém vyieSit a jednou z moZnosti byla extrakce
subkritickou vodou s naslednym piecisténim organickym rozpoustédiem. Tim byl pro jednu
¢ast extraktu diethylether apro druhou ¢ést ethylacetét. Toto precisténi bylo zvoleno na zakladé
rozdélovani mezi vodu adiethylether (ethylacetat). Tedy Ze sacharidy, jakozto balastni latky by
mély piegjit do vodné faze a kyseliny do faze organické. Srovnani navratnosti zkoumanych
fenolickych kyselin a balastnich latek pii precisténi dvéma vySe uvedenymi rozpoustedly je
uvedeno v tabulce 1I. Z tabulky I vyplyva vysoka U¢innost odstranéni balastnich latek pfi
zachovani velké navratnosti kyseliny kavové ve srovnani svysedky z vysokotlaké extrakce.
Problém nastava u vySSich kyselin, které se ztraceji. ReSenim by mohla byt optimalizace
podminek extrakce subkritickou vodou. V pripadé této metody byla extrakce provéadéna jako
v predchozim piipadé na pristroji one PSE, byly vS&ak pozménény nékteré parametry. Byla

zvySena navézka nat¢ ¢ekanky ze 1,5 g na 7,16 g. Ziskany extrakt byl poté rozdélen na dvé
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¢asti, kdy prvni z nich byla extrahovana diethyletherem a druhda ethylacetdtem s naslednym
zakoncentrovénim vzorku. Prabéh derivatizace byl steginy jako v predchozim piipadé.
Odstranéni balastnich latek Ize pozorovat i na obrazku 16, kde jsou porovnavany dva
chromatogramy. Vrchni chromatogram reprezentuje vysokotlakou extrakci methanolem,
spodni pak extrakci subkritickou vodou s naslednou extrakci ethylacetdtem a zakoncetrovanim

vzorku. Oba chromatogramy jsou ve formé celkového iontového proudu.

Tab. Il Srovnani navratnosti (v %) fenolickych kysdlin a

balastnich latek p/i SWVE a precisteni EtAc a DE

Léatka SWE/EtAc SWE/DE
Fruktosa <0,01 <0,01
Myo —inositol <0,01 <0,01
Sachar osa <0,01 <0,01
Kysdina kavova 24,162 80,979
Kyselina chlor ogenova 0,716 0,540
Kyselina rozmarynova 0,022 1,868

Na obrazku 17 je znazornén chromatograficky zaznam z analyzy prvni ¢asti extraktu,
ktery byl po extrakci subkritickou vodou extrahovén diethyletherem. Zdznam neni v podobg
celkového iontového proudu, ale pouze vybrany iont — 906 m/z. Tato hodnota byla zvolena
z davodu molérni hmotnosti kyseliny ¢ekankové po derivatizaci silylacnim ¢inidlem BSTFA.

Jedna se pravdépodobné o kyselinu ¢ekankovoul.
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Obr. 16 Srovnani chromatogrami z vysokotlaké extrakce
a extrakce subkritickou vodou

BSTFA, 906 m/z
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Obr. 17 Chromatogram z extrakce subkritickou vodou
a extrakce diethyletherem p/i 906 mvz
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4.4 Extrakce realnych vzorki

Pro zvySeni citlivosti byl pozménén parametr u hmotnostniho spektrometru ato snimani
hmotnostnich spekter, kdy nebyla spektra zaznamenavana v celém rozsahu 29 — 950 m/z, ale
pouze pii tiech vybranych iontech — 196, 345 a 396 m/z. lont 196 m/z odpovida vnitinimu
standardu m-nitrofenolu, ionty 345 a 396 m/z slouzi k detekci kyseliny chlorogenové, kavové,
3-(3,4-dihydroxyfenyl) mlécné neboli katechollaktétu a kyseliny rozmarynoveé. Pro porovnani
mnozstvi kyselin v jednotlivych ¢astech rostlin byla vyuzita kvantifikace metodou vnitiniho
standardu. Prehled extrakta ziskanych pri vysokotlaké extrakci je na obrézku 18. Navazky
rostlinného materidlu spolecné s vyslednou koncentraci kyselin jsou uvedeny v tabulkach I11 a
IV. Grafické zndzornéni mnozstvi kyselin v jednotlivych ¢astech rostlin je na obrazcich 19 a
20. Ztéchto obrézku také vyplyva, Ze nejvétsSi mnozstvi kyselin bylo v piipadé ¢ekanky
obsaZzeno Vv jgich listech. Ngvice zastoupenym derivatem kyseliny kavové byla pro vsechny
¢asti svyjimkou listt kyselina chlorogenova (trans izomer). U trapatky byla situace zcela
odlisnd Prevazujicim derivdem byla kyselina kavova (trans izomer) a nejvice kyselin bylo
obsazeno v kotfeni rostliny, coz byla také jedina ¢ast rostliny, ve které se vyskytovala, a¢ ve

velmi malém mnozstvi, kyselina rozmarynova (trans izomer).

l P ! . — 3 z !\m

F ~Rict

i o i Kowen W, List Ven. Jist

Obr. 18 Extrakty ziskané z PSE extrakce (zeva cekanka, trapatka — kvét,
cekanka, trapatka — koren, cekanka, trapatka — list a cekanka, trapatka — stonek)
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Tab. 111 Koncentrace kyselin v jednatlivych ¢astech ¢ekanky obecné

¢ekanka obecna
kvét koien stonek list
Navazka (g) 2,60 1,37 1,30 1,00
Celkova koncentrace
kyselin (ng/g)
Kévova (cis) 15,63 11,73 18,99 79,13
Kavova (trans) 2127 163,7 695,7 33561
K atechollaktat 0,2749 0,4725 0,6774 5,206
Chlorogenova (cis) 11,46 72,24 38,28 69,12
Chlorogenova (trans) 3035 1783 1267 22391
Rozmarynova (cis) n. d. n. d. n. d. n. d.
Rozmarynova (trans) 2,836 2,095 n. d. n. d.
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) m Kavova (cis)
g
= 1000 m Kavova (trans)
S
< m Katechollaktét
F
N 100 m Chlorogenova
c cis
= (Chlz)rogenové
(trans)
10 m Rozmarynova
(trans)
1
kvét koren stonek list

Obr. 19 Porovnani mnozstvi fenolickych kyselin v jednotlivych castech cekanky obecné
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Tab. IV Koncentrace kyselin v jednotlivych ¢astech trapatky nachové

tiapatka nachova
kvét koren stonek list
Navazka () 2,02 1,70 1,83 1,10
Celkovéa koncentrace
kyselin (ng/g)
Kévova (cis) 16,46 96,41 13,85 5,12
Kavova (trans) 2974 34609 1263 2275
K atechollaktéat 0,5104 n. d. 0,2203 3,418
Chlorogenova (cis) n. d. n. d. n. d. n. d.
Chlorogenova (trans) 13,48 5,835 5,005 16,74
Rozmarynova (cis) n. d. n. d. n. d. n. d.
Rozmarynova (trans) n. d. 1,371 n. d. n. d.
100000
10000
©
g 1000 m Kavova (cis)
= m K&vové (trans)
< m Katechollaktat
% 100 Chlorogenova (trans)
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10
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Obr. 20 Porovnani mnozstvi fenolickych kyselin v jednotlivych ¢astech tiapatky nachové

30



4.5 Standardy kyselin

Standard kyseliny k&vovée

Average of 21.099 to 21.110 min.:
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Obr. 21 Chromatogram standardu kyseliny kavové

Standard kyseliny chlorogenové

K detekci kyseliny chlorogenové byl vybran iont 345 m/z, nebot’ se jedna o dominantni

iont ve spektru, ackoliv jeiont 73 m/z vétsi, jak ukazuje obrazek 22.
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Obr. 22 Chromatogram standardu kyseliny chlorogenové
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Standard kyseliny ¢ekankoveé

Pri extrakci subkritickou vodou byl pii molekularnim iontu, odpovidaicimu kyseling
¢ekankové, detekovan pik snizkou intenzitou v ¢ase okolo 34 minut — obr. 17. Analyzou
standardu kyseliny ¢ekankové bylo potvrzeno, Ze se skutecné jedné o kyselinu ¢ekankovou —
viz obr. 23. Nizk&intenzita signalu je pravdépodobné zpusobenatermani stabilitou respektive
nestabilitou dané latky, kterd se rozpadd, i kdyzZ je jgi bod varu vySSi neZ nastavena teplota

kolony.
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Obr. 23 Chromatogram standardu kyseliny ¢ekankové

Standard kyseliny rozmarynove
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5 Zaver

V této préci byly stanovovény derivéaty kyseliny kavové v rostlinném materidu pri
raznych extrakénich podminkach. Jako prvni extrakéni metoda byla zvolena ta nejjednodussi a
to macerace. Tydenni maceraci ¢ekanky v methanolu byla ziskéna kyselina kavova a jgi dva
derivéty — kyselina chlorogenova a rozmarynova, ob¢ v podobé svych cis a trans izomerd.
Intenzita signdlti nebyla ovsem prilis vysoka, a proto bylo piistoupeno k vysokotlaké extrakci.
Jak je patrné z vysledki, tato metoda extrakce zpisobila zesileni intenzity signdli, nicméné byl
zvétSen i projev balastnich latek, které se vyskytovaly ve formé sacharidi. Detekovany byly
stejné kyseliny jako v pripadé macerace. Odstranit vliv balastnich l&tek se podatilo extrakci
subkritickou vodou s naslednym piecidtenim extraktu diethyletherem respektive ethyl acetatem.
Spolu s odstranénim balastnich |atek sevsak zacaly ztrécet i nékteré kyseliny ato chlorogenova

arozmarynova.

Na zé&kladé téchto vysledkt byla zvolena pro redné vzorky jako extrakéni metoda
vysokotlaka extrakce, nebot’” zdmérem bylo stanovit co nejvétsi mnoZstvi derivétt kyseliny
kavové. Z vysledka je patrné, Ze se nepodarilo stanovit cisizomer kyseliny rozmarynové. Trans
izomer této kyseliny spolecné s cis izomerem kyseliny chlorogenové se vyskytovaly pouze u
nékolika vzorka. Naopak nejvice zastoupenou kyselinou byla v tiapatce kyselina kdvova
v podobg trans izomeru av ¢ekance kyselina chlorogenova, taktéz trans isomer.

Cilem préce bylo stanovit, ktery deriva kyseliny kévové je jest¢ mozno detekovat
plynovou chromatografii s hmotnostni detekci. Extrakce subkritickou vodou umoziuje Gcinnou
extrakci s precisténim extraktu pro stanoveni kyseliny kavové. Extrakce methanolem je naopak
vhodna pro ostatni kyseliny, ae za cenu extrakti svysokym podilem balastnich |atek.
Ostatnimi  kyselinami se mysli kyseliny chlorogenova, rozmarynova a kysdina 3-(3,4-
dihydroxyfenyl) propionova. Problém nastava u rednych vzorku rostlin, kde se ztréci i nékteré
vySe uvedené kyseliny v dusledku jejich nestability. Kyselinu ¢ekankovou, kterd by méla byt
ngjvice zastoupenym derivatem kyseliny kavové, se sice podarilo detekovat pii extrakci
subkritickou vodou, ae v methanolickych extraktech neni vidét atudiz ji nelze s ni¢im srovnat.
Z vysledku tedy vyplyva, Ze pro oba izomery kyseliny k&vové Ize pouZit rizné extrakeni
techniky. Pro jiné derivéty kyseliny k&vové se jako nejvhodngjSi metodou jevi macerace.
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6 Summary

This thesis deals with a determination of caffeic acid derivatives in plant samples under
different extraction techniques. The first extraction method was the simplest - a maceration.
After weekly maceration of chicory in methanol there were obtained these acids: caffeic acid,
rosmarinic acid and chlorogenic acid (thelast two were in aform of their cisand transisomers).
However, the abundance of signals was not to high so accelerated solvent extraction was
undertaken. The results showed, that this method caused an amplification of abundance, but
abundance of ballast substances, that were in form of carbohydrates was increased too. The
same acids as in the case of maceration were detected. The influence of ballast substances was
successfully removed by subcritical water extraction with subsequent purification by diethyl
ether respectively by ethyl acetate. Together with the removal of ballast substances same acids

were aso lost, namely chlorogenic and rosmarinic acid.

Based on gained results was chosen accel erated solvent extraction for real plant sasmples
with subsequent purification by tetrachlormethane because the goa of study was to obtain the
most amount of caffeic acid derivatives. Results showed, that there was not detected rosmarinic
acid (cis isomer) in both plants. In the case of coneflower there was not also detected
chlorogenic acid (cisisomer). Rosmarinic acid (trans isomer) was only detected in the flowers
and roots of chicory and roots of coneflower. Conversely, the most represented acid was caffeic

acid in the form of transisomer in coneflower and chlorogenic acid (trans isomer) in chicory.

The aim of the work was to determine, which caffeic acid derivative can still be detected
by gas chromatography with mass spectrometer. Subcritical water allows efficient extraction
with purification of the extract to determine the caffeic acid. On the other hand for other acids
IS appropriate extraction by methanol, but with the high influence of ballast substances. Other
acids are — chlorogenic, rosmarinic and 3-(3,4-dihydroxyphenyl) propionic acid. The problem
iswith real plant samples, where some of the above acids are lost as aresult of their instabillity.
The cichoric acid, which should be the most represented derivative of caffeic, has been detected
in the extract from subcritical water extraction, but can not be seen in methanol extracts and
therefore can not be compared with it. Based on the aboveresultsit followsthat for both isomers
of caffeic acid could be used different extraction techniques. For other caffeic acid derivatives

is the most suitable method maceration.
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