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1 UVOD

V souCasné dobé ¢im dal vice roste poptavka po produktech z pfirodnich zdroja
z dlvodu jejich mnohocetnych zdravotnich benefiti na lidsky organismus. Tato prace je
zaméfena na fytochemickou charakterizaci vybranych latek obsazenych v rozchodnici
rizové (Rhodiola rosea) pomoci dvou chromatografickych metod, a to HPLC/ED
a GC/MS. Rozchodnice rGizova je bylina pochazejici z hornatych oblasti Ciny a Ruska.
Byly prokazany jeji ucinky na virova onemocnéni, rakovinu, Alzheimerovu chorobu,
kardiovaskularni a nervovy systém, dale plsobi na stres, uzkost, depresi, nespavost
a pamét. DetailnéjSi rozbor této problematiky Ize nalézt v mé predchazejici praci
Rozchodnice rizova (Rhodiola rosea) a jeji vyuZiti ve fytoterapii, 2021. [1]

Prace je ¢lenéna na dvé hlavni ¢asti — teoretickou a experimentalni. Teoreticka Cast
pojednava o chromatografickych metodach s odkazem na historii, princip, instrumentaci
a detekci. Daraz je dale kladen na popis rozchodnice rizové a v ni obsazenych biologicky
aktivnich latek, diky kterym ma tato bylina blahodarné IéCebné uc&inky.

Experimentalni ¢ast zahrnuje analyzu komerCnich vzorkd pomoci HPLC/ED
a GC/MS. Metoda HPLC/ED byla vyuzita k analyze dvou vyznamnych latek rozchodnice,
a to salidrosidu a p-tyrosolu. Obé tyto latky fenolického charakteru vykazuji biologickou i
elektrochemickou aktivitu, coz je ¢ini vhodnymi kandidaty pro pouziti ED. Metoda GC/MS
slouzi primarné k analyze latek tékavych, vtéto praci vS8ak byla navic pouzita ipro

identifikaci latek netékavych, jez nejsou elektroaktivni.
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2 CiL PRACE

Hlavnim cilem této prace je seznamit Ctenafe s biologicky aktivnimi latkami
rozchodnice rGzové s dirazem na charakterizaci fytochemického profilu s vyuzitim dvou

vzajemné doplfiujicich se chromatografickych metod. Jako dal$i cile byly stanoveny:
e shrnout zakladni poznatky o historickém vyvoji chromatografie,
e popsat zakladni principy pouzitych metod (HPLC/ED, GC/MS),
e vyvinout metody vhodné k analyze analytl v rostlinném materialu,

e aplikovat vyvinuté metody na ¢tyfi komeréné zakoupené extrakty
rozchodnice rizové pomoci technik HPLC/ED a GC/MS.

Nad ramec plavodniho planu byla experimentalni ¢ast rozSifena o pfipravu vlastniho
extraktu ze dvou vzorkl suSeného kofene rozchodnice a jeho naslednou srovnavaci

analyzu s komerénimi produkty.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 HISTORIE CHROMATOGRAFIE

3.1.1 Obdobi pred Cvétem

VétSina literarnich zdroju uvadi jako zrod chromatografie rok 1903, kdy se
vyznamnému ruskému védci Cvétovi (dale kap. 3. 1. 2), podafilo separovat listova barviva
na sloupci sorbentu. Ztohoto hlediska je historie chromatografie ¢lenéna na tfi Casti:
obdobi pfed, béhem a po Cvétovi. V této kapitole jsou probrany poznatky z doby jesté
pfed samotnym Cvétem, neboli pfed nejvétSim chromatografickym velikanem v historii. [2]

Nejstardi zaznamy o pocatcich chromatografie sahaji az do roku 77 pf. n. I. V tomto
obdobi Caio Plinio Segundo, téZ znamy jako Plinius Starsi, vydal dilo pod nazvem
Naturalis Historia. Jednalo se o rozsahlou encyklopedii zahrnujici nejriznéjsi védecké
poznatky tehdejSi doby. Jednim z pfiklad( byl test pravosti médénky. Ten spocival
v naneseni vzorku na list papyru nasaklého blize nedefinovanym rostlinnym extraktem.
V pfipadé pravosti médénky papyrus zCernal. Zavér jeho Zivota byl pomérné tragicky.
Oftravil se toxickymi plyny produkovanymi sopkou Vesuv v Pompejich béhem zkoumani
jeji sopec€né ¢€innosti. [2]

O zhruba 1700 let pozdéji popsal J. J. Berzelius jako prvni proces demineralizace
slané vody, kcemuz vyuzil filtraci skrze pisek. Roku 1847 vydal italsky fyzik
a neurofyziolog C. Matteucci knihu pod nazvem Prednasky o fyzickych jevech Zivych
bytosti, kde reprodukoval myslenku Berzelia. Solny roztok Zfiltroval obdobnym zptusobem
— pfes osmimetrovou trubici naplnénou piskem. Snazil se najit odpovéd na otazku: Jak je
mozné, Ze se z morské vody skrze pldu stane sladkovodni zdroj. [2]

Velkym pfinosem pro papirovou chromatografii byl F. F. Runge, ktery zkoumal
barevné kapaliny nanesené na kus papiru nebo latky. Vzniklé barevné obrazce (prstence)
nazval Rungovy obrazy. Své poznatky pak uplatfioval v textilnim primyslu, kde také
pracoval, pfestoze byl vystudovanym medikem. Vzhled stranky z jeho dila je mozno vidét
na Obr. 1. Je demonstrovana na ¢erném kartonu, pfiemz v horni &asti stranky jsou
umistény pfislusné Rungovy obrazy a pod nimi legenda. Ta zahrnuje informace o slozZeni

smési pouzitych pigmentu a jejich navod k pfipravé. [2, 3]
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Obr. 1 — Nahled do Rungova dila [2]

Ch. F. Schonbeinovi je pfisuzovan objev ozénu a nitroceluldzy, k jejichz dikazu
vyuzil vroce 1891 princip papirové chromatografie. Podstata spocivala v namoceni
dlouhych prouzku papiru do Skrobového roztoku jodidu draselného. V pfitomnosti ozénu
se uvolnil j6d a tim doSlo ke vzniku charakteristického modrého zbarveni. [2, 4]

Roku 1893 L. Reed demonstruje vyuziti jiného adsorbentu nez papiru ¢i tkaniny pro
separaci barevnych soli. Za timto u¢elem vyuzil praskového kaolinu umisténého v trubici.
Tento poznatek vedl k mySlence separace prostfednictvim praskového materialu v koloné.
[3, 4]

Roku 1901 publikoval zak Schoénbeina — F. Goppelsroeder — knihu pod nazvem
Kapilarni analyza. Opét vyuzil papirovych prouzkdl, jejichz konce byly po celou dobu
experimentu namoceny ve vhodném roztoku (Obr. 2). V dusledku toho vSak nedoSlo
ke zfetelnému oddéleni slozek, protoze se jednotlivé zdny vzajemné prekryvaly. Kdyby
nanesl| definované mnozstvi vzorku na papir a nechal ho vyvijet v €istém rozpoustédle, byl
by to pravé on, kdo by byl povazovan za otce chromatografie, jak tvrdi néktefi historikové.
[2 - 4]

Obr. 2 - Goppelsroederova aparatura [2]
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3.1.2 Obdobi Cvétovych objevu

Za predniho zakladatele adsorpéni chromatografie, jinak feceno otce
chromatografie, je povazovan rusky pfirodovédec M. S. Cvét (Obr. 3), od néhoz je
odvozen i samotny nazev chromatografie. Z tohoto divodu mu je zde vénovano vice
pozornosti. Pro vznik pojmu chromatografie existuji dnes dvé hypotézy. Jedna fika, ze
vznikl spojenim dvou feckych slov, a to chroma a graphein znamenajici v pfekladu
barvopsani. Druha hypotéza se odkazuje na preklad pfijmeni tohoto chromatografického
velikana. [2, 5]

Obr. 3—M. S. Cvét [2]

Narodil se v ltalii roku 1872. Velkou &ast Zivota prozil ve Svycarsku, kde také ziskal
vysokoSkolské vzdélani. Po uspéSném absolvovani doktoratu zamifil do domoviny svého
otce (do Ruska), ale vzdélani ziskané ve Svycarsku mu tam nebylo uznano. Proto musel
sepsat novou disertacni praci, o niz je letma zminka dale. Pfesna pfi€ina jeho smrti neni
zcela znama. Nékteré zdroje uvadi, Zze za tim stal chronicky zapal hrtanu, jiné zdroje to
zase pfisuzuji srdeéni chorobé&. Rok po jeho smrti, tedy v roce 1918, mu byla navrhnuta
s nékterymi Cleny komise. [2, 5]

Svij zivot zasvétil rostlinam a fotosyntéze, proto se zaméroval pfevazné na rostlinné
pigmenty. Chlorofyly popsal jako skupinu latek rozpustnych v alkoholu udavajici rostliné
jeji charakteristické zbarveni. Podafilo se mu separovat listova barviva na sloupci
sorbentu uhli¢itanu vapenatého a v mobilni fazi, ktera predstavovala smés organickych
rozpou$tédel. Jeho prace nasledné vedla k poznani, Ze listy obsahuji dva rdzné chlorofyly
(dnes znamé pod oznacenim o a B) a osm dalSich pigment(, které vSak byly v té dobé
komunitou zavrzeny. [2, 3, 5, 6]

Aparaturu podle Cvéta Ize vidét na Obr. 4 vlevo. Sklada se z pryZové barky, ktera
zajistuje zvySeni tlaku na koloné, ¢imz umozni pritok rozpoustédla skrze adsorbent.

V takto pfipravené aparatufe jsou po nadavkovani vzorku oddéleny jednotlivé pigmenty.
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Poté se kolona oddéli a adsorbent se necha mechanicky odstranit z kolony. Barevné zony
jsou od sebe separovany a latky pak extrahovany z adsorbentu pomoci etheru (pfipadné
petroletheru) a ethanolu. Vysledny roztok je pak podroben perkolaci pfes sloupec
uhliitanu vapenatého. Navrhl také, Ze by tato metoda mohla byt vhodna i pro jiné latky
nez jsou pravé rostlinné pigmenty. Roku 1910 shrnul veSkeré své poznatky do knihy
pod nazvem Chlorofyly ve svété zvirat a rostlin (Obr. 4 vpravo). Diky této knize obdrzel
titul doktora (uznavaného v Rusku) a o rok pozdéji ziskal za toto dilo cenu N. Achmatova

od Imperialni ruské akademie véd. [2, 5]

(a)
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Obr. 4 — vlevo: Aparatura pode Cvéta: a) aparatura s moznosti zapojeni az péti kolon, b) za vyuziti jedné

kolony, c) vysledny chromatogram, vpravo: Cvétova disertacni prace [2]

3.1.3 Obdobi po Cvétovi

Druhym nejvyznamnéjSim meznikem v oboru chromatografie je rok 1952. V tomto
roce obdrzeli védci A. J. P. Martin a R. L. M. Synge Nobelovu cenu za praci v oboru
chromatografie, resp. rozdélovaci chromatografie. Polozili tak zaklad dnesni plynové
chromatografie. [6, 7]

Za zakladatele prvniho instrumentainiho kapalinového chromatografu jsou
povazovani védci Moore a Stein (Obr. 5). VyuZili ho pro analyzu aminokyselin, pfesnéji
fe€eno k objasnéni aminokyselinové sekvence ribonukleazy a jeji prostorove struktury.

Za tento pfinos védé obdrzeli v roce 1972 Nobelovu cenu. [2]
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Obr. 5 — Moore a Stein stojici u svého kapalinového chromatografu [2]

Od 50. let minulého stoleti Ize zaznamenat nespocet inovaci nejen v chromatografii,
ale i analytické chemii obecné. Je snaha metody modernizovat, aby Sly tzv. s ,trendem®
soucasné doby (rychlost, finanéni nenarotnost a vy3Si produktivita). Diky tomu se
vyvinuly dal§i metody, které jsou jistou modifikaci klasickych metod. Nalezi sem napfiklad
ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC, Ultra High Performed Liquid
Chromatography) vyuzivajici lepSiho hardwarového vybaveni, mensich &astic sorbentu
v koloné& vedoucich k vy$8im tlakim a tedy lepsi uginnosti. Cim dal vice se také rozviji
superkriticka fluidni chromatografie (SFC, Supercritical Fluid Chromatography), kde se
jako mobilni faze vyuziva oxid uhli€ity v nadkritickém stavu. Dnes se chromatografie fadi
mezi nejvice pouzivané techniky napfi¢ vSemi obory chemie. Lze se sni setkat
ve farmaceutickém, potravinafském, zemeédélském, hutnickém prdmyslu, v klinické
chemii, toxikologii, dokonce i v archeologii. Diky inovacim v oblasti transportu metod se
lze s nimi setkat i mimo zemsky povrch. Od roku 2012 se na Marsu nachazi dalkové

ovladany plynovy chromatograf slouzici k analyze slozeni taméjsi pldy a atmosféry. [2, 7]
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3.2 UVOD DO CHROMATOGRAFIE

3.2.1 Charakteristika

Chromatografie se dnes fadi mezi nepostradatelné metody slouzici k separaci,
identifikaci a stanoveni velkého poétu organickych a anorganickych latek. Je zalozena
na distribuci mezi dvé vzajemné nemisitelné faze, a to mobilni (pohybliva) a stacionarni
(nepohybliva). Pod pojmem mobilni faze si Ize pfedstavit kapalinu (LC) nebo plyn (GC)
proudici systémem, diky niz je vzorek unasen na kolonu, kde je ukotvena vhodna
stacionarni faze. Podminkou, aby byla dana separace uskute¢néna, je existence
fazového rozhrani. Zaznamem analyzy je pak chromatogram, neboli soubor pikd s rdznou
plochou, vysSkou, vzdalenosti, videalnim pfipadé symetrickym tvarem Gaussovy kfivky.
[8 —11]

3.2.2 Klasifikace

Chromatografické metody Ize &lenit podle riznych kritérii. Mize se rozdélovat podle
typu mobilni faze, zpudsobu provedeni, principu separace, ucelu a podle kombinace

stacionarni a mobilni faze. [10]

3.2.3 Teorie chromatografie

V literatufe se uvadi celkem dva teoretické podklady pro popis chromatografického
déje, a to teorie chromatografického patra a dynamicka (rychlostni) teorie. [8]

O prvni zmifiovanou teorii se zaslouzili védci Martin a Synge roku 1941. Je zalozena
celkem na péti pfedpokladech, z nichz nejdulezitéjSi jsou dva, a to: kolona tvofena
hypotetickymi patry a zanedbavani vlivu difuze mezi patry. Od této teorie se pak odviji
i mnoho veli€in, jako je napfiklad pocet teoretickych pater, vySkovy ekvivalent teoretického
patra anebo ucinnost. [8, 10]

Za zakladatele druhé teorie je povazovan van Deemter, ktery nadale pracuje
s pojmem teoretické patro a uvadi celkem ftfi faktory zpUsobujici rozSifovani zén piku,
které jsou si vzajemné nezavislé a aditivni. Patfi sem:

I.  vifiva (turbulentni) difuze (Hrurs),
II.  podélna (axialni) difuze (Hp),
lll.  odpor proti pfevodu hmoty (pfi¢na difuze, Hres). [8, 10, 12]

Podrobnéji si Ize o této problematice docist napfiklad ve zdrojich [8, 10, 12, 13].

3.2.4 Van Deemterova rovnice

Tato rovnice je odkazem na dynamickou teorii chromatografického déje. Lze ji ziskat

souctem jednotlivych difuznich pfispévku a jejich vhodnou upravou. (Rovnice 1 — 3),
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H = Hrygp + Hpir + Hggs 1)

_ 2)Dy 2k d}
H =2Ad, + ——+ 3007 s U (2)
B
H=A+-+C-u (3)

kde 1 je empiricky faktor homogenity napiné, y labyrintovy koeficient, d, primérna
velikost Castic, u linearni pratokova rychlost, Dy difuzni koeficient rozpusténé latky
v mobilni fazi, k kapacitni faktor, d; tloudtka filmu stacionarni faze a Ds je difuzni
koeficient rozpusténé latky ve stacionarni fazi. Rovnice 3 vyjadfuje zavislost jednotlivych
pfispévkd na linearni prutokové rychlosti. Z toho je patrné, Zze ¢len A (Hrugrs) neni
na linearni pratokové rychlosti nijak zavisly. Naopak ¢len B (Hpge) ma hyperbolicky
klesajici zavislost a €len C (Hges) linearné rostouci. Tyto vztahy Ize graficky zaznamenat
a tim ziskat van Deemter(v graf popisujici zavislost vySkového ekvivalentu teoretického
patra (H) na linearni pritokové rychlosti (u). Kfivka ma tvar hyperboly s vyraznym
minimem odpovidajici maximalni separacéni ucinnosti. Optimalni pratokovou rychlost Ize

vyjadfit jako odmocninu podilu ¢lenu B a C. [8, 10, 13]

3.2.5 Golayovarovnice

Vy8e uvedené rovnice (Rovnice 1 — 3) plati pro naplfiové kolony (tedy pro LC).
Pro GC (resp. kapilarni kolony) plati tzv. Golayova rovnice (Rovnice 4). Je pojmenovana
po védci, ktery je vynalezcem pravé téchto kolon (1958). Jedna se o modifikovanou van
Deemterovu rovnici, v nizZ se zcela zanedbava €len A, protoze kapilarni kolony neobsahuji
kanalky, na rozdil od kolon naplfiovych. Clen B je vyjadfen jako dvojnasobek difizniho
koeficientu rozpusténé latky v nosném plynu (2Dy) a jeho labyrintovy faktor je roven
jedné. Ve ¢lenu C se zanedbava sféricky aspekt Castic a je vyjadfen pomoci odporu
proti pfevodu hmoty ve stacionarni (Cs) a mobilni fazi (C,). Proménné v této rovnici
predstavuji stejné veli€iny, jako jsou uvedeny vySe, vystupuje zde navic jen polomér
kolony (rc). [8, 12, 14 — 16]

_ 2Dy 2kdfu (1+6k+11k2)ru

H u 3(1+k)?Dg 24(1+k)%Dy (4)

3.2.6 Diference mezi LC a GC technikami

V Tab. | jsou sepsany nejvétsi rozdily mezi LC a GC technikami. Vykazuji v8ak
i nékolik spole¢nych ryst. Obé dvé se fadi mezi chromatografické metody slouzici
k separaci smési a nasledné identifikaci latek. Smés je unaSena mobilni fazi na kolonu,

kde je nasledné separovana. [17]
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SF:
MF:
Vzorky:

Usporadani:
Kolonal/kapilara:

Chromatografické
podminky:

Separace dle:

Nejcastéjsi detektory:

Teorie:

Aplikace:

Tab. | — Diference mezi LC a GC technikami [17]

zejména silikagel
kapalina
netékave

kolonové, planarni

naplfiova kolona

vySSi tlak

polarity molekul a slozeni MF
UVIVIS, ED, RID, MS

Van Deemterova

polymery, potraviny, Ié€Civa,
vitaminy, lipidy,
polysacharidy, proteiny
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na bazi kapalného silikonu
plyn
tékave
kolonové
kapilara nebo naplfiova

kolona
vySSi teplota

tékavosti molekul
FID, TCD, MS
Golayova
tékavé latky, sekundarni
metabolity, pesticidy,
mastné kyseliny, drogy,

toxiny



3.3 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE
(HPLC)

3.3.1 Charakteristika

Metoda je znama pod zkratkou HPLC, ktera byla v minulosti pfekladana jako
metoda vysokotlaka (High-Pressure Liquid Chromatography). S postupnym zmensovanim
Castic sorbentu stacionarni faze bylo umoznéno pracovat pfi vy$Sich pritokovych
rychlostech. Z tohoto dlivodu je v souéasnosti upfednosthovan preklad vysokoucinna
kapalinova chromatografie (High-Performance Liquid Chromatography). Jak jiz bylo
feCeno dfive, existuje jeji jistd vylepdena verze, a to UHPLC (Ultra High-Performance
Liquid Chromatography), kterou Ize od firmy Waters sehnat pod obchodni zkratkou UPLC.
Z nazvu metody je patrné, Ze mobilni fazi je v tomto pfipadé kapalina. Blokové schéma
této metody Ize vidét na Schématu | a skuteCnou instrumentaci pak na Obr. 6.

V nasledujici ¢asti je stru¢né rozebrana instrumentace. [8]

3.3.2 Instrumentace
Injektor

Vysokotlaké i
M""W* o
T

Schémal - Blokové schéma instrumentace HPLC

Zasobnik mobilni faze

Zasobnik mobilni faze pfedstavuje nadobu o rGzné kapacité. Je nutné, aby jeji
material byl kompatibilni s pouzitymi rozpoustédly (napf. borosilikatové sklo pro systém
RP a NP, polymery bez kovl naopak pro iontovou chromatografii). Mobilni faze je
nasavana skrze kapilaru z polytetrafluorethylenu (PTFE) s filtraéni fritou. Jesté pfed jejim
zavedenim do systému je tfeba fadné filtrace a odplynéni (probublanim heliem, vakuovym
degasserem, ultrazvukem apod.). Mechanické necistoty mohou zanaset systém, coz vede
k celé fadé problému. Bublinky rozpusténych plynd pak hraji roli zejména
v nereprodukovatelnosti pratoku, nestabilité Cerpadla a snizeni citlivosti detektoru. [8, 11,
18]

Vysokotlaké éerpadlo
Mezi hlavni pozadavky Cerpadel se fadi: bezpulznost, kontinualni pfivod mobilni

faze, schopnost vyvinout tlak az 400 baru (v pfipadé UHPLC az 1400 bar(), schopnost
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umoznit pritok 0,1 — 1 ml/min a samozifejmé mechanickou a chemickou odolnost. Dnes
maji nejvétsi uplatnéni pistova €erpadla, proto ostatni typy zde rozebrany nejsou. [8, 11,
13, 18]

Pistové Cerpadlo obsahuje dva ventily — saci a vytlacny. Otevie se saci ventil, pist je
elektromotorem tlaen dozadu a mobilni faze nasavana do Cinné Casti. Poté se saci ventil
uzavie, otevie vytlatny a diky pistu pohybujicimu se tentokrat smérem dopfedu, je
mobilni faze vytlaovana smérem na kolonu. Tento typ Cerpadla poskytuje maly pfispévek
mrtvého objemu, ovSem pracuje pulzné. Z tohoto duvodu se zavadi tlumi¢ pulzG a druha

hlavice pracujici v opacné fazi. [8]

Davkovani vzorku
Pfi manualnim davkovani vzorku se vyuziva sklenéné stiikacky Hamilton, pomoci
které se odebere vzorek ze sklenéné vialky utésnéné gumovym septem. V sou€asnosti se

vSak dava prednost autosampleriim. [8, 18]

Nastrik vzorku

Nastfik vzorku do systému HPLC musi byt rychly, reprodukovatelny a pfesny.
Jednou z nejstarSich moznosti nastfiku vzorku je injekéni stfikackou pfimo na kolonu.
Dnes se vsSak tato technika nevyuziva z divodu Spatné reprodukovatelnosti objeml
a nevhodnosti pro kvantitativni analyzu. Casty je nastfik vzorku pomoci davkovaci smycky
(Sesticestny davkovaci ventil). Ta ma dvé pozice: load a inject. Injekéni stiikacka
s pozadovanym mnozstvim vzorku je zavedena do portu load, jeji objem vytlaéen a hned
poté pfepnut na port inject. Vtom momentu dojde k pfehozeni smyéek v davkovacim
ventilu a vzorek putuje na kolonu, nikoliv do odpadu. Existuje i tzv. microliter pick-up

nastrik vyuzivajici transportni kapaliny. [8, 18]

Predkolony

Existuji celkem dva typy pfedkolon, a to scavenger column a guard column. Prvni
zminovana predkolona obsahuje silikagel a je umisténa mezi zasobnikem MF
a davkovacem vzorku. Druhy typ pfedkolony je mnohem c¢astéjSi. Nachazi se pfed

kolonou a tim ji chrani pfed kontaminaci. [11]

Kolona

Jedna se o trubici dosahujici délky 5 — 25 cm s primérem nejcastéji 2 — 5 mm, ktera
je naplnéna stacionarni fazi. Probiha v ni hlavni separaéni proces. [8, 11]

Stacionarni fazi mize pfedstavovat sorbent, nebo kapalina na vhodném nosici. Mezi
jeji charakteristiky se fadi primérna velikost €astic, jejich distribuce a tvar, mérny povrch,

obsah uhliku a typ navazaného ligandu. Nejvice rozSifenou moZzZnosti jsou chemicky
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vazané faze na bazi silikagelu. Silikagel je nejrozSifené&jsi polarni anorganicky sorbent.
Vykazuje dobrou mechanickou i chemickou odolnost, je vSak potfeba dodrzet doporuceny
rozsah pH od vyrobce (vétSinou od 3 do 7), jinak by mohlo dojit k jeho degradaci.
Nemodifikovany silikagel je vhodny pro systémy NP a HILIC. OvSem az 80 % aplikaci je
provadéno v systému RP (nepolarni SF a polarni MF), ktery je vyuZit i zde. V tom pfipadé
je potifeba na povrch silikagelu navazat vhodny ligand. Mezi ty nejCastéjSi se fadi dlouhé
alkylové fetézce, dioly, aromatické, aminopropylové nebo tfeba kyanopropylové skupiny.
[8, 11]

Detektor

V kombinaci s HPLC je mozno vyuzit mnoho typl detektorl v zavislosti na cili
analyzy a povaze analytu. Ve farmaceutickém primyslu se Ize nejCastéji setkat se
spektrofotometrickym a hmotnostnim detektorem. V této praci bylo vyuZito

elektrochemického detektoru, o némz je zminka v nasledujici kapitole. [8]

Zpracovani signalu, zaznam, pocitac

Ig «— automaticky davkovaé vzorku

kolonovy termostat —

_ +— detektor

e e S B

Obr. 6 — Instrumentace HPLC [19]
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3.4 ELEKTROCHEMICKY DETEKTOR (ED)

3.4.1 Charakteristika

Elektrochemicky detektor (ED) méFi zavislost urcité elektrické veli€iny (napf. proudu,
potencialu, kapacity apod.) na druhé proménné veliiné (asu). Zména elektrické veli€iny
je vyvolana prichodem elektroaktivni latky pratokovou celou v tfielektrodovém
uspofadanim (elektroda referenéni, pracovni a pomocna). Vybér elektrody je zavisly
na typu daného analytu, ovSem velmi slibnym materialem se jevi skelny uhlik, ktery byl
mj. pouzit i zde. Je vhodny zejména pro detekci organickych latek. Vyrabi se vypalovanim
uhlikové pryskyfice pfi vysSi teploté, diky ¢emuz dojde k zuhelnaténi a naslednému
zesklovaténi. Takto vyrobeny skelny uhlik ma vybornou mechanickou odolnost, poskytuje
dobré elektrické vlastnosti a je snadny na udrzbu. [20, 21]

Tento typ detektoru vykazuje vysokou citlivost, selektivitu, pfesnost, rychlou odezvu,
jednoduchost, mozZnost snadné miniaturizace a rovnéz finanéni nenaronost.
Diky kombinaci voltametrickych a prutokovych metod (napf. CE, FIA apod.) se vyrazné
zkracuje doba na jednu analyzu. Plati, Ze elektroda by méla byt mechanicky stabilni, tudiz
nelze pouzit rtutovych elektrod v kombinaci s HPLC/ED, pfip. FIA/ED. V této diplomové
praci jsou zkoumany nejvyznamnégjsi elektroaktivni latky rozchodnice rizové pomoci
HPLC/ED, tudiz nasledujici dva odstavce odkazuji pravé na toto spojeni. [8, 20 — 23]

Odezva latky na elektrodé je silné zavisla na slozeni mobilni faze, zejména na jejim
pH. Je zde taktéz kladen vétSi duraz na odplynéni mobilni faze, aby bylo dosazeno
stabilni nulové linie a aby byla zaji§téna reprodukovatelnost vysledkld. Vodné-organicka
mobilni faze musi byt vodiva a pokud mozno s nejmenSim obsahem organické slozky. [8,
21]

Eluat jde z kolony a protéka pres povrch elektrody, ktera je udrZzovana na vhodném
potencialu vzhledem k referencni elektrodé. Dana molekula podléha oxidaci (redukci)
vlivem pfitomnosti elektroaktivni funkéni skupiny. Elektrony pak putuji smérem
k elektrodé, kde se zaznamenava zména veli€iny (proudu) a ta je pak funkci koncentrace

analytu ve vzorku. [20]

3.4.2 Typy elektrochemickych detektoru
3.4.2.1 Amperometrické detektory

Amperometricky detektor zaznamenava proud, ktery byl vyvolan prachodem
elektroaktivni latky pratokovou celou pfi konstantnim elektrodovém potencialu. Jen mala

Cast eluatu omyva povrch elektrody a v dusledku toho nedochazi k Uplné konverzi
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analytu. Dana elektrochemicka reakce tedy probiha jen v bezprostfedni blizkosti elektrody
a reakci podléha méné nez 10 % pfitomného analytu. [20, 22]

Amperometrické detektory nabizi celou fadu vyhod. Poskytuji rychlé odezvy, nabizi
vysokou citlivost, nizkou spotifebu vzorkl a rozpoustédel a hlavné moznost vyuziti Siroké
Skaly elektrodovych materialt (skelny uhlik, uhlikova vliakna, bérem dopovany diamant,
nitrid boru, tuhé materialy). Jejich nevyhodou naopak je, Zze v zavislosti na rdznych
faktorech (pH, potencialu, typu pouzitého rozpoustédla apod.) Ize elektrodu snadno
deaktivovat nahromadénim nejriznéjSich nedistot a slozek. V nasledujici €asti jsou

popsany jednotlivé typy cel. [8, 20]
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Obr. 7 — Tenkovrstva (vlevo) a tryskova cela (vpravo) [20]

Tenkovrstva cela (thin-layer)

Tento typ cely (Obr. 7 vlevo) byl pouzit v prvnim komeréné dostupném spojeni
HPLC/ED. Cela je slozena ze dvou bloku, z nichz jeden obsahuje pracovni elektrodu
z inertniho materiadlu a druhy protielektrodu z nerezové oceli. Eluat z HPLC kolony jde
do cely pfes vhodny mikroport a pokracuje dale uzkym otvorem pfes pracovni elektrodu.
Zaznamenava se zmeéna veli¢iny a eluat pak odchazi do odpadu. Diky snadné demontazi
pro udrzbu, rychlosti odezvy a finanCni nenarolnosti se jevi jako vyhodna volba.
Problémem vSak mize byt mala plocha elektrody, vlivem které elektroda neustoji zpétny

tlak po zapojeni do série s jinymi detektory. [20]

Tryskova cela (wall-jet)
Tato cela (Obr. 7 vpravo) se poprveé objevila roku 1973 ve spojeni FIA/ED. Eluat jde
opét pfes mikroport do cely, kde dopada na pracovni elektrodu pod uhlem 90 °. Poté

pokracuje radialné obéma sméry pres povrch elektrody do odpadu. [20]

Polarograficka cela
Dfive se mezi amperometrické cely zafazovala i cela polarograficka. Ta vSak

v dnesni dobé velké uplatnéni nema z ddvodu toxicity rtuti a nevhodnosti pro pratokove
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systémy kvuli stale se ménicimu tvaru kapky. Uplatnéni muize ovSem naleznout

v redukénim maodu. [20]

Tubularni cela

Zajimavosti u tubularni cely je nemoznost jejiho zakoupeni — je tfeba si ji vyrobit.
Dnes se vyskytuje velmi ojedinéle z divodu obtizného dosahnuti velmi malych objemi
pro HPLC a cisténi elektrod, pfestoZe je jeji konstrukce jednoducha a hydrodynamicky

dobfe definovana. [22]

3.4.2.2 Coulometrické detektory

U této skupiny detektortl se méfi naboj, ktery je potfebny k prfeméné daného analytu
po prachodu celou detektoru. Zde, na rozdil od amperometrické detekce, dochazi k uplné
konverzi analytu, tedy 100% proudové ucinnosti (UpIné elektrolyze). Jedna se o absolutni
metodu, protoze se zvySujici pratokovou rychlosti roste vySka piku, ale jejich plocha
zustava stejna v Sirokém rozsahu prutokovych rychlosti. Vyuziva se zde velkoploSnych
elektrod (frit), kterych mize byt nékolik za sebou. Na kazdou z nich je mozno vlozit jinou

hodnotu potencialu a tim zvysit selektivitu detekce. [8, 20, 22]

3.4.2.3 Pulzni detekce
Jednd se o aplikaci vysokého a nasledné nizkého potencialu na elektrodu v fadech

milisekund. Tento typ detekce se mj. pouziva k precisténi elektrody. [20]

3.4.2.4 Vicenasobné detekce

Vicenasobna detekce predstavuje dvé Ci vice elektrod za sebou, které mohou byt
pfipojeny paralelné Ci sériové. U paralelniho typu zapojeni protéka eluat pres vice elektrod
soucCasné, u sériového postupné. Opét plati, Ze na kazdou elektrodu maze byt vkladan
jiny potencial za Ggelem zvySeni selektivity detekce. Casto se vyuziva 16-elektrodového
systému HPLC/ED. Vysledkem je pak graficka 3D =zavislost retenéniho &asu na

vkladaném pracovnim potencialu. [20, 24]

3.4.2.5 Mikrodetektory a biosenzory

Mikrodetektory jsou vhodné pfedevsim pro kolony s malym pramérem. Radi se sem
elektrody z uhlikatych vlaken a elektrody na bazi Cipu. Pfedpoklada se, Ze tato oblast se
bude v blizké dobé velmi intenzivné rozvijet a zejména detektory na bazi biosenzor,
které by mohly napomahat k rychlé diagnéze nejriznéjSich chorob. Mohou napfiklad
napomoct v€as diagnostikovat rakovinu vaje¢niku [25], leptospirdézu [26] &i tuberkol6zu

[27] a mnoho dalSich vaznych onemocnéni, kde je nutné v€as zakrodit. [20]
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3.4.3 Elektroaktivni funkéni skupiny

Pfi urCitém potencialu mohou latky vykazovat elektroaktivitu — schopnost
elektrochemické prfemény (oxidace, redukce). Vzhledem ktomu, ze tato prace je
zaméfena na (poly)fenolické slou€eniny, Ize na Obr. 8 vidét vyznamné zastupce snadno

oxidovatelnych funkénich skupin. [20]
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Obr. 8 — Pfehled snadno oxidovatelnych funkénich skupin [20]
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3.4.4 Metody ke zjisténi vhodného pracovniho potencialu

Jednim z hlavnich parametrd pro optimalizaci metody HPLC/ED je volba spravného
pracovniho potencidlu. Ten se voli tak, aby jeho hodnota byla idealni pro dany analyt,
tj. aby dochazelo k oxidaci (pfip. redukci). Mezi metody, slouzici k ziskani prvotnich
informaci o elektroaktivité analytu je cyklicka voltametrie (CV) a hydrodynamicka
voltametrie (HDV). Obé dvé moznosti jsou zahrnuty v experimentalni ¢asti. [8, 20]

U CV se na pracovni elektrodu vklada potencialova vina (Obr. 9) po dobu nékolika
malo sekund a nasledné se dana situace prevrati. Timto zpldsobem je mozno pfidavat

cykly a sledovat, jak se dana latka chova v €ase. [20]

cycle 1 cycle 2

7] S SR L P
forward

scan

reverse

applied voltage vs. Ref.

(7 AT oy MRS, S e

Obr. 9 — Tvar potencialové viny pro CV [28]
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HDV (Obr. 10) pfedstavuje zavislost odezvy (vySky nebo plochy piku) na vkladaném
pracovnim potencidlu. Touto metodou lIze tedy ziskat informace o elektroaktivité
za chromatografickych podminek, coz muze byt v nékterych pfipadech pfinosnégjsi
nez CV. Tam, kde nedochazi k elektrochemické pfeméné (potencial neni dostacujici
pro vyvolani elektrochemické pfemény), je proud prakticky nulovy. V momenté, kdy dana
latka zaCne vykazovat jistou elektroaktivitu, roste proudova odezva. Nejdfive roste rychle
a potom zpomaluje, az dosahne tzv. limitniho proudu. Od tohoto bodu latka nepodléha
elektrochemické pfeméné a proudova odezva tedy nijak zasadné neroste. Za optimalni
hodnotu potencialu se voli ta, ktera se nachazi tésné po dosazeni limitniho proudu.
Pfi stanoveni vice analytd vedle sebe se voli podobna hodnota potencialu, ovsem platna
pro hufe oxidovatelnou (pfip. hife redukovatelnou) latku. PFi pouziti niz§iho potencialu,
nez jaky je limitni proud, se zvySi selektivita detekce, protoze s rostoucim potencialem

podléha elektrochemické pfeméné vice latek. [8, 20]
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Obr. 10 — Schéma hydrodynamického voltamogramu [29]
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3.5 PLYNOVA CHROMATOGRAFIE (GC)

3.5.1 Charakteristika

Jak jiz bylo fe€eno dfive, zasluhu na GC si nesou védci Martin a Synge (1952).
Slouzi k separaci latek t€kavych, ovsem pokud je provedena derivatizace (pfevedeni latek
netékavych na tékavé), je mozno analyzovat i latky, kde by za normalnich okolnosti GC
nebyla metodou prvni volby. Mobilni fazi je v tomto pfipadé plyn. Kostra instrumentace je
do jisté miry podobna instrumentaci HPLC (Schéma Il a Obr. 11). [13]

3.5.2 Instrumentace

Injektor

Regulator

rivone “ |

Termostat |

Schéma Il - Blokové schéma instrumentace GC

Zdroj nosného plynu

Nosnym plynem (MF) byva nej¢astéji dusik, vodik, helium &i argon v zavislosti
zejména na typu pouzitého detektoru. Plyn je umistén v tlakové lahvi o poZadované
Cistoté, viskozité a hustoté. Problémem mohou byt organické necistoty, kyslik a zbytkova
vihkost, které Ize eliminovat aktivnim uhlim, katalyticky za laboratorni &i zvySené teploty

a molekulovym sitem ve stejném pofadi. [11 — 14]

Regulator tlaku a pratoku

Regulatory tlaku a prutoku maji zasadni vliv jednak na ucinnost a jednak na kvalitu
analyzy. Pro izotermickou analyzu postaci jehlovy ventil. V pfipadé vyuZziti teplotniho
programu musi byt zafazen diferen¢ni regulator pratoku kvuli zvySujici se viskozité plynu.
K méfeni pratoku je mozno vyuzit polovodi€ového senzoru spojeného s mikroprocesorem,
digitalniho elektronického pratokoméru nebo mnohem jednodus$iho bublinového

pratokoméru. [11,14]

Davkovani vzorku

Plynné vzorky mohou byt davkovany pomoci plynotésnych stfikacek, obtokovych
pipet nebo davkovacich kohoutl, kapalné vzorky pak pomoci injekénich stfikacek.
U pevnych vzork je situace o néco komplikovanéj$i. Jednou z moznosti je vyuziti technik

jako head-space (HS) & SPME. Druhou moznosti je davkovat je stejné jako vzorky
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kapalné po pfedchozim rozpusténi. Dale se pro davkovani vzork( vyuziva davkovacich
smycek, ventili a samoziejmé autosamplerl. [14, 15]

Nastfik vzorku je uskutecnén prostfednictvim pfimého nastfiku na kolonu, nastfiku
s délicem nebo bez délice (split a splitless-mode), PTV nastfikem a MMI nastfikem

(Multiple-Mode Inlet) v zavislosti na daném vzorku, mozZnostech a cili analyzy. [14, 15]

Regulované termostaty

Teplota hraje u GC mnohem zasadnéjsi roli nez u HPLC. Zasadnéji zde ovliviuje
reprodukovatelnost retencnich charakteristik. Nastfik, kolonu a detektor je tedy nutno
termostatovat. Pfi analyze pomoci GC lze pracovat za izotermickych podminek, nebo
mnohem ¢&astéji s teplotnim gradientem. Vyhodami tzv. PTGC (GC s programovatelnou
teplotou) jsou zkraceni doby analyzy, vhodna metoda pro Cisténi kolony, lepSi limity
detekce, lepSi pfesnost pro vice zadrzované latky apod. Na druhou stranu se mezi
nevyhody fadi zvySeny Sum pozadi pfi vyS$Sich teplotdch a jen omezené mnozZstvi

kapalnych SF zvladne odolat teplotnim vykyvam. [13, 14]

Retention gap
Jedna se o nepotaZzenou a deaktivovanou kratkou kapilaru. Zachycuje netékavé
latky, které by za normalnich okolnosti mohly kontaminovat kolonu a tim ji znehodnotit.

Zaroven také umoznuje latky refokusovat, ¢imz je zajistén lepSi tvar piku. [14, 16]

Kolona

Jedna se o kiemenné kapilary dosahujici délky 5 — 100 m a primérem pod 1 mm.
Hlavnim parametrem kolon v GC je jejich polarita. Jsou celkem tfi mozné varianty,
ato WCOT (kapalina zakotvena pfimo na vnitfni sténé kapilary), SCOT (kapalina
zakotvena na nosi¢i) a PLOT (porovity adsorbent na vnitfni sténé kapilary). Mezi
nejCastéjSi adsorbenty pro GSC se fadi aktivni uhli, grafitizovany uhlik, uhlikata
molekulova sita, silikagel, oxid hlinity, molekulova sita na bazi kfemiku a porézni
polymery. Pro GLC se dfive jako kapalina vyuzival skvalen, dnes se dava prednost
silikonovym olejim. Podminkou je, aby byly dané kapaliny chemicky inertni, stabilni, Cisté,
aby rozpoustély analyt a mély nizkou viskozitu a tékavost. Obecné plati, ¢im kolona
dosahuje vétsi délky, tim déle analyza potrva, ale tim lepSiho rozliSeni se dosahuje. [11,
13 - 15]

Detektor
Existuje mnoho typu detektort, které jsou specifické pro techniku GC. Mezi ty
klasické se Fadi FID (plameno-ioniza¢ni), TCD (tepelné vodivostni), ECD (detektor

elektronového zachytu) apod. V praxi se Ize ovSem setkat zejména s kombinaci GC/MS,
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ktera mj. byla pouzita i zde a ztohoto divodu je pravé toto spojeni rozebrano
v nasledujici kapitole. [13, 14]

Zpracovani signalu, zaznam, poditac

Detector

Inlet

—— Control Panel

Column (Touchscreen)

Power Switch

Obr. 11 — Instrumentace GC [30]
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3.6 HMOTNOSTNi DETEKTOR (MS)

3.6.1 Charakteristika

Pojmy identifikace a MS si jdou ruku vruce. Chemicka identifikace znamena
ztotoznéni analytu (resp. analytického signalu) s konkrétni chemickou latkou. Tento typ
detektoru se vyznaCuje velkou citlivosti, selektivitou, moznosti kombinace
s chromatografickymi metodami a moznosti charakterizace slouCenin. Proces
odehravajici se v MS je rozdélen na tfi ¢asti: ionizace, separace a detekce (Schéma lil).
Vysledkem je hmotnostni spektrum, pfedstavujici zavislost relativnihno zastoupeni

rozdélenych iontl na poméru hmotnosti ku naboji (m/z). [11, 31]

3.6.2 Instrumentace

Vakuum

Schéma lll — Blokové schéma instrumentace MS

lontovy zdroj
lonizace molekul vzorku predstavuje nezbytnou a také nejvice kritickou Cast
analyzy. Bez ni by molekuly zustaly v neutralni podobé&, tudiz by je nebylo mozné
detekovat. Zaroven je tfeba zvolit takovy typ ionizacni techniky, ktery bude kompatibilni
s danym vzorkem a ktery bude vyhovovat stanovenému cili analyzy. V pfipadé spojeni
GC/MS se v drtivé vétsiné vyuziva ionizace elektronem (El), o niz je zminka dale. [12, 15]
Princip El spociva v blizké interakci nizkotlakého oblaku plynu s elektrony
urychlenymi elektrickym polem o napéti 70 eV. Vysokoenergetické elektrony predavaji
Cast své energie molekulam analytu a tim vznikd molekularni ion (kationradikal) dle
Rovnice 5. Vysokoenergetické elektrony jsou produkovany Zzhavenym viaknem
z wolframu. Hodnota 70 €V je jistda konvence, protoZe je znamo, Ze organické molekuly
maji ioniza¢ni potencial okolo 10 eV. Diky tomu je zajisténo, Ze hmotnostni spektrum
slou€eniny bude vzdy stejné a zasluhou toho vznikly knihovny spekter. [12, 15]
M (g) + e > [M]™ + 2e (5)

Hmotnostni analyzatory
NejstarSimi typy hmotnostnich analyzatori jsou magnetické sektorové analyzatory

a sektorové analyzatory s dvojitou fokusaci. Separace je uskuteCnéna na zakladé
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zakfiveni trajektorie iontd v magnetickém poli a ta je zavisla na hodnoté m/z. Velmi
Castym analyzatorem pro spojeni MS se separaCnimi metodami je kvadrupdl (Q). Je
slozen ze ¢tyf rovnomérné od sebe rozmisténych ty€i vytvarejici tunel. Na dvé vzdy
protilehlé tyCe je vkladano stfidavé napéti o stejné polarité. Pfepinanim polarity mezi
danymi dvojicemi je umoznén pohyb iontl. Tento typ analyzatoru slouzi jako hmotnostni
filtr, ktery dale propousti ionty jen o konkrétnich hodnotach m/z. lontova past (IT) je
tvofena dvéma prstencovymi elektrodami maijici hyperbolicky tvar. Diky kombinaci
vysokofrekvenéniho a elektrostatického pole se vytvofi potencialova jama, v niz jsou ionty
po ur€itou dobu akumulovany. Po zméné radiofrekvenéniho potencialu dojde
k propousténi iontl smérem na detektor. Dal§im analyzatorem, ktery je ¢asto vyuzivan ve
spojeni GC/MS, je analyzator doby letu (TOF), kde se méfi doba letu iontl pfevazné
v oblasti s nulovym elektrickym polem po dodani vhodné energie. Dale se Ize setkat

s iontovou cyklotronovou rezonanci (ICR) a orbitrapem. [11, 32]

Detektor
Separované ionty odchazi z hmotnostniho analyzatoru a dopadaji na detektor, kde

se generuje kaskada elektronu a tim se vytvafri signal, ktery se zaznamenava. [15]

3.6.3 Kombinace separa¢nich metod s MS

Pfi analyze slozitych smési je vhodné analyty nejdfive separovat pomoci vhodné
separacni metody a az poté vyuzit hmotnostni spektrometrii pro jejich identifikaci. Mezi
zcela nejvice propagované kombinace se fadi LC/MS a GC/MS, jak uz bylo naznaceno

drive.

GC/MS

GC/MS je zkratka pro spojeni plynové chromatografie s hmotnostni detekci. Jedna
se 0 nejrozSifenéjSi metodu pro separaci, identifikaci a kvantifikaci organickych latek
v komplexnich matricich. Uplatnéni nalezne v chemii ZzZivotniho prostfedi, ve farmacii
pro méfeni zbytkovych rozpoustédel, v potravinarstvi, v primyslové chemii, pro detekci
drog na letistich, ve forenzni chemii apod. Je vhodna pro méné polarni, t€ékavé a tepelné
stabilni latky. Pro analyzu netékavych latek se vyuziva procesu zvaného derivatizace,
ktera spociva v prevedeni latek malo tékavych na tékavé. Jejich separace je uskuteCnéna
jednak na zakladé jejich tékavosti, jednak na zakladé jejich hmotnosti. [12, 14, 15]

Existuji dvé hypotézy pro prvni oficialni spojeni téchto dvou metod. Prvni je
pfisuzovana védcum Holmesovi a Morrellovi (1957). V té dobé pracovali pro firmu Philip
Morris, Inc. ve Virginii a jejich prvni GC/MS obdrzelo ozna¢eni 21-103B. Druha, méné
znama hypotéza, je pfisuzovana Gohlkemu a McLaffertymu, kdy v té dobé& byly pod

vedenim Dow Chemical Company v Michiganu. Dodnes se historikové a védci pfou, kdo
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byl vlastné tim prvnim vynalezcem tohoto spojeni. Podle [15] vSak vyplyva, Ze objev
Gohlkeho a McLaffertyho je pravdépodobné datovan o rok dfive nez Holmes a Morell,
uvadi vSak, Ze to nelze s jistotou potvrdit. [15]

Obé dvé techniky vyZaduiji, aby byl vzorek v plynném stavu, obé jsou dale zahfivany
a radéji pracuji s malym mnozZstvim vzorku. Nachazi se zde ovSem jeden zasadni
problém, ktery se musel technicky vyfesit. GC pracuje za atmosférického tlaku na rozdil
od MS, kde se vyuziva vakua. Tento problém je ladné vyfeSen za pomoci separatoru
mobilni faze (kapilarni kolony vyhfivané na vySSi teplotu ve vakuu) nebo pFfimym
zavedenim tenké kapilarni kolony do iontového zdroje, odkud je nosny plyn odc€erpan
vakuovym systémem hmotnostniho spektrometru. Mobilni faze spolu se vzorkem pak
prochazi instrumentaci GC, kde se jednotlivé slozky od sebe separuji, prochazi pfes
rozhrani a dochazi do iontového zdroje umisténého ve vakuu. V této kombinaci se
ve velké vétSiné vyuziva ionizace elektronem (El), jejiz princip byl popsan dfive. Z molekul
analytu vznikaji nabité ionty, které dale putuji do hmotnostniho analyzatoru (Q, IT, TOF)
a signaly se pak zpracovavaji za vzniku hmotnostnich spekter, ktera se porovnavaji
s knihovnou spekter v pocitali. Ten poskytne vylet zhruba 20 latek na zakladé
charakteristickych ionti s nejvyssi pravdépodobnosti. [12, 14, 15]

Existuje nékolik modifikaci pro toto spojeni mimo tradiéni spojeni GC/MS. Pfed GC
je mozno zavést pyrolyzér a diky tomu Ize sledovat prabéh technologickych procest nebo
jejich environmentalni disledky. Tato metoda nese oznaceni Pyr-GC/MS. Dal$i moznosti
je napf. tzv. fast-GC/MS", spocivajici v aplikaci kratkych kolon, pFetlaku a rychlého

ohfevu. Tato kombinace umozni zkratit dobu bé&zné GC/MS analyzy az 10x. [32]
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3.7 BIOLOGICKY AKTIVNI LATKY

3.7.1 Historie

Biologicky aktivni latky (téz bioaktivni latky) existovaly na Zemi jesté dfive diky
rostlinam nez samotné lidstvo. Lidé poté zacali konzumovat riizné &asti rostlin pfedevsim
pro jejich nutricni ucely. Postupem ¢€asu si vSimali jejich blahodarnych uginkd a zacali je
vyuzivat pro lé¢eni nejriznéjSich onemocnéni ¢i jako samotnou prevenci vuci nim. Je
nutno poznamenat, ze prvni zaznamy o lé€ebnych ucincich bylin sahaji az do poc&atku

tradi¢ni Cinské mediciny, o niz je vice diskutovano v mé predchazejici praci. [33 — 36]

3.7.2 Charakteristika

Bioaktivni latky jsou chemické slou€eniny nalezené v rostlinach, ovoci, zelening,
olejich, ofiScich, jako jsou napfiklad vitaminy, (poly)fenoly, terpeny, alkaloidy, nukleosidy,
a fytosteroly, které nabizeji medicinalni U€inky pro organismus. Antioxidanty se mysli
latky, které inhibuji oxidaéni stres zpusobujici mnoho degenerativhich onemocnéni, jako
je napftiklad cukrovka, Alzheimerova choroba (AD), rakovina apod (viz kap. 3. 7. 4). [37]

Podle WHO je az 80 % populace zavisla na pfijmu bioaktivnich latek z rostlin. Tyka
se to zejména rozvojovych zemi, kde neni dostatecné rozvinuty farmaceuticky priimysl.
V souCasnosti je snaha nahradit synteticky pfipravované Iéky pfirodnimi, nabizejici vySsi
bezpec€nost, nizsi toxicitu a minimalni vedlejSi ucinky. Problémem 21. stoleti jsou finance
a zisky z podeje. PfestoZe v poslednich letech dramaticky stoupla poptavka po zdravych
potravinach a kosmetice, tak ne vSechny ,zdravé“ produkty obsahuji vSe, co by jako
zdravé obsahovat mély. V zajmu vétsiny firem neni totiz zdravi populace, ale pfedevim
zisk z prodeje. [33 — 38]

Kvuali nadmérnému uzivani pfirodnich zdroju pro vyrobu nejriznéjSich farmaceutik
jsou nékteré rostliny v ohrozeni &i dokonce vyhynuté. Staci jen uvazit, ze az %
dostupnych 1€kl je syntetizovana z rostlin. Aby se tomuto problému pfedchazelo, snazi
se védci po celém svété hledat alternativni cesty ziskavani téchto pfirodnich latek. [39]

VSechny slou€eniny v rostliné se klasifikuji do dvou skupin: primarni a sekundarni
metabolity. Jejich hranice vSak neni zcela pfesné definovana. Obecné plati, Ze mezi
primarni metabolity se fadi aminokyseliny, polysacharidy, lipidy, proteiny, zkratka latky,
zodpovidajici za rist a vyvoj rostliny. Sekundarni metabolity maji naopak za ukol zvysit
obranyschopnost rostlin va¢i predatorim a mikroorganismum. Biologicky aktivni latky jsou
tedy sekundarnimi metabolity, které vyvolavaji toxikologické ¢i farmakologické ucinky
na lidech a zvifatech. [24, 34 — 36, 40]
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3.7.3 Kilasifikace a syntéza

Biologicky aktivni latky se rozdéluji do nasledujicich tfi skupin: (1) terpeny, (2)
alkaloidy a (3) fenolické slouceniny. [24, 35, 41]

Syntéza biologicky aktivnich latek (sekundarnich metabolitt obecné) je uskute¢néna
prostfednictvim fotosyntézy. Primarni metabolismus rostlin produkuje zakladni latky
nezbytné pro rlst rostliny (mastné kyseliny, aminokyseliny, polysacharidy apod.), které
mj. slouzi jako prekurzory syntéz téchto latek. Jejich syntéza je uskuteCnéna
prostfednictvim ¢&tyf ruznych cest: (1) cesta Sikimové kyseliny, (2) malonove, (3)
mevalonové a (4) nemevalonatové. Cestou 1 a 2 je syntetizovana velmi dllezita skupina
latek zodpovédnych za antioxidacni aktivitu — fenoly. Alkaloidy jsou pak produkovany
cestou 1 a terpeny pak cestou 3 a 4. ZjednoduSené schéma jejich syntéz lze vidét
na Obr. 12. [35, 40]

CO2

Primary carbon metabolism
Acetyl CoA
Aliphatic amino
acids
¥ Y h 4 w
Shikimic acid Malonic acid Mevalonic acid MEP pathway
pathway pathway pathway
Aromietic amino
acids
1 A 4
Alkaloids
¥ h 4 A 4 ¥
» Fhenolic Terpenes
- compounds

Obr. 12 — Zjednodusené schéma syntéz biologicky aktivnich latek [35]

3.7.4 Aplikace

Vlastnosti biologicky aktivnich latek vyuZivaji téméf vSechna odvétvi chemie,

biologie a mediciny. Mezi nejCastéjsSi farmakologické ucinky patfi: antioxidacni,
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antisepticke, antibakterialni, stimulaéni a inhibi¢ni, imunologické a antivirové. Mohou taky
pusobit jako prevence vaci kardiovaskularnim onemocnénim, rakoviné [42], cukrovce,
zvySené hladiné cholesterolu [43], AD, obezit€, onemocnéni jater a chronickym
respiranim onemocnéni, mj. je o tomto tématu vice pojednano v mé pfedchazejici praci,
kde se zaméruji na farmakologické uc€inky rozchodnice riizové na lidsky organismus. [33,
34, 37, 38, 40, 44]

3.7.5 Analyza

Mezi nejvice vyuzivané instrumentalni analytické metody se fadi metody
elektromigraéni, plosna a sloupcova kapalinova chromatografie a v neposledni fadé
samoziejmé HPLC a GC. Velmi vyhodna je zejména kombinace HPLC/ED, o které je
pojednano dfive. Latky s antioxidaCnimi ucinky jsou vétSinou (poly)fenolické povahy, tudiz
budou snadno podléhat oxidaci, ktera se detekuje pomoci ED. K ziskani mnoha dalSich
informaci pak slouzi spojeni se spektralnimi metodami, at’ uz se jedna o UV/VIS, NMR, IR
¢i MS. [40]

3.7.6 MAPs (Medicinal and Aromatic Plants)

Zkratkou MAPs jsou oznaCeny rostliny s léCivymi uCinky na lidsky organismus.
Slouzi jednak jako prevence vuci chorobam, jednak napomaha ke zmirnéni jejich projevu.

Jak jednou fekl sam Hippocrattes: ,Necht je tvé jidlo medicinou**°

. MAPs se ¢leni do Ctyf
skupin podle findlni formy uziti: (1) esencialni oleje, (2) kofeni, (3) byliny, (4) ostatni.
Mezinarodni unie pro ochranu pfirody a Svétovy fond na ochranu pfirody odhadli, Ze se
na svété vyskytuje okolo 50 000 — 80 000 MAPs, ovSem jen 10 % z nich bylo podrobeno
vyzkumu farmakologie. MAPs obsahuji Sirokou Skalu bioaktivnich latek, jako jsou napf.:
(poly)fenoly, alkaloidy, flavonoidy, terpeny, steroidy, saponiny a mnoho dalSich.

O nékterych téchto skupinach je pojednano v nasledujici kapitole. [40]

3.7.7 Bioaktivni fenolické slou€eniny rostlin

(Poly)fenoly tvofi nejpoletnéjsi skupinu bioaktivnich fytochemikalii vyskytujici se
v rostliné zcela pfirozené. Maji silny antioxidac¢ni u€inek, ktery napomaha télu bojovat
s volnymi radikaly. Mohou byt produkovany dvéma zpusoby, jak jiz bylo fe¢eno dfive
(prostfednictvim Sikimové a malonové kyseliny). Skrze Sikimovou kyselinu vznikaji
prevazné fenylpropanoidy. OvSem uvadi se jesté jedna mozna cesta vzniku fenold, a to
prostfednictvim octové kyseliny. Obecné se mezi latky (poly)fenolické povahy fadi
jednoduché fenoly, kumariny, lignany, flavonoidy, isoflavonoidy, anthokyaniny,
proanthokyanidy a stilbeny. [35, 40, 44]

41



Fenolové kyseliny obsahuji aromatické jadro, na kterém je navazana karboxylova
skupina a jedna ¢Ci vice hydroxylovych (pfip. methoxylovych) skupin. Rozdéluji se
na derivaty benzoové kyseliny (napf. gallova, salicylova a protokatecholova) a derivaty
skoficové kyseliny (kumarova, ferullova a kavova). Tvrdi se, Ze az 1/3 pfijmu fenolickych
slou€enin v potravé tvofi pravé fenolové kyseliny. [40, 44]

Kumariny nalezi do skupiny benzo-a-pyronl. Lignany jsou obsahlou skupinou
biologicky aktivnich latek, které jsou tvofené dvéma pB-B-spojenymi fenylpropanovymi
jednotkami. [40]

Flavonoidy tvofi velkou skupinu fenolickych sloucenin, které jsou zodpovédné za
barvu, aroma a chut dané rostliny (pfip. potraviny). Déli se na flavony, flavonoly,
flavonony a flavonoly na zakladé jejich oxidacniho stavu centralniho pyranového kruhu.
Flavony se vétSinou vyskytuji jako glykosidy apigeninu a luteolinu a nachazi se
v rostlinnych tkanich. Napomahaji snizit hladinu cholesterolu v krvi. Flavonoly jsou
konjugovanou formou glykosidi (kaempferol, quercetin apod.). Monomerni flavan-3-oly
pak zahrnuji katechin, epikatechin, gallokatechin, katechingallat, epikatechingallat apod.
[40, 44].

3.7.8 Tékavé slouceniny rostlin

Tékavé slou€eniny se stejné jako (poly)fenoly podili na aromatickych vlastnostech
rostlin. V rostlinach se bézné vyskytuji alkoholy s rozvétvenymi Fetézci, které jsou
vysledkem deaminace a dekarboxylace aminokyselin. Pro tzv. ,zeleny zapach* rostlin jsou
zodpovédné tékavé aldehydy, které jsou syntetizovany lipoxygenazovou cestou
z mastnych kyselin. Mezi dalsi pocéetné skupiny tékavych latek se fadi pyraziny,

seskviterpenoidni laktony a terpenoidy. [40]

3.7.9 Extrakce bioaktivnich latek

vyCet Ize vidét v Tab. Il. Ddkladnéji zde budou popsany jen dvé, a to macerace
a mikroextrakce tuhou fazi (SPME).

V soucCasnosti je snaha vytvafet metody, které jdou v souladu se Zivotnim
prostiedim, tzv. zelena chemie. Pfi tradiCnich extrakénich postupech byva vyuzivano
velké mnozstvi rozpoustédla, které nasledné neni mozné zrecyklovat a tim dochazi
k zatizeni ekosystému. Casto byvaji navic t&kava, hotlava a toxicka. Vzhledem k &astému
provadéni extrakci v primyslu se jednotlivé extrakéni postupy inovuji a snaha je zajistit
mensi spotfebu rozpoustédel (pfip. jejich moznost zrecyklovani) a zrychlenou dobu

analyzy. [39]
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Macerace

Macerace patfi mezi nejstarSi metody extrakce vabec. Rozemlety pevny vzorek se
vloZi do uzaviené nadoby spolu s vhodnym rozpoustédlem a za nepfistupu svétla se
necha luhovat po dobu minimalné &tyf az Sesti tydnd. Po této dobé se smés scedi
a pevné Castice se slisuji. Kapalina se smisi a na zavér se podrobi filtraci, aby se

odstranily pfipadné necistoty. [35]

Mikroextrakce tuhou fazi (SPME, Solid-phase Micro-extraction)

Za prukopnika této extrakéni techniky je povazovan Dr. Janusz Pawliszyn a oficialné
byla uvefejnéna roku 1992. Nejdfive se vybere vhodné vlakno (vétdinou kfemenné vlakno
0 délce 1 cm s polymerem typu PDMS, PDMS/DVB). Vlaknem se propichne septum
zkumavky obsahujici dany vzorek a necha se definovanou dobu sorbovat. Poté se jehla
opatrné vytahne, zavede do injektoru GC, kde je nasledné tepelné desorbovana. Ve
spojeni s LC/MS slouzi k analyze netékavych a tepelné labilnich latek. Vlakno se necha
v kontaktu s mobilni fazi, poté dojde k sorpci a nasledné desorpci smérem na kolonu. [24]

Uginnost SPME je ovlivnéna hodnotou pH, tloustkou vrstvy naneseného polymeru,
zplUsobem vzorkovani, iontovou silou roztoku, teplotou vzorku a michanim. Vyhodou je,
Ze neni nutné Cekat na Uplné ustanoveni rovnovahy, je vSak tfeba dodrzet stejnou dobu

sorpce, teplotu a také hloubku ponoru viakna ve vSech analyzach. [24]

Tab. Il — Vycet extrakénich technik pro izolaci biologicky aktivnich latek z pfirodnich produktl

Soxhletova extrakce [35, 45]
Macerace [35, 45]
Destilace s vodni parou [35]
Perkolace [45]
Turboextrakce [45]
Ultrazvukova extrakce (UAE) [35, 36, 45]
Enzymaticka extrakce (EAE) [35, 36]
Mikrovinna extrakce (MAE) [35, 36, 45]
Extrakce pulznim elektrickym polem (PEF) [35, 36]
Superkriticka fluidni extrakce (SCFE) [35, 36, 46]
Tlakem akcelerovana extrakce (PLE) [35, 36, 45]
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3.8 ROZCHODNICE RUZOVA (RHODIOLA ROSEA)

3.8.1 Popis

Detailngjsi popis této studované rostliny je shrnut v mé predchazejici praci
Rozchodnice razova (Rhodiola rosea) a jeji vyuZziti ve fytoterapii (2021). [1]

Rozchodnice ruzova (Rhodiola rosea) je ytrvala sukulentni bylina
s charakteristickym Zlutym mnohokvétenstvim dosahujici vysky az 70 cm. Je jednim
z hlavnich predstavitell tradi¢ni ¢inské mediciny (TCM). Nese si celou fadu druhotnych
nazvq, jak jiz bylo zminéno v mé predchazejici praci (arkticky kofen, rizovy kofen, zlaty
kofen). Roste v hornatych oblastech na severni polokouli, zejména na uzemi Ruska
a Ciny. Od roku 2012 se u nas Fadi mezi kriticky ohroZené druhy. [1, 47]

Jeji vyjimeénost tkvi v mnohoc&etnych farmakologickych Uu€incich. NejvétSim
pfinosem je na poruchy centralni nervové soustavy. Byly prokazany zfetelné
antidepresivni, antistresové, antioxidacni ucinky, ucinky proti unave, Spatné naladé taktéz
napomaha ke kvalitnéj§imu spanku a lepsi paméti. Dokonce jsou sepsany prace, které
pojednavaji o blahodarnych ucincich tlumici projevy Alzheimerovy choroby, rakoviny
a prfedchazeni vzniku cévni mozkové pfihody a kardiovaskularnich onemocnéni. Dale
vS8ak stoji za zminku antibakterialni a antivirové ucinky, kterych se vyuzivalo (a stale
vyuziva) v covidové situaci (2019 — soucasnost). Slouzi tak k posileni imunity daného
jedince. Ze stejného davodu je pfidavana do potravinovych suplement pro sportovce.

K ziskani podrobnégjSich informaci o medicinalnich ucincich na organismus poslouzi

napfiklad zdroje [1, 48 — 50]. Na Schématu IV Ize vidét shrnuti nejvyznamnéjsich ucinku

na lidsky organismus.

anti-
bakterialni

antivirové

Rozchodnice
rtZova

antioxidacni lunavu

Schéma IV — Farmakologické uginky rozchodnice razové
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3.8.2 Fytochemie

Je potfeba mit na paméti, ze chemické slozeni jakékoliv rostliny (rozchodnice
nevyjimaje) je individualni v zavislosti na danych pfirodnich podminkach a také
na samotném druhu Rhodioly. R0zné literarni zdroje uvadi odliSné celkové mnozstvi
identifikovanych bioaktivnich latek v rozchodnici rizové (primérné okolo 150). [47]

V oddencich se vyskytuji tuky, vosky, steroly, organické kyseliny, taniny a proteiny.
Mezi nejdulezitéjSi latky zodpovédné za adaptogenni aktivitu rozchodnice patfi derivaty
fenylpropanoidu (rosaviny) a fenylethanu (p-tyrosol a salidrosid). Uvadi se, ze latka
geraniol je zodpovédna za charakteristickou vani po rGzich. Tomu vSak napomahaji
v ramci synergického efektu i dalsi latky, jako je linalool a jeho oxidy, nonanal, decanal,
nerol nebo cinnamylalkohol. [1, 47]

V Tab. lll jsou uvedeni nejvyznamnéjsi zastupci latek identifikovanych v rozchodnici
pofizené metodou HPLC [48]. Slou€eniny jsou Clenény do Sesti tfid: derivaty acyklickych
alkoholu, benzylu a fenolu, fenylethanu, gallové kyseliny, fenylpropanoidd a v neposledni
fadé flavonoidy a jejich glykosidy. Mezi derivaty acyklickych alkoholl se Ffadi
rhodiolosid A-F a creosid. Do druhé tfidy (derivaty benzylu a fenolu) nalezi hydrochinon
a dale napfiklad 4-hydroxymethylbenzoat. Salidrosid a p-tyrosol spadaji do tfidy derivatd
fenylethanu, o nichZz je zminka dale. Antioxidaéni ucinek neposkytuje jen p-tyrosol, ale
dale i gallova kyselina, nebo kyseliny ze tfidy derivat( fenylpropanoidu. Ke kyselinam se
dale fadi i velmi poCetna skupina — rosaviny, o nichZ je letma zminka nize. Mezi
flavonoidy se Fadi herbecitin, kaempferol, katechin a dale tfeba epikatechin. Podrobnéjsi

udaje o fytochemickém sloZeni vSech druhl rozchdodnice Ize naleznout v [48].

Tab. Ill = Vybrané slou¢eniny obsazené v rozchodnici rdZzové [48]
(E)-Creosid I, Creosid | C14H2,07
Rhodiolosid D C16H300s
Rhodiolosid E C21H38011
Rhodiolosid A Ci16H250s
Derivaty acyklickych (-)-Rosiridin Ci6H2507
alkoholt Rhodiolosid B C22H35012
Rhodiolosid F C21H36011

Geranyl 6-O-a-L- arabinofuranosyl-p-

D- glukopyranosid CaiHadOs0
Rhodiolosid C C2H35012
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Derivaty benzylu a fenolu

Derivaty fenylethanu

Derivaty gallové kyseliny

Derivaty fenylpropanoidu

Flavonoidy a jejich
glykosidy

Hydrochinon
4-Hydroxymethylbenzoat
Creosid Il
p-Tyrosol
Salidrosid
Viridosid
Mongrhosid
Picein
Gallova kyselina
Methylgallat
6-O-Galloylsalidrosid
Cinnamylalkohol
Rosavin
Rosin
Rosarin
Triandrin
Vimalin

p-Kumarova kyselina

Trans-p-Hydroxyskoficova kyselina

Kavova kyselina
Ferulova kyselina
Chlorgenova kyselina
Kaempferol
Herbacetin
Rhodionin
Rhodalin
Rhodiosin
Rhodalidin
Rhodionidin
Quercetin
Gossypin
Rhodiolin
Katechin

Epikatechin
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CeHsOo
CsHsOs3
Ci18H240,
CsH100;
C14H2007
Ci5H2,07
C20H30011
C14H1507
C7HgOs
CsHgOs
C21H24011
CoH100
C20H28010
Ci15H2006
C20H25010
Ci15H2007
Ci6H2207
CoHsOs3
CoHsOs3
CoHgO4
C10H1004
Ci6H1509
C15H1006
Ci5H1007
C21H20011
C20H18011
C27H30016
Ca6H25016
C27H30016
CisH1007
C21H20013
C25H20010
Ci15H1406
Ci15H1406



Salidrosid

Pod systematickym nazvem je znam jako p-hydroxyfenylethyl-g-D-glukosid a pod
trivialnim jako rhodiolosid (Obr. 13). Jedna se o derivat fenylethanu, ktery ma
na aromatickém jadfe v para poloze jednu hydroxylovou skupinu, ktera ho Ccini
elektroaktivnim. Z druhé strany je pak pfipojena cukernata slozka — glukosa. Je rozpustny
ve vodé, ethanolu a n-butanolu. [1]

Pfredstavuje hlavni bioaktivni slozku udavajici rostliné jeji vyjimecné farmakologické
ucinky. Drfive se pouzival pro standardizaci jednotlivych extraktd. Nyni v8ak panuje
mysSlenka, Zze za unikatni farmakologické ucinky je zodpovédno vice latek soucasné

v ramci synergického efektu. [1, 51]

OH

Obr. 13 — Chemicka struktura salidrosidu

Kvuli dfivéj§i intenzivni sklizni rozchodnice jsou zdroje v sou€asnosti dosti omezené,
proto je snaha pfijit na alternativni zplasob jeho biosyntézy. Existuje nékolik moznych cest,
Z nichz kazda ma své pro a proti. Obecné plati, ze salidrosid je syntetizovan ze svého
aglykonového prekurzoru (p-tyrosolu) pomoci enzymu UDP-glukosyltransferaza. Klicova
je tedy samotna syntéza p-tyrosolu. Jako nejvice preferovanou cestou se uvadi
biosyntéza z Sikimové kyseliny, ktera po par enzymatickych krocich produkuje fenylalanin
(Phe) a tyrosin (Tyr). Nelze s jistotou fici, kterd aminokyselina bude pravé tou vychozi
slou€eninou pro syntézu p-tyrosolu. V ¢lancich v8ak pfevazuje vétSinovy nazor, Ze
pravdépodobnéjsi se jevi cesta tyrosinu, z tohoto divodu zde neni druha cesta rozebrana.

Tyrosin je pfeménén na tyramin prostfednictvim enzymu tyrosindekarboxylaza
(TyrDC), ktery je dale oxidovan na 4-hydroxyfenylacetalaldehyd (4-HPAA) a nasledné
poté redukovan na 4-hydroxyfenylacetalalkohol diky enzymim monoaminooxidaz
areduktaz [52, 53]. Mezi dalSi mozné cesty k ziskani salidrosidu se uvadi Troshenko
a Juodvirshis metoda, Shi Tianyaova metoda, Wu Jinlonngova metoda, Li Zhongjun
metoda, Qiu Renhuova metoda, které jsou podrobnéji popsany ve ¢lanku [52]. Déle je
mozné salidrosid syntetizovat prostfednictvim  rostlinnych gend  exprimujicich

v Escherichia coli. [54]
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Rosaviny
DalSi velmi poCetnou a duleZitou skupinou jsou rosaviny. Do této skupiny nalezi

rosaviny (Obr. 14), rosariny a rosiny. Diky jejich struktufe se fadi do skupiny

fenylpropanoidd, lépe feceno se jedna o glykosidy cinnamylalkoholu. [53]
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HO
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Obr. 14 — Chemické struktury rosavinl: a) rosavin, b) rosarin, c) rosin

p-Tyrosol
2-(4-hydroxyphenyl)ethanol (Obr. 15) je pfirodnim antioxidantem, bézné se
vyskytujici ve viné, olivovém oleji a také i ve zde studované rozchodnici. Vykazuje Sirokou

Skalu farmakologickych ucinku. [55-57]

OH

HO

Obr. 15 — Chemicka struktura p-tyrosolu

Diky jeho ovéfenym positivnim G€inkim na organismus se jevi jako vhodny kandidat
pro syntézu novych IéCiv. Prvni variantou syntézy je extrakce z pfirodnich materiald. Zde
se vSak vyskytuje problém s omezenymi moznostmi sbéru rozchodnice. Proto se vyZaduje
jeho synteticka pfiprava, ktera byla feCena dfive. Dal3i okrajovou moznosti jeho syntézy
je organokovova cesta a tepelna de-terc-butylace. Nejslibnéji se vSak jevi syntéza

prostfednictvim 2-fenylethanolu. [57]
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3.8.3 Soucasné metody analyzy

Pro analyzu tak komplexnich vzorku, jako jsou rostlinné extrakty, jsou nejvhodné;si
metody chromatografické se spravné zvolenou detek&ni koncovkou. Diky chromatografii
se jednotlivé slozky od sebe separuji, coz by mélo ulehcit jejich identifikaci &i kvantifikaci.
Casto se také pred samotnou analyzou provadi extrakce za Ugelem zakoncentrovani
smyslenych analytd. Vy¢et moznych extrakénich technik byl popsan v kap. 3. 7. 9.

Pro analyzu vyznamnych bioaktivnich komponent je nejvhodnéjSi metoda
kapalinové chromatografie v riznych podobach. Jak jiz bylo zminéno, vétsSina bioaktivnich
latek je fenolické povahy a tudiz elektroaktivni. Této vlastnosti bylo vyuzito v praci [58],
kde byl zkouman vliv rozchodnice na depresi, buné&nou proliferaci a mnozstvi neuron
v mozkovém hippocampu krys za vyuZiti binarni mobilni faze (MeOH:pufr). Velmi béznou
kombinaci je taktéz HPLC s UV-Vis spektrometrii, kde byla vyuzZita jako mobilni faze smés
ACN:H,O v poméru 1:9 v/v za isokratickych podminek [56]. Gradientové eluce pak bylo
vyuzito ve studiich [59, 60]. Gradientu bylo také pouzito v praci [61], ovSem tentokrat ve
spojeni s LC-MS/MS. Stejnou technikou pro analyzu vzorkd rozchodnice se zabyvali [51,
56, 62, 63]. Existuji také &lanky zahrnujici planarni chromatografii [51, 61, 63 — 65],
nuklearni magnetickou rezonanci [51, 60 — 62, 66] ¢i samotnou hmotnostni spektrometrii
[66]. Posledni zmifiovany ¢lanek pojednava o analyze glykosidu fenylpropanoid(i pomoci
MS, NMR a také UV metody. Po analyzu antioxidantd (nejen v rozchodnici) bylo dokonce
vyuzito kombinace HPLC s tzv. triple detektorem (CAD, DAD a MS detektor) [67].

Pro analyzu tékavych latek v rozchodnici pomoci GC/MS existuje cela fada ¢lanka.
Pro analyzu lipofilnich slou€enin [68] bylo vyuZzito kolony na bazi polyethylenglykolu, helia
jako nosného plynu a spitless-mode pro nastfik vzorku. Clanek [69] pojednavéa o analyze
tékavych latek z kofene rozchodnice. Extrakce byla provedena pomoci parové destilace
a HS-SPME. Clanek [70] je zaméFen na charakterizaci nizkomolekularnich sacharidd
a glykosid fenylalkanoidd. Za timto ucelem bylo vyuzito derivatizace, ktera spocivala
v oximaci (pomoci NH,OH/py) a nasledné silanizaci (TMSO). Tento ¢lanek poslouzil jako
zaklad pro vyvoj metody GC/MS v této diplomové praci. Byly také publikovany dal3i studie
[71 — 74], ve kterych se vyuziva metody GC/MS pro analyzu rGznych druh( rozchodnice.
Je také mozno vyuzit pyrolyzni technologie za ucCelem analyzy zbytk( z odvard
rozchodnice [75].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 UVOD

Cilem této studie bylo porovnat jednotlivé komeréni tinktury, dale porovnat vlastni
vyrobu tinktury vU¢i zakoupenym, sledovat vliv doby macerace na ucinnost tinktury a
taktéz porovnat dvé chromatografické metody pro analyzu téchto vzorka.

Cela experimentalni ¢ast je rozdélena na dvé kapitoly podle pfislusné metody, ktera
byla pouzita, tedy sekce kapalinové a plynové chromatografie.

Prvni ¢ast (HPLC/ED) je zaméfena na analyzu dvou vyznamnych elektroaktivnich
komponent — salidrosidu a p-tyrosolu. Nejdfive byla navrhnuta metoda pro analyzu téchto
latek, kde se vychazelo zliterarnich zdroju uvedenych v kap. 3. 8. 3. Po vhodné
optimalizaci metody byly jednotlivé vzorky proméfeny a zjiSténo relativni zastoupeni
téchto latek.

Druha ¢ast (GC/MS) klade diraz zejména na tékavé latky ve vzorcich rozchodnice
a dale je doplnéna o derivatizaCni techniky, diky nimz bylo mozné detekovat hlavni
komponenty (salidrosid a p-tyrosol). Derivatizace navic umoznila identifikovat po€etnou
skupinu latek v rozchodnici — rosaviny, které nebylo mozné na HPLC/ED za stanovenych

podminek detekovat.
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4.2 HPLC/ED

4.2.1 Instrumentalni vybaveni

HPLC systém (Obr. 16) byl sloZzen z autosampleru AS 110, pumpy
LC 110 S a degasseru ALEXYS OR 110, vSe od AntecScientific, Nizozemsko. Pro detekci
byl wvyuzit elektrochemicky detektor DECADE Elite (AntecScientific, Nizozemsko)
vybaveny diskovou pracovni elektrodou ze skelného uhliku a referentni HyREF™
elektrodou (Pd/H,) [76]. Pro sbér, upravu a interpretaci dat byl vyuZit software Clarity
version 8.4 (Data Apex, Ceska republika).

Pro méFeni cyklické voltametrie byl vyuzit potenciostat (L-Chem, Ceskéa republika)
s tuzkovou pracovni elektrodou ze skelného uhliku a referentni argentochloridovou
(Ag/AgClI) elektrodou.

= E_—:? = ==
ZASOBNIKMF | (== 1 | AUTOSAMPLER

T g

ED

PUMPA [ | DEGASSER [

Obr. 16 — Instrumentace HPLC/ED

4.2.2 Laboratorni vybaveni

Bylo vyuZito pH metru (inoLab, Né&mecko), centrifugy (Fisher Scientific, USA),
analytické vahy (Mettler Toledo, USA), sklenéné aparatury pro vakuovou filtraci mobilni
faze (Merck Millipore, USA) a magnetické michacky. Pro béZné laboratorni ukony bylo
dale vyuzito: IZiCky, Spachtle, automatickych pipet a jejich SpiCek, plastovych vialek,
skelnénych vialek s vicky, nalevky, kadinky, odmérného valce, parafilmu, michadla,
injekeni stfikacky se stfikackovym filtrem (porozita 0,45 um), odmérné barky (500 ml),

sklenénych zasobnikd mobilni faze s vicky a diskového nylonového filtru (porozita 0,2

um).
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4.2.3 Chemikalie

Acetonitril (HPLC-gradient grade, Fisher Scientific, USA), methanol (HPLC-gradient
grade, Fisher Scientific, USA), ethanol (HPLC-super gradient, PENTA, Ceska republika),
dihydrogenfosfore€nan sodny (TraceSelect, Sigma-Aldrich, Némecko), kyselina
trinydrogenfosfore¢na (85%, TraceSelect, Sigma-Aldrich, Némecko), standard salidrosidu
(Sigma-Aldrich, Némecko), standard p-tyrosolu (Sigma-Aldrich, Némecko). Pro mobilni

fazi byla pfipravena voda procesem reverzni osmoézy (Millipore).

4.2.4 Zakoupené vzorky
Pismeno K odkazuje na vzorek suSeného kofene a pismeno E na vzorek extraktu.

Ciselna hodnota udava poradi zakoupenych vzorkd a zkratky 2T a 5T indikuji dobu
macerace (2T = dva tydny a 5T = pét tydnu).

o K1: Rhodiola — kofen (50 g, distributor: Valdemar GreSik)

e K2: Rozchodnice — kofen (10 g, distributor: Bylik)

e E1: Rozchodnice ruzova - tinktura z pupent (50 ml, vyrobce: Mgr. Jarmila

Podhorna - Nadéje)
e E2: Rhodiola — bylinné kapky (50 ml, vyrobce: Valdemar Gresik)
e E3: Rozchodnice — tinktura z pupent (50 ml, vyrobce: Serafin)

¢ E4: Rhodiola (rozchodnice rizova) — bylinné kapky (50 ml, vyrobce: Dr. Popov)

Obr. 17 — Zakoupené vzorky suSeného kofene: a) K1, b) K2
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BYL_INNE ISA_I{KY
RHODIOLA

doplndk stravy

Obr. 18 — Zakoupené vzorky tinktur: a) E1, b) E2, ¢) E3, d) E4

4.2.5 Pracovni postupy

4.2.5.1 Priprava fosfatového pufru

Fosfatovy pufr o koncentraci 25 mmol/l byl pfipraven navazenim 1,5 g NaH,PO,
a rozpusténim ve 480 ml vody. Titraci 85% H3;PO, byl pufr upraven na hodnotu pH = 4
a doplnén vodou na objem 500 ml. Nasledné byl vakuové prefiltrovan za vyuZiti mikrofiltru

o porozité 0,2 um.

4.2.5.2 Priprava mobilni faze

Mobilni faze byla pfipravena smichanim adekvatnich objemovych mnozstvi
rozpoustédel (v/v) a jejich naslednym probublanim heliem pro odstranéni rozpusténého
plynu. Pokud neni uvedeno jinak, byla pouzivana mobilni faze o sloZeni ACN:fosfatovy

pufr v poméru 15:85 (v/v, kap. 4. 2. 7. 1).

4.2.5.3 Priprava standardl a podminky jejich uchovani

Pro pfipravu zésobniho roztoku salidrosidu byl navédZzen 1 mg jeho standardu,
ktery se rozpustil v 1 ml smési MeOH:H,O v poméru 1:1 v/v (c, = 1 mg/ml). Pro pfipravu
pracovniho roztoku byl tento zasobni roztok sonikovan a nasledné 100x zfedén mobilni
fazi (c, = 0,01 mg/ml). Zasobni a pracovni roztok p-tyrosolu byl pfipraven stejnym

zpusobem. Veskeré standardy byly uchovany v mrazaku pfi teploté -18 °C.

4.2.5.4 Vyroba vlastni tinktury

Bylo navazeno 20 g vzorku K1 a 5 g vzorku K2. Oba vzorky umisténé zvlast
ve sklenéné nadobé se prevrstvily pétinasobkem extrakéni smési EtOH:H,O (1:1, v/v).
Poté byly vzorky uzavieny, utésnény parafiimem a umistény do tmy, kde se nechaly

po dobu dvou a péti tydnu extrahovat.
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4.2.5.5 Zpracovani vzorkl pred HPLC analyzou
Komeréni i vlastni tinktury byly pfed samotnou analyzou pfefiltrovany

pres nylonovy stfikackovy filtr (porozita 0,45 um) a poté 5x zfedény mobilni fazi.

4.2.5.6 Priprava kalibrac¢ni rady

Pro potfeby kalibrace metody byly pfipraveny tfi sady kalibraénich roztokd pro oba
standardy metodou postupného fedéni v rozsahu ¢, = 0,07 — 1 ug/ml. V Tab. IV je
zahrnut pfepoéet hmotnostnich koncentraci na molarni pro jednotlivé kalibraéni roztoky.

Molarni hmotnost salidrosidu &ini 300,30 g/mol a pro p-tyrosol odpovida 138,16 g/mol.

Tab. IV — Pfepocet na molarni koncentrace

Salidrosid p-Tyrosol

Cm (ng/ml) c (mol/l) c (mol/l)
0,07 2,33.107 5,07-107
0,10 3,33.10” 7,24.107
0,20 6,66-10" 1,45-10°
0,40 1,33-10°° 2,90-10°
0,70 2,33-10° 5,07-10°
1,00 3,33-10° 7,24-10°

4.2.6 Chromatografické podminky
e pratok: 0,3 ml/min
e MF: ACN:fosfatovy pufr (15:85, v/v)
e kolona Cg NUCLEODUR GRAVITY (5 ym, 250 mm x 2,0 mm I.D., MACHERY
NAGEL)
e nastfik 20 ul, partial-loop fill
e teplota kolony: 35 °C

e deponovany potencial na pracovni elektrodé: 0,8 V (vs. Pd/H,)

4.2.7 Vysledky a diskuze

Vs wiw

Vzhledem k mé dfivéjsi praci [1] jsou zde uvedeny pouze tfi optimalizacni postupy,
které jsou Clenény do dvou kategorii: optimalizace podminek pro separaci (MF, SF)
a detekci (deponovany pracovni potencial). VeSkeré optimalizaCni postupy byly provadény

s pracovnimi roztoky standardu (kap. 4. 2. 5. 3).
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4.2.7.1 Optimalizace podminek pro separaci
Optimalizace MF

Byl studovan vliv sloZzeni mobilni faze na separaci salidrosidu a p-tyrosolu.
Ve v8ech pfipadech bylo vyuzito fosfatového pufru jako vodna slozka mobilni faze, jiné
anorganické soli testovany nebyly. Zddvodu nutnosti jeho vysoké Cistoty
pro elektrochemickou detekci nebyla nutna jeho optimalizace. Byl zkouman pouze vliv
obsahu a typu organického modifikatoru v mobilni fazi (ACN, MeOH).

Samotné optimalizaci byl podroben pouze ACN. Pfestoze se jedna o drazsi a vice
toxickou variantu pro Zzivotni prostfedi, poskytuje lepSi ucinnost separace. Je to
zpusobeno tim, Ze se viskozita smési ACN:H,O snizuje se zvySujicim se jeho podilem.
Na rozdil od smési MeOH:H,O majici maximalni viskozitu okolo 40 % MeOH. Smés
ACN:H,0 navic v systému RP poskytuje mnohem lepsi rozpustnost pro soli. Dale obecné
plati, ze latky s velkymi polarnimi skupinami (fenoly) maji vyssi afinitu k ACN. Na zakladé
téchto poznatki a na zakladé Cerpanych literarnich zdroji uvedenych v kap. 3. 8. 3 byl
vybran ACN jako organické rozpoustédlo do mobilni faze s jeho pfidavkem 5 %, 6 %,
12 % a 15 %. [21]

Byl v8ak testovan vliv selektivniho pfispévku MeOH jako druhého organického
rozpous$tédla v mobilni fazi ACN:MeOH:fosfatovy pufr 5:5:90 (v/v). OvSem tato ternarni
mobilni faze nebyla z hlediska selektivity pfinosna, ztohoto dlvodu nebyla dale
uvazovana. Za optimaini slozeni mobilni faze byla tedy zvolena smés ACN:fosfatovy pufr

(15:85, v/v), ktera poskytovala dobrou separaci analytl za pfijatelnou dobu analyzy.

Optimalizace SF

V literarnich zdrojich (kap. 3. 8. 3) se pro separaci téchto latek vychazi predevdim
ze dvou typUl reverznich kolon (Cg a Cyg). Testovano bylo hned nékolik kolon tohoto druhu.
Dobré vysledky za izokratickych podminek poskytla kolona C8 NUCLEODUR GRAVITY
(5 pm, 250 mm x 2,0 mm [.D., MACHERY NAGEL), proto byla zvolena za optimalni typ
kolony.

4.2.7.2 Optimalizace podminek pro detekci

Za ucelem optimalizace pracovniho potencidlu byla nejdfive provedena cyklicka
voltametrie (CV) se zamérem studia obecného elektrochemického chovani latek.
Ze stejného divodu byl nasledné ziskan taktéz hydrodynamicky voltamogram (HDV).

Vysledky z CV lze vidét na Obr. 19 a 20. Pracovni potencial byl vkladan v rozsahu
0- 1,2 V (vs. Ag/AgCI) ve tfech po sobé jdoucich cyklech. Z Obr. 19 vyplyva, ze
polymerni produkty p-tyrosolu pasivuji elektrodu, protoze na rozdil od pratokového méfeni
je zde kontakt pracovni elektrody s p-tyrosolem je podstaté delSi. Tato situace v pfipadé

salidrosidu nenastava (Obr. 20) pravdépodobné diky objemnému cukernému zbytku
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nachazejici se v p-poloze. Vhodnym oxida¢nim potencialem byla zvolena hodnota 1,1 V
(vs. Ag/AgCl).
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Obr. 19 — Cyklicky voltamogram p-tyrosolu
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Obr. 20 — Cyklicky voltamogram salidrosidu

V pfipadé HDV bylo méfeno v rozsahu 0 — 1 V (vs. Pd/H,). Z Obr. 21 je patrné, ze
latky do potencialu 0,3 V nepodléhaji oxidaci. PFi pfekroCeni hodnoty potencialu 0,4 V se

obé latky zacdinaji oxidovat. Za optimalni hodnotu deponovaného pracovniho potencialu
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byla zde zvolena hodnota 0,8 V (vs. Pd/H;), se kterou (pokud neni uvedeno jinak) bylo
dale nakladano. Tato hodnota odpovida optimalnimu potencialu ziskaného metodou CV
pfi pfepoctu na stejnou referentni elektrodu. Vy3Si hodnoty potencialu by pfinesly jen malé

zvySeni odezvy pro analyty a snizily by selektivitu detekce.
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Obr. 21 — Hydrodynamicky voltamogram salidrosidu a p-tyrosolu

4.2.7.3 Analyza modelové smési
Vysledné optimalizované podminky byly aplikovany na modelovou smés
pFedstavujici pracovni roztok salidrosidu a p-tyrosolu sou¢asné (Obr. 22). Retenéni Cas

salidrosidu €inil 2,8 min a pro p-tyrosol 4,8 min.
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Obr. 22 — Chromatogram modelové smési

4.2.7.4 Kalibrace, LOD, LOQ
Byla provedena kalibrace s roztoky dle postupu v kap. 4. 2. 5. 6. VSechny kalibraéni
body byly zméfeny 3x. Z téchto dat byl pro kazdou koncentraci vypocten pramér ploch,

smérodatna odchylka a z nich dale sestavena kalibracni zavislost (Obr. 23 a 24).
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Obr. 23 — Kalibraéni zavislost pro salidrosid
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Obr. 24 — Kalibraéni zavislost pro p-tyrosol
Soucasti kalibraéniho procesu byly také odhady LOD a LOQ pro obé latky, které
byly vyhodnoceny jako trojnasobek vysky Sumu pro LOD (= (3-0)/b;) a desetinasobek pro
LOQ (= (10-6)/by). VySka Sumu ¢inila 1 nA. Z kalibra¢ni fady na zakladé vySek pikl pro
obé latky byly nasledné zjistény jejich hodnoty (Tab. V). [77]

Tab. V — Odhady LOD a LOQ

Salidrosid p-Tyrosol
¢ (mol/l) ¢ (mol/l)
LoD 4,99-10°® 4,47-10®
LoQ 1,66-107 1,49-107

4.2.7.5 Analyza realnych vzork

Vyvinuta metoda byla aplikovana na realné vzorky. Jednotlivé vzorky pfipravené dle
kap. 4. 2. 5. 5. byly zméfeny a pfipadné dale zfedény na koncentraci tak, aby spadala do
kalibracniho rozsahu.

Na Obr. 25 Ize vidét souhrnny chromatogram jednotlivych tinktur. Obr. 26 obsahuje
vysledny chromatogram vzork( kofene K1 po dvou a péti tydnech macerace, Obr. 27 pak
nalezi vzorku K2. Obr. 28 porovnava vzorky kofene po péti tydnech macerace mezi
sebou. Vzhledem k tomu, Ze nebyl k dispozici hmotnostni detektor, muselo byt provedeno
spikovani vzorkl pro moznost jejich identifikace (Obr. 29). To bylo provedeno smichanim
5 ul pfefiltrovaného vzorku K1 (5T) s 2,5 ul zasobnich roztokd salidrosidu a p-tyrosolu
a doplnéno MF do 1 ml.
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Obr. 25 — Souhrnny chromatogram pro vzorky tinktur (S: salidrosid, T: p-tyrosol)
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Obr. 26 — Souhrnny chromatogram pro 1000x zfedéné vzorky K1 (2T a 5T)
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Obr. 27 — Souhrnny chromatogram pro 1000x zfedéné vzorky K2 (2T a 5T)
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Obr. 28 — Souhrnny chromatogram pro 1000x zfedéné vzorky kofene po péti tydnech macerace
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Obr. 29 — Souhrnny chromatogram pro 500x zfedény vzorek K1 (5T) a spikovany vzorek

Kvantifikace salidrosidu a p-tyrosolu ve vzorcich

Po zmérfeni vzorkl a ziskani hodnot ploch a zfedovacich koeficientd byly jednotlivé
vzorky kvantifikovany. VypocCet mnoZstvi obou latek byl uskuteCnén na zakladné regresni
rovnice uvedené v kap. 4. 2. 7. 4. Vysledky pak Ize vidét v Tab. VI. Na zavér byl sestrojen
sloupcovy graf (Obr. 30) reprezentujici relativni zastoupeni obou latek v danych vzorcich.

Tab. VI — Obsah latek ve vzorcich

Typ vzorku Salidrosid p-Tyrosol
El 5,21 1,32
E2 981,66 249,11
E3 0,88 1,16
E4 8,80 0,87
K1 (2T) 9,05 3,31
K2 (2T) 254,92 8,35
K1 (5T) 97,03 4,94
K2 (5T) 306,82 18,49
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Obr. 30 — Relativni zastoupeni salidrosidu a p-tyrosolu v jednotlivych vzorcich

4.2.8 Shrnuti
Byla vyvinuta HPLC/ED metoda vhodna pro analyzu salidrosidu a p-tyrosolu

v komplexnich rostlinnych vzorcich, sestrojena kalibracni kfivka pro oba analyty
a provedeny odhady LOD a LOQ. Hodnota LOD pro salidrosid &ini 4,99-10° mol/l
a 4,47-10°® mol/l pro p-tyrosol. Hodnota LOQ salidrosidu je 1,66-10" mol/l a 1,49-10'mol/l
pro p-tyrosol. Nasledné byla dana metoda aplikovana na realné vzorky.

Bylo zjisténo, ze zastoupeni dvou vyznamnych komponent, které jsou kliCové pro
vyvozeni farmakologického ucinku, se v jednotlivych tinkturach zasadné lisi. Z Tab. VI a
Obr. 30 je patrné, Zze se nejbohatSim produktem po strance obsahové jevi vzorek E2.
Zastoupeni latek v ném nékolikanasobné prevySuje ostatni vzorky v€etné vlastni
pfipravené tinktury po dvou i péti tydnech macerace. Naopak nejchudSim vzorkem je
vzorek E3. Je vS8ak tfeba brat v potaz, Ze neni znam pFesny extrakéni postup u
zakoupenych vzorku tinktur. U vzork( kofene byl s delS§i dobou macerace zaznamenan
narust koncentrace obou latek. Vzorek K2 se v porovnani se vzorkem K1 jevi jako

koncentrovanéjsi macerat.
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4.3 GC/MS

4.3.1 Instrumentalni vybaveni

Instrumentalni vybaveni GC/MS se skladalo z plynového chromatografu 7890A a
hmotnostniho detektoru 5975C, vSe Agilent Technologies, Palo Alto, USA. Pro nastfik
derivatizovanych vzorkl byl pouzit autosampler G4513A (Agilent Technologies, Palo Alto,
USA) a pro SPME experimenty extraktor s extrakénim vlaknem DVB/CAR/PDMS
(StableFlex, 2 cm).

4.3.2 Laboratorni vybaveni

Bylo vyuzito minimlynku p-23 (FRITSCH, Némecko), ultrazvuku (Elmasonic,
Némecko), centrifugy 5702 (Eppendorf, Némecko), analytické vahy (Mettler Toledo, USA).
Pro bézné laboratorni tkony bylo vyuzito nasledujicich pomucek: vazenky, automatickych
pipet a Spi¢ek, michadla, magnetické michacky, sklenénych vialek o objemu 40 ml a

sklenénych vialek s vi¢ky do autosampleru.

4.3.3 Chemikalie

Hexan (PENTA, Ceska republika), pyridin (PENTA, Ceska republika), hydroxylamin
hydrochlorid (PENTA, Ceska republika), nasyceny roztok chloridu sodného (PENTA,
Ceska republika), hexamethyldisilazan (Sigma-Aldrich, Némecko), trifluoroctova kyselina
(Sigma-Aldrich, Némecko), standard p-tyrosolu (Sigma-Aldrich, Némecko), standard

salidrosidu (Sigma-Aldrich, Némecko), dusik, vazelina.

4.3.4 Zakoupené vzorky
Byly pouzity stejné vzorky jako v kap. 4. 2. 4.

4.3.5 Pracovni postupy
4.3.5.1 Priprava vzorka pro head-space analyzu (HS-SPME)
Zakoupené tinktury
Ke 200 pl dané tinktury bylo pfidano 800 ul nasyceného roztoku chloridu sodného.
Smés byla zahfivana za stalého michani na teplotu 50 °C. Po ustéaleni teploty bylo

vsunuto SPME vlakno, které se nechalo po dobu 90 minut sorbovat.

Vzorky kofene
Do puli vialek o objemu 40 ml byly dany rozemleté vzorky kofen(. Vialky byly poté
zahfivany a po dosazeni teploty 70 °C bylo vneseno SPME vlakno, které bylo sorbovano

po dobu 80 minut.
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4.3.5.2 Derivatizace pomoci HMDS
Nejdfive byl pfipraven novy roztok hydroxylaminu navazenim 250 mg pevného
hydroxylaminu hydrochloridu s 10 ml pyridinu. Tato smés dale slouzila jako Cinidlo pro

vznik oxima. Silaniza¢nim ¢inidlem byl v tomto pfipadé HMDS (hexamethyldisilazan).

Standardy

50 ul zasobnich roztokd obou standardd (c = 1 mg/ml) bylo odpafeno proudem
dusiku za teploty 80 °C po dobu jedné minuty. Poté bylo pfidano 300 ul smési NH,OH/py
a tato smés byla dale zahfivana jednu hodinu na teplotu 80 °C. Nasledné bylo
s obezfetnosti pfidano 20 ul TFA a 680 pl silanizaniho €inidla HMDS. Po vychladnuti
byly vzorky umistény do centrifugy, ¢imz doslo k separaci pevné a kapalné faze. 600 pl

horni kapalné faze bylo odebrano pro analyzu.

Zakoupené tinktury a koreny
Zakoupeneé tinktury i vzorky kofene byly pfipraveny stejnym zplsobem. Pro vypocet

retencnich indexd byl pfipraven navic roztok 1 ml hexanu s 5 mg vazeliny.

4.3.5.3 Vypocet retenéniho indexu

Vypocet retenénich indexd byl uskute¢nén pomoci Rovnice 5, kde

~ log(tr.x)~ 10g(trz) )
[ = 1002 +100 (log(ta,m)—log(t;e,a x

R,x pfedstavuje zjiStovanou latku, Rz pfedchazejici uhlovodik pro danou latku a Rz+1

nadchazejici uhlovodik. [15]

4.3.6 Chromatografické podminky

Byla zvolena kolona HP-5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) a mobilni faze helium (0,9
ml/min, 99,9995 %, SIAD, Bergamo, Itélie).

4.3.6.1 HS-SPME
e teplotni gradient: 40 °C — 1 min — 3 °C/min — 200 °C — 10 °C/min — 300 °C —
5 min
e desorpce: 270 °C, 4 min
e scan: 29 — 520 m/z

4.3.6.2 Derivatizaéni techniky
e teplotni gradient: 50 °C — 2 min — 10 °C/min — 320 °C — 15 min
o teplota nastfiku: 280 °C
e nastfik: 1 ul (210 kPa, 0,3 min)
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e scan: 29 -800 m/z

4.3.7 Vysledky a diskuze

4.3.7.1 HS-SPME
Této technice byly podrobeny v3echny zakoupené vzorky. Na Obr. 31 je mozZno
vidét chromatogramy jednotlivych komercné zakoupenych tinktur (E1 — E4), z nichz je
patrné, Ze vzorek E2 poskytuje nejvice bohaty chromatogram v porovnani s ostatnimi
vzorky tinktur. Z tohoto dlivodu je blize uveden chromatogram pouze pro tento vzorek.
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Obr. 31 — Chromatogramy jednotlivych tinktur pomoci HS-SPME

Na Obr. 32 lIze vidét chromatogram vzorku E2 s jednotlivymi identifikovanymi
latkami. Zde stoji za povSimnuti nejvice intenzivni pik, ktery byl MS pfisouzen latce zvané
geraniol. Védecké clanky uvadi, Ze pravé geraniol je zodpovédny za charakteristickou
vuni rozchodnice pfipominajici raze, coz tento fakt jediné potvrzuje. OvSem z hlediska
subjektivniho hodnoceni nebyla zaznamenana vyrazna vunég, diky které si rostlina nese
své druhové jméno ruzova. Dale byly detekovany slou€eniny: myrcen, oktanol,
pinokarveol, myrtenol, cinnamylalkohol a ethylcinnamat. Obr. 33 pfedstavuje pfiblizeny
chromatogram vzorku E2. Zde je mozno si vSimnout dalSich latek, jako napfiklad:
benzaldehyd, limonen, acetofenon, kafr, linaool, menthon, ethylbenzoat, borneol, karvon
dekanol, anethol, cymenol, cinnamylformiat a mnoho dalSich tékavych latek, které se

bézné vyskytuji v rostlinach. Vyrazny je pik pro ethanol, coz jde v souladu stim, Ze se
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jedna o ethanolicky roztok tohoto vzorku. V pravé Casti chromatogramu jsou vyznaceny
siloxany. Jedna se o tzv. artefakty, které nejsou pfedmétem zajmu. Nepochazeji ze

vzorku, nybrz z kolony, ale pfesto poskytuji relativné intenzivni piky.
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Obr. 32 — Chromatogram vzorku E2
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Obr. 33 — Chromatogram vzorku E2 (pfiblizeny)
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Na Obr. 34 je mozno vidét chromatogramy pro vzorky kofene a na Obr. 35 jejich
pfiblizenou podobu. Je patrné, Ze se profil obou vzork(l kofene dosti prolina, avSak
mnozstvi jednotlivych latek je rizné, jak je patrné zintenzity jednotlivych pika. Byly
identifikovany nasledujici slouCeniny: 2-methylpropanal, octova kyselina, pentanol,
hexanal, hexanol, o-pinen, o-cymen, limonen, oktanol, linalooloxid, linalool,
fenylethylalkohol, kafr, p-menthon, myrtenal, myrtenol, karvon, geraniol, anethol, kopaen,
kariofilen apod. V pfipadé vzork(l kofene je intenzita piku geraniolu oproti vzorku E2
vyrazné niz8i. Mezi jejich nejvice zastoupené latky patfi fenylethylalkohol, limonen,

oktanol, myrtenol a o-cymen.
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Obr. 34 — Chromatogramy pro vzorky K1 a K2 pomoci HS-SPME
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Obr. 35 — Chromatogramy pro vzorky K1 a K2 pomoci HS-SPME (pfiblizené)

4.3.7.2 Po derivatizaci

Jak jiz bylo feCeno dfive, aby bylo mozné identifikovat salidrosid, p-tyrosol
a pfipadné dalsi latky jako jsou rosaviny, bylo tfeba provést derivatizaci. Ta byla
uskute€néna pomoci €inidla HMDS (kap. 4. 3. 5. 2).

Vysledné chromatogramy vzork( po derivatizaci Ize vidét na Obr. 36. Na tomto
obrazku spolu s Tab. VIII, IX a Obr. 37 jsou uvedeny hodnoty vzorku kofene bez tradiéni
macerace. Vzorky byly vtomto pfipadé podrobeny okamzité extrakci alkoholem
a nasledné derivatizaci. Vzorky kofene po dvou a péti tydnech macerace Ize vidét az
na Obr. 38, Tab. XI a Xll. V Tab. VIl a X jsou pak uvedeny hodnoty ploch pro zasobni
roztoky salidrosidu a p-tyrosolu, z nichz se vychazelo pfi kvantifikaci jednotlivych vzorku.
Vzhledem k tomu, Ze nebyla v sekci GC/MS provedena vicebodova kalibrace, jedna se
pouze o hrubé odhady mnozstvi jednotlivych latek ve vzorcich.

Z Obr. 36 a Tab. IX je patrné, Ze vzorky tinktur z obou kofenl spolu se zakoupenym
vzorkem E2 obsahuji mnohem vétSi mnozstvi latek v porovnani s ostatnimi vzorky.
Naopak nejchudSim predstavitelem je vzorek E3, vnémz bylo detekovano naprosté
minimum hlavnich komponent (p-tyrosolu a salidrosidu), pfi¢emz nékteré typy rosavinl
dokonce nebyly detekovany (obdobna situace nastala taktéz v pfipadé vzorku E4). Tento

fakt také koreluje se vzhledem vzorku E3 — bezbarvost. Ve vzorcich E1 a E3 se nachazi
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dosti intenzivni pik glycerolu, coz je pomérné zajimavy artefakt, ktery neni nijak zasadné
pozorovan u dalSich typu tinktur. p-Tyrosol i salidrosid byly detekovany ve vSech
pfipadech. Jejich nejvétdi zastoupeni ovSem nabizi vzorky kofene a E2, jak jiz bylo
feCeno dfive. Velkym uspéchem byla detekce pocetné skupiny rosavinl v rozchodnici. Ty
se pomoci kapalinové chromatografie nepodafilo detekovat, ovSem po derivatizaci
a nasledné analyze pomoci GC/MS jiz ano. Radi se sem rosin, rosiridin, rosarin a rosavin.
Déale se podafilo detekovat latky jako je sachardza, arabinosyl-1,6-glukosa a gallova
kyselina. V pripadé vzorku kofene Ize po 35. minuté vidét jako posledni identifikovanou
latku quercetin. Jeho pfitomnost byla studovana i v kapalinové chromatografii, ale
za danych podminek, pfi kterych byla provadéna analyza, byl jeho retencéni €¢as nad
50 minut. Z tohoto dlivodu jiz nebyl dale uvazovan.

Z Tab. XI a Xll je patrné, Ze v porovnani s ostatnimi vzorky maji maceraty vysokeé
zastoupeni salidrosidu na rozdil od p-tyrosolu. Lze vidét, Ze s delS§i dobou macerace roste
intenzita pikd (mnozstvi latek). Na druhou stranu koncentrace rosiridinu s delSi dobou
macerace klesa.

Z Tab. VIII a Xl byly udélany odhady hmotnostnich koncentraci pro dané latky
v prisludnych vzorcich a pro né sestrojeny sloupcoveé grafy pro nazornost jejich relativnich

zastoupeni v danych vzorcich. (Obr. 37 a 38).
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Obr. 36 — Soubor chromatogramu jednotlivych tinktur (E1 — E4, K1 a K2)
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Tab. VIl — Hodnoty ploch pro zasobni roztoky salidrosidu a p-tyrosolu |

¢ (mg/ml) A (nA.s) ¢ (mg/ml) A (nA.s)
1 49512089 1 15116917

Tab. VIl - Ziskané plochy latek ve vzorcich K1, K2 a tinktur (ND — nedetekovano)

K1 K2 El E2 E3 E4
Glycerol 7064552 10552528  2,02E+08 1697239  3,17E+08 10005939

Cinnamylalkohol 343024 6119 1262 972229 93795 4888
p-Tyrosol 631506 1461572 52927 2577753 55681 28051

Gallova kyselina 31370526 29438836 3762788 13264185 1174173 1088593

Rosin 30171 16278 832 1526344 284 1567
Rosiridin ND 56767 ND 37183207 15943 11548
Sacharosa 96651998 83545888 8354032 49148509 281633 423895
Arabinodisacharid 46016661 42170724 2339760 29309370 71726 32727
Salidrosid 25248528 36189688 959654 53072729 49068 286096

Rosarin 231857 213743 10534 3649457 ND ND

Rosavin 88934 57498 4921 6577123 ND ND

Tab. IX = Vypoctené hodnoty hmotnostnich koncentraci pro dané latky ve vzorcich K1, K2 a tinktur

K1 K2 El E2 E3 E4

Glycerol 142,6834 213,1303  4082,756  34,27928  6400,168  202,0908
Cinnamylalkohol 6928086 0,123586 0,025489  19,63619  1,894386  0,098723
p-Tyrosol 41,77479  96,68453  3,501177  170,5211  3,683357  1,855603
Gallova kyselina 43 6918 5945788 7599736 20067,8979 2371487  21,98641

Rosin 0,609366 0,328768  0,016804 30,8277 0,005736  0,031649
Rosiridin ND 1,146528 ND 750,9925  0,322002  0,233236
Sacharosa 1952,089 1687,384  168,7271  992,6567 5688166  8,561444

Arabinodisacharid 929 4025 851,7258 47,25634  591,9639  1,448656  0,66099

Salidrosid 509,9467 730,9263  19,38222  1071,915  0,991031  5,778306
Rosarin 4682836 4,316986  0,212756 73,7084 ND ND
Rosavin 1,796208 1,161292  0,09939 132,8387 ND ND
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Obr. 37 — Relativni zastoupeni jednotlivych latek ve vzorcich tinktur (E1 — E4, K1 a K2)

Tab. X — Hodnoty ploch pro zasobni roztoky salidrosidu a p-tyrosolu Il

Salidrosid p-Tyrosol

¢ (mg/ml) A (nA.s) ¢ (mg/ml) A (nA.s)
1 10361939 1 20441658

Tab. XI — Ziskané plochy latek ve vzorcich kofene po dvou a péti tydnech macerace

K1 (2T) K2 (2T) K1 (5T) K2 (5T)
Glycerol 1899820 1630795 2544097 2027786
Cinnamylalkohol 11343 15980 23327 23036
p-Tyrosol 161030 329915 247403 612459
Gallova kyselina 7318468 7583318 8934556 8301953
Rosin 8347 11616 12330 11456
Rosiridin 3850476 2558667 595183 269942
Sacharosa 1341678 959378 926552 716980
Arabinodisacharid 2541088 1441885 3065810 2133647
Salidrosid 221444 1461003 469620 1816844
Rosarin 13549 24319 16533 34249
Rosavin 9708,5 18307 14595 19686
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Tab. XIl — Vypoctené hodnoty hmotnostnich koncentraci pro dané latky ve vzorcich kofene po dvou a péti

tydnech macerace

K1 (2T) K2 (2T) K1 (5T) K2 (5T)
Glycerol 183,35 157,38 245,52 195,70
Cinnamylalkohol 1,09 1,54 2,25 2,22
p-Tyrosol 7,88 16,14 12,10 29,96
Gallova kyselina 706,28 731,84 862,25 801,20
Rosin 0,81 1,12 1,19 1,11
Rosiridin 371,60 246,93 57,44 26,05
Sacharosa 129,48 92,59 89,42 69,19
Arabinodisacharid 245,23 139,15 295,87 205,91
Salidrosid 21,37 141,00 45,32 175,34
Rosarin 1,31 2,35 1,60 3,31
Rosavin 0,47 1,77 1,29 1,90
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Obr. 38 — Relativni zastoupeni jednotlivych latek ve vzorcich macerovaného kofene
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Na Obr. 39 Ize vidét chromatogram derivatizovaného vzorku E2. Nyni je mozno
vidét p-tyrosol, salidrosid a dalSi latky jako jsou rosaviny. Nejvétsi zastoupeni ma gallova
kyselina, rosiridin, sacharéza a salidrosid spolu s arabinosyl-1,6-glukosou. p-Tyrosol je
tedy oproti salidrosidu skoro v zanedbatelném mnozZstvi. Identifikace salidrosidu vSak
nebyla ze zaCatku zcela jednoznacéna. Zjistilo se, Ze salidrosid ma stejny retenéni &as jako
arabinosyl-1,6-glukosa. Kvuli jejich prekryvu bylo tfeba provést selekci iontl, kde se
nasledné pfitomnost téchto dvou latek potvrdila. Kriticka byla i trojice rosinu, rosiridinu
a sacharézy. Tam nedochazelo sice kjejich prekryvu, ale aby byla identifikace

jednoznacna, byla zde selekce iontl zcela zadouci. Vysledek pak Ize vidét na Obr. 40.

z
2
=]
2
B
i)
=
g
<<
+
28
-
BE @
23 3
o
1.6e07
H
4
1.40407 g
1.26+07
E 1e+07
L]
3
8000000
5
6000000 2
% £
£
4000000 = £ 8
B = g«
g g 4
B S &
2000000 g &
3 | |
el T j\l it .'-L.-,..J”.n.l!.l.-l.J.,
10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 2200 24.00 26.00 28.00 30.00

t (min)

Obr. 39 — Chromatogram vzorku E2 po derivatizaci
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Obr. 40 - Vyfez z chromatogramu vzorku E2 po derivatizaci a selekci iontd

Vzhledem ktomu, Ze nebyly k dispozici standardy pro vSechny uvedené latky
(mimo salidrosid a p-tyrosol), bylo potfeba jistého ovéfeni jejich identity. K tomu poslouzil
vypocCet retencnich indexd (l,) dle Rovnice 5 (kap. 4. 3. 5. 3). Vysledky Ize vidét
v Tab. XIll. Hodnota mrtvého retenéniho ¢asu €inila 1,45 min. Hodnoty retencnich indexd
byly zaokrouhleny na cela Cisla. V tabulce jsou taktéz vypsany hodnoty retenénich indexu
ze Clanku [70]. Zavérem této Casti Ize fici, Ze se podafilo spolehlivé pfifadit piky
problematicky urCenym latkam.

Tab. XIll - Retenéni charakteristiky a vypoctené reten¢ni indexy pro vybrané latky

C26 - 24,457 23,0108 - -
Rosin 331 25,109 23,6628 2689 2690
Rosiridin 361 25,177 23,7308 2698 2700
c27 - 25,194 23,7478 - -
Sacharosa 361 25,239 23,7928 2706 2707
c28 - 25,903 24,4568 - -
Arabinodisacharid 259 25,956 24,5098 2808 2812 (2852)
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Salidroside 204 25,974 24,5278 2811 2815

C29 - 26,587 25,1408 - -
C30 - 27,247 25,8008 - -
C31 - 27,886 26,4398 - -
C32 - 28,505 27,0588 - -
C33 - 29,107 27,6608 - -

Rosarin 259 29,475 28,0288 3358 3364
C34 29,741 28,2948

Rosavin 259 29,937 28,4908 3427,854 3436
C35 30,451 29,0048

4.3.8 Shrnuti

Sekce GC/MS zde méla funkci doplfikovou, ktera pavodné slouzila pro kvalitativni
zhodnoceni jednotlivych vzorkd. Nakonec se podafilo vzorky kvantifikovat a mimo dvou
vyznamnych bioaktivnich komponent (salidrosidu a p-tyrosolu) byla detekovana taktéz
pocetna skupina rosavinu, kterou nebylo mozno za danych podminek pomoci HPLC/ED
detekovat. Vzhledem Kk jinému pouzitému kalibraénimu modelu oproti HPLC/ED se zde
jedna pouze o hrubé odhady mnozstvi jednotlivych latek. Faktem vsSak je, ze trend
v jednotlivych vzorcich zustal zachovan, coz vede k poznani, ze dvé odliSné metody
mohou poskytovat tentyz zavér a byt si vzajemné doplrikovymi.

Pomoci metody HS-SPME se podafrilo identifikovat t€kavé latky ve vSech vzorcich.
| zde bylo potvrzeno, Ze vzorek E2 je nejvice bohatym pFedstavitelem ze zakoupenych
vzorku tinktur. Potvrdila se pfitomnost geraniolu, ktery je zodpovédny za charakteristickou
vini po ruzich. Dale byly identifikovany latky, jako jsou napfiklad: oktanol, myrcen,
myrtenol, cinnamylalkohol, ethanol, benzaldehyd, limonen, linaool, menthon, karvon,
anethol a mnoho dalSich zastupcd uvedenych vySe. Chromatogramy vzork(
nemacerovaného kofene byly taktéz bohaté na nejriznéjSi latky, ovSem zajimavym
faktem je, ze geraniol v tomto pfipadé neni tou nejvice zastoupenou latkou, jako je tomu
v pfipadé vzorku E2. Podafilo se ovSem identifikovat dalSi latky, jako jsou napfiklad:
linaooloxid, kopaen, kariofilen, myrtenal a napfiklad fenylethylalkohol.

Pro moznost detekce vyznamnych bioaktivnich latek byla provedena derivatizace.
Bylo opét zjisténo, ze vzorky E1, E3 a E4 jsou obecné chudymi vzorky tinktur obsahujici
v drtivé vétSiné pouze alkohol. Na druhou stranu vzorky nemacerovaného kofene a E2
maji vys8i zastoupeni salidrosidu, arabinodisacharidu, rosavinu a rosarinu. Ve vzorku E2

bylo detekovano relativné Cetné zastoupeni rosiridinu. Dale bylo zjisténo, Ze s délkou
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doby macerace roste koncentrace hlavnich bioaktivnich komponent, vyjma rosiridinu,
ktery s délkou doby macerace klesa. Na zavér byly vypocteny retencni indexy pro vybrané

latky, které dale byly porovnany s literarnim zdrojem. Tento postup slouzil k ovéreni
totoznosti jednotlivych piku.

77



5 ZAVER

Latky salidrosid i p-tyrosol byly kvantifikovany ve vSech realnych vzorcich,
prestoze se jejich mnozstvi vyrazné liSi. Vyvinutou metodou HPLC/ED bylo zjisténo
nejvyssi zastoupeni téchto dvou vyznamnych elektroaktivnich komponent ve vzorku E2
a ve vlastnich tinkturach. Naopak nejchudSim predstavitelem po strance obsahové pro
tyto dvé latky se jevi vzorek E3. Dale bylo zjisténo, ze roste koncentrace latek s délkou
doby macerace a tato fakta byla navic nezavisle potvrzena technikou GC/MS. Metoda
GC/MS poskytla dale prehled nejvyznamnéjSich tékavych latek v rozchodnici, kde se
mj. podafilo detekovat latku geraniol, zodpovédnou za charakteristickou vini pfipominajici
rize. Po derivatizaci vzork(l bylo mozné touto technikou analyzovat i velmi pocetnou
skupinu v rozchodnici — rosaviny, které nebylo mozné detekovat pomoci HPLC/ED za

definovanych podminek.
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