Vyuziti HPLC pfi stanoveni rostlinnych metabolitu

Teorie:

HPLC (high performance liquid chromatography) je separa¢ni metoda, ktera slouzi
k rychlé separaci predevSim nizkomolekularnich latek, i kdyZz v posledni dobé se
HPLC vyuziva i kseparaci malych proteint. Z hlediska usporadani se HPLC
nejCastéji déli na normalni a reverzni fazi. Pfi vyuZiti normalni faze je jako stacionarni
faze pouzita polarni latka nejCastéji rizné silikaty a jako mobilni faze se uplatriuje
nepolarni rozpoustédlo, napfiklad hexan. Naproti tomu u reverzni faze jsou ve
stacionarni fazi vazany nepolarni alifatické zbytky (podle délky se potom oznacuji
jako C8, C18, atd.) jako mobilni faze se vyuzivaji polarni rozpoustédla (methanol,
acetonitrilem atd). Pro zcela specifické ucely se pfi HPLC pozivaji i iontoméniCové
kolony, kdy jako mobilni faze slouzi roztoky soli napfiklad NaCl. Volba uspofadani
zavisi na typy slouCenin, které hodlame separovat. PFi studiu rostlinného
metabolismu vyuzivame délni pomoci normalni faze napfiklad pro stanoveni MDA
(malonyldialdehydu), coz je ukazatel poskozeni bunék vyvolaného napfiklad
aktivnimi formami kysliku. Naproti tomu pro stanoveni sekundarnich metabolitd u
rostlin, napfiklad fytoalexinl, je nejCastéji vyuzivana reverzni faze. Navic pfi
molekularné-biologickych experimentech se pro stanoveni délkovych fragmentd DNA
pouziva iontoménic¢ova HPLC.

V ramci tohoto cviCeni budeme provadét stanoveni sekundarnich metaboliti ve
vzorku vina, konkrétné nas bude zajimat obsah polyfenoll (resveratrol, kvercetin,
atd.).

Polyfenoly patfi mezi nejpoCetnéjSi a nejvice zastoupené sekundarni rostlinné
metabolity. Rostlinam slouzi jednak jako stavebni a strukturni slozky, jsou
zodpovédné za chutové, vonné a barevné latky kvétu a plodu a také slouzi jako
obranné latky chranici pfed Skddci, infekcemi, chladem, mechanickym poSkozenim di
jinym stresem. V sou€asné dobé jsou polyfenoly studovany pfedevSim v souvislosti
s jejich blahodarnym vlivem na zdravi ¢lovéka.

Pfirodni polyfenoly zahrnuji latky od jednoduchych fenolickych molekul az k vysoce
polymerizovanym slouceninam s molekularni hmotnosti 30 kDa. Primarné obsahuji
jeden nebo vice hydroxylovych skupin, které jsou navazany vétSinou pfimo na

fenolovou Cast molekuly. Navic byvaji polyfenoly Casto glykosilovany (nejCastéji



glukosou) jednou, pfipadné i vice sacharidovymi jednotkami pfes B-glykosidickou

hydroxylovou skupinu.

Déleni polyfenoll:

Slozeni Pocet uhlikl

Typy fenolickych latek

PFiklady

Cs 6

Jednoduché fenoly

Katechol

Ce-Cy 7

Fenolické kyseliny

Kys.salycilova

Ce-Cs 9

Fenylpropanoidy

Chromen

Cs-C2-Cs 14

Stilbeny

Resveratrol

Cs-C3-Cs 15

Flavonoidy

Kvercetin

18

Lignany

Yatein

30

Biflavonoidy

Amentoflavon

Flavolany

Gallotaniny

Ligniny

Katecholmelaniny

Rostlinné pigmenty

Resveratrol

Latka, kterou lze nalézt ve vice nez 72 rostlinnych druzich. Poprvé byl resveratrol
izolovan z kychavice velkokvété, ale diky zdokonalovani analytickych metod je
objevovan ve stale vétSim poctu rostlinnych druhd. Nejvice je obsazen v bobulich
révy vinné, dale pak v fadé druhl zeleniny a ofechach. V mens§im mnozstvi ho Ize
nalézt ve viné. Jeden litr Cerveného vina obsahuje cca 2 — 6 mg resveratrolu, v bilém
je mensi mnozstvi. Z chemického hlediska se jedna se o 3,4°,5-trihydroxystilben.
Existuji dva geometrické isomery: trans- a cis-, vétSinou se vyskytuje smés obou
isomer0. V rostliné byva Casto substituovan napf. v poloze 3 se vaze [3-glykosid. Dale
se také vyskytuji dehydrooligomery, jedna se o tzv. konstitutivni stilbeny (a-viniferin €i
e-viniferin). Jako zatim posledni byly objeveny a popsany derivaty amurensin,

piceatannol, pterostilben, pinosylvin
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V rostliné je resveratrol produkovan jako sekundarni metabolit s antibakterialnimi

nebo antifungalnimi ucinky, ktery se tvofi de novo jako odpovéd na stres.

Flavonoly

Flavonoly jsou pfitomné pfiblizné z 80% u vySSich rostlin. ProtoZe je biosyntéza
stimulovana svétlem, nachazeji se ve vnéjSich obalovych pletivech. NejrozSifenéjsi
flavonoly jsou kvercetin, kemferol a myricetin, které byly nalezeny napfiklad v Caji
nebo vinné révé. Existuje ovSem i glykosilovana forma flavonoll, kde cukernou
slozkou je glukosa nebo rhammosa, s nazvem rutin. Tyto latky vykazuji antioxidacni
ucinky, pfiemz kvercetin ma vyraznéjsi ucinky nez kemferol. Vzhledem k tomu, ze
pfi vystavenim rostliny mechanickému poskozeni se jejich obsah v listech rostlin

zvysSuje, predpoklada se, Ze glykosidy kvercetinu hraji roli pfi obranné rostlin na

abiotické faktory.
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Kvercetin (3,5,7,3",4 -pentahydroxyflavon)
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Kemferol (3,5,7,4 -tetrahydroxyflavon)



Postup:
Pfi analyze pomoci HPLC bude pouzita kolona Supelcosil LC-18-DB. Jako mobilni
faze bude smés methanol a voda. Pfi eluci jednotlivych slou€enin bude vyuzivano

zmény v zastoupeni jednotlivych sloZzek mobilni faze tzv. gradientové eluce viz nize.

METHANOL VODA
0 min. 5% 95%
20 min. 83% 17%
20,01 — 30 min. 100% 0%
Ekvilibrace kolony
30,01 — 40 min. 5% MetOH 95% vody

Jako vzorek bude pouZzito vino Laurot, pfiCemz na kolonu bude nastfiknuto 10 ul
vzorku.

Detekce bude provedena pomoci DAD (diode arey detector). Absorbance bude
méfena pfi vinovych délkach 210 + 8 nm a 320 + 8 nm. Referencni vinova délka
bude 500 + 50 nm. V kazdém zaznamenaném piku bude zméfeno absorpéni

spektrum v rozmezi 210 — 400 nm.

Vyhodnoceni:
Na vysledném chromatogramu bude provedena identifikace sledovanych latek
pomoci porovnani retenénich ¢asli se zmérenymi standardy, pfipadné bude vyuzito

pro identifikaci absorp&nich spekter jednotlivych latek.



