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1 Uvod

Lignany jsou organické slouceniny — sekundarni metabolity rostlin. Z chemického hlediska
jsou fazeny mezi fenylpropanoidy a jejich zakladnimi stavebnimi jednotkami jsou molekuly
monolignold. Lignany vykazuji fadu prospéSnych uc¢inkii a vzhledem k tomu, Ze jen
Vv prib¢hu minulych 15 let bylo objeveno vice nez 100 novych struktur (a celkem je jich
znamo pies 1 000), da se o¢ekavat objev dalSich vyuzitelnych slou¢enin spadajicich do této
skupiny. V ramci teoretické Casti tedy byla provedena reSerSe na téma lignant, jejich

vlastnosti a vyuziti.

Lignany, které jsou primarn¢ produkovany rostlinami jako ochrana pied Skudci
a predatory, ziskaly pozornost védecké spolecnosti po zjisténi, ze ptisobi antimikrobialné,
antiviroticky a antioxidacné. Nekteré slouceniny patfici do této skupiny se jiz vyuzivaji
napiiklad v protinddorové 1¢cbé a obecné vykazuji protinadorové ¢i protirakovinné

vlastnosti. Jsou tedy povazovany za mozné adepty k vyvoji novych lé¢ivych latek.

Vzhledem Kk jejich moznému vyuziti a nedostate¢nému stavu poznani tykajiciho se
jejich vyskytu v béznych dievinach stiedni Evropy jsme se v ramci experimentalni ¢asti
rozhodli zamétit na hledani potencialnich pfirodnich zdroji lignant. Konkrétné byl
zkouman polyfenolicky obsah difeva smrku ztepilého, buku lesniho, jasanu ztepilého a habru
obecného. Cilem prace bylo vyvinuti protokolu pro uU¢innou extrakci pfirodnich latek
lignanového typu ze vzorkl uvedenych dfevin a nasledna analyza ziskanych extraktli pomoci

kapalinové chromatografie spojené s tandemovou hmotnostni spektrometrii.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Lignany

Lignany jsou sekundarnimi metabolity rostlin, z chemického hlediska se fadi mezi derivaty
fenylpropanoidd. Ve velkém méfitku se vyskytuji ve vyssich rostlinach a stejné jako vétSina
sekundarnich metabolitd rostlin jsou velmi strukturné rozmanité (1. Z chemického hlediska
jsou lignany ¢&asto tvofeny monolignolovymi dimery (Obr. 1) @ oviem mohou se
vyskytovat i jako trimery (seskvilignany, piesné&ji seskvineolignany) ¢i tetramery (dilignany,
pfesnéji dineolignany). Nachazi se témét ve vSech Castech rostliny, od kofent, ptes stonek,
listy, kvéty az po semena. Lignany mGzeme v rostlinach najit ve formé glykosidi, naptiklad
v pryskyfici nebo seminkach, ovSem vétSina lignanti se v rostlinach vyskytuje

v nekonjugované formé 1,

OH

p-kumarvlalkohol komferylalkohol smapylalkohol

Obr. 1: Chemicka struktura zakladnich monolignolt

Prvni lignany byly extrahovény jiZ koncem 19. stoleti z odpadi pfi zpracovani papiru
a z pryskyfice. Pojmenovany a definovany byly oviem az Haworthem roku 1936 I, Dle této
definice jsou skupinou derivati fenolu, ktera se nachazi v rostlinach a jejiz struktura
odpovidd spojeni dvou zbytkli kyseliny skoficové skrze B—B° uhlikovou vazbu
na propanovém fetézci ! (viz Obr. 2). V priibéhu nasledujicich let byly v oblasti lignant
ucinény velké pokroky. Naptiklad jen v prubéhu uplynulych 15 let bylo izolovano pies 100
novych dibenzocyklooktadienovych lignant z rostlin ¢eledi Schisandraceae — u ¢asti z nich
byly prokazany protinddorové ¢&i anti-HIV farmakologické wginky [, a pomoci
spektrochemickych metod (jako napf. 2D-NMR) byla urcena struktura a absolutni

konfigurace u 14 z nich [l. Oviem i piesto, Ze dnes o lignanech vime mnohem vice neZ pied

osmdesati lety, jsou lignany stale zna¢né neprozkoumanou skupinou latek, ktera by



V budoucnosti mohla najit jesté vetsi uplatnéni napiiklad v medicing, a jejich dalsi vyzkum

je proto vysoce zadouci.

Obr. 2: Zakladni struktura lignanu s f—fB" vazbou

2.1.1 Struktura

Za lignany byly dfive povazovany pouze fenylpropanoidové slouceniny s vazbou
B—B’ na propanovém fetézci (Obr. 2) B, Pozdgji ale zac¢alo byt timto nazvem oznaovano
Siroké spektrum latek, z nichz nékteré toto kritérium sice nespliuji, ale vSechny jsou si
navzajem piibuzné. Kromé ,,pravych® (tj. B—") lignant byly definovany napi. neolignany
(. dva ¢i vice monolignoli spojenych vazbou jinde nez mezi uhliky C-8 a C-8°). Dalsi
skupinou latek jsou norlignany, které vznikaji transformacemi lignand, pfi kterych dochazi
ke ztratam uhliku ve fenylpropanoidovém skeletu nékterého z monomeru. Kromé vazeb
mezi fenylpropanoidovymi jednotkami miize struktura lignanti, neolignanli, norlignanii
a dalsich ptibuznych skupin obsahovat také nasobné vazby, nckdy prechazejici

az v konjugovany systém [,

Samotné B—B” lignany se také dale déli do skupin, a to podle zakladniho uspofadani
skeletu, které se dale lisi s ohledem na substituci jak aromatickych jader, tak uhlovodikového
fetézce. Zakladnimi skupinami jsou: dibenzylbutandioly (Obr. 3a), dibenzylbutyrolaktony
(Obr. 3b), dibenzylbutyrolaktoly (Obr. 3c), tetrahydrofurany (Obr. 3d), furofurany (Obr. 3e),
aryltetrahydronaftaleny  neboli  tetraliny  (Obr.  3f), naftaleny (Obr. 3Q)
a dibenzocyklooktadeiny (Obr. 3h) [#10],
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Obr. 3: Struktury zakladnich lignanovych skupin: dibenzylbutandioly (a), dibenzylbutyrolaktony (b),

dibenzylbutyrolaktoly (c), tetrahydrofurany (d), furofurany (e), tetraliny (f), naftaleny (g)
a dibenzocyklooktadeiny (h)

2.1.2 Biosyntéza

Syntéza lignanti se skladd z mnoha na sebe navazujicich krokii slucovanych nejcastéji
do dvou vétsich celkd, a to: 1) Sikimatové drahy (jejimz vysledkem je syntéza jednotlivych
monolignoli) a 2) naslednych procesti zapojenych do oligomerizace, zodpovédnych za vznik

vyslednych lignant.

Sikimatovéa draha za¢ina kondenzaci fosfoenolpyruvatu s erytrézou-4-P za vzniku
Sikimatu. Sikimat je dile metabolizovan az na tfi aminokyseliny: tryptofan, tyrosin
a fenylalanin. Pro syntézu lignant je dulezity pravé fenylalanin, z né¢hoz eliminaci NHs
za katalyzy enzymem fenylalaninamoniaklydzou vznika kyselina skoficova. Ta je dale
metabolizovana hydroxylaci na p-kumarovou kyselinu a z této kyseliny nasledné vznika
za pomoci alkoholdehydrogenazy pres mezikrok piedstavovany p-kumarylaldehydem jeden
ze tii zakladnich lignold — kumarylalkohol. Dalsi dva alkoholy — koniferylalkohol
(Obr. 5) ' a sinapylalkohol — jsou odvozeny od kyselin ferulové a sinapové, které vznikaji
methylaci z kyseliny p-kumarové s mezi krokem predstavujicim kyselinu kavovou

(Obr. 4) (11121,
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kyselina Sikimova fenylalanin lyselina skoficova

kyselina p-lumarova

oH 0 oH o OH o OH l o
~ A N N
- - -
o 0 oH o 0 oH
| l | o

kyselina sinapova  kyselina 5-hydroxyferulova kyselina ferulova kyselina kdvova
Obr. 4: Sikimatova draha vzniku kyselin p-kumarové, ferulové a sinapové

Jak jii bylo uvedeno V}'I§e, tyto tii zakladni lignoly jsou primymi prekurzory lignanﬁ. Ovsem
hlavni metabolické drahy syntézy lignant u rostlin zacinaji spojenim dvou achiralnich
molekul E-koniferylalkoholu. Timto krokem vznika pinoresinol, jeden ze zakladnich
lignanti. Pfesny enzym katalyzujici tuto reakci jest¢ izolovan nebyl, ovSem byl nalezen
takzvany fidici protein (DIR), ktery stoji za stereospecifitou vzniklého produktu
(Obr. 6) [3:14]

Q OH (o] SCoA s
7" feruloyl-CoA-synthiza (7 cinnamoyl-CoA-reduktiza & ﬂkoh;ﬁ:‘;‘c’,‘g
- . . enaza
0 0 0
OH
kyselina ferulovd feruloyl-CoA komuferylaldehyd koniferylalkobol

Obr. 5: Vznik koniferylalkoholu z kyseliny ferulové
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Obr. 6: Vznik a struktura pinoresinolu

Zde se biosynteticka draha déli na dvé rtizné, v zavislosti na druhu rostliny. U mnoha druht
rostlin jako naptiklad zlatice, Inu ¢&i noholistu se pinoresinol redukuje nejprve
na lariciresinol, a ten nasledn¢ na secoisolariciresinol za tcasti pinoresinol-lariciresinol
reduktazy (PLR). Secoisolariciresinol je secoisolarciresinoldehydrogenazou (SIRD)
pfeménén na matairesinol (Obr. 7) 12 z kterého mutze dale vznikat napt, arctigenin

(methylaci hydroxylové skupiny navazané na aromatickém jadru) 131,

pinoresinol lariciresinol secoisolariciresinol matairesinol

Obr. 7: Biosyntéza lignanu z pinoresinolu

Rostliny rodu Sesamum (sezam indicky, harpagofyt lezaty, Pterodiscus, ...) vSak
PLR inasledné biosyntetické enzymy postradaji, takZze pinoresinol je namisto redukce
na lariciresinol metabolizovan na piperitol, ktery je nasledné¢ pfeménén cytochromem
P81Q1 na sesamin. Ze sesaminu vznika za pfitomnosti cytochromu P92B14 sesaminol
a sesamolin (Obr. 8) 181, které poté podléhaji glykosylaci napiiklad na sesaminol diglukosid
(SDG) [13.151,
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Obr. 8: Biosyntéza lignant z pinoresinolu v rostlinach rodu Sesamum

2.1.3 Vlastnosti

Vétsina izolovanych lignani méa formu bezbarvych krystald, ovSem nékteré se mohou
vyskytovat i ve formé olejovitych kapalin. Lignany jsou velice Sirokou skupinou latek, proto
jsou nékteré z nich rozpustné ve vod¢ a jiné se naopak rozpoustéji pouze v organickych
rozpoustédlech. Obecné jsou ve vodé mnohem vice rozpustné glykosidy lignanti. Velka ¢ast

lignant také tvoii stereomery a je opticky aktivni 7],

V rostlinaich dochazi k syntéze lignani zejména pro jejich antimikrobialni,
antimitotické, antivirové a antioxidac¢ni vlastnosti, kterymi zvysuji odolnost rostliny vici
patogenim. I pro ¢lovéka jsou ovsem lignany velmi uziteCnymi slouceninami. Vzhledem
K jejich schopnosti prostupovat bunéénou membranou a ovlivitovat fadu biologickych déju

pfimo uvnitf bunék jsou pouzivany jako léciva ¢i specifické inhibitory enzym?.

Vyuziti tak lignany nasly napf. v protinadorové 1€¢bé: lignan podofylotoxin (Obr. 9)
a jeho derivaty jsou totiZ schopny inhibovat polymeraci tubulinu, ¢imZ zastavuji bunécné
déleni v metafazi. Z podofylotoxinového derivatu etoposidu (Obr. 9) se vyrabi lé¢ivo
stejného jména (Etoposid), které je pouzivano pii chemoterapii. Také skupina
dibenzocyklooktadienovych laktonti je vyuzivana pro své protinddorové ucinky.
V neposledni fad¢ je pak velmi dilezita kyselina nordihydroguajaretova (NDGA) (Obr. 9),

kterd ma své misto pfi 1écbé rakoviny 1 leukémie.
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OH

podofylotoxin
etoposid

Obr. 9: Struktury podofylotoxinu, etoposidu a kyseliny nordihydroguajaretové

Lignany maji také antivirové vlastnosti — jsou u¢inné napitiklad proti papilomavirim, ¢ehoz
se vyuziva v dermatologii pro 1é¢bu koznich vyrustka ¢i bradavic. Aktivitu vykazuji i proti
viru spalni¢ek a viru herpex simplex, a dokonce bylo zjisténo, Zze demethylovany derivat

lignanu arctigeninu a NDGA vykazuji anti-HIV aktivitu.

Velké mnozstvi lignand je také inhibitory cAMP fosfodiesterazy, ¢im se zvySuje
hladina CAMP v burikach a stimuluje se myokard. Jsou také antihypertenzni a zvySuji
hladinu HDL-cholesterolu za sou¢asného snizeni LDL-cholesterolu. Mimo jiné jsou lignany
schopny potlacit t€inky volnych kyslikovych radikala a pro tyto antioxida¢ni schopnosti je

napiiklad NDGA pouZivana v potravinaistvi jako antioxidaéni aditivam (81,

2.14 Vyskyt

Lignany, jakozto sekundarni rostlinné metabolity, mizeme nalézt v mnoha druzich rostlin
od stromil v prastarych destnych pralesich (Himatanthus fallax, Iryanthera juruensis) (% 20
az po brokolici (lariciresinol: 97,2 mg/100 g, secoisolariciresinol: 1,31 mg/100 g) [24.
Ve velkych mnozstvich se vyskytuji v rostlinach z oddéleni nahosemennych, ale nalézaji se
I V rostlinach krytosemennych, napfiklad ve tfid¢ jednodéloznych. U nahosemennych rostlin

jsou lignany koncentrovany nejvice v sukovém dieve, ve vétvich, kife, kofenech a jadrovém

dievé (u Picea abies az 26 %, resp. 10 % 22 6 % [2° 2-3 % a 0,09 — 1,5 % @),

U krytosemennych se vyskytuji napiiklad v plodech, kofenech, listech, ¢ stonku 24,

Lignany taktéz pfijimame ve své stravé, i kdyZ v nepfili§ velkém méfitku. Jsou totiz
obsazeny v semenech, zrnech, ovoci, zelening, ale také v zeleném caji ¢i Cokoladé.
Nejbohatsim zdrojem lignanti pro ¢lovéka jsou rostlinné oleje, zejména Inény a sezamovy,

a také celozrnné Zitné pecivo 2],

15



2.2  Dreviny

Nize jsou popsany vlastnosti druhtd, které byly vybrany pro experimentalni Cast této
bakalarské prace, tj. smrku ztepilého (Picea abies), u n¢hoz byla pfitomnost lignant jiz diive
prokéazana %81, buku lesniho (Fagus sylvatica), habru obecného (Carpinus betulus) a jasanu
ztepilého (Fraxinus excelsior), u kterych zatim existuji pouze domnénky o pfitomnosti
lignanii ve dievé, aviak lignany byly nalezeny v jejich listech (Fagus sylvatica) 2! ¢i kife

(Carpinus betulus) 281,

2.2.1 Smrk ztepily

vvvvvv

rychlému ristu. Pfirozené se vyskytuje v severni a stfedni Evropé, a to i ve vysSich
nadmoiskych vyskach: naptiklad v Alpach ho mizeme najit i v nadmotskych vyskach
do 2000 m n. m., kde tvoti horni hranici lesa. Obecné je velmi nenaro¢ny, jelikoz roste

i ve velmi severné polozenych oblastech Laponska ¢i Ruska.

Jedna se o stalezeleny jehlicnaty strom dosahujici vysky az 50 m. Jeho borka je
Supinova, vétve vyristaji k preslenech a jehlice na nich ve Sroubovici. Sistice, které slouzi
K rozmnozovani, se déli na sam¢i a samic¢i. Sam¢i jsou Cervené purpurové, samici byvaji bud’
fialove purpurové ¢i zelené, vyristaji na koncich lonskych vyhonti a po oplodnéni se z nich

stavaji bézné znamé ,,8isky 2%,

Co se ty¢e obsahu chemickych latek ve smrku ztepilém, bylo provedeno mnoho
studii [ abylo zjisténo, ze napiiklad sukové dievo smrku obsahuje az 643 %
hydroxymatairesinolu a jeho diastereoizomert. V jadrovém dievé byl nalezen s relativnim
obsahem 13,2 % a- conidenrin (Obr. 10) B ktery se stejné jako hydroxymatairesinol
(Obr. 10) B ¥adi mezi lignany, a mastné kyseliny s celkovym relativnim obsahem 12,3 %,
coz byly napt. kyselina palmitova, olejova &i stearova B%, V kuite smrku byly nalezeny latky

jako isorhapontin, astringin, glykosidy resveratrolu (stilbeny), ¢i t¥isloviny B4,
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hydroxymatairesinol a-conidendrin

Obr. 10: Struktura hydroxymatairesinolu a a-conidendrinu

2.2.2 Buk lesni

Buk se tfadi mezinase nejrozsitenégjsi lesni dfeviny. Obecné je velmi nenarocny
na podminky. Vyskytuje se nej€astéji v chladngjSich a vlh¢ich oblastech v nadmoiskych
vyskach od 400 m n. m. do 1000 m n. m.

Buk je opadavy listnaty strom se zelenymi okrouhlymi listy. Jeho plody jsou
uzavieny ve dvojicich v ¢iSkach, které se po dozrani oteviraji ¢tyfmi cipy. Samotny povrch
¢isky je matny a porostly tuhymi ostny, které jsou na vrcholu zahnuté. Dfevo buku je tvrdé,
tézké a malo pruzné, proto se velmi Casto vyuziva k vyrobé celuldzy, v parketarstvi ¢i jako

topivo [¥2,

Z chemickych latek byly v sukovém dievé nalezeny flavonoidy (7 %) a katechin
(Obr. 11) (6 %) B, V jadrovém dievé se dle studii vyskytuje s relativni koncentraci 6,3 %

kyselina palmitovéa 9,

katechin

Obr. 11: Struktura katechinu

2.2.3 Habr obecny

Habr obecny, jakoZto nas pivodni druh, ma kromé svého primyslového vyuziti i duchovni
rovinu, jelikoz byl v pohanskych dobach uctivan nasimi predky [¥3. Miizeme ho nalézt

od nizin az po pahorkatiny, kde je zastoupen ve vyznamném méfitku. Misty roste jako
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»~monokultura® a vytvaii tzv. habfiny, Castéji ho vSak nalezneme v kombinovanych

porostech spolu s dubem, ¢i bukem, lipou a jasanem.

Jedna se o opadavy listnaty strom s obvej¢itymi zelenymi listy a plody, které jsou
po dvou upevnény v trojlaloéném obalu. Habr je velmi cenén pro vytvareni zivych plotd
a za timto ucelem je péstovan v nékolika odridach. Kromé zivych ploti se vyuziva také
Vv kolafstvi, nastrojafstvi a modelarstvi. Jeho dievo je tvrdé a tézké a vynikd vysokou

vyhievnosti 34,

Pti analyze dieva habru sice lignany nalezeny nebyly, ovS§em byla zjiSténa pfitomnost
jinych chemickych latek. Napiiklad v extraktu ze sukd habru byl objeven B-sitosterol
(Obr. 12) a mastné kyseliny jako kyselina palmitova, stearova, linolova. Tyto mastné

kyseliny byly nalezeny také v jeho jadrovém dievé B%,

[B-sitosterol

Obr. 12: Struktura B-sitosterolu

2.2.4 Jasan ztepily

Jasan patii mezi nase pozdné rasici dieviny. Roste pouze v doprovodu ostatnich dievin
ve smisenych lesich, sim jednodruhové porosty (na rozdil od habru a jeho habftin) netvofi.
Vyskytuje se Vv luznich lesich, ve wvys§ich nadmoiskych vySkach v uZlabinach

a na kamennych sutich, a to ve vyskach az do 1000 m n. m.

Radime jej mezi listnaté opadavé stromy. Jeho listy jsou zelené, vejéité, vstiicné
a fapikaté. Nazky jsou ploché s velkym Sirokym kfidlem, diky kterému se mohou S§ifit
vzduchem, ¢i plavat nékolik dni na hladin€. Dfevo jasanu je pruzné, tvrdé a t€zké. Listy,

kira i plody jasanu se mohou pouzivat v lékafstvi (31,

Ani ve dfevé jasanu zatim nebyl potvrzen vyskyt lignant, byly vSak nalezeny
chemické slouceniny spadajici do jinych skupin jako naptiklad mastné kyseliny, terpenoidy

a fenylpropanoidy. V sukovém dieve jasanu se vyskytuje cinnamaldehyd (Obr. 13) (2,7 %)
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patiici mezi fenylpropanoidy, B-sitosterol (2,0 %) patiici mezi terpenoidy a mastné kyseliny
palmitova, stearova, olejova (5,6 %). V jadrovém dievé se kromé mastnych kyselin (20,9 %)
vyskytuji také pryskyficné kyseliny (18,6 %) jako kyselina abietova, dehydroabietova

a pimarova, patfici mezi terpenoidy %,

\ \\()

cinnamaldehvd

Obr. 13: Struktura cinnamaldehydu

2.3 Extrakce

Zasadni podminkou pro uspés$nou analyzu minoritnich slozek pfitomnych ve slozité matrici
— jako je napf. dfevo — je obohaceni analyzovaného vzorku o hledany analyt. Jednou
z technik, ktera umoznuje takovéto ,,predCisténi® vzorku, je extrakce, coz je separacni
metoda, pii které dochazi k prenosu jedné latky ¢i skupiny latek ze smési v pevném ¢i
kapalném skupenstvi do jiné faze (nejcastéji jiné rozpoustédlo). Ochota cilového analytu
prejit do jiné faze zavisi na jeho polarité a rozpustnosti. Obecné plati, Ze latky polarni
extrahujeme polarnim rozpoustédlem a latky nepolarni rozpoustédlem nepolarnim. Také
plati, Ze ¢im je vétsi rozpustnost latky v daném rozpoustédle, tim snaze a ve vét§Sim mnozstvi

do ngj prejde [,

2.3.1 Extrakce pevna latka-kapalina (LSE)

Jelikoz nejvétsimi zdroji lignant jsou rostliny ¢i vyrobky z nich, nejcastéji se lignany
extrahuji pravé z pevnych vzorkil, jako jsou nadrcené vétve, listy ¢i semena. Jednim
ze zakladnich postupt extrakce lignanti z rostlinnych materialt je odstranéni lipida, které se
Vv rostlinach hojné vyskytuji a jejich ptfitomnost je v tomto piipadé ve vzorku nezadouci,
nasledované extrakci samotnych lignand. Jelikoz jsou lipidy dobie rozpustné v nepolarnich
rozpoustédlech, extrahujeme zkoumany vzorek v prvnim kroku naptiklad hexanem, velmi
Casto v Soxhletové extraktoru. Timto je mozné se ve vzorku rostlinného materidlu zbavit
interferujicich lipidd, které z vétsi Casti prechazeji do nepolarniho rozpoustédla, a nasledné

je mozné ze vzorku extrahovat frakci bohatou na lignany. Pro tento ucel se nejcastéji
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pouzivaji polarni rozpoustédla, typicky aceton, ethanol ¢i methanol. Lignany jsou obecné
latkami polarnimi (s ohledem na jejich hydroxylové skupiny), takze budou do polarni faze
prechazet ochotné. Existuji ovSem také lignany nepolarni (vyskytujici se naptiklad
v semenech). Tyto je po provedeni vyse uvedeného postupu nutné reextrahovat z nepolarni

faze (napf. methanolem) 37 %81,

Dalsi moznosti je pifima extrakce vzorku horkym polarnim rozpoustédlem —
nejcastéji methanolem ¢i ethanolem. Extrakt je poté mozno bud’ pifimo analyzovat, nebo
zakoncentrovat a zfedit vodou. Pokud extrakt smisime s vodou, nasleduje extrakce hexanem
a dal$imi nepolarnimi rozpoustédly jako chloroform, dichlormethan ¢i ethylacetat pro

yoqe .

odstranéni lipidt, terpeni &i chlorofyld (381,

Protoze se lignany casto vyskytuji ve formé glykosidl, jednou z moznosti extrakce
typu pevna latka-kapalina je glukosidazova extrakce, pti niz dochazi k rozSté€peni vSech
glykosidi lignanti na aglykony pomoci enzymu B-glukosidazy. Jako extrakéni ¢inidlo se
pouziva naptiklad methanol. Pro aktivitu PB-glukosidazy je optimalni po extrakci
methanolem ptidavek vétsitho mnozstvi destilované vody a uprava pH vzorku na hodnotu 5.

Této metody se da vyuzit napiiklad pro extrakci lignanii z kofenti rostlin rodu Linum B9,

2.3.2 Zrychlena extrakce pevna latka-kapalina (ASE)

Jedna se taktéZ o extrakci v systému pevna latka-kapalina, ovSem za vysokych teplot a tlakd,
¢im je dosazeno zrychleni procesu a také je zapotiebi menSich objemt rozpoustédel. Je velmi
vhodné pro extrakce jak polarnich (napft. lignany, flavonoidy), tak nepolarnich (lipidy) latek
ze dfeva a da se vyuzit napiiklad v dfevafském primyslu pro stanoveni mnoZzstvi lignanti
ve dievé. Diky tomu, ze je ASE rychlejsi, je minimalizovan termicky rozklad a izomerace
extrahovanych latek. Dal$i nespornou vyhodou je, Ze vytéznost této metody je vyssi nez

u standardni LSE provadéné v Soxhletové extraktoru &i u ultrasonické extrakce & 491,

2.3.3 Superkriticka fluidni extrakce (SFE)

Superkritickd fluidni extrakce je velmi rychld, selektivni metoda, jejiz vyhodou je niZsi
obsah zbytkovych organickych rozpoustédel ve findlnim extraktu. Jako rozpoustédlo se totiz
nejCastéji pouziva superkriticky oxid uhli¢ity, bud’ C¢isty, nebo piipadné doplnény
modifikatory (ethanol, methanol, propanol, tetrahydrofuran aj.), ktery ve svém
superkritickém stavu disponuje vyhodnymi vlastnostmi, jako jsou velmi nizké viskozita ¢i

témet nulové povrchové napéti. Pro extrakci lignani je vSak nutné slozeni rozpoustédla
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mirn¢ upravit: Castéji nez Cisty superkriticky oxid uhliCity se pouzivd jeho smés
s methanolem, piipadné ethanolem, coz vyrazné zvySuje vytéznost extrakce. Tato metoda
byla pouzita naptiklad pro extrakei lignand z listd a plodt klanoprasky &inské . &i z pecek

oliv 1421,

2.3.4 Extrakce subkritickou vodou (SWE)

Dalsim typem superkritické fluidni extrakce, u které se ovSem nevyuziva oxidu uhlicitého,
je SWE. V této metodé se jako rozpoustédlo pouziva tzv. subkriticka voda. Tato technika
méni vlastnosti vody zvySenim teploty az na 374 °C a udrZovanim tlakt dost vysokych na
to, aby voda ziistavala v kapalném stavu (obvykle 10 az 60 bar). Diky takto vysoké teplote
vody rapidné klesd jeji dielektrickd konstanta az k hodnotdm podobnym ethanolu ¢i
methanolu. Také jeji polarita je mensi — dala by se srovnat s polaritou smési methanol-voda
nebo voda—acetonitril. V zavislosti na teploté vody tato metoda selektivné extrahuje rizné
polarni analyty: nejpolarngjsi slouceniny se extrahuji pti nizkych teplotdch a méné polarni
slouceniny pfi teplotach vysokych. Metoda je také v porovnani s béznou LSE rychlejsi.

Da se vyuzit napiiklad pro extrakci lignani z celych Inénych seminek [“344],

2.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie je separa¢ni metodou zaloZenou na rozdilné
afinit¢ delenych latek ke dvou riznym nemisitelnym fazim. Mobilni faze (MF) je
pohybliva — v kapalinové chromatografii je ji kapalina - a unasi s sebou smés délenych latek.
Druhou fazi je stacionarni faze (SF), ktera je nepohyblivd a mize byt tvofena bud’ tuhou
latkou, nebo kapalinou zakotvenou na tuhém nosi¢i. Stacionarni faze se nachdzi uvnitf
chromatografické kolony bud’ ve formé& sorbentu, ¢i jako kapalina navazdna na nosici (napf-.
silikagel), nebo je kapalina ukotvena v tenké vrstvé piimo na sténé kolony a faze mobilni
touto kolonou se SF protékd. V piipad¢ vysokoucinné kapalinové chromatografie je nutné

pohanét MF za vysokych tlakti erpadlem, které mobilni fazi do kolony pfivadi.

Pti déleni latek mezi mobilni a stacionarni fazi dochéazi k opakovanému ustanovovani
rovnovahy latek na fazovém rozhrani MF a SF. Tato distribuce analyti mezi dvé faze se
popisuje distribu¢ni konstantou, a ¢im je jeji hodnota vyssi, tim déle sloucenina setrvava
ve fazi stacionarni, coz mé za nasledek zvySeni jejiho retenniho Casu. Retencni Cas je

kvalitativni vlastnosti kazdé latky, kterd ndm milZeme pomoci piislusnou slouceninu
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identifikovat naptiklad srovnanim reten¢niho ¢asu analytu s retenénim ¢asem zmeéfeného
standardu. Reten¢ni ¢as definujeme jako dobu, kterd uplyne od nastiiku vzorku po dosazeni
maxima eluc¢ni kiivky (chromatografického piku) a udava, jak dlouho je analyt zadrzen na

koloné.

Vystupem HPLC je chromatogram, ktery vznika pii prichodu separovanych zén
zkoumanych analyti detektorem po pievedeni signalu detektoru na kiivky eluce
gaussovského tvaru zvané piky. Chromatogram tedy piedstavuje casovou zavislost intenzity

analyticky vyuZitelné veli¢iny méfené detektorem [°1,

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie lignanii se provadi povétSinou v systému
reverznich fazi s achiralnimi kolonami, protoze vétSina v soucasné dobé zkoumanych
lignanti je stiedni polarity. Mizeme se ale setkat i s analyzou v systému normalnich fazi.
Jelikoz lignany jsou latky opticky aktivni, miZeme od sebe separovat i jednotlivé
enantiomery pouZzitim chirdlni HPLC kolony. Konkrétni ukazky moZnosti vyuZiti
zminénych separacnich systémui jsou v detailu popsany v nésledujicich kapitolach. Pro
chromatografii v systtmu normalnich fazi je charakteristické, Ze stacionarni faze je
polarnéjsi nez mobilni faze, u obracenych fazich je tomu naopak — SF méné polarni, MF
vice polarni [**481. Pro chiralni separace plati, Ze stacionarni faze je chemicky &i dynamicky
vazéna na nosi¢ (napf. sikagel) a je tvorena naptiklad makrocyklickymi glykoproteiny,

polysacharidy, glykoproteiny &i crownethery (471,

2.4.1 Separace na normalnich fazich

Separace na normalnich fazich se pouziva pro lipofilni lignany, jako jsou naptiklad nékteré
lignany vyskytujici se v rostlinach rodu Podophyllum nebo lignany pfitomné v olejich
ze sezamovych seminek. Slozeni mobilni faze se ruzni; napt. pro separaci podofylotoxinu,
a-peltatinu a (-peltatinu z pryskyfice rostlin Podophyllum byla pouzita izokraticka eluce
s MF tvofenou 1,8 % ethanolu v chloroformu (8. Pro separaci sedmi diastereoizomert
podofylotoxinu byla vyuzita mobilni faze o slozeni n-heptan—dichlormethan—-methanol
(90:10:4) 81V systému normalnich fazi byla provedena dokonce i kvantifikace obsahu
podofylotoxinu v pryskyficich rostlin rodu Podophyllum B%. Separovany byly rovnéz
lignany sesamin, sesamolin a sesamol, vyskytujici se v sezamovych olejich; mobilni faze

byla v tomto p¥ipadé tvofena smési n-hexanu a isopropanolu (98:2, viv) B4,
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2.4.2 Separace na normalnich fazich s pouzitim chiralni kolony

Podle publikovanych studii jsou pro vétSinu separaci vyuzivany kolony Chiralcel OC
(stacionarni fazi je tris-(fenylkarbamat) celulosy) a Chiralcel OD (stacionarni fazi je
tris-(3,5dimethylfenylkarbamat) celulosy). Jako mobilni faze byla naptiklad pro separaci
izomeru lariciresinolu z extraktu semen lopuchu vétsiho (Arctium lappa) na koloné Chiralcel
OC pouzita smés ethanolu a n-hexanu (80:20) 521, Na koloné Chiralcel OD byla provedena
napiiklad separace stereoizomerd pinoresinolu a piperitolu ze sezamovych seminek. Mobilni
fazi pouzitou pro separaci stereoizomerd pinoresinolu byla smés ethanolu a n-hexanu
v poméru 1:1 a pro stereoizomery piperitolu pak smés ethanol-n-hexan (1:9) B3 Mimo
kolony o (standardnim) vnitinim priméru 4,6 mm se pouzivaji také semi—mikro kolony

0 primérech 1,0-2,0 mm disponujici vy3$i u¢innosti separace 4,

2.4.3 Separace na reverznich fazich

Pro lignany nejbéznéji pouzivany typ separace je pravé separace na reverznich fazich.
Typicky je vyuzivana gradientova eluce a mobilni fize by méla byt slabé kyseld pro
potlaceni kyselé povahy fenolovych skupin. Jako organické modifikatory mobilni faze se
bézné pouzivaji napt. methanol ¢i acetonitril, castymi mobilnimi fazemi jsou tedy smési
methanol-voda ¢i acetonitril-voda. Nejvice se pouzivaji kolony oznacované jako ,,RP-18
(RP = reversed phase), pfip. ,,C18“ ve kterych je stacionarni fazi oktadecyl ukotveny
na silikagelu jako nosi¢i. Pro separaci velmi hydrofilnich lignani, jako jsou naptiklad
izomery hydroxymatairesinolu, se v§ak vice hodi kolony typu ,,RP-8% (,,C8%), kde je jako
SF pouzit oktyl — taktéz zakotveny na silikagelu jako nosi¢i [“®l. Kolona typu RP-18 byla
pouzita naptiklad pro separaci podofylotoxinu z extraktu semen rostliny Linum album,

a to v gradientovém médu s eluci acetonitrilem a vodou %,

2.5 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie je jednou ze zakladnich analytickych metod, kterd umoziuje
provadeét kvalitativni (struktura) i kvantitativni (obsah/mnozstvi) analyzu. V rémci
kvantitativni analyzy je mozno detekovat mnozstvi analytu i mensi nez 10°*° g. Princip
hmotnostni spektrometrie je zalozen na generovani iontii analytu a jejich nasledném
rozdéleni v plynné fazi podle jejich poméru hmotnosti a naboje. Vysledny signal je poté

pfeveden na hmotnostni spektrum, ve kterém jsou ionty charakterizovany bezrozmérnym
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¢islem m/z, kde m je hmotnostni ¢islo (nukleonové ¢islo) a z je hodnota naboje iontu.
Analyzovanymi ionty mohou byt ionizované ionty jednotlivych atomu, klastrti, molekul

a fragmenty nebo asociaty téchto molekul.

Mg¢fteni probihd v hmotnostnim spektrometru, ktery je tvoren vakuovym systémem,
systémem pro zavedeni vzorku, iontovym zdrojem, analyzatorem a detektorem iontl. Pro
isp&s$nou separaci iontii je zapotiebi velmi vysokého vakua (107 az 10° Pa, v zavislosti
na pouzitém separatoru), jelikoz pfi téchto tlacich jiz nedochazi k vymén¢ energie castic
vzajemnymi srazkami. Vakuum je vytvafeno pomoci soustavy vyvev Cerpajicich plynou fazi
Z jednotlivych ¢asti hmotnostniho spektrometru, které jsou od sebe oddéleny konickymi
clonami s malym otvorem uprostfed, nebo tenkou kapilarou. Pokud chceme dosahnout tlaka
10! az 10 Pa, dostadujici jsou olejové vyvévy, pro nizsi tlaky (10% az 10° Pa) uz je
zapotiebi vyveév turbomolekularnich nebo difuznich. Vakuum je nezbytné udrzovat v ¢asti

obsahujici hmotnostni analyzator a detektor, v ¢asti se vstupem vzorku a iontovym zdrojem

vakuum byt miize, ale nemusi — zaleZi na typu iontového zdroje 58571,
atmosfericky tlak / vakuum vysoké vakuum
| ] 1
vstup | | iontovy | [hmotnostni| | detektor zpracovani
vzorku zdroj analyzalor signalu

Obr. 14: Schéma hmotnostniho spektrometru !

2.5.1 Iontovy zdroj

V iontovém zdroji dochazi k ionizaci analytu. Tento krok (ionizace analytu) je zadsadnim
procesem, jelikoz nenabité Castice nelze analyzovat. Existuje nékolik druhii iontovych
zdrojii a podle toho, ktery pfi analyze zvolime, miZeme potlacit ¢i podpofit fragmentaci
studovan¢ molekuly. Zékladni d€leni rozliSuje tzv. ,tvrdé*“ a ,mékké* iontové zdroje.
U tvrdych iontovych zdroji ionizovana molekula ziskd béhem ionizace nadbytecné
mnozstvi energie, coz zapficini fragmentaci molekuly na mensi, tzv. fragmentové ionty. Pfi
pouziti meékkych iontovych zdrojl ziskavd molekula mnohem mensi mnoZzstvi energie, coz
znamena, ze téméf nefragmentuje. %581 Vzhledem k tomu, Ze experimentalni &ast této

bakalafské prace vyuziva ionizaci elektrosprejem, bude ji nize vénovana bliZsi pozornost.
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2.5.1.1 lonizace elektrosprejem

V soucasnosti je ionizace elektrosprejem velmi pouzivanou technikou ionizace
za atmosférického tlaku, a to predev§im v kombinaci s HPLC. Da se ov§em pouzit pouze
pro latky stfedné polarni az iontové. Principem je rozpraSovani roztoku analytu skrze
kapilaru plisobenim elektrického pole, pti kterém se vytvaii malé nabité kapicky. Vznik
nabitych kapicek je podminén vlozenim velmi vysokého napéti (jednotky kV) mezi
sprejovaci kapilaru a vstup do hmotnostniho analyzatoru. Elektrické pole polarizuje
rozpoustédlo a ionty se stejnym nabojem se poté hromadi ve Spicce sprejovaci kapilary,
dokud neni dosazeno dostatecné intenzity elektrického pole, pti které odpuzujici se ionty se
stejnym nabojem vytvoii tzv. Tayloriv kuzel. Z jeho vrcholu poté tryska jemny proud
kapaliny rozpadajici se na malé nabité primarni kapky. Ty se dale zmenSuji odpafovanim
rozpoustédla za vzniku jeSté mensSich (R <10 nm) vysoce nabitych kapek, ze kterych se
po nékolika dalSich rozpadech nakonec uvoliuji ionty analytu do plynné faze. Ionizace
elektrosprejem mitize probihat v pozitivnim nebo negativnim modu, a to v zévislosti
na polarité¢ vkladan¢ho napéti. Nasledné jsou sledovany bud’ kladné (pozitivni mod) nebo
zaporné (negativni mdod) nabité ionty. Tento zpusob ionizace patii mezi mekké ionizaéni

techniky, takze molekuly pfili§ nefragmentuji, ovSem umoziuje tvorbu vicenasobné

nabitych ionti, coZ se hodi pro analyzu vysokomolekularnich latek [,
kapky
sprejovaci kapilara nm ionty
sniteny tlak
P @
S —@eghe. .

__ diferencialni
| éerpani

atmosféricky tlak
Tayloriv kuzel

pozitivni méd

Obr. 15: Schéma tvorby nabitych kapek [5%
2.5.1.2 DalSi iontové zdroje

Mezi dalsi iontové zdroje patii naptiklad elektronova ionizace, chemicka ionizace, ionizace
narazem atomu ¢i ionizace laserem za ucasti matrice. Elektronova ionizace patii mezi tvrdé
ioniza¢ni techniky, k ionizaci dochazi interakci analytu s proudem vysokoenergetickych

elektront, které jsou emitovany Zhavenym vldknem a urychleny elektrostatickym polem.
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Chemicka ionizace je mékkad ionizacni technika a ionizace probihd podobné jako
u elektronové ionizace (pomoci zhaveného vldkna), v tomto pfipadé ale s pomoci reakéniho
plynu (napf. methan, isobutan, amoniak), ktery je ptfivadén do iontového zdroje spole¢né
s analytem. Tohoto reakéniho plynu je oproti analytu ve zdroji nadbytek, a je proto proudem
vysokoenergetickych elektronli ionizovan ptednostné. Molekuly analytu jsou poté
ionizovany reakci s ionizovanym reak¢énim plynem, naptiklad pfenosem protonu. lonizace
narazem atomu vyuziva k ionizaci pomocnou latku (matrici), se kterou je analyt smisen.
Jako matrice je vyuzivan glycerol, thioglycerol ¢i 3-nitrobenzylalkohol. Matrice absorbuje
energii proudu urychlenych atomti vzacného plynu a nasledné ji preda molekulam analytu.
Tato technika je vhodna pro vétsi molekuly, které nelze prevést do plynného stavu. lonizace
laserem za ucasti matrice vyuziva (stejné jako ionizace narazem atoma) k ionizaci analytu
matrici, se kterou je analyt smisen a nanesen na tercik. Tato matrice absorbuje energii
laserového zatfeni a nasledné ji predd molekuldm analytu. Také tato technika je vhodna pro

analyzu vysokomolekularnich latek [%6:581,

2.5.2 Hmotnostni analyzator

Hmotnostni analyzator nasleduje po iontovém zdroji a vzniklé ionty v plynné fazi do n¢j
vstupuji bud’ kontinualné, nebo pulzné. Tyto ionty se zde poté za vakua (ca. 10°-10"" Pa)
separuji podle svého poméru m/z. Vhodnost hmotnostniho analyzatoru s ohledem
na potiebny typ analyzy posuzujeme na zékladé parametri, mezi néz patii napt. rozliSeni,
hmotnostni rozsah, piesnost, dynamicky rozsah a rychlost skenu. RozliSeni je schopnost
analyzatoru rozlisit signaly pro dva rizné ionty s podobnou hodnotou m/z. Hmotnostni
rozsah oznacuje rozsah hodnot m/z, které umi hmotnostni analyzator detekovat. Piresnost
je udavana rozdilem mezi vysledkem méfeni a sprdvnou hodnotou a vyjadiuje rozptyl
jednotlivych méfeni. Dynamicky rozsah odpovidéa rozmezi koncentraci, v nichz je odezva
detektoru linearné zavisla na koncentraci a rychlost skenu udava rychlost, jakou je

hmotnostni analyzator schopen zaznamenavat spektrum.

Rozdé&leni (separace) iontll v hmotnostnim analyzatoru podle m/z probiha na zaklad¢
ruznych fyzikalnich principi. Mezi nejzékladnéj$i patii: zakfiveni drdhy letu ionth
v magnetickém nebo elektrickém poli (magneticky nebo elektrostaticky sektorovy
analyzator), riznd stabilita oscilace iontd v dvoj- nebo trojrozmérné kombinaci
stejnosmérného a vysokofrekvencniho napéti (kvadrupdl, Q; iontova past, IT), rizna doba

rychlosti letu (analyzator doby letu, TOF), rtzna frekvence harmonickych oscilaci
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(elektrostatickd orbitalni past), rtiznd absorpce energie pfi cykloidadlnim pohybu iontl
Vv kombinovaném magnetickém a elektrickém poli (iontova cyklotronovd rezonance

s Fourierovou transformaci, FT-ICR) [5658],

m/z h
rmotnostn | Schopncst | SPest| ooty | ettest | | o
[*107] [*103] rozsah

Q 3-5 nizka 2-3 2-10 105 - 108 nizka
IT 4-20 nizka 4-6 2-10 10* - 10° stiedni
TOF 10-60 1-5 10-20 10-50 104 - 108 stiedni
Orbitrap 100 — 240 1-3 4 1-5 5%103 vyS§i
FT-ICR 750 - 2,500 03-1 4-10 05-2 104 vysoka

Obr. 16: Parametry vybranych hmotnostnich analyzatort 581

2.5.2.1 Kvadrupélovy analyzator

Kvadrupol je jednou z variant hmotnostniho analyzatoru, kterd rozdéluje ionty na principu
stability jejich trajektorii a je velmi vhodna pro spojeni se separa¢nimi technikami, jako je
plynovd nebo kapalinovd chromatografie. Kvadrupolovy analyzator sestdva ze Ctyf
totoznych tyc¢i, které jsou umistény v rozich ctverce. Na tyto ty€e je vlozeno napéti, které
vytvafi elektrické pole o dvou sloZkach: stejnosmérna a radiofrekvencni, kterd je fazové
posunuta o 180°, takze dvojice protilehlych ty¢i maji stejnou polaritu. Tato polarita se
periodicky méni, coZ zplsobi oscilaci prolétavajicich iontl. Pfi urcité hodnoté poméru
radiofrekvencniho a stejnosmérného napéti dosdhnou ionty o urcitém m/z stabilnich oscilaci
a prochézi analyzatorem k detektoru, naopak ionty o jiném m/z osciluji se zvétSujici se
amplitudou a jsou zachyceny na ty¢ich analyzéatoru. Kvadrupdl tedy funguje jako jakysi
hmotnostni filtr nastaveny na urc¢itou hodnotu m/z. Umi také skenovat celé spektrum, coz

probiha kontinualni zménou hodnot radiofrekvenéniho a stejnosmérného napéti. 60611,

2.6 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Tandemova hmotnostni spektrometrie (THS) je instrumentdlni metoda, kterd umoziuje
pridat dalsi reak¢ni krok k analyze studované latky a také tuto analyzu zptesnit. Tandemovy
hmotnostni spektrometr je tvofen kombinaci napiiklad dvou kvadrupold, kvadrupdlu
s analyzatorem doby letu, dvou analyzatorG doby letu ¢i dvou sektorovych analyzatort.

Obecné je cilem tandemové hmotnostni spektrometrie pfedevsim fizena fragmentace iontl
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analytu, ktera nam poskytne lepsi informace napftiklad o struktufe zkoumaného vzorku. THS
se déli na dva typy: THS v prostoru, kdy jsou hmotnostni analyzatory zapojeny za sebou,
aTHS v case, kdy jeden analyzator zvladne zachytit specificky iont, excitovat jej
(¢imz vyvold jeho fragmentaci) a zméfit hmotnostni spektrum vzniklych produkta.
Tandemova hmotnostni spektrometrie byva v literatufe také oznacovana zkratkami MS/MS,
MSMS ¢i MS", kde n vyjadiuje pocet tandemovych stupiiti, tedy i po¢et hmotnostnich
analyz. V pfipadé¢ THS v prostoru je maximalni pocet hmotnostnich analyz vyuzitelny
V praxi roven ¢tyfem, protoZe iontovy proud se sniZuje se ztratami pii pralety jednotlivymi
analyzatory a vyss$i pocet analyz by jiz neposkytl dostate¢ny signal. Praktické vyuziti THS
v prostoru ma vSak pouze dvoustupiiovy tandemovy spektrometr (MS/MS),

pro vicestupniové analyzy se spiSe hodi THS v case.

M¢teni v MS/MS sestava ze tii zakladnich kroku: (1) izolace iontu prekurzoru,
(2) aktivace prekurzoru naptiklad srazkou s neutralnim plynem a jeho nasledny rozpad,
(3) analyza fragmentd prekurzoru. V praxi je nejb&éznéjsim zpusobem aktivace fragmentace
iontu vyuziti srazek, a to bud’ ve srazkovych komorach (napt. kvadrupoélovych) nebo
(v ptipadé THS v Case) v iontovych pastech. Dalsim zpusobem vybuzeni fragmentace je
ozéfeni absorbujicich ionti elektromagnetickym zafenim vhodné vinové délky nebo reakce

iont?l s elektrony &i opa¢né nabitymi ionty [62],

2.6.1 Trojity kvadrupol

Kombinace dvou kvadrup6li s kolizni celou je oznacovéana jako ,,trojity kvadrup6l® a je
tvofena prvnim kvadrupolem pro izolaci prekurzorového iontu, druhym kvadrupolem, ktery
funguje jako kolizni cela a je naplnén argonem jako koliznim plynem, a tietim kvadrupdlem
pro izolaci ¢i skenovani produktli fragmentace. Praveé trojity kvadrupdl je v laboratotfich

velmi Casto vyuzivan pro svou pomérné nizkou cenu a malou velikost.

Vzhledem k tomu, ze namisto jednoho hmotnostniho analyzatoru jsou pfitomny dva,
1ze vyuzit skenovaci postupy, které jsou pouze s jednim analyzatorem nerealizovatelné, jako
je napf. sledovani produktovych iontl, kde je prvni analyzator nastaven na pfesnou m/z
prekurzoru a funguje jako filtr a druhy analyzéator skenuje celé spektrum produktt
fragmentace, coZ umoziuje ziskat informace o produktech urc¢ité¢ho prekurzoru. Sledovani
neutralni ztraty pro zménu poskytuje informaci o vSech iontech, které ztraceji fragment
0 stejné hmotnosti (napfiklad nalez fragmentu liSiciho se od m/z rodi¢ovského iontu o 18 Da

odpovida ztrat€ vody). V tomto piipadé skenuji oba analyzatory s konstantnim rozdilem m/z.
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Dal$im moédem je sledovani prekurzorovych iontl,, kde prvni analyzator skenuje celé
spektrum a druhy je nastaven na konkrétni hodnotu m/z — tento pfistup poskytuje informaci
o vSech iontech, které fragmentuji za vzniku stejného fragmentového iontu. Poslednim je
sledovani vybranych reakci, kde prvni analyzator propousti pouze prekurzor o urcité hodnoté

m/z a druhy analyzator je nastaven na m/z produktu 62631,

2.7  Hmotnostni spektrometrie lignani

Analyza lignani pomoci hmotnostni spektrometriec je pomérné¢ castym zpisobem
identifikace lignanti. VétSinou se vyuziva tandemové hmotnostni spektrometrie a lignany
jsou identifikovany na zékladé€ jejich typickych fragmentacnich prechodi. Jelikoz lignany
nejsou jesté zcela probadanou skupinou latek, CastéjSim vyuzitim hmotnostni spektrometrie
je identifikace (s néslednym ovéfenim struktury naptiklad pomoci NMR). Pro kvantifikaci
obsahu lignanii se hmotnostni spektrometrie vyuzivd pouze u velmi zndmych a casto se

vyskytujicich lignanti, jako je hydroxymatairesinol, lariciresinol & secoisolariciresinol 39,

Bylo provedeno nékolik studii, v nichz byla pro identifikaci lignanii pouzita
hmotnostni spektrometrie, naptiklad pti identifikaci latek extrahovanych z 25 riznych druhti
neprazenych kavovych zrn (3. Typickymi ztratami pro lignany s methoxylovymi skupinami
jako je naptiklad matairesinol, jsou ztraty jedné ¢i dvou methylovych skupin a také ztrata
oxidu uhligitého [, Dalsimi pozorovanymi ztratami je naptiklad ztrata vody nebo kysliku.
Tyto ztraty ovSem nelze vyuzit pro identifikaci lignanli, protoZe nejsou charakteristické
pouze pro lignany, ale jsou velmi bézné i pro dal$i sekundarni metabolity rostlin — flavonoidy

— a obecné pro polyfenoly.

Pokud se zamétime na skupinu seskvilignanii (trimery monolignolid), ty typicky
fragmentuji za ztraty vody, formaldehydu, guajacylglycerolu anebo je pfitomna kombinace
téchto ztrat. U dilignanti zéalezi na typu, naptiklad dilignan tvofeny dvéma
hydroxymatairesinoly ztraci jednu ¢i dv€ molekuly vody. U dilignanti netvofenych stejnymi
monolignany (napf. dilignan secoisolariciresinol-lariciresinol) je kromé ztraty formaldehydu
¢i vody charakteristicka také ztrata odpovidajici hmotnosti pfimo jednoho z lignant
(v pfipadé uvedeném vySe tedy ztrata lariciresinolu a dvou vodiki pfipadné

secoisolariciresinolu a dvou vodiki).
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Lignany se také Casto vyskytuji ve form¢ ethert s guajacylglycerolem (viz Obr. 17). Tyto
slouceniny ovSem podle studie nevykazuji ztraty odpovidajici samostatnym lignanim a maji
sklon fragmentovat spiSe za ztraty menSich molekul jako je voda, formaldehyd

(se soucasnou ztratou dvou vodiki), methanol, oxid uhli¢ity ¢ methylenglykol [66: 671,
(o)
/ OH
OH
HO
| ()/

HO. OH

o}

Obr. 17: Piklad struktury lignanu (v tomto ptipadé secoisolariciresinolu) s guajacylglycerolem ve

formé etheru
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

Methanol (HPLC — gradient grade, Honeywell, Charlotte, USA), deionizovana voda
(Millipore, Burlington, USA), ethanol (HPLC — gradient grade, VWR, Radnor, USA),
dichlormethan (p. a., PENTA, Praha, CR), acetonitril (HPLC, gradient grade, Honeywell,
Charlotte, USA), aceton (HPLC grade, Fischer Chemicals AG, Curych, Svycarsko), kyselina
chlorovodikova (37%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), hydroxid sodny (perly, p. a.,

Lach-ner, Neratovice, CR)

3.2  Instrumentalni vybaveni

K analyze vzorkt byl pouzit hmotnostni spektrometr Xevo TQ-S s trojitym kvadrupolem
(Waters, Milford, USA) siontovym zdrojem ESI v negativnim modu. Pro
chromatografickou separaci analyti ve zkoumanych vzorcich byl vyuzit ultradéinny
kapalinovy chromatograf Acquity UPLC I-Class (Waters, Milford, USA) sPDA
detektorem.

3.3  Priprava vzorki ze dieva

Vétve ze smrku ztepilého, buku lesniho, jasanu ztepilého a habru obecného byly po sesbirani
ulozeny do mrazaku a nasledné lyofilizovany pro odstranéni veskeré vlhkosti. Po lyofilizaci
byly rozdrceny v kulovém mlynku na prasek a ten pfenesen do zasobnich lahvicek.
Ze zéasobnich lahvicek bylo pro naslednou extrakci odebrano vzdy cca 0,5 g vzorku. Kazda
navazka byla extrahovana 30 minut v ultrazvukové lazni bez ohfevu pomoci 5 ml jednoho
Z nasledujicich tti rozpoustédel: dichlormethan, ethanol a aceton (celkem tedy kazdy vzorek
difeva pravé jednou kazdym rozpoustédlem). Po extrakci byl supernatant piefiltrovan
do cistych, predem zvazenych vialek pomoci stiikackovych filtra LUT Syringe Filters Nylon
(13 mm, 0,22 um). Z kazdého filtratu byly poté odebrany ptesné¢ 3 ml, které byly odpateny
do sucha pod proudem dusiku.
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3.4  Priprava vzorki na analyzu

Pro kazdy ze vzorkli byla ziskand suSina zvazena, nafedéna plvodnim rozpoustédlem
na koncentraci 2 mg/ml (kromé extraktu bukového dieva, kde byla z davodu velké
hmotnosti susiny pouzita koncentrace 2,5 mg/ml) a vznikla suspenze byla piefiltrovana
pomoci mikrofiltru LUT Syringe Filters PTFE (4 mm, 0,22 pm). Pro naslednou analyzu byly
ziskané roztoky zfedény na koncentraci 100 mg/l odebranim potiebného objemu roztoku
extraktu, ktery byl odfoukan pod proudem dusiku a nasledné¢ doplnén na 1 ml bud
methanolem, 2M methanolickou HCI (pro néslednou kyselou hydrolyzu), ¢i 0,3M NaOH
rozpu$téném ve smesi methanol/voda 1:1 (v/V) (pro naslednou bazickou hydrolyzu). Vzorky
urcené k hydrolyze byly po dobu 19 hodin inkubovany pii 40 °C. Pifed samotnym nastiikem
byly vSechny vzorky znovu zfiltrovany pies teflonovy mikrofiltr a bez dal$ich Gprav
analyzovany. Kromé pfipravy samotnych vzorki byly také pfipraveny odpovidajici blanky
pro kazdy zpiisob hydrolyzy: blank ¢ist¢ého methanolu, blank pro kyselou hydrolyzu
obsahujici 2M methanolickou HCl a blank pro alkalickou hydrolyzu, ktery obsahoval
0,3M NaOH rozpusténého ve smési methanol/voda 1:1 (v/v). Oba dva blanky pro hydrolyzy
podstoupily stejné jako vzorky 19hodinovou inkubaci pii 40 °C.

3.5 Chromatografické a hmotnostné-spektrometrické podminky

Vesker¢ UHPLC/MS analyzy probéhly s vyuzitim elu¢niho gradientu popsaného v tabulce 1.
Mobilni faze A byla deionizovana voda a mobilni fazi B byl acetonitril. Pro vSechny analyzy
byla pouzita kolona Acquity UPLC BEH CI18 (Waters, Milford, USA) o rozmérech
2,1 x 100 mm a velikosti ¢astic 1,7 um. Prutok mobilni faze byl nastaven konstantné

na 0,25 ml/min.

Tab. I: Profil gradientu pro UHPLC/MS analyzu

Sas [min] A %] B [%]
0 95 5
2 95 5
20 5 95
25 5 95
26 95 5
30 95 5
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Kazdy analyzovany vzorek byl nejprve podroben MS skenu v rozsahu 50-1200 Da
a na zaklad¢ analyzy celkového iontového proudu byly vytipovany ionty s dostate¢nou
intenzitou, které zaroven nebyly pfitomny v piislusném blanku. Tyto ionty byly
V navazujicich MS/MS analyzach podrobeny fragmentaci a byl sledovan profil jejich
fragmenta¢nich spekter. Podminky hmotnostni spektrometrie jsou podrobné&ji popsény
v tabulce II, kolizni energie byla volena v rozsahu 5-60 eV v zavislosti na vzhledu

prislusného fragmenta¢niho spektra.

Tab. II: Parametry hmotnostné-spektrometrického méteni pro MS analyzy a MS/MS analyzy

Parametr Hodnota
Napéti na sprejovaci kapilaie [kV] 2,0
Napéti na sampling cone [V] 37,0
Teplota iontového zdroje [°C] 120
Desolvataéni teplota [°C] 200
Pratok desolvata¢niho plynu [I/hod] 800
Kolizni energie v Trap cele [eV] 5-60
Pritok plynu v Trap cele [ml/min] 0,15
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4 Diskuze a vysledky

Cilem této prace bylo vyvinout metodu pro analyzu extraktl difeva z vybranych stromu se
zaméfenim na lignany a zjistit, zda jsou vybrané dieviny vhodnymi zdroji lignanti pro
ptipadné dalsi studie. Krom¢ zkoumani typu rozpoustédla nejvhodnéjsiho pro dané extrakce
z hlediska vytézka analytl, byly sledovany 1 spole¢né ¢i naopak rozdilné trendy extrakth
(v podobé detekovanych ionttr). DalSim pfedmétem zajmu této prace byly piipadné rozdily
v detekovanych iontech s ohledem na pfedapravu vzorku kyselou ¢i bazickou hydrolyzou
extraktu a také trendy v detekovanych hmotéch z hlediska zkoumaného dfeva jak druhové
(smrk, buk, jasan, habr), tak i ve smyslu hledani rozdilti dfevem jehli¢natych a listnatych

stromu.

4.1 VytéZnost rozpoustédel

Pro extrakci analyt ze smési byla pouzita tfi rozpoustédla o rGzné polarité: dichlormethan,
ethanol a aceton. Po odebrani 3 ml extraktd, jejich zfiltrovani a vysuSeni pod proudem dusiku
byla stanovena hmotnost extrahované suSiny. Bylo zjisténo, ze komparativné nejvetsi
vytézky extrakce poskytoval aceton, a to nehledé na druh extrahovaného dieva. Naopak
ethanol poskytoval oproti dichlormethanu a acetonu vytézky nejniz$i, a to cca o 50 %. Pro
prvotni — necilené — analyzy je tak z uvedené trojice rozpoustédel nejvhodnéjsi aceton,
pozornost je ovsem nutné vénovat nejen hmotnosti extrahované susiny, ale 1 skladb¢ analyti,
které jsou jeho prostfednictvim extrahovany z matrice. Tabulka IIT uvadi uplny seznam

vSech vytézkl s ohledem na typ dfeva i rozpoustédla.

Tab. III: Hmotnosti vysusenych filtratd jednotlivych extraktt

5 Hmotnost extraktu s ohledem na pouzité rozpoustédlo [mg]
dievo -
dichlormethan ethanol aceton
smrk 2,76 1,52 3,13
buk 6,91 2,77 7,86
jasan 3,31 1,78 4,55
habr 4,20 2,91 5,02
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4.2  Hmotnostné-spektrometricka analyza

Prvnim krokem hmotnostné-spektrometrické analyzy, byl takzvany MS sken, pii kterém
kvadrupdl pouze skenuje celé spektrum v daném rozsahu m/z. Timto byla ziskana prvotni
informace o tom, jaké hmoty se vlastné¢ v nasich vzorcich nachazi. Krom¢ MS skenu byl
proveden také sken neutralnich ztrat, pii kterém trojity kvadrupol propousti pouze ty ionty,
které fragmentuji se ztratou predem dané hmoty. V nasem ptipadé byla zvolena ztrata 15 Da
odpovidajici od§tépeni methylové skupiny, kterd je u lignant velmi bézna (71 a ztrata 162 Da
odpovidajici odstépeni hexdzy, jejiz meéteni mélo detekovat glykosylované metabolity, mezi
nimiz by se mohly nachazet i komplexnéjsi lignany, jelikoz ty se vyskytuji v rostlinach
i ve formé glykosidi B, BohuZel citlivost p¥istroje v tomto méficim modu byla nedostateéna

(data neprezentovana) a po prvotnich experimentech nebyl jiz tento mod déle pouzivan.

Po prvotnim skenu a vybéru cilovych ionti byla provedena jejich tandemova
hmotnostné-spektrometrickd analyza za ucelem zjisténi jejich fragmentacnich procesi.
V nasem piipadé¢ bylo pro zjisténi fragmentacnich produkti vyuzito produktového
(daughter) skenu. Pti této metod¢é méfeni pomoci trojitého kvadrupolu je prvni z kvadrupola
nastaven na m/z prekurzorového (parent) iontu, neskenuje tedy celé spektrum m/z jako pii
MS skenu, v druhém kvadrupdlu, ktery zastava funkci kolizni cely, probiha fragmentace
prekurzorového iontu na produkty a posledni kvadrupdl skenuje celé¢ spektrum m/z
a zaznamenava veskeré hmoty fragmentt, které skrz né&j z kolizni cely prochazi. Vzhledem
k naro¢nosti produktovych skenti, ve smyslu narokii na ¢as skenu, bylo vyuzito znalosti
retencnich Castt nami sledovanych prekurzorovych iontd z ptedchozich méteni a pfi
zadavani analyz bylo napldnovano vice produktovych skenli vedle sebe a za sebou

do pfedem definovanych ¢asovych oken v ramci jedné analyzy viz Obr. 15.
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Obr. 15: Vzajemné se dopliujici profily produktovych skeni jednotlivych prekurzorovych iontt

JelikoZ podminky pro optimalni fragmentaci kazdého iontu v kolizni cele jsou mirné odli$né,
bylo také zapotiebi pro kazdy prekurzorovy iont optimalizovat kolizni energii. Nasim cilem
bylo dosdhnout takové kolizni energie, pii které by byla intenzita zfragmentovaného
parentového iontu ve vysledném spektru rovna piiblizné 10% intenzité¢ base piku
(tj. nejintenzivnéjsiho piku spektra) — piitomnost prekurzovrového iontu ve spektru je
jednim z indikatorti, Ze nedochézi k pfilisné fragmentaci v kolizni cele, kterd by mohla
snizovat vytézek primarnich fragmentt jejich kaskddovou fragmentaci. Ziskané m/z hodnoty
para parent + base pik fragmentu byly poté vyuzity pfi analyze MRM piechodt. Vysledky
vSech analyz byly v ramci prace zpracovavany manualné, v piipadé vétsiho rozsahu dat by

bylo mozné vyuzit i metody vicerozmérné statistiky [,

4.3 Identifikace latek

Identifikace analytd probihala, z diivodu absence pfislusnych standardd, srovnavanim
fragmentac¢nich produkti s databazi. Na zaklad€ shody fragmentii bylo mozné identifikovat
nékteré nalezené ionty, naptiklad sloucenina s pomérem m/z 303 byla identifikovéana jako
dihydrokvercetin (Obr. 16¢) — viz srovnani fragmentaénich spekter na Obr. 17. DalSimi
rozpoznanym slou¢eninami byly: pinocembrin (m/z = 255; Obr. 16a), kvercetin (m/z = 301;
Obr. 16b), 6-methoxyluteolin (m/z = 315; Obr. 16d), kvercetin-3,4'-O-di-beta-glukopyranosid
(m/z = 625; Obr. 16¢) a byl pozorovan i dihydrokvercetin v dimerni formé (m/z = 606).
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Obr. 16: Struktury analyta identifikovanych na zakladé srovnani fragmentaénich spekter: pinocembrin (a),

kvercetin (b), dihydrokvercetin (c), 6-methoxyluteolin (d), kvercetin-3,4'-O-di-beta-glukopyranosid (e)

V tabulce IV je uveden kompletni seznam prekurzorovych iontl, vybranych pro dalsi

analyzu, a jejich fragmentli. Hodnota m/z odpovidajici base piku, ktery byl vybran pro

tvorbu MRM piechodu, je vyznacena tu¢né. Jako priklad identifikace slouceniny na zakladé

shody databazového a experimentalné naméteného MS/MS spektra jsou na Obr. 17 uvedena

spektra dihydrokvercetinu. Porovnani spekter zbylych vySe uvedenych identifikovanych

slou€enin je uvedeno v Ptiloze 1.

Tab. IV: Identifikované slouceniny a profil jejich fragmenta¢niho spektra

prekurzorovy | nejvyznamnéjsi pozorované | optimalni kolizni
slouc¢enina ) _
iont [Da] fragmenty [Da] energie [eV]
pinocembrin 255 213, 171, 145, 106, 83 30
kvercetin 301 257,159, 83 38
_ ) 285, 241, 217, 199, 177,
dihydrokvercetin 303 20
153, 125
6-methoxyluteolin 315 271, 269, 255, 244, 215, 97 38
kvercetin-3,4'-O-di-
) 625 301 20
beta-glukopyranosid
dimer dihydrokvercetinu 606 303, 285 20
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Obr. 17: Zméfené fragmentaéni spektrum dihydrokvercetinu (A) a fragmentacni spektrum dihydrokvercetinu

Z databaze MassBank.cu (B)

4.4  Specifika fragmentaci pozorovana u neidentifikovanych prekurzorovych

iontu

VétSina iontll, pozorovanych v analyzovanych extraktech diev, nebyla s pomoci databaze
MassBank.eu identifikovana. Nékteré hmoty ovSem po srovnani s literaturou vykazovaly
stejné ztraty jako lignany, napiiklad iont s m/z 193 poskytoval ztratu 59, kterou poskytuje
arctigenin. Analyt s m/z 441 ztracel hmotu 146 Da, ktera byla v literatufe pozorovana
u secoisolariciresinolu, lariciresinolu, arctigeninu ¢i matairesinol-rhamnosidu, ovSem muze
se jednat také o ztratu deoxyhex6zy (CsH1004). Latka s m/z = 279 fragmentovala za ztraty
hmoty 182, ktera byla pozorovana u seocisolariciresinolu a ztrata 148 u prekurzorového
iontu sm/z = 255 odpovidala jedné ze ztrat pozorovanych u secoisolariciresinolu 71,
Z diivodu nedostatku ¢asu nebyla identita téchto hmot dale sledovéana, jedna se vSak
0 kandidaty pro dal$i méfeni, at’ uz pomoci vysokorozliSujici hmotnosti spektrometrie, ktera
nebo pomoci jinych technik umoziujicich strukturalni analyzu, jako je napt. NMR. N¢kolik

fragmentovanych prekurzora (konkrétné ionty o m/z 611, 613, 633 a 637) vykazovalo
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pon¢kud netradi¢ni ztratu 332 Da, kterd by mohla naznacovat bud’ pfitomnost sterolového
jadra, (jelikoz podle MassBank.eu vykazuje tuto ztratu napiiklad ginsenosid F1 %), nebo
také prisluSnost k flavonoidim, protoze (-)-epicatechin-(4-B-8)-(+)-catechin (Obr. 18a)
a baicalin (glukosid baicalienu) (Obr. 18b) také poskytuji ztratu 332 7073,

Obr. 18: Struktura (-)-epicatechin-(4-B-8)-(+)-catechinu (a) a baicalinu (b)

45 MRM prechody

Pro ionty, u nichZ byla méfena fragmentacni spektra, byly nasledné navrzeny MRM
ptfechody jako rychly zplsob screeningu jejich vyskytu ve vSech piipravenych
(a analyzovanych) vzorcich. Takto byly vytvofeny ptechody pro 48 iontt (detaily zahrnujici
m/z parentu, m/z fragmentového iontu, kolizni energii a retencni Cas, ve kterém se nami

chtény iont eluoval, jsou uvedeny v tabulce V).

Tab. V: Informace o 48 iontech analyzovanych v MRM moédu

m/z m/z kolizni reten¢ni ¢as
parentu fragmentu | energie [eV] [min]
164,6 149 25 2-3; 7,59
192,7 133 25 89,5
204,7 189 30 2-3;17,5-18,5
255 106 30 12,5-14
277 58 25 18-20,5
279 96 35 19,5-22
295 277 20 15-16
299 185 38 18-19
301 83 38 19,5-20,5
303 125 20 6,5-10
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305 58 25 21-22
315 271 38 15-16
329 299 25 8,5-10
331 131 30 11,5-145
359 269 25 7-8,5
369 207 25 4,57
423 328 20 69
441 295 35 24-25,25-26
455 407 50 16,521
457 425 45 15,5-17
477 161 25 6,5-8,5
603 161 45 20—21,5
606,8 303 20 7,5-10
611 279 15 19,5-22
613,5 281 20 22-23
619 160 40 18-20
623 161 25 6,5-8,5
625 301 25 19,5-20,5
633 301 15 19-20,5
637 305 15 21-22
713 677 40 7-8
826 790 45 7-8,5
939,5 904 45 7-9
1181,7 582 30 16,5-20,5

Vzhledem k tomu, ze zaznam MRM piechodli je fadové rychlej$i nez zaznam scant
ve velkém rozsahu m/z, bylo mozné tyto pfechody méftit po celou dobu analyzy, a sledovat
tak, zda se ve vzorcich vyskytuji i izomery poskytujici stejnou fragmentaci, ale liSici se
retenénimi Casy. Takto byl zjiStén vyskyt izomerQ pro pfechody 441—295 (reten¢ni Casy

24-25 min a 25-26 min) a 165—149 (r; 2-3 min a 7,5-9 min).

Vysledky téchto analyz ukazuji zajimavé trendy, které by bylo mozné déle studovat
a v budoucnu vyuzit naptiklad pro urc¢eni druhu dfeva na zaklad€ analyzy extraktu vzorku,
ktery neni mozné identifikovat dendrologickou analyzou (napt. z divodu jeho malého
mnozstvi nebo destrukce puvodni struktury). Jako dal$i mozna aplikace se jevi obecné
odlieni dfeva pochazejiciho z listnatého, resp. jehlicnatého druhu. Z tohoto hlediska se jako
analyticky zajimavé ukazuji prechody 305—58 (rt 21-22 min), 315—271 (r; 15-16 min),
607—303 (rt 7,5-10 min) a 625—301 (r; 19,5-20,5 min), které byly pozorovany pouze
ve smrkovém difevé a miizeme tedy predbézné predpokladat, Ze se jednd o slouceniny
typické pro jehlicnaté stromy (je vSak nutno brat v potaz, ze piredkladana prace zpracovava
omezeny pocet druhti dfevin). Také pik prisouzeny pinocembrinu (255—106)
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(rt 12,5-14 min) nebyl pfitomen v zadném jiném analyzovaném vzorku dfeva nez
V nehydrolyzovaném smrkovém dievé. Mezi dal$i analyty typické pouze pro jeden konkrétni
druh dfeva patii pik odpovidajici piechodu 713—677 (r 7-8 min) (pozorovan pouze ve
vzorku bukového dieva). Pro jasan jsou pak unikatni pifechody 369—207 (r: 4,5-7 min)
a623—161 (r; 6,5-8,5 min). Habr pak poskytuje unikatni piky pro ptechody 331—131
(re11,5-14,5 min), 359—269 (r:7-8,5 min), 423—328 (r; 6-9 min) a 1182—582
(r: 16,5-20,5 min).

Manudlni analyza experimentalnich dat zamétena na slouceniny, které maji potencial
odlisit stromy jehlicnaté a listnaté odhalila ve vSech listnatych stromech (buk, jasan, habr)
pfitomnost dvou analytl, které zarovei nebyly nalezeny ve smrku, tudiz by se mohlo jednat
o latky, typické pouze pro listnaté stromy. Konkrétné se jedna o iont s m/z 603, (detekovany
nehledé na to, zda byl vzorek hydrolyzovan ¢i nikoli), pozorovanym pfechodem 603 —161
(rt 20-21,5 min) a iont s m/z 455 (pozorovany pouze za alkalické hydrolyzy), detekovany
pfi piechodu 455— 407 (ry 18-21 min). Na obrazku (Obr. 18) lIze vidét, Ze zatimco v buku,
jasanu i habru jakozto listnatych stromech (pii extrakci dichlormethanem za alkalické
hydrolyzy) se hmota 455 Da objevuje, ve smrku nelze najit ani naznak piku v daném
reten¢nim Case. Tato hmota 455 Da ovSem ecluovala ve dvou riznych retencnich ¢asech
v zavislosti na druhu listnaté stromu. Po porovnani produktovych skeni analyti se
domnivame, Ze se jednad pravdépodobné o dva izomery, jelikoz profily fragmentacnich

spekter jsou totozné.
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Obr. 18: Srovnani vyskytu hmoty 455 Da u listnatych a jehli¢natych druhti stromt
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Specificita MRM ptechodli rovnéZ umoznila eliminovat z chromatogrami necistoty
vyskytujici se typicky zejména v mrtvém case, kde eluovala tada sloucenin v Sirokém
rozsahu hodnot m/z. Naptiklad pfi prométfeni vzorku alkalicky hydrolyzovaného
acetonového extraktu smrku, byl v SIR médu detekovan pik pro hodnotu m/z = 205 ve dvou
retencnich Casech, av§ak sken MRM piechodu cileny na pozdéji eluovany pik (se zmétenym
fragmentacnim spektrem a vhodné zvolenym ptfechodem), detekoval pouze pozadovany

analyt poskytujici prechod 205—189 (Obr. 18).
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Obr. 18: Porovnani SIR a MRM pro slouéeninu s m/z 205

4.6  Vysledky experimentu z hlediska pritomnosti lignani

I ptes netspéch v identifikaci vétSiny studovanych iontl byly detekovany hmoty, za které
by mohly byt podezielé slouceniny fadici se mezi lignany. Po srovndni ztrat nasich ionti
s literaturou zabyvajici se tandemovou hmotnostni spektrometrii lignand byly vytipovany
ztraty, odpovidajici nékterym lignantim. Jsou to: ztrata 59 Da (arctigenin), ztrata 146 Da
(napf. secoisolariciresinol, lariciresinol a arctigenin), ztrata 148 Da (secoisolariciresinol)
a ztrata 182 (secoisolariciresinol). Tyto ztraty poskytuji hmoty o m/z 193, 441, 255 a 279
a odpovidajici ionty by tedy mély byt cilem naslednych studii jejich struktury.

V ramci ptiprav k praktické casti bakalatské prace byla také vytvofena tabulka
(Tab. V1) s teoretickymi hmotnostmi lignanti, které byly spoc¢itany kombinaci molekulovych
hmotnosti vzdy dvou monolignolovych jednotek s ohledem na piipadnou ztratu vodikl
z divodu vzniku nasobnych vazeb. Pfi analyze byly nalezeny hmoty, odpovidajici
vypocitanym teoretickym hmotnostem lignanovych struktur (295 Da, 299 Da, 301 Da,
329 Da, 331 Da a 359 Da), ovSem zdivodu nedostatku casu nemohly byt blize
prozkoumany. Tyto hmoty by rovnéz mély byt cili dalsi strukturni analyzy.
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Tab. VI: Teoretické relativni molekulové hmotnosti zakladnich lignanovych skupin s ohledem na

to, jakymi monolignolovymi jednotkami je struktura tvofena (H = p-kumarylalkohol,

G = koniferylalkohol, S = sinapylalkohol)

typ podjednotky | C H O | nominalni hmotnost | pfesna hmota

H-H 18 22 4 302 302,1512
dibenzylbutandiol H-G 19 [ 24 | 5 332 332,1617
H-S 20 26 6 362 362,1722
(+2H) G-G 20 26 6 362 362,1722
G-S 21 28 7 392 392,1827
S-S 22 30 8 422 422,1932
dibenzylbutyrolactol H-H 18 20 4 300 300,1356
stejny sum. vzorec H-G 19 | 2 | 5 330 330,1461
jako furan H-S 20 24 6 360 360,1566
G-G 20 24 6 360 360,1566
(bez ztraty) G-S 21 26 7 390 390,1671
S-S 22 28 8 420 420,1776

dibenzylbutyrolacton H-H 18 18 4 298 298,12
Stejny sum. vzorec H-G 19 | 20 [ 5 328 328,1305
jako furofuran H-S 20 22 6 358 358,141
G-G 20 22 6 358 358,141
(-2H) G-S 21 | 24 7 388 388,1515

S-S 22 26 8 418 418,162
dibenzocyklooktadien H-H 18 16 4 296 296,1044
stejny sum, vzorec H-G 19 | 18 | 5 326 326,1149
jako aryltetralin H-S 20 20 6 356 356,1254
G-G 20 20 6 356 356,1254
(-4H) G-S 21 22 7 386 386,1359
S-S 22 24 8 416 416,1464
H-H 18 12 4 292 292,0732
arvinaftalen H-G 19 14 5 322 322,0837
(-8H) H-S 20 16 6 352 352,0942
G-G 20 16 6 352 352,0942
G-S 21 18 7 382 382,1047
S-S 22 20 8 412 412,1152
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3) Zavér

Tato bakalaiska prace se zabyva lignany, zptusoby jejich extrakce ze 4 konkrétnich druhii
stromi a jejich naslednou analyzou pomoci HPLC/MS. Teoretickd ¢ast popisuje lignany
Z hlediska jejich strukturniho slozeni, biosyntézy, vlastnosti a vyskytu. Rovnéz stru¢né
popisuje Ctyfi druhy stromd, jejichz dfevo bylo analyzovano v ramci praktické ¢asti prace,
mj. i s ohledem na potencialni vyskyt lignand v téchto druzich. V neposledni fadé jsou
rozebirany moznosti extrakce analytl ze slozitych matric a stru¢né€ jsou popsany zéakladni
principy kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie sohledem na to,
ze kombinace téchto tii analytickych metod byla pouzita v experimentalni ¢asti pro detekcei

a identifikaci latek pfitomnych v danych dievinach.

Experimentalni cast prace se vénovala n¢kolika dil¢im otdzkam v oblasti analyzy
drfevin. Bylo zjistovano, které rozpoustédlo je pro extrakce nejvhodnéjsi z hlediska vytézki
analytli. Kromé toho byly sledovany i spole¢né ¢i naopak rozdilné trendy extraktii (v podobé
detekovanych iontll). Dal§im pifedmétem zajmu této prace byly piipadné rozdily
Vv detekovanych iontech s ohledem na pfedupravu vzorku kyselou ¢i bazickou hydrolyzou
extraktu. Extrakty dfeva byly analyzovany za pouziti ultrai¢inné kapalinové chromatografie
s hmotnostné-spektrometrickou detekci. Vybrané ionty byly podrobeny kolizi
indukované disociaci a naméfend fragmentacni spektra byla porovnavana s databazi spekter
dostupnou na webu MassBank.eu s ohledem na majoritni pozorované fragmenta¢ni ionty.
Timto zplsobem byla identifikovana ¢ast detekovanych iontii. Mezi slouceniny, které se
nam podafilo identifikovat, patfi pinocembrin, kvercetin, dihydrokvercetin,

6-methoxyluteolin a kvercetin-3,4'-O-di-beta-glukopyranosid.

Byly také nalezeny analyty (pfedstavované MRM piechody) typické pouze pro jeden
druh stromu, a to konkrétné pét pro smrk, jeden pro buk, dva pro jasan a Ctyii pro habr.
V neposledni fad€ byly detekovany také dve slouceniny, které by mohly umoziovat odliSeni
listnatych strom od jehli€natych. Né&které z neidentifikovanych latek navic vykazuji
hodnoty neutrdlnich ztrat, které by — po srovnani s literaturou — mohly odkazovat

na pritomnost lignanovych sloucenin.
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6 Seznam zkratek

ASE — zrychlena extrakce kapalina-pevna latka
CAMP — cyklicky adenosinmonofostat

CoA — koenzym A

DIR — fidici protein

FT-ICR — iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci
G — koniferylalkohol

H — p-kumarylalkohol

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
IT — iontova past

LSE — extrakce kapalina-pevna latka

MF — mobilni faze

MRM — multiple reaction monitoring

MS — hmotnostni spektrometrie

MS/MS, MSMS, MS" — tandemova hmotnostni spektrometrie
NDGA — kyselina nordihydroguajaretova

NMR — nuklearni magnetické rezonance

PDA — fotodiodové pole

PLR — pinoresinol-lariciresinol reduktaza

Q — kvadrupol

RP — systém obracenych fazi

It — retencni Cas

S — sinapylalkohol

SWE — extrakce subkritickou vodou
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SDG - sesaminol diglukosid
SF — stacionarni faze

SFE — superkriticka fluidni extrakce

SIR — selected ion recording

SIRD - secoisolarciresinoldehydrogendza
THS — tandemova hmotnostni spektrometrie
TOF — analyzator doby letu

UHPLC — ultrati¢inna kapalinova chromatografie
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8  Prilohy

Priloha 1: Porovnani spekter naméfenych (A) a spekter z databaze MassBank.eu (B) pro

identifikované slouceniny
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Obr. 1: Fragmentaéni spektra pinocembrinu
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Obr. 2: Fragmentacni spektra kvercetinu
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Obr. 3: Fragmenta¢ni spektra 6-methoxyluteolinu
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Obr. 4: Fragmentaéni spektra kvercetin-3,4'-O-di-beta-glukopyranosidu



