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1  Zakladni informace o rostlinnych sekundarnich metabolitech

1.1  Uvod

Zajem o rostlinné latky trva od davnovéku. Rostliny byly vyuzivany pro mnoho uceld,
nejen jako zdroj potravy, ale 1 jako barviva, pro Samanské ucely a pro jednoduchou medicinu.
Mezi ty nejpouzivanéjsi a nejzajimavéjsi pattily rostliny s omamnymi a halucinogennimi
vlastnostmi, piipadné rostliny jedovaté, jako jsou mak (Papaver somniferum), respektive
opium, konopi (Cannabis sativa), rulik (Atropa beladona), durman (Datura stramonium),
om¢j (Aconitum spp.) nebo bolehlav (Conium maculatum). Béhem antiky a starovéku bylo
poznani o vyuziti 1é¢ivych rostlin rozsifeno, ale ve stfedovéku stagnovalo a pietrvalo pouze
jako soucast lidové mediciny, pfipadné v nasich podminkach v klaSterech. Az s postupem
Casu a rozvojem pramyslu, védeckych disciplin a narastem metodologie vhodné pro izolaci a
analyzu byly objeveny prvni u¢inné rostlinné latky. Jako prvni byly izolovany alkaloidy. Byly
napadné silnou biologickou aktivitou, jejich izolace byla diky chemickym vlastnostem a
vysokému obsahu v analyzovaném materidlu snadna, dnes by se dalo vzhledem k souc¢asnym
znalostem fici trividlni. Nékteré piiklady: 1806 Sertiirner (Némecko) izoloval morfin; 1817-
1820 Pelletier a Caventou (Francie) izolovali n¢kolik krystalickych alkaloidi, jako naptiklad
strychnin, brucin, nebo chinin; kofein v roce 1819 Runge (Némecko); nikotin v roce 1829
Posselt a Reimann; papaverin v roce 1848 Merck (Némecko) a samoziejmé dalsi. Pro
studenty farmacie muze byt potéSujici, ze prvnich izolaci se intenzivné UcCastnili 1ékarnici.
Nebyly to vSak pouze alkaloidy, které byly zkoumany. Uz v roce 1664 Boyle (Anglie)
zkoumal rostlinnd barviva, jako jsou fialové anthokyany nebo Zluté flavonoidy pro ucely
textilniho pramyslu.

Jako védeckd disciplina byla fytochemie zavedena a upevnéna na svétovych
univerzitach na pielomu 19. a 20. stoleti a rozvijela se diky zlepSujicim se schopnostem
hlavné pomoci metod tzv. chemické degradace. Zkoumany byly také prvni biosyntetické
cesty. Do roku 1957 bylo znamo okolo 2 750 rostlinnych latek, vyjma alkaloidd. Zahrneme-li
do tehdejsiho vyctu alkaloidy, bylo popsano pies 5 000 rostlinnych metabolitti. Z toho je vidét
skute¢né obrovsky vyznam typickych vlastnosti alkaloidd (krystalické latky, bazicky
charakter, vyrazna biologicka aktivita) pro jejich izolaci a popis.



Po druhé svétové valce doslo ke zméné celé fady fytochemickych ptistupti. Do praxe
byla zavedena cela fada nové vyvinutych identifikaénich metod, zdokonalenych béhem valky.
Nejvyznamnéjsi bylo zavedeni sofistikovanych chromatografickych technik. VylepSena
chromatograficka separace umoznila izolovat i latky, které ne pravé snadno krystalizovaly,
piipadn¢ byly amorfniho charakteru. Spektralni analytické¢ techniky umoznily rychlou
identifikaci izolovanych latek oproti zdlouhavé degradacni procedufe a navic umoznily

vvvvvv

znamo pies 200 000 piirodnich sloucenin a jejich pocet stale roste.



1.2  Hlavni tridy rostlinnych sekunddrnich metabolitii

1.2.1 Charakteristika primarniho a sekundarniho metabolismu

Latky izolované z rostlin mohou byt rozdéleny na primarni a sekundarni metabolity
podle toho, jakym zptsobem se syntetizuji, jsou-li v rostlinach ubikvitarni, a také podle toho,
jestli hraji v rostlinném metabolismu esencialni roli. Primarnimi metabolity se zabyva
biochemie, sekundarni metabolity jsou pfedmétem studia farmakognosie. Zde se omezime

pouze na zékladni definice.

1.2.2 Primarni metabolity

Mezi primarni metabolity fadime bézné cukry, proteinogenni aminokyseliny, puriny
a pyrimidiny nukleovych kyselin, chlorofyl a béznd rostlinnd barviva, jednoduché tuky a
jednoduché nizkomolekularni karboxylové kyseliny. Jsou to latky, které jsou v rostlinach
viceméné vSudyptitomné, Gcastni se zakladnich metabolickych pochodd, tzv. primarniho

rostlinného metabolismu, a pro Zivot rostlin i jinych zivych organismu jsou nezbytné.

1.2.3 Sekundarni metabolity

Sekundarni metabolity jsou slouCeniny vznikajici na zakladé prekurzord
pochazejicich z primarniho metabolismu. Jejich distribuce mezi rostlinnymi ¢eledémi, Casto i
druhy, je pouze limitovand, nejsou pfitomné ubikvitarné (taxonomicka restrikce). Rostlina pro
jejich syntézu vyuziva specializované enzymové systémy, jejich tvorba je oznacovana jako
sekundarni metabolismus. Jejich Gloha v Zivoté rostlin je do zna¢né miry neznama, uvazuje
se o jistych zvyhodnénich v boji o zivot. O jiz odhalenych funkcich sekundéarnich metabolita
se zminime déle.

Vyse zmingna kritéria pro zafazeni latky mezi primarni nebo sekundarni metabolity
maji své limity. Pfirodni latky mohou mit sviij vyznam v primarnim metabolismu (napf.

nekteré strukturné specidlni mastné kyseliny), a soucasné mohou byt vyskytem limitovany na



jednu celed. Nékteré latky mohou byt za sekundarni metabolity oznacovany v podstaté
nepravem, protoze zjisténi jejich ubikvitarnosti brani limity detekénich metod. Takovou
latkou byl naptiklad skvalen, do jisté doby povazovany za sekundarni metabolit vyskytujici se
pouze V jatrech zralok, dnes znamy jako zékladni prekurzor steroidt a vyssich terpenti.

Po izolaci nového sekundarniho metabolitu nastavd v soucasnosti problém s jeho
pojmenovanim. Jeho chemické pojmenovani byva piili§ slozité pro praktické vyuziti, na
druhou stranu takovy chemicky popis struktury piinasi maximum moznych informaci.
V pocatcich fytochemie bylo hojné vyuzivano trivialni pojmenovani. Léatka byla
pojmenovana podle rostlinného druhu, z kterého byla ziskana (alkaloid strychnin - rod
Strychnos, alkaloid atropin — rod Atropa) apod. Bylo vyuZzivano i pojmenovani podle autora
latky (alkaloid peletierin — Pelletier), nebo podle vyznamné vlastnosti izolované latky
(alkaloid morfin — podle boha snéni Morphea, diacetylmorfin — heroin — ,heroické®
analgetikum). Je celkem jasné, Ze i tento systém m4 s nartistajicim po¢tem rtiznych ptirodnich
latek a jejich derivati své limity, proto je v soucasnosti ziejmé nejvyhodnéjsi pouzivat
semitrivialni pojmenovani, piipadné indexovani latek pomoci ¢isel nebo pismen abecedy
(ptikladem muze byt smés azadirachtini A-G nebo ginsenosidit Rb1, Rb2, Rc atd.).

Pro tfidéni a klasifikaci ptirodnich latek je v soucasnosti pouzivany také biosynteticky
systém. Ten vychazi z rozdé€leni latek na skupiny podle biosyntetickych cest a prekurzord,
které jsou pro jejich biosyntézu rostlinou pouzivany. Tento systtm ma ovSem také svoje
limity vyplyvajici z omezenych védomosti o biosyntetickém pivodu nové izolovanych nebo
velmi slozitych molekul. N€kdy také pro biosyntézu neni vyuzivany pouze jeden, ale nékolik
riznych prekurzora pochazejicich zrozdilnych oblasti primarniho metabolismu. Pro
zjednodusSené ucely tohoto textu rozdélime sekundarni metabolity do tii hlavnich skupin: na
1) terpenoidy, 2) alkaloidy a dusikaté slou¢eniny nealkaloidni povahy a 3) fenolické
latky.

1.2.3.1 Terpenoidy

Terpenoidy neboli izoprenoidy jsou obvykle lipofilni slouceniny charakterizované
podle biosyntetického ptivodu jako latky odvozené od 3-methyl-3-butenyldifosfatu nebo 3-
methyl-2-butenyldifosfatu.
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Obr. 1: 3-methyl-3-butenyldifosfat a 3-methyl-2-butenyldifosfat

Nalézany jsou zejména Vv zlaznatych trichomech rostlin, v exsudatech pupenti, v kvétech a
Vv pryskyficich. Po chemické strance jsou to obvykle cyklické nasycené nebo nenasycené (s
riznym stupném saturace) uhlovodiky, rizné oxidované (alkoholy, ketony, apod.). Podle
poctu biosynteticky spojenych 5-ti uhlikovych izoprenoidnich jednotek je délime na
monoterpeny (C10), seskviterpeny (C15), diterpeny (C20) a triterpeny (C30). Jejich

biosynteticky vztah je ve struénosti uveden na nasledujicim obréazku (Obr. 2).

3-methyl-3-butenyldifosfat + 3-methyl-2-butenyldifosfat

=

geranyldifosfat ——> monoterpeny ——> iridoidy

J

farnesyldifosfat —> sesquiterpeny ——> seskviterpenické laktony

J

geranyl-geranyldifosfat triterpenoidy
. limonoidy saponiny
diterpeny kardenolidy fytosteroly
quassinoidy
cucurbitaciny

Obr. 2: Zjednoduseny ptehled jednotlivych tfid terpenoidi a jejich biosynteticky vztah

Pocet 5-ti uhlikovych biosyntetickych jednotek souvisi s tékavosti terpent, latky do 15-20
uhlikt maji pomérné¢ nizkou teplotu varu a jsou Casto zodpovédné za charakteristicky zapach
nebo piijemnou vini. Jak ze skupiny monoterpent, tak ze skupiny seskviterpenii je mozno
vy¢lenit podskupiny latek, takzvané iridoidy a seskviterpenické laktony (s laktonovym
kruhem). Iridoidy patii mezi latky Casto hotké chuti (pouzivané jako amara) nebo latky
slouzici jako prekurzory v biosyntéze alkaloidi. Skupina seskviterpenickych laktona
reprezentovand vice nez 3 000 slouCeninami je obzvlast€¢ vyznamna, typickd pro rostliny

celedi Asteraceae. Mezi diterpeny muzeme najit napiiklad giberelliny, coz jsou rostlinné



rustové hormony, nebo kyseliny tvofici zéklad pryskyfic. Pro triterpenoidni struktury jsou
typické saponiny (latky s pénivymi a hemolytickymi schopnostmi), fytosteroly, kardioaktivni

glykosidy a dalsi.

1.2.3.2 Alkaloidy a dalsi slou¢eniny obsahujici dusik

Alkaloidy jsou pravdépodobné nejznaméjSimi dusikatymi sekunddrnimi metabolity
izolovanymi z rostlin. Pravé alkaloidy jsou organické baze, u kterych je dusik jako soucast
struktury obvykle zabudovany ve form¢ 5-ti nebo 6-ti ¢lenného kruhu. Jejich prekurzorem je
omezena skupina aminokyselin (napt. ornitin, lysin, fenylalanin, tyrosin, tryptofan). Existuji i
dalsi latky velmi piibuzné alkaloidim, tzv. protoalkaloidy a pseudoalkaloidy, které vsak
nespliiuji vSechny vyse popsané nalezitosti, tj. napt. dusik neni soucasti heterocyklu, nebo
jsou to latky tvofené jinymi mechanismy neZz z omezen¢ho pocty aminokyselinovych
prekurzord.

Dalsi skupinou dusikatych ptirodnich latek jsou kyanogenni glykosidy. Jsou to latky
strukturné pomérné odlisné, spoleénym rysem je dusik po hydrolyze uvoliiovany ve formé
nitrilu. Jsou to latky typické napt. pro celed” Rosaceae, jejich dalsi vyskyt je taxonomicky
pomérmn¢ limitovan. Jinou skupinou jsou glukosinolaty, strukturné charakterizovany
pritomnosti dvojné vazby mezi dusikem a uhlikem, pficemZ na dusikovy atom je dale pies
siru vazan cukerny zbytek, obvykle glukosa. Glukosinolaty jsou typické pro rostliny
Brassicaceae a po Castecné hydrolyze a transformaci jsou zodpovédné za typicky Stiplavy
pach a chut’ téchto rostlin (hoicice).

Je tfeba poznamenat, Ze vyskyt dusikatych sekundéarnich metabolitd je taxonomicky
pomérné omezeny. Dusikaté latky navic Casto vznikaji z proteinogennich aminokyselin, takZze
vzdy existuje kompetice o dusik s jinymi biochemickymi procesy, jako je napf. syntéza
proteini. Obvykle jsou také koncentrace sekundarnich dusikatych metabolitd v rostlinach
podstatné nizs§i. Je to dano jejich komplikovanéjSim metabolismem, silnou biologickou
aktivitou (rostlina se nesmi zahubit sama) a také tim, ze koncentrace téchto latek byvaji
Vv zavislosti na rostlinném organu nebo pletivu znacné rozdilné (napf. vyssi koncentrace

v z&sobnich orgénech).
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alkaloidy
R neproteinové aminokyseliny

|~

aminokyseliny _ , .
(tvotici proteiny) —— aminy kyanogenni glykosidy

H \ aldoximy /
peptidy \

glukosinolaty

Obr. 3: Zjednoduseny piehled dusikatych rostlinnych metabolitii a jejich biosynteticky vztah

1.2.3.3 Fenolické slouceniny

Fenolické slouceniny jsou aromatické latky nesouci jednu nebo vice hydroxylovych
skupin (hydroxyl mtize byt i substituovany, napt. methylem nebo cukernym zbytkem).
Biosynteticky jsou tyto latky obvykle zaloZené na tzv. Sikimatové nebo acetitoveé cesté.
Sikimétova cesta zjednodusen& predstavuje metabolismus zaloZeny na tvorbé sedoheptulosy,
jeji transformaci na kyselinu Sikimovou a nasledné fenylalanin. Ten je deaminovan na
kyselinu p-hydroxyskoficovou a zni nasledné vznikd celd tfada fenolickych sloucenin.
Acetatova cesta vede ke vzniku fenoll spojovanim acetatovych jednotek (ve formé malonyl-
CoA) a naslednou cyklizaci. Obé dvé€ tyto biosyntetické cesty se mohou kiiZit a ddvat vznik
kombinovanym fenolickym slouc¢enindm, mezi néz patii napt. flavonoidy. Stru¢né schéma
tvorby a pfemény fenolickych sloucenin najdete na obrazku 4. Rizné tiidy fenolickych latek
se lisi také svoji molekulovou hmotnosti - jednoduché latky typu napt. kyseliny benzoové ve
stovkach, pfes rizné pigmenty typu anthokyanini v jednotkach tisicli, aZ po polymerni
kondenzované tanniny v desitkach tisic daltond.

Mezi typické vlastnosti polyfenoli patii jejich schopnost ionizace. Mnoho

z fenolickych sloucenin (zvlast¢ Sikimatového ptvodu) ma schopnost chelatace s
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dvojmocnymi nebo trojmocnymi kovy. Ne&které anthokyaniny se v rostlinach vyskytuji
Vv chelatech se zelezem nebo hoi¢ikem. Fenolické latky s ortho- nebo para- hydroxylovymi
skupinami se snadno oxiduji na odpovidajici chinony.

Vétsina polyfenoli je potencialné toxicka, proto je rostliny obvykle ukladaji ve
vakuolach ve formé glykosidi nebo sulfatt (slouceniny rozpustné ve vodé). Takovych
glykosidt jedné fenolické latky mohou byt desitky, napt. pro flavonolovy aglykon kvercetin
bylo popsano vice nez 130 riznych glykosidi. Na druhou stranu lipofilni polyfenoly jsou
obvykle vyluCovany na povrch rostliny ve formé riznych exudati nebo jsou lokalizovany
V povrchovych pletivech, pravdépodobné z ditvodl ochrany rostlin pfed poziraci, infekci nebo

vlivem vnéjsiho prostredi.

fenoly
gallotaniny ﬁ
i hydroxybenzoova kyselina
fenylalanin
ﬁ p-hydroxyskoficova kyselina = hydroxykumariny
sikimova kyselina @
p-hydroxycinnamoylalkohol furanokumariny
flavonoidy \
stilbeny
xanthony fenylpropanoidy
isoflavonoidy lignany
katechiny

Obr. 4: Zjednoduseny piehled rostlinnych polyfenolt a jejich biosyntetickych vztahti
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1.3  Funkce rostlinnych sekunddrnich metabolitii

Zjistit pravou funkci sekundarniho metabolismu rostlin bylo a je pomérné obtizné.
Prvnim problémem je rozliSit mezi primarnim a sekundarnim metabolismem. Jest¢ pomérmné
neddvno byla napft. kyselina Sikimova povazovana za sekundarni metabolit japonského stromu
[llicium anisatum (podobny problém se vyskytl napf. u jiz jednou zminovaného skvalenu).
Nékteré latky také mohou svou tlohu hrat jak v primarnim, tak sekundarnim metabolismu.
Ptikladem mohou byt n¢které neproteinogenni aminokyseliny, které slouzi jako ochrana proti
herbivorim a soucasné jako jakysi zdsobni ,,metabolicky pool*“ pro transformaci dusiku.
Takova recyklace dusiku se miize objevit 1 u alkaloidi, je pozorovéana napt. u kofeinu. Dalsi
komplikaci je multifunkénost sekundarnich metabolitd. Napi. kyselina salicylova je
povazovana za jednu ze signdlnich latek produkovanych rostlinami ve stresové situaci.
Soucasné muze u nékterych rostlin (napf. Calla) fungovat jako latka stimulujici produkci
tepla béhem opylovani. Déle je kumulovana v listech riznych vrb (Salix spp.) jako latka proti
poziracim. Navic je produkovana a uvoliovana v Quercus falcata jako latka putisobici
allelopaticky na sousedni rostliny. Ziejmé nejvétsim problémem pii identifikaci funkci
sekundéarnich metabolitl je komplexnost smési, ve kterych se tyto latky vyskytuji. Naptiklad z
Catharanthus roseus, madagaskarského barvinku, bylo izolovano v riznych koncentracich
vice nez 80 alkaloidii. Tékavé smési monoterpenti a seskviterpentl, tzv. silice, byvaji slozené
z desitek az stovek latek, apod. Tato komplexnost miize byt zapfi¢inénd nedokonalym
systétmem biosyntézy, kdy celd fada meziproduktl a vedlejSich produktii doprovézi hlavni
syntetizovany metabolit. Existuji ale i diikazy o tom, Ze akumulace smési latek je pro rostlinu
vyhodnéj§i nez syntéza latky jednotlivé. Typicky toto plati pro rGzné antifungilni,
antibakterialni nebo insekticidni slouceniny. V nasledujicich podkapitolach se budeme

vénovat vybranym zndmym funkcim rostlinnych sekundarnich metaboliti.

1.3.1 Rostlinné riistové hormony

Jednou z pomérn¢ dobie objasnénych funkci sekundarnich metabolitii je kontrola rustu
a vyvoje. Struktury a funkce takovych latek byly analyzovany az v poslednich desitkach let,

protoze tyto slouceniny se vyskytuji ve velmi nizkych mnozstvich a také jejich ucinek je
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detekovan pomoci biologickych testi v mikro az nanomolarnich koncentracich. Vyznam a
funkce jednotlivych rostlinnych hormonti jsou intenzivné zkoumany. V soucasnosti je
popsano 7 skupin rostlinnych hormont zalozenych na ethylenu, kyselin¢ indolyl-3-octové,
gibberellinech, cytokininech, abscisové kyselin€, brassinosteroidech a polyamidech. Pro tyto
latky, s vyjimkou ethylenu, plati, ze se vyskytuji vV riznych strukturnich variantach v riznych
rostlinnych druzich. Casto se nachazeji také v konjugované formé jako jakasi zasobni
slou¢enina, napf. derivaty indolyl-3-octove kyseliny v konjugaci s arabinosou, galaktosou,
glukosou nebo inositolem. Nejrozsahlejsi skupinou rostlinnych hormont jsou gibberelliny.
Kromé¢ latek oznacovanych jako ristové hormony i celd fada dalSich sekundéarnich
metabolitd nepfimo ovliviiuje zivotni pochody rostlin. Nékteré plsobi samostatng, jiné
Vv synergii s rostlinnymi hormony. Nékteré sekundarni metabolity také mohou zasahnout do

biosyntetickych cest, kterymi se syntetizuji, upravuji nebo degraduji pravé rostlinné hormony.

1.3.2 Rostlinné pigmenty a viiné

Barva a viiné kvétl jsou vyznamnym atraktantem pro opylovace (vcely a jiny hmyz,
netopyfi, ptaci). Rizni opylovaci preferuji specifické barvy a viné. Napt. vcely davaji
prednost Zlutym a modrym kvétim (pfitomnost flavonoidu absorbujicich ultrafialové a
viditelné zafeni) a také sladkym piijemnym vinim. Netopyfi, ktefi 1étaji v noci, jsou nejvice
pfitahovani bilymi kvéty s ovocnou a sirnou vini. Tyto vztahy jsou velmi Casto druhové
specifické. Je tfeba poznamenat, ze pigmentl a vini je cela fada, a vyskytuji se vétSinou ve
smé&sich. Napft. anthokyany jako modré a fialové pigmenty, které doprovazi flavonoidy
(Zluté), u Zlutych kvéti je obvykly soucasny vyskyt flavonoidl a karotenoidii apod.

Rostlinné pigmenty a viné nejsou piitomné pouze v kvétech, Casto se nachazeji i
Vv listech nebo plodech. Slozeni takovych pigmentt a vini se vSak 1isi z davodu jiné funkce. U
plodi maji chut' a viin€ bud’ pfildkat pozirae a tim nésledné Sifit rostlinu do okoli, nebo

naopak pozirace odradit, pokud by v jejich travicim traktu mohlo dojit k poskozeni semen.
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1.3.3 Rostlinné odpuzovace byloZravcu

Odpuzovani bylozravcu je v sou¢asné dobé povazovano za jednu z hlavnich funkci
sekundarnich metaboliti. Bylozravci jsou jednim z nejvétSich pfirozenych neptatel rostlin a
jako vysledek ko-evoluce doslo u rostlin v pribéhu ¢asu k vyvoji prostiedkii pro boj
s bylozravci. Rostliny si vyvinuly rtizné techniky jak zabranit konzumaci, véetné akumulace
sekundarnich metaboliti. I bylozravci se pak snazili pfizptsobit a vyvinuly jisté detoxikacni
mechanismy umoziujici limitované spasani.

Sméfovani toxického ucinku muze byt rizné, sekundarni metabolity mohou byt
toxické specificky pro jeden druh, nebo naopak pro vSechny formy Zivota, v€etné¢ matetské
rostliny samotné. Pro zabranéni autotoxicity rostliny se jedovaté slouceniny bud’ vylucuji na
povrch rostlinnych organti, nebo jsou tyto latky ve vazané formé uloZzené ve vakuolach.
Nekdy je také tieba pro toxicky ucinek jisté metabolické aktivace sekundarniho metabolitu,
bud’ enzymatickym aparatem rostliny, nebo v travicim traktu konzumenta.

Produkce sekundarnich metaboliti je casto prudce zvySena V okamziku napadeni
bylozravcem. V klidovém stavu jsou hladiny takovych latek udrzovany na jisté urovni, po
napadeni se biosyntéza aktivuje a koncentrace takovych latek se zvysi i nékolikrat. Tento jev
je typicky zvlasté pro napadeni hmyzem, kde pozirani neni velmi rychlé a rostlina méa na tuto
reakci relativné dlouhy ¢as. Uvazuje se také o tom, ze v okamziku poskozeni rostlinné tkan¢
dojde k uvolnéni jist¢ého mnozstvi t€kavych sekundarnich metabolitd, které stimuluji tvorbu
v okolnich rostlinach. Mize tak dochazet k jistému druhu chemické komunikace.

Nékteré latky nemaji potencidl pozirae pfimo zabit, ale funguji spiSe na principu
odpuzovéni odpornou chuti (pevazné hotké) nebo zapachem. U mnoha sloucenin se toxicky

efekt s odrazujici chuti nebo zdpachem kombinuje.

1.3.4 Rostlinné antifungalni latky

Schopnost rostlin vzdorovat infekcim je déna vznikem a pfitomnosti mnoha
fyzikalnich defenzivnich bariér tvofenych proteiny, lignifikaci, voskovou kutikulou apod.
Vyssi rostliny dale Casto syntetizuji sekundarni metabolity na obranu proti mikrobialnim
infekcim a houbam. Tyto latky jsou €asto vylu€ovany na povrch pletiv, kde inhibuji schopnost

patogent se mnozit, a dale 1 uvnitf pletiv, kde mohou branit Sifeni infekce.
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Je obvyklé, ze takové defenzivni bariéry se nelcastni pouze jedna latka, ale cely
komplex sloucenin. I u téchto latek plati, ze jejich syntéza se muize s napadenim rostliny
patogenem zvySovat, tyto latky se v okamziku napadeni mohou tvofit de novo, nebo Zze
K jejich ucinku je tfeba metabolické aktivace. Tyto latky se také kumuluji v misté infekce.
V okamziku potlaceni infekce také tyto latky obvykle podléhaji metabolizaci, takze uz kratce
po potlaceni infekce jsou jejich koncentrace opét pomérné nizké. Nékdy je cela situace
s detekci takovych latek zkomplikovana také tim, ze i patogen pfi infekci produkuje néjaké
metabolity, které se mohou S§ifit rostlinnymi pletivy. Takové latky, tzv. mykotoxiny, pak
mohou byt toxické nejen pro rostlinu, ale také pro konzumenta, pokud se nachazeji

Vv pojidanych ¢astech (plody, semena).

1.3.5 Rostlinné latky s aktivitou Zivoc¢iSnych hormonii

Objev hmyzich hormont v rostlinnych pletivech byl jednou z nejzajimavéjsich véci
fytochemickych vyzkumii. Pomérné vysokd mnozstvi takzvanych fytoekdysond, steroidnich
hormonti hmyzu, byla nalezend napf. u tisu (Taxus baccata) nebo osladi¢e (Polypodium
vulgare), coz dokazuje, Ze tyto latky jsou rozsifeny i v pomérné piibuzensky vzdalenych
rostlinach. Zarazejici je také vysoka aktivita té€chto latek, které vykazuji az 20x vyssi Gi€innost
nez podobné zooekdysony.

Jinou skupinou jsou tzv. hmyzi juvenilni hormony. Zrostlin byly izolovany
terpenoidni slouceniny schopné mechanismem juvenilniho hormonu zasahovat zejména do
finalni ¢asti pfeméeny.

Dal8i zajimavé propojeni mezi rostlinami a Zzivocichy je moZné najit u latek
S estrogenni aktivitou. Latky hlavné typu stilbent a isoflavonoidii maji tuto aktivitu pomérné

vyznamnou a mohou vyvolat aborty u savct.
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2 Metody izolace rostlinnych sekundarnich metaboliti

V této kapitole budou probrany rtzné fytochemické postupy pro izolaci sekundarnich
metaboliti. Porozuméni metodé a spravny vybér extrakéni a separatni metody je pro
fytochemika dulezitd véc a neméla by byt podceniovana. Nespravnou aplikaci dochézi jak
k ekonomickym, tak ¢asovym ztratdm a zpracovavany material muze byt v nejhorsim piipadé

zcela znehodnocen.

2.1 Zdkladni pristupy a fytochemicka literatura

Prvni véci, kterou fytochemik pted extrakci a separaci musi udélat, je stanovit si, za
jakym ucelem chce sekundarni metabolity z rostlinneho materialu izolovat. Nékdy je tieba
ziskat velkd mnozstvi materialu pro paralelni testy biologické nebo farmakologické aktivity,
pfipadné pro parcidlni syntézu, jindy je tfeba zkoumat extrakt pro jeho pocatecni slibnou
biologickou aktivitu, jindy je nutno ziskat ¢isté latky pro stanoveni struktury nebo provedeni
chemotaxonomické studie. Vzdy je pomérné velky rozdil mezi fytochemickymi pfistupy
k danym témattim a pro kazdy Gcel jsou vhodné jiné postupy.

Jako prvni je tieba provést zhodnoceni materialu podle dostupnych informaci. Nejvice
védomosti obvykle ziskdme studiem specifické fytochemické literatury. Existuje obvykle
pomérné Siroké spektrum prament, které lze zkoumat. V soucasnosti, v dob¢ internetu, je
nejjednodussi vyhledavat literaturu prostiednictvim elektronickych databazi. Zalezi ovSem na
piistupu instituci, které obvykle databaze plati. Web of Knowledge a Scifinder pokryvaji
pomérné Sirokou oblast ¢asopisi, oviem ne vzdy s plnym piistupem k textu. Pro plne texty je
mozno vyuzit Sciencedirect, strdnky casopisit Americké chemické spole¢nosti (acs.pubs.org),
stranky nakladatelstvi Elsevier a nebo Springer-Verlag. Opét ale plati jista omezeni, protoze
ne vSechny zdroje jsou pfistupné volné a informace je tfeba platit. Jednotliva védecka
periodika jsou obvykle tematicky vyhranéna. V oblasti fytochemie vychazi, obvykle mésicné,
nékolik zasadnich periodik. Periodika, ve kterych najdete informace o izolacich a ptipadné
biologickych aktivitach ptirodnich latek: Journal of Natural Products, Phytochemistry, Planta
Medica, Phytochemistry Letters a Fitoterapia. V téchto Casopisech najdete pravdépodobné

v

nejzajimavéjsi informace tykajici se metodologie izolace, identifikace a biologické aktivity, a
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to v experimentalnich sekcich ¢lankt. Zakladni chromatografické separace piirodnich latek
jsou obvykle publikovany v Journal of Chromatography A/B, Journal of Liquid
Chromatography a Chromatographia. Dalsi informace je také mozno nalézt napt. v Journal of
Agricultural and Food Chemistry, Food Chemistry and Toxicology nebo Chemical and
Pharmaceutical Bulletin. Etnofarmakologické vyzkumy publikuje specializovany Journal of
Ethnopharmacology.

Existuje samoziejmé také cela tfada specializovanych monografiii tykajicich se napft.
riuznych biosyntetickych skupin sekundarnich metabolitd. Piikladem mohou byt Modern
Methods of Plant Analysis, Studies in Natural Products Chemistry, Natural Products Reports
a podobné.

Ke studiu literatury je také potieba ptistupovat se zdravou kritikou. Pfesto, ze prace
publikované v literatuie jsou podrobovany pomérné dikladnému recenznimu fizeni, muze se
stat, ze publikované experimenty nebyly popsany dokonale. Proto by data a metody pfijaté
Z literatury nemély byt aplikovany bez ovéfeni na malém mnozstvi vzorku.

Pro izolace z rostlinného materidlu je tedy nutné definovat svuj cil a podle néj se
pokusit vytvofit protokol postupu. Podle mozZnosti je nutné ziskat informace o fyzikélnich a
chemickych vlastnostech potencidlné€ izolovanych latek, a také o tzv. matrici, ktera tyto latky
obsahuje. Je potieba znat polaritu izolovanych latek, coz je klicovy faktor pro extrakce a
rizné chromatografické separace. Je dobré védét o piitomnosti bazickych nebo kyselych
funkénich skupin, coz nam da predstavu o ionizaci latek. Napf. bazické jsou latky diky
ptitomnosti amino-skupiny, a jsou Vv kyselém prostiedi schopné tvofit soli (typické pro
alkaloidy). Dalsi informace, napt. schopnost absorbovat ultrafialové nebo viditelné zateni,
muze byt uzitend pro detekci latek. Je potfeba odhadnout ptfitomnost labilnich funkénich
skupin, které mohou zpisobit nestabilitu a rozklad latek za podminek extrakce a separace.
Rostlinnd matrice, ze které jsou latky izolovany, mize obsahovat nezadouci nebo ruSivé
slozky. Tyto zdkladni a velmi uZitecné informace je mozno peclivym studiem literatury,
aplikaci znalosti organické chemie a zkuSenosti ziskat. Nasledujici schema (Obr. 5) pak
pfedstavuje hierarchii problémi a otdzek, které by méli byt feSeny jeSté pfed samotnym
experimentem. Je nutno stanovit priority podle potieb analyzy. Je tfeba volit mezi
preparativnim nebo pouze analytickym zpracovanim vzorku. Metody vhodné pro kvalitativni
analyzu slozité smési sekundarnich metaboliti nemusi byt dostate¢né ucinné a vhodné pro
izolaci vétstho mnozstvi latek, typickym piikladem mtize byt tenkovrstva chromatografie.
Neékteré metody mohou vyzadovat zatizeni v terénu nedostupné. Rozhodovani o volbé

metody a zpracovani vzorku ovliviiuje troven znalosti o slozeni vzorku, pocet cilovych
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produktd, pozadované mnozstvi, Cistota, vybaveni laboratoie atd. OdliSny piistup vyzaduje
zpracovani vzorku po strance kvantitativni a kvalitativni analyzy, a také potieba rychlého a
rutinniho zpracovani vétSiho poctu vzorkt vyzaduje jiny pfistup nez prace s unikatnim,
obtizné ziskatelnym materidlem uréenym pro izolaci novych slouc¢enin. Pozadovany stupen
a vynaloZenou namahou neexistuje linedrni vztah. Obvykle je pomérné jednoduché zalit se
surovym materidlem a eliminovat z n¢j % az % ,,neCistot”, ale mtze byt problém odstranéni
mensinovych latek pro dosazeni ¢istoty vysledného produktu 99,5 nebo 99,9 %. Stejny vztah
pak je mezi Cistotou a vyslednym mnoZstvim izolované latky. Stejn€ jako chemicka reakce
nema izolace 100% vytézek. Ke ztratim dochazi na vsech Urovnich izolace a pro ziskani
velmi ¢istého produktu je n€kdy nutné obétovat velkou vétsinu zpracovavaného materialu.

Dulezité je také vyzkousSet si postup na malém reprezentativnim mnozstvi vzorku. V pribéhu
experimentu miize dojit k chyb¢, ne vSechny ¢asti experimentu se zdaii tak, jak potfebujeme,

a neuvazené pouziti celého mnozstvi materialu mize zptisobit vyrazné problémy a Skody.

Fytochemicka analyza

M»
Analyticka separace Preparativni separace
/\ /\
Znamé latky Neznamé latky Znamé latky Neznamé latky
Kvantitativni stanoveni Kvalitativni stanoveni Jedna cilova latka nebo vice latek
Jedna cilova latka nebo vice latek Re-izolace/poprveé Typ matrice

Reprodukovatelnost Rychlost Pozadované mnozstvi Pozadované mnozstvi

| \ \ J
Zafizeni a vybaveni Laborator a terén Pozadovana Cistota Nutna vysoka Cistota

i J \

Poget vzorkil Spolehlivost Stabilita

|

Zarizeni a vybaveni

Obr. 5: Dilezité prvky fytochemické analyzy
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2.2 Vybér a priprava rostlinného materidlu

Kazdy typ fytochemického priazkumu vyzaduje urceni strategie pro sbér rostlinného
materidlu. Predpoklada se, ze 20-30 % z 250 000-500 000 druhti rostlin bylo né&jakym
zpisobem podrobeno fytochemickému a farmakologickému vyzkumu. Pfesné informace
nelze ovSem zjistit, a jesté¢ nepresnéjsi jsou udaje o testech rozliénych biologickych aktivit
rostlinnych extraktl. Je to jednak proto, Ze farmaceutické spole¢nosti ¢asto z divodl ochrany
udajii nezvetejiiuji svlj vyzkum, dale také proto, ze pouze ¢ast akademického vyzkumu
dosédhne publikovani. Védecké Casopisy také velmi malo zvefejiiuji Gdaje o re-izolacich
znamych latek z novych zdroji nebo negativni vysledky (zadna nebo mala aktivita v testech
aktivity). Fytochemické a farmakologické databdze jsou na publikovanych pracich zavislé a
znana Cast védeckych vysledkil se tak ke zvefejnéni nedostane. Je proto mozné, Ze mnoho
védeckych instituci marni €as praci na jiz (mozné i opakovan¢) provedenych experimentech.

Klicovou otazkou je proto vybér rostliny. Pro selekci je mozno pouzit mnoho kritérii:
nahodny vybér, vybér na zakladé etnobotanickych nebo chemotaxonomickych informaci,
vybér na zakladé geografickych parametri. VéEtSina vybért rostlin proto vyZaduje spolupraci
botanikl nebo etnobotaniki a fytochemikd a dale ptistupy, které v syntetické chemii nejsou

obvyklé.

2.2.1 Nahodny vybér

Je velmi obtizné provést ndhodny vybér rostlin pro fytochemickou analyzu. Naptiklad
to mize byt zemé pivodu nebo lokalita. Jednou z metod uZzivanych pti fytochemickém
vyzkumu velkych firem je ndhodny vybér rostlin z jednoho prostiedi, vytvotfeni extrakti a pak
jejich podrobeni sérii biologickych testii. V poslednich letech je vénovana zvySena pozornost
napiiklad oblastem deStnych pralesti ohrozenych civilizaci. Tato mista jsou cilem mnoha
bioprospektivnich studii, protoze obsahuji mnoZstvi mizejicich rostlinnych druhG dosud
fytochemicky neprozkoumanych. Rostliny z téchto oblasti jsou vybirany nahodné pro
nedostatek etnobotanickych informaci.

Takovy ndhodny vybér pak potiebuje také velmi Siroké spektrum testi biologické

aktivity. Jednim z pilotnich programti tohoto typu byl screening cytotoxické aktivity
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provadény v USA organizaci NCI (National Cancer Institute). Z tohoto programu vzesly
napiiklad taxol nebo kamptothecin. Statistika tohoto programu pak odhalila, ze
pravdépodobnost odhaleni protinadorového 1é¢iva, které se uplatni na trhu je pfiblizné 1:8000,
v porovnani s 1:10000 u syntetickych latek. Je vSak tfeba poznamenat, ze dal$i programy,

které byly provadény na zakladé nahodného vybéru rostlinnych zdroji, byly ispésné méné.

2.2.2 Vyuziti etnobotanickych informaci

Etnobotanicky vyzkum piinasi celou fadu uziteCnych informaci pro fytochemicky
vyzkum. Tato cesta pfinesla celou fadu Uspécht. Statistické odhady ftikaji, ze okolo tfi Ctvrtin
biologicky aktivnich ptirodnich latek bylo objeveno pomoci etnobotanického vyzkumu. Je
zajimavé, ze identifikovany biologicky uc¢inek neni vzdy ve shodé s plvodnim
etnobotanickym pouzitim rostliny. Napiiklad Catharanthus roseus byl ptivodné studovan pro
antidiabetickou aktivitu a z n&j izolované slou¢eniny vinkristin a vinblastin jsou v sou¢asnosti
pouzivany jako protinadorova léciva.

Etnobotanické vyzkumy zahrnuji téi hlavni kroky: 1. je nutno ziskat zakladni informace
od ptvodnich uzivatelu rostlin, 2. tyto informace museji byt kriticky posouzeny kvili
identifikaci a zjisténi intenzity potencidlnich aktivit, 3. posledni faze zahrnuje sbér rostlin,
nasledujici izolaci latek a testovani jejich biologické aktivity.

Shromazd’ovani etnobotanickych informaci a jejich posouzeni je komplexni proces. Pro
malé organizace nebo univerzitni tymy je Casto piili§ nakladny. Je tieba financovat botaniky,
etnobotaniky, vyzkum v terénu, a to po pomémné dlouhou dobu nutnou ke shromazdéni
informaci. Teprve poté mohou pfijit na fadu fytochemici a farmakologové.

Shromazd’'ovani informaci je komplikované a kvalita informaci zavisi na mnoha
faktorech. Napftiklad zavisi na véku poskytovatele, osobni zkuSenosti, vzdélani a podobné. Je
potieba také zvolit né&jaké kritérium, které oznali rostlinu za biologicky aktivni. Jako
zajimavé ,,markery* biologické aktivity byly oznaceny naptiklad antifungélni aktivita nebo
antiviralni aktivita. DalSim problémem je etnobotanicky zpiisob pouziti, naptiklad vodné
extrakty rostlin Casto vykazuji jistou antivirdlni aktivitu (pfitomnost polyfenolil), ale tato
aktivita neni selektivni a extrakty se nehodi pro vyvoj l1ékd. Mnoho spolecnosti proto

Vv soucasnosti provadi riizné predseparacni kroky s cilem odstranit takové nespecificky aktivni

polyfenoly.
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2.2.3 VyuZiti chemotaxonomickych informaci

Chemotaxonomie vyuziva sekundarni metabolity kvyzkumu a potvrzeni
fylogenetického piibuzenstvi rostlin. Diverzita v produkci sekundarnich metabolitl souvisi
s postavenim rostliny v rostlinné fisi. Znalost o zafazeni rostliny do rodu nebo ¢eledi mtize
pomoci piedpovédét spektrum latek, které by z rostliny mohly byt izolovany. Fytochemické
studie vSak ukazaly, Ze nékteré latky jsou ptitomné i1 v nékolika rodech nebo celedich.

Taxonomické informace jsou pak uzite¢né v ptipadé, ze z jedné rostliny byla izolovéana
zajimava bioaktivni latka, a dalsi pfibuzné rostliny mohou poskytnout vice aktivni analogy.
Pro farmaceutické spole¢nosti je typické, Ze aktivni latka je okamzité poskytnuta organickym
chemikim pro syntézu aktivnéjSich obmén. Mize byt uc¢inngjsi a levnéjsi pfed syntézou

podrobit extrakty intenzivni chromatografické separaci a pokusit se derivaty latky izolovat.

2.2.4 Sbér a susSeni

Je velky rozdil mezi sbérem jednotlivych rostlin pro vyzkumné ucely a sbérem ve
velkém pro vyuziti ve fytoterapii. Pro zékladni fytochemicky vyzkum je tfeba podstatné
mensi mnozstvi materidlu, obvykly je zvlasté v prvnich fazich vyzkumu volny sbér v ptirode¢.

Pro fytoterapeutické pouziti jsou v soucasnosti 1é¢ivé rostliny kulturné péstovany. Je to
vyhodngjsi z hlediska vytéznosti produkce a také standardnosti obsahu sekundarnich
metabolitl. Pro péstovani rostlin je potfeba postupovat uvazené: spravné vybrat pozemek,
péstovany kultivar a dobu sbéru. Jsou péstovany zejména kultivary s vysokou odolnosti proti
plisnim, $kidctim, mrazu, suchu a podobné. Hlavni roli zde hraji ekonomické aspekty
péstovani.

Doba sbéru hraje v obsahu sekundarnich metabolitli vyznamnou ulohu. Koncentrace
sekundarnich metabolitlh se méni béhem ro¢niho obdobi, béhem Zivotnich period rostliny 1
béhem denniho cyklu. Piikladem muize byt obsah mentolu v mate, ktery je vyssi ve starSich
rostlinach, zatimco mladsi rostliny obsahuji spiSe prekurzory. Napt. kaftr se ziskava az ze 40-ti
letych stromil. V pribéhu roku obsah latek také kolisd. Podzemni ¢ésti sbirame obvykle na
podzim, semena a plody v dobé zralosti, jiné nadzemni ¢asti rostlin v dobé kvétu. Variabilita
obsahu latek v rostlinach zalezi na stiidani svétla a tmy, na teploté a na vlhkosti.

Jak pro terapeutické pouziti, tak pro vyzkum je tieba respektovat jisté zasady sbéru a

zpracovani materialu. Cerstvé rostliny jsou ve fytoterapii pouZivany z praktickych divodd
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vyjimecné, obvykle v homeopatii. Nékdy jsou Cerstvé rostliny pouzivany pro ptimou piipravu
extraktli z divodii vysoké energetické narocnosti suseni. Ve vyzkumu je pouziti Cerstvého
materidl zbavime vody, zabranime metabolickym procesiim, které by mohly vést ke
znehodnoceni obsahovych latek. SuSeny material je dale nenachylny k invazi mikroorganismii
a plisni. Spravné suseni zanecha obsahové latky v nezménéném mnozstvi. Pii konzervaci je
tieba postupovat diirazné a rychle. Primarni je zastaveni metabolickych pochodli v materidlu
kvili nezadoucim zménam obsahovych latek. To je provedeno plsobenim par ethanolu na
materidl, piipadné zmrazenim. V nékterych piipadech se takové zastaveni metabolismu
neprovadi, protoze dochazi k tzv. postmortalni syntéze. Zadouci latky vznikaji az po sbéru
materialu, napf. fermentaci. Pfikladem jsou naprstnik, nebo Cerny ¢aj. Pokud je rostlinny
materidl nutno néjakym zplsobem konzervovat, obvykle se to provadi suSenim nebo

specialné lyofilizaci.
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3 Rozklad latek a tvorba artefaktu

Jednim z problému, které fytochemiky doprovazeji, je rozklad sekundarnich metabolitd
a formovani tzv. artefakti. Artefakt je definovany jako slouCenina, ktera byla izolovana
a identifikovéna, ale kterd v originalnim materialu nebyla pfitomna nebo byla pfitomna pouze
ve stopovych mnozstvich. Svym zplisobem kazdy proces, ke kterému dochdzi po sbéru
materialu (tzn. jak vnitini — metabolismus rostlin, tak vné&jsi — extrakce, separace, analyza),
muze prispét k tvorb¢ artefaktii. Podle toho je mozno rozlisit riizné typy artefakti:

1. Dobte definované artefakty vznikajici chemickou konverzi, jako napt. hydrolyzou,
oxidaci, dehydrataci, isomerizaci nebo cyklizaci latek puvodné ptitomnych v rostlinném
materidlu spontdnné bez piicinéni pouzitych chemikalii. Zde je pomérné obtizné latky mezi
artefakty zatadit, vznikaji v podstaté okamzité po sbéru a uz pti nejjednodussim zpracovani.

2. Dobfe definované artefakty vznikajici reakci genuinnich (ptivodnich) latek
S materidlem pouzitym pii zpracovani rostliny (napf. reakce rozpoustédel nebo necistot
ptitomnych v chromatografickém médiu). Pokud jsou tyto latky popsany, obvykle je pomérné
snadné je zafadit mezi artefakty. Piikladem je tfeba reakce terciarnich amint
s dichlorethanem. Jinym piikladem je tvorba chamazulenu ze seskviterpenickych laktont pfi
destilaci kvéta hefmanku s vodni parou.

3. Casto je mozno identifikovat cizi latky ,,zavle¢ené” do materialu ziskaného z rostliny
béhem extrakci nebo separaci (necistoty z pouzitych rozpoustédel a chromatografického
materialu), kontaminace houbami, plisnémi nebo jinymi mikroorganismy.

4. Spatné charakterizovatelné artefakty typu polymerd vznikajici fotodegradaci, oxidaci
nebo termalni degradaci. Jsou obvykle polarni povahy a tmavé barvy, nerozpustné
Vv organickych rozpoustédlech nebo ve vod¢, €asto snizujici vytéZnost chromatografickych
separaci.

V materidlu se samoziejm¢ mohou vyskytovat vSechny typy vySe popsanych artefakt
souCasn€é, coz jejich identifikaci ztéZzuje. Proto je tfeba béhem veSkerého zpracovani
rostlinného materidlu, separace latek a analyzy dbat na opatrnost, pokud moZno neuzivat
agresivni postupy, pouzivat re-destilovana rozpoustédla a kvalitni chromatograficke sorbenty.
Material je tieba skladovat v temnu a chladu (pokud mozno v lednici). V ptipadé¢, ze dojde
k izolaci ,,podezielé” latky (chemotaxonomicky neobvykla sloucenina, slozita latka v malém
mnozstvi apod.), je tfeba pokusit se proces izolace opakovat jinym zpisobem pro potvrzeni

vysledku, a provértit vSechny postupy veetné identifikace materialu.
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4 Extrakce

4.1.1 Uvod

Pouze velmi vzacné mohou byt rostliny analyzovany z hlediska obsahovych latek ptfimo
bez né&jaké separacni nebo extrakéni metody, ktera by tyto latky izolovala. Muze se stat, ze
obsahova latka ve velké koncentraci krystalizuje napi. pfimo z n¢jaké rostlinné pryskyfice
nebo jiného exudatu, ale to je pomérné¢ vzacny ptipad. Je obvyklé, ze je tieba nejméné
jednoho kroku extrakce a nasledné purifikace (pfecisténi vzorku pied vlastni analyzou).
Extrakce slouzi jednak kizolaci sekundarnich latek, které chceme analyzovat, od
vysokomolekularniho balastu, ktery tvoii vét§inu matrice rostlinného materialu, a nasleduje
obvykle separace cilové slouc¢eniny od nizkomolekularnich primérnich a sekundérnich
metabolitd, které by v dalSich krocich rusily analyzu. Balastni latky jsou tvofeny smési
celulosy, hemicelulosy, ligninu apod. a obvykle tvofi vétSinu suSiny ziskané zpracovanim
rostlinného materidlu. Tyto obvykle nejsou v extrakénich mediich rozpustné. Mezi rozpustny
balast patii rtizné primarni metabolity, chlorofyl, pektin, Skrob, glykoproteiny a soli. Podil
sekundarnich metabolitd na rostlinném materidlu obvykle neni vétsi nez 10 %, ale
samoziejmé zavisi na rostlinném druhu a ¢asti rostliny.

Sekundarni latky jsou v rostlinach obvykle riznym zptsobem vazany nebo je jejich
pritomnost maskovana, a to extrakéni procedury ztézuje. Interakci mezi sekundarnimi
metabolity a rostlinnym materidlem mizZzeme nazyvat ,,matrix* efekt a ten mize byt tvofen jak
chemickymi, tak fyzikalnimi bariérami. Pokud chceme sekundarni metabolity z rostliny
uspés$né extrahovat, musime vazby v matrici rostliny pierusit a bariéry prekonat. Ptikladem
poruseni matrix efektu muize byt extrakce alkaloidu strychninu ze semen Strychnos nux-
vomica. Semena této rostliny jsou velmi tvrda a pokrytd trichomy s voskovitou kutikulou.
Alkaloidy jako strychnin je moZno lehce extrahovat zfedénou kyselinou sirovou, ale toto
medium se nedostane do velmi hutnych a tvrdych semen, navic voskovita kutikula a vysoky
obsah tuku zabrani proniknuti do materialu. Proto je nutno nejprve rozrusit fyzikalni bariéru
rozdrcenim semen, a pak odtu¢nénim, napi. petroletherem nebo hexanem. Po téchto
procedurach uz miizeme aplikovat ziedénou kyselinu sirovou pro pomérn¢ selektivni extrakci
alkaloidl. Velka ¢ast rusivych lipofilnich sloucenin ptejde do nepolarniho hexanu, kyselina

sirova jako velmi hydrofilni medium extrahuje alkaloidy a dalSi ¢ast stfedné polarnich latek
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zustane v rozdrcenych semenech. Pokud je nésledné potfeba, je tyto latky mozno
vyextrahovat methanolem nebo ethyl-acetatem.

V prvni fazi extrakéniho procesu se rozpusti pomérné rychle volné molekuly
sekundarnich latek. Jsou to ty, které jsou na povrchu nebo blizko povrchu materialu, kam
rozpoustédlo snadno pronikne. V dalsi fazi uz je tieba, aby rozpoustédlo proniklo hluboko do
materidlu a aby doSlo krozruSeni fyzikalné-chemické bariéry blokujici uvolnéni latek
(prolomeni matrix efektu). Rozpoustédlo mlize extrakci usnadnit riznymi zplsoby. Miize
dojit k nabobtnani materialu, zvétSeni port a usnadnéni prachodu latek. Ve tieti fazi pak uz
pouze dochazi k rozpousténi latek v extrakénim médiu a limitujicim faktorem je pouze difuze.
Matrix efekt a proces difuze vyrazné ovliviiuji vytéznost extrakce. Difuzi Ize popsat pomoci |.
Fickova difuzniho zakona:

dn/dt = -(DxA/h) x (co-C) Q)
dn/dt.......... zména latkového mnozstvi za ¢asovou jednotku (rychlost difiize)
Doveiiininn, difuzni koeficient

A difGzni plocha

PO tloustka difuzni vrstvy

(CoC)evvnnnnnnn. koncentra¢ni spad

Vsechny parametry difUzniho procesu lze n&jakym zptisobem ovlivnit. Cilem je co
nejvetsi presun hmoty za co nejmensi casovou jednotku.
Rychlost diflze je samoziejmé ovlivnéna také rozpustnosti extrahovanych latek

V pouzitém rozpoustédle.
4.1.1.1 Difazni koeficient

Difazni koeficient je zavisly na charakteru extrahovanych latek a na charakteru
extrakéniho média (rozpoustédla). Spravnou volbou extrakéniho média lze vytéZnost extrakce

vyrazné vylepsit. Dals§i parametr vyznamné ovliviwyjici difuzni koeficient je teplota. S rostouci

teplotou difazni koeficient roste a diflze se tak zrychluje.
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4.1.1.2 Difuizni plocha

Plocha, na které probiha difuze, by méla byt co nejvétsi. Plochu nejvice ovlivnime
rozdrobenim drogy na co nejmensi kousky. Cim vé&t§i stupent rozdrobeni tim vét§i povrch
drogy je pristupny procesu extrakce. Stupel rozdrobeni je mozno méfit podle pouzité
soustavy sit, u kterych jsou rozméry ok siti definovany Iékopisem.

Pravidlo, Ze nejjemnéjsi c¢astice jsou nejvhodnéjsi pro extrakci, neplati Uplné.
V okamziku, kdy je material rozpraSkovany na jemny prach, dojde pii dispergovani
v extrakénim mediu k sedimentaci a paradoxné k tvorbé jakéhosi bahna, kterym opét
rozpoustédlo pronikd nesnadno. Velmi jemné Castice také rychle ucpou filtry pfi odebirani
extraktu. Je proto tfeba stupen rozdrobeni a velikost ¢astic volit kompromisné, v zavislosti na

dalsich extrak¢nich parametrech.

4.1.1.3 Tloustka difuzni vrstvy a koncentraéni spad

Cim mensi diflzni vrstva, tim rychlejsi diftize. Velikost difGizni vrstvy je mozno
zmen§it rozdrobnénim materialu. Koncentra¢ni spad naopak musi byt pro rychlou difdzi a tim
i extrakci co nejvétsi. V praxi ho mizeme ovlivnit velmi jednoduse, a to michanim. Pohyb
extrakéniho media vic¢i materialu rozrusi difuzni vrstvu, koncentra¢ni gradient se zvysi a
difGze, a tim i extrakce, se urychli. Béhem extrakce klesa koncentrace latek v extrahovaném
materidlu, a roste jejich koncentrace v extraktu, ¢imz dochazi ke snizeni koncentra¢niho
gradientu. Tento jev lze pozorovat hlavné u tzv. periodickych extrakénich metod (jako je
macerace) a lze ho fesit vyuzitim semi-kontinudlnich nebo kontinualnich metod, jak bude

popsano dale.

4.1.2 Typy extrakce

V principu je mozno pouzit 4 extrakéni média: 1. kapaliny, 2. plyny, 3. vodni paru a 4.
superkritické kapaliny. V soucasnosti do popiedi vstupuje jesté pata moznost, a to je tzv.
extrakce pevnou fazi. Prvni dva typy a svym zpisobem i extrakce pevnou fazi vyuzivaji

V podstaté skuteéného fyzikéalniho principu rozpousténi, para a plyny jsou vyuzivany spise
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jako nosné nebo hnaci plyny kextrakci a transportu tékavych slozek materialu. Kazdé
Z pouzivanych extrakénich médii mé své vyhody a nevyhody a pouzivd se za riznych
podminek, které je tfeba spravné zvolit. Technicky miizeme odlisit né¢kolik typli extrakci.
Podle vztahu extrahovaného materialu a rozpoustédla délime extrakce na periodické a
kontinualni.

Dalsi ¢asti textu se budou zabyvat jednotlivymi typy extrakce véetné popisu typickych

ptikladti pouziti.

4.1.3 Extrakce kapalinou

Extrakce kapalinami jsou ziejmé nejbéznéjSimi pouzivanymi technikami. Extrakce
kapalinami Ize podle uc¢elu rozdélit na dva zpisoby: 1. UpIna extrakce, 2. selektivni extrakce.
Uplné extrakce je vyuZivana k ziskani pokud mozno viech extraktivnich latek z materialu bez
ohledu na jejich chemicky charakter nebo biologickou aktivitu. Obvykle se zde snazime
dosahnout celkového maximalniho vytézku. Selektivni extrakce na rozdil od totalni nedokéaze
extrahovat maximalni mnozstvi latek, ziskdme uzsi, jistym zpisobem ohrani¢enou skupinu
latek. Extrakéni médium zde dokéaze rozpoustét pouze uzkou skupinu latek a tim ziskdme bud’
pouze cilové analyty, nebo pouze nelistoty, které chceme z materidlu odstranit. Typickym
ptikladem takového selektivniho pfistupu je uz diive zminovana extrakce strychninu, kde
nejprve selektivné extrahujeme lipofilni tuky a vosky (odstranime bariéry) a teprve nasledné
opét selektivné extrahujeme alkaloidy ziedénou kyselinou sirovou. Jinym piikladem je
odstranéni velkych mnozZstvi chlorofylu pfi extrakci nadzemnich ¢asti rostlin.

Pro vybér tzv. Uplného nebo selektivniho extrakéniho média existuje jednoduché
chemické pravidlo: podobné se rozpousti v podobném. U extrakci organickych latek, jako
jsou sekundarni metabolity, obvykle vybirame z pomérné omezeného mnozstvi rozpoustédel,
které jsou podle své polarity sestupné nebo vzestupné sefazeny v takzvané eluotropni fad¢.
Eluotropni fada pfedstavuje rozpoustédla sefazena podle vzestupné polarity. Nepolarni
rozpoustédla jsou predstavovana predevsim jednoduchymi alkany (heptan, hexan), pokracuje
pies chlorované uhlovodiky (chloroform, dichlorethan), a dale pies polarnéjsi rozpoustédla,
jako je aceton a ethyl-acetat. Na polarnim konci eluotropni fady jsou pak alkoholy (ethanol,
methanol) a voda. Plati, ze polarni (hydrofilni) latky se dobfe rozpousti v polarnich
rozpoustédlech, nepolarni (lipofilni) latky v nepolérnich rozpoustédlech. Hlavnim voditkem

pro vybér je pak selektivita rozpoustédla. Pro tzv. totalni extrakci vybirame rozpoustédla
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z polarniho konce eluotropni fady, obvykle jsou to vodné roztoky methanolu nebo ethanolu
(70-80%). Tato rozpoustédla jsou velmi ,,silna“, extrahuji rychle a snadno v podstaté latky jak
polarni, tak nepolarni, z toho ale vyplyva jejich mald selektivita. U selektivni extrakce
postupujeme od nepolarniho konce eluotropni fady, kde jsou hlavné rtzné nasycené
uhlovodiky. Tyto latky extrahuji selektivné pouze latky nepolarni, tato rozpoustédla maji tedy
vysokou selektivitu, ale efektivita extrakce je podstatné nizsi. Plati tedy, Ze schopnost
rozpoustédla efektivné extrahovat roste od nepolarniho k polarnimu, zatimco selektivita klesa.
Pomérny skok smérem k vétsi selektivité je znovu vidét mezi methanolem a vodou. Pro vybér
nejvhodnéjsiho rozpoustédla pak obvykle plati jisty kompromis, je tfeba vybrat rozpoustédlo,
které je dostatecné silné, avSak nerozpousti kromé cilové latky priliS$ mnoho necistot, tedy je

dostate¢né selektivni.

4.1.3.1 Periodické extrakce

Periodicka extrakce je nejjednodussi, co se tyka provedeni a technického vybaveni.
Provadi se v dobfe uzavienych nadobach minimalizujicich ztraty extrakéniho média odparem,
pokud mozno chranénych pted svétlem. Jednorazova vsadka materialu se extrahuje danym
mnozstvim extrakéniho ¢inidla po uréitou dobu. Tento typ se nazyva macerace. Cas extrakce
se podle potfeby muze liSit od desitek minut po hodiny az dny. Je moZzno ménit i dalsi
parametry, napf. pomér extrahovaného materidlu a vyluhovadla (obvykle 1:10), existuje
moznost michani, mozné je meénit teplotu. Vytézek extrakce ovliviiuje také obsah vody
v extrahovaném materialu. Typickym ptikladem macerace a také moznosti ovlivnit tento
pochod je ptiprava Caje.

Maceraci je také mozno opakovat. Po urcité dobé (obvykle 24 hodin) extrakt odebereme
a doddme vsaddku nového rozpoustédla. Timto postupem vyrazn€ zvySime koncentracni
gradient a extrakci urychlime. Obvykle postup opakujeme tikrat nebo tolikrat, dokud vybrana
detekéni metoda ukaze nepfitomnost cilové extrahované latky v extraktu.

Pokud maceraci provedeme za zvysené teploty, nazyva se digesce. ZvySenim teploty
extrakci obvykle zkratime na desitky minut, ale snizime tim selektivitu. Pfi laboratorni teploté
neni nutno obavat se ztraty termolabilnich sloucenin.

Hlavni vyhody macerace jsou: velmi jednoduchd a levnd metoda, nendro¢na na

laboratorni vybaveni, v pfipadé¢ kvalitniho nastaveni procesu a dobré volbé rozpoustédla
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pomeérne ucinnd a selektivni. Nevyhodou je urcita casova narocnost, a nizsi u¢innost oproti

dal$im metodam (pokud nevyuzijeme trvalého michéni nebo zahiivani).

4.1.3.2 Kontinualni extrakce

Kontinualni extrakce je takova, pii které do extraktoru vlozime jednorazovou davku
extrahovaného materialu, a néasledn¢ kontinualné dodavame neustdle Cerstvé rozpoustédlo.
Typickym piikladem muze byt perkolace nebo Soxhletiv extraktor.

Perkolator je obvykle sklenéna nebo kovova trubice, v dolni ¢asti s vypusti uzavienou
kohoutem. Tato trubice se naplni extrahovanym materiadlem a material se necha nékolik dni
nasytit pouzitym extrakénim médiem (dojde kuvolnéni vzduchovych bublin a
,homogenizaci“ materidlu). Shora se pak dodava rozpoustédlo, které vlivem gravitace
materidlem prochdzi a extrahuje. Extrakce se provadi tak dlouho, dokud zvolena detekéni
analytickd metoda ukazuje pritomnost cilovych latek ve vytékajicim extraktu. U této metody
je mozno po ukonceni extrakce jednim rozpousStédlem material vysusit a pokraCovat dalsim
rozpoustédlem. Piikladem jednoduchého perkolatoru je piekapavac kavy. Vyhodou této
metody je moznost kompletni extrakce a Setrnost této techniky k extrahovanym latkédm.
Extraktor v§ak musi byt pod dohledem pracovnika, extrakce je pomérné pomala a je tfeba
velkych objemt extrak¢éniho ¢inidla.

Jinou variantou kontinudlni extrakce je Soxhletiv extraktor. Je to jednoducha
laboratorni pomiticka vyuZivajici opakovanou re-destilaci extrakéniho media a jeho
kontinualni piisun k jednordzové vsadce extrahovaného materidlu v uzavieném systému.
Schéma Soxhletova extraktoru najdete na obrazku 6. Extrahovany material je vkladan do
extrakéni patrony (papirova nebo sklenéna s fritou v dolni casti). Extrakéni médium se
zahtiva a ve form¢ par prochdzi trubici do chladice, kde se kondenzuje a sték4 na extrahovany
material. Po pfeplnéni extrakéni komory extrakt stéka zpét do varné banky, kde se odpafenim
zkoncentruje. Tento proces se V podstaté kontinualné opakuje po libovolné dlouhou dobu.
Tato metoda méa opét svoje vyhody a nevyhody. Vyhodou je jistd moZnost automatizace
systému, pouziti pomé&rné malych objemu extrakéniho media a tim ziskani koncentrovanych
extraktl. Extrakce mtZe byt velmi diikladnd a kvantitativni. Nevyhodou je nutnost zahtivani a
chlazeni, moznost termalni dekompozice extrahovanych latek a limity v mnozstvi

zpracovavané drogy (extraktor ma omezeny objem).
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V soucasnosti jsou do praxe zavadény také automatické extraktory typu perkolatoru,
které obsahuji né&kolik ocelovych patron, v kterych je mozno extrahovat pod tlakem za
zvySené teploty, coz umoziuje extrakci urychlit a zvysit vytézky. Spotteba rozpoustédel se

také vyrazn¢ snizuje.

ey <« Vystup vody z chladice
o
( 1‘
\ |
Y ‘
(L
\ «— Vstup vody do chladice
LT
—
I
VN
Komora s patronou obsahujici ___ f I N .
extrahovany material H H‘- Systém prepadovych trubek
|
E <«— Pfivod par rozpoustédia
."v ® \; <«—— Barika pro zahfivani extrakcniho media

Obr. 6: Soxhletav extraktor

4.1.4 Superkriticka fluidni extrakce (SFE)

Superkriticka fluidni extrakce je rychle se rozvijejici moderni metoda ptipravy
rostlinnych extraktll vyuZzivajici vlastnosti tzv. superkritickych kapalin. Superkritické kapaliny
jsou média s vlastnostmi jak kapalin, tak plynt. Vznikaji za takovych tlakt a teplot, kdyz tyto
prekroci tzv. kritické hodnoty. Pro CO», coz je zfejmé nejpouzivanéjsi superkritické médium,
plati kriticka teplota t; = 31 °C a tlak p. = 73 atmosfér. Superkritické tekutiny maji nékteré
vlastnosti blizici se plynim a nékteré kapalinam. Jako kapaliny maji podobnou hustotu (o
néco niz8i) a schopnost solvatace, tudiz schopnost rozpoustét. Difuzni koeficient vSak maji

blizky plynim, coz umoziiuje rychly piestup hmoty. Viskozita a povrchové napéti je
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podstatné niz8$i nez u kapaliny, coz vede k dobrému prostupu extrahovanym materialem.
Zuvedeného vyplyva, Ze superkritickd média kombinuji to nejlepsi z vlastnosti plyni a
kapalin pro rychlou a efektivni extrakci. V minulosti byla tato metoda pouzitelna spise
prumyslové, ve velkych objemech, v soucasnosti expanduje V mensim provedeni i do
fytochemickych laboratofi.

Zatizeni pro SFE je mozno schematicky popsat nésledujicim zpisobem (Obr. 7). Ze
zasobniku (tlakové nadoby) je pfivadéno extrakéni médium do prostoru extrakce, kde se
zahiiva a stlacuje na nadkritické hodnoty. Dale se piivadi do extrakéni nddoby, kde je
V patroné vlozeny extrahovany material. Extrahovany materidl se vklada samostatné, nebo
mize byt smichany s inertnim materidlem pro lepsi prostupnost a zvySeni extrakéniho
povrchu. Zde se mize také dodavat methanol pro zvyseni polarity extrakéniho média.
V extrak¢éni nddobé je udrZzovan vysoky tlak a teplota podle pozadavki (obvykle 35-150 °C a
120-680 atm). Zde dochazi k vlastni extrakci. Extrakce muze byt staticka nebo dynamicka.
Statické je podobna maceraci (jednorézovéa vsadka materialu i média). Dynamicka je podobnéa
perkolaci (jednorazova vsadka materialu a kontinualni dodévani ¢erstvého extrakéniho média
sneustalym odvodem extraktu). Extrakéni médium v superkritickém stavu, obohacené
extrahovanymi latkami, v pietlaku fizené unika z cely tzv. restriktorem. Restriktor je tenka
kapilara o rizné délce, kterd slouzi v podstaté jako jednoduchy tlakovy ventil umoziujici
expanzi superkritického média do atmosférického tlaku. Restriktorem extrakt proudi za
postupného snizovani tlaku do sbérné nadoby. Pokud superkritické médium za poklesu tlaku
expanduje, prudce se ochlazuje a ztraci svoje extrakéni schopnosti. Na konci restriktoru uz
vychazi ochlazeny kapalny nebo plynny CO; (podle délky a priméru restriktoru) a smés
extrahovanych latek oddélen€. V zachytné nadobé je obvykle n¢jaké médium, kterym CO; S
latkami probublava, latky se zde zachytavaji a CO, unika. Pro zachyceni vyextrahovanych
latek muze byt pouzito i pevné médium a tak je SFE kombinovana s SPE (solid phase
extraction, bude popsano dale). V pramyslovych provozech nebo u dokonalejSich zafizeni se
superkriticky CO, necha expandovat jen na urCitou troven, a nasledné se recykluje, protoze

nejveétsi provozni naklady predstavuje jeho opétovné ziskani a stlaceni do nadkritického stavu.
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Obr.7: Schematicky nékres zatizeni pro SFE

Z vyse popsanych charakteristik 1ze pochopit konkrétni vyhody SFE oproti klasickym
extrakénim metodam (protoze pro superkritické extrakce se ve fytochemii nejcastéji pouziva
CO,, bude se nésledujici popis vztahovat k nému). SFE je rychla, a pokud pouziva CO,, je
velmi Setrnd k Zivotnimu prostiedi. Pfi pouZiti definovanych podminek je také pomérné
selektivni. Je to dano hlavné tim, ze zménou tlaku a teploty za nadkritickymi hodnotami se
méni hustota a tim také solvatace a dle polarity analyti schopnost rozpou$tét. Zménami tlaku
a teploty tak miizeme smés latek selektivné extrahovat. CO; je nekorozivni a levny. Jsou zde
samoziejme 1 jisté nevyhody. Schopnost CO; rozpoustét je sama o sobé pomérné nizka. Jako
nepolarni latka CO, dokaze rozpoustét pouze nepolarni sekundarni metabolity, jako jsou
vosky, tuky, silice, triterpeny a podobné. Polarita superkritického CO; se da zvysit ptidavkem
polarniho rozpoustédla, jako je bezvody methanol, do extrakéni smési. Tim se ovSem ztrati
jedna z vyhod metody, a to je nepouzivani klasickych rozpoustédel. Problémy pii extrakci
mohou nastat, pokud je v materialu pfitomno skuteéné¢ velké mnozstvi nezadoucich
nepolarnich latek, jako napiiklad v listech chlorofyl. Tyto latky jsou extrahovany spolu
s analyty, metoda se pak stava neselektivni. Nevyhodou metody je také pomérné vysoka cena
Vv laboratornim zafizeni pro SFE mozno zpracovavat pouze omezena mnoZzstvi materialu.

Proces SF extrakce je mozno kontrolovat podobné jako jiné extrakce pomoci riznych
analytickych metod jako jsou TLC nebo HPLC s UV/Vis nebo jinou detekci.
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Piikladi pouziti SFE je cela fada. Vyhodna je hlavné netoxicita, ekologicka
nezévadnost a Setrnost metody. Pfi pouziti CO; nezlistavaji zadna rezidua ohrozujici ¢lovéka
nebo Zivotni prostiedi. Proto tato metoda ziskala Siroké vyuziti v potravindiském pramyslu,
ve farmacii a kosmetickém primyslu a viibec pii vyrobé produktt, které n¢jakym zptisobem
prichazeji do piimého styku s clovékem. Vlastnosti CO, jako nepoldrniho rozpoustédla
metodu predurcily k extrakci nepolarnich latek. Pomoci SFE se extrahuji hoiké latky z chmele
(Humulus lupulus) jak pro pivovarnické ucely, tak pro farmacii, vyradbi se bezkofeinova kava
(a zaroven produkuje kofein), extrahuji se vonné a chutové vyrazné silice pro aromaterapii,
extrakty kofeni a podobné. Co se tyka dalSich pfirodnich latek, SFE se pouZziva napf. pro
ziskani gingkolidi z Gingko biloba, lignanti Schisandra chinensis, flavonoidi, nékterych

kumarinu a katechinu.

4.1.5 Destilace s vodni parou

Destilace s vodni parou je jednou ze starSich extrakénich technik. Je to metoda velmi
selektivni a jednoducha pro ziskavani ve vod€ nerozpustnych latek nepolarniho charakteru. Je
mozno ji vyuzZit pro ruzny rostlinny material. Selektivita metody je dana tim, Ze jsou
extrahovany pouze tékavé latky a ziskdvame tak jednoduché smési. Extrakt je prosty vSech
netékavych nepolarnich latek, jakou jsou tuky, vosky nebo mastné kyseliny. Tekavé latky
(nejcasteji slozky silice) jsou v rostlinném materialu obvykle pfitomné ve velmi malych
mnozstvich. Obvyklé koncentrace jsou nizs$i nez 5 %, Casto méné nez 1 %. Takova mala
mnoZstvi nejsou pfili§ vhodna pro pouziti jinych extrakei, napt. maceraci kapalinou. Destilace
s vodni parou je velmi jednoduch4d metoda, protoZe je pouZzivan jednoduchy aparat a neni
potifeba Zadny specialni krok ptedupravy vzorku.

Princip destilace s vodni parou je zalozen na aplikaci Daltonova zakona: tlak par nad
hladinou smési dvou nemisitelnych latek (zde t€kavé sekundarni metabolity a voda) je roven
souctu jejich parcidlnich tlaki. Smés, kde je hlavni soucasti voda, bude mit za normalniho
atmosférického tlaku bod varu 100 °C. Vyparovani latek s vy$§im bodem varu nez ma voda je
tak usnadnéno a naptiklad seskviterpeny, které maji bod varu okolo 300 °C, jsou touto
metodou izolovany uz pfi teploté 100 °C. Existuji dva postupy destilace s vodni parou, které
se v8ak principem metody nelisi: 1. tzv. prava destilace s vodni parou — zde je vodni para
pfipravovana v generatoru, a nasledné je vhanéna do rostlinného materialu, 2. hydrodestilace

— kde je para vytvafena in situ vafenim suspendovaného rostlinného materialu ve vodé.
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Zv1asté druhy typ je popularni v laboratornim meéfitku, a je pouzivan mnoha lékopisy pro
kvantitativni stanoveni silic v rostlinném materidlu. Aparat pro hydrodestilaci se nazyva
Clavengerav aparat (Obr. 8.). Prava destilace s vodni parou se pouziva spiSe v organické

chemii nebo pro primyslové zpracovani velkych mnozstvi materidlu.

«<—— Chladi¢

Zachyt
tékavych sloucenin

Trubice pro recyklaci
vody s kohoutem

Extrahovany material
suspendovany ve vodeé

Obr. 8: Clavengeruv aparat

Pii destilaci s vodni parou je dulezité brat v potaz ,,matrix efekt a difUzni procesy.
Pokud jsou tékavé latky lokalizovany na povrchu rostlinného materialu (napf. v trichomech,
zlazkach apod.), hraje difuze vétsi roli a latky jsou destilovany rychle. Pokud jsou destilované
latky uloZeny hloubé&ji v materidlu (jako u semen nebo kiiry apod.), rychlost destilace je
ovlivnéna spise matrix efektem nez diflzi. Je to zpuisobeno tim, Ze té€kavé nepolarni latky jsou
ve vode nerozpustné nebo témet nerozpustné a snadno ziistavaji asociované s dal§imi latkami,
jako jsou tuky a podobné, coz znesnadiuje diflizi a pohyb smérem k povrchu.

Destilace s vodni parou je klasickou technikou bézné vyuzivanou ve fytochemii pro
izolaci silice. Silice jsou obsahové latky typické napt. pro rostliny Celedi Asteraceae,
Apiaceae, Rutaceae a Lamiaceae. Pro vybrané druhy rostlin mohou platit zvlastni pravidla
destilace s vodni parou podle fyzikalné-chemického charakteru silice. Pfikladem miZze byt
destilace silice hefmankového kvétu Matricariae flos (Chamomilla recutita, Asteraceae). Tato
silice obsahuje pomérné vysoké mnozstvi seskviterpenti a seskviterpenickych laktont. Je t€zsi

nez voda, a proto pii destilaci v Clavengerové aparatu neziistava zachycena na hladin€ vody,
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ale klesa a prochazi recirkulaci. Jinou komplikaci je relativni rozpustnost nékterych typt silic
ve vodé (napft. silice Cinnamomi cortex — Cinnamomum zeylanicum — skoficovnik). Tato
silice obsahuje ve vodé rozpustné fenylpropanoidy. V takovych piipadech byva do vody jako
do destilacniho média ptidavan hexan nebo jinad lipofilni sloucenina leh¢i nez voda, ktera
silici zachyti a tak umozni jeji izolaci.

Destilace s vodni parou je metodou nevhodnou pro termolabilni latky, které se ve

vodném prostiedi pfi teploté dosahujici 100 °C mohou rozkladat.

4.1.6 Parni destilace-extrakce (SDE - steam destillation extraction)

SDE je speciélni varianta destilace s vodni parou. Vyuziva se v ptipadé, ze rostlinny
material obsahuje skute¢né pouze velmi mald mnozstvi té¢kavych latek, které chceme izolovat,
nebo kdyz tékavé latky, které chceme ziskat, jsou rozpustné ve vodé. Pro tuto techniku je

pouzivan tzv. Godefrootiv nebo Likens-Nickersoniv aparat nebo jejich modifikace (Obr. 9).

BN

%

[ 1

Chladic

AR
Extrahovany material
— suspendovany

Zachyt tékavych ' d
latek v extrakénim mediu —
(hexanu)
v extrak&énim mediu

Recyklace vody (napf. voda/hexan)

Obr. 9: Schematicky néakres zafizeni pro SDE
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Pro extrakci se pouziva smés vody a vysoce tékavého organického rozpoustédla (pentan
nebo diethylether). Materidl se suspenduje v této smési a zahtiva. Dochazi k extrakci
lipofilnich sekundérnich metaboliti do organické fidze a soucasné k odpafovani vody
s organickym rozpoustédlem. Pti kondenzovani pak dojde k oddé€leni nemisitelné vodné faze
a organické faze, a organicka faze obsahujici vyextrahované tékavé latky stékd do zvlastni
nadobky. Nasledné¢ je mozné organické rozpoustédlo odstranit a extrahované a
zkoncentrované latky dale zpracovat nebo analyzovat. Piikladem pouziti této techniky je
destilace obsahovych latek Nicotiana tabaccum. Cerstvy zpracovavany tabdk ma Stiplavy
zapach a poskytuje drazdivy kouf, proto se zpracovava fermentaci a starnutim. Proces starnuti
je nutny pro vyrobu cigaret a analyza tékavych latek je nezbytna pro ziskdni komeréné
vyuzitelného a kvalitniho tabaku. Tc¢kavé latky tabaku jsou velmi komplexni smési
rozmanitych sloucenin, v né€kterém piipadé rozpustné ve vodé a SDE je pro jejich extrakci

vyhodnou metodou. Jinym piikladem je extrakce tékavych slozek z medu.

4.1.7 Extrakce plynem z pevné faze

Extrakce plynem z pevné faze je technika pouZzivana pro ziskavani té€kavych sloucenin.
Termin ,.headspace je omezeny prostor obklopujici n¢jaky objekt obsahujici tékavé latky
(jako je napftiklad kvét). Tyto t€kavé slouCeniny se do prostoru uvoliiuji a zde mohou byt
sbirany a analyzovany. Headspace techniky mohou byt rozd€leny na dvé kategorie: 1.
rovnovazna (staticka), 2. dynamicka.

Staticka headspace technika je pouzivana pro analytické ucely. Cast rostliny je
umisténa V uzaviené nadobé, kterou je mozno zahtivat. Po urcité dob& dojde k dosaZeni
rovnovahy mezi koncentraci latek v rostliné a okolnim prostoru. Koncentrace bude zavisla na
bodech varu latek, teploté a samoziejmé také matrix efektu. Latky je pak mozno analyzovat,
obvykle pomoci plynové chromatografie.

Dynamicka headspace technika je zalozena na ponékud jiném principu. Proud dusiku
je vhanén do headspace prostoru, kde je vloZzen vzorek a nasledné prohdnén pies absorbent,
kde jsou latky zachyceny a zkoncentrovany. Tato adsorbentova ,,past je po urcité dobé
vymyta organickym rozpoustédlem a latky jsou dale analyzovany, v piipadé dostate¢ného
mnozstvi je mozno smés rozdé€lit (preparativni plynova chromatografie) na jednotlivé slozky a

stanovit strukturu latek, ptipadné provést i testy biologické aktivity.
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Jednou z nejmodernéj$ich headspace technik je headspace-SPME (solid phase micro
extraction). Tato technika je vyuzivana v poslednich dvou desetiletich pro analyzu latek
pfitomnych ve velmi nizkych koncentracich (ppb-ppt). Tato technika vyuziva kiemikového
vlakna, které zachytava a koncentruje tékavé latky v statickém nebo dynamickéem headspace
prostoru. Ztohoto vldkna je pak mozno zachycené latky desorbovat do vstupu GC.

Schematicky nékres se nachézi na obrazku 10.

Obr. 10: Schematicky nakres headspace SPME
(http://www.labhut.com/products/autosamplers/autosampler_ht280t.php)

Vsechny varianty headspace jsou velmi Setrné a selektivni pro tékavé slouceniny.
Srovnéni analyzy tékavych latek ziskanych headspace technikou a extraktu ziskaného
destilaci s vodni parou miize poskytnout pro jednu rostlinu velmi rozdilné vysledky. Vysledky
muze ovlivnit jak matrix efekt, tak podminky pfi extrakci. Headspace technika je vyhodna,
protoze lze analyzovat vzorky ,, in vivo®, je velmi rychla, citliva a selektivni. Na druhou
stranu, pro preparativni Ucely je jeji pouziti komplikované, a je tieba pomérné slozité
aparatury.

Piikladem pouziti headspace je analyza aroma kavy (Coffea arabica), analyza aroma
piva (Humulus lupulus), analyza jednoduchych seskviterpenti (farnesen) pii zkoumani

obrannych reakci rostlin a dalsi.
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4.2 Purifikace

4.2.1 Uvod

Pti spravné zvolené extrakci ziskdme co nejvétsi podil latek Zadoucich, a co nejméné
nezadoucich necistot. Po extrakci je tieba oddélit 1 zbylé necistoty, obvykle v minimalné
jednom separa¢nim nebo purifikacnim kroku. Tohoto kroku je tfeba pro témét vSechny dalsi
experimenty, které jsou dale provadény (identifikace latek, méfeni biologické aktivity).
Nasledné kapitoly se zabyvaji jednotlivymi technikami purifikace, a jejich uzite¢nymi
aplikacemi. Z ptehledu pak vyrazné vystupuji chromatografické techniky, které si zaslouzi

vyznamnou pozornost a budou popsany v kapitole 2.5.

4.2.2 Rozdélovani mezi nemisitelna rozpoustédla

Tento typ purifikace je zalozen na rozdé¢leni latek mezi nemisitelna rozpoustédla. Mezi
dvéma kapalnymi fazemi pii této extrakci dochazi k ustanoveni koncentra¢ni rovnovahy
rozpusténé latky, kterou definuje rozdélovaci koeficient k jako: k = [A;]/[A2], kde A; a A; jsou
koncentrace latky v nemisitelnych fazich smési. Prakticky ma vétsi vyznam rozdélovaci
pomér g, ktery je pomérem celkovych koncentraci latky v obou fazich (latka mutze byt
ptitomna v jedné nebo obou fazich ve formé nékolika slozek). Celkové mnozstvi latky, které
se vyextrahovalo, udava stupeit extrakce E (%). Stupenl extrakce je ovlivnén rozpustnosti
extrahovanych latek v pouzitych rozpoustédlech a zavisi tedy na rozdélovacim poméru (q).

100

=—— 2
q+V/Vo @)

kde Vo a V jsou objemy organické a vodné faze. Z rovnice (2) vyplyva, ze stupenl
extrakce vzrusta s klesajicim pomérem V/Vo. Vyhodnéjsi je, ale extrahovat nékolikrat za
sebou mensimi podily organické faze nez jednou velkym objemem. Mame-1i napt. latku, pro
niz q = 2 a pouzijeme k extrakci stejné objemy organické a vodné faze (Vo = V), pak jedinou

extrakci celym objemem organické faze vyextrahujeme 66,6 % latky (viz rov. 2). Rozdélime-

39



li vSak objem organické faze na poloviny a provedeme dvé nasledné extrakce, vyextrahujeme
prvnim krokem 50 % latky a druhym krokem 50 % ze zbytku, takze spojené extrakty budou
obsahovat 75 % latky. Z praktického hlediska nema smysl provadét vice jak pét naslednych
extrakci. Pokud neni ani potom stupen extrakce dostaCujici, pak je tieba zménou extrakéniho
systému zvysit hodnotu g.

Délici nalevka je stale jednou z Casto uzivanych pomucek ve fytochemické laboratofi.
Po ziskani extraktu je rozdélovani obvyklé zejména piti preparativni separaci. Pro analytické
ucely byva vytlacovano tzv. extrakci na pevnou fazi (SPE). Hrubé extrakty jsou nevhodné pro
ptipravu vzorku pro chromatografii, obvykle obsahuji ptili§ Siroké spektrum latek s rozdilnou
polaritou. Navic zde hraje roli i ekonomické hledisko, protoze chromatografické zpracovani
mensiho mnozstvi je vyhodnéjsi a dosahuje vyssi vytéznosti. Spotiebuje se také podstatné
mens$i mnozstvi drahych chromatografickych sorbentti a rozpoustédel.

Pti rozd€lovani se pouziva tzv. nemisitelnych rozpoustédel. Nemisitelna rozpoustédla je
mozno podle polarity vybrat z eluotropni fady. Rozpoustédla z opa¢nych konct eluotropni
fady se spolu obvykle nemisi. Vzorek rozpustény Vv jedné fazi vlozime do délici nalevky a
ptidame druhé, nemisici se rozpoustédlo. Pti protiepavani se vytvoii do¢asna emulze, dojde
k difuzi extrahovanych latek a ustanoveni koncentraéni rovnovahy podle rozpustnosti latek
v rozpoustédlech. Po separaci fazi je mozno kapaliny (extrakty) oddélit a cely postup
opakovat s novym rozpoustédlem. Objem pouzitych rozpoustédel je obvykle 1:1, v piipadé
uziti vody jako jedné ze sloZek je obvykle pomér zménén smérem k v&tSimu mnozZstvi vody.
Prakti¢téjSi je také organickou sloZku rozdélit na né€kolik dilti a celou extrakci opakovat
samostatné s menS$imi objemy (typické napf. u smési voda/CHCI3). Extrakty ziskané
organickym rozpoustédlem je mozZno po oddé€leni zkoncentrovat a vysusit bezvodym siranem
sodnym nebo jinym vhodnym vysousedlem.

Vyhody rozdélovani pomoci nemisitelnych rozpoustédel jsou ziejmé. Pti rozdélovani
nedochazi k zadné ireverzibilni adsorpci, tékavé rozpoustédlo muze byt Vv ptipadé potieby
odstranéno odpafenim. Aparat pro vytfepavani je velmi jednoduchy. Mnozstvi separovanych
latek je omezeno pouze objemem délici nalevky. Druhy rozpoustédel mohou byt zvoleny
podle charakteru extrahovanych latek. Nevyhodou je omezeny pocet moznych kombinaci
rozpoustédel, nemoznost automatizace a piipadné problémy s tvorbou emulzi a tim tzv.
mezifazi. K tvorbé mezifazi dochazi, zejména pokud jsou ve vodném extraktu pfitomny
povrchové aktivni latky, obvykle polarniho charakteru (napf. saponiny) a je vyuZivadna

soustava voda/CHCI3. V takovych ptipadech je mozno vyuzit jako organickou slozku smés
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CHCls:ethanol 2:1, organicky podil po odpafeni znovu rozpustit ve vodé a vytiepavat
chloroformem.

Piiklady nejCastéji pouzivanych systémi pro rozdélovani jsou uvéadeny dale. Pro
odstranéni lipofilnich rusicich latek, jako jsou tuky, vosky, chlorofyl a podobné se pouziva
soustava methanol:hexan. Pro zlepSeni rozdé€leni je mozno pouzit ptidavek 10 % vody. Pro
extrakci polarnich latek, jako jsou glykosidy, je mozno pouzit soustavu voda:butanol. U této
izolace se obvykle postupuje tak, Ze z totdlniho methanolového extraktu je odstranéno
rozpoustédlo, extrakt je rozpuStén nebo suspendovan ve vod¢ a po filtraci vytfepavan
butanolem. Do butanolu ptechazi glykosidy, siln€ poldrni necistoty zlstavaji rozpusStény ve
vodé. Nevyhodou pouziti butanolu je vSak jeho vysoka teplota varu a nesnadné odpafovani a
jeho omezena misitelnost s vodou. Je zde nutno vodnou slozku butanolem pifedem nasytit.
Sttedné polarni slouceniny, jako jsou aglykony, jsou casto extrahovany v soustavach
voda:chloroform nebo voda:ethyl-acetat. V piipad€, Ze zpracovavame neznamy vzorek,
nemame dokonaly ptehled o obsahovych latkach rostliny a chceme analyzovat pokud mozno

vSechny latky, mizeme pouzit postup podle obrazku 11.
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Extrakce cerstvé nebo susené rostliny
(macerace, Soxhletova extrakce ethanolem/vodou)

l

Extrakt rozpustény v 90% MeOH

(moznost tvorby jemné suspenze)

l

Piidavek heptanu, hexanu, cyklohexanu nebo petroleteru

/\

Hexanova frakce Methanolova frakce

l

Methanol odstranén
Extrakt rozpustén ve vodé nebo 10% methanolu
(moznost tvorby jemné suspenze)
Ptidavek chloroformu

/\

Vodna frakce Chloroformova frakce

l

Pridavek ethylacetatu

/\

Vodna frakce Ethylacetatova frakce

Obr. 11: Obvykly postup separace vytiepavanim pomoci nemisitelnych rozpoustédel

Vytfepavani pouzivame také v pripade purifikace alkaloidi. Alkaloidy jsou latky, které
maji zasadity charakter zpisobeny pfitomnosti sekundarniho nebo tercidrniho dusiku. Pfi
extrakci do kyselého prostiedi (zfedénd kyselina sirova, chlorovodikova nebo citronova) tvori
snadno soli a jsou ve vod¢ rozpustné. Pii vytfepavani takového roztoku nepolarnim
organickym rozpoustédlem dojde k extrakci nepolarnich necistot. Organickou vrstvu
oddélime, pfidame Cerstvé rozpoustédlo a celou soustavu zalkalizujeme (obvykle ziedénym
amoniakem). Alkalie vytésni alkaloid ze soli a ten se stane rozpustnym v lipofilni organické
vrstvé. Po oddéleni je mozno organickou vrstvu opakované vytfepavat okyselenou vodou,
z bazi alkaloidl vytvofit soli a znovu je ptevést do vodné faze. Timto zptisobem lze alkaloidy
pomérné dobie odd¢lit od balastu, piipadné pti fizené zméné pH frakcionovat alkaloidy na

skupiny s podobnou strukturou podle jejich disocia¢ni konstanty.
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4.2.3 Lyofilizace (mrazova sublimace)

Lyofilizace je nejSetrnéjSim zptisobem, jak ze vzorku po extrakénich nebo separacnich
technikach odstranit vodu. Snizeni tlaku na ptiblizn¢ 1 milibar a teploty na -50 °C umoziuje
jeji snadné odstranéni sublimaci. Vodni para je zachytavana na spirale s velmi nizkou teplotou
a z tohoto chladice je pak voda odstranovana ve form¢ ledu. V soucasnosti se laboratorné
pouzivaji jednoduché komeréné dodavané lyofilizatory ve variabilni sestavé. V raznych
upravach je pak tato metoda vhodnd i pro odstrafiovani dalSich sublimujicich rozpoustédel
(napf. tetrahydrofuran, DMSO).

Metoda je vyuzivana zejména v piipadé, ze latky v extraktu jsou termolabilni a neni jina
moznost jak vodu snadno odstranit bez zahfivani. Vysledny lyofilizat je material s velkym

povrchem, ktery je snadno rozpustny pii dalsim zpracovani.

4.2.4 Precipitace (sraZeni)

Srazeni se pouziva pro odstranéni nezadoucich necistot nebo cilovych latek z roztoku
nebo extraktu. Po srazeni nasleduje dekantace, odstfedéni nebo filtrace. Tato metoda mtze byt
velmi jednoduchd, levna a rychld oproti naptf. chromatografické separaci a mize byt
pouzivéana v piipadé, kdy jiné techniky nejsou vhodné. Srazeni lze ale vyuzit pouze v ptipade,
ze je k dispozici dostatecné selektivni ¢inidlo a kde nehrozi nebezpeci koprecipitace.

Prikladem muze byt srdZeni alkaloidi s Mayerovym Ccinidlem (tetrajodortutnatan
draselny). V kyselém prostiedi vznikaji komplexy s terciarnimi i kvartérnimi alkaloidy.
Vznikajici tézka bild sraZenina sedimentuje a miize byt od mate¢ného roztoku snadno
odfiltrovana. Nésledné je pak rozpusténa ve smési acetonu, methanolu a vody. Roztok je
nasledn¢ protlacen ptes kolonku s iontoméni¢em v cyklu CI', ktery vyméni komplex [Hol]*
za chloridovy aniont a izolujeme tak smés alkaloidi ve formé chloridi.

Ptikladem odstranéni necistot srazenim je precipitace fenolickych slouc¢enin olovnatymi
ionty nebo polyvinylpyrrolidonem. Fenolicke latky jako jsou katechiny nebo galaty Casto
interferuji pti chromatografické nebo spektrofotometrické analyze jinych latek. Srazeni

s olovem je mozno vyuzit pro selektivni izolaci derivata fenola s ortho dihydroxy uskupenim.
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kyselina galova katechin

Obr. 12 Piiklady fenolickych sloucenin s vyznaéenou ortho-dihydroxy skupinou

srazenych ionty Pb?*

Pro findlni purifikaci, naptiklad pro odstranéni nedefinovanych necistot po
chromatografické separaci je pouzivano také aktivni uhli. Tyto nedefinované neéistoty je
Casto slozité odstranit pomoci chromatografie nebo krystalizace. Systém je ovSem tfeba nutno
nastavit tak, aby nedoslo také k adsorpci Cisténych latek.

Ptirodni latky je mozno zroztoku vysrazet ptidavkem rozpoustédla, ve kterém latka
neni rozpustna. Casto se slouceniny, které se 1idi pomérné maélo a maji podobnou polaritu,
vyznamné rozdilné rozpousti v riznych rozpoustédlech. Piikladem je srazeni nékterych
glykosidi (napt. hesperidin z Citrus spp.), které jsou nerozpustné ve vodé. Hesperidin je
dobie rozpustny v dimethylformamidu, po pfidani vody se snadno srazi a z roztoku je ziskan

centrifugaci.

4.2.5 Krystalizace

V pocatcich fytochemie byla krystalizace jednou z nejpouzivangjSich metod. VétSina
latek byla izolovana pravé proto, ze se je z roztoku dafilo krystalizovat. V soucasnosti je cela
fada sloucenin izolovana Vv amorfni formé v miligramovych mnozstvich pomoci
chromatografie a krystalizace uz nehraje v poslednim kroku pied identifikaci latek tak
vyznamnou roli. Pfesto zlstava zajimavou, levnou a rychlou technikou pro re-izolaci
znamych latek jak v laboratornim, tak preparativnim méfitku. Nékdy je tato metoda uzivana
Vv ptipadé, kdy je tfeba odd¢lit latky s podobnou strukturou, které je chromatograficky obtizné
separovat. Vyhodou krystalizace je, ze pokud se podaii krystal pfipravit, mizeme provést

jednoznac¢nou identifikaci latky pomoci rentgenové krystalografie (kapitola 3.5).
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Pro piipravu krystal pro rentgenovou krystalografii se pouziva také systém diflze
rozpoustédla. Metoda funguje tak, Ze v uzaviené naddobce je latka umistnénd v rozpoustédle,
ve kterém se dobie rozpousti (téméf nasyceny roztok). Z okoli se odpafuje rozpoustédlo, ve
kterém je latka rozpustna Spatn¢, a toto rozpoustédlo difunduje do roztoku latky (Obr. 13). Jak
se méni sloZzeni rozpoustédla, rozpustnost latky klesa a latka krystalizuje, nejlépe ve formé
monokrystalu.

Nalézt spravnou soustavu pro krystalizaci je spiSe véc empirického postupu. Obvyklé je
hledat rozpoustédlo nebo soustavu rozpoustédel, ve které je krystalizovana latka rozpustna

hiife neZ necistoty. Opacny systém je mozny, i kdyz méné Casty.

. o ol

Obr. 13: Schematicky nakres aparatury pro krystalizaci dif0zi z rozpoustédla. X —
rozpoustédlo, ve kterém je krystalizovana latka méné rozpustna, difunduje do vnitini nadoby.

Y —rozpoustédlo, ve kterém je latka dobfe rozpustnd, difunduje z vnitini nadoby.
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4.3 Chromatografické metody

Pfed objevem chromatografickych metod byla izolace pfirodnich latek pomémné
obtiznou zalezitosti, zalozenou zejména na opakované krystalizaci. Izolovat (a nasledné
identifikovat) tak bylo mozno pouze krystalické latky ziskané ve velkém mnoZzstvi. Teprve
rutinni  zavedeni chromatografie v 50. letech 20. stoleti a rozvoj sofistikovanych
chromatografickych metod izolaci ptirodnich latek usnadnil a vyznamné urychlil.
Chromatografické metody je mozno vyuzit jak pro izolaci sekundarnich metabolitt (v
preparativnim modu), tak pro identifikaci, resp. pro stanoveni mnozstvi zkoumanych latek (v

analytickém modu). Chromatografii proto bude vénovana cela nasledujici kapitola.

4.3.1 Principy separace latek v chromatografii

Pti chromatografickych separacich dochazi k rozdélovani molekul analytu mezi dvé
nemisitelné faze, které jsou viac¢i sobé v pohybu (staciondrni a mobilni faze).
Chromatografické separace jsou zalozeny na rozdilné afinit¢ délenych latek k mobilni a
stacionarni fazi a na mnohonasobném opakovaném ustavovani fazové rovnovahy analyzované
smési mezi tyto dvé nemisitelné faze. Stacionarni faze miZe byt uloZena v ploSe (tenkovrstva
a papirovd chromatografie) nebo v koloné. Podle skupenstvi mobilni faze se déli
chromatografické metody na kapalinovou a plynovou chromatografii. Dal$i rozdéleni mutize
byt podle pozadovaného vyuziti, a to na analytickou (kvantitativni i kvalitativni analyza) a
preparativni chromatografii (izolace latek ze smési).

Chromatograficke metody lze klasifikovat také podle povahy sil, které zptsobuji
rozd€lovani latek mezi staciondrni a mobilni fazi. Z hlediska povahy separacnich sil
rozeznavame nékolik typid chromatografie. Metody pouZivané ve fytochemii vyuzivaji
zejména ruzné schopnosti pevné staciondrni faze adsorbovat separované latky (adsorpéni
chromatografie) nebo rozdélovani separovanych latek mezi dvé faze na zakladé rdizné
rozpustnosti (rozdélovaci chromatografie). U rozdélovaci chromatografie slouzi jako
stacionarni faze tenky film kapaliny adsorbovany na pevny nosi¢ (aplikace zejména v plynoveée
chromatografii). V kapalinové chromatografii neni toto feSeni dostatecné stabilni (adsorpce

kapaliny na nosi¢ nemusi byt dostate¢né pevna pro vytvoreni trvalého filmu), a proto bylo
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nahrazeno tzv. chemicky vazanymi fazemi (viz kapitola 2.5.6). Zde je potieba zdiraznit rozdil
mezi plynovou a kapalinovou chromatografii, kdy u plynové chromatografie neni separace
ovliviiovana pouzitou mobilni fazi (vétSinou inertni plyn). U kapalinové chromatografie je
naopak slozeni mobilni faze zasadni pro prubéh a vysledek separace. Kapalinova
chromatografie s normalnimi fazemi pouziva polarni stacionarni faze (napf. silikagel, oxid
hlinity) a nepolarni mobilni faze (napt. benzen, toluen). V kapalinové chromatografii
s obracenymi fazemi, Castéji nazyvanou reverzni chromatografii (patfi do chromatografie
s chemicky véazanymi fazemi), je staciondrni faze nepoldrni a mobilni faze polarni (napf.
voda, methanol). Nepolarni stacionarni faze jsou pfipravovany navazanim rizné dlouhych
alifatickych uhlovodikovych fetézct (napf. >Si-O-C8, >Si-O-C18) na vhodny nosi¢ (napf.
silikagel) (viz. kapitola 2.5.6, Obr. 19). Reverzni faze jsou nejpouzivanéj§im typem
staciondrnich fazi ve vysokoucinné kapalinové chromatografii.

U kapalinové chromatografie mizeme vyuzit i dalSich mechanismt separace, a to
iontové vymeny, sitového efektu a biospecifickych interakei. Vyuziti t€chto metod je vSak ve
fytochemii mnohem méné¢ rozsitené, proto jsou zde uvedeny jen zakladni principy.

Iontoveé vyménnd chromatografie vyuziva stacionarni faze slozené z pevného nosice s
kovalentné navazanymi aniontovymi (napt. -SO3’) nebo kationtovymi (napf. -N(CHz)s")
funk¢énimi skupinami. Separované latky iontové povahy opa¢ného znaménka naboje jSou
ptitahovany ke stacionarni fazi elektrostatickymi silami.

Sitového efektu vyuziva vyluéovaci chromatografie (size-exclusion chromatography),
kterd pouziva jako staciondrni fazi porézni gely o rGzné velikosti porti. Velké molekuly
rozpusténych latek nejsou schopny pronikat do porézni stacionarni faze a projdou systémem
rychleji nez mensi molekuly, které vnikaji do pért stacionarni faze (proto se nékdy nazyva
obracena filtrace). Vylucovaci chromatografie se pouziva hlavné pro vysokomolekularni latky
v polymerni chemii a biochemii.

Afinitni (biospecificka) chromatografie je zalozena na biospecifickych interakcich
analytu s komplementarnimi latkami (ligandy) zakotvenymi na stacionarni fazi. Jako ptiklad
je mozné uvést interakce enzymdi s inhibitory ¢i substraty, komplexd protilatek s antigeny

apod. Vyuziti nachazi tato metoda zejména v biotechnologiich a biochemii.

4.3.2 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

47



TLC je jednou z nejuzivanéjSich technik pro analyzu sekundarnich metabolitd. Je
zalozena na klasickych chromatografickych principech, provedeni je v plosném uspotradani.
Zé&kladem je tenka vrstva stacionarni faze na inertnim pevném podkladu, jako je sklo nebo
kovova folie. Sorbent je k podkladu ukotven obvykle pomoci sadry. Po naneseni vzorku na
startovni linii je desti¢ka vlozena do nadoby (kyvety) s mobilni fazi. Mobilni faze vlivem
kapilarnich sil vzlind ¢asticemi sorbentu rovnomérné vzhiiru a unasi s sebou na zakladé
chromatografickych principt (obvykle adsorpéni chromatografie) separované latky (Obr. 14).
Pii vzlinani mobilni faze se desticka chova jako kapildra, a dochazi zde k tzv. kapilarni
elevaci, a ¢elo mobilni faize ma pak tvar menisku. Znamena to, Ze pfi okrajich desticky se
mobilni faze pohybuje rychleji nez ve stfedu, coz zpisobuje rozmyvani skvrn separovanych
latek do stran, a znesnadnuje porovnavani chromatografickych stop na kraji a uprostred
chromatogramu. Tyto tzv. postranni efekty lze kompenzovat odstranénim uzkého prouzku
sorbentu z okraju desticky, piipadné odstfizenim dolnich rizkti chromatogramu pied

zahajenim vyvijeni.

Vrstva sorbentu

\ Inertni nosic
A
- A _______________ /

Celo mobilni faze

a O
O
Okraj sorbentu
seskrabnuty b
pro potlaceni Ea -
t ich efekt =k
postrannich efektu > 7 = \
Mobilni faze \
Cxs Papir pro syceni
Okraj TLC desky STV komory parami mobilni faze
odstrihnuty

pro potlaceni
postrannich efektl

Obr. 14: Schematické znazornéni aparatury pro TLC (a — vzdalenost ¢ela od startu, b —

vzdalenost stiedu skvrny od startu)
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Oproti kolonovym chromatografickym metodam jsou zde dva zékladni rozdily: na
pocatku separace je staciondrni fiaze suchd a rozpoustédlem se syti v prubéhu separace; a
jedna se o atmosfére otevieny systém. Komora pro TLC by vSak méla byt pevné uzaviena a
vnitini atmosféra nasycena parami mobilni faze. TLC muze byt pouzito jak analyticky, tak
preparativng. Preparativni TLC pouziva desticky o tloust’ce vrstvy 500-2000 pum, analyticka
100-250 um. V soucasnosti jsou komercné dostupné rtizné stacionarni faze, ovsem klasicky
silikagel je stale nejpouzivangj$i. Varianta se silikagelem je nejlevnéjsi, separace se
silikagelem jsou nejprozkoumanéjsi a je popsano nejvice aplikaci. Silikagel je pouzivan pro
separace skute¢né Sirokého spektra latek od nepolérnich sloucenin typu terpenil po pomérné
poléarni alkaloidy. K dispozici jsou i modifikované silikagely pro TLC. Nejobvyklejsi je
pouziti C18 reverzni faze. Tyto sorbenty jsou vSak pomérné drahé, proto je jejich pouziti
zvlasté pro preparativni Gcely omezené. Pro zvySeni u¢innosti separace je pouzivéna tzv.
HPTLC (high performance TLC), kde jsou ¢astice sorbentu mensi a pravidelnéjsiho tvaru.

Mobilni fazi pro TLC volime podle typu separovanych latek a stacionarni faze.
Nejcastéjsi je vyuziti silikagelu a pro ten jako mobilni fazi volime dvou az tfi slozkovou smés
organickych rozpoustédel. Podle polarity volime jedno polarngjsi rozpoustédlo (elucné
siln€j8i) a jedno nepolarni. Pomérem rozpoustédel pak upravujeme elucni silu smési podle
pozadavkt. Jako tfeti, pifipadn¢ Cctvrtou slozku mobilni faze dopliujeme prevazné
acidobazicky nebo jiny modifikator upravujici vlastnosti mobilni faze ve smyslu vysSiho
rozliSeni nebo ,,zaostfeni* skvrn. Rozpoustédla a modifikatory je moZzno podle vlastnosti

vybirat podle Snyderova trojuhelniku (Obr. 15) nebo z eluotropni fady (Tab. 1).

49



Proton akceptory (baze)

Diethylether
Triethylamin
Methanol
Tetrahydrofuran
Aceton
Acetonitril
Voda Aromaticka rozpoustédia Dichlomnethan
Chloroform

Chlorované benzeny

Proton donory (kyseliny) Dipolové interakce

Obr. 15: Snyderuv trojihelnik selektivity rozpoustédel

Zde jsou rozpoustédla uspoiadana podle acidobazickych vlastnosti a podle schopnosti
dipélovych interakci. Spravna volba sloZzek mobilni fize a jejich pomért je obvykle

vysledkem fady experimentt, ve kterych se postupuje metodou pokus-omyl.

Rozpoustédlo  E°(Al,Os)  Bod varu Viskozita UV cut off
[°C] [mN.s.m™ (20 °C)] [nm]
Pentan 0 36 0.24 210
Cyklohexan 0.04 69 0.98 210
Tetrachlormethan 0.18 77 0.97 265
Toluen 0.29 111 0.59 286
Diethylether 0.38 35 0.25 218
Chloroform 0.40 62 0.57 245
Dichlormethan 0.42 40 0.44 235
Tetrahydrofuran 0.45 66 0.55 220
2-butanon 0.51 80 0.32 330
Aceton 0.56 56 0.32 330
1,4-dioxan 0.56 107 1.44 215
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Ethyl-acetat 0.58 77 0.45 255

Diethylamin 0.63 115 0.33 275
Acetonitril 0.65 82 0.37 190
2-propanol 0.82 82 2.50 210

Ethanol 0.88 78 1.20 210
Methanol 0.95 64 0.59 210
Voda 1 100 1.0 -

Tab. 1: Eluotropni fada (E°(Al,O3) — Snydertv parametr sily solventu)

Pro zlepsSeni separace se pouziva také tzv. 2D tenkovrstva chromatografie. Po vyvinuti
chromatogramu jednim smérem a vysuSeni je desti¢ka oto¢ena o 90° a vyvinuta v jiné mobilni
fazi s jinou selektivitou. Nékdy je mozno aplikovat i 3D jesté jednim otoenim a vyvinutim.

Rychlost vzlinani rozpoustédla po desti¢ce neni konstantni a se vzrlstajici vzdalenosti
od startu se zmenSuje. ZvétSuje se tak difuze latek vrozpoustédle a zony (skvrny)
jednotlivych latek se zvétSuji. Se vzrustajici vzdalenosti od startu také nartsta
pravdépodobnost nerovnomérného postupu rozpoustédla sorbentem. ZvétSenim skvrn dojde
k nezadoucimu snizeni rozliSovaci schopnosti, proto bylo vyvinuto nékolik technik, které maji
tomuto jevu piedchazet.

Rotaéni planarni chromatografie (RPC) vyuzZiva k transportu mobilni faze po desticce
odstiedivé sily centrifugy. Vzorek se nanasi do sttedu kruhové desti¢ky, do stiedu desticky je
také pfivadéna mobilni faze. Kruhovym pohybem se pak mobilni faize homogenné rozsituje
smeérem ven z desticky, kde milize byt 1 s rozdélenymi latkami zachytavana (proto je mozno
tuto metodu vyuzit pro preparativni TLC).

Pretlakova tenkovrstva chromatografie (OPLC) pouzivd desticky se sorbentem
pokrytym tenkou inertni folii. Do vrstvy sorbentu je pumpovana mobilni faze. Zde nedochéazi
na rozdil od klasické TLC ke kontaktu s atmosférou vyvijeci komory, proto je metoda svym
zpusobem podobnd HPLC. OPLC mize byt pouZita jak preparativng, tak analyticky.

Preparativni TLC pouziva obvykle desticky o rozmérech 20 x 20 cm. Na jedné desce
mize byt separovano az 100 mg vzorku. Misto nanaSeni kapek o priméru 5-10 mm se vzorek
nanasi v linii po celé délce startovni cary. Pro nanaSeni zké startovni vrstvy je mozno pouzit
automatickou pipetu, Pasteurovu pipetu nebo automaticky aplikator. Vrstva by neméla byt
SirSi nez 10 mm, pro zUZeni startovaci vrstvy je mozno vyuzit kratkého vyvinuti v mobilni
fazi s vysokou elu¢ni silou (pro silikagel je to napt. methanol). Po vyvinuti je provedena
detekce (viz kapitola 2.5.2.1) a z desticky je pak v misté skvrn latek seskraban sorbent a latky
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jsou vhodnym rozpoustédlem ze sorbentu extrahovany. Preparativni TLC mé oproti jinym
uspofadanim preparativni chromatografie své vyhody i nevyhody. Vyhodou je jednoduchost a
zadny slozity aparat. Metoda z analytické TLC je snadno pteveditelna pro preparativni tcely.
Je mozno separovat rychle pomérné velkd mnozstvi vzorku s vétsi selektivitou a rozliSenim
nez pii klasické sloupcové chromatografii (kapitola 2.5.5.). Na druhou stranu, pro skute¢né
velkd mnozstvi vzorku (cca nad 10 g) je metoda finanéné narocnd a pracnd, na silikagelu
muze dojit k rozkladnym reakcim a separace neni zcela presné opakovatelna.

Chovani latek separovanych pomoci TLC popisujeme pomoci takzvaného reten¢niho
faktoru (Rf). Je to veli¢ina, ktera zavisi na charakteru pouzité mobilni a stacionarni faze, na
struktufe separované latky, na draze vyvijeni chromatogramu a na dalSich podminkach pfi
separaci. Pro kazdou analyzovanou latku je za presné¢ danych podminek konstantni. Je to
bezrozmérna velicina, dand pomérem vzdalenosti, kterou urazila analyzovana latka od startu
(stted skvrny) k vzdalenosti, kterou urazilo ¢elo mobilni faze. Maximalni hodnota Ry tedy
muze dosdhnout 1, pokud se analyzovand latka na stacionarni fazi nezadrzuje a po
chromatogramu se posunuje s ¢elem mobilni faze, minimalni hodnoty blizici se 0 dosahuji
latky, které ve zvolené mobilni fazi neputuji a jsou pevné vazdny na fazi stacionarni. Ry
analyzovanych latek je mozno vzajemné porovnavat a pouzit pro identifikaci po porovnani se
standardem. Je ale nutno vzdy brat v ivahu podminky separace, a pokud moZzno analyzu
standardu provadét soucasné s analyzou vzorku (na stejné desticce). Pomoci Ry je také mozno
odhadnout polaritu a zékladni charakteristiky analyzované latky: na silikagelu (polarni
stacionarni faze) se pevné vazZou polarni slouceniny, nepolarni se i v ,,slabé* mobilni fazi

pohybuji.

4.3.2.1 Detekcni metody pro tenkovrstvou chromatografii

VétSina chromatografickych desti¢ek je urCena pro kvalitativni nebo semi-kvantitativni
ucely, tzn. zjisténi, jestli je analyzovand latka totozna s referen¢nim standardem, nebo jestli
analyzovana frakce obsahuje dostate¢né mnozstvi cilové slouceniny. Existuji samoziejmé i
preparativni desticky, o jejichz detekci se zminime samostatné.

Pouze v ptipadg¢, Ze je analyzovana latka barevna, je mozno vyhodnoceni TLC provadét
bez n¢jaké vizualizacni reakce. Detekéni metody je mozno rozdélit na nedestruktivni a
destruktivni. Typické je proto pouziti nejprve nedestruktivnich metod, nasledovanych

destruktivnimi.
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Nejjednodussi nedestruktivni vizualizace je dosazeno pouzitim fluorescencniho
indikatoru, ktery je v soucasnosti piidavan do vétsiny TLC desticek. Pii ozafeni UV zafenim
0 vinové délce 254 nm se objevuje u silikagelu, celulosy a oxidu hlinitého pii piidani
indikatoru zelena fluorescence, pripadné svétle modra u sorbentti typu C18. Pokud testované
latky na TLC absorbuji zéafeni o vlnové délce 254 nm (napi. aromatické slouceniny,
slouceniny s a, B nenasycenym karbonylem nebo s konjugovanymi dvojnymi nebo trojnymi
vazbami), UV zafeni neprojde ptes latku k indikatoru a na misté latky se objevi tmava skvrna.
Takové latky jsou pak detekovany s pomérné vysokou citlivosti (okolo 1 ug). Dalsi zptsob
detekce je pozorovani pod zafenim o vinové délce 366 nm. Tato detekce neni zcela
universalni, protoze v této oblasti vykazuji fluorescenci latky s rozsahlej$imi konjugovanymi
systémy. Na druhou stranu je pomérné citliva, je mozno detekovat okolo 0,1 pg latky.
Vzhledem k velké citlivosti je tieba brat tuto metodu s rezervou, protoze na chromatogramu
se mohou objevit i skvrny necistot pfitomnych ve velmi nizké koncentraci. Typickymi
latkami, které je mozno takto detekovat, jsou flavonoidy, piipadné jina rostlinna barviva jako
chlorofyl apod. Lampa pro UV detekci a temna mistnost pro pozorovani chromatogramu jsou
soucasti kazdé fytochemické laboratofte.

Po detekci chromatogramu pomoci viditelného a UV zafeni je mozZno pfistoupit
k destruktivnim metodam detekce. Destruktivni detekce jsou zaloZzeny zejména na
chemickych reakcich. Obvykle je mozno pouzit celou fadu chemickych ¢inidel pro provadéni
jak universalnich (nespecifickych), tak selektivnich (specifickych) reakci a ve fytochemické
laboratofi by mé&l byt pro toto vytvoten jednoduchy reagencni aparat.

Typickym nespecifickym ¢inidlem je napf. kyselina sirova v diethyletheru, ktera
dehydratuje a oxiduje separované latky. Chromatogram se zahieje a v misté¢ skvrn latek se
objevi barevné skvrny. Chromatogram se vSak po detekci neda skladovat a rozpada se.
Dragendorffovo ¢inidlo jako pfiklad selektivniho c¢inidla reaguje s vétSinou alkaloidd za

vzniku oranzové zbarvenych komplext. Ptiklady dalSich ¢inidel jsou uvedeny v nasledujici

tabulce.
Detekéni ¢inidlo Detekované latky
Anisaldehyd v kyseling sirové silice, terpeny, aromaty
Anthron v kyseling sirové cukry, glykosidy
Chloramin v kyseling trichloroctové kardenolidy
Dragendorffovo &inidlo ([Bils]*) alkaloidy
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Fastblue B (3,3 -dimethoxy[1,1"-bifenyl]- fenolickeé latky, napf. aflatoxiny
4,4 -bis(diazonium) dichlorid)
Neuovo ¢inidlo (2-aminoethyldifenylester flavonoidy

kyseliny borité)

Ninhydrin aminokyseliny
Hydroxid draselny v ethanolu antrachinony
Koncentrovana kyselina sirova v universalni detek¢ni ¢inidlo

diethyletheru

Vanilin v kyseling sirové silice, terpeny, aromaty, cukry

Tab. 2: Detekéni ¢inidla pouzivané v TLC a jimi detekovatelné latky

Barevna reakce na chromatogramu s pouzitim nedestruktivni a nasledné destruktivni
detekce miize byt dobrou metodou pro identifikaci latky, pokud pouzijeme srovnani se
standardem a skvrna o stejném Rg se bude barevné chovat stejné.

Systém nedestruktivni a destruktivni detekce je mozno pouzit i pro preparativni TLC.
| preparativni desky mohou byt vybaveny fluorescenénim indikatorem. Po vyvinuti a detekci
pod UV zafenim zakryjeme Cast desky sklem nebo hlinikovou folii, aplikujeme ¢inidlo a
pozorujeme barevnou reakci. Po pozorovani skvrn a seSkrabani sorbentu spolu se
separovanou latkou nasledné miZeme opét vyuzit UV zafeni pro potvrzeni vizualizacni

reakce.

2.5.2.2 Kvantitativni analyza pomoci TLC

Pro kvantitativni analyzu je nutné na TLC desku nanést pfesné mnozstvi vzorku. Toho
dosdhneme pouzitim automatické pipety nebo automatického davkovace. Pro stanoveni
kvantity 1ze opét pouzit jak nedestruktivni, tak destruktivni techniky. Skvrny na TLC mohou
byt skenovany pomoci denzitometru. Denzitometr obvykle mize méfit jak transmitanci, tak
reflektanci nebo fluorescenci. V ptipadé pouziti sofistikovaného pfistroje a dostatecné velké
TLC desticky miize byt metoda kvantitativniho stanoveni pomoci TLC alternativou k HPLC,
protoze dokdze paralelné zpracovat a analyzovat 1 nékolik desitek vzorkd.

Jednodussi variantou, bez pouziti denzitometru, je zakresleni a vystiihani skvrn, které
potom milzeme zvazit a porovnat. Zde uz samoziejm¢ piesnost a opakovatelnost neni tak

vysoka.
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4.3.3 Teoretické zaklady kolonové chromatografie

V této kapitole je popsana obecna teorie vztahujici se na vSechny formy kolonové
chromatografie. S vhodnymi modifikacemi mize byt tato teorie aplikovana i na planérni
chromatografii (stacionarni faze na plose).

D¢leni latek v kolonové chromatografii probiha v separa¢ni kolon¢. Separovany vzorek
(smés n¢kolika latek) je nanesen na zacatek separacni kolony. Délené latky opakované
pirechazi mezi staciondrni a mobilni fazi. Jak se vzorek pohybuje kolonou (unasen mobilni
fazi), dochézi vlivem rizné chemické afinity latek ke stacionarni fazi k déleni jednotlivych
rozpusténych latek. Pokud jsou sily jednotlivych interakeci se stacionarni fazi dostatecné
odlisné, dojde k rozdéleni rozpusténych latek do oddélenych zon. Vysledek chromatografické
separace je zaznamenan vhodnym detektorem, ktery se nach&zi na konci Kkolony.
Z&znam intenzity signalu z detektoru jako funkce ¢asu nebo objemu eluované mobilni faze se
nazyva chromatogram (Obr. 16). V idealnim ptipadé odpovida kazdé separované latce jedna

zoOna reprezentovand na chromatogramu kiivkou Gaussovského tvaru nazyvanou pik.

S
i

R

signal detektoru

0 retenéni ¢as
Obr. 16: Chromatogram s vyznacenymi hlavnimi charakteristikami (tg — retencni cas latky, tu

— mrtvy ¢as, W — Sifka chromatografického piku pii zakladng)
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4.3.3.1 Zakladni charakteristiky chromatografického procesu

Retencni ¢as (tr) latky je doba, ktera uplyne mezi nanesenim vzorku na kolonu a detekci
maxima piku dané latky, coz odpovida celkovému Casu, ktery stravi latka v kolon¢. Mrtvy ¢as
(tm) odpovida ¢asu, kterym projde latka kolonou, kdyz neni stacionarni fazi zadrzovana (tzn.
latka se pohybuje stejnou rychlosti jako mobilni faze). Retencni Cas lze také métit nepiimo
jako objem mobilni faze prosly kolonou za dobu, ktery stravi separovana latka v koloné.
Tento parametr je znam jako retencni objem (Vg). Mrtvy objem (V) je objem mobilni faze,
ktera musi projit kolonou, aby se nezadrzovana latka dostala od zacatku ke konci kolony.
Casto pouzivanou retenéni veli¢inou je retenéni pomér k. Udava, kolikrat vice asu stravi
molekuly latky ve staciondrni fazi nez ve fazi mobilni, tj. v kolikandsobku mrtvého Casu
(objemu) latka eluuje. Je to i pomér latkovych mnozstvi analytu ve stacionarni a mobilni fazi

za rovnovaznych podminek.

k= 3)

Dal3im dillezitym parametrem je §itka chromatografického piku pii zakladng (w). Sitka
piku je stanovena prasecikem zakladni linie stangentami v inflexnich bodech na obou
strandch chromatografického piku. Sitka chromatografického piku odrazi Siiku zény
ptislusného analytu v kolong&. Kromé $itky piku pfi zékladn€ se miZeme setkat i s parametrem
sitka piku v poloving jeho vysky (wip).

Retencni Cas a objem jsou dulezité kvalitativni parametry a jsou konstantni pro urcitou
latku za konkrétnich podminek separace, proto je mizeme vyuZit pro identifikaci latky pti
porovnadni se standardem. Protoze podobné latky budou mit podobné retencni Casy, neni
shoda tg mezi latkou a standardem dostacujici pro jednozna¢nou identifikaci. K tomu jsou
nutné dalsi informace, napi. z dalSich detektord. Schopnost provést identifikaci latky
(srovnanim se standardem, pfipadné i bez standardu) tedy zavisi na pouzitém detektoru,
ptipadné¢ kombinaci detektorG a na datech znich ziskanych (napt. UV/Vis spektrum,
hmotnostni spektrum, apod.). Pfi kvantitativni analyze se sleduje plocha piku stanovované
latky, kterd je umérna mnozstvi latky ve vzorku. Plocha piku je ur€ovéana nejcastéji metodou
numerické integrace a u modernich pfistroji propojenych s poc¢itatem tento vypocet provadi
vhodny program urceny k vyhodnocovani chromatografickych dat. Pii kvantitativni analyze je
nutny standard stanovované latky, ktery se pouZije pro kalibraci systému (nejcastéji metoda

kalibra¢ni ptimky).
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4.3.3.2 Ucinnost a rozliseni chromatografické separace

Cilem chromatografie je rozdélit smés latek na sérii slozek, kdy kazdy pik na
chromatogramu odpovidé jedné latce. U¢innost chromatografické kolony klesa se zvys$ujicim
se rozmyvanim zén separovanych latek. Toto rozmyvani je zpusobeno né¢kolika faktory:

1. Vifiva difuze — molekuly rozpusténé v mobilni fazi urazi pii obtékani ¢astic naplné

kolony rizné vzdalenosti.

2. Podélna difaze — prostd difuze molekul latky, které difunduji z mista s vyssi
koncentraci (chromatografickd zona) do mist s niz$i koncentraci.

3. Odpor proti pfevodu hmoty — transportni déje latky v mobilni i stacionarni fazi,
potiebné pro dopravu latky k aktivnimu mistu ve stacionarni fazi, na kterém
probéhne interakce.

Kvantitativni vyjadfeni miry oddéleni dvou pikd se nazyva rozliSeni (Rs) a lze jej
vypocitat podle vztahu 4. Se zvySujici se hodnotou Rs jsou piky od sebe vice oddéleny,
prakticky dostacujici hodnota je Rs = 1 (pfekryv piku je pfiblizné 3 %), prakticky Uplné
oddéleni pikti nastava pii Rs> 1,5. Vysoké hodnoty Rs nejsou vyhodné z hlediska
prodluzovani doby analyzy. Podle rozliseni mizeme posoudit, zda zména chromatografickych
podminek vedla k lepsi separaci latek.

_ 2% (tg, —tg)

RS
W, + W,

(4)

tr1 @ trz jsou retencni ¢asy dvou sousedicich piki (try < tro), W1 @ W» jsou SiFky téchto pik.

RozliSeni souvisi podle rovnice 3 s S§iftkou chromatografickych piki, kterd je dana
uéinnosti chromatografické kolony (rovnice 5). Pro kvantitativni vyjadfeni u¢innosti kolony
se pouziva oznaceni pocet teoretickych pater N.

N =16 (tR] )

w

Vyse uvedené faktory souviseji s rychlosti pritoku mobilni faze. Pro dosaZeni
maximalni G¢innosti chromatografické kolony existuje optimalni rychlost priitoku mobilni
faze a jeji zvySeni nebo sniZzeni vede ke snizeni ucinnosti. Velikost a tvar ¢astic stacionarni
faze ovliviluje taktéz rozmyvani chromatografickych zon. SniZeni velikosti ¢astic vede k
vétSimu rozliSeni, proto se vyrobci snazi vyrabét co nejmensi castice kulovitého tvaru. Navic
mensi, pravidelné Castice stacionarni faze potlacuji vliv rychlosti pratoku mobilni faze na

rozliSeni, coz dovoluje pouzivani vyssich prutokl a tim zkraceni doby analyzy. V soucasnosti
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se pouzivaji také tzv. monolitické kolony, tvoifené blokem chromatografického sorbentu. Tyto
kolony umoziuji pouziti vysokych pratokti mobilnich fazi bez pfiiliSného zvySeni tlaku a
zaroven bez ztraty separacni ucinnosti.

Znalost poctu teoretickych pater kolony miizeme vyuzit pro odhad poc¢tu rozpusténych
latek, které mohou byt za danych podminek rozdéleny. Tento odhad se nazyva pikova
kapacita nc a vyjadiuje, kolik pikd se do chromatogramu muize vejit.

Ne :1+><In\\jmax (6)
min
kde Vmin @ Vimax je nejmensi a nejvetsi objem mobilni faze, v niz mohou byt rozpusténé latky

eluovény.

4.3.3.3 Optimalizace podminek chromatografické separace

Na zékladé vySe uvedenych fakti muizeme fici, ze lepSiho rozdéleni latek (zvySeni
rozliSeni) docilime bud zvétSenim rozdilu v retencnich Casech separovanych latek
(termodynamicky aspekt) nebo zGzenim jejich chromatografickych zén (kineticky aspekt).
Sitka pik@ je zavisla na rychlosti pritoku mobilni fize, délce kolony, velikosti &stic
stacionarni faze a na teploté (teplota ovliviiuje difuzni koeficienty), tedy na faktorech
urcujicich uc¢innost chromatografické kolony.

Zména termodynamickych aspekti vyzaduje vyrazngjsi zasah do chromatografického
systtmu a je ovlivnéna zménami stacionarni a piipadn€é mobilni (u kapalinové
chromatografie) faze a také teplotou (teplota ovliviiuje rozdélovaci koeficienty, tedy distribuci
analyt mezi stacionarni a mobilni fazi). Optimalizace sloZzeni mobilni faze se u kapalinové
chromatografie vyuziva velmi c¢asto, protoZe je jednodus$i zménit sloZeni rozpoustédel nez
pofizovat novou chromatografickou kolonu s jinym typem stacionarni faze. Velmi vyhodné a
Casté je pouziti gradientové eluce, kdy se v prubéhu analyzy méni sloZeni rozpoustédel a
postupné dochazi ke zvySovani eluéni sily mobilni faze. To ma velky vyznam u slozitych
vzorkll obsahujicich latky rizné polarity. P¥i mensi eluéni sile mobilni fdze dochazi k eluci
latek mén¢ zadrzovanych na koloné a postupnym zvySovanim elu¢ni sily dochazi i k eluci
latek vice zadrzovanych. Timto postupem muiZeme separovat béhem jedné analyzy i latky
velmi rozdilné polarity, coz by v pifipadé pouziti konstantniho sloZzeni mobilni faze
(izokraticka eluce) znamenalo znacné prodlouzeni doby analyzy. Dal§im parametrem, kterym

je mozné optimalizovat chromatografické podminky, je teplota. Jak uz bylo uvedeno, teplota
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ovlivituje jak kineticky, tak termodynamicky aspekt a nelze jednoznacné odhadnout, jaky
bude vliv zvySeni nebo snizeni teploty na rozliSeni. Zména teploty se pfi optimalizaci
chromatografickych podminek pouziva jak u kapalinové, tak u plynové chromatografie, i
kdyZz u plynové chromatografie ma mnohem vétsi vyznam. U plynové chromatografie se Casto
pouziva i teplotni program (gradient teploty), kdy se v pribéhu analyzy postupné zvysuje
teplota kolony. Pifi nizSich teplotach jsou eluovany latky méné zadrzované na koloné a
postupnym zvySovanim teploty docilime eluce latek vice zadrzovanych stacionarni fazi, bez
toho, aby se neimérn¢ prodluzoval Cas analyzy.

V ramci této kapitoly je tfeba zminit jesté kapilarni kolony, které se pouzivaji zejména
V plynové chromatografii (slozitgjsi instrumentace brani SirSimu vyuziti v kapalinove
chromatografii). U kapilarnich kolon je stacionarni faze nanesena v tenké vrstvé na vnitini
sténu kolony. Absence naplné kolony znamena, Ze se mobilni faze mize pohybovat kolonou
za vyrazné mensiho tlaku. V disledku toho se mohou vyrabét kapilarni kolony mnohem
vétsich délek, nez je to mozné u napliovych kolon. U kapilarnich kolon je odstranéna vitiva
difdze a omezen odpor vii¢i pfrevodu hmoty. Kombinace téchto faktorti s vétsi délkou kolony

vede k pfiblizné 100-ndsobnému zvyseni poctu teoretickych pater oproti napliovym kolondm.

4.3.3.4 Vznik nesymetrickych pika

V ptredchozich kapitolach se pii popisu chromatografie predpokladalo, Ze latky eluuji
z kolony jako symetrické piky s tvarem Gaussovy k¥ivky. Toto idealni chovani pozorujeme za
pfedpokladu, Ze je rozdé€lovaci koeficient Kp konstantni pro vSechny koncentrace analytu.
Rozdé&lovaci koeficient je dan pomérem koncentraci analytu ve stacionarni a mobilni fazi a
charakterizuje rozdé&leni analytu mezi tyto dvé faze. Cim je hodnota rozd&lovaciho koeficientu
vys$$i, tim je analyt vice zadrZzovan stacionarni fazi a eluuje s vy$Simi reten¢nimi Casy. V
nekterych situacich mizeme pozorovat odchylky od idedlniho chovani (pomér koncentraci
analytu ve stacionarni a mobilni fazi neni konstantni), coz vede k asymetrickym piktim. Na
obrazku 17 je priklad ,.chvostovani®, pfi kterém dochazi k rozmyti sestupné &asti piku.
K takovému chovani mize dochéazet tehdy, kdyZ nékterd mista na stacionarni fazi zadrzuji
rozpu$téné latky siln€ji nez jind mista nebo je vzorek Spatné rozpustny v mobilni fazi
(inkompatibilita vzorku se stacionarni a/nebo mobilni fazi). Dalsi pfi¢inou mohou byt i
technick¢ potize na pfistroji napf. netésnost nastfikového zafizeni nebo rozmyti

chromatografické zony za kolonou (pfili$ dlouha cesta mezi kolonou a detektorem).
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Druhym typem neidealniho chovani je pik srozmytou vzestupnou casti (tzv.
»frontujici pik). Toto chovani je nejcastéji dusledkem pretizeni kolony (pfili§ vysoka
koncentrace vzorku), ptipadné je eluéni sila rozpoustédla vzorku vyrazné vyssi nez elucni sila
pouzité mobilni faze. Vznik chvostujiciho nebo frontujiciho piku muize byt zpiisoben také

kontaminovanou nebo degradovanou kolonou.

retenéni cas retenéni éas

Obr. 17: Chromatograficky pik s rozmytou sestupnou ¢asti (A) a s rozmytou vzestupnou ¢asti

(B)

4.3.4 Plynova chromatografie (GC)

Plynova chromatografie pouziva jako mobilni fazi proud plynu, ktery unasi separované
latky kolonou. Mobilni faze je u plynové chromatografie inertni a nepodili se na
chromatografickém procesu (slouzi pouze jako nosny plyn). Aby mohl byt vzorek separovan,
musi se pied separaci prevést do plynné faze. Plynova chromatografie je tedy vhodna
k analyzam plyni a t€kavych vzorkd. Maximalni teplota pro odpateni t€kavych vzorkd byva
350 °C (coz odpovida maximalni molekulové hmotnosti analyti okolo 600-800 D) i kdyz
existuji 1 vysokoteplotni GC schopné pracovat az do teploty 450 °C. Analyza netékavych
vzorkli pomoci GC je mozZna az po jejich ptevedeni na t¢kavé sloueniny vhodnou chemickou
reakci. Plynova chromatografie je obvykle vyuzivana pro kvalitativni a kvantitativni analyzu
t€kavych latek, ale je mozno ji pouzit i v preparativnim maodu.

Pro vysledek separace je podstatna sila interakci analytl se stacionarni fazi a dalSim
dilezitym faktorem je teplota, kterd urCuje parcidlni tlak par a tim i t€kavost analytl a také
ovlivituje rozdélovaci koeficienty analytll. To jsou také hlavni parametry chromatografického
systému, které optimalizujeme pfi snaze o rozd€leni smési latek na jednotlivé piky. Z davoda
popsanych v kapitole 2.5.3.3 je v plynové chromatografii velmi rozsifené pouzivani

kapilarnich kolon. Kapilarni kolony jsou obvykle vyrobeny z kiemenného skla, které je z
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vnéjsi strany potazené vhodnym polymerem zajistujicim odolnost a ohebnost. Naplnové
kolony jsou nejcastéji vyrobeny z nerez oceli nebo ze skla. Srovnani typickych parametri
kapilarnich a naplnovych kolon pouzivanych v plynové chromatografii uvadi tabulka 3. Vyssi
ucinnost kapilarnich kolon umoznuje separace analytii s vyuzitim mensiho poctu rtznych
stacionarnich fazi, coz zjednodusuje proces optimalizace metody. Vybér vhodné stacionarni
pouzivaji vyhradn¢ profesionaln¢ vyrabéné kolony, které lze pripravit s Vvysokou
reprodukovatelnosti a které zajist'uji vysokou tepelnou a chemickou stabilitu. Obecné jsou
stacionarni faze u plynove chromatografie dvojiho typu, a to s adsorpénim nebo rozdélovacim
mechanismem separace (kapitola 2.5.1). Kolony vyuzivajici adsorpéni mechanismus jsou
vétSinou népliové a jako stacionarni faze vyuzivaji napt. grafitizovany uhlik, zeolity,
silikagel, oxid hlinity a dal$i. Nejrozsahlejsi vyuziti maji kolony vyuzivajici rozdélovaci
mechanismus separaci, kde se jako nepolarni stacionarni faze pouziva napf.
polydimethylsiloxan a jako polarni stacionarni faze napf. polyethylenglykol. Tyto uvedené
stacionarni faze jsou nejrozsifenéjsi a jejich modifikace (napf. vyména methylovych skupin
dimethylsiloxanu za rGzn¢ dlouhé alkylové fetézce nebo rliznd délka polymerniho fetézce)
urcuji vysledné vlastnosti jako napf. stabilitu, polaritu, Gi¢innost, reprodukovatelnost vyroby,
apod. Stacionarni faze srozdélovacim mechanismem separace je u napliovych kolon
nanesena na vhodny pevny nosi¢, kterym je kolona vyplnéna a u kapilarnich kolon je

stacionarni faze nanesena v tenké vrstvé na vnitini sténu kolony.

Parametry Napliiové kolony Kapilarni kolony
Vnéjsi pramér 3,2mm 0,40 mm
Vnitini primér 2,2 mm 0,25 mm
Tloust’ka filmu stacionarni S Hum 0,25 um
faze

Délka kolony 1-2m 15-60m

Priitok mobilni faze 20 ml min™ 1 ml min*
Pocet teoretickych pater N 6000 180000

Tab. 3: Srovnani typickych parametri kapilarnich a napliiovych kolon pouzivanych v plynové

chromatografii

Teplota je po vybéru vhodné stacionarni faze druhou nejvyznamnéj$i proménnou

Vv plynové chromatografii. Vliv teploty je natolik vyznamny, Ze se teplotni programy staly
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béznou soucasti metod plynové chromatografie. Teplotni program je proces, pii kterém se
Vv priibéhu analyzy postupné zvySuje teplota kolony, ¢imz dojde k urychleni pohybu analytt
kolonou a zkraceni retencnich ¢ast. Vliv teplotniho programu na priibéh separace ukazuje
obrazek 18. Prvni separace ukazuje chromatogram smési alifatickych uhlovodika pfi

konstantni teplot¢ a druhy separaci stejného vzorku s pouzitim teplotniho programu.

Cia

UL J L et

1 R SO DY ¢ i EREAE Y. PSR |
O 5 10 156 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95

clO c‘I‘I Ct? CIS C$4~

Obr. 18: Porovnani separace alifatickych uhlovodikt pti konstantni teploté (A) a pfi pouZiti

teplotniho programu (B).

Mobilni faze pouzivané v chromatografii jsou nejcastéji helium, vodik nebo dusik. Tyto
plyny musi byt pro Gcely plynové chromatografie velmi cisté. Nejvice rozsifené je pouzivani
helia, které oproti dusiku vykazuje malou zavislost i€innosti kolony na priatoku mobilni faze.
Pfi vysSich rychlostech pratoku helia dochazi jen k mirné ztraté¢ ucinnosti, coz zjednodusuje
vyvoj chromatografické metody a umoziuje pouZiti vyssich pritoka za ti¢elem zkraceni doby
analyzy. Vodik ma, co se tyka vlivu rychlosti pritoku mobilni faze ¢innost kolony, podobné
vlastnosti jako helium, ale jeho nevyhodou jsou nutnd bezpecnostni opatieni zamezujici

moznému vybuchu.
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Jelikoz plyny jsou stlacitelné, neni rychlost pratoku mobilni faze konstantni po celé
délce kolony, ale vzristd od pocatku kolony k jejimu konci. Pro zajisténi konstantniho
vstupniho tlaku (tedy i vstupniho prutoku) je nutné pouzivat v plynové chromatografii
specialni regulatory. Co se tyce rychlosti prutoku mobilni faze dal§imi ¢astmi chromatografu,
jsou na n¢&j kladeny také uréité pozadavky. Priatok davkovacim zafizenim je pozadovan velky,
aby se vzorek rychle vyplachl a nedoslo k velkému rozmyti. Velky pratok mobilni faze a
velké mnozstvi vzorku nejsou pro separace vhodné, proto je soucasti instrumentace tzv. délic
(splitter), ktery pied vstupem do kolony odvadi ¢ast mobilni faze se vzorkem pry¢. Aby
nedoslo v detektoru k rozmyti pikti v disledku dlouhé doby setrvani analytu v detektoru,
pridava se pied detektorem dodatecné mnozstvi nosného plynu, které zarucuje rychlé
vymyvani eluovanych vzorkl z detektoru.

Déavkovani vzorku do chromatografického systému se nejcastéji provadi kalibrovanou
mikro stiikackou, a to bud’ ru¢né, nebo pomoci automatického davkovace. Teplota injektoru
se voli tak, aby se nadavkovany vzorek ihned odpafil a nasledné¢ nekondenzoval. Z téchto
divodu byva teplota injektoru zpravidla o 50 °C vyssi nez teplota kolony.

Plynova chromatografie mlize byt vyuzita kromé kvalitativni a kvantitativni analyzy 1

vvvvvv

4.3.4.1 Detekcni metody pro plynovou chromatografii

Plynova chromatografie se vyznacuje ze vSech separacnich metod nejvétsi nabidkou
riznych moznosti detekce a také detektory s nejvétsi citlivosti, coz je dano tim, ze mobilni
fazi je indiferentni plyn. Pti separacich ve fytochemii jsou vzorky Casto smési mnoha latek
s neznamou strukturou. Z tohoto divodu je vyhodné pouziti detektorti, které poskytuji i
strukturni informace o analytech, a to i za cenu ¢éastené ztraty citlivosti. Vybrané mozZnosti

detekce jsou popsany v nasledujicich odstavcich.

Detektor pomoci ionizace plamenem (FID — Flame lonization Detector)

FID je jeden z nejpouzivanéjsich detektori pro GC. Pouziva se pro detekci organickych
sloucenin, vCetné¢ sekundarnich metabolitii. Princip detekce je zalozen na spalovani analyta

vychazejicich s GC kolony ve vodikovém plamenu. Béhem spalovani je generovan proud
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iont, ktery muze byt méfen. Tato metoda detekce je velmi citliva (detekéni limit
Vv pikogramech), universalni pro sekundarni metabolity, jednoduchd a pomérné robustni.
Nevyhodou je, ze neposkytuje zadné informace o struktufe detekovanych latek, je to metoda

destruktivni detekce.

Detektor FT-infracervenou spektrofotometrii (FT-IR - Fourier Transform

Infrared Detector)

Detekce pomoci FT-IR poskytuje on-line zaznam infraerveného spektra. Mnoho latek
s jinak podobnymi vlastnostmi mé rozdilné infraervené spektrum, proto je tato metoda
detekce vyhodna pro porovnavani s knihovnami spekter, a soucasné pfinasi pomérné velké
mnozstvi informaci pro identifikaci neznamych latek. Vyhodou detekce FT-IR je
nedestruktivnost, a proto je mozno tento detektor zapojit on-line (napi. spojeni GC-FT-IR-
MS). Nevyhodou takové detekce je pomérné vysoka cena, relativné nizkd citlivost, a
skute¢nost, ze IR spektra latek v plynné fazi se lisi od spekter ziskanych v roztoku nebo pevné

fazi (potieba specialnich knihoven spekter).

Detekce hmotnostni spektrometrii (MS - Mass Spectrometric

Detection)

Hmotnostni spektrometrie (podrobnéjsi popis v kapitole 3.3) jako detek¢ni technika pro
GC kombinuje univerzélnost, citlivost a specifi¢nost. GC muze byt jednoduchym rozhranim
pfipojena piimo k iontovému zdroji hmotnostniho spektrometru. Nej€astéji uzivany zplsob
ionizace je EIl (elektron impact) nebo CI (chemical ionization). Vznikajici ionty jsou dale
analyzovany obvykle pomoci magnetickeho pole, kvadrup6lu nebo iontové pasti. Hmotnostni
spektra jsou obvykle velmi informativni a podobné jako u FT-IR, je mozno je vyuZzit pro
porovnani s knihovnou spekter pfi identifikace slou¢enin, ptipadné pfinasi znalosti o struktuie
neznamych latek. Je to vSak destruktivni metoda, mize byt uzivana az na konci tandemové
on-line detekce. Pro preparativni Ucely je tieba provadét tzv. split (rozd€leni) proudu plynu

ptichazejiciho z GC.
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4.3.5 Klasicka sloupcova kapalinova chromatografie

Sloupcova chromatografie v rizném uspofadani byla jednou z prvnich skute¢né
roz§itenych separa¢nich metod. Podle uspotfadani je to metoda, kde stacionarni faze je
umisténa V sklenéné trubici uzaviené na dolnim konci fritou a kohoutem. Mobilni faze
prochazi ptes stacionarni fazi obvykle pomoci gravitace, piipadné mirnym pietlakem nebo
podtlakem. Velikost sloupce, na kterém se separace provadi, se muze liSit od desitek
centimetr a nékolika milimetri v priméru do stovek centimetrii v délce a desitek centimetrii

V primeéru.

Smér toku mobilni faze

“oi.| «—— Vzorek nanesen na vrch kolony

\ Zo6ny jednotlivych separovanych latek
Stacionarni faze ——

|
|

Eluované komponenty
separované smeési

Obr. 19: Sloupcova chromatografie

Pro kolony vétSich rozméra je z ekonomickych divodi obvykle pouzivan silikagel,
alumina nebo Sephadex (viz kapitola 2.5.6). Nejcastéjsi je pouziti silikagelu o velikosti ¢astic
60-200 um. Tyto sloupce nejsou vyrobci predpfipraveny a plnéni probiha piimo v laboratofi.

Sloupce o velkych rozmérech jsou vhodné pro separace velkych mnozstvi materidlu.
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Vzhledem k dobré ekonomické dostupnosti pouzivanych sorbentd, ale nizsi kvalité separace,
zpusobené zejména velkymi praméry ¢astic sorbentu, se tento typ chromatografie pouziva pro
prvni kroky separacniho procesu, kdy je nutno zpracovat velké mnozstvi materidlu. Pomoci
klasické sloupcové chromatografie tak obvykle ziskame frakce jako jednoduché smési latek,
které je mozno dale zpracovavat jinymi typy chromatografie.

Mobilni faze pro sloupcovou chromatografii je obvykle 2-3 slozkova, nékdy i &tyf
slozkovéa smés organickych rozpoustédel. Obvykle se vyuziva izokraticka eluce (viz kapitola
2.5.7). Jednou ze slozek je nepolarni rozpoustédlo, druhou polarni. Jejich pomérem se
upravuje elucni sila mobilni faze. Tteti slozkou byvé acidobazicky nebo jiny modifikator
zlepSujici deleni. Spravné slozeni mobilni faze se zjisti opakovanou TLC analyzou, pii které
je nutno ziskat chromatogram s oddélenymi ohrani¢enymi skvrnami s R¢ v rozmezi 0,2-0,5.

Vzorek na sloupec nandsime dvéma zplsoby. Nejjednodussi je piipad, kdy je vzorek
dobie rozpustny v pouzité mobilni fazi. Pak sta¢i vzorek rozpustény v minimalnim objemu
mobilni faze nanést na vrch sloupce, nechat ,,vsaknout* do sorbentu a separovat. Vzhledem
k charakteru zpracovavaného materidlu (smés latek o rozdilné polarité) je vSak obvykle
rozpustnost vzorku v mobilni fazi omezena. Druhym zplisobem nanaSeni je adsorpce vzorku
na malé mnozstvi stacionarni faze (cca 1:1). Vyuziva se v pfipadné $patné rozpustnosti
vzorku v mobilni fazi. Vzorek se rozpusti v jakémkoliv vhodném snadno odpafitelném
rozpoustédle, ptida se sorbent a nasledné se rozpoustédlo opatrné€ odpati. Adsorbovany vzorek
se nanese na vrch sloupce. Mobilni faze se pak obvykle ptfivadi ze zasobniku samospadem

pfimo na kolonu.

4.3.5.1 Flash chromatografie

Tzv. flash chromatografie je obdobou klasické sloupcové chromatografie. Pro zlepSeni
separace se zde vyuzivaji sorbenty s mensim priimérem castic (okolo 40 um). Vysoka hustota
takovych sorbentli ale snizuje pratok, a proto se pro urychleni separace vyuziva pretlaku
(obvykle vzduchu nebo proudu dusiku) na vstupu nebo podtlaku na vystupu. Sloupce pro
flash chromatografii jsou obvykle mensich rozmérd nez pro Kklasickou kolonovou
chromatografii. Je mozno je plnit sorbentem piimo v laboratofi. Pro zlepSeni a/nebo zrychleni
separace je mozno také pofidit zatizeni pro flash chromatografii véetné pumpy mobilni faze a
detektoru. Takové systemy pak byvaji vybavené kolonami plnénymi vyrobcem, coZz obvykle

zarucuje jejich homogenitu a tim kvalitnéj$i separaci.
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4.3.5.2 Detekéni metody pro sloupcovou chromatografii

Separace a purifikace latek obsazenych v rostlinnych extraktech neni cilem sama o
sobé¢, obvykle nasledu;ji dalsi kroky. Pokud je separace provadéna analyticky, nasledujici krok
je kvalitativni nebo kvantitativni analyza. V piipadé preparativni nebo semi-preparativni
separace a purifikace nasleduje stanoveni struktury nebo testy biologické aktivity. Béhem
separace je samoziejm¢ nutné monitorovat pritomnost cilovych latek v riznych frakcich
ziskanych béhem procesu. Stejné jako existuje celd fada metod pro extrakci, separaci a
purifikaci, existuje i mnoho zpusobi jak provadét detekci. Mizeme definovat tzv. on-line
nebo off-line detekce. On-line detekce znamena méfeni piimo b&hem procesu, napiiklad
okamzité¢ po vystupu ze separac¢niho procesu. Je vyuzivand zejména v ptipadech analytické
separace. Off-line technika je takova, pii které je nutny néjaky transfer vzorku a je obvykle
vyuzivana v preparativni separaci. On-line technika ma své vyhody: je rychla, mélo pracna a
nehrozi vyrazny rozklad vzorku. Na druhou stranu, je obvykle finanén€ narocnd, méné
flexibilni, technicky komplikovanéjsi a neni ji mozno vyuzit ve vSech pfipadech. Nékteré
metody detekce je mozno pouzit jak on-line, tak off-line.

Pokud je systém sloupcové chromatografie vybaven on-line detektorem, coz neni pfili§
obvyklé, je detekce jednoduchad. Pomoci on-line detektoru sniméme zvolenou
charakteristickou vlastnost eluovanych latek (napt. absorpci UV/Vis zafeni apod.). Na zakladé
odezvy detektoru se pak snaZzime zachytdvat jednotlivé frakce tak, abychom ziskali
jednoduché smési latek, nebo pfimo Cisté latky.

V piipadé€, Zze on-line detekce neni k dispozici, je nutno analyzovat ziskané frakce.
Frakce ziskdme periodickym sbiranim vytékajici mobilni faze — rozdélované podle objemu
nebo podle Casu. Ziskané frakce obvykle nanaSime na TLC, analyzujeme a porovnavame,
ptipadné spojujeme na zakladé vzajemné podobnosti. Pro analyzu podobnosti frakci muze byt

kromé TLC pouzito 1 dalSich metod, véetné HPLC.

4.3.6 Sorbenty pro kapalinovou chromatografii

4.3.6.1 Silikagel

Silikagel je nejbéznéjSim sorbentem pouzivanym v chromatografii pfirodnich latek.

Jeho interakce se separovanymi latkami je zaloZena na adsorpci. Silikagel je odvozeny od
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kyseliny kiemicité. Precipitaci z kyselého roztoku vznikaji tzv. primarni Castice, pii jejich
rastu dochazi k odstranéni vody a tvorbé gelu. V této fazi se za kontrolovanych podminek
tvoii trojrozmérna sit’ a pro promyti a zahfivani na 120 °C vznika tzv. xerogel neboli silikagel,
tj. amorfni porézni material. Je to pevna latka s velkym sorpénim povrchem. Do prostoru jsou
u silikagelu vystaveny volné OH skupiny a udileji mu polarni charakter (siloxanové skupiny).
Tyto skupiny pak mohou interagovat s vodou a dle stupné hydratace ma pak silikagel
odpovidajici polaritu. Hydroxylové skupiny exprimované na povrchu silikagelovych ¢astic je
mozno rozd¢€lit na ,,volné, vazané a reaktivni“. ,,Volné*“ hydroxylové skupiny jsou pristupné
pro adsorpci zejména pomoci vodikovych mustkd a méni se ve ,,vazané*. , Reaktivni* skupiny
vznikaji asociaci sousedicich volnych hydroxylti. Pomér jednotlivych typli se méni zejména
termalni aktivaci/deaktivaci (optimum 200 °C) a ovlivitluje chromatografické vlastnosti
silikagelu (Obr. 20).

Volnha Vazana Reaktivni

Obr. 20: Schematicky nakres silikagelu s popisem charakteru silanolovych skupin

Silikagel je universalni a hodi se pro separaci vétSiny latek, pouze latky siln€ bazické se
na n¢j ireversibilné vazou diky jeho kyselé reakci. Za béZnych podminek je na silikagelu
mozZno separovat spiSe latky liSici se pfitomnosti a poctem polarnich funkénich skupin.
Rozdily v lipofilnich ¢astech molekuly jsou pro separaci méné vyznamné.

Syntéza silikagelu umoziuje tvorbu ¢astic s fizenou porozitou a o jednotné velikosti.
Prakticky se pro chromatografii vyuzivaji silikagely o velikosti ¢astic mensi nez 100 pm,

podle typu aplikace.
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4.3.6.2 Alumina

Oxid hlinity (alumina) je sorbent pouzivany alternativné k silikagelu pro adsorpéni
chromatografii. Je to polarni sorbent. Je vhodny pro déleni zejména méné polarnich latek,
odlisnych stericky nebo funkéni skupinou, zejména takovou, kterd umoznuje tvorbu
intramolekularnich vodikovych vazeb. Pfitomnost dvojnych vazeb ve struktufe separovanych
latek zvysuje interakci s timto sorbentem.

Idealizovana povrchova struktura piedstavuje vrstvu hlinikovych kationtd a vrstvu
tvofenou ionty kysliku. Za béznych podminek je na povrchu sorpéné vazana voda. Pii
zahtivani se voda ¢aste¢né desorbuje a tvoti se povrchové hydroxylové skupiny. Hydroxylové
skupiny na povrchu sorbentu ale nejsou zakladem pro adsorpci separovanych latek.
Ptitomnost hlinikovych a kyslikovych atomi generuje silné elektrostatické pole, na jehoz
zaklad¢ se pak tvofi v principu tfi adsorp¢ni centra. Pozitivni pole je formovano centry
s kyselym charakterem, centra bazického typu maji proton akceptorové vlastnosti a jsou
formovany nad kyslikovymi atomy nebo jsou tvofena ionizovatelnymi hydroxyly, tfeti typ
jsou centra s elektron akceptorovymi vlastnostmi. Princip adsorpce je tedy odlisny od
adsorpce na silikagelu.

Oxid hlinity je mozno pouzit v kyselé, zasadité nebo neutralni varianté. V mobilni fazi
obsahujici vodu se na kyselém oxidu hlinitém déli kyselé latky (fenoly, karboxylové kyseliny,
aminokyseliny), aminy a iminy na zasaditém (alkaloidy), na neutralnim aldehydy, ketony a
laktony. V bezvodém prostiedi jsou obvyklé separace na bazickém oxidu hlinitém (alkaloidy,
karotenoidy, aromatické uhlovodiky, steroidy). Tento sorbent je reaktivnéjsi nez silikagel, coz
muZze u urcitych vzorkl zplsobit problémy a nevratnou sorpci. Obvykle vyuZivany je sorbent

S ¢asticemi mensimi nez 200 um.

4.3.6.3 Modifikovany silikagel

Aplikace chlorodimethylalkylsilanii, chloroalkoxysilanii nebo dalSich ¢inidel na
chromatograficky silikagel vede reakci s volnymi hydroxylovymi skupinami k transformaci
polarni staciondrni faze na nepolarni. Soucasnd technologie zajistuje tvorbu Castic
s jednovrstevnym pravidelnym lipofilnim povrchem. Pro ptipravu nepolarnich fazi jsou

pouzivany C-2, C-4, C-6, C-8 nebo C-18 alkyly, ale spektrum miize byt samoziejm¢ $irsi.
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L OH CH,
+ X“SéiH"R’ + X—Si—R1
L OH

Obr. 21: Schéma ptipravy modifikovaného silikagelu. X — halogen, R1 — alkyl, napt. C8, C18,

aryl a pod., R — objemny substituent pro stérické branéni volnych hydroxyla

V separaci piirodnich latek jsou nejcastéji pouzivany C-8 a C-18 sorbenty (oktyl a
oktadecylované silikagely). Nezreagované volné hydroxyly silikagelu jsou nésledné
odstrafiovany procesem tzv. end-cappingem, tj. reakci s chlormethylsilanolem. V piipadé
neodstranéni volnych hydroxylii na povrchu silikagelu zlistdva ¢aste¢né zachovan hydrofilni
charakter sorbentu, coz muze pfi separaci pusobit komplikace, napt. rozsifovani piki nebo
tzv. tailing (chvostovani).

Podrobnosti k separaci pomoci modifikovanych silikageli naleznete v kapitole 2.5.7.
Pro aplikaci v klasické sloupcové chromatografii jsou modifikované silikagely pouzivané
omezené. Limitujicim faktorem je zejména cena podstatné vysSi neZ pro ostatni sorbenty.
Vyjimecné separacni schopnosti a schopnost vysokého rozliSeni je umoznuji pouzit ve flash

chromatografii.

4.3.6.4 Polyamidy

Polyamidy (polykaprolaktam, polyhexamethyldiaminoadipat, polyaminoundekanoat)
jsou sorbenty, jejichz separacni schopnost je zaloZena na tvorbé vodikovych mistkl. Pocet a
sila vodikovych vazeb zavisi od charakteru separovane latky (fenoly, hydroxyly, karbonyly),
eluce pak na schopnosti pouzité mobilni faze §tépit vytvorené vodikové mustky. Typicka je

separace fenold, indold, steroidl a dalsich latek.
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4.3.6.5 Celul6za

Celuldza je sorbent pouzivany zejména pro chromatografii vysoce polarnich latek, jako
jsou napf. cukry. Zaklady chromatografie na celuléze jsou v podstaté shodné s papirovou
chromatografii. Pfi zadrzovani analytd na sorbentu se uplatiiuje princip rozdé€lovaci
chromatografie, kdy se jako stacionarni faze chova voda zakotvend na povrchu celulézy.
Krom¢ rozdé€lovani se ale projevuje i adsorpce a iontova vymena. Vysledna retence analyti je

tedy kombinaci n¢kolika faktort.

4.3.6.6 Sephadex LH-20

Pro izolaci zejména labilnich molekul jsou vhodné inertni polymery tvoiené
polysacharidy. Polysacharidy mohou byt provazany a pak tvoii trojrozmérnou sit’. Sephadex
je gel vznikajici reakei ve vodé rozpustného dextranu s epichlorhydrinem. Vznikly, ve vodé
nerozpustny polymer, je zesitovan etherovymi mdustky. Tento material bobtnd absorpci
ur¢itétho mnozstvi vody. Nabobtnalé Castice jsou schopné chromatograficky separovat podle
molekulové hmotnosti. Stupeni bobtnani uruje chromatografické vlastnosti gelu — ¢im hustsi

gel, tim mensi ¢astice je mozno délit.
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Obr. 22: Schématicky nakres separace pomoci tzv. size exclusion chromatografie. Mensi
Castice (plna cara) pronikaji do porézniho materialu snadnéji nez vétsi Castice (preruSovang) a

jsou gelem zadrZovany.

Sephadex LH-20 je hydroxypropyl derivat Sephadexu G-25. Hydroxypropyl
derivatizace mu dodava lipofilitu pii zachovani hydrofilnich vlastnosti. Tento gel bobtna
V polarnich rozpoustédlech (voda, methanol, tetrahydrofuran). Schopnost interakce
s organickymi rozpoustédly a lipofilita tento gel zvyhodiuji pro pouziti v separaci
v organickych rozpoustédlech rozpustnych pfirodnich latek. Pfi pouziti jednoslozkové
mobilni faze jsou latky separovany na zakladé molekulové hmotnosti, ¢astice s molekulovou
hmotnosti vétsi nez 4000 uz nejsou zachytdvany a eluuji bez interakce. Pii uziti smési
rozpoustédel je polarngjsi z nich absorbovdno gelem preferencné. Tento je méa za nasledek
vytvoreni dvou fazového systému s odlisnou stacionarni a mobilni fazi a ke gelové filtraci se
piidavéa rozdélovaci chromatografie, vysledkem je tzv. smésny mod separace. NejlepSich
vysledku je pak dosazeno optimalizaci dvouslozkové mobilni faze slozené z polarniho a

nepolarniho rozpoustédla. Pro fenolické slouceniny a heterocykly, které jsou zadrzovany
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Sephadexem velmi silné, je pak popisovan jesté jiny blize nespecifikovany mechanismus

separace, zejména pokud je jako mobilni faze pouzivan nizko molekularni alkohol.
Dextranové gely obecné jsou inertni a nevznikd zadnd ireversibilni interakce se

separovanymi latkami. Vyhodou uziti téchto gelti je také moznost opakovaného pouziti bez

komplikované regenerace.

4.3.7 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC dosahuje vysokych G¢innosti separaci oproti klasické sloupcové chromatografii.
Je to ddno pouzitim staciondrnich fazi tvofenych malymi casticemi (obvykle < 5 pum)
pravidelného tvaru, které homogenné vypliuji kolonu (viz kapitola 2.5.3.2). Pritok mobilni
faze kolonou je pfi téchto podminkadch mozny pouze pod vysokym tlakem (obvykle jednotky
az desitky MPa), coz vyzaduje pouziti vysokotlakych pump. Vyhodou kapalinové
chromatografie oproti plynové je moznost ovliviiovat separaci sloZenim mobilni faze. V
HPLC je mozné pouzivat velké mnozstvi stacionarnich fazi zalozenych na rtiznych principech
separace (viz kapitola 2.5.1), ale pro fytochemické aplikace maji nejvétsi vyznam chemicky
véazaneé faze (zejmena reverzni faze, RP-HPLC). Proto bude dalsi popis zaméfen zejména na
stacionarni faze tohoto typu.

Chromatografické kolony pouzivané v HPLC jsou vyrabéné komerc¢né, tak aby byla
zarucena reprodukovatelnost vyroby (velikost ¢astic, homogenni vyplnéni kolony, apod.).
Kolony musi odolavat vysokym tlakim pouzivanym v HPLC a jsou vyrdbény vétSinou
Z nerez oceli. Kromé kolon vyplnénych ¢asticemi staciondrni faze se n¢kdy pouZzivaji tzv.
monolitické stacionarni faze, kdy je kolona vyplInéna polymerem o definované porovitosti.
Vyhodou téchto stacionarnich fazi je, Ze vypliluji prostor v koloné kompaktnéji nez ¢astice
stacionarni faze, vykazuji velkou mechanickou stabilitu, jsou odolné vii¢i zméndm pH a maji
velkou ucinnost separace pii vysokych pritocich mobilni faze (zkraceni doby analyzy). Ptes
uvedené vyhody jsou Vv praxi stale nejpouzivanéjsi tradiéni napliiové kolony. Pii béznych
analytickych aplikacich byva délka kolony mezi 5-25 c¢m a vnitini pramér 2-5 mm. Velikosti
kolony je nutné ptizplsobit i rychlost pritoku mobilni faze, kterd ma vliv na u¢innost kolony
a navic pifi pouziti velkych pritokd a mensi kolony by doSlo k neimérnému zvyseni tlaku
v systému. Obvyklé pritoky mobilni faze byvaji 0,2-1,5 mlmin™. U preparativni

chromatografie jsou pouzivané rozméry kolon 25-50 cm, s vnitinim prumérem 1-5 cm,

73



velikosti Castic stacionarni faze 5-10 pum. I rychlosti pratokli mobilni faze jsou vétsi a
pohybuji se v rozmezi 5-50 ml min™.

Reverzni faze patii v HPLC mezi nejpouzivanéjsi, protoZze maji fadu vyhod oproti
jinym typum stacionarnich fazi. Umoziiuji separovat analyty s Sirokym rozsahem polarity,
k dispozici je dostate¢na nabidka modifikaci reverznich fazi s pozadovanymi vlastnostmi,
vysledky jsou dobie reprodukovatelné a jako mobilni faze je mozné pouzivat relativné levna a
dostupna rozpoustédla. Nejbéznéjs$im nosi¢em pro chemicky vazané faze (véetné reverznich
fazi) je silikagel. Silikagel obsahuje ve své struktuie volné OH skupiny (Si-OH), které mohou
byt nahrazeny ruznymi funkénimi skupinami s rdznymi vlastnostmi (Obr. 20 a 21).
Nejbéznéji pouzivanou chemicky vézanou fazi je silikagel s navazanymi oktadecylovymi
retézci (C18), ptipadné kratSimi alkyly jako je oktyl (C8). Nevyhodou silikagelu je zejména
stabilita omezena jen v uréitém rozsahu hodnot pH (obvykle 2-8). Druhou nevyhodou je
pfitomnost nezreagovanych OH skupin silikagelu, coZ mé za nasledek nezadouci adsorpci.
K dispozici jsou ale i tzv. endkapované stacionarni faze, u kterych je ¢ast volnych OH skupin
deaktivovana.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, sloZzeni mobilni fdze vyznamnym zpisobem ovliviiuje
separacni proces. Pfi pouziti reverznich stacionarnich fazi se jako mobilni faze pouziva voda
(vétSinou tlumivy roztok nebo roztok slabé kyseliny o definovaném pH) s ptidavkem
organického rozpoustédla (napt. methanol, acetonitril, isopropanol, tetrahydrofuran). SloZeni
mobilni faze ovlivilujeme zménami poméru vodné a organické slozky, zmé&nami pouZitého
organického rozpoustédla a u analytli schopnych ionizace téZ zménami pH nebo iontové
parovymi Cinidly. Reverzni staciondrni faze jsou nepolarni, a proto by pouzitd mobilni faze
méla obsahovat alespoit 10 % organické slozky (€isté vodna mobilni faze nesméci nepolarni
stacionarni fazi). Mobilni faze je charakterizovana piedevsim svou elu¢ni silou (g). S Klesajici
polaritou mobilni faze (vySSi obsah organické slozky) roste jeji elu¢ni sila (klesaji retencni
casy). Slozeni mobilni fadze mlZe byt konstantni po celou dobu analyzy (izokratické eluce)
nebo se mize priabézné¢ ménit (gradientova eluce). V prubéhu gradientove eluce se v RP-
HPLC zvySuje obsah méné polarni organické slozky na ukor vice polarni vodné a tim se
pribézné zvysuje 1 elucni sila mobilni faze. Obecné se gradientova eluce pouZziva pro vzorky
s odlisnymi afinitami ke stacionarni fazi. Obrazek 23 ukazuje izokratickou a gradientovou
separaci stejné smési latek. V ptipad¢ izokratické eluce nejsou prvni piky dostateéné oddéleny
a posledni piky jsou nizké a rozsifené s velmi velkymi retencnimi Casy. Z toho vyplyva, zZe
eluc¢ni sila mobilni faze je velkd pro latky snizkymi reten¢nimi ¢asy a nizkd pro latky

S vyS$$imi retencnimi Casy (latky jsou silné¢ poutdny stacionarni fazi). ReSenim tohoto
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problému je zacit separaci s nizsi elucni silou mobilni faze (eluce latek, které jsou méné
poutany stacionarni fazi) a postupné ji v pribéhu analyzy zvySovat. Obecné vede gradientové

eluce k zzeni chromatografickych piki, optimalizaci selektivity a zkraceni doby analyzy.
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Obr. 23: Porovnani izokratické (A) a gradientové separace (B) smési latek s riznou polaritou;

¢ — eluéni sila mobilni faze.

Kromé vybéru chromatografické kolony (tj. typu staciondrni faze, délky kolony,
velikosti ¢astic), slozeni mobilni faze a rychlosti jejiho pratoku mizeme vysledek separace
ovlivnit jeSté teplotou. V kazdém piipadé¢ je vhodné pouzivat pii chromatografickych
separacich termostat, ktery umoziuje kontrolovat teplotu kolony tak, aby byly zarufeny
konstantni podminky separace pii analyzdch v riznych dnech. Zména teploty nemd na
separaci tak vyrazny vliv jako u plynové chromatografie a nelze ani jednozna¢né urcit jaky
bude vliv jejiho zvySeni nebo sniZeni na rozliSeni (viz kapitola 2.5.3.3). Pfi optimalizaci
podminek separace je vhodné vliv teploty ovéfit a zjistit, zda nemiiZe byt separace provedena
S lepsim vysledkem. Maximalni rozsah pouzivanych teplot pro chemicky vazané faze je
ptiblizné 10-80 °C.
chromatografie, coz je dano zejména vysokymi tlaky mobilni faze (Obr. 24). Aby byl zajistén
prutok mobilni faze systémem, pouzivaji se vysokotlaké pumpy. Na tyto pumpy jsou kladeny
velké naroky, protoze musi zajistit konstantni, reprodukovatelny a bezpulsni pratok mobilni

faze. VétSina komerénich pfistroji obsahuje tzv. sméSova¢, kde dochazi k michani
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jednotlivych slozek mobilni faze podle pfedem zadaného programu. SméSovac je nutnou
soucasti instrumentace v piipad¢, ze chceme pouzivat gradientovou eluci. Na mobilni faze
jsou kladeny také zvlastni pozadavky, a to zejména na jejich ¢istotu. Pro HPLC aplikace jsou
komer¢né dostupna specialné ¢isténa rozpoustédla. Vzduch rozpustény v mobilni fazi miize
byt pticinou vzniku bublin v systému a nasledného zvyseni Sumu detektoru. Proto je nutné
pfed analyzou provadét odplynéni mobilni faze. Odplynovaci zafizeni byvd bud piimo
soucasti instrumentace (pracuje na principu podtlaku) nebo se mobilni faze odplynuje zvIast
(napt. pomoci ultrazvuku nebo probublavanim heliem). Zvolené sloZzeni mobilni faze musi byt
kompatibilni s pouzitym typem detektoru (napft. pii UV/Vis detekci nesmi slozky mobilni faze
prilis absorbovat pfi méfenych vinovych délkach). Dalsi soucésti instrumentace je davkovaci
zafizeni (vysokotlaky ventil), které¢ davkuje rozpustény vzorek do toku mobilni faze.
Déavkovani vzorku je u nékterych pfistrojii automatizovano a probihd podle piedem zadané¢ho
programu. Davkovani vzorku musi byt reprodukovatelné, aby byla zajiSténa dostatecnd
pfesnost pii kvantitativni analyze. Davkované objemy jsou obvykle v rozsahu 1-100 pl.
Nadavkovany vzorek je unasen tokem mobilni fdze do chromatografické kolony a nasledné

do detektoru.

Zasobnik mobilni faze

Pumpa a dumper Odpad
o

/%Ventil
jd
Smésovaci ventil 7\77‘%} . |:

Degaser

Injektor

————= —> Qdpad

Detektor Sbérac frakei

Obr. 24: Schematické znazornéni zatizeni pro HPLC
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4.3.7.1 Detekéni metody pro HPLC

Ve vysokoucinné kapalinové chromatografii se davkuji mald mnoZstvi vzorku, proto
jsou Kk detekci nutné citlivé detektory, které umoziuji kontinualni sledovani latek na vystupu

z kolony.

Spektrofotometrické detektory

Spektrofotometrické detektory patii k nejrozsifenéjSim detektoriim pouzivanym ve
spojeni s HPLC. Duvodem je relativné nizka cena, spolehlivost, moznost detekce velké
skupiny latek (vSechny latky, které vykazuji absorpci v oblasti 200-800 nm) a kompatibilita
s gradientovou eluci. Principy absorpce ultrafialového a viditelného zareni jsou popsany
Vv kapitole 3.2.2. Pouzivaji se bud’ detektory schopné méfit absorbanci pii jedné ptipadné vice
zvolenych vinovych délkach, nebo detektory schopné zaznamenat celé spektrum v UV/Vis
oblasti (opakované rychlé skenovani roztoku prochdzejiciho méfici celou). Zaznamenani
celého spektra (tzv. detektor s diodovym polem — DAD, obr. 25) poskytuje mnohem vic
informaci, coz mizeme vyuzit pii identifikaci latek (porovnani spektra se standardem) nebo
pfi urceni Cistoty piku (zména spektra v riiznych ¢astech piku ukazuje na smés nerozliSenych

analyt).
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Wolframova lampa / ~~~~~~~~~ e ,
Deuteriova lampa \ &

Pritokova cela

Diodové pole

il

Opticka mrizka

Obr. 25: Schematicky nakres detektoru s diodovym polem (pievzato a upraveno z materialt

HPST se souhlasem firmy)

77



Fluorimetrické detektory

Tyto detektory jsou selektivni pro latky, které vykazuji pfirozenou fluorescenci (nebo
byly pievedeny na fluoreskujici derivat vhodnou chemickou reakci). Pocet latek, které jimi
muzeme detekovat, neni tak velky jako u spektrofotometrickych detektorti, ale oproti nim
vykazuji o né€kolik tadt vyssi citlivost (100-1000 krat citlivéjsi). Vysoka citlivost je
vyuzivana zejména pii  stopovych analyzach, selektivita potom pii analyzach

v komplikovanych matricich.

Elektrochemické detektory

Elektrochemické detektory méti elektrickou veli¢inu (elektrodovy potencial, proud)
vyvolanou prichodem latky pritokovou celou detektoru, ve které jsou umistény elektrody s
vlozenym pracovnim napétim nezbytnym k pribéhu elektrochemické reakce.
Elektrochemické detektory lze tedy vyuzit k detekci latek, které jsou schopné
elektrochemické reakce, probihajici na fazovém rozhrani elektroda - roztok (mobilni faze).
Jedna se o selektivni a citlivé detektory. Nejéastéji se vyuzivaji ampérometrické detektory
(méfi proud vyvolany prichodem redukované nebo oxidované latky) nebo coulometrické

detektory (méfi naboj pottebny k oxidaci ¢i redukci celkového mnozstvi latky).

Refraktometrické detektory

Jsou to univerzalni detektory. Mé&fi zménu indexu lomu v analytické cele detektoru.
Tyto zmény jsou malé, a proto je refraktometricky detektor malo citlivy. Dalsi jeho
nevyhodou je nemoZnost pouzit gradientovou eluci. VyuZivaji se zejména v ptfipadech, kdy
ostatni detektory neposkytuji dostatecnou odezvu (napf. neabsorbuji v UV/Vis oblasti —

analyza cukri).
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Vyparné detektory rozptylu svétla (evaporative light scattering)

Princip detekce je zaloZen na zmlzeni a nasledném odpaieni mobilni faze a prevedeni
detekovanych latek na pevné castice. Tyto Castice prochazeji skrz laserovy paprsek detektoru,
¢imz dochazi k rozptylu jeho zafeni. Rozptylené zaieni je méfeno pomoci vhodné fotodiody.
Tento typ detektoru se fadi mezi univerzalni, i kdyZ to neplati zcela. Neni vhodny k detekci
tékavych latek, které mohou byt odpafeny s mobilni fazi. DalSim omezenim je, Ze muze
pracovat jen stékavymi mobilnimi fazemi. Jeho vyhodou oproti refraktometrickému
detektoru je vyssi citlivost a moznost pouziti pro gradientovou eluci. Vyuziti nachézi pii
analyzach latek, u kterych ostatni detektory neposkytuji dostatecnou odezvu (napf. analyza

cukrti nebo mastnych kyselin).

Hmotnostni detektory

Instrumentace a principy hmotnostni spektrometrie jsou podrobné&ji popsany v kapitole
3.3. Jedna se o citlive detektory s vysokou selektivitou a moznosti detekce velké skupiny
latek. Nevyhodou je vyS$§i cena oproti ostatnim uvedenym typim detektort. Dal$im
omezenim tohoto typu detekce je nutnost omezit pfitomnost nékterych pufrujicich piisad
(napt. fosfatt)) v mobilni fazi. Zakladnim pfedpokladem pro moznou detekci analytti pomoci
MS je odstranéni mobilni faze pfed ionizaci. K tomuto ucelu se nejcastéji pouzivaji sprejové
ioniza¢ni techniky typu elektrospreje (ESI). Vznikajici ionty jsou déle analyzovany obvykle
pomoci kvadrup6lu (viz kapitola 3.3.2), iontové pasti nebo pruletového analyzatoru (TOF).
Moderni hmotnostni spektrometry jsou schopné urcit molekulovou hmotnost separované latky
a dale provést fragmentaci molekulového iontu. Vzniklé fragmentové ionty jsou dale
detekovany a ziskané hmotnostni spektrum Ize vyuzit pii strukturni charakterizaci

separovanych latek.
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5 Metody identifikace rostlinnych sekundarnich metaboliti

5.1 Uvod

Stanovit strukturu piirodni latky je kol zalozeny na znalosti chemie, fyziky a studiu
literatury. Urceni struktury zahrnuje: pocet a charakter atomd, charakter vazeb, konfigurace,
konformace. Kazda z téchto charakteristik je ur€ovana jinou metodou a jednotlivé metody
ptispivajici k identifikaci ptirodnich latek budou dale popsany. Nebudeme se zabyvat
podrobnou teorii jednotlivych metod, ale spiSe jejich vyuzitim pro identifikaci ptirodnich

latek.

5.2 Spektroskopické metody

5.2.1 Infracervena spektroskopie (IC)

Infracervend spektroskopie je zaloZend na absorpci infracerveného zéfeni testovanou
latkou. Infracervena ¢ast spektra se z praktickych divodi déli na 3 oblasti: vzdalenou (1000-
30 um), stiedni (30-2,5 um) a blizkou (2,5-0,8 pum). Pro strukturni analyzu je nejCastéji
vyuzivana stfedni infraervena oblast.

Molekuly maji na sobé obvykle n¢jakym zpiisobem rozlozeny naboj. Podle toho jaké
atomy se Ucastni vazby, pfevazuje na nich parcialni kladny nebo zaporny néboj. Vysledkem
tohoto nesymetrického rozlozeni elektrického naboje je vznik dipélového momentu molekuly.
Pokud ma byt molekula latky v infracervené oblasti absorpce aktivni, musi byt vibrace vazby
spojena se zménou dipolového momentu. V piipadé symetrickych molekul (napf. Ny)
nedochdzi pfi vibraci vazby ke zméné dipolového momentu, a proto neabsorbuji
Vv infracerveném spektru. U nesymetrickych molekul (napt. CO) pfi vibraci dochazi ke zméné
dipolového momentu, coZ se projevi absorpci. SloZit¢é molekuly (jako jsou pfirodni latky)
maji mnoho vazeb, a proto pozorujeme na jejich infracervenych spektrech mnoho absorp¢nich

pasu.
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Molekuly latek mohou absorbovat elektromagnetické zatfeni specifickych frekvenci,
které odpovidaji jejich struktufe. Za normalnich podminek jsou atomy v molekulédch vazany
vazbami a kmitaji kolem své rovnovazné polohy. Cast infraterveného zafeni, které je
molekulou absorbovano, odpovida tzv. resonan¢nim frekvencim, tzn. frekvence
absorbovaného zafeni odpovidd frekvenci vibrace vazby mezi atomy v méfené molekule.
Energie a tim i frekvence vibrace zavisi na hmoté atomu a Sile vazby mezi nimi. Protoze
frekvence vibrace zavisi na druhu vazeb v molekule, budou absorbované vinové délky rizné
pro odlisné molekuly, coz je pric¢ina vzniku charakteristickych vibra¢nich pasii dané molekuly
nebo funkéni skupiny.

Krom¢ valencnich vibraci (stretching), pti kterych se pii vibraci méni délka vazby, 1ze
pozorovat i tzv. deformacni vibrace (bending), pfi nichz se méni uhel vazby. Valen¢ni vibrace
se dale klasifikuji jako symetrické a asymetrické. Deformacni vibrace se dale d¢li na nlizkové

(scissoring), kyvadlové (wagging), v&jifové (rocking) a kroutivé (twisting).

H H H H H
N N N N N AN
PN e AN AN AN AN
1. 2. 3. 4, 5. 6.

Obr. 26: Typy valen¢nich a deformacnich vibraci C-H vazby; symetricka (symmetric stretch)
(1), asymetricka (asymmetric stretch) (2), ntizkova (in plane scissoring) (3), véjitova (in plane

rocking) (4), kyvadlova (out of plane wagging) (5), kroutiva (out of plane twisting) (6).

Pro strukturni analyzu pfirodnich latek je pouZivana stiedni oblast infracerveného
spektra (30-2,5 pum). Pro praktické tcely popisujeme spektrum ne vinovou délkou, ale
vlno&tem, coZ je prevracend hodnota vinové délky s jednotkou cm™. V praxi se tak pro
analyzu vyuZiva oblast 4000-600 cm™. Stfedni infratervenou oblast Ize rozdglit na 3 &asti:
4000-1300 cm™ — oblast charakteristickych silnych vibraci, 1300-600 cm™ — oblast otisku

prstu, z které je nékdy vy¢lenéna oblast 900-600 cm™ — oblast absorpce benzenového jadra.
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Obr. 27: Piiklad infracerveného spektra (geranylovany flavanon)

Oblast charakteristickych vibraci je typicka intenzivnimi absorpénimi pasy
S charakteristickymi vlnocty, které je mozno pfifadit pomérné spolehlivé riznym funkénim
skupinam. Funk¢ni skupiny jsou slozené zruznych atomd, obvykle s rozdilnou
elektronegativitou, a od skeletu latky izolovanych vazbou uhlik-uhlik. To pfi vibracich pifinasi
vyraznou zménu dipélového momentu, a proto i intenzivni absorpci v infraerveném spektru.
Ptirodni latky jsou obvykle slozené z uhliku, vodiku, kysliku a dusiku, proto se mizeme

omezit jen na popis téch nejzakladnéjsich piikladt takovych funkénich skupin (Tab. 4).
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Rozsah typickych

Typ vazby Typ slouceniny ] ]
frekvenci, typ vibrace
2960-2850 (s) stretch
C-H Alkany 1470-1350 (w) scissoring a
bending
3080-3020 (m) stretch
Alkeny
1000-675 (s) bend
Aromatické slouceniny 3000 stretch
1050-1020 in plane bend
1040 out of plane bend
Aromatické slouc¢eniny 1600-1400 stretch kruhu
Alkoholy, ethery,
C-O ) ] 1260-1000 (s) stretch
karboxylové kyseliny, estery
Aldehydy, ketony,
C=0 ] ) 1760-1670 (s) stretch
karboxylové kyseliny, estery
O-H Priméarni alkoholy 3640-3160 (s, br) stretch
Alkoholy a fenoly s 3600-3200 (br) stretch
vodikovym muistkem
Karboxylové kyseliny 3000-2500 (br) stretch
) _ 3500 a 3400 stretch (w)
N-H Primarni aminy )
1650-1580 bending (m-s)
3350-3310 stretch (w)
) 1515 bending
Sekundarni aminy )
909-666 wagging (kapalné
vzorky)
Primarni, sekundarni i
C-N 1250-1020 stretch

terciarni aminy

Aromatické aminy

1342-1266 stretch

Tabulka 4: Ptiklady typickych vazeb a rozsahy frekvenci (s — strong, m — medium, w —

weak, br — broad)

Oblast otisku prstu je zajimava pro porovnavani latek s knihovnami spekter nebo latek

mezi sebou. V této oblasti uz se pomérné nesnadno urcuje strukturni charakteristika
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zodpovédna za absorpcni pas, protoze je zde cela fada méné intenzivnich absorpcnich past a
past s vyraznymi piekryty. Projevuji se zde piedevS§im vibrace vazeb uhlik-uhlik a jiné
skeletarni vibrace. Kazda latka je skeletdrnimi vibracemi charakteristicka a shoda
infraCervenych spekter v této ¢asti znamena shodu ve struktuie.

Pouziti infradervené spektroskopie ve fytochemii v kontextu s rozsifenim NMR analyzy
(kapitola 3.4) pon€kud ztratilo na vyznamu, pfesto mohou byt IR spektra zajimavym
nastrojem strukturni analyzy. Pomoci analyzy oblasti charakteristickych vibraci je mozno
identifikovat charakteristické funk¢ni skupiny a usnadnit tak dal$i analyzu. Porovnanim
s knihovnou spekter nebo se standardem je mozno neznamou latku identifikovat. Analyzou
spekter je mozno zjistit Cistotu a odhalit pfitomnost konkrétnich necistot. Sledovanim
intenzity vybraného absorpcniho pasu je mozno provést i kvantitativni analyzu, a to i ve smési
nebo v matrici. Pii kvantitativni analyze musi existovat v infra¢erveném spektru absorpéni pas
analytu, ktery neni piekryty absorpcnimi pasy dalSich slozek smési, nebo je tieba ptedchozi
separace smési (Casto pomoci TLC). Sledovanim zmén v infracerveném spektru je mozno
monitorovat také pribéh jednoduchych chemickych reakci (podobné jako v UV/Vis
spektrofotometrii).

Spektrum v infracerveném svétle Ize méfit jak pro kapalné, tak plynné a pevné vzorky.
Zalezi na technickém feSeni pfistroje. U pfirodnich latek méfeni v plynném stavu pfili§
nevyuzijeme (kromé& on-line detekce GC). V uvahu proto piipadaji pevné a kapalné vzorky.

Ve formé kapalného vzorku miZeme méfit kapaliny nebo pevné latky ve formé roztoku.
Infracervena spektra-roztokl obvykle vykazuji od spekter naméfenych v pevném stavu rozdily
zpusobené interakci latky a rozpoustédla. Méti se v rtiznych rozpoustédlech, podminkou je
absorpce rozpoustédla v jiné oblasti spektra nez vzorek. Pro méfeni je nutna kratka opticka
draha, proto méteni probiha v kyvetach o tloust’ce vrstvy 0,1 mm, nebo je vzorek injektovan
mezi dvé kiemenné desticky nebo se pouziva technika ATR (viz dale).

Pro méteni vzorku v pevném skupenstvi jsou nejbéznéjsi dvé techniky, a to méfeni
v tablet¢ KBr a technika ATR (attenuated total reflection). Méteni tablet KBr spociva
Vv rozdrceni vzorku na jemny prasek, jeho smichani a homogenizaci s bromidem draselnym
(ptiblizné v pomé&ru 1:200). Po homogenizaci je prasek slisovan na tabletu a méfi se priichod
infraterveného zéafeni pies tabletu. Pfi ATR technice je méfeny vzorek (cca 1 mg)
mechanicky pfitlaCen na krystal, ktery je soucasti pfistroje (u kapalnych vzorkl se
mechanické pfitlaceni nepouzivd). Vyuziva se nékolikandsobného odrazu zafeni mezi
vzorkem (opakovand absorpce) a krystalem, ¢imz ziskame spektrum bez nutnosti piipravy
KBr tablety.
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V soucasnosti nejuzivanéjSim zafizenim pro infraCervenou spektroskopii jsou tzv.
infracervené spektrometry s Fourierovou transformaci (FTIR). Infracervené zateni v celém
méteném rozsahu vlnoctl je v nich sméfovano na vzorek pres interferometr. V interferometru
dochazi k rozd¢leni vstupujiciho zafeni na dva paprsky, fazovému posunu jednoho z paprski
(paprsky prochézi systémem zrcadel a kazdy z nich urazi razné€ dlouhou drahu) a opétovnému
spojeni téchto paprski. Vlivem fazového posunu paprski dochazi ke konstruktivni nebo
destruktivni interferenci v zavislosti na vlnové délce. Toto vysledné modulované zafeni je
piivedeno na vzorek a nasledné na detektor. Zaznamenavany signal nazyvany interferogram
pfedstavuje intenzitu zatfeni jako funkci drahového rozdilu paprskli. Zpracovani dat pomoci
matematické operace zvané Fourierova transformace ptfevede tato data na infracdervena

spektra (absorbance nebo transmitance v zavislosti na vinoveé délce).

5.2.2 UV/Vis spektrofotometrie

UV/Vis spektrofotometrie zjistuje, pro které vinové délky a do jaké miry vzorek
pohlcuje (absorbuje) ultrafialové (200-400 nm) nebo viditelné zafeni (400-800 nm). Méfeni
absorpce zafeni v rozsahu vlnovych délek 200 az 800 nm patii mezi nejcastéj$i metody
vyuzivané ve fytochemické analyze (méfeni absorpce UV zafeni s vinovou délkou <190 nm
se prakticky neprovadi, protoze pti téchto vinovych délkach absorbuje i kyslik). UV/Vis
spektrofotometrie je metodou jednoduchou, oblibenou a levnou. Casto je vyuZivana pro
detekci napf. ve spojeni s HPLC nebo kapiléarni elektroforézou. Zejména v HPLC jsou dnes
vyuzivany tzv. DAD detektory (popsané v kapitole 2.5.7.1).

UV/Vis spektrofotometrie je zalozena absorpci elektromagnetického zafeni, jehoz
energie zpusobi pfechody valen¢nich elektronli na vysSi energetické hladiny. Pfechody
elektronti jsou doprovazeny zménami vibracnich stavi molekuly (tedy zménami, které
pozorujeme pii infradervené spektroskopii). Dochazi k piekryvu vSech téchto absorpcnich
pasl, coz ma za nasledek vznik Sirokych malo charakteristickych elektronovych pésu, které
jsou typicke pro UV/Vis spektra. Pro fytochemii jsou v UV/Vis spektrofotometrii dulezité
zejména piechody intramolekularni, tedy ptechody vazebnych elektront z orbitali ¢ nebo « a
nevazebnych elektrontt n do antivazebnych orbitali o nebo n', a také charge-transfer
prechody u kterych dochazi k pfenosu elektronu z jedné ¢asti molekuly na druhou (piechod
elektronu ze zékladniho vazebného orbitalu © nebo nevazebného orbitalu n donoru na

antivazebny orbital akceptoru m'). Za absorpci jsou zodpovédna uréita strukturni uskupeni
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umoznujici tyto elektronové pirechody, nazyvané chromofory. Typy intramolekularnich

ptrechodt s priklady chromofort jsou uvedeny v tabulce 5.

Pi‘echod Oblast absorpce Piiklady chromofori
60 pod 190 nm Alifatické slougeniny
. Molekuly obsahujici atom s volnym elektronovym
n—>oc UV zafeni
parem (napf. chloroform)
Nenasycené slouceniny (zvyseni poctu vazeb
Tom UV/Vis zateni v konjugaci vede ke zvyseni vinové délky
absorbovaného zafeni)
Funk¢ni skupiny majici na dvojné vazbé atom
nom UV/Vis zafeni s volnym elektronovym parem (napf. nitro-, keto-,

azo-)

Tab. 5: Typy intramolekularnich ptechodu.

Dalsimi funk¢énimi skupinami, které se podileji na UV/Vis absorpci jsou tzv.
auxochromy. Tyto funkéni skupiny ovliviluji polohu a intenzitu absorpnich maxim
chromofort pfitomnych v molekule. Podle druhu auxochromu mtize dochazet k modifikacim
spektra zpisobenim tzv. batochromniho posunu (Cerveny) — smérem k vyS$$Sim vinovym
délkam, hypsochromniho posunu (modry) smérem k nizSim vlnovym délkam, a dale
hyperchromnimu posunu (zvySeni intenzity absorpce) a hypochromnimu posunu (sniZeni
intenzity absorpce). Mezi typické auxochromy patii na aromat navazané rGzna elektron
donorova nebo akceptorova uskupeni (napf. substituce hydroxylovou skupinou, amino
skupinou). Takové posuny nastavaji také napt. pii reakcich flavonoidu se specifickymi ¢inidly
a je tak mozno jich vyuzit pfi identifikaci substituce flavonoidii. Pro latky ptirodniho ptivodu
u aromatickych sloucenin. Ze spektra tak lze obvykle uréit, je-li latka aromatického
charakteru, piipadné¢ dalsi detaily. Spektrum pasového charakteru vSak nelze interpretovat
ptesné podle funkénich skupin, a mnoho funkénich uskupeni struktury analyzované latky se

na spektru jednoznaéné neprojevi.
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5.2.2.1 Kvalitativni analyza

Tento druh analyzy se uplatiiuje zejména ve spojeni se separacnimi metodami, kde
mizeme porovnavat UV spektra ziskand pro jednotlivé separované latky mezi sebou nebo
s knihovnou standardi. Samoziejm¢ je mozno i vyuzit klasického spektrofotometru a
kvalitativni méfeni a porovnani se standardem provést v kyveté. Jak jiz bylo zminéno,
strukturné-informacni hodnota UV/Vis spektra vSak neni oproti jinym analytickym metodam
tak vyznamna, obvykle analyzou spektra ziskame pouze ptfedstavu o elektronovém stavu

molekuly a zakladnim skeletu latky.

5.2.2.2 Kvantitativni analyza

Kvantitativni analyzu pomoci UV/Vis spektrofotometrie lIze provést aplikaci tzv.
Lambert-Beerova zakona.

A=gxcxl @)

A —absorbance

& — molarni absorpéni koeficient [dm3xmol™xcm™]

¢ — koncentrace [mol dm™]

| — délka kyvety (opticka draha) [cm]

Z tohoto vztahu vyplyva, ze absorbance latky je pfimo umérnd koncentraci latky
v roztoku, ¢ehoZ lze vyuZit pifi méfeni. Obvykle se méfi absorbance v maximu absorpcniho
pasu. Pokud nezndme molarni absorp¢ni koeficient analyzované latky, miZzeme pomoci série
roztokli o znamych koncentracich analyzované latky vytvofit kalibra¢ni kiivku a zni odecist
koncentraci analyzované latky v neznamém vzorku. UV/Vis kvantitativni analyzu pouzivame
ve fytochemii nejcastéji ve spojeni se separacnimi metodami, kdy analyzujeme jednotlivé
separované latky. Pfi klasickém méfeni v kyveté miizeme provést stanoveni jen v piipadé, Ze
se ndmi vybrany absorp¢ni pas analyzované latky neptekryva s dal§imi pasy, pochazejicimi
od dalSich latek ptfitomnych v analyzované smési. ProtoZe vzorky analyzované ve fytochemii
jsou vétSinou slozité smési latek, a pfimé stanoveni jednotlivych latek neni mozné, vyuzivaji

se nékdy vice ¢i méné selektivni Cinidla umoziujici skupinové reakce, pii kterych vznikaji
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barevné produkty s typickymi maximy absorpce vhodnymi k analyze. Vysledkem takového
stanoveni je pfiblizné urceni obsahu celé skupiny sloucenin, které poskytuji reakci s pouzitym
¢inidlem. Pfikladem mutze byt Baljetovo ¢inidlo pro kardioaktivni glykosidy, Folin-

Ciocaulteuovo c¢inidlo pro polyfenoly, chlorid hlinity pro flavonoidy a dalsi.
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5.3 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné¢ chemickd metoda urcovani hmotnosti atomt,
molekul a jejich fragment. Jako hmotnostni spektrometr jsou oznaCovany pfistroje se
schopnosti pfevést atomy nebo molekuly na ionty a ty dale rozdélit podle poméru jejich
hmotnosti m k naboji z (m/z). Principem takového rozdéleni je, Ze trajektorie pohybu iontt
v magnetickém a elektrostatickém poli zavisi na jejich hmot¢ a naboji. Pii vhodné interpretaci
vysledkii méfeni ma metoda velmi dobrou vypovidaci schopnost o struktufe analyzovanych
latek. Hmotnostni spektrometrie je pravdépodobné nejcitlivéjsi technika pouzivana na poli
analyzy a identifikace pfirodnich latek. Pomoci této metody ziskame informace o molekulové
hmotnosti a strukturnich fragmentech molekul ze submikrogramovych mnozstvi materialu. Je
to jedna zmala metod vyuzitelnych pro identifikace malych strukturnich elementt
z molekularni ,,skladacky*. Tento zpusob vyuziti, tj. skladani mensich strukturnich fragmentd,
tzv. sekvenovani, je stale vyuZivan v analyze peptidd, glykosidi, oligosacharidi apod.
Fragmentacni studie zistavaji dulezité, zvlaste¢ v kombinaci s NMR analyzou a jsou dilezité
pro dotvareni pfedstavy o strukture.

Je tieba zduraznit vyznam tzv. hmotnostni spektrometrie ve vysokém rozliseni (HRMS
— High Resolution Mass Spectrometry). Tato metoda, schopna métit molekulovou hmotnost
S presnosti na tisiciny Da, umoziuje stanoveni sumarniho vzorce a nahrazuje tak elementarni
analyzu, kterd pro stejny ucel vyzaduje podstatné vé&tsi mnoZstvi analyzovaného materidlu
(n¢kolik miligramti).

Vyvoj v oblasti MS byl zaméfen na zvySeni citlivosti, rozliseni a také na vyvoj
iontovych zdroji schopnych ziskat ionty z neté¢kavych a vysokomolekuldrnich latek.
Hmotnostni spektrometry byvaji ¢asto pouzivany ve spojeni s vykonnymi separaénimi
metodami, jako je plynova nebo kapalinovd chromatografie. Zjednodusené schéma zafizeni
pro analyzu pomoci hmotnostni spektrometrie piinasi obrazek 28. Nasledujici kapitoly

obsahuji struény ptehled ionizaénich technik a zpisobli hmotnostni analyzy.
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Obr. 28: Schematicky nakres hmotnostniho spektrometru

5.3.1 Iontové zdroje

Iontové zdroje jsou zdkladni soucdsti hmotnostnich spektrometrii. VeSkeré informace,
které o latkach ziskame, vychdzi z ¢astic nesoucich néaboj, elektroneutralni Castice jsou
v hmotnostni spektrometrii nedekovatelné. Tonizace je energeticky naro¢ny proces. Mnozstvi
energie, které je pro ionizaci nutné se lisi podle typu a struktury slouceniny. U obvyklych typl
sloucenin se pohybuje vrozmezi 7-16 elektronvoltti (eV). Mnozstvi dodavané ionizacni
energie ovliviluje zplsob ionizace a tim i aplikacni vyuziti techniky. Jak jiz bylo zminéno,
soucasn¢ ionizatni zdroje dokdZzou 1onty uvolnit 1 zneté¢kavého materidlu
a vysokomolekularnich latek, coZ aplikace rozsituje.

Podle mnoZstvi dodané energie miZeme ioniza¢ni techniky rozliSit na mékké (soft)
a tvrdé (hard). U mékkych technik je dodana energie a zejména jeji piebytek maly, a proto je
pravdépodobnost fragmentace primarné vzniklého iontu nizkd. U téchto technik je vysoka
pravdépodobnost zachovani matefského, molekulového iontu a tyto techniky jsou proto
pouzivany pro stanoveni molekulové hmotnosti. Tvrdé techniky jsou ty, které pfi ionizaci
dodavaji vyrazny piebytek energie (> energie vazby) a tim umoziuji rozpad struktury na
fragmenty. Jiné déleni miZe byt na ionizace z plynne faze — zde je latka odpafena do vakua,
aionizace z kondenzované faze — vhodné pro netékavé slouCeniny. Dale bude stru¢né

objasnén princip riznych typl ionizace.
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El (Electron Impact)

lonizace dopadem elektront patii mezi tvrdé ionizacni techniky z plynné faze. Je to
jeden z nejstarsich, a proto nejpropracovanéjsich a nejcastéjSich zptisobtt MS ionizace. Princip
je v interakci analyzované latky s proudem urychlenych elektrond. Zdrojem proudu elektroni
je rozzhavené rheniové nebo wolframové vlakno. Molekuly pii reakci s elektronem ztraceji
z valen¢ni sféry vlastni elektron (je jakoby vyrazen) a pfi ztraté elektronu vznika radikal
kation M™".

M+e —»M" +2¢e

Hmotnost vzniklého iontu je vSak vzhledem Kk zanedbatelné hmotnosti elektronu
prakticky stejna jako hmotnost rodi¢ovské molekuly. Vznik radikal aniontu (tedy zachyt
elektronu) je malo pravdépodobny a piipada v Uvahu pouze V piitomnosti vysoce
elektronegativniho prvku ve struktufe analyzované latky. Proud iontl je pak sméfovan
elektrickym polem k anod¢, a z prostoru ionizace jsou pak ionty pomoci jiného elektrického
pole (repeleru) vytlaCovany smérem k iontovému analyzétoru (viz kapitola 3.3.2).

Vzhledem Kk energiim, které jsou ¢asticim latky dodavany (obvykle 70 eV) dochazi
velmi snadno u tohoto typu ionizace ke §tépeni na fragmenty a molekulovy pik je Casto
potlaen. Metoda se proto vyuZzivd zejména ve strukturni analyze malych molekul, a to

nejcastéji ve spojeni s plynovou chromatografii.

CI (Chemical lonization)

Chemicka ionizace patii podobné jako EI mezi techniky z plynné faze, avSak je
zatazena mezi me&kké ionizacni techniky. Primarni zdroj energie je opét rychle letici proud
elektrontl, ale energie je na analyzované latky prenasena prostiednictvim reakéniho média
(nejcastéji pouzivany je methan), které je pod tlakem vhanéno do ionizacni komory.
Z reak¢éniho média vznikaji radikal kationty, ze kterych vznikaji sekundarni reakéni kationty,
které pak reaguji sanalyzovanou latkou za vzniku kvasi-molekularnich iontd [M+H]".
Piebytek energie neni tak vyrazny, latka nefragmentuje tak jako v EIl, molekulovy pik neni
vyrazné potlacen a metodu je tak mozno pouZit i pro stanoveni molekulové hmotnosti.
Podobné¢ jako EI se chemicka ionizace pouzivd zejména ve spojeni s plynovou

chromatografii.
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Tvorba primarnich ionta
CHy+e — CH," +2¢
Tvorba sekundérnich iontl
CH4+ CH4" — CH5™ + CHy'
Tvorba iontovych produkti

M + CHs" — CHy + [M+H]"

FAB (Fast Atom Bombardement)

lonizace analyzované latky pomoci bombardovani urychlenymi atomy vzacného plynu
(xenon, argon) patii mezi méekké ionizacni techniky z kondenzované faze. Dopad atomil na
materidl matrice, ve které je latka umisténa (napi. glycerol), zpisobuje desorpci a ionizaci
latky. Vznikaji ionty [M+H]". Relativné nizkd fragmentace umoziuje snadno odeéist
molekulovy pik a tim i molekulovou hmotnost analyzované latky. Metoda je pouzivand

zejména pro analyzu net€kavych termolabilnich sloucenin.

MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization)

MALDI je jednou z nejmodernéjSich ioniza¢nich technik. Je to mé&kka technika pro
kondenzovanou fazi. Vyuziva laserové zafeni o vhodné vinové délce pro desorpci latky
Z matrice a ionizaci. Pfitomnost matrice, nejCastéji slabé aromatické kyseliny, zajistuje
desorpci a ionizaci velkych molekul analytu, aniz by doslo k jejich vyznamnéjsi fragmentaci.
Matrice absorbuje energii laserového pulsu a predd ji velmi Setrné molekulam analytu
S vyrazné niZsi vnitini energii neZ pii ionizaci laserem v nepfitomnosti matrice. Vyznamnou
vyhodou tvorby pouze molekulovych ionti je mozZnost aplikace metody pii analyze smési,
ktera tak neni komplikovana pfitomnosti viceCetnych signalii. Tato metoda se Casto pouziva
s TOF (Time of Flight) hmotnostnim analyzatorem. Metoda MALDI je pouzivdna zejména
V biochemii, biotechnologii a fytochemii pro analyzu proteind, polymert typu polysacharid

a slozitych ptirodnich latek.

Sprejové techniky ESI (Electrospray lonization) a TSI (Thermospray lonization)

Tyto dvé techniky jsou v soucasnosti Siroce vyuzivané zejména ve spojeni
s kapalinovou chromatografii. Patfi mezi mékké ioniza¢ni techniky z kapalné faze. Princip
ionizace je v rychlém rozpraseni a odpafeni kapalné faze (Obr. 29). U TSI se kapalna faze

zahtiva na teplotu 200-300 °C a krozpraseni dojde prudkym varem. S postupnym
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odpafovanim vzniklé mlhy dochazi ke zvySovani povrchového ndboje, az do doby kdy dojde
k disociaci iontl a jejich pfechodu do plynné faze. Takto vzniklé ionty jsou pomoci repeleru
ptivedeny do hmotnostniho analyzatoru. ESI je asi nej¢astéji pouzivanym iontovym zdrojem
pro kombinaci LC-MS. K rozpraseni kapalné faze dochazi pfi jejim prachodu kapilarou, na
niz je pifivedeno vysoké napéti. Pfi tomto procesu vznikaji velmi drobné kapky s vysokou
hustotou povrchového néboje, které jsou rychle vysuseny protiproudem horkého (150-200 °C)
inertniho plynu. Doch&zi opét k disociaci a piechodu do plynné faze a nasledné k odvedeni
vzniklych ionti do hmotnostniho analyzatoru. Je mozno pracovat jak v pozitivnim [M+H]",
tak v negativnim [M-H]" modu v zavislosti na polarité¢ vlozeného napéti. Elektroneutralni

Castice rozpoustédla jsou u obou popsanych sprejovych technik odtazeny vakuem.

Mobilni faze s analyzovanymi latkami

ESI kapilara
Vysoké napéti

b

Py O
® .;4;«‘0"3" s lonty analyzované latky H OH
PROT O &1
; 0000 Analyzator
W W D@ )
@)

Teplota~20-350°C Jo
o

Elektroneutralni ¢astice solventu o (7))

\ﬂoo

v

Odpad

Obr. 29: Schematicky nakres zatizeni ESI

5.3.2 Hmotnostni analyzatory

Nedilnou souc¢asti hmotnostniho spektrometru je hmotnostni analyzator. Slouzi k filtraci
a separaci iontd podle poméru hmotnosti a naboje m/z. V pifipadé, ze z je rovno jedné

(obvykly ptipad), m/z pak vyjadiuje molekulovou hmotnost iontu. Konstrukéné je mozno
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separaci iontl vyfeSit rGznymi zpusoby, v podstaté ve vSech je vyuzito pohybu Ccastic
v elektrickém a nékdy i v magnetickém poli. Pro ziskéni kvalitnich hmotnostnich spekter je
dilezité zajistit vysoké vakuum uvnitf zafizeni. K tomuto tcelu se pouzivaji specialni pumpy

schopné dosahnout vysokého vakua.

Magneticky hmotnostni analyzator (Sektorovy elektromagneticky analyzator)
Jeden z nejstarSich a rozsifenych typti hmotnostnich analyzatorti. Konstrukéné se jedna
o elektromagnet, mezi jehoz pdélovymi nastavci mohou prochazet ionty (obr. 30). Ty po

urychleni v iontovém zdroji maji kinetickou energii

Ex = mv%/2 =2V (8)

kde m je hmotnost iontu, v jeho rychlost, zjeho naboj a V je akceleraéni napéti
iontového zdroje. VV homogennim magnetickém poli dochézi k pohybu iontt po zakiivené

draze a za¢ne na né pusobit radialni Lorentzova sila

FL=BzV ©)

(B je magnetickad indukce), kterd je v rovnovaze se silou odstiedivou (r je polomér
drahy iontu).

Fo=mv/r (10)
Plati tedy
BzV = mv¥/r (11)

Spojenim a Upravou rovnic (1) a (4) ziskame vztah:

m/z = B*r?/2V (12)

Z rovnice 12 vyplyva, ze ionty rozdilnych m/z opisuji drahy o riznych polomérech Tim

je mozno ionty tfidit skenovanim magnetickym polem. Pro zlepSeni rozliSeni jsou ionty po
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jisté fokusaci opakované separovany v sektoru s magnetickym polem a pak prolétaji dale do

detektoru.

{tj\ magneticky analvzator

o —
al

iontovy zdroj

Obr. 30: Schematicky nakres magnetického analyzatoru

Tento typ detekce je srozsifenim TOF na uGstupu, ale piesto byva stale jesté bézné

v provozu spojeny s GC, a El nebo CI ionizaci.

Kvadrupolovy hmotnostni analyzator

Kvadrupdlovy hmotnostni analyzator je jednim z nejrozsifenéjsich typi hmotnostnich
analyzatord. V praxi se pouziva samostatné nebo zapojen v Sérii S nékolika dal$imi
kvadrupoly (triple-Q) nebo jinym hmotnostnim analyzatorem (iontova past, TOF).
Kvadrupo6lovy filtr byva soucasti hmotnostnich spektrometri s nizkym rozliSenim vhodnych
pro spojeni s plynovou chromatografii a s HPLC. Kvadrupélem je pojmenovany podle
konstrukéniho uspofadani. Je sestaven ze 4 kovovych ty¢i hyperbolického nebo kruhového
prafezu ptipojenych ke zdrojim stejnosmérného a stiidavého napéti. Po ionizaci ionty vlétnou
do prostoru mezi ty¢emi, dostanou se do sttidavého elektrického pole a za¢nou oscilovat. Na

O ce

zménach stfidavého a stejnosmérného napéti je zaloZena , filtrace iontl*, protoze pfi danych
hodnotach proleti pouze ionty o uréitém m/z. Zménou napéti je pak mozno selektovat ionty

0 uréitém m/z, ostatni jsou zachyceny ty¢emi.
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Neresonantni ion —> o

Resonantni ion

AV

Stejnosmérné a stfidavé napéti

\
lontovy zdroj

Obr. 31: Schematicky nakres kvadrupélového hmotnostniho analyzatoru

lontové past (lon Trap)

Iontova past je zafizeni, které umoziuje pusobenim elektromagnetického pole ionty
uzaviit v ohrani¢eném prostoru (Obr. 32). Existuje n€kolik typd iontovych pasti, v hmotnostni
spektrometrii se vyuziva zejména Penningova past. Tato iontova past se sklada ze vstupni
a vystupni elektrody a stiedové elektrody tvofici prstenec. lonty vniknou do pasti vstupni
elektrodou a nastavenim elektromagnetického pole jsou nuceny krouzit uvnitt pasti po
uzavienych drahdch s minimem kolizi. Se zmé&nou amplitudy napéti vkladaného na elektrody
se méni trajektorie a ionty mohou byt vystupem vypuzeny smérem do detektoru. Zatizeni
umoziuje akumulaci ionti v pasti do uréitého poétu nebo v urCitém case, coz zvySuje
moznost jejich detekce a tim citlivost pfistroje. Uplatnéni nachéazi iontova past zejména pii

spojeni LC-MS.

A
-OO %g OO~

Z iontového zdroje O O Do detektoru

Obr. 32: Schematicky nakres iontové pasti
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Priiletovy analyzator (Time of Flight, TOF)

Jednim z nejjednodussich a nejpiesnéjSich hmotnostnich analyzatord je TOF. Je
V principu tvofen pouze vzduchoprazdnou trubici, do které jsou pomoci repeleru ptivedeny
ionty z iontového zdroje. Rychlost pohybu iontt je zavisla na poméru m/z. Méfi se Cas, za
ktery castice urazi drahu do detektoru. T¢zsi Castice dosdhnou niz$i rychlost a tim padem
delsiho Casu, ktery mize byt velmi presné zméfen. Ve spojeni s pocitatem muzeme z téchto
udaju vypocitat hodnotu m/z. TOF v modernim provedeni je vyuZzivan zejména v kombinaci
s ESI nebo MALDI ionizaci a pro vysokorozliSovaci méteni, tzn. pro stanoveni sumarniho
vzorce.

Vakuovana trubice

Detektor -

E

—

O

&)

(®)] Reflektron
A\

Repeler
== =3
Z iontového
zdroje

Obr. 33: Schematicky nakres TOF

5.3.3 Detektory v MS

Po separaci iontli v hmotnostnim analyzatoru je tfeba jejich pfitomnost a pocet
zaznamenat. EXistuji dva typy detektoru. Detektory pro piimd méieni detekujici elektricky
proud vznikajici pfimym dopadem stanovovanych iontld a ndsebicové detektory vyuZivajici
efekt ndsobeni elektronti uvolnénych z prvni konverzni dynody po dopadu iont. Vznikajici
elektricky proud je pak pfeveden na intenzitu signalu pro danou hodnotu m/z. Nasobicové

detektory jsou nejéastéji pouzivanym typem detektori v MS.
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5.3.4 Vyuziti hmotnostni spektrometrie

Vystupem hmotnostni spektrometrie je hmotnostni spektrum, které piedstavuje
zavislost odezvy detektoru na m/z. V normalizovaném tvaru je nejintenzivnéj$imu piku
ptifazena 100% odezva, ostatni se vyjadiuji v pomérnych hodnotach. Ve spektru pozorujeme
jednak molekulovy pik analyzované latky, jednak potencialni adukty s rozpoustédlem nebo
sodnymi ionty, a pak také v zavislosti na pouzité metod¢ (dodané energii) fragmenty latky.
Pozorovat miizeme pouze ty fragmenty, u kterych zlstal zachovany charakter iontu, tzv.
neutralni ztraty jsou neviditelné.

Jako ptiklad uvddime analyzu hmotnostniho spektra flavonoidniho glykosidu.
Prezentovana sloucenina byla izolovana z Pulicaria crispa pomoci preparativni HPLC na
reverzni fazi (Obr. 34). Latka byla analyzovdna pomoci spektrofotometrie v ultrafialové
oblasti, shodou s knihovnou spekter bylo potvrzeno, Ze se jedna o flavonoid a dale byla latka
analyzovana pomoci LC-MS ESI v negativnim modu (vhodné pro fenolické slouceniny
kyselého charakteru) pro ziskani dal$ich tdaju. Z hmotnostniho spektra byl jako prvni pii
analyze identifikovan matefsky ion m/z [M-H] 563, z n¢hoz byla zjisténa molekulova
hmotnost slouceniny 564. To je pomérné vysoka hodnota pro flavonoidy, z niz, spolu
s analyzou reten¢niho casu pii HPLC, je mozno dedukovat glykosidicky charakter latky.
O-glykosidy (cukerna jednotka vazana ptes kyslik) jsou pomé&rné¢ labilni slouceniny a za ESI
podminek pouzitych v experimentu se snadno S$tépi. V hmotnostnim spektru je mozno
vypocitat ztraty, které odpovidaji odstépeni celé molekuly hexosy nebo pentosy a jsou pak
nachazeny typické fragmenty odpovidajici iontim aglykond m/z [M-H-180]" nebo m/z [M-H-
150]". V hmotnostnim spektru se ale nevyskytovaly zadné fragmenty typické pro O-glykosidy.
Pro dal$i praci bylo proto pouzito MS/MS. Pii této technice je pomoci iontové pasti
selektovan mateisky ion (v nasem piipadé m/z [M-H] 563), je akumulovan a nasledné po
dodéani urcitého mnozstvi energie rozstépen na dcefiné fragmenty odvozené od urcitych
funkénich skupin pfitomnych ve struktue analyzované latky. Jako prvni jsme analyzovali
fragment m/z [M-H-18]" 545. Ztrata 18 jednotek typicky odpovida odstépeni hydroxylové
skupiny. BohuZel nelze jednoduse identifikovat puvod hydroxylu a pozici hydroxylové
substituce. Déle jsme analyzovali fragmenty m/z [M-H-90] 473 a m/z [M-H-120] 443.
Fragment m/z 473 odpovida $tépeni C-glykosidicky vazané hexopyranosy, m/z 443 odstépeni
pentofuranosy. Stépeni cukerné jednotky odpovida také fragment m/z [M-H-60] 503. Zde

neni mozno identifikovat pozici St€peni, moznost fragmentace je jak u hexopyranosy, tak u
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pentofuranosy. Pfitomnost takovych fragmenti je tedy typickd pro C-glykosidy.
U C-glykosidi se cukry neodstépuji veelku, ale ¢asto u nich dochazi diky stabilit¢ C-C vazby
mezi cukrem a aglykonem ke fragmentaci cukerné jednotky. Z kombinované analyzy UV/Vis
spektra a MS/MS spektra jsme mohli vyvodit tyto zavéry: aglykonem izolované slouceniny je
flavon s tfemi hydroxylovymi skupinami, pravdépodobné apigenin. Po reSerSi v literatuie
jsme fragmenty v MS/MS identifikovali jako typické pro C-6 a C-8 diglykosid a porovnanim
s literaturou latku oznacili pravdépodobné za apigenin 6-C-p-D-glucopyranosyl-8-C-p-D-
apiofuranosid. Tyto zavéry byly nésledné potvrzeny 'H a *C NMR analyzou. Jak je vidét
z ptedchoziho vykladu, obvykle je mozno z MS analyzy ziskat (daje o molekulové hmotnosti
analyzované latky a informace o funkénich skupinach. Pro kompletni urceni struktury bylo

nutné doplnit *H a **C NMR analyzu, ktera potvrdila nase predpoklady.
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Obr. 34: Piiklad hmotnostniho spektra EST MS/MS v negativnim médu a vzorec analyzované

latky
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5.4 Nukledrni magneticka resonance (NMR)

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) je jednim z hlavnich nastroji pro strukturni
analyzu pfirodnich latek, zejména sekundarnich metaboliti. Diky velkému rozvoji NMR
technologie zavedenim FT-NMR spektrometrii s vysokym rozliSenim se stal podil NMR
spektroskopie v strukturalni identifikaci ptirodnich latek velmi vyznamny. Masové rozsifeni
NMR spektroskopie je vSak omezeno vysokymi pofizovacimi naklady NMR spektrometrti

pohybujici se fadové v desitkadch miliond korun.

5.4.1 Princip NMR spektroskopie

Zékladnim principem nukledrni magnetické resonance je interakce jader atom, jeZ jsou
umistény v silném magnetickém poli, s radiofrekven¢nim zatenim (RF). K interakci dochazi
pouze u jader, ktera maji nenulovou hodnotu spinového kvantového cisla I, tedy mohou
vykazovat magneticky moment (projevuji se jako miniaturni magnety). U pfirodnich latek je
NMR spojena s protony *H a s **C izotopem uhliku (I = 1/2), v mensim rozsahu s izotopem
dusiku *°N (I = 1/2). Ten je v posledni dob& preferovan i pres své malé pfirozené zastoupeni
(0,37 %) pted diive vyuzivanym izotopem UN (99,67 %; 1=1), jenz poskytoval v NMR
spektru velmi $iroké signaly a neumozioval rozliSeni neekvivalentnich dusikii v molekule.
NMR spektra kysliku lze méfit jen omezené (nizkomolekularni slouceniny). Pfirozené
vyskytujici se jadra *°0 (1= 0) jsou vsak v tomto smyslu v NMR neviditelna, méfitelny je
pouze jediny magneticky aktivni izotop 'O (I = 5/2) s velmi nizkym pfirozenym zastoupenim
(0,037 %), coz vede k obtizné detekci (Siroké signaly) a nizké citlivosti.

V nepiitomnosti vnéj§iho magnetického pole maji magnetické momenty jader
s nenulovym spinem nahodilou orientaci bez energetického rozdilu. Po vloZeni téchto jader do
magnetického pole dojde k rozstépeni energetickych hladin jejich jadernych spint. Pocet
vzniklych energetickych hladin je ur€en hodnotou spinového kvantového &isla I (pocet stavl
= 21+1), napf. u izotopt s I = ¥ (*H, 3C) zaujmou jaderné spiny dva energetické stavy -
spinovy stav a (magneticky moment jadra je shodny s orientaci vnéjSiho magnetického pole;
charakterizovany magnetickym kvantovym ¢islem m = +%) a spinovy stav B (magneticky
moment jadra sméfuje proti vnéjSimu magnetickému poli; charakterizovany magnetickym

kvantovym c¢islem m = -%). Energeticky rozdil téchto stavl je vSak velmi maly a proto
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prevlada vzdy jen maly piebytek jader (< 10°) v energeticky niz$im spinovém stavu o.
Absorpci dodaného elektromagnetického zafeni o tzv. resonanéni frekvenci (energie zafeni je
rovna energetickému rozdilu mezi stavy a a ) lze jadra excitovat do stavu vys$i energie
(spinovy stav B). Pfi absorpci RF zafeni dochazi k vyrovnani populace téchto stavu.
Frekvence elektromagnetického zéfeni, ktera je potfebna pro rezonanci, je zavisla na indukci
magnetického pole a na druhu sledovaného jadra. Cim vét§i je intenzita vné&jsiho
magnetického pole, tim vétsi je energeticky rozdil mezi stavy o a B a zaroven je i vice jader
V niz§im energetickém stavu a. Proto se bude absorbovat vice RF zafeni a roste tim citlivost

méfeni a rozliSeni ptistroje (viz Obr. 35).
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Obr. 35: Rozdil energii jadernych spinovych stavii o a p pro jadra *H a **C v zévislosti na
magnetické indukci By, (P dané intenzité magnetického pole maji jadra 'H vyssi rezonanéni

frekvenci a jsou citliv&jsi nez °C jadra).

5.4.2 Chemicky posun

Podle vySe uvedeného by méla byt resonancni frekvence pii konstantni indukci
magnetického pole pro vSechna jadra téhoz izotopu stejnd. Nemétime vSak samotnd jadra
atomu. Ve vné&j§im magnetickém poli cirkuluji okolo jader téz jejich elektrony, které tak
vytvaii vlastni indukované magnetické pole. Je-li orientovano proti sméru vnéjsiho pole,

dochézi Kk tzv. stinéni (shielding) - mirné zeslabeni vnéjsiho pole, naopak pfi stejné orientaci
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dochézi k mirnému zesileni vnéjsiho pole - tzv. odstinéni (deshielding). Rezonanéni frekvence
konkrétniho jadra je tedy z&visla na elektronovém uspotadani jeho okoli, rizné stinéna jadra
(tzv. chemicky neekvivalentni jadra) rezonuji pfi riznych frekvencich. Absolutni hodnoty
rezonancnich frekvenci jsou fadové v MHz, ale rozdil (posun) rezonancnich frekvenci
zpusobeny stinénim je jen fadoveé v Hz. Vyjadiovani absolutni hodnoty resonan¢ni frekvence
by bylo znaéné nepraktické, a proto se chemicky posun konkrétniho jadra vyjadiuje jako
rozdil absolutni hodnoty resonan¢ni frekvence tohoto jadra vici absolutni hodnoté resonancni
frekvence standardu. Ziskany chemicky posun v Hz je vSak zavisly na pracovni frekvenci
spektrometru. Abychom mohli porovnavat data naméfend na rtiznych spektrometrech, byla
vytvofena stupnice 6 chemického posunu s bezrozmérmymi jednotkami ppm (miliontina

pracovni frekvence spektrometru):

V—=V4

5= x10° (13)

Vo
v =rezonancni frekvence méteného jadra

vt = rezonanéni frekvence standardu

v = pracovni frekvence spektrometru

V'H a C NMR spektroskopii byl jako standard zvolen tetramethylsilan (TMS;
(CH3)4Si) ajeho chemicky posun & je dle vySe uvedeného vztahu roven 0 ppm. TMS byl
zvolen k vili jeho spektralnim a fyzikalng-chemickym vlastnostem. V '*H NMR spektru dava
jediny velmi intenzivni signal (m& 12 ekvivalentnich vodiki), proto ho sta¢i ptidavat ke
vzorku ve velmi malém mnoZstvi. Diky zna¢nému stinéni protonil (vazba methylovych skupin
na elektropozitivni kfemik) je tento signal posunut do oblasti s minimalni resonanci jinych
jader. Navic je chemicky nereaktivni a jeho teplota varu je 26,5 °C, proto se da jednoduse
odstranit ze vzorku.

z

5.4.3 Instrumentace NMR a postup méreni

Puvodni CW(continuous wave)-NMR  spektrometry se skladaly z permanentni-
ho magnetu ¢i elektromagnetu se zeleznym jadrem, RF-vysilaCe, pfijimace registrujiciho
absorpci energie vzorkem a zapisovace. Vzorek se umistil mezi pély magnetu o statické

magnetické indukci By a ozafoval se RF-zafenim s plynule se ménici frekvenci (nebo se

spojité ménila intenzita magnetického pole za pusobeni RF-zateni o konstantni frekvenci).
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Kontinualné tak byly nachézeny jednotlivé rezonancni frekvence chemicky ekvivalentnich
jader a vysledné spektrum bylo zd&znamem intenzity absorpce v zavislosti na frekvenci.

Moderni pulzni NMR spektrometry s Fourierovou transformaci (FT-NMR) jsou velmi
slozita zatizeni. Z&kladem FT-NMR spektrometru je supravodivy magnet (Obr. 36), ktery je
tvofeny solenoidni civkou ze supravodivého materialu (nejéastéji slitina NbzTi nebo NbzSn).
Supravodivosti je dosazeno jen pii velmi nizkych teplotich, a proto je civka umisténa
Vv Kryostatu s kapalnym heliem. Vng&jsi plast’ kryostatu je naplnén kapalnym dusikem a snizuje
tak odpafovani helia. Kryostat ma vej€ity tvar a v otvoru prochazejici osou magnetu se
nachazi méftici sonda, do které se spousti sklenéna kyveta s roztokem métené latky. Hlavni
Casti sondy jsou elektrické obvody, které slouzi k dodani energie do vzorku RF-pulsem
a k detekci frekvenci emitovanych vzorkem pfi relaxaci. Sonda a magnet jsou propojeny s tzv.
konzolou, kter4 obsahuje rtizné elektronické obvody (vysilaci a pfijimaci obvody, pfevodniky,
zdroje pro napdjeni korekénich civek, moduldtory a zesilovace RF pulzi atd.). Konzola
spektrometru je propojena a fizena centralnim pocitaéem. Pii FT-NMR spektrometrii se
zkoumany vzorek ozafi kratkym vysokofrekvenénim pulzem, ktery obsahuje cely rozsah
rezonancnich frekvenci. VSechna jadra sledovaného izotopu jsou tak excitovana soucasné.
Navrat jader do rovnovazného stavu je mozno sledovat jako tzv. FID (free induction decay,
volné doznivani indukce), jenz ptedstavuje zdznam zavislosti intenzity signalu na ¢ase. FID je
ukladan do pocitace a nasledné pieveden matematickou operaci (Fourierovou transformaci)
na vlastni NMR spektrum - zavislost intenzity signalu na frekvenci. Vyhodou této metody je
moznost rychlého opakovani jednotlivych méfeni a vysledné FID signaly zprimérovat, ¢imz
dojde Kk eliminaci Sumu a zvyseni citlivosti méfeni. FT-NMR spektrometry maji také diky
nckolikanasobné siln€jSim magnetickym polim véEtsi rozliSovaci schopnost. Pracovni
frekvence spektrometru se obvykle udava jako rezonanéni frekvence jader 'H. Zatimco
pfedchozi CW-spektrometry mohly dosahovat jen relativné nizkych pracovnich frekvenci
(30 - 100 MHz), FT-NMR spektrometry pracuji pti 200 az 900 MHz. V roce 2009 byl uveden
firmou Bruker prvni 1GHz NMR spektrometr.
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Obr. 36: Schematicky prufez supravodivym magnetem; (pievzato z [Friebolin, H.: Basic
One- and Two-Dimensional NMR Spectroscopy. Wiley-VCH, 1998.] a upraveno)

Pied vlastnim méfenim se piislusny vzorek (fadové mg pro *H a desitky mg pro **C)
rozpusti v deuterovaném rozpoustédle (napt. CDClz, CD3;0D, DMSO-dg, D,0). Rozpoustédla
obsahujici vodik by totiz pfi analyze NMR rusila méfeni (signal ‘H rozpoustédla by byl
v'HNMR spektru mnohem intenzivn&j§i a mohl by piekryt signaly méfené latky), navic
deuterium slouzi k naladéni pfistroje. Roztok vzorku (0,5-0,7 ml) se dle potieby zfiltruje
a prenese do specialni kyvety z borosilikatového skla (tenkosténna zkumavka o priméru
5 nebo 10 mm a délky cca 20 cm). Kyveta se vlozi do rotacniho nastavce a na vzduchovém
polstafi stlateného vzduchu se spusti do méfici sondy magnetu. Pro zvySeni homogenity
magnetického pole kyveta v pfistroji rotuje. Nasleduji procesy tzv. ladéni pfistroje - nalezeni
rezonan¢ni podminky (locking) a optimalizace homogenity magnetického pole (shimming)
zménou hodnoty magnetického pole Bg pomoci korekénich civek. Pfi vlastnim méfeni se
vzorek ozafuje elektromagnetickym pulzem ¢i pulzy dle typu zvoleného experimentu

a zaznamenava se zpétné vyzafovani vzorku. Proces méfeni se mnohokrat opakuje (pro B¢
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spektra i 10000x). Ziskané FID signaly se Fourierovou transformaci pievedou na klasické

NMR spektrum. Konecnou fézi je pak vlastni interpretace ziskané¢ho spektra.

5.4.4 Jednodimenzionalni 1H NMR

Jednodimenzionalni *H NMR poskytuje velmi rychlé informace o povaze nebo &istot
analyzované latky. Z vodikového spektra muzeme vy¢€ist, kolik druhd chemicky
neekvivalentnich atomti vodiku molekula obsahuje, dle polohy a tvaru piku ve spektru
muZeme rozpoznat chemickou povahu téchto protoni a jejich bezprostiedniho okoli, dle
intenzity piku ur¢ime pocet ekvivalentnich protoni.

Chemicky posun & protontt v *H NMR spektroskopii je obvykle v rozmezi 0-13 ppm.
V tabulce 6 jsou uvedeny chemické posuny protont, podle nichz Ize signal pfifadit urcitému
strukturnimu seskupeni. Chemické posuny zaviseji piedevsim na okolni elektronové hustoté.
Vice stinéna jadra budou mit niz8i hodnoty chemického posunu & (napft. alkany), s rostouci
elektronegativitou sousedniho atomu nebo skupiny klesa stinéni a roste hodnota chemického
posunu, taktéz pfitomnost nasobné vazby se projevi posunem k vy$§im hodnotdm o.
Nejvyssich hodnot chemického posunu dosahuji nejméné stinéné protony (napt. vodiky
aldehydické skupiny). Chemické posuny protonti vazanych na heteroatomech (NH, OH, SH)
jsou siln€ zavislé na pouZitém rozpoustédle, teploté, koncentraci vzorku. Na rozdil od protont
vazanych na uhlik jsou vymeénitelné, v pfitomnosti vhodného rozpoustédla (napt. DO,
CD30D) dochazi k vyméné vodiku za deuterium a prisluSny signal ve spektru je zeslaben

nebo mize zcela vymizet.
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6 [ppm] Typ protonu Konkrétni priklady (6 [ppm])

] primarni alkyl (R-CHg; 0,8-1,1)
protony v nasyceném o
08-1,7 sekundarni alkyl (R-CH,-R; 1,2-1,4)
uhlovodikovém fetézci )
terciarni alkyl (RsCH; 1,4 - 1,7)

allyl (R,C=CR-CHa; 1,5-2,2)
protony na atomu uhliku v sousedstvi
15-3,0 keton (RC=0OCHjs; 2,1-2,6)

dvojné vazby
benzyl (C5H5CH2R; 2,2 - 3,0)

o alkohol, ether (RCH,-O; 2,5-5,0)
protony na atomu uhliku vazaného _
2,5-50 alkylamin (RCH2-N; 2,5 - 3,5)

na elektronegativni atom(y) _
alkylhalogenid (RCH,-X; 2,5 (1) - 4,5 (F))

4565 protony na atomu uhliku s dvojnou vinylové skupiny (R,C=CHj; 4,5 - 5,0)

vazbou (R,C=CH-R; 5,2-5,7)
6.5-8 aromatické a heteroaromatické benzen (CgHs; 7,26)
protony pyridin (CgHsN; 7,2 - 8,6)
9.5 - 13 protony v silné elektronakceptornich aldehydy (RCH=0; 9,5 - 10,5)
skupinach karboxylové kyseliny (-COOH; 11,0-13)

Tab. 6: Ptiblizné oblasti chemickych posunti & vybranych protonti v organickych slouceninach

Chemicky ekvivalentni vodiky (homotopické vodiky) poskytuji v NMR spektru jediny
signal. Jedna se o atomy vodiku, které jsou v dané molekule vazany stejnym zpisobem, maji
tedy stejné elektronové okoli a rezonuji tak pfii stejné frekvenci. Chemicky neekvivalentni
vodiky (heterotopické vodiky) se 1isi svym elektronovym okolim a poskytuji tak v NMR
spektru odlisné signaly. K posouzeni ekvivalence jednotlivych protoni v molekule ndm mize
poslouzit zdménna operace. Postupné budeme nahrazovat kazdy vodik v molekule (vzdy jen
jeden) hypotetickym substituentem a porovname vzniklé struktury. Pokud vznikaji identické
slouCeniny, jsou vodiky ekvivalentni, pokud vznikd novéd sloucenina, vodiky jsou
neekvivalentni a budou mit v NMR rozdilné signaly. Napiiklad nahradou jakéhokoli vodiku
v molekule ethanu bude vznikat vzdy jen 1-substituovany ethan a ve spektru ethanu tak bude
jediny signal. V ptipadé propanu jiz bude vznikat 1- nebo 2-substituovany propan a ve spektru
propanu tak nalezneme 2 signaly, jeden pro methylenovou skupinu a druhy pro obé
methylové skupiny (Obr. 37). Jinou moznosti posouzeni ekvivalence jednotlivych protont je

zavedeni operace symetrie (rotace, zrcadleni). Atomy, které jsou navzajem vztazeny operaci
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symetrie, jsou ekvivalentni. Napt. vzhledem k symetrii molekuly jsou vSechny atomy vodiku
v p-dichlorbenzenu homotopické, o-dichlorbenzen jiz obsahuje dva typy vodika
a m-chlorbenzen tii (Obr. 37).

i L
e
H H H H H
o Cl Cl
H H H clH H
I H H H H cl
cl H H

Obr. 37: Piiklady sloucenin s vyznaéenim ekvivalentnich atomu vodika (atomy vodikt

stejné barvy v dané slouceniné jsou homotopicke)

Intenzity jednotlivych signali v ‘H-NMR spektru odpovidaji poétu ekvivalentnich
vodikl podilejicich se na daném signalu. Plocha pod signdlem je tedy pfimo umérna poctu
protont. Kvantitativné ji urcujeme integraci. V pfipad¢ propanu tak bude vzdjemny pomér
ploch obou signalt 6:2 (resp. 3:1).

VétSinou nejsou signaly v 'H-NMR spektru tvofeny jednoduchym pikem, ale jsou
roz§tépeny na vice linii - tvofi tzv. multiplet. Toto $té€peni je zpisobeno spin-Spinovou
interakci (spin-spin coupling) se sousednimi neekvivalentnimi jadry (obvykle max. pies tii
vazby). Obecné pro magneticky aktivni jadra plati, ze pik sledovaného jadra (Ci
ekvivalentnich jader), ktery ma v sousedstvi n jinych vzajemné eckvivalentnich jader se
spinovym kvantovym ¢islem I, se §tépi na 2nl+1 linii, konkrétné pro vodiky (I = %2) pak n+1
linii. Intenzita linii v multipletu odpovida moznym kombinacim spinti sousednich jader (viz
Tab. 7).
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Typ multipletu sledovaného
Pocet sousednich vzajemné
protonu ¢i ekvivalentnich Pomér intenzit
ekvivalentnich protoni
protoni (symbol)

0 singlet (s) 1

1 dublet (d) 1:1

2 triplet (t) 1:2:1

3 kvartet (q) 1:3:3:1

4 kvintet (qi) 1:4:6:4:1

6 septet (sep) 1:6:15:20:15:6:1

Tab. 7: Typy multipleti a pomér intenzit jednotlivych linii

Kvantitativni hodnotou $tépeni je interakéni konstanta J (coupling constant), jenz
predstavuje vzdalenost mezi jednotlivymi liniemi multipletu udavanou v Hz. Spin-spinova
interakce je vzdjemnd, skupina ekvivalentnich vodikli A Sté€pi signdl skupiny vodiki B
anaopak se stejnou interak¢éni konstantou J (viz Obr. 38). Jsou-li vSak sousedni protony
sledované¢ho jadra (¢i ekvivalentnich jader) vzajemné neekvivalentni, bude dochazet ke
vzniku kombinovanych multipletd (napt. dublet dubletl, triplet dubleti). Neni-li ziejmé,
jakou strukturu signal vlastné¢ ma, nazyvame ho obecné multipletem (m).

Multiplicita signalli tak poskytuje cennou informaci o okoli jader atomii vodikl a je

kli¢em ke strukturni analyze organickych sloucenin.
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Obr. 38: *H NMR spektrum ethylesteru kyseliny 4-methoxyskoficové:
'H NMR (200 MHz, CDCls): & = 7,66 (d, 1H, J = 16,0 Hz), 7,49 (d, 2H, J = 8,8 Hz), 6,91 (d,
2H, J = 8,8 Hz), 6,31 (d, 1H, J = 16,0 Hz), 4,26 (q, 2H, J = 7,2 Hz), 3.84 (s, 3H), 1.35 (t, 3H,
J=7.2Hz)

U slozitéjsich pfirodnich latek byva vSak diky znaénym piekryvim piitazeni
multiplicity signalti velmi obtiZzné. Zdrojem informaci o prostorové blizkych protonech tak
mize byt NOE (Nuclear Overhauser Effect) experiment. Nuklearni Overhausertv efekt je
disledek dipolarni interakce mezi dvéma jadry. Vznika pfimou interakci volné pfes prostor
aneni ovlivnén chemickymi vazbami jako nepfima spin-spinova interakce. Nuklearni
Overhausertiv efekt klesa s Sestou mocninou vzdalenosti mezi jadry a proto se velmi Casto

pouziva k méfeni vzdalenosti mezi jadry predevsim v 2D-NMR spektroskopii (viz NOESY).

5.4.5 Jednodimenzionalni 13C NMR

NMR spektroskopie uhlikového atomu je umoZznéna diky pfirozenému zastoupeni
izotopu *C (b&zny izotop *C ma | = 0, a proto neposkytuje NMR signal). Zastoupeni izotopu
B¢ je vSak pomérné malé (1,11 %), navic je jeho rezonancni frekvence cca 4% mensi nez
resonancni frekvence atomi vodiku (napf. pii méfeni na 200 MHz spektrometru bude
rezonan¢ni frekvence uhlikovych atomi pii cca 50 MHz). Pro méteni uhlikovych spekter tak
musi byt pouzity citlivéjsi spektrometry (FT-NMR) a doba méfeni mize byt tadovée
i v hodinach (dle mnoZstvi vzorku a kvality piistroje). Chemické posuny v *C NMR
spektrech jsou stejné jako u vodikovych spekter zavislé na elektronové hustoté okolo daného
jadra, poskytuji v8ak vétsi rozsah stupnice nejcastéji 0-220 ppm (vtazeno K dtvms = 0 ppm).

Ptiklady posunt pro konkrétni typy uhlikovych atomu jsou uvedeny v tabulce 8.
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Typ uhliku (typ vazby) o [ppm] Typ uhliku (typ vazby) 6 [ppm]

primarni alkyly (R-CHs) 0-30 alkeny (C=C) 100-150

sekundarni alkyly (R2-CHy) 10-50 areny (arom. C=C) 110-160

terciarni alkyly (R3-CH) 15-50 nitrily (C=N) 115-130

alkylhalogenidy (R3C-X) 10 ()-75(F) amidy (CO-NRy) 150-180

aminy (C-N) 4070 karboxylové kyseliny, estery 160-185

(R-O-C=0)

alkoholy, ethery (C-O) 40-80 aldehydy, ketony (R,-C=0) 175-215

alkyny (C=C) 60-90

Tab. 8: Ptiblizné oblasti chemickych posunti & vybranych typt atoma uhliku v organickych

slou¢eninach

Na rozdil od 'H NMR signald ne vzdy odpovidaji intenzity jednotlivych signalii
v uhlikovych spektrech poctu ekvivalentnich uhliki podilejicich se na daném signalu. Napt.
signaly kvartérnich uhlik davaji slabsi signaly nez uhliky s vdzanymi atomy vodiku.

Obdobné¢ jako u vodikovych spekter 1 uhlikové signaly mohou byt St€peny sousednimi
neekvivalentnimi magneticky aktivnimi jadry. Vzhledem k velmi malé pravdépodobnosti
vyskytu dvou jader izotopu “*C v t&sné blizkosti je homonuklearni interakce *C-*C
za béznych podminek nepozorovatelna. Muze se vSak projevit heteronuklearni spin-spinova
interakce *H-3C, pro ur&eni multiplicity signalu lze pak vyuZit jiz dfive zminované pravidlo
n+1, kde n je pocet vazanych atomti vodiku na daném uhlikovém atomu. Signal kvartérniho
uhliku tak bude singlet, signal uhliku methinové skupiny dublet, methylenové skupiny triplet
a methylové skupiny kvartet. Dany jev by tak mél usnadiiovat interpretaci naméteného
spektra. Ve skutecnosti vSak naopak dochazi diky témto interakcim jednak ke zna¢nému
snizeni citlivosti méfeni (rozs§tépenim signalu na jednotlivé linie se zmensi jeho intenzita),
navic v oblasti spektra s vétsim vyskytem signald dochazi k jejich prekryvim. Pfi méfeni
béznych uhlikovych spekter se proto vyuzivd tzv. Sirokopasmovy heteronuklearni
dekaplink (broadband heteronuclear decoupling), kdy béhem méteni 13C spekter je vzorek
soucasn¢ ozarfovan pasmem frekvenci, shodnym s rezonan¢ni frekvenci jader vodika. Tim se
odstrani §tépeni vodik-uhlik a ve spektru ma kazdy neekvivalentni atom uhliku jeden signal

(singlet) - viz Obr. 39.
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Obr. 39: 3C NMR spektrum ethylesteru kyseliny 4-methoxyskoficové (mé&feno

s Sirokopasmovym heteronukledrnim dekaplinkem)

Pro jednodussi pfifazeni signali k jednotlivym atomiim uhliku méfené slouceniny
mohou poslouzit i jiné 1D BC NMR experimenty, pii kterych nemusi byt vzdy provadéno
Sirokopasmé ozafovani protonti béhem celé doby méteni uhlikového spektra, ale pouze béhem
n¢kterych usekl, a navic mohou byt i riznymi pulsy ozafovana uhlikova jadra.

APT (Attached Proton Test) experiment umoziiuje s vyuzitim multipulsni sekvence
rozliSit signal uhliki methinové (>CH-) a methylové skupiny (-CHjs), jez vykazuji signaly
S negativni intenzitou (piky smétuji dolti pod zdkladni nulovou linii), od signalti uhliki
methylenové skupiny (-CH»-) a kvarternich uhliki (>C<) se signaly s pozitivni intenzitou,

DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) experiment umoziuje
rozlisit signaly primarnich, sekundéarnich a terciarnich atomt uhliku. Nejcastéji je DEPT
spektrum ziskano pouzitim série dil¢ich experimentii - DEPT-45 (zobrazi se vSechny uhliky
nesouci vodiky), DEPT-90 (zobrazeni pouze >CH-) a DEPT-135 (zobrazené signaly >CH-
a -CHs jsou pozitivni, signaly -CH,- negativni) a naslednym vzajemnym odectenim spekter
ziskame vysledné spektrum sloZzené ze subspekter pro jednotlivé typy C. Signaly kvarternich

uhlikt jsou potlaceny a je tfeba je identifikovat porovnanim s béznym B¢ spektrem.
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5.4.6 Dvoudimenzionalni 1H a 13C NMR

Pti strukturdlni analyze znamé latky si vétSinou vysta¢ime s jednodimenzionalni NMR
spektroskopii s piipadnym porovnanim spekter z riznych databazi. V piipadé neznamych
pfirodnich latek jsou 1D-NMR experimenty pouzivany pro zakladni analyzu a urceni
charakteru zkoumanych latek, tj. zjiSténi, jestli latka patfi mezi terpeny, aromatické
slouceniny, alkaloidy, glykosidy apod. K pfesnému urceni struktury jsou pak Casto vyuzivany

metody dvourozmérné NMR spektroskopie.

Z&kladni princip 2D NMR spektroskopie

Na rozdil od 1D NMR, kdy FID je zaznamem zavislosti intenzity signalu na case, jsou
2D spektra zaznamem zavislosti intenzity na dvou nezavislych ¢asovych proménnych.
Obecny pribéh 2D experimentu lze rozdelit do Ctyt fazi. V piipravné fazi dochéazi k ozarovani
vzorku prvnim pulsem, nasleduje vyvojova faze pro evoluéni dobu t;, druhy puls ptedstavuje
sméSovaci fazi a nasleduje detekeni faze po dobu t pficemz evolucni dobat; se béhem méteni
méni a doba detekce t, je konstantni. Naslednou dvojnasobnou Fourierovou transformaci
se ziska trojrozmérné spektrum. Panoramatické 3D zobrazeni (stacked plot) zahrnuje
kompletni informaci o intenzité, je vSak Casto nepichledné, tézce interpretovatelné a datové
naro¢né. ZjednoduSeni piedstavuje vrstevnicové zobrazeni (contour plot) odpovidajici
horizontalnim feziim v ur¢ité vysce (hladin€) intenzit signali. Volbou hladiny Ize eliminovat
Sum, je-li vSak pfili§ vysoka, hrozi ztrata malych signalt.

Na zakladé korelace druhli jader se 2D experimenty déli na homonuklearni (koreluji
jeden druh jader napf. 'H-'H) a heteronuklearni (koreluji dva riizné druhy jader napf. 1H-13C).

Dale 1ze délit 2D NMR spektra na rozliSena dle interak¢ni konstanty J - na jedné ose
jsou chemické posuny Oc nebo Oy a na druhé jsou pfislusné interakéni konstanty
Jn,Hy = homonuklearni, Jc 1y = heteronuklearni (star$i metody, dnes méné pouzivané) a na
korelovana 2D NMR spektra (homonuklearni nebo heteronuklearni - na obou oséach jsou
chemické posuny 9).

V dnesni dobé existuje velké mnozstvi 2D experimentl, nasledujici piehled se dotyka

jen vybranych nejpouzivanéjsich procedur.
Homonuklearni 2D NMR experimenty

Jednim z nejcastéji pouzivanych 2D experimentt je COSY (Correlation Spectroscopy).

Jedné se 0 homonuklearni korelované *H-"H spektrum, které ma ve vrstevnicovém zobrazeni
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¢tvercovy charakter. Po obou stranach jsou chemické posuny vodiki 6y a spektrum je tak
diagonaln& symetrické - piky zobrazené na diagonale odpovidaji pavodnimu *H spektru. Jsou-
li neekvivalentni jadra v interakci, objevi se ve spektru mimodiagonalni piky - tzv. krospiky.
Interagujici jadra lze ve spektru nalézt vedenim horizontalni a vertikalni linie z krospiku.
V misté protnuti diagonaly se musi nachazet piky pro pfislusna vodikova jadra (viz Obr. 40).
Byla vytvofena celd fada COSY experimentl s cilem zvysit rozliSeni a kvalitu korelac¢nich
schémat. Tyto vylepsené COSY experimenty jsou uzite¢né zejména v piipadé, kdyz jsou
interak¢ni konstanty velmi malé (J < 3 Hz) a Casto nejsou v 1D spektru rozlisitelné. Prikladem
muze byt delayed COSY (= long-range COSY). V tomto experimentu je mozno pozorovat
interakce mezi protony, u kterych je interakéni konstanta mensi nez 2 Hz (allylové uskupeni,
strukturni uskupeni oddé€lené kvartérnim uhlikem - interakce na dlouhé vzdalenosti pies vice
nez tfi vazby).
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Obr. 40: *H-"H COSY spektrum kyseliny glutamové; pievzato z [[Friebolin,
H.: Basic One- and Two-Dimensional NMR Spectroscopy. Wiley-VCH, 1998.]

Mezi nové€jsi metodu homonuklearni korelované 2D-spektroskopie patii NOESY
(2D-NOE - Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy). Umoznuje méfit NOE v jediném
experimentu mezi v§emi vodiky molekuly. Ve spektru je na diagonéle klasické 1D spektrum,

krospiky indikuji dipolarni interakce prostorem a maji opac¢nou fazi nez signdly diagonalnich
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pikt. Intenzita téchto signalii je iméma intenzité¢ NOE. Kalibraci spektra vyuzitim znamych
vzdalenosti protond lze z intenzit krospikd pfimo urcit meziatomové vzdalenosti. NOESY
spektra maji tak vyuziti zejména v konformacni analyze biomolekul, kdy zjisténim
vzdalenosti jader v prostoru ur¢ime 3D strukturu molekuly. Analyza dat zejména pro velké
molekuly vyzaduje vykonné pocitace a programy na zpracovani.

TOCSY (Total Correlation Spectroscopy) experiment téz nazyvany HOHAHA
(Homonuclear Hartmann Hahn) experiment vyuziva tzv. spin-locking techniku méfeni
(specialni kompozitni pulsy ,,uzamknou* magnetizaci kolem osy y, dojde k piiblizeni
energetickych hladin jednotlivych spinli, magnetizace miize volné pfechazet z jednoho na
druhy). Vysledkem experimentu jsou spektra, ve kterych jsou korelovana vSechna jadra
spinového systému. Spektrum tak v idealnim piipadé obsahuje pro kazdy proton krospiky se
vSemi ostatnimi protony spinového systému. Metoda je hlavné vyuZzivana pfi strukturdlni
analyze biomolekul typu peptidii nebo oligosacharid.

2D-INADEQUATE (Incredible Natural Abundance Double Quantum Transfer; téz
C-C-COSY) experiment poskytuje mapu propojeni uhlikovych atomti na zakladé existence
interakénich konstant J (3C-*3C). Experiment vyzaduje, aby v molekule byly pfitomny dva na
sebe véazané atomy '*C. Diky velmi nizkému zastoupeni izotopu *C je pravdépodobnost
takovéhoto seskupeni velmi mala (cca 1/10000). Je to naroény experiment a jeden z vrchold
souc¢asné NMR techniky. Experiment vSak vyzaduje velké mnozstvi vzorku (okolo 200 mg) a
doba méfeni je znacn€ dlouhd. AZ posledni technickd vylepSeni (dusikem chlazend sonda,

vylepSeni sbéru dat) umoznila praci i S mensim mnoZstvim latky.

Heteronuklearni 2D NMR experimenty

Nejbéznéjsi  heteronukledarni variantou korelovanych 2D spekter je experiment
B¢c-'H cOSY = HETCOR (Heteronuclear Correlation Spectroscopy). Na jedné ose je
chemicky posun atomi vodiku 6y a na druhé ose chemicky posun atomu uhliku dc. Protoze
chemické posuny jsou vobou dimenzich rizné, nejsou HETCOR spektra diagonalné
symetricka. Ve spektru se zobrazi krospiky, jenz jsou vysledkem korelaci spin-spinovych
interakci *H-*C. Ze spektra lze jednoduSe odecist, jaké protony jsou vazany na konkrétni
atom uhliku tak, Ze se od krospiku vede horizontalni a vertikalni linie, priiseciky na osach urci
pozice (chemické posuny 06) interagujicich jader (viz. Obr. 41). Touto metodou lze tedy
pozorovat pouze uhliky s pfimo vazanymi vodiky, signaly kvarternich uhlikd se ve spektru
neobjevi. Upravou pulsni sekvence experimentu HETCOR umoziuje tzv. COLOC

(Correlation via Long-range Coupling) experiment zobrazeni interakci daného uhliku
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s vodiky pies vice nez jednu vazbu (long-range C-H interakce). Pii identifikaci téchto spekter
je vSak vhodné je vzdy porovnavat se spektry HETCOR, nebot’ se v COLOC spektrech
mohou objevovat i rezidua jednovazebnych interakci.
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Obr. 41: ®C-'H COSY (HETCOR) spektrum kyseliny glutamové; pievzato z [Friebolin, H.:
Basic One- and Two-Dimensional NMR Spectroscopy. Wiley-VCH, 1998.]

V soucasné¢ dob€ jsou v strukturni analyze casto pouzivany 2D heteronuklearni
experimenty s inverzni detekci (HMQC, HSQC, HMBC). Maji vyssi citlivost nez
experimenty s ptimou detekci (HETCOR, COLOC). Vyssi citlivosti 1ze dosdhnout vhodnym
uspotradanim experimentu z hlediska excitovaného a detekovaného jadra. Pii pfimé detekei je
excitovano a detekovano stejné jadro. Inverzni techniky spocivaji v excitaci jader s velkou

13C 15

citlivosti (*H), nasledny pienos polarizace na jadra s nizkou citlivosti ( N) a zpét,

a detekce jader s velkou citlivosti. Ve vysledném spektru se tak nepfimou detekci zobrazi
vybaveni a vyzaduji specialni sondu.

Experimenty HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation) a HSQC
(Heteronuclear Single Quantum Correlation) poskytuji korelace jader *H s jadry *C pfimo na

né vazanymi, tedy pfenos magnetizace se déje pres jednovazebnou interakéni konstantu Jy.c.
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Ve spektrech se tedy neobjevi atomy kvarternich uhliki, ale jen uhlikova jadra, kterda maji
pfimo vazany atom ‘H. Viysledné spektrum poskytuje obdobnou informaci jako HETCOR, mé
vSak vyssi citlivost.

Experiment HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) naproti tomu koreluje
jadra *H s jadry °C (nebo *N) pres dvé& nebo tii vazby (interakce dalekého dosahu). Slouzi
tedy predevsim k identifikaci jader, které nemaji pfimo vézany atom 'H, napf. kvarternich
uhlikii. HMBC je napf. téz vyuzivan pti strukturni charakteristice alkaloidi k detekci

N a 'H korelaci.
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5.5 Rentgenova (RTG) difrakce

Rentgenova difrakce je metoda urcovani uspotradani atomut v krystalu. Pii dopadu RTG
zéafeni na krystal je toto zafeni difraktovano (odrazeno) do mnoha sméri. Z naméfenych uhla
a intenzit difraktovanych paprski rotujicitho krystalu mizeme pomoci specializovanych
programu zjistit trojrozmérny obraz hustoty elektronii v krystalu a néasledné mizeme urcit
pozice atomu v krystalu (3D model molekuly), jejich chemické vazby a dalsi informace.

Rentgenova difrakce se déli na dvé zakladni metody, a to na difrakci na monokrystalu
a praskovou difrakci. RTG praSkova difrakce je vyuZivana zejména jako kontrolni metoda pro
charakterizaci krystalického materialu (pramyslové aplikace) a jeji hlavni vyhody jsou:
vysoka rychlost méfeni, odpadd proces ptipravy monokrystalu, moznost analyzovat smési
latek. Avsak pro uplnou strukturni analyzu krystalt se slozitou strukturou neni RTG praskova
difrakce vhodnéa. Naproti tomu metoda vyuZzivajici difrakce na monokrystalu umoziuje
uplnou strukturni analyzu latky (krystalu) a je tak jednou z hlavnich metod pfi charakterizaci
atomoveé struktury novych latek.

Rentgenovym zafenim se rozumi elektromagnetické zafeni v intervalu vinovych délek
0,001 — 10 nm. Rentgenova difrakce vyuZiva zejména vlnovych délek okolo 0,05 — 0,25 nm,
tj. vinovych délek srovnatelnych s meziatomovymi vzdalenostmi v krystalech. K difrakci
zatreni dochazi tehdy, blizi-li se vinova délka zafeni vzdalenosti atomii v krystalické mfizce,
se kterou zafeni interaguje. Rentgenova difrakce vyuZiva tzv. pruZzného (koherentniho)
rozptylu zéfeni, kdy maji rozptylené paprsky stejnou energii a tim i vinovou délku jako
ptavodni (primarni) RTG zaieni.

Po dopadu RTG zafeni na analyzovany material mize dochazet také k nepruznému
(nekoherentnimu) rozptylu zéateni nebo k absorpci zéafeni. Pii nekoherentnim rozptylu RTG
zateni ztraci foton ¢ast své energie a rozptylené zareni ma vyssi vinovou délku nez dopadajici
zateni. Pti absorpci RTG zafeni je veSkera energie fotonu pienesena na elektron a foton
zanikne. Pokud je pfi nekoherentnim rozptylu nebo absorpci RTG zafeni energie fotonu
dostate¢na, muze dojit k uvolnéni elektronu z vnitiniho orbitalu atomu a na volné misto pada
elektron z vyssiho orbitalu. Pfebytek energie je vyzaien jako sekundarni (fluorescen¢ni) RTG
zatreni (Obr. 42). Vznik fluorescen¢niho zéafeni neni u metody rentgenové difrakce zadouci,
nebot’ toto zafeni zvySuje pozadi pii méfeni, ale 1ze ho potlacit pouzitim vhodné vinové délky

primarniho rentgenového zateni.
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Fluorescencni zafeni je mozné vyuzit i pro analytické ucely a tato metoda se nazyva
emisni rentgenova spektrometrie. Vlnova délka fluorescen¢niho zateni je del$i nez primarniho
RTG zafeni a je charakteristickd pro jednotlivé atomy. Protoze pifi absorpci RTG zéfeni
dochazi k interakci s vnitinimi elektrony (neovlivnénymi vazbami atomu v molekule), je
vysledné fluorescen¢ni rentgenové zateni do znané miry nezavislé na chemickém stavu

prvku, cehoz l1ze vyuzit k identifikaci a kvantifikaci chemickych prvkl ve vzorku.

fluorescenéni

’ RTG zafeni

primarni fotoelektron
RTG zafeni

Obr. 42: Schematické zn4dzornéni vzniku fluorescenéniho RTG zafeni.

z

5.5.1 Vznik difraktovaného zareni

Difrakce RTG zéfeni je vysledkem pruzného rozptylu zafeni na elektronovém obalu
atom molekul ¢i krystali a jeho nasledné interference, vznikajici v dusledku rozdila
v délkach drahy od rGznych rozptylujicich atom® k mistu detekce. Vysledkem difrakce je
vznik difrakéniho obrazu s charakteristickymi maximy a minimy intenzit difrakénich skvrn.
Analyzou difrak¢nich skvrn (obraz krystalu v reciprokém prostoru) se zjistilo, ze krystal se
chova, jako by obsahoval velké mnozstvi rovin umisténych v pravidelnych vzdalenostech od
sebe (Braggtv popis difrakce). Difraktovany paprsek vznika ,,odrazem* od této soustavy
rovnobéznych rovin, v nichZ jsou atomy v krystalu lokalizovany. Dopadajici 1 difraktovany
paprsek sviraji s uvazovanou soustavou rovin stejny thel 0, odpovidajici zdkonu difrakce
(Obr. 43). Kazda rovina odrazi jen malé mnozstvi zafeni, avsak vysledna difrakce od velkého

poctu rovin poskytuje intenzitu dostate¢nou pro pozorovani.
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Obr. 43: Schematické znazornéni difrakce na krystalové miizce; 6 — Ghel dopadu RTG

zateni; d — mezirovinna vzdalenost; 6 — drahovy rozdil

Strukturni informace o polohach atomut v krystalu miZe byt odvozena z poloh a intenzit
difrakénich maxim vznikajicich difrakci RTG zafeni. Rentgenové paprsky jsou difraktovany
kazdou krystalickou latkou rozdilné v zavislosti na typu atomtl, z nichz se krystal dané latky
sklada, a jejich uspotadani. Kdyz rentgenovy paprsek zasahne vzorek a dojde k jeho difrakei,
je mozné za pomoci Braggova zakona (rovnice 14) zméfit vzdalenost mezi jednotlivymi
rovinami atomu. Vybereme-li dvé libovolné paralelni roviny vzdalené o d a nechame-li na
tyto roviny dopadat svazek rovnob&znych rentgenovych paprskii o vinové délce A, jsou
dopadajici paprsky ve fazi. Paprsek 11" je difraktovan rovinou A a paprsek 22" je difraktovan
rovinou B (Obr. 43). Aby i po difrakci byly oba paprsky ve fazi, musi byt vzdalenost, kterou
urazi paprsek 22" navic oproti paprsku 11° (drahovy rozdil 6) rovna celistvému nasobku n
vlnové délky A dopadajiciho zafeni (rovnice 14). Pouze za této podminky detekujeme
interferenéni maximum difraktovanych paprskt. Drahovy rozdil paprska 11" a 22" je roven
2dxsin 0, kde thel 6 je uhel, ktery svira dopadajici paprsek s rovinou krystalu. Spojenim
uvedenych vztahti dostdvame Bragglv zakon:

2d x sin@=nx A (14)

Zname-li vinovou délku RTG zafeni A a zméfime-li Uhel 6, miZzeme urcit vzdalenosti d
krystalovych rovin. Braggiiv zdkon je zdkladni rovnici rentgenové difrakce.

Pti popisu uvedenych zakonitosti byla brana v tivahu pouze jedna sada rovin. Otacenim
krystalu a zménou uhlu dopadajiciho zareni budou Braggtiv zakon spliovat rizné sady rovin,

a tim ziskame bodovy difrakéni obraz monokrystalu (Obr. 44).
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Obr. 44: Bodovy difrakéni obraz monokrystalu

5.5.2 Techniky méieni a prezentace vysledkii

Aby doslo k difrakci RTG zéfeni, musi toto zafeni dopadat na krystal pod tthlem 6
(Braggiv zakon, rovnice 14). Tuto podminku lze splnit vhodnou orientaci krystalu vici
dopadajicimu RTG zéteni. Pro ziskani krystalografické struktury je nedostacujici sledovat
difraktované zéateni pouze z jedné polohy analyzovaného krystalu. Pro ziskani potfebnych
informaci je nutné postupné krystalem otacet a pribézné zaznamenavat difraktované zafeni.
Pro urceni pozic atomu v krystalu musime znat polohy difrakénich maxim a jejich intenzitu.
Zatizeni umoznujici otaCeni krystalu v prostoru a detekci difraktovaného zafeni se nazyva
difraktometr. Pro krystalografickou analyzu monokrystali neznamych latek jsou zpravidla
pouzivany tzv. ctyikruhové difraktometry (Obr. 45). Toto uspofadani umoziuje otaceni
krystalu kolem spolecné osy (rotace @ a 0) a dale otdceni ve dvou dalSich smérech y a .
Krystal se otaci kolem osy @ a ta se i s krystalem pohybuje uvnitt y kruhu. Tento y kruh se
otaci kolem osy ®. Poloha otoceni krystalu se tedy vyjadiuje pomoci tii thli — w, y, .
Detektor se pak otaci v roviné goniometru podle thlu 26. Nastaveni krystalu a detektoru je

zpravidla fizeno pocitaem.
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Obr. 45: Schematické znazornéni ¢tyikruhového difraktometru
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ptiprava vhodného monokrystalu o velikosti 0,1 — 1 mm. Tento krok je také hlavnim
omezenim této metody, protoze ne vzdy je mozné takovy krystal pfipravit. Pokud je vhodny
krystal k dispozici jsou naméfena potiebna data (miizkové parametry, polohy difrakénich
maxim a jejich intenzity), ze kterych je vypoctena elektronové hustota. Do takto ziskané mapy
elektronové hustoty je navrZzen model struktury, ktery je vypocetné optimalizovan. Vzhledem
k velkému mnozstvi vypoctl je vyhodnoceni namétenych dat provadéno téméf vyhradné
pomoci specializovanych pocitacovych programi. Vysledna struktura se nejcastéji zobrazuje
pomoci vhodného programu ve formé obrazku Ortep (Obr. 46).
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Obr. 46: Ortep obrazek znazornujici molekulovou strukturu F-DOPA
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5.5.3 Zdroje RTG zareni a jeho detekce

RTG zéfeni vznika pii dopadu vysoce urychlenych elektronii na atomy hmoty. Na
tomto principu pracuji rentgenové lampy, tzv. rentgenky. Jsou to evakuované keramické
trubice se dvéma zatavenymi elektrodami, mezi nimiz je vysoké napéti 20 — 60 kV. Jako
katoda slouzi wolframové vlakno rozzhavené na velmi vysokou teplotu. Katoda produkuje
elektrony, které jsou urychlovany v elektrickém poli a s velkou energii dopadaji na anodu,
tzv. antikatodu. Kineticka energie elektront se pfi dopadu méni z vétsi ¢asti na teplo (takze
rentgenku je nutno intenzivné chladit) a pouze asi 1 % jejich energie se vyuzije na emisi
rentgenového zafeni. Vznika spojité a monochromatické zéatfeni. Monochromatické zareni
vznikd tak, Ze elektrony urychlené na dostatecnou energii proniknou do subvalenc¢nich
elektronovych hladin anody (elektronové hladiny Ka L) a zde vyrazi elektron. Z vyssi
elektronové hladiny (vzdalenéjsi od jadra) preskoci na uvolnéné misto elektron s vyssi energii
a tento prebytek energie se vyzafi jako RTG zafeni. VInova délka rentgenového zéfeni, které
se pii prechodu vyzafi, je dana rozdilem energii obou hladin. Proto je tato vinova délka
charakteristickd pro materidl anody a vzniklé zéafeni se nazyva charakteristické. Volba
rentgenové lampy (materialu anody) se ¥idi povahou analyzovaného materialu. Neni zadouci,
aby dochézelo k ptilisné absorpci RTG zafeni vzorkem (prostfedim). Nejbéznéji pouzivanymi
materidly anody jsou méd’, kobalt nebo molybden.

Dal$imi pouzivanymi zdroji RTG =zafeni jsou synchrotrony. Rentgenové zafeni
v synchrotronovém prstenci vznika zakiivenim dréhy relativistického elektronu. Rentgenové
zafeni je vyzafovano ve sméru pohybu Eastice (elektronu) podél tecny k jeji draze a pokryva
velkou cast elektromagnetického spektra (spojité spektrum). Toto zafeni se vyznacuje
vysokou intenzitou. ProtoZe cena tohoto zafizeni je vyrazné vys$i neZz béZnych zafizeni,
vyuziva se k analyze materiali s kratkou zivotnosti, které mohou degradovat vlivem RTG
zafeni (napf. krystalografickd analyza enzymt). Analyza téchto materidlll je mozna diky
vysoké intenzit€¢ synchrotronového RTG zafeni, coz umoziuje kratkou dobu expozice a
detekce.

Rentgenové zafeni je po interakci se vzorkem detekovano na zékladé n€kolika principt
(ionizace plynti, luminiscence ur¢itych materidli, zména vodivosti polovodicti nebo osvit
fotografického filmu). Zatimco dfive dominovala metoda uchovavani obrazu na fotograficky

film, v soucasnosti se vyuzivaji metody digitalni a dalsi.
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6 Testovani biologické aktivity

Pii prfipravé materialu pro testovani biologické aktivity je nutné brat v Uvahu
rozpustnost. VSechna rozpoustédla, ktera pfichazeji pro rozpousténi vzorku v Uvahu, museji
byt nejdiive otestovana na aktivitu, kterd bude zkoumana. Jejich aktivita musi byt nulova.
Dalsi podminkou je kompatibilita rozpoustédla s prostfedim testu a misitelnost s dalSimi
pouzivanymi rozpoustédly (velmi casto problém pii testovani lipofilnich latek ve
fyziologickém vodném prostedi). Pfi smichani vzorku s prostfedim nesmi dojit k precipitaci
latek. Nejobvyklejsi rozpoustédla pro testovani jsou dimethylsulfoxid (DMSO), voda, ethanol,
aceton a jejich smési. Je mozno také vyuzit solubilizatord typu Tween nebo Kremofor.

V soucasnosti je mozno pouzivat velmi Siroké spektrum testli biologickych aktivit in
vitro, které umoznuji simulovat celou fadu fyziologickych nebo patofyziologickych procesi.
Testovat je mozné prakticky cokoli a zalezi pouze na vybaveni laboratofe, financnich
moznostech a samoziejm¢ 1 schopnostech pracovnikl. Testovani lze provadét témér
libovolng, ale je lepsi se fidit pokud mozZzno racionalnim vybérem testdl, napt. na zakladé
etnofarmakologického prizkumu nebo chemické ptfibuznosti latek.

V soucasnosti je pii jakémkoli testovani biologické aktivity nutno jako pozitivni
kontroly vyuzivat standardy. Za standardy aktivity jsou obvykle voleny bud’ latky pouZivané
bézné v praxi pro terapii nemoci, nebo ovlivnéni aktivity, kterou hodlame testovat, piipadné
modelové experimentalni slou¢eniny, napf. modelové inhibitory enzymut. Kazdopadné by
takova referencni latka méla mit dobfe popsané a charakterizované parametry t€inku.

Celkové prevlada trend testovat nové izolované latky in vitro, kde neni potieba
laboratornich zvirat, z divoda ekonomickych, a také protoze pro in vitro testy je tieba fadoveé
mensich mnozstvi izolovanych latek nez pro in vivo experimenty na laboratornich zvitatech.
Co se tykd podminek in vitro testl, je snaha je pfiblizovat podminkam pii in vivo testech,
napiiklad pouzitim bun&énych kultur. Cim presnéjsi simulace pfirozeného prostiedi, tim 1épe.
Je vsak celkem jasné, ze pokud je pfirodni latka po sériich in vitro testi povazovana za
nadéjného kandidata pro klinické pouziti, je tfeba jak v ramci preklinického, tak posléze
klinického hodnoceni testovat in vivo. Piehled nékterych béznych metod a jejich zaklady jsou
uvedeny v nasledujici tabulce (Tab. 9).
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Aktivita Zaklad testu

] o Bakteriemi naockovana zivna piida,
Antibakterialni o ]
turbidimetrie

_ o Houbami naoc¢kovana Zivna puda,
Antifungalni o _
turbidimetrie

. Kolorimetrie, radioaktivni znaCeni, Western
Inhibice enzymu

blott
Protitumorova, cytotoxicka Buné¢né linie (MTT, WST)
Toxicita Modelovy organismus — napt. Artemia salina

) o Modelovy organismus — napt. hmyzi larvy,
Antiparazitarni )
ptisluSny parazit

Vazba na receptory ELISA, chemiluminiscence, fluorescence

Tab. 9: Ptehled nejbéznéjsich metod pro testovani biologické aktivity

Moderni postup je tzv. bioaktivitou fizena izolace (bioactivity-guided isolation). Jde o
proces, pii kterém je v kazdém kroku ziskdvani pfirodni latky monitorovdna biologicka
aktivita. VSechny frakce ziskané separaci jsou testovany jak z hlediska obsazenych latek, tak
biologické aktivity. Selekci bioaktivnich frakci se fytochemik dostane k ucinné latce. Pro
ureni aktivni latky je tfeba aktivitu aspon pfiblizn€ kvantifikovat, obvykle testovanim
dilu¢nich tad jednotlivych frakci. Timto zplisobem se zjisti nejen nejaktivnéjsi frakce, ale také
jestli nedoslo k rozmélnéni pocatecni aktivity zjisténé u extraktu do mnoha frakci. V pribéhu
separace muze dojit ke snizeni nebo vymizeni aktivity frakci: v extraktu je vice nez jedna
aktivni latka a latka s nejvyssi aktivitou jesté nebyla nalezena, doSlo k degradaci ucinné
slozky, pti separaci doSlo k chybé a aktivni latka zlstala zachycena na koloné nebo aktivni
sloucenina je rozlozena do vétSiho mnozstvi frakci.

To, ze izolace biologicky aktivnich slouCenin je UspéSna a testovani aktivity piindsi
nové latky, ukazuji nasledujici piiklady sloucenin, kterou jsou v poslednich fazich klinického
vyzkumu, nebo léCiva na bazi pfirodnich latek, kterd byla v posledni dob& zavedena do
terapie.

Arteether (Artemotil™) — antimalarikum. Artemisinin je seskviterpenoidni lakton
vyskytujici se v rostlinach Artemisia annua (tradi¢ni ¢inskd medicina quinghao). Jeho
koncentrace Vv rostlinach je typicky okolo 0,2 %, coz je pomérmé malo. Vice se vyskytujici
kyselina artemisininovd (0,8 %) muze byt na artemisinin snadno konvertovana.

Polysynteticky jsou dale z artemisininu vytvafeny napi. artemether, arteether nebo artesunat.
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Galanthamin (Reminyl™) — ovlivnéni Alzheimerovy choroby. Galanthamin je
alkaloid ziskavany ze snéZenek (zejména Galanthus woronowii), nékterych narcist a bleduli.
Tento alkaloid je znaimy pomérné dlouhou dobu v terapii myastenie, ale teprve v poslednich
letech je pouzivan jako nootropikum, proti pfiznakiim Alzheimerovy choroby a vaskularni
demence.

Leptospermon — fluoroglucinovy derivat izolovany napi. z Leptospermum spp.
Vykazuje zajimavou antimikrobidlni aktivitu proti resistentnim druhtim bakterii. Jeho dalsi
aktivitou je inhibice rostlinné 4-hydroxyfenylpyruvat dioxygenasy. Tento efekt mize byt
vyuzit jako nové tiida herbicidi. Nitisinon (Orfadin™) je synteticky derivét leptospermonu.
Vyuziva se v terapii tyrosinemie typu 1. Tyrosinemie typu 1 (HT-1) je dédicnad metabolicka
porucha, charakterizovana nedostatkem fumarylacetoacetat-hydrolasy, enzymu, ktery se
ucastni posledniho stupné katabolismu tyrosinu. Pii této poruse dochazi k hromadéni
meziproduktli pfemény tyrosinu, které inhibuji metabolismus porfyrinti. Nitisinon je
kompetitivni inhibitor 4-hydroxyfenylpyruvat-dioxygenasy, enzymu, ktery se ucastni
katabolismu tyrosinu. Zasahem do katabolismu tyrosinu tak brani akumulaci toxickych
meziprodukti.

Tiotropium (Spiriva™) — semisynteticky derivat skopolaminu (Atropa belladonna)
S parasympatolytickymi vlastnostmi. Nevykazuje Gplnou selektivitu ve vazb& na muskarinové
receptory, ale lokalné aplikovany (inhalaci) pusobi hlavné na Mj receptory lokalizované
v hladkych svalech bronchii. Vyvolava bronchodilataci a pouziva se u chronické obstrukéni
nemoci plicni.

Morfin-6-glukuronid — hlavni aktivni metabolit morfinu (Papaver somniferum).
Potencialné velmi zajimava sloucenina pro kratkodobou pooperacni analgezii nebo lokalni
a periferni analgetickou terapii s niz§im mnozstvim nezadoucich G¢inkd nez morfin.

Vinflunin (Javlor ™) — patii do skupiny latek zvanych vinka-alkaloidy (Catharanthus
roseus), je to semisynteticky fluorovany derivat. Vazbou na tubulin tato latka zabranuje
mitdoze a potlacuje dé€leni nadorovych bun€k. Vyuziti v terapii pokrocilého nebo
metastazujiciho karcinomu mocového Ustroji.

Exatecan — semisynteticky ve vodé rozpustny derivat kamptothecinu (alkaloidu
Camptotheca acuminata). Inhibuje  topoisomerasu | stabilizovanim  komplexu
topoisomerasa I-DNA, tim inhibuje replikaci DNA a startuje apoptozu. Exatecan nevyzaduje

enzymatickou aktivaci a je aktivnéjs$i nez kamptothecin a jeho analoga.
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Calanolid A — prenylovany kumarin izolovany ze stromu Calophyllum lanigerum. Patii
do skupiny NNRTI (non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors). Je potencialné
uplatnitelny v terapii virovych onemocnéni (HIV).

Betulinova kyselina — pentacyklicky triterpen, nalezeny napt. v Betula pendula.
a zejména jeji analoga jsou zkoumana jako mozné proti-rakovinné latky.

Silvestrol — izolovany z Aglaia folveolata, je derivat cyklopenta[b]benzofuranu. Je to
slouenina potencialn¢ vyuzitelna v terapii rakoviny. ZvySuje uroven apoptosy, inhibuje

nadorovou angiogenezi a inhibuje translaci mMRNA souvisejicich s malignitou bungk.
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