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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva analyzou polyacetylenti v kofenové zelenin€ z Celedi mitikovitych.
Extrakce téchto latek z mrkve, petrzele a pastinaku byla provedena pomoci riznych extrakénich
technik, pficemz nejvyssi ucinnosti extrakce bylo dosazeno extrakci dichlormethanem. Pro
nasledné stanoveni obsahu polyacetylenii ve vybranych vzorcich kotfenové zeleniny byla
pouzita kapalinova chromatografie se spektrofotometrickou detekci. Protoze komercné
dostupné standardy jsou velmi drahé, bylo v ramci této diplomové prace piistoupeno k izolaci
falcarinolu pomoci preparativni chromatografie. Z jednoho kilogramu cerstvé petrzele bylo

ziskano 24,4 mg Cist¢ho standardu a bylo uspofeno znacné mnozstvi finan¢nich prostiedki.

KLICOVA SLOVA

polyacetyleny, falcarinol, falcarindiol, pastinak, petrzel, HPLC

TITLE

Analysis of polyacetylenes in root vegetables

ANNOTATION

This thesis deals with analysis of polyacetylenes in root vegetables from Apiaceae family. The
extraction of these substances from carrot, parsley and parsnip was carried out using various
extraction techniques with the highest extraction efficiency achieved by extraction with
dichloromethane. Liquid chromatography with spectrophotometric detection was used to
subsequently determine the content of polyacetylenes in selected root vegetable samples. As
the commercially available standards are very expensive, the isolation of falcarinol by
preparative chromatography was performed in this thesis. The isolation was successful and
24,4 mg of pure standard was obtained from one kilogram of fresh parsley. Our approach

resulted in considerable financial savings.

KEYWORDS
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UvVOD

Mrkev patii k nejoblibenéjsi kotenové zelenin€ a je spolu s petrzeli k sehnani v obchodech po
cely rok. Oproti tomu pastindk byva péstovan spise pro domaci spotfebu, cemuz nasvédcuje
1 skutecnost, ze je mnohem snazsi sehnat jeho seminka nez vypéstovanou zeleninu. Diky nizké
energetické hodnoté je konzumace kofenové zeleniny zdravi prospésna, navic obsahuje fadu

mineralnich latek, vitamint, fenolické latky a je zdrojem rozpustné vlakniny.

K vyznamnym sekundarnim metabolitim nachazejicim se nejen v mitikovitych rostlinach patii
polyacetyleny, jez ve své struktufe obsahuji trojné vazby. Polyacetyleny falcarinol
a falcarindiol jsou biologicky aktivni latky ptsobici v kofenech rostlin jako antimykotika. Na
lidsky organismus maji pfiznivé u¢inky, avsak ve vysokych koncentracich jsou polyacetyleny

pfi¢inou jedovatosti rostlin, naptiklad rozpuku jizlivého a haluchy vodni.

Ke stanoveni falcarinolu a falcarindiolu v lyofilizovanych vzorcich kofenové zeleniny byla
vyuzita kapalinova chromatografie s UV/VIS detekci a také kapalinovd chromatografie ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii. K extrakci analyt z matrice byly vyuzity rizné extrakéni
techniky, jejichz U¢innost byla porovnana a byla vybrana optimalni extrakce pro analyzu
vzorki. Extrakt petrzele poslouzil také jako vstupni surovina pro izolaci vlastniho standardu

nezbytného pro kvantitativni stanoveni.
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1 Teoreticka cast

1.1 Pastinak sety

Pastindk sety (Pastinaca sativa) je mén¢ znamou koienovou zeleninou z ¢eledi mitikovitych
(Apiaceae). Lidové varianty vyslovnosti ,,pastyndk* ¢i ,,pastindk® se staly natolik béznymi, ze
je oznaceni ,,pastindk* k vidéni 1 v obchodech. Pastindk méa bily kotfen (Obr. 1), proto byva
zaménovan s petrzeli, ma vSak krémové€jsi zbarveni, a hlavné dortistd do vyraznéjsi délky
a objemu. Najit pastinadk v sekci ovoce a zeleniny v supermarketu neni zcela bézné, nemuze byt
tedy divu, Ze se o jeho existenci mnoho lidi teprve dozvida, ackoliv Ize dohledat az neuvétitelné
mnozstvi receptli od téch, ktefi s nim jiz maji zkusSenosti. Do jidel se pfitom zatazuje velice
snadno, a to hned v n€kolika podobach. Své vyuziti maji i listy, a to k ozdobeni polévky nebo

jako koteni [1].

Obr. 1: Pastinak sety [2]

Odrtdy pastinaku jsou vyslechténé k péstovani jak na zdhonku, tak na polich. Vysev se provadi
Casné z jara, ponévadz kliceni seminkim trvd okolo 25 dnli. Naopak se sklizni neni divod
spéchat, pastinak je mrazuvzdorny a mize zlstat v zemi az do pozdniho podzimu nebo zimy,
dokud neni zpracovan [3]. Pastinak ma piivod ve Sttedomoti a v 16. stoleti byl béZnou soucasti
stravy chudych v Evropé&. Byl znam i v Anglii, ze které byl rozsifen do kolonizované Ameriky.

Tam se k jeho péstovani ptidali i indiani. Divoky pastindk vSak ke konzumaci neni vhodny [4].

1.1.1 Vyzivova hodnota

Nezpracovany pastindk disponuje energetickou hodnotu 271 kJ (neboli 64 kcal) na 100 g, za
niZ stoji pfedev§im sacharidy. Z celkového mnoZstvi tvofi pfiblizn€ polovinu jednoduché
sacharidy v Cele se sachar6zou a druhou polovinu polysacharidy, tj. Skrob. Oproti malému
mnozstvi tukll, mastnych kyselin (MK) a bilkovin obsahuje pastindk zna¢né¢ mnozstvi ve vodé

rozpustné vldkniny, kterd pomahéd regulovat hladinu cukru v krvi a snizuje koncentraci
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cholesterolu [5, 6]. Obsah hlavnich Zivin je jak v syrovém, tak v tepeln€ upraveném pastindku

zpracovan v Tabulce 1. Pastindk je ptekvapivé bohat§im zdrojem vitamind a mineralnich latek

nez mrkev, ackoliv neobsahuje takové mnozstvi barviv [5, 7].

Tabulka 1: Obsah a slozeni makronutrientl v pastinaku [5]

Makronutrienty Obsah v syrovém Obsah ve vafeném
[¢/100 g] [¢/100 g]
Voda 79,3 78,7
Tuky 1,1 1,2
Nasycené¢ MK 0,2 0,2
Mononenasycené MK 0,5 0,5
Polynenasycené MK 0,2 0,2
Sacharidy 12,5 12,9
Skrob 6,2 6,4
Oligosacharidy 0,6 0,6
Cukry 5,7 5,9
Glukoza 0,8 0,8
Fruktéza 0,5 0,5
Sachardza 43 4.5
Maltoza 0 0
Laktdza 0 0
Bilkoviny 1,8 1,6
Celkovy dusik 0,29 0,26
Vlaknina 4,6 4,7

Pro lidsky organismus je pastindk nejen bohatym zdrojem fosforu, drasliku, hoi¢iku, chloru,

Zeleza a vapniku, ale obsahuje 1 dalsi pro télo dulezité mikroelementy jako jsou méd’, zinek,

mangan, jod, selen, kobalt a chrom, véetné stopovych prvki kiemiku, cinu, kadmia, arsenu,

hliniku, niklu a boru (Tabulka 2) [5, 6].

Tabulka 2: Obsah prvkll v pastinaku

Prvky Obsah v syrovém | Obsah ve vafeném Prvky Obsah v erovém Prvky Obsah v sv}{rovém

[mg/100 g] [5] [mg/100 g] [5] [mg/kg susiny] [6] [mg/kg susiny] [6]
Ca 41 50 Al 37,1 Li 0,06
Cl 49 33 As 0,017 Mg 1609
Cu 0,05 0,04 B 14,2 Mn 7,30
Fe 0,6 0,6 Ca 2129 Na 64,2
I <LOD <LOD Cd 0,18 Ni 1,29
K 450 350 Co 0,07 P 4148
Mg 23 23 Cr 0,23 Pb 0,20
Mn 0,5 0,3 Cu 2,43 Se 0,01
Na 10 4 Fe 65,0 Si 27,53
P 74 76 Hg 0,009 Sn 0,02
Se 0,002 <LOD I 0,30 Sr 17,13
Zn 0,3 0,3 K 23 291 Zn 12,64
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Pastindk obsahuje celou fadu vitamind, jak je zobrazeno v Tabulce 3. Jeho konzumace je
doporucovana té¢hotnym zenam, protoze pomahd pokryt zvySenou potiebu kyseliny listové

(vitamin Bo). Doporucena denni davka dle WHO ¢ini v prvnim trimestru 400 pg [8], obsah ve

100 g syrového pastinaku je 87 ug [5, 6].

Tabulka 3: Obsah vitaminti v pastinaku [5]

Vitaminy Obsah v syrovém | Obsah ve vaieném Vitaminy Obsah v syrovém | Obsah ve vaieném
[ng/100 g] [ng/100 g] [mg/100 g] [mg/100 g]
Vitamin K; 0,05 — Vitamin E 1,00 1,00
Retinol 0 0 Thiamin 0,23 0,07
B-karoten 30 30 Riboflavin 0,01 0,01
Vitamin D 0 0 Niacin 1,00 0,70
Biotin 0,1 — Vitamin Bs 0,50 0,35
Vitamin Bg 87 41 Vitamin Bg 0,11 0,09
Vitamin B, 0 0 Vitamin C 17 10,00

Dal$imi sekundérnimi metabolity pastinaku jsou fenolické latky a polyacetyleny. Ve tfech
skupinach pastindku rozdélenych podle velikosti kofene se obsah fenolickych latek vyjadieny
jako mnozstvi kyseliny chlorgenové pohyboval mezi 109,7-125,3 umol/g susiny extraktu. Pti
zohlednéni obsahu vlhkosti v jednotlivych skupinach bylo nejvice polyfenolickych latek
nalezeno ve skupin€ pastindku s nejmensimi kotfeny. Analyza ethanolového extraktu pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) odhalila pfitomnost jedenacti fenolickych
sloucenin, ze kterych jich osm bylo identifikovano. Ptfitomné byly glykosilované derivaty
kvercetinu, kemferolu, apigeninu a genkwaninu a dale kyselina hydroxyskoficova. Relativni
obsahy jednotlivych sloucenin byly proménlivé v zdvislosti na velikosti kofene, a to
u nékterych sloucenin dvoj- az trojndsobné. Analyze fenolickych latek byly podrobeny také
listy pastindku, ve kterych nedosahoval jejich obsah ani desetiny mnoZstvi v kotfeni [7].
Ptitomnost polyacetylenti falcarinolu (FaOH) a falcarindiolu (FaDOH) v pastinaku byla
odhalena az studii v roce 2005, ackoliv u mrkve byla jiz né¢jaky ¢as znama [9]. Ve studii [10]

byla poté u pastindku zaznamenéna piitomnost také falcarindiol-3-acetatu (FaDOAc).

V rostlinach ¢eledi mitikovitych jsou v riznych mnozstvich obsazeny toxiny furokumariny (téz
furanokumariny). Jedna se o fotoaktivni slouceniny vyrabéné fadou rostlin na obranu pted
napadenim plisnémi, bakteriemi a hmyzem. Jejich negativni Gi€inky na lidské zdravi se dostaly
do povédomi spolecnosti zvlasté diky invazivnimu bolSevniku velkolepému. Po kontaktu
pokozky s furokumariny a nasledném vystaveni na svétlo dochazi ke vzniku vyrazky a velkych

puchyit, které se Spatné hoji [11, 12]. Neptiznivé G€inky na kiiZzi maji navic 1 polyacetyleny
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[13], proto se doporucuje pii zpracovani pastindku pracovat v rukavicich a ptipadné i dlouhém

odévu, aby nemohlo dojit k potfisnéni pokozky stavou z nat¢.

Negativni G¢inky furokumarint se projevuji nejen pii styku s pokozkou, ale i pii konzumaci
ovoce a zeleniny, jez je dokonce spojovana s rozvojem rakoviny ktize. [12]. Furokumariny jsou
obsazeny i v kulturnim pastindku, proto se doporucuje snizit jejich hladinu oSkrabanim
a tepelnou upravou [14]. V souladu s timto doporucenim postupovali Melough a kol. [12] pii
upravé vzorku pastinadku, ktery povarili ve vod¢, nikoliv vSak u vzorku petrzele, jez byla
analyzovana bez tepelné upravy. Prave proto byla celkova koncentrace furokumarini 70x vyssi
v petrzeli (23 215 ng/g) nez ve vareném pastindku (335 ng/g). Podobné vysoké mnozstvi
furokumarini jako v petrzeli obsahovaly grepy a limetkova Stava. V pastindku byly metodou
ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii v potadi
dle klesajiciho obsahu stanoveny 8-methoxypsoralen, bergapten, bergaptol, psoralen

a bergamotin.

Pastindk muze vedle ptfirozenych ptirodnich latek obsahovat i neZadouci kontaminanty ziskané
z vody a ptidy nebo zamérné pouzivané pii péstovani. Podle zpravy Pesticide Action Network
Europe (PANEurope) patii pastindk mezi desitku zeleniny s nejcastéji nalezenymi rezidui
pesticidli. ZavaZznost tohoto zjiSténi nastesti snizuje skutecnost, Ze kofenova zelenina je pred
konzumaci omyta a oSkrabana piipadné dale tepelné upravena a tyto operace redukuji skutecny

piijaty obsah pesticidi [15].

1.1.2 Vyuziti pastinaku

Uplatnéni pastindku v kuchyni je velmi blizké jinym druhlim kotfenové zeleniny. Na rozdil od
petrzele je jeho chut’ mén¢ aromaticka, je jemnéjsi a sladsi, s ofiSkovymi tony. Pastindk se sice
d4 konzumovat za syrova napf. nastrouhany do salatu, chutnéjsi je vSak po tepelné upravé.
Receptl s jeho vyuZzitim je celd fada. Vareny pastindk nalezneme v podob¢ kosticek v polévce,
rozmixovany v zeleninovych krémech, peceny ¢i smazeny jako zeleninové chipsy nebo
hranolky (Obr. 2). Pfidavan je do zeleninovych pyré, bramborové ¢i batatové kaSe nebo do
chilli con carne. Pro jeho sladkou chut neni vylouceno ani pouziti do kynutych knedlikt, kolaci
adortl [16]. V kuchyni lze pracovat i se zpracovanym pastinakem, na trhu je k dostani pastinak
v podobé susenych kostek, jez usetii Cas potfebny na oSkrabani a krajeni. K dochucovani pak
slouzi drceny a mlety pastindk, ktery je béznou soucasti zeleninovych kofenicich smési [17,
18]. Na pastinak 1ze pomérné Casto narazit v pokrmech uréenych pro nejmensi, at’ uz jde o Cisté

zeleninové piikrmy pro kojence nebo komplexnéjsi pokrmy pro batolata [19-22].
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Obr. 2: Pastinak peceny na ohni [foto autor] a pastinak pe¢eny s medem [23]

V dnes$ni dobé je trendem vyvijet stdle nové kombinace surovin a pfichuti pro zvySeni
pfitazlivosti a podporu prodeje i1 jinak béZné neochucenych vyrobki, pifipadné produkth
ochucovanych az v domécnosti. Piikladem takového pokusu je tvarohovy dezert z Cottage syru,
do kterého ve studii [24] zkousSeli pifidavat kousky kandovaného pastindku a dyné.
Experimentalnim vysledkem se stal recept o sloZeni 15 % pastindku nebo dyné. Pfimichanim
suroviny nebyly naruSeny vlastnosti syru, naopak byla podpotena hustota a plasticita produktu.
Je patrné, ze potencial vyuziti pastinaku neni jesté zcela vyCerpan, a ¢asem na n¢j bude mozné
narazit mnohem castéji. Pastindk je pouzivany také jako krmivo pro domaci zvirata, napft.
suSené kostky pastindku jsou nabizeny jako pochoutka pro kraliky a morcata nebo je ptisadou

v konzervéch pro psy [25, 26].

1.2 Petrzel korenova

Petrzel kotenova (Petroselinum crispum) je na prvni pohled podobna pastindku, nicméné
v porovnani s nim je jeji kofen bélejsi a u nékterych odrid by se dal popsat jako podlouhlejsi
ackoli objemové mensi. Velkou napovédu v rozeznani od pastindku predstavuje nat, kterad
u petrzele vyrlsta z celého vrsku kofene, zatimco u pastindku naopak z propadlého stfedu na
konci kotene. Déle by v odliseni mélo pomoci jedine¢né petrzelové aroma, na kterém se podili
terpeny alfa-pinen, beta-pinen, myrcen, beta-felandren a 1,3,8-p-mentatrien a dalsi t€kavé latky
jako myristicin. Zelend nat’ petrZele je proto vyuZivdna jako aromatickd bylinka. Zaroven
pfedstavuje jeden z nejbohatsich zdroji vitaminu C a lze ji zpracovat nejen u kadetavé nebo
hladkolisté petrzele, které jsou za timto ticelem péstovany, ale i u kofenové odrudy [27, 28].
Dalsi zdravi prospéSnou latkou je vitamin E, ktery se spolu s fenolickymi latkami (zejména
derivaty apigeninu a kemferolu) podili na vysoké antioxidacni aktivité. Kromé antioxidacnich
ucinkil je petrZel cenéna pro hepatoprotektivni, antibakteridlni, antimykotické, analgetické,
diuretické a dal$i ucinky. PetrZel je rovnéZ zdrojem mastnych kyselin, pfedevs§im esencialni

kyseliny linolenové a neesencidlni kyseliny palmitové, a mnoha mineralnich latek. Obsah
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drasliku, vapniku, hot¢iku i Zeleza je srovnatelny s pastindkem [29]. Petrzelova nat’ je také
bohatd na furokumariny, které pii potfisnéni nechranéné pokozky a po vystaveni svétlu

zpusobuji jeji poskozeni a vznik puchyit [30].

Co se tyka pritomnosti polyacetylenti v petrzeli, tak se vysledky studii zna¢né€ rozchazi [9, 10,
31]. V nékterych studiich je prezentovan vysoky obsah polyacetylent, pficemz petrzel byla
zvolena pro izolaci Cistého falcarinolu [10, 31] a dalSich polyacetyleni [10]. Ve srovnani
s mrkvi byl stanoveny obsah falcarinolu v petrzeli mnohem vétsi [10, 31], a dokonce byla
zaznamenana i pfitomnost falcarindiol-3-acetatu [10]. Oproti tomu ve studii [9] nebyl falcarinol
detekovan vibec, avSak byly identifikovany méné bézné polyacetyleny jako jsou
8-O-methylfalcarindiol a panaxydiol, které lze rovné€z nalézt v celeru, ale nikoliv v mrkvi

a pastinaku [9].

1.3 Mrkev obecna

Mrkev obecna (Daucus carota) je charakteristickym zastupcem celedi mitikovitych.
Oblibengjsi kofenovou zeleninu bychom hledali velmi tézko [32, 33], i proto je v obchodech
mrkev k dostani po cely rok. Nejjemnéjsi a nejsladsi chuti se vyznacuje rand mrkev zvana
»karotka®, ovSem kazda mrkev je bohatym zdrojem mineralnich latek, vitamint C a E, derivata
vitaminu B a dalSich zdravi prospésnych latek. Zvlasté dulezitou fytochemikalii je betakaroten,
ktery je v téle pfeménovan na vitamin A, tzn.je jeho prekurzorem [33-36]. Energeticky
hodnotna je mrkev diky obsahu sacharidi. Skoro polovinu z celkovych sacharidii tvofi
redukujici sacharidy [33]. Nejvice sacharidii obsahovala odrida ¢ervené mrkve, ato 5,6 g/100 g
mrkve [33], nicméné obsah sacharidii mize byt az 11,2 g/100 g. V mrkvi Ize nalézt také malé
mnozstvi Skrobu a vlakninu [36]. V pribéhu skladovani dochézi k ubytku sacharézy, coz je
provazeno naristem obsahu glukozy a fruktdzy [35], proto se sloZeni Cerstvé mrkve lisi od
skladované. Méni se také obsah vitaminu C, ktery po mésici skladovani kles4 aZ na polovinu

své pocatecni hodnoty [36].

Na rozdil od pastindku s petrzeli obsahuje mrkev karotenoidy, které slouzi jako zdroj
potravinaiského barviva. VyuZzivano jich je hned n€kolik, na coz je mysleno v jejich oznaovani
au E disla je pro upfesnéni, o jaké latky se jedna, uvedeno malé pismeno. Smés karotenii nebo
samostatny betakaroten nese oznaceni E160a, zluty lykopen E160d [37] atd. Mrkev je ovSem
1 zdrojem dal$iho pfirodniho barviva, a tim jsou anthokyany. Nachazi se pfedev§im v odriidach
fialové a ¢erné mrkve, kde je jejich celkova koncentrace okolo 250 mg/100 g, zatimco celkova

koncentrace karotenoidli pouhych 1,5 mg/100 g. Naopak v u nas bézné oranzové mrkvi je
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koncentrace anthokyant pouhych 0,16 mg/100 g a obsah karotenoidii se pohybuje okolo
12 mg/100 g [33]. Anthokyany patii mezi flavonoidy a je u nich mozné sledovat vysokou
antioxida¢ni aktivitu, proto je konzumace ¢erné mrkve doporucovana stejné¢ jako oranzové.
Anthokyany (E163) jsou na rozdil od karotenoidii rozpustné ve vod¢, v zavislosti na pH
pfechazi zcerveného do modrého zbarveni. V potravindistvi jsou pouzivany k barveni
ovocnych §t'av a cukrovinek. Pokud se na obalu vyskytuje oznaceni anthokyanti (E163), nemusi
se jednat pouze o anthokyany z Cerné mrkve, nebot’ nejsou jejich jedinym primyslovym
zdrojem [32, 37-39]. Pomoci spojeni vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii byly v odridach cerné mrkve stanoveny derivaty kyanidinu, piedev§im
kyanidin-3-xylosylglykosylgalaktosid, kyanidin-3-xylosylgalaktosid a kyanidin-3-xylosyl-
(glykosyl)galaktosidy acetylované kyselinou sinapovou, kyselinou ferulovou a kyselinou

kumarovou [32, 38, 39].

Mrkev na ochranu pfed napadenim mikroorganismy, zvlasté plisnémi, syntetizuje
Cl7-polyacetyleny. 'V jejim kofenu nalezneme falcarinol, falcarindiol a takeé
falcarindiol-3-acetat [9, 10, 40]. Pfitomnost polyacetylenli v mrkvi je spojovéana s hotkou chuti,

kterou kromé dalSich hotkych latek zptisobuje predevsim falcarindiol [41-43].

1.4 Polyacetyleny

Sviij ndzev ziskaly polyacetyleny po nejjednodussim uhlovodiku s trojnou vazbou acetylenu,
ackoliv systematicky pfesnéj$i je pojmenovani polyyny, nebot’ polymery odvozené od
acetylenu obsahuji pouze dvojné vazby. Jedna se o rozmanitou skupinu rostlinnych metabolitt,
které¢ mimo dvou a vice trojnych vazeb obsahuji aromaticka jadra, kyslikaté a sirné heterocykly
a dalsi funkéni skupiny [13, 44, 45]. Slouceniny jsou Casto citlivé na svétlo a vyssi teplotu

[31, 46].

Polyacetyleny se v ptirod¢ vyskytuji v jedlych, 1écivych 1 jedovatych druzich rostlin celkem
24 celedi [47], mezi které patii aralkovité (ZenSen pravy, bfectan popinavy, hefmanek pravy),
hvézdnicovité (salat listovy, nekolik druhti pelyiiku, atraktylis, dvouzubec, svétlice barviiska),
zvonkovité (pazvonek chloupkaty), lilkovité (rajcata, lilek), diinovité, ldhevnikovité, tykvovité
a vneposledni fadé¢ mifikovité (pastindk, mrkev, petrZel, celer, fenykl, libecek lékaisky)
[13, 44, 45], nicméné jejich vyskyt byl prokazan i v fasach, houbach, motskych organismech

1 hmyzu [47].

Celed” mifikovitych obsahuje acyklické polyacetyleny s celkovym podtem sedmnacti uhlike,

diky cemuz je tato skupina specifikovana jako alifatické C17-polyacetyleny. Odvozené jsou od
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mononenasycené

kyseliny olejové (Ci17H33COOH), z niz

dehydrogenaci,

B-oxidaci

anaslednymi oxidacemi a dehydrogenacemi vzniké falcarinol a jemu piibuzné derivaty

falcarindiol a falcarindiol-3-acetat (Obr. 3), jimz je falcarinol prekurzorem [13, 45, 48].

HO
H,C— —
Falcarinol
HO OH
H,C— —
Falcarindiol
CHs
O:<
@] OH
H,C— —

Falcarinol-3-acetat

CHj;

CH3y

CHj

Obr. 3: Zastupci polyacetyleni v ¢eledi mitikovitych

1.4.1 Funkce polyacetylent v rostlinach

Primarni metabolity slouZi rostlindm jako zdroj energie, kdeZto sekundarni metabolity, kam

patii také polyacetyleny, jim pomahaji ¢elit a odolavat vliviim okoli. V mitikovitych rostlinach

maji polyacetyleny vyznamnou obrannou tlohu a jsou pfitomny a vyrdbény za ucelem ochrany

rostliny pfedevsim pfed napadenim plisnémi a dalSimi patogeny [13, 31, 40, 49], od ¢ehoz se

odviji i tzv. nematocidni efekt, ktery znamend, Ze tyto rostliny ¢isti od patogenti a had’atek

1 piidu ve svém okoli [9].

Pokud by se lisila tvorba polyacetylenti béhem rtstu nebo skladovani rostliny v navaznosti na

mikrobialni z4t&€z, dalo by se o nich uvazovat jako o fytoalexinech. Tak jsou nazyvany obranné

latky, které si rostlina vytvaii pfi napadeni mikroorganismy. Obsah v rostlindch tim padem

kolisa nejen mezi odriidami, ale 1 mezi jednotlivymi kusy [31, 44, 49].
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1.4.2 Vlivy na obsah polyacetylenti

Bylo zjisténo, Ze obsah polyacetylenit v mrkvi po sklizni je odlisny oproti obsahu méfeném po
dlouhodobém skladovani [48]. Béhem skladovani, které probihalo po dobu ¢tyf mésict pfi
teploté 1 °C a relativni vlhkosti 98 %, doslo k vyznamnému nariistu obsahu polyacetylenti [48].
Protoze jsou polyacetyleny soustfedény po obvodu kofene, je jejich obsah zdanlivé vyssi
v menSich mrkvich [48]. Také bylo sledovano, jak je stabilita polyacetylenii ovlivnéna
mechanickymi operacemi (Skrabani, rizné zpisoby krajeni), po kterych byly vzorky
uskladnény v chladnic¢ce a po dobu sedmi dni pritbézné promérovany. Ze ziskanych vysledki

bylo patrné, ze i v narusenych tkanich je obsah polyacetylent stabilni [50].

Koncentraci polyacetylent do velké miry ovliviiuje 1 zptsob zpracovani [46, 48]. BlanSirovani,
kterym se rozumi kratké oSetieni parou nebo vrouci vodou, inaktivuje enzymy, jez zptisobuji
degradaci falcarinolu i dalSich termolabilnich polyacetyleni a dochazi ke snizeni jejich
koncentrace. Pii nasledném zamrazenim blanSirované zeleniny uz k dal§imu snizeni nedochézi,
na rozdil od mrazené neblanSirované zeleniny [46, 48]. Béhem degradace falcarinolu dochazi
k riznym oxida¢nim a dehydrogena¢nim reakcim, které vedou ke vzniku falcarindionu,
dehydrofalcarinolu nebo dehydrofalcarinonu [50]. Pfi vafeni dochdzi k poklesu falcarinolu
v mrkvi v zavislosti na délce varu az o 80 %. Z trojice polyacetylenli obsaZenych v mrkvi
(falcarinol, falcarindiol a falcarindiol-3-acetat) je k tepelné degradaci falcarinol nejodolné;si
[46, 51]. V pripad¢ pastindku maji tepelné Gpravy vliv na naslednou zménu barvy a dochazi ke

zloutnuti az hnédnuti [50].

1.4.3 Fyziologické u¢inky polyacetylent

Polyacetyleny vykazuji vysokou biologickou aktivitu nejen v rostlinach, ale maji Siroké
spektrum U¢inki na lidské zdravi, pficemz za biologicky nejaktivngj$i je povazovan falcarinol
[31]. Uginky na zdravi jsou v piipadé alifatickych C17-polyacetylentl obsazenych v zelening
priznivé, avsak jejich vyssi koncentrace nebo jiné typy polyacetylen maji opacny efekt. Tento
efekt 1ze nazyvat jako hormeticky, kdy nékteré toxické latky plisobi v nizkych koncentracich
pozitivné. V piipadé falcarinolu je pro pfechod mezi t€émito u€inky nutny tisicindsobné zvyseni
davky, a tak se neni tieba konzumace zeleniny obévat [13, 48]. Nezddouci G€inky vyvolané

konzumaci se nepfedpokladaji a ani nejsou znamy, nebot’ pfitomnost falcarinolu zpisobuje

nepiijemnou hotkou chut’ [41-43].

Falcarinol a jemu blizké polyacetyleny maji protizanétlivé ucinky, jsou aktivni v boji proti

tuberkuloze a dalSim bakteriim, zvlasté je vSak pozornost sméfovana k jejich cytotoxickym
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vlastnostem [9, 48]. Tento uc¢inek byl prokazan na lidskych rakovinnych butikach in vitro a je
dale zkouman jejich antimutagenni Gc¢inek, kdy dochazi k predchézeni rozvoje nddorového
bujeni [9, 40, 48, 49]. Dale byl sledovan vliv polyacetyleni na poskozené bunécné linie pii
akutni lymfoblastické leukémii, kde nejvyraznéjsi cytotoxické u¢inky vykazoval opét falcarinol

[9].

Polyacetyleny stimuluji diferenciaci nespecializovanych bun¢k [13, 40, 48]. Pti dlouhodobé
kozni expozici mize dojit k alergické dermatitidé, proto se predpoklada, ze jsou schopné
vyvolat imunitni odpovéd’ organismu [13, 40, 48]. Podle dalSich poznatkii mohou nékteré
alergické reakce naopak tlumit. Snizovani srazlivosti krve je dalSi pozitivni vlastnosti

polyacetylent [9, 13, 45].

Mezi dalsi alifatické C17-polyacetyleny patii panaxydol a panaxytriol, jejichz zdrojem je
zenSen pravy z Celedi aralkovitych. Tato 1é€iva bylina je bohaté 1 na dal$i rozmanité bioaktivni
latky. Také polyacetyleny obsazené v této byliné vykazuji vysokou cytotoxickou aktivitu
k nddorovym buiikam rtizného ptivodu [13, 47]. Jako ndhrada ZenSenu je v n¢kterych ptipadech
pouzivan pazvonek chloupkaty z celedi zvonkovitych, tzv. zenSen chudych. Jelikoz ma

podobné terapeutické ucinky, neni prekvapenim, Ze i pazvonek je zdrojem polyacetylent [52].

Do celedi mitikovitych patii kromé kotenové zeleniny i né€kolik jedovatych rostlin. Piikladem
smrtelné jedovatych rostlin vyskytujicich se na izemi CR mohou byt rozpuk jizlivy a halucha
vodni, pro néZ je charakteristickd vysokd koncentrace polyacetyleni citutoxinu

a oenanthotoxinu (Obr. 4) [13, 45].

OH
= T CH,
HO S ,:;’:}
Oenanthotoxin
OH
f,;, =T TR TR CH,
HO ,:;'/’

Cicutoxin

Obr. 4: Toxické polyacetyleny rozpuku a haluchy
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Jedna se opét o alifatické C17-polyacetyleny podobné falcarinolu, ale specificka vzdalenost OH
skupin v molekuléch je ptic¢inou toxického ptisobeni [13, 45]. Nasladly oddenek rozpuku mtze
byt zaménén za petrzel ¢i pastinak, zvIasté pak détmi. K piipadiim otrav doslo i u dospélych,

bohuzel smrtelna davka predstavuje pouhé 2 gramy kotene [53].

1.5 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Technika HPLC byla ke komerénimu vyuziti pfedstavena svétu poprvé roku 1969 a od té¢ doby
byla stale zdokonalovéana, az se stala nenahraditelnou soucasti primyslovych i vyvojovych
laboratoii. Nikoho dnes nepiekvapi, ze pravé chromatografie je nejpouzivanéj$i separacni
technikou. Vyuziva rozdilnych vlastnosti délenych latek, diky kterym jsou pfi prachodu
kolonou rozdélovany mezi ukotvenou stacionarni fazi a mobilni fazi, jez je do kolony hnana
pod tlakem. Obecné schéma HPLC systému je zobrazeno na Obr. 5. Mobilni faze je ze
zasobniku ¢erpana pomoci vysokotlakého ¢erpadla pies davkovaci Sesticestny ventil do kolony.
Konstrukce ventilu umoziuje piepinat mezi polohami pro plnéni smycky a davkovani vzorku,
kde objem nadavkovaného vzorku odpovida objemu davkovaci smycky. Latky jsou od sebe
odd¢lovany pii prichodu kolonou, az doputuji k detektoru, ve kterém vyvolaji zménu signalu.

Ten je déle zpracovéan a vyhodnocen v podobé chromatogramu [54—56].

Zpracovani

a vyhodnoceni signélu
Zasobnik 4
s mobilni fazi |_1|
Vzorek L

Davkovaci

smyéka

0

§ Jj===]

||

=

Vysokotiaké
gerpadio

Detektor

Déavkovaci Kolona
ventil

Obr. 5: Schéma HPLC, prevzato z [56] a upraveno
Chromatografickd kolona je charakterizovana jejimi rozméry (délka 100-250 mm, primér
3-4,6 mm), velikosti ¢astic stacionarni faze (3-5 um) a samotnou stacionarni fazi (silikagel,
chemicky vazany oktyl, oktadecyl, aminopropyl, bifenyl ¢i fenylhexyl silikagel atd.). Pokud je

polarnéjSi staciondrni fdze nez faze mobilni, jednd se o chromatografii v systémech
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s normalnimi fadzemi. Naopak je-li mobilni faze polarnéjsi nez faze stacionarni, jde
o chromatografii v systémech s obracenymi fazemi (RP). Tento fazovy systéme je

vvvvvv

latek ve vzorcich potravin, zivotniho prostiedi, farmaceutik ¢i biologickych vzorcich [54, 55].

Zména retencniho chovani separovanych latek v systémech s obracenymi fazemi je nejsndze
dosazitelna zménou slozeni mobilni faze v Case, tzv. gradientovou eluci. V pribéhu separace
dochazi ke spojitému nebo stupniovitému zvysSovani koncentrace slozky s vyssi elucni silou
(v RP organického rozpoustédla), které ma za nésledek snizeni retence vice zadrzovanych latek
a zkraceni doby analyzy. Podle zplisobu miseni rozpoustédel jsou mozné dvé experimentalni
uspotadani. Prvni moznosti je nizkotlaky gradientovy systém, pii kterém je michéani
jednotlivych slozek mobilni fdze uskutecnéno v nizkotlaké oblasti a smés je poté Cerpana
pomoci vysokotlakého cerpadla na kolonu. Druhou moznosti je vysokotlaky gradientovy
systém, kde je kazda slozka mobilni faze erpana svym vysokotlakym cerpadlem a ke smichani
jednotlivych slozek dochazi az ve vysokotlaké oblasti. Vyhodou vysokotlakého uspotadani je
nizké zpozdéni gradientu, avSak nizkotlaky gradientovy systém umoziiuje kombinaci az ¢tyt

rozpoustédel [54, 55].

Chromatografickd kolona nemusi byt vZdy plnéna kulovitymi ¢asticemi o definovaném
priméru, jak je obvyklé, stacionarni fazi mize tvofit 1 jeden kus poérovitého materidlu. Takové
kolony jsou nazyvany monolitické a stacionarni faze je zde tvofena bud organickym
polymerem, nebo jsou na bazi silikagelu. Polymerni monolitické kolony lze pfipravit

1 v laboratornich podminkach [57, 58].

Kolona je monolitickou staciondrni fazi zcela vyplnéna a prichod mobilni fdze umoznuji velké
pory (makropdry), zatimco mensi pory zajisStuji dostate¢ny povrch pro interakci s analyty.
Hydrodynamické vlastnosti systému dovoluji provadét separace za vysSich priitokdt mobilni
faze, aniz by byl piekrocen tlakovy limit. Monolitické kolony nalezly uplatnéni i v analyze
potravin, napf. u stanoveni sacharidii pomoci iontové vyménné chromatografie, kdy byla
béhem deseti minut dokonale rozdélena smés sedmi cukri pfi pouziti polymerni monolitické
faze o rozmérech pori 0,97 pm. Tento piiklad demonstruje hlavni vyhodu monolitickych
kolon, tj. dosazeni vybornych separa¢nich vlastnosti v kratkém Case analyzy. Dal$i podstatnou
vyhodou je také moznost Gpravy distribuce a objemu porit vedouci k ovlivnéni separac¢nich

vlastnosti kolony [57, 58].
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Dutlezitou roli v HPLC hraje detektor, jenz umoziuje kvantitativni a kvalitativni stanoveni
diky porovnani analyzy vzorku s analyzou standardu. Oblibend a rozSifend je
spektrofotometricka detekce, kterd vyzaduje pifitomnost chromoforu v molekule analytu.
Mobilni faze by pifi sledované vlnové délce neméla absorbovat. Jednoduchy
spektrofotometricky detektor byva v soucasnosti nahrazovan detektorem s diodovym polem,
ktery snima spojité spektrum v nastaveném rozsahu vinovych délek v celém prubéhu detekce

[54, 57].

Fluorescencni detekce je oproti spektrofotometrické citlivéjsi az o tii fady, nicméné ptirozenou
fluorescenci vykazuje pouze malo latek, proto je pfistupovano k derivatizaci za ucelem
zavedeni skupiny fluoroforu. K selektivnim detektorim patii dale vodivostni, amperometricky

a coulometricky detektor, které¢ k detekci vyuzivaji elektrochemickych vlastnosti latek [54].

Mezi univerzalni detektory schopné detekovat kazdou latku patii refraktometricky detektor
a detektor rozptylu svétla, oba jsou vSak pomérné madlo citlivé. Jedinym univerzalnim
detektorem, ktery dokédze analyt také identifikovat je hmotnosti spektrometr, proto je

kapalinova chromatografie s oblibou spojovana s hmotnostni spektrometrii [54, 57].

1.6 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je jedinecna technika, pomoci které 1ze ur¢it molarni hmotnost
molekul ajejich fragmenti. Hmotnostni spektrometr se skladd ze tii hlavnich ¢ésti, a to
iontového zdroje, analyzatoru a detektoru. V iontovém zdroji dochazi k ionizaci molekul
av zavislosti na vlozeném napéti vznikaji kladné &1 zaporné ionty. Vzniklé ionty jsou

v analyzatoru rozdéleny na zéklad¢ efektivnich hmot (m/z) a detekovany detektorem [59, 60].

1.6.1 Ionizace elektrosprejem

Ionizace elektrosprejem (ESI) probiha za atmosférického tlaku a patii mezi m&kké ionizacni
techniky, to znamen4, Ze molekula ziskd béhem ionizace malé mnoZstvi energie a vznikaji ionty
se sudym poctem elektronti. Pfi snimani kladnych ionti to jsou vétSinou protonované molekuly,
[M+H]", ¢i adukty se sodnym nebo draselnym iontem a pfi snimani zapornych ionth
deprotonované molekuly, [M-H]". Jedna se o techniku zvlast¢ vhodnou pro spojeni s HPLC
umoziujici analyzu malych 1 velkych molekul o malé az vysoké polarité. Mechanismus
ionizace je zachycen na Obr. 6, kde je ilustrovan vznik iontl pifi sniméni kladnych iontt [59,

61].
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Obr. 6: lonizace elektrosprejem, pievzato z [61] a upraveno

Pti ur¢itém napéti vlozeném na kapilaru dojde vlivem odpuzovani kladnych iontd k vytvoreni
Taylorova kuzelu, ze kterého jsou odtrhovany kladné nabité kapky podobného prameéru.
Pohybuji se ve sméru elektrického pole k vyhtivané kapildfe a vzdjemné se od sebe odpuzuji,
protoze maji shodny ndboj. Odparovani rozpoustédla z kapek zplisobi narast hustoty naboje na
povrchu, které vede k rozpadu této kapky na mensi kapky, u nichz se proces odparu a rozpad
opakuje, nebot’ stejné naboje na povrchu kapky se odpuzuji do stavu, kdy piekonaji povrchové
napéti drzici kapku pohromadé. K rozpadu dochézi tésné pred dosazenim tzv. Rayleighovy

meze stability a je nazyvano jako coulombické exploze [59, 61].

1.6.2 Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

Technika chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI) byla navrZzena roku 1974 pro
analyzu roztokd, nyni je jednou ze zékladnich ioniza¢nich technik pro spojeni HPLC/MS [62].
Technika je Castecné podobnd ionizaci elektrosprejem, avSak s tim rozdilem, Ze vystupni
kapilara z HPLC je vyhfivana a neni na ni vloZeno napéti. Zjednodusené schéma ionizace je
uvedeno na Obr. 7. Na vystupu vyhtivané kapilary je kapalina rozpraSovana pomoci
rozprasovaciho plynu na drobné kapky, jez nesou naboj. Odpafovani rozpoustédla napomaha
susici plyn, ktery spolu se vzristajicim povrchovym nabojem na kapkach vyvolava odlucovani
molekul analytu a rozpoustédla. Castice doputuji k vybojové jehle, na kterou je vlozeno napéti
2,5-3 kV, kde dochazi ke koronovému vyboji zplsobujicimu pifenos ndboje. Vznikaji
protonované nebo deprotonované molekuly organickych latek (molekularni ionty). Vyhodou
techniky APCI je, Ze nemd zvlastni ndroky na sloZeni mobilni fize a funguje pro vodné

1 bezvodé roztoky [59].
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Obr. 7: Chemicka ionizace za atmosférického tlaku, pfevzato z [63] a upraveno

1.6.3 Hmotnostni analyzatory

Z iontového zdroje jsou ionty vedeny do hmotnostniho analyzatoru, kde dochazi k jejich
rozdéleni podle efektivnich hmotnosti, tzn. podle poméru hmotnosti a nadboje m/z. Nejcastéji
pouzivanym analyzatorem je kvadrupol sestavajici ze Ctyt hyperbolickych ty¢i, na které je
vloZené stejnosmérné a vysokofrekvencni stiidavé napéti. Podle velikosti napéti vlozené na
tyCe projdou analyzatorem pouze ionty se stabilnimi oscilacemi o urcité hodnoté m/z. Ostatni
ionty maji nestabilni trajektorii, proto jsou z drahy k detektoru vychyleny. DalSim typem
hmotnostniho analyzatoru je analyzator doby letu, ktery méfi, jaky Cas trva Casticim prilet
evakuovanou trubici o definované délce. Rychlost lehkych iontil je pfi priletu trubici vy$si nez

rychlost tézkych iontt [60, 64].

Mezi specialni feseni, jakymi lze rozliSit ionty riznych hmotnosti, patii iontova cyklotronova
rezonance ¢i orbitrap, kde jsou frekvence pohybu iontu v analyzatoru piepocitdny pomoci
Fourierovy transformace (FT) na hodnotu m/z. Tyto analyzatory poskytuji vysokou piesnost
urceni hmoty a vysoké rozliSeni [60, 64]. Dosud nejlepsiho rozliSeni dosahuje iontova
cyklotronova rezonance s FT, kterd dokaze v jedné analyze stanovit tisice komponent 1 bez
jejich pfedchozi separace. Zatizeni se vyznacuje extrémnim vykonem, s nimZ jde ruku v ruce

1 astronomicka cena [65].

Dal$im z vyuZivanych analyzatorii je iontova past, kterd je zvlast€ vhodna pro studium
struktury analyzovanych latek, protoZe umoziiuje MS" analyzu. Kromé& 3D iontové pasti
existuje linearni iontova past, kterd mé diky vétSimu vnitinimu objemu vyssi plnici kapacitu
iontl a dosahuje lepSich detekénich schopnosti. Miize byt pouzita jako samostatny hmotnostni

analyzator nebo muze byt zaclenéna do hybridnich uspotfddani vice analyzatorti za sebou.
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Spojeni dvou a vice analyzatorti za sebou umoznuje méfit v tandemovém usporadani i pii
pouziti analyzatord, které sami o sobé nejsou schopné izolovat fragmentované ionty v Case,
jako pravé iontova past. Castéa je kombinace dvou kvadrupélt, mezi nimiz je umisténa kolizni
cela plnéna koliznim plynem. Principem MS/MS je izolace prekurzorového iontu v prvnim
kvadrupoélu, jeho fragmentace v kolizni reakci pomoci kolizniho plynu, a nakonec sken
produktovych ionti ve druhém kvadrup6lu. MS/MS spektrum obsahuje pouze fragmentové
ionty bez necistot. V tandemové hmotnostni spektrometrii se uplatiiuji mékké ionizacni

techniky (ESI, APCI) vedouci ke vzniku molekularnich ionti [60, 66].

1.6.4 Detektory v hmotnostni spektrometrii
K detekei iontd v hmotnostni spektrometrii slouzi tradicn€ elektronovy nasobic, viz Obr. 8.

V levé Casti fotografie se nachazi misto pro vstup iontl, za kterym nasleduje systém Sestnacti

dynod.

Obr. 8: Elektronovy nésobi¢ [foto autor]

Princip elektronového nésobice na fotografii zachycuje schéma na Obr. 9, vlevo. Na kazdé
dynodé dojde k vyrazeni sekundarnich elektronti, ¢imz dochazi k nasobeni signalu, ktery je na
konci ndsobi¢e zaznamenavan v podobé elektrického proudu. Existuje jesté druhé uspofadani

s kontinudlni dynodou, které funguje na stejném principu (pravé schéma na Obr. 9) [60].

Elektronovy nasobit se s Kontinualni dynodovy
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Obr. 9: Schémata elektronovych nasobict, prevzato z [60] a upraveno
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1.7 Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Spojeni HPLC/MS bylo dosazeno v 70. letech minulého stoleti a vyzadovalo vice usili nez
spojeni plynové chromatografie s MS, nebot’ $lo o slozitéjsi instrumentaci nez pouhé odsavani
nosného plynu u plynové chromatografie (GC) vyvévami. Zasadnimi obtizemi pro spojeni
HPLC a MS byl rozdil pracovnich tlaka, kdy HPLC pracuje pii desitkach MPa, zatimco
hmotnostni analyzator vyzaduje vakuum, a dale ohromny pfebytek mobilni faze oproti analytu,
ktery vznika pii pfechodu do plynného skupenstvi. Nyni jsou pro spojeni pouzivany techniky
ionizace pracujici za atmosférického tlaku (elektrosprej a chemicka ionizace za atmosférického

tlaku), kde se mobilni faze ptimo ucastni ionizace [59, 60].

Zvolena technika ionizace ovliviluje vybér kolony. Pro ESI se pratoky mobilni faze pohybuji
od 1 pl/min do 1 ml/min, vyssi pritoky nez 1 ml/min je mozné pouzit u APCI ionizace.
Hmotnostni spektrometrie klade naroky i na volbu rozpoustédel. Pro kompatibilitu spojeni
vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS) je potieba,
aby byla mobilni faze t€kava a snadno se odpatrovala. Aditiva ptfidavana do mobilnich fazi se
pridavaji jen ve zlomcich procent, aby nedochéazelo k nezadouci kompetici o ndboj s analytem

a nedochazelo ke snizeni odezvy analyzovanych latek [54].

Spojeni HPLC-MS nabizi vysokou citlivost spolu se selektivitou a moznosti automatizace.
Sledovani iontl analytu je provadéno nékolika zplisoby. Pokud zname latku vcetné jejiho
eluéniho ¢asu, je vyhodné pouzit néktery z modi cilené analyzy, pii kterém detektor sleduje
v kazdém €asovém okamziku pouze vybrané hodnoty m/z, tim padem dosahuje analyza nejvyssi
mozné citlivosti. Sledovan mize byt iont vznikajici pti ionizaci (SIM, selected ion monitoring),
produktovy iont pti MS/MS experimentech (SRM, selected reaction monitoring) nebo jsou
vjedné analyze pomoci SRM sledovany produktové ionty nckolika analyth

(MRM, multiple reaction monitoring) [54, 59, 60].

Naopak necilena analyza zaznamenéava intenzity pro kazdou hodnotu m/z (TIC, total ion
chromatogram), z celkovych spekter jsou pak vybrany pouze intenzity jednotlivych analyth
a z nich jsou vytvoreny iontové chromatogramy, tzv. RIC (reconstructed ion chromatogram),
které predstavuji zavislost jedné m/z na ¢ase. Kompromisem mezi TIC a SRM miize byt méteni
v uzkém rozmezi hodnot m/z blizkych sledované hmoté. Pti pouZiti této metody neni dosaZzeno
maximalni mozné citlivosti méfeni, ale je zachovdna informace o izotopickém slozeni

sledovaného iontu [54, 59, 60].
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Pro kvantitativni analyzu je nutné potfizeni vhodného standardu, ktery je proméfen za stejnych
podminek jako stanovovana latka. Odezva hmotnostniho spektrometru vSak muize mezi
jednotlivymi analyzami kolisat, proto je nejspolehlivéjsi pouziti vnitiniho standardu. Ani
nameéfeni intenzit vzorku a standardu v ramci jedné analyzy vSak nezarucuje naprosto shodné
podminky pfi detekei, protoze k prométeni dochéazi v riznych casech. Nejvhodnéjsi jsou proto
izotopicky znaCené vnitini standardy, které maji vlastnosti identické s analytem, diky ¢emuz se
do hmotnostniho detektoru dostanou ve stejny ¢as, kde jsou odlisSeny na zakladé rozdilnych m/z.
Problémem je jejich nedostupnost a cena, proto se vyplati pro vétsi mnozstvi analyz napft. pro

rutinni analyzy ve firmach, kde néklad na pofizeni standardu tvofi nepatrnou cast ve vysledné

cen¢ analyzy [54].

Vyhodami hmotnostniho spektrometru ve spojeni s kapalinovou chromatografii jsou nizky
detek¢ni limit, schopnost identifikace latek a moznost simultdnni analyzy komplexnich smési.
Casto je proto vyuzivan i pro analyzu potravin. Napt. Rézanska a kol. [67] se vénovala analyze
bioaktivnich latek v extra panenském olivovém oleji pochdzejicim jak od komerénich, tak
od malych producentli. Nalezené obsahy vitaminu E a fenolickych latek odkazovaly na vysokou
kvalitu vyrobkl, avSak olivové oleje od malych producentii obsahovaly jesté vice
antioxidacénich latek secoiriodoidd a hydrotyrosolu, které tim poukazuji na skute¢nost, Ze obsah
potencialné bioaktivnich latek v olivovém oleji zavisi na technologii extrakce [67]. Klasicka
HPLC neni jedinou variantou pro spojeni s hmotnostni spektrometrii. Klikarova a kol. vyuzila
k analyze ndhradnich sladidel kapalinovou chromatografii hydrofilnich interakci s hmotnostni
spektrometrii, ktera oproti HPLC v systémech s obracenymi fazemi umoziiuje analyzu vysoce
polarnich  latek  [68]. Nicméné je-li  pfistoupeno k  derivatizaci  sacharid
1-fenyl-3-methyl-5-pyrazolonem, pak je moZnd analyza chromatografii v systémech
s obracenymi fazemi (RP-HPLC), jak provedl Guo a kol. u analyzy dvanacti monosacharidi
nachdazejicich se v houbé chorosi ofiSi. Zatimco u nas roste pouze ojedinéle a je klasifikovan
jako jedla houba, v tradi¢ni ¢inské mediciné je dlouhodobé vyuZivan pro své antioxidacni,

protinddorové, hepatoprotektivni a dalsi 1é¢ivé ucinky [69].

Prostfednictvim hmotnostni spektrometrie ve spojeni se separacnimi technikami byla
v neddvné dobé umoznéna detekce rakoviny slinivky [70] na zakladé vyzkumu lipidového
profilu krevni plazmy [70-72]. Peterka a kol. ve své studii [71] vyuzil techniky
ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii,
ultra-vysokoucinnou superkritickou fluidni chromatografii ve spojeni s hmotnostni detekci

a hmotnostni spektrometrii s ionizaci a desorpci laserem za Uc€asti matrice k charakterizaci
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lipidii nachazejicich se v krevni plazmé a v exosomech, coz jsou mimobunécné vacky
nachazejici se v télnich tekutinach a v této studii se jednalo o exosomy krevni plazmy. Pomoci
statistické analyzy dat byl odhalen rozdil ve slozeni lipidt v t€chto matricich, pficemz v krevni
plazmé bylo charakterizovano 244 lipidi, v exosomech pak 191 lipidi. Ke zménam ve slozeni
exosoml dochdzi kromé onkologickych onemocnéni 1 pii neurodegenerativnich
a kardiovaskularnich onemocnénich [71]. Navic je pfedpokladdno, ze vybrané lipidy krevni

plazmy maji potencial stat se biomarkery rozvijejici se rakoviny slinivky [70].

1.8 Izolace Cistych polyacetylenii

Pro kvantitativni analyzu polyacetyleni v raznych pfirodnich matricich musi byt pouzit
standard o vysoké ¢istoté. Protoze komer¢ni standardy falcarinolu a falcarindiolu jsou velmi
drahé a nejsou vzdy dostupné, mnozi autofi proto k jejich ziskdni vyuzivaji rGznych
preparativnich technik. Vstupni surovinou pro izolaci je nejcastéji mrkev, avSak je mozné
pouzit 1 jiné druhy z ¢eledi mifikovitych. Vyuziti mrkve souvisi se skutecnosti, ze vyzkumy
jsou nejcasteji zamefovany prave na stanoveni polyacetylenti v mrkvi, kde kromé falcarinolu
a falcarindiolu je obsazen i falcarindiol-acetat. DalSim stanovovanym polyacetylenem je
8-O-methylfalcarindiol nalezeny v celeru. Falcarinol a falcarindiol lze ziskat kromé& mrkve
a petrzele 1 z celeru ¢i pastindku. Kompletnim polyacetylenovym profilem se nezabyva kazda

studie [9, 10, 41, 48, 51, 73], v n¢kterych byl izolovan cilené pouze falcarinol [31, 46].

Izolované latky jsou citlivé viici svétlu a vysokym teplotdm, proto jsou podminky béhem celého
procesu izolace voleny tak, aby bylo zamezeno ztratdm falcarinolu i dalSich polyacetylenti.
Zacatkem tisicileti byly kizolaci pouzivany dcerstvé neupravené suroviny v mnoZzZstvi
az n¢kolika kilogrami, které byly po namleti extrahovany mnoha litry organickych
rozpoustédel. Dlraz byl kladen na nizkou teplotu béhem extrakce a ochranu pied svétlem.
V poslednich letech se osvédcila lyofilizace suroviny, diky které je dosazeno vyznamné Gspory
rozpoustédel, a u niz bylo prokdzano, ze nema vliv na pokles obsahu falcarinolu [31].
Lyofilizace je tak vhodnou Upravou vzorku i pro analytickd stanoveni [31]. Extrakce pak
probihé pti bézné pokojové teploté pomoci ethylacetatu (EtAC) nebo dichlormethanu (DCM),
stale se snahou o co nejvétsi ochranu pred svétlem. ZvysSeni Gi€innosti extrakce 1ze dosdhnout
opakovanou extrakci se slouenim vyslednych extraktli. Po vysuSeni ziskaného extraktu
siranem sodnym a filtraci dochdzi k zakoncentrovani ve vakuu pii 30 az 35 °C, zbytek
rozpoustédla je poté odfoukan dusikem. Surovy extrakt je ziskan v mnozstvi nékolika gramu

[9, 10, 31, 41, 46, 48, 51, 73].
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DalsSim krokem izolace je zpravidla separace sloupcovou chromatografii a cCiSténi frakci
s obsahem polyacetylenti. Pro uréeni frakci, které obsahuji polyacetyleny mize byt provedena
analyza jednotlivych frakci s vyuzitim tenkovrstvé chromatografie (TLC) [31, 46], GC-MS [10,
73] nebo vysokoucinné kapalinové chromatografie [46]. Eluaty s pozitivnim nalezem

polyacetylenti jsou slouceny a dale déleny preparativni chromatografii [10, 46, 48, 73, 74].

Pti sloupcové chromatografii je surovy extrakt nadavkovan na kolonu naplnénou silikagelem
a promyvan gradientem rozpoustédel se vzriistajici polaritou. Mozné kombinace rozpoustédel
jsou ethylacetat v n-hexanu, ethylacetat v petroletheru nebo dichlormethan a ethylacetat.
Kolona je po separaci promyta methanolem [9, 10, 31, 41, 46, 48, 51, 73]. Jako dalsi krok bylo
zafazeno piecisténi extraktu ze silikagelové kolony na sloupcové koloné plnéné Sephadexem,
kdy byla k eluci pouzita smés dichlormethanu a acetonu [9, 31]. Studie [9] uvadi, Ze v ptipadé
pouziti celeru jako vychozi suroviny byl jesté pred silikagelovou sloupcovou chromatografii
surovy extrakt rozpuStén ve vodném roztoku methanolu a zbaven polarnich latek
vyextrahovdnim do petroletheru. Teprve petroletherovy extrakt byl davkovan na silikagelovou

kolonu [9].

Slozeni jimanych frakci ze sloupcové chromatografie je analyzovano pomoci TLC na vrstvé
silikagelu, napt. 40-63 um silikagel 60 Fzss, ktery obsahuje indikator pro vyuziti
spektrofotometrické detekce. Mobilni fazi tvofi smés petroletheru s ethylacetitem nebo smés
toluenu s ethylacetdtem. Polyacetyleny na TLC byly detekovany po posttikani 1% roztokem
vanilinu v methanolu a 5% roztokem kyseliny sirové v methanolu s ndslednym zahtatim na
105 °C jako cerné skvrny nebo jako hnédé skvrny pii pouziti 2,5% ethanolového roztoku

kyseliny sirové [9, 31].

Frakce ze sloupcové chromatografie, které obsahuji polyacetyleny, jsou dale cistény
preparativni HPLC na koloné¢ plnéné oktadecylsilikagelovou (C18) staciondrni fazi
s predkolonou [46, 75]. Separace je provadéna gradientovou eluci s vyuzitim methanolu nebo
acetonitrilu ve vodé s UV detekci pti vinové délce 205, 210 nebo 256 nm [10, 46, 48, 73, 74].
Je-li vstupni surovinou pro ziskani standardu petrzel, je nutné pted preparativni HPLC zatadit

dalsi Cistici kroky [10, 31].

Pro ziskani standardu je mozné pouzit také techniku superkritické fluidni chromatografie
(SFC), ktera vyuziva oxid uhlicity, resp. jinou kapalinu v nadkritickém stavu jako mobilni fazi.
K izolaci polyacetylenti byl zvolen pastindkovy extrakt. Byly testovany rtizné podminky

preparativni SFC (Ctyfi organické modifikdtory na deseti analytickych kolonach), aby bylo
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dosazeno optimalni separace a vytéznosti. Ke koloné byly piipojeny detektor s diodovym
polem (DAD) a kvadrupo6lovy MS detektor. Prostfednictvim ¢asove fizeného sbéru frakei bylo

behem 17 hodin v 85 cyklech ziskano 5 mg falcarinolu a 6 mg falcarindiolu [76].

Izolované slouceniny jsou zpravidla identifikovany pomoci spektrofotometrie v ultrafialové
oblasti az oblasti viditelné¢ho svétla (UV/VIS), nukledrni magnetické rezonance (NMR),
hmotnostni spektrometrie (MS) ¢&i infradervené spektrometrie (IC) [10, 43, 77]. NMR méfeni
je provadéno v prostiedi deuterovaného chloroformu pfi frekvenci 500 MHz pro ziskani 'H
NMR spekter a frekvenci 125 MHz pro ziskani '>°C NMR spekter [48, 77]. Jako interni standard
byl vyuzit tetramethylsilan [48]. Pro identifikaci izolovanych latek bylo rovnéz vyuzito spojeni
GC/MS [10, 43, 77, 78]. Cistota izolovaného standardu je zpravidla kontrolovana
chromatograficky pomoci HPLC [31, 46, 48] nebo GC, kdy je sledovéna pfitomnost piki cizich
latek a jejich podil na celkovém signalu [73, 74].

1.9 Priprava vzorku k analyze

Pokud bychom hledali zeleninu, kterd je zhlediska slozeni a obsahu polyacetyleni
nejprobddangjsi, byla by to mrkev [9, 10, 31, 40, 41, 46, 50, 51, 79-81]. Zajem laboratofi si
ovsSem ziskala i pfibuzna zelenina — petrzel, celer a pastinak [10, 31], vCetn¢ dalSich zastupct
celedi mifikovitych, jmenovité kerblik lesni a koprni¢ek bezobalny [10]. Ptiprava pastindku
a ostatnich potravin se v zdsad¢ nelisi od ptfipravy mrkve, stim rozdilem, ze dochazi

k individualnimu nafedéni vyslednych roztokii, aby byla umoZnéna vhodna kvantifikace [10].

Polyacetyleny jsou ptfitomny jak ve slupce tak i samotném kofenu zeleniny, a to v rozdilném
mnozstvi v zavislosti na jejim druhu [9, 31]. Vzorek miZe byt rozdélen na slupky a ociStény
koten [30] ¢i je analyzovan kompletni bez oskrabani pouze po diikladném omyti. Po nakréajeni
a rozmélnéni pfichdzi na fadu pfevod polyacetyleni z matrice vzorku do organického
rozpoustédla. Mnozstvi rozpoustédla pro extrakci do kapaliny je nasobkem navazky vzorku. Ke
snizené spotiebé rozpoustédla 1ze dospét, je-li pied extrakei provedena lyofilizace. Pro analyzu
cerstvé mrkve bylo navazovano okolo 20 g vzorku [41, 82], zatimco navazka lyofilizovaného
vzorku je obvykle pouze 1 g [9, 10, 50, 51, 76, 79]. Lyofilizaci miize byt upravena i mrkvova
Stava [81]. Tento zplisob zpracovani neovliviiuje obsah polyacetylenii ve vzorku, jak bylo
potvrzeno ve studii [31], kde nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil ve vysledcich analyz

vzorkl Cerstvych a upravenych lyofilizaci.

Pokud nebyly vzorky ihned podrobeny analyze, byly zamrazeny a uchovany pii —20 az —24 °C
[10, 31, 41, 50] ptipadné az pii —80 °C [40] i po dobu n¢kolika mésict. Bylo-li cilem prace
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sledovat vliv skladovani na zmény obsahu polyacetylent v mrkvi, pak byly vzorky uskladnény
oddélené od sebe v prodysnych plastovych sacécich pii 1-4 °C pfi relativni vlhkosti 95-97 %,

tedy za podminek simulujicich skladovani zeleniny v obchodech [40, 79].

Extrakce probiha pii pokojové teploté¢ pomoci dichlormethanu [9, 31, 73, 78], acetonitrilu [50,
79, 83, 84], ethylacetatu [41, 46, 48, 75, 80, 82] nebo methanolu [10]. Pevny podil je oddélen
od extraktu zfiltrovanim nebo centrifugaci. Vysledny extrakt mlze byt vysusen bezvodym
siranem sodnym a zbyvajici rozpoustédlo je odstranéno pod proudem dusiku [80] nebo pomoci
rota¢ni vakuové odparky [9, 10, 41, 82]. Ucinnost extrakce miize byt u rostlinnych materialt
podpoiena ultrazvukem [9, 10, 41, 82], ktery zptisobuje naruseni bunéénych stén a usnadnuje
latkdm pfestup do organického rozpoustédla. Pravé s vyuzitim extrakce podporované
ultrazvukem bylo ve tfech ndasledujicich krocich extrahovano maximélni mnozstvi
polyacetylenti [9]. Podpora ucinnosti extrakce polyacetylenii zvySenim teploty naopak neni
vhodnd, nebot’ polyacetyleny patii mezi termolabilni latky. Pfed nadavkovanim do HPLC

kolony jsou vzorky zbaveny vétSich ¢astic membranovou filtraci [10, 41, 50, 79, 82].

V literatute Ize dohledat alternativni zpisoby piipravy vzorku pomoci zrychlené extrakce
rozpoustédlem (ASE, Accelerated Solvent Extraction), téZ nazyvané zrychlend extrakce
podporovand tlakem (PSE, Pressurized Solvent Extraction), kterou byvé tradicni extrakce
nahrazena. ASE je nejen efektivnéjsi, ale 1 méné Casové narocna. Pfi zrychlené extrakci
rozpoustédlem zlstava za zvySeného tlaku rozpoustédlo kapalné i pii vyssi teploté, snizuje se
jeho viskozita a povrchové napéti, diky cemuz 1épe pronika do matrice. Kromé celkového
zefektivnéni je navic diky automatizaci vSech krokl zajisténa spolehliva reprodukovatelnost
extrakce [85]. Lyofilizovany vzorek je nadavkovan do patrony ASE extraktoru a po doplnéni
kifemelinou [50, 51, 81] probiha extrakce organickym rozpoustédlem, nej€astéji acetonitrilem
[50, 51, 79] nebo ethylacetatem [31], za zvySeného tlaku 6—-10 MPa pii teploté 40 — 80 °C [31,
76], v zavislosti na pouzitém rozpoustédle. Vyssi €innosti extrakce byva dosaZeno zvySenim
teploty, a tedy i tlaku. Optimalnich podminek pro extrakci polyacetyleni pomoci acetonitrilu
bylo dosazeno pii teploté 80 °C a tlaku cca 10 MPa [50, 51, 79]. Déle je extrakt zpravidla
zakoncentrovan ¢i vysusen dusikem a po rekonstituci vhodnym rozpoustédlem a filtraci je

provedena HPLC analyza [31, 50, 51, 79, 81].

1.10 Priprava a uchovani standardnich roztoku

Se standardnimi roztoky pfipravenymi at’ uz zizolovaného nebo komeréniho standardu je

zachazeno obdobné jako s roztoky vzorkd. Pracovni roztoky jsou piipraveny v methanolu
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zvlast pro kazdy analyt ze zasobnich roztokl a skladuji se pfi teploté 4-8 °C [82], v piipadé
dlouhodobéjsiho uchovani jsou spolecné skladovany ve tmé pii —25 °C [76, 82]. Aby byla
zajisténa co nejlepsi stabilita, bylo taktéz pristoupeno k uchovani roztokti standard v ochranné

atmosfére dusiku [76].

1.11 HPLC analyza polyacetylent

Technika HPLC patii mezi nejcastéji pouzivané metody ke stanoveni sekundarnich metabolit
rostlin véetné polyacetylenti. K separaci dochédzi zdsadné v systému s obracenymi fazemi, kdy
je kolona plnéna nepolarni C18 staciondrni fazi s velikosti ¢astic 3—5 um [31, 40, 41, 46, 48,
51, 79-82]. Gradient polarni mobilni faze je zpravidla tvofen rostouci koncentraci acetonitrilu
[79-81] nebo methanolu (MeOH) [10, 31, 76] ve vod¢, které zpisobuji vymyti 1 vice
zadrzovanych latek. V nekterych piipadech je kolona chranéna pfed zanesenim necistot ze

vzorku kratkou predkolonou s identickou stacionarni fazi [9, 10, 31, 46, 48].

Z dvojice falcarindiol a falcarinol je polarnéjsi latkou falcarindiol, proto je jeho elucni Cas
v RP-HPLC krat$i nez eluéni ¢as falcarinolu, ktery je na nepoldrni stacionarni fazi vice
zadrzovan [31, 40, 41, 51, 79-81]. Vyskytuje-li se ve vzorku také falcarindiol-3-acetat, je jeho

elucni ¢as mezi falcarindiolem a falcarinolem [41, 82].

Detekcei polyacetylent Ize provést dvéma zptisoby, kdy prvni moznosti je prométeni absorbance
v UV/VIS oblasti spektrofotometrickym detektorem s diodovym polem [31, 40, 41, 46, 48, 51,
79—-82]. Druhou mozZnosti je snimani hmotnostnich spekter pii spojeni HPLC s hmotnostni
spektrometrii, kterd umoznuje identifikaci jednotlivych polyacetylena [9, 31, 49, 50, 75].
Kvantitativni analyza je obvykle provedena metodou kalibra¢ni kiivky [31, 40, 41, 46, 48, 51,
79-82]. V nékterych ptipadech byly pro eliminaci chyb stanoveni zplsobenych nestabilni
odezvou detektoru pfidavany vnitini standardy, napt. vanilylamid kyseliny pelargonové pii MS

detekci [31] nebo 4-chlorbenzofenon pii spektrofotometrické detekei [9, 40].

1.11.1 Spektrofotometricka detekce

Pti spektrofotometrické detekci jsou polyacetyleny vétSinou sledovany pti vinové délce 205 nm
[9,41,79, 81, 82, 82], ackoli jejich spektra obsahuji vice absorpénich maxim [41, 46, 48, 82].
U falcarinolu byly naméfeny absorpéni maxima pii vinovych délkach 231, 244 a 258 nm,
zatimco u falcarindiolu 233, 246 a 260 nm [41]. Mezi spektry falcarinolu a falcarindiolu je tedy
velmi maly rozdil [41, 82].
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1.11.2 Detekce pomoci hmotnostni spektrometrie

Pro hmotnostné spektrometrickou detekci polyacetylenti je mozné vyuzit jak ionizaci
elektrosprejem [9, 31, 49, 50, 75], tak chemickou ionizaci za atmosférického tlaku [10, 31, 76].
Vétsinou se pracuje pti snimani kladnych iontd, ale byly publikovany prace, kdy bylo testovano
snimani zapornych ionth [31, 49, 75]. Prvni pokusy o ionizaci falcarinolu elektrosprejem pfi
snimani zapornych iontl vSak byly netispésné a nevedly k produkci detekovatelnych iontt [31].
Ani ve studii Jakobsena a kol. [49], ktera se zabyvala sledovanim koncentrace falcarinolu v krvi
po konzumaci mrkve, nebyla ionizace pfi snimani zdpornych iontl ispesna. Pouze ve studii Rai
akol. [75] se podaftilo ionizovat polyacetyleny i pfi snimani zapornych iontt a jako hlavni ionty
byly pozorovany deprotonované molekuly falcarinolu (m/z 243,17), falcarindiolu (m/z 259,17),
a falcarindiol-3-acetatu (m/z 301,18). Dalsi ionty, které byly pozorované ve spektru, odpovidaly
ztrat¢ molekuly vody u falcarinolu (m/z 225,16), ztraté propenalu u falcarindiolu (m/z 203,15),
a u falcarindiol-3-acetatu to byly stejn¢ intenzivni ionty odpovidajici ztraté kyseliny octové
(m/z 241,17) a ztraté propenalu a ethenonu (m/z 225,16). U této prace byl na rozdil od ostatnich
praci vyuzit jako analyzator kvadrupdl ve spojeni s analyzitorem doby letu. Jiny typ
analyzatoru a konstrukce iontového stroje tudiz mohla umoznit ionizaci polyacetylenil 1 pii

snimani zapornych iontu.

Oproti ionizaci pii snimani zapornych iontli je ionizace pii snimani kladnych iontl jiz
osvédcenou ionizacni technikou. Pti ESI ionizaci jsou v zavislosti na pouzitém rozpoustédle
pozorovany rozmanité ionty stanovovanych polyacetylent (Tabulka 4) [9, 31, 49, 50, 75].
Pokud je jako mobilni faze vyuzit acetonitril, byvd nejintenzivn&j$im iontem ve spektru
pozorovan adukt protonované molekuly falcarinolu s acetonitrilem (ACN) se ztratou vody
[M+H-H>O+ACN]" (m/z 268). Pii ionizaci mize dochazet i ke vzniku dimert, jez obsahuji dvé
molekuly falcarinolu [31]. V jiné studii byly misto aduktl s acetonitrilem pozorovany jako
nejintenzivnéjsi ionty adukty se sodnym ¢&i draselnym iontem, [M+Na]™ a [M+K]" [75].

Pravdépodobné se jednalo o velmi zasolené vzorky, kde je tvorba téchto aduktii Casta.
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Tabulka 4: Pichled iontd detekovanych v MS spektru s pouzitim ESI v pozitivnim modu

Produkty ESI v pozitivnim modu m/z Literarni zdroje
FaOH [M+H-H,0—C;His+ACN]* 168 [31]
[M+H-H,0-C¢H4+ACN]" 182 [31]
[M+H-H,0-CsH;+ACN]" 196 [31]
[M+H-H,0]" 227 [9, 31]
[M+H]* 245 [9]
[M+H-H,0+MeOH]" 259 [31]
[M+H+H,01" 263 [9]
[M+Na]* 267,19 [75]
[M+H-H,O+ACN]" 268 [31,49]
[M+K]* 283,16 [75]
[M+H+ACN]" 286 [31]
[M+H-H,O+2ACN]" 309 [31]
[(M—H,0),+H]" 453 [31]
[M+(M-H,0)+H]" 471 [31]
[(M—H>0),+H+MeOH]* 485 [31]
FaDOH [M—2H,O+H]" 225 [9]
[M+H-H,071* 243 [9]
[M—2H,O+Na]* 247 [9]
[M—H,O+Na]* 265 [9]
[M+Na]* 283 [9, 75]
[M+K]* 299,15 [75]
FaDOAc [M—CH;COOH+H]* 243,19 [75]
[M—H,O+H]" 285,21 [75]
[M+Na]* 325,19 [75]
[M+K]* 341,18 [75]

V ptipadé chemické ionizace za atmosférického tlaku jsou ve spektru pii sniméani kladnych
iontl pozorovany podobné ionty (Tabulka 5) jako u ionizace elektrosprejem. Vznikajici ionty
byly opét zavislé na pouzité mobilni fazi. Pokud byl jako mobilni faze pouZzit methanol, byly
pozorovany adukty s methanolem [31, 76], pokud byl pouzit acetonitril byly pozorovany
adukty s acetonitrilem [10, 76]. V n&kterych ptipadech se acetonitril jako mobilni faze
neosvédcil, protoze nedochazelo k ionizaci sledovanych polyacetylent a musel byt tedy vyuZit
methanol [31]. Pf1 pouziti methanolu jako mobilni faze se navic tvofily 1 dimery falcarinolu,
pficemz iont [(M—H20)»+H]" (m/z 453) byl dokonce nejintenzivnéj$im iontem ve spektru [31].
Stupen dimerizace byl zavisly na koncentraci falcarinolu, a proto bylo obtizné ziskat linedrni
kalibra¢ni kiivku v Sirokém rozsahu koncentraci, nebot’ pfi nizkych koncentraci nedochéazelo
ke tvorbé dimert viibec [31]. Maly ptfidavek kyseliny mravenci do mobilni faze obsahujici
methanol mél za nasledek zvyseni intenzit signalu a vznik nového iontu [M+H-H,O—CH;]"
(m/z 212) [31]. Pfi vyuziti methanolu jako mobilni faze byl v jiné studii [10] zdkladnim pikem

spekter falcarinolu, falcarindiolu a falcarindiol-3-acetdtu iont odpovidajici protonované

36



molekule se ztratou vody [M+H-H20O]". Tyto ionty byly rovn&Zz vybrané pfi selektivnim
zaznamu iontu pro kvantifikaci polyacetyleni [76]. Samotné protonované molekuly
polyacetylent nemaji v APCI spektrech vysoké zastoupeni a pii ionizaci falcarindiolu

a falcarindiol-3-acetatu nebyly viibec pozorovany [10, 31, 76].

Tabulka 5: Piehled iontii detekovanych v MS spektru s pouzitim APCI

Produkty APCI ionizace m/z Literarni zdroje
FaOH [M+H-H,O-CH;]" 212 [31]
[M+H-H,07]" 227 [10, 31, 76]
[M+H]" 245 [10, 31, 76]
[M+H-H,O+MeOH]* 259 [31,76]
[M+H-H,O+ACN]" 268 [10, 76]
[M+H+ACN]" 286 [76]
[(M—H,0),+H]" 453 [31]
[M+(M-H,0)+H]" 471 [31]
[(M—H>0),+H+MeOH]* 485 [31]
FaDOH [M+H-2H,0]" 225 [10,76]
[M+H-H,071* 243 [10, 76]
[M+H-2H,0+MeOH]" 257,19 [76]
[M+H—2H,O+ACN]" 266,19 [76]
[M+H-H,O+ACN]" 284 [10, 76]
[M+H-2H,O+ACN+MeOH]" 298,22 [76]
[(M—H,0),~H,O+H]" 467 [10]
FaDOAc [M+H-H,0—CH;COOH]" 225 [10]
[M+H-CH3COOH]" 243 [10]
[M+H—CH3;COOH+ACN]" 284 [10]
[M+H-H,071* 285 [10]

1.12 GC analyza polyacetylent

Plynova chromatografie ve spojeni s plamenové ioniza¢nim detektorem je piedevSim
vyuzivana pro kontrolu Cistoty standardt polyacetylent izolovanych z rizné kofenové zeleniny
[42, 73, 74]. Dale byla tato technika vyuZita i1 pro kvantifikaci jednotlivych polyacetylenti ve
vzorcich mrkve [74]. Spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC/MS)
umoziuje navic identifikaci sloucenin na zéklad¢ charakteristického hmotnostniho spektra. Pro
1onizaci molekul se u spojeni GC/MS vyuziva zpravidla elektronové ionizace (EI) [43, 77, 78]
pii energii 70 eV, kdy je mozné namétena spektra porovnavat s knihovnami spekter nebo
chemicka ionizace [43]. Ve spektrech falcarinolu a falcarindiolu jsou ¢asto pozorovany stejné
fragmentové ionty, avSak jejich intenzity se lisi [10, 42, 43, 77, 78]. Piehled vyznamnych

fragmentovych iontl je zobrazen v Tabulce 6.
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Nejintenzivnéjsim fragmentovym iontem v EI spektru falcarindiolu byl iont o hodnoté m/z 55
[10, 43, 77] nebo m/z 129 [78]. U falcarinolu tomu bylo podobné, fragmentovy iont m/z 129 se
vyskytoval také, avsak zakladnim pikem byl fragmentovy iont m/z 91 [10, 78] nebo opét m/z 55
[77]. Oproti tomu EI spektrum falcarindiol-3-acetatu obsahuje jako nejintenzivngjsi

fragmentovy iont m/z 43 [10, 78].

Tabulka 6: Fragmenty polyacetylentt v GC/MS spektru pti pouziti EI [10, 43, 77, 78]

m/z
FaOH 159 128 103 77 55 41
145 117 91 67 54 39
141 116 81 65 53
131 115 79 63 51
129 105 78 57 43
FaDOH 157 117 91 77 63 51
129 115 81 69 57 43
128 105 79 67 55 41
127 103 78 65 53 39
FaDOAc 157 116 97 77 56 41
133 115 91 71 55 14
129 112 84 69 43
128 98 83 57 42

V priibéhu chemické ionizace ziskdvd molekula men$i mnoZzstvi energie, protoze dochézi
k ionizaci analytl zprostiedkované pomoci molekul ionizovaného plynu, napt. amoniaku [42,
43]. Chemicka ionizace patii tedy mezi mekke techniky, coz je vidét na hodnotach m/z u spektra
falcarindiolu (Tabulka 7). Pfi ionizaci nedochazelo k tak velké fragmentaci a nejintenzivnéjSim

iontem ve spektru byl molekularni iont M" (m/z 260) [43].

Tabulka 7: Fragmenty polyacetyleni v GC/MS spektru pti pouziti chemické ionizace [43]

m/z Intenzita (%) m/z Intenzita (%) m/z Intenzita (%)
FaDOH 260 100 242 43 261 22

154 68 243 31 205 19

225 58 204 26 245 19

172 50 229 23

1.13 Analyza polyacetylenii Ramanovou spektroskopii

Ramanova spektroskopie patii mezi nedestruktivni analytické metody poskytujici informace
o struktuie molekul na zdklad¢ jejich interakce s elektromagnetickym zatenim. V Ramanovée
spektru se projevuji vibrace, pfi kterych si molekula zachovava stfed symetrie [86, 87]. Novy

pfistup k analyze polyacetylent a karotenoidl v mrkvi v blizké infracervené oblasti byl poprvé
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popsan ve studii [74]. Polyacetyleny obsahuji dvé konjugované trojné vazby —C=C—C=C—,
které se ve spektru projevuji pii charakteristickém vlnoc¢tu piislusicimu symetrické vibraci
trojné vazby 2250 cm™' (podle literatury [87] se vibrace trojné vazby mezi uhliky projevi
voblasti 2260-2190 cm™!). Dle autordi ma Ramanova spektroskopie potencidl byt
screeningovou metodou postacujici pii vybéru a slechténi odrid mrkve s vysokym obsahem

polyacetylenti [74].

Zatimco studie [74] stanovovala pouze celkovy obsah polyacetylend, ve studii [88] odlisili
falcarinol od falcarindiolu v posunu vino¢tu charakteristického pro trojnou vazbu, ktery mél
hodnotu 2258 cm™' u falcarinolu a 2252 cm™!' u falcarindiolu. Navic bylo pouZito spektralni
mapovani, diky kterému je mozné pozorovat rozlozeni polyacetylenii v prufezu kofene mrkve

[88], Ci pastinaku, celeru nebo petrzele [89].
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pristroje a zarizeni

Analyzy vzorkli byly provedeny na kapalinovém chromatografu sestaveném ze
dvou vysokotlakych ¢erpadel mobilnich fazi LC-AD20 XD, autosampleru SIL-20A HT a DAD
detektoru Nexera X2 SPD-M30A (vSe Shimadzu, Japonsko). K separaci byla pouzita kolona
Ascentis Express C18 (150%3,0 mm) plnéna povrchove poréznimi ¢asticemi o velikosti 2,7 um
(Supelco, USA). Déle byla testovana kolona Kinetex Biphenyl (150%3,0 mm, ¢éstice 2,6 um,
Phenomenex, USA) a kolona Ascentis Express F5 (150%3,0 mm, castice 2,7 um, Supelco).
Stala teplota béhem analyz byla udrzovana kolonovym termostatem LCO 102 (ECOM spol.
sr.0., CR).

Identifikace polyacetylenti ve vzorcich a v jimanych frakcich byla provedena na kapalinovém
chromatografu Agilent 1260 Infinity II (Agilent Technologies, Némecko) ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem AB Sciex QTrap 4500 (AB Sciex, USA)

Vzorky zeleniny byly rozmélnény v mlynku Grindomix 200 (Retsch, Némecko) a vysuseny

pomoci lyofilizatoru Gregor L4-110 PRO (GREGOR Instruments s.r.o., CR).
Pti ptiprave extrakti byly pouzity:
e Analytické vahy Sartorius (Sartorius, Némecko)
e Laboratorni vahy KERN 440-35A (Kern&Sohn, Némecko)
e Analytické vahy Satorius BP211D 80/210g*0,01mg/0,1mg (Sartorius)
e Michacka Reax 2 (Heidolph Instruments, Némecko)
e Ttepacka Promax 1020 (Heidolph Instruments)
e Lazen ultrazvukova digitalni K12LE (Kraintek, Slovensko)
e QOdstiedivka Sorvall ST4R Plus-MD (Thermo Fisher Scientific, Némecko)
e Odstiedivka Eppendorf 5424 (Eppendorf, Némecko)
e Skladany filtradni papir (Papirna Pernstejn, CR)
e Extraktor vysokotlaky FastEx kapalinovy

e Jednotka vakuova Labobasse SBC 860, Regulator vakua CVC 3000, SPE zatizeni
Vacuum SPE 12-position
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SPE patronky Supelclean ENVI-18 SPE 57064 (Merck, Némecko) a Strata C18-E

(Phenomenex)
Rotacéni vakuova odparka Hei-VAP ML (Heidolph Instruments)

Membranové filtry LUT Syringe Filtres PTFE, 13 mm, 0,45 pm a LUT Syringe Filters
Nylon, 25 mm, 0,45 um (Labicom, CR)

Izolace falcarinolu byla provedena na koloné Biospher 100 C18 (250%21,2 mm) s ¢asticemi

5um (Watrex Praha, s.r.o., CR) piipojené k preparativnimu chromatografu sestavenému
z Cerpadla mobilnich fazi Beta 50 PLUS, sbérace frakci Spider C06 a FLASH 10 DAD 800
detektoru (vse ECOM).

Dale byly pouzivany automatické pipety Biohit a bézné¢ odmérné a laboratorni nadobi.

2.2 Pouzité chemikalie

Deionizovana voda c¢iSténa pomoci zatizeni Milli-Q Reference Shipping Kit (Merck

Milipore, Némecko)

Acetonitril Chromasolv Gradient grade, >99,9% (Honeywell, Némecko)
Acetonitril Chromasolv LC-MS, >99,9% (Honeywell)

Methanol HPLC Chromasolv >99,9% (Honeywell)

Kyselina mravenci 98 % (Penta, CR) a istoty pro HPLC/MS (Merck)
Dichlormethan HPLC LiChrosolv (Merck)

Ethylacetat p.a. (Lach-Ner, CR)

Supel QuE PSA En Cleanup Tube 55172-U (PSA 25 mg, MgSO4 150 mg) (Supelco)
Supel QuE PSA/C18/Envi-Carb Tube 55474-U (Sigma-Aldrich)
MgSO4 bezvody, Cistota >97% (Sigma-Aldrich)

NaCl p.a. (Lach-Ner)

Aktivni uhli ze zasob Univerzity Pardubice

Grafitovy praSek ze zasob Univerzity Pardubice
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2.3 Vzorky
Vzorky koienové zeleniny byly zakoupené v mistnich obchodnich sitich ¢i ziskané od

soukromych péstitela (Tabulka 8).

Tabulka 8: Vzorky kofenové zeleniny

Vzorek Ptvod
Mrkev s nati Mrkev, svazek s nati (Albert, Italie)
Mrkev Kaufland Mrkev, vazena bez naté¢ (Kaufland)
Pastinak Vysoc¢ina | Pastinak sety MoravoSeed, vlastni sklizef fijen 2023 (Vysocina)
Pastinak Slezsko Pastinak sety Semo, sklizen fijen 2023 (Slezsko)
Pastinak Bio Pastinak, Nature's Promise Bio, baleni 500 g (Albert, Nizozemi)
Petrzel s nati Petrzel, svazek s nati (Albert, Portugalsko)
Petrzel Kaufland Petrzel, vazena bez naté (Kaufland)
Petrzel Lidl Petrzel, baleni 350 g (Lidl, Ceska republika)

2.4 Pracovni postupy

2.4.1 Extrakce pevna faze — kapalina

Pro ptipravu extraktu bylo do centrifuga¢ni zkumavky navazeno zkoumané mnozstvi (0,1-1 g)
lyofilizovaného vzorku a odméfeno pfislusné rozpoustédlo (dichlormethan, acetonitril,
metanol). Zkumavka byla obalena alobalem a z prazdné¢ho prostoru byl vzduch vypuzen
proudem dusiku. Nasledné byla zkumavka na dany ¢as upevnéna do michacky nebo vlozena do
ultrazvuku. Po skonCeni extrakce byly zkumavky zcentrifugovany nebo zfiltrovany pies
skladany filtra¢ni papir a byl odebran vzdy stejny objem extraktu do nové zkumavky, ze kterych
bylo rozpoustédlo odfoukdno do sucha pod proudem dusiku. Odparek byl poté rozpustén ve
2 ml acetonitrilu, zfiltrovan pfes stfikackovy polytetrafluorethylenovy (PTFE) filtr do vialky

z tmavého skla, ¢imZ byl pfipraven k HPLC analyze.

Pro vzorek mrkve byla testovana dvoukrokova extrakce pro odstranéni velkého mnoZstvi
karotenoidl. Nejprve byla provedena extrakce 50 ml n-hexanu 2 hodiny na michacce
s naslednou centrifugaci. Hexanovy supernatant byl odpipetovan a odfoukan do sucha, poté
rozpustén ve 2 ml acetonitrilu a ptes stiikaCkovy PTFE filtr zfiltrovan do vialky z tmavého skla.
K vysuSenému extrakénimu zbytku bylo pfidano 20 ml dichlormethanu a extrakce byla

provedena stejnym zptsobem jako extrakce hexanem.

2.4.2 SPE extrakce
K SPE extrakci byl pouzit extrakt ziskany z 1 g lyofilizované mrkve, kterd byla extrahovana

20 ml dichlormethanu 2 hodiny na michacce. Po centrifugaci, zfiltrovani a odfoukéni
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rozpoustédla byly ptidany 2 ml methanolu. Extrakt byl nafedén 8 ml destilované vody na 20%
roztok methanolu, ktery tim byl pfipraven na nadavkovani do SPE kolonky. Tento extrakt byl

piipraven pro dvé kolonky (Supelclean C18, Sigma-Aldrich a Strata C18, Phenomenex).

Kolonky byly na za¢atku kondiciovany ¢istym rozpoustédlem, poté promyty vodou a nésledné
bylo nadavkovéano po 10 ml vzorku. Matri¢ni latky byly odstranény pomoci 50% acetonitrilu
a na zavér byla provedena eluce 2 ml ACN a 2 ml MeOH. Oba eluaty byly proméfeny pomoci
HPLC.

2.4.3 Extrakce pomoci ASE

Extrakce acetonitrilem za zvySeného tlaku byla provedena pomoci vysokotlakého extraktoru
FastEx v extrakéni cele, do které byl navazen 1 g lyofilizovaného vzorku promichaného se
sklenénym piskem, jimz byl doplnén i zbytek prostoru extrakéni cely. Po vlozeni do pfistroje
byl nastaven tlak 10 MPa, teplota a také pocet a délka cykla vysokotlaké extrakce. Jimany
extrakt byl proudem dusiku odfoukén do sucha a poté rozpustén ve 2 ml acetonitrilu a pies
PTFE filtr zfiltrovan do vialky ztmavého skla. Pro piipravu extraktu pro preparativni
chromatografii bylo navazeno 5 g lyofilizované petrzele a bylo extrahovano acetonitrilem po

dobu 10 minut ve dvou cyklech pii 10 MPa a 80 °C.

2.4.4 QuEChERS extrakce

QuEChERS extrakce byla provedena u vzorkl lyofilizované mrkve a petrzele. Do centrifugacni
zkumavky byl navazen 1 g vzorku, ke kterému bylo pfidano 9 ml vody. Vzorek byl 10 minut
ponechan v klidu, aby doSlo k maceraci, pot¢ bylo do zkumavky odmeéteno 10 ml ACN
apridany 4 g MgSO4 a 1 g NaCl. Se zkumavkou bylo 5 minut tfepano, ndsledné byla
zcentrifugovana, ¢imz byl ukoncen prvni krok QUEChERS extrakce. Ve druhém kroku pfisla
na fadu disperzni extrakce tuhou fazi. Do zkumavky o objemu 1,5 ml byly navaZeny rizné
sorbenty nebo byly pouzity komer¢ni plastové lahvicky s jiz navazenym sorbentem (PSA,
aktivni uhli, C18). K jednotlivym sorbentim bylo pipetovano po 1 ml horni organické vrstvy
ze zkumavky z prvniho kroku. Po minuté tfepani byly zkumavky a lahvicky centrifugovany.
Supernatant byl ptes stiikackovy PTFE filtr prefiltrovan do tmavé vialky, ¢imZ byl pfipraven
k HPLC analyze.

2.4.5 Izolace falcarinolu
Pro optimalizaci preparativni chromatografie byl pfipraven extrakt navazenim 5 g lyofilizované
petrZele, ktera byla extrahovédna acetonitrilem pomoci ASE (kapitola 2.4.3). Acetonitril byl

odfoukan a odparek byl rozpustén v 5 ml acetonitrilu. Na preparativni chromatografickou
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kolonu bylo davkovéano 0,5 — 1 ml extraktu a pfi isokratické eluci 85% acetonitrilem ve vodé
bylo jimano nékolik frakci v dob¢ eluce falcarinolu. Pro potvrzeni Cistoty jednotlivych frakei
a pfritomnosti izolovaného falcarinolu byly jednotlivé frakce proméifeny pomoci HPLC se
spektrofotometrickou detekci a pomoci HPLC/MS. Na zakladé¢ vysledkii nékolika testovacich

pokusti byla urc¢ena doba odbéru frakce pro dosazeni maximalniho vytézku €istého standardu.

Po optimalizaci odbéru frakce byl ptipraven extrakt z celkem 247 g lyofilizované petrzele.
Extrakce probihala celkem ve tfech podilech, pficemz prvni dva podily (celkem 144 g) byly
extrahovany 1600 ml DCM pfes noc na michacce. Po zfiltrovani ptes skladany filtr byl extrakt
zakoncentrovan na rota¢ni vakuové odparce. Zkondenzované rozpoustédlo bylo jimano
a pouzito pro extrakci posledniho podilu (103 g) lyofilizované petrzele, ¢imz doslo k vyznamné

uspoie DCM. Zakoncentrovany extrakt ze vSech tfi podilli byl slou¢en a odfoukén do sucha.

VysuSeny extrakt o hmotnosti 2,95 g byl rozpustén ve 25 ml ACN, zcentrifugovan a pres
sttikackovy nylonovy filtr zfiltrovan do sklenéné vialky. Na preparativni chromatografii byly
davkovany 2 ml extraktu a v optimalizovaném case byly jimany frakce, které byly po
slouceni zakoncentrovany na rotani vakuové odparce. Z rozdilu hmotnosti prazdné banky
a baiiky s extraktem byla uréena hmotnost izolovaného falcarinolu. Cistota izolované latky byla
ovetena pomoci HPLC. B&hem celého procesu izolace byly extrakty a frakce chranény pied

svétlem.

2.4.6 Priprava standardnich roztoki

Zasobni roztok falcarinolu byl pfipraven do 10ml odmérné barky, do které bylo kvantitativné
prevedeno 20 mg izolované¢ho falcarinolu. Bailkka byla doplnéna po rysku acetonitrilem.
Odméfenim prislusného objemu zasobniho roztoku o koncentraci 2 mg/ml a doplnénim
acetonitrilem po rysku byly do 10ml odmérnych ban€k pfipraveny kalibracni roztoky
o koncentracich 6 — 8 — 10 — 20 — 40 — 60 — 80 — 100 pg/ml. Dale byly pfipraveny roztoky pro

validaci metody o koncentracich 1, 2, 9 a 70 pg/ml.

2.4.7 Priprava vzorki

Vzorky kotfenové zeleniny byly omyty pod kohoutkovou vodou, osuSeny, zbaveny konci
aveetné slupky najemno nastrouhidny. Poté byly zamraZeny pii —20°C a nasledné
lyofilizovany. Lyofilizované vzorky byly rozmélnény v tfeci misce pomoci tlou¢ku na jemny
prasek. Jako optimalni byla vybrana extrakce 1 g vzorku pomoci 20 ml DCM na rotaéni

michacce po dobu 2 hodin. Po zfiltrovani bylo odméfeno 13 ml extraktu, ze kterého bylo
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odfoukano rozpoustédlo. Poté byl odparek rozpustén 2 ml acetonitrilu, zfiltrovan ptes PTFE

stiikackovy filtr do vialky z tmavého skla a ihned analyzovan.

2.4.8 HPLC analyza

HPLC analyza byla provedena za optimalizovanych podminek na kolon& Ascentis Express C18
orozmérech 150%3,0 mm s velikosti ¢astic 2,7 um (Supelco, USA) pii teplot¢ 30 °C
gradientovou eluci acetonitrilu ve vodé s nasledujicim grafientovym profilem: 0 min — 50 %
ACN, 2 min — 60 % ACN, 10 min — 63 % ACN, 25 min — 73 % ACN, 27 min — 100 % ACN.
V extraktech kofenové zeleniny byly stanovovany polyacetyleny falcarinol, falcarindiol
a falcarindiol-3-acetat, jejichz koncentrace byla vypoctena z ploch piislusnych pika na zékladé

kalibra¢ni kiivky izolovaného falcarinolu.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Optimalizace extrakce

Pro optimalizaci extrakce byly testovany Ctyfi extrakéni techniky, konvenéni extrakce pevna

faze — kapalina a dale SPE, ASE a QuEChERS extrakce.

3.1.1 Extrakce pevna faze — kapalina

Pro extrakci polyacetylentl se tradicné€ vyuzivaji dichlormethan [9, 31, 73, 78] nebo ethylacetat
[41, 46, 48, 75, 80, 82], a proto byla nejprve testovana uc¢innost extrakce u téchto dvou
rozpoustédel. K extrakci byl navazen 1 g lyofilizované petrzele (Billa), ktery byl extrahovan
20 ml dichlormethanu nebo ethylacetatu 10 minut v ultrazvukové lazni. Tato rozpoustédla byla
vyzkousena také u lyofilizované mrkve s navazkou 3 g. Zatimco pro lyofilizovanou petrzel byla
jednozna¢né ucinnéjsi extrakce dichlormethanem (Obr. 10), pro mrkev byla G¢innost extrakce
u obou rozpoustédel srovnatelnd (Obr. 11). Déle byla porovnana Gc¢innost extrakce s vyuzitim
DCM a acetonitrilu (Pfiloha 1). LepSich vysledkd bylo opét dosazeno s vyuzitim DCM,
pficemz do ACN bylo extrahovano pouze 76 % FaDOH a 68 % FaOH ve srovnani s DCM.
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Obr. 10: Porovnani u¢innosti extrakce pii pouziti ethylacetatu a dichlormethanu u vzorku petrzele.
Kolona Ascentis Express C18 (150x3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 2 pl, Fmr = 0,4 ml/min, mobilni faze:
voda (A), acetonitril (B), gradientova eluce: 0 min — 50 % B, 10 min — 70 % B, 20 min — 100 % B, detekce
A =205 nm, extrakt pfipraven z 1 g petrzele.
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Obr. 11: Porovnani G¢innosti extrakce pii pouziti ethylacetatu a dichlormethanu u vzorku mrkve.

Kolona Ascentis Express C18 (150x3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 2 pl, Fmr = 0,4 ml/min, mobilni faze:
voda (A), acetonitril (B), gradientova eluce: 0 min — 50 % B, 10 min — 70 % B, 20 min — 100 % B, detekce
A =205 nm, extrakt pfipraven z 1 g mrkve.
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Obr. 12: Vliv hexanu na extrakéni uc¢innost polyacetylent obsazenych v mrkvi.

Kolona Ascentis Express C18 (150x3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 1 pl, Fmr = 0,4 ml/min, mobilni faze:
voda (A), acetonitril (B), gradientova eluce: 0 min — 50 % B, 10 min — 70 % B, 20 min — 100 % B, detekce
A =205 nm, extrakce 1 g mrkve hexanem v prvnim kroku a dichlormetanem v druhém kroku.
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ProtoZe mrkev obsahuje velké mnozstvi karotenoidil, byla také testovana dvoukrokovéa extrakce
s vyuzitim hexanu v prvnim kroku pro odstranéni matri¢nich latek. Do hexanu byly vSak
extrahovany rovnéz polyacetyleny a ve srovnani s jednoduchou extrakci pouze

dichlormethanem byla pozorovana nizsi ucinnost extrakce (Obr. 12).

Dale byl optimalizovan vliv zptsobu provedeni extrakce (michani vs. ultrazvuk) a doby
extrakce (Ptiloha 2) a vliv navazky na chromatograficky signal (Pfiloha 3). Protoze vysledky
byly nejednoznacné a nebylo jasné patrné jaké podminky extrakce jsou optimalni, bylo
k optimalizaci vyuzZito statistické metody Planovani experimentu (Design of Experiment).
Konkrétng byl pouzit ¢aste¢ny faktorovy experiment 2P  Box, Hunter, and Hunter*. Do
optimalizace byly zahrnuty celkem ¢tyfi parametry (Tabulka 9): typ rozpoustédla (ACN/DCM),
doba extrakce (10-240 minut), zplUsob extrakce (michani/ultrazvuk) a pomér latky
Experiment byl proveden ve tfech opakovénich sjednim centrdlnim bodem, tudiz bylo

k optimalizaci navrzeno 27 pokust (Ptiloha 4).

Na zaklad¢ Paretovych graftii (Obr. 13 a 14) byly vyhodnoceny parametry, které jsou pro
extrakci polyacetylenti vyznamné. Faktor je vyznamny na hladiné p = 0,05, kterou na grafu
symbolizuje ptekroceni Cervené primky. Vyznamnymi parametry tedy byly typ rozpoustédla
a doba extrakce, zatimco podpofeni extrakce ultrazvukem se ukdzalo byt nevyznamné. Déle byl
nevyznamny pomér latky ku rozpoustédlu, tzn. Ze v uvedeném rozsahu nedochazi k presyceni

rozpoustédla a pouzité mnozstvi rozpoustédla je dostatecné ke kvantitativni extrakei.

Z profili pro ptedpovéd’ jednotlivych parametri (Obr. 15) je patrné, ze G¢innéjsi extrakce je
dosaZeno s vyuzitim DCM. Vliv ultrazvuku nebo michani na mnoZstvi vyextrahovanych
polyacetylent tedy nebyl prokazan, nicméné delsi ¢as obou operaci vedl k vy$§im obsahiim

polyacetylenti v extraktu (Obr. 15). Vysvétleni popiskll osy x u Obr. 15 je uvedeno v Tabulce 9.

Pro extrakci vzorkd byla v ramci uspory ¢asu zvolena extrakce po dobu 2 hodin, ktera je jeste
statisticky vhodna, a jako rozpoustédlo byl zvolen DCM, jenz byl optimalni pro falcarindiol.
Pro falcarinol byla optimalni jiz smés DCM s ACN, ale k michani rozpoustédel nebylo
pfistoupeno, nebot’ 1 Cisty DCM byl pro falcarinol statisticky vhodnym rozpoustédlem

(Obr. 15).
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Obr. 13: Paretiiv graf pro falcarinol
FaDOH
2,99

rozpoustédio

éas
uz/michani | 0.11
0,05

pomér s:/ |

p=,05
Standardizovany odhad efektu

Obr. 14: Paretiiv graf pro falcarindiol
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Profily pro predpovédi a vhodnost
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Obr. 15: Profily pro predpovédi FaOH a FaDOH pfi riznych podminkach extrakce

Tabulka 9: Parametry vybrané pro optimalizaci extrakce

Rozpoustédlo ACN (1) DCM (1)
Cas 10 minut 240 minut
Uz/michani ultrazvuk (—1) michani (1)
Pomer s:/ 1:200 1:20

3.1.2 SPE extrakce

413600

267800

122100

924400

728100

531800

SPE extrakce byla testovana pro odstranéni matricnich latek ptredev§im ve vzorcich mrkve a pro

pripadné zakoncentrovani cilovych analytii. Pro extrakci byly vybrany extrakty ptipravenéz 1 g

lyofilizované mrkve a byly testovany dvé SPE kolonky s chemicky modifikovanou C18

staciondrni fazi (Strata a Supelclean). Protoze polyacetyleny jsou méné polarni, byl vzorek

aplikovany na kolonku promyvan 50% acetonitrilem pro odstranéni polarnich matri¢nich latek,

které se na C18 stacionarni fazi nezadrzuji. Poté byly polyacetyleny eluovany cistym

acetonitrilem a prométeny pomoci HPLC. Ddle byla kolonka promyta methanolem, pro

kontrolu eluce vSech cilovych analytii. V podstaté veSkeré zadrzené latky byly z SPE kolonek

eluovany jiz acetonitrilem, v metanolové frakci bylo obsazeno pouze stopové mnoZstvi
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sledovanych latek (Obr. 16). Jak je z Obr. 16 patrné, pro extrakci byla ucinnéjsi kolonka

Supelclean oproti kolonce Strata.
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mAU

15 4 + ACN Strata
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Obr. 16: SPE extrakce u vzorku mrkve.

Kolona Ascentis Express C18 (150%3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 1 pl, Fur = 0,4 ml/min, mobilni faze:
voda (A), acetonitril (B), gradientova eluce: 0 min — 50 % B, 10 min — 70 % B, 20 min — 100 % B, detekce
A =205 nm.

Tato technika se v§ak neukézala byt vhodnou metodou pro odstranéni matri¢nich latek z mrkve,
protoze na chromatografickém zdznamu byly stidle pozorovany piky s vySsi intenzitou
v porovnani s intenzitou sledovanych polyacetylenti. Navic dochéazelo ke ztratdm sledovanych
polyacetylenti ve srovnani s jednoduchou extrakei ¢istym rozpoustédlem, at’ acetonitrilu ¢i

dichlormethanu (Tabulka 10).

Tabulka 10: Porovnani extrakce pevna faze — kapalina s SPE extrakci u vzorku mrkve

Porovnani extrakci Plocha FaDOH Plocha FaOH
Extrakce pevna faze — kapalina DCM 446 009 92 006
Extrakce pevna faze — kapalina ACN 444 119 66 272
SPE Supelclean — ACN eluat 341 813 59 443
SPE Strata — ACN eluat 323 267 46 336

3.1.3 Extrakce pomoci ASE

Dalsi z testovanych extrakénich technik pro izolaci polyacetylenil byla extrakce za zvySené¢ho
tlaku. Na zaklad¢ poznatka z literatury [50, 51, 79], byl zvolen tlak 10 MPa a teplota 80 °C, za
kterych byl pozorovan maximalni vytéZzek polyacetylenli. SniZeni teploty z 80 na 60 °C

zpusobilo sniZeni uc¢innosti ASE extrakce, tudiz byla ponechdna ptivodni teplota 80 °C [50, 51,
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79]. Dalsimi optimalizovanymi parametry ASE byly pocet cyklt (1-3) a Cas extrakce (5-20
minut) pfi optimalizovaném poctu cykll. Zaznam jednotlivych analyz 1ze nalézt v Piiloze 5 a 6.
Opakovani extrakce nevedlo k vyznamnému zvySeni obsahu polyacetylenti v extraktech, proto
byl pro zkraceni doby piipravy vybran pouze 1 cyklus. Na jednom cyklu byly nésledné
vyzkouSeny doby extrakce, kdy nejdelsi cas vedl k nejvysSimu obsahu polyacetylenil
v extraktu, avSak rast jejich obsahu v Case nebyl linearni a mezi jednotlivymi métenimi kolisal

kolem stiedové hodnoty (Tabulka 11).

Tabulka 11: Optimalizace ASE extrakce

Podminky ASE Plocha FaDOH Plocha FaOH
1 cyklus 10 min 269 345 1 063 804
2 cykly 10 min 226 539 992 679
3 cykly 10 min 269 005 1 062 290
5 min 1 cyklus 240 791 986 806
10 min 1 cyklus 223 934 953 969
15 min 1 cyklus 198 628 888 211
20 min 1 cyklus 260 718 1043 151

ASE extrakce vzorku petrzele zBilly neméla, v porovnani s extrakci acetonitrilem za
normalniho tlaku, vliv na mnozstvi vyextrahovaného FaOH, avsak doslo k podpoteni extrakce
FaDOH, a to 0 30 %. Ve srovnani s extrakci pomoci DCM za normalniho tlaku bylo pomoci
ASE vyextrahovano o 20 % méng falcarinolu. Dal$i experimenty se vzorkem petrzele z Lidlu
nepotvrdily, Ze by Gc¢innost extrakce acetonitrilem byla vyznamné podpotfena zvySenim tlaku a
plné postacuje tiepani s rozpoustédlem za normalniho tlaku. Dale byla potvrzena vyssi G€innost
extrakce dichlormethanem, a proto byla vybrdna i pro extrakci vzorkii kotfenové zeleniny
ur¢enych ke kvantitativni analyze. Dlvodem volby bylo také uSetfeni Casu a prace pfi
zpracovani vzorki, kterych lze najednou michat az 18, auSetfeni Casu pii odfoukévani

rozpoustédla, protoze DCM ma niZsi bod varu nez ACN.

3.1.4 QuEChERS extrakce

Posledni z testovanych extrakénich technik byla QUEChERS extrakce pro svoji jednoduchost
arychlost. U testovanych vzorkl petrzele a mrkve byla provedena nejprve extrakce
acetonitrilem za pfitomnosti MgSO4 a NaCl dle standardizovaného postupu [90]. Byla
testovana extrakce jak pfimo z lyofilizovaného vzorku, tak po pifidani vody. Pro odstranéni
matriénich latek byl dale optimalizovan vhodny sorbent, kterym byvé tradiéné primarni
sekundarni amin (PSA) spolu s MgSOs. Kromé PSA, bylo rovnéz testovano aktivni uhli,

grafitovy praSek nebo chemicky modifikovany silikagel (C18), bud’ ve smési (komeréni nebo
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ptipravené) nebo v piipad¢ aktivniho uhli i samostatné (Tabulka 12). Pro porovnani byl také
pfipraven extrakt ukonceny po prvnim kroku QuEChERS, tedy pouze extrahovany ACN se
solemi (A1 a A2). Bylo zjisténo, Ze k adsorpci na aktivni uhli dochazi jak ve smési se Supelco
sorbentem, tak isamostatn¢, a to v zdvislosti na mnozstvi aktivniho uhli (Obr. 17 a 18).
QuEChERS extrakcei se z extraktl mrkve podafilo odstranit karotenoidy pomoci aktivniho uhli
nebo grafitického prasku, nikoli vSak pomoci komeréni smési Supel QuE PSA/C18/Envi-Carb
Tube, kterd rovnéz obsahuje praskovy uhlik. Na zéklad¢ vysledkii vSech experimentt je patrné,
ze primarné dochazi k odstranéni matric¢nich latek na aktivnim uhlim, dalsi sorbenty adsorpci
ovliviiuji minimaln€. Ackoli je QUEChERS rychlé a snadnd metoda, jeji ucinnost pro extrakci
polyacetylenti byla o 10 % nizsi oproti extrakci dichlormethanem. Pravdépodobné pii piecisténi
nedochézelo k odstranéni pouze matri¢nich latek, ale rovnéz i sledovanych polyacetylend.

Proto pro zpracovani vzorki nebyla tato technika pouzita.
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Obr. 17: QUEChERS extrakce s aktivnim uhlim u vzorku petrzele.
Kolona Ascentis Express C18 (150x3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 2 pl, Fmr = 0,4 ml/min, mobilni faze:

voda (A), acetonitril (B), gradientova eluce: 0 min — 50 % B, 2 min — 60 % B, 10 min — 63 % B, 25 min— 73 %
B, 30 min — 73 % B, 32 min — 100 % B, detekce A = 205 nm, C5: 5 mg aktivniho uhli, C25: 25 mg aktivniho uhli.
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Obr. 18: QUEChERS extrakce s komercni smési sorbentu s pfidanym aktivnim uhlim u vzorku petrzele.
Kolona Ascentis Express C18 (150x3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 2 pl, Fmr = 0,4 ml/min, mobilni faze:
voda (A), acetonitril (B), gradientova eluce: 0 min — 50 % B, 2 min — 60 % B, 10 min — 63 % B, 25 min— 73 %
B, 30 min — 73 % B, 32 min — 100 % B, detekce A =205 nm, D5 a D25: 5 mg a 25 mg aktivniho uhli pfidané ke
komer¢ni smési sorbentu obsahujici PSA a MgSO4.

Tabulka 12: QuEChERS extrakce u vzorku petrzele z Lidlu.

Sorbent Plocha FaDOH | Plocha FaOH
Al | Extrakt ACN se solemi 51084 244 270
A2 | Extrakt ACN se solemi 52907 242173
Bl Supelco smés (25 mg PSA, 150 mg MgS04) 51207 246 342
B2 | Supelco smés (25 mg PSA, 150 mg MgS04) 52071 247 466
C5 | Cisté aktivni uhli 5 mg 471779 226 666
C25 | Cisté aktivni uhli 25 mg 36 598 162 761
D5 | Supelco smés + 5 mg aktivniho uhli 48 927 237 535
D25 | Supelco smés + 25 mg aktivniho uhli 37 573 181 171

3.2 Izolace falcarinolu

ProtoZe jsou komer¢ni standardy polyacetylenti velmi drahé a jsou k dispozici pouze ve velmi
malém mnozstvi, bylo pfistoupeno kizolaci Ccistého standardu pomoci preparativni
chromatografie. V ramci této diplomové prace bylo testovano vyuziti samotné preparativni
chromatografie pro izolaci FaOH bez nutnosti dal$iho pfecisténi sloupcovou chromatografii,

jak je velmi Casto prezentovano v literatuie [10, 46, 48, 73, 74].

Nejprve byla provedena optimalizace isokratické eluce s cilem najit vhodné podminky pro

separaci FaOH od ostatnich blizko eluujicich latek. Isokraticka eluce je pro preparativni
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chromatografii vhodnéjsi, protoZze se pracuje za vysokych pritokd mobilni faze, a v pfipadé
gradientové eluce by byla nutna delsi doba pro ustaleni podminek pted analyzou, a to by vedlo
k navySovani spotteby rozpoustédel. Pro izolaci FaOH byly testovany mobilni faze v rozmezi
80—-89 % ACN ve vodé. Se vzristajici koncentraci ACN dochazelo sice ke zkraceni doby
analyzy, ale rovnéz se zkracoval i ¢as mezi FaOH a blizko eluujicimi latkami (Obr. 19), coz by
u preparativni chromatografie, kde dochézi k pfetizeni kolony a tvorbé Sirokych pikti mohlo
vést ke koeluci a izolovany standard by nebyl dostatecné Cisty. Proto pro izolaci falcarinolu

byla zvolena izokraticka eluce 85% ACN.
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Obr. 19: Chromatografické zaznamy FaOH pfi izokratické eluci.
Kolona Ascentis Express C18 (150%3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 1 pl, Fmr = 0,4 ml/min, mobilni faze:
voda (A), acetonitril (B), izokraticka eluce: 80/ 82/ 85/ 89 % B, detekce A =205 nm.

Na Obr. 20 je zobrazeno porovnani chromatografického zaznamu ziskaného pii analyze
petrzelového extraktu pomoci preparativni chromatografie (modrd kiivka) s analyzou na
analytické koloné (oranzova kiivka). ProtoZe retencni Casy eluujicich latek nebyly totozné, je

pro ptehlednost vyuzito relativniho porovnani k dobé eluce falcarinolu.
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Obr. 20: Porovnani chromatografickych zaznamt ziskanych pomoci preparativni a analytické
chromatografie.

Preparativni chromatografie: kolona Biospher 100 C18 (250%21,2 mm, 5 um), davkovani 2 ml, Fyr = 20 ml/min,
mobilni faze: 85% acetonitril, izokraticka eluce, detekce A = 205 nm.

Analytickd chromatografie: kolona Ascentis Express C18 (150x3 mm, 2,7 um), T =30 °C, davkovani 2 pl,
Fumr = 0,4 ml/min, mobilni faze: 85% acetonitril, izokraticka eluce, detekce A =205 nm.

Pti optimalizaci doby jimani frakce obsahujici co nejvetsi mnozstvi Cistého standardu byl
nejprve pik eluujiciho FaOH rozdélen na tii ¢asti (experiment A, Obr. 21) a byly jimany tfi
frakce F1 (A), F2 (A) a F3 (A). Tyto tii frakce byly proméfeny pomoci HPLC pro potvrzeni
Cistoty frakci (Obr. 22). Jak je z Obr. 22 patrné, prvni frakce jimand v prvni poloviné eluce piku
obsahovala ¢isty FaOH. Ve druh¢ frakci byla sice ziskdna nejvyssi koncentrace FaOH, ale jiz
byla znecisténa latkami eluujicimi za FaOH. Tteti frakce stale obsahovala ur€ité mnoZzstvi

falcarinolu, ale také zde bylo pozorovano velké mnozstvi necistot.
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Obr. 21: Optimalizace doby jimani frakci u preparativni chromatografie, experiment A.
Kolona Biospher 100 C18 (250%21,2 mm, 5 um), davkovani 2 ml, Fyr = 20 ml/min, mobilni faze: 85% acetonitril,
izokraticka eluce, detekce A =205 nm.
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Obr. 22: Kontrola Cistoty frakci u experimentu A pomoci HPLC.
Kolona Ascentis Express C18 (150x3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 2 pl, Fmr = 0,4 ml/min, mobilni faze:
voda (A), acetonitril (B), izokraticka eluce: 85 % B, detekce A = 205 nm.

V dal$im experimentu (B) byly jimany dv¢ frakce v dobé eluce piku (Ptiloha 7) a kontrola jejich
Cistoty byla opét provedena pomoci HPLC analyzy (Ptfiloha 8). U druhé frakce byla patrna
pritomnost necistoty s elu¢nim ¢asem okolo 5,5 minuty. Na zéklad¢ piedchozich vysledki byla

ve tfetim experimentu (C) sbirdna pouze jedna frakce, jak je uvedeno na Obr. 23. Tato frakce
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byla dle vysledkli z HPLC analyzy ¢ista (Obr. 24) a proto byla tato doba jimani frakce zvolena
za optimalni a dale byla pouzita pii ptiprave Cistého standardu z koncentrovaného extraktu. Pro
piehlednost je v Piiloze 9 a 10 uveden celkovy HPLC ziznam kontroly dCistoty frakci

u experimentt (A) a (C).
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Obr. 23: Optimalizace doby jimani frakci u preparativni chromatografie, experiment C.
Kolona Biospher 100 C18 (250%21,2 mm, 5 um), ddvkovani 2 ml, Fyr = 20 ml/min, mobilni faze: 85% acetonitril,
izokraticka eluce, detekce A =205 nm.
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Obr. 24: Kontrola Cistoty frakci u experimentu C pomoci HPLC.
Kolona Ascentis Express C18 (150x3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 2 pl, Fmr = 0,4 ml/min, mobilni faze:
voda (A), acetonitril (B), izokraticka eluce: 85 % B, detekce A = 205 nm.

58



Koncentrace extraktu pfipraveného z 247 g lyofilizované petrzele byla pfiblizné 10x vétsi
oproti extraktu pouzitého k optimalizaci preparativni chromatografie. Z chromatografického
zaznamu ziskaného pro tento koncentrovany extrakt je patrné, Ze pozorované piky eluuji ve
stejnych Casech, pouze jejich intenzita je vyssi, a tedy nedochézi k velkému pretizeni kolony
a k rozsifeni piki. Proto bylo mozné vyuzit pro izolaci falcarinolu t¢éméf cely pik (Obr. 25).
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Obr. 25: Zaznam z preparativni chromatografie pfi izolaci falcarinolu.
Kolona Biospher 100 C18 (250%x21,2 mm, 5 pm), davkovani 2 ml, Fyr =20 ml/min, mobilni faze: 85% acetonitril,
izokraticka eluce, detekce A = 205 nm.

Nasledné bylo na preparativni kolonu davkovano po 2 ml (objem déavkovaci smycky)
ptipraveného koncentrovaného extraktu, aZ v poslednim kole bylo nadavkovéano pouze 1,7 ml,
celkem tedy 23,7 ml extraktu. V pribchu izolace byla celkem tfikrat kontrolovana Cistota

jimanych frakci pomoci analytické chromatografie (Obr. 26).

Vysledny objem sloucenych frakci i s promytim hadicky, kterou byly frakce jimany, €inil
200 ml. Rozpoustédlo bylo nejprve redukovano na rotacni vakuové odparce a poté byl zbytek
rozpoustédla odfoukan proudem dusiku do sucha. Z rozdilu hmotnosti baiiky pted a po izolaci
byl spocitan vytézek 24,41 mg falcarinolu. Pro kontrolu dokonalého vysuSeni rozpoustédla bylo

zopakovano vazeni po 30 minutach dal§iho odfoukavani.
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Obr. 26: Cistota prvni jimané frakce pii izolaci FaOH.
Kolona Ascentis Express C18 (150x3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 2 pl, Fmr = 0,4 ml/min, mobilni faze:
voda (A), acetonitril (B), izokraticka eluce: 85 % B, detekce A = 205 nm.

Protoze od potizeni komer¢niho standardu falcarinolu bylo pro vysoké potfizovaci naklady
ustoupeno, byla po zdafilé izolaci falcarinolu z petrzele provedena finanéni bilance pro
porovnani vydajl na potizeni falcarinolu s naklady na jeho izolaci. BEéhem izolace se povedlo
uSetiit nezanedbatelny objem rozpoustédla diky jiméani zkapalnéného dichlormethanu z rota¢ni
vakuové odparky a jeho recyklaci pfi druhé extrakci, kdy byly uspofeny naklady za 800 ml
rozpoustédla. Ceny komerénich standardi za 1 mg se lisi v zavislosti na objednaném mnozstvi,
avSak cena komer¢niho standardu i s mnoZstevni slevou n€kolikanasobné pfevysuje naklady na
suroviny vlastniho izolovaného standardu i s ohledem na néklady na energie, jak je patrné

z udajit uvedenych v Tabulkéach 13 a 14.

Tabulka 13: Finanéni bilance nakladu

Vstupy M¢érna cena Spotieba Naklady [K¢]
Petrzel 100 K¢&/kg 1 kg 100
ACN 350 Ké/litr 3 litry 1 050
DCM 300 K¢/litr 1,8 litrti 540
Elektricka energie | 8 K&/kWh [91] 44 kWh 352

2042
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Tabulka 14: Porovnani ceny izolovaného standardu s komer¢nimi standardy [92, 93]

Mnozstvi [mg] Cena [K¢] Me¢érna cena [K¢&/mg]
Vlastni standard 24,41 2042 84
Cayman Chemical 25 44 713 1788
Cayman Chemical 1 2301 2301
Aobious 25 34 887 1395
Aobious 1 2 287 2 287

3.3 HPLC analyza

3.3.1 UV/VIS spektrum polyacetylenii

Polyacetyleny Ize identifikovat na zéklad¢ UV spekter, které se krom¢ vysoké absorpce

v oblasti kolem 200 nm vyznacuji tfemi charakteristickymi absorpéni maximy. U falcarindiolu

jsou tato maxima pozorovana pii vinovych délkéach 233, 244 a 257 nm (Obr. 27), u falcarinolu

pfi vinovych délkach 231, 242 a 255 nm (Obr. 28).
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Obr. 27: Absorp¢ni spektrum falcarindiolu
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Obr. 28: Absorp¢ni spektrum falcarinolu

3.3.2 Optimalizace separace

Na zaklad¢ poznatkt z literatury [31, 40, 41, 46, 48, 51, 79—-82] byla pro separaci polyacetylent
zvolena RP-HPLC s oktadecylsilikagelovou staciondrni fazi. Optimalizace separace probihala
nejprve na kolon¢ Ascentis Express C18, pfi¢emz byla vyuzita gradientova eluce acetonitrilu
ve vod¢. Byly testovany linearni gradienty o rizné strmosti a poc¢atecni koncentraci ¢i jejich
kombinace. Ukéazky vybranych gradientovych programi jsou uvedeny v Pfiloze 11 a vliv
zmény gradientového profilu na separaci falcarinolu a falcarindiolu obsazenych v extraktu
z petrzele je zobrazen na Obr. 29. Pro ptfehlednost jsou uvedeny pouze piky v okoli eluce
sledovanych polyacetylentl. Jak je z obrazki patrné, falcarinol je v RP-HPLC zadrZovan vice,

protoze ma o hydroxylovou skupinu méné¢ nez falcarindiol, a je tedy mén¢ poléarni.

Nejlepsiho rozliSeni pro oba sledované polyacetyleny bylo dosazeno pomoci gradientu 4
(0 min — 50 % ACN, 10 min — 70 % ACN, 20 min — 100 % ACN), ktery byl dale vyuzit pro
analyzu extraktl pfipravenych z ostatnich vzorka kofenové zeleniny, a to z mrkve a pastinaku.
Bohuzel dochazelo ke koeluci FaOH s dal$imi latkami obsazenymi v mrkvi a pastinéku, a proto
byla gradientovd eluce jeSt¢ mirné¢ upravena. Chromatografické zaznamy separace
polyacetylenti obsazenych v pastindku jsou pro vybrané gradientové profily (Ptiloha 12)
zobrazeny na Obr. 30. Protoze se zminéna koeluce tykala pouze FaOH, zména gradientového
profilu témer neovlivnila separaci FaADOH (Obr. 30). Optimélni separace polyacetylenii ve
vSech vzorcich bylo dosazeno pomoci gradientu 9 (0 min — 50 % ACN, 2 min — 60 % ACN,
10 min— 63 % ACN, 25 min — 73 % ACN, 27 min — 100 % ACN), proto byl tento gradientovy
profil vyuZit pro kvantitativni analyzu (Obr. 31).
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Obr. 29: Optimalizace separace polyacetylenti polyacetylent u vzorku petrzele.
Ascentis Express C18 (150x3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 2 pl, Fur = 0,4 ml/min, mobilni faze: voda (A),
acetonitril (B), gradientova eluce (Pfiloha 11), detekce A =205 nm.
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Obr. 30: Optimalizace separace polyacetylenti u vzorku pastinaku
Ascentis Express C18 (150%3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 2 pl, Fur = 0,4 ml/min, mobilni faze:
voda (A), acetonitril (B), gradientova eluce (Ptiloha 12), detekce A = 205 nm.
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Obr. 31: Optimalizovana separace polyacetylend.

Ascentis Express C18 (150x3 mm, 2,7 um), T =30 °C, davkovani 2 pul, FMF = 0,4 ml/min, mobilni faze: voda
(A), acetonitril (B), gradientova eluce: 0 min — 50 % B, 2 min — 60 % B, 10 min — 63 % B, 25 min— 73 % B,
27 min — 100 % B, detekce A = 205 nm, extrakt z pastinaku.

Kromé C18 stacionarni faze byla pro separaci polyacetylent testovana také pentafluorfenylova
(F5) ¢i bifenylova stacionarni faze. Ani jedna ze zminénych modifikovanych stacionarnich fazi
vSak nebyla pro separaci polyacetyleni vhodnéjsi nez klasickd C18. U F5 stacionarni faze
dochazelo ke koeluci s matri¢ni slouceninou a zaroven k deformaci piku falcarinolu (Obr. 32).
Detailnéjsi pohled na tvar pikit FaOH je ilustrovan na obrazku v Ptiloze 14. U bifenylové
stacionarni faze nebylo mozné rozdélit piky falcarinolu a falcarindiolu (Obr. 33) od matri¢nich
sloucenin ani jednim z testovanych gradientli, které jsou pro ob¢ stacionarni faze uvedeny

v tabulkach v Pfilohach 13 a 15.
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Obr. 32: Optimalizace separace polyacetylenti u vzorku petrzele na F5 stacionarni fazi.
Ascentis Express F5 (150%3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 2 pl, Fyr = 0,4 ml/min, mobilni faze: voda (A),
acetonitril (B), gradientova eluce (Pfiloha 13), detekce A =205 nm.
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Obr. 33: Optimalizace separace FaOH u vzorku pastinaku na bifenylové stacionarni fazi.

Kinetex Biphenyl 100 A (150x3 mm, 2,6 um), T =30 °C, davkovani 2 pl, Fur = 0,4 ml/min, mobilni faze: voda
(A), acetonitril (B), gradientova eluce (Pfiloha 15), detekce A =205 nm.
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3.3.3 HPLC/MS

Ptitomnost falcarinolu a falcarindiolu v extraktech z mrkve a petrzele byla potvrzena analyzou
na kapalinovém chromatografu ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem. V mrkvi byla navic
potvrzena ptfitomnost falcarindiol-3-acetatu. Pro ionizaci polyacetylenti se zpravidla vyuziva
chemicka ionizace za atmosférického tlaku a ESI se vyuziva zfidka. Proto byla nejprve
testovana ioniza¢ni u¢innost ESI pfi snimani kladnych a zapornych iontl pii vyuziti riznych
organickych rozpoustédel v mobilni fazi (acetonitril a metanol). Déle byl sledovan vliv kyseliny
mraven¢i na ionizaci sledovanych latek. Pro zajisténi optimalnich podminek ionizace bylo
nutné vyuzit mobilni fazi skladajici se z acetonitrilu a vody okyselené kyselinou mravenci. Pti
zaznamu kladnych iontd pak byly pozorovany intenzivni ionty [M+H-H,O+ACN]*
(Obr. 34 a 35).

[M+H-H,O+ACNJ* 2682

Int. x107
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309,2
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Obr. 34: Hmotnostni spektrum falcarinolu
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Obr. 35: Hmotnostni spektrum falcarindiolu

3.3.4 Kvantitativni analyza polyacetylent

m/z

Kvantitativni analyza polyacetyleni bylo provedeno metodou kalibracni kiivky pomoci

izolovaného standardu falcarinolu o &istot& > 93 %. Cistota standardu byla ovéfena promé&fenim

roztoku o koncentraci 100 pg/ml jako pomér plochy piku FaOH ku celkové plose vSech piki
(Tabulka 15, Obr. 36).

Tabulka 15: Vlastnosti chromatogramu roztoku FaOH o koncentraci 100 pg/ml, A=205 nm

44— FaOH

Cas [min] Plocha Vyska [mAU] %
FaOH 22,443 1939 561 114,760 93,392
Celkem 2076 791 125,801 100
mAU ]
15
101
51
B B e L e A S
5,0 75 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 2

2,5 25,0 min

1

Obr. 36: Chromatograficky zaznam separace standardniho roztoku FaOH o koncentraci 100 pg/ml.
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Obr. 37: Kalibracni kiivka: zavislost plochy piku na koncentraci FaOH.

Kalibra¢ni roztoky byly proméfeny tiikrat na osmi koncentra¢nich hladinidch v rozmezi
koncentraci 6-100 pg/ml. Regresni diagnostika byla provedena v programu QC Expert 2.9
(TriloByte). Nejprve bylo vyuzito grafickych diagnostik (Wiliamstv, Pregiboniiv, McCulloh-
Meteriv a L-R graf) pro odhaleni a odstranéni vlivnych bodl. Vyznamnost regresnich
parametri byla testovana pomoci Studentova t-testu. Absolutni ¢len kalibra¢ni kiivky
falcarinolu byl shledan jako nevyznamny, kiivka tedy prochazi nulou. Regresni parametry
spolu se smérodatnymi odchylkami a koeficientem determinace (R?) jsou zobrazeny na Obr. 37.
Hodnoty meze detekce, LOD = 75 ng/l, a meze stanovitelnosti, LOQ = 250 ng/1 byly stanoveny

jako trojnasobek, resp. desetinasobek odstupu signdlu od Sumu.

V ramci validace metody byla zjiSténa ndvratnost proméfenim roztokd falcarinolu
o koncentracich 9 a 70 pg/ml. Ob¢€ hodnoty, 101,31 a 103,87 %, spadaly do rozmezi kritéria
pijjatelnosti 80-110 % dle AOAC (Association of Official Agricultural Chemists) [94]. Pro
opakovatelnost nastiiku byla z deseti opakovani stanovena odchylka < 0,27 % a relativni chyba

extrakce z péti opakovani byla stanovena na 3,44 %.

Pro kvantitativni stanoveni polyacetylenti byly pfipraveny extrakty z kofenové zeleniny dle
optimalizovaného postupu popsaného v kapitole 2.4.7. Celkem byly pfipraveny dva extrakty
od kazdého vzorku, které byly dvakrat prométeny. Koncentrace FaOH, FaDOH a v ptipad¢
mrkve i FaDOAc byla vypocitdna na zaklad¢ kalibracni zavislosti uvedené na Obr. 38. Plochy

pikidl polyacetylenii u vzorkii byly v rozmezi kalibracni kiivky, pouze vzorek pastindku ze

68



Slezska musel byt desetkrat natfedén. Obsah a pomér polyacetylenti byl jedine¢ny pro kazdy

vzorek, a to i bez ohledu na druh zeleniny (Tabulka 16, Obr. 38). Pfi¢inou mohou byt riizné

podminky béhem péstovani, nebot’ kupované vzorky mély sviij ptivod v riznych zemi Evropy,

a dale podminky béhem skladovani zeleniny, které maji na obsah polyacetylenil v zelenin¢ také

vliv [48]. Nejednotny pomér falcarinolu a falcarindiolu v rdmci jednoho druhu zeleniny lze

vysvétlit pfechodem mezi slouceninami, kdy falcarinol slouzi jako prekurzor pro dalsi

polyacetyleny [13, 45, 48]. Oba vzorky domacich pastinaki byly sklizeny na podzim a nésledné

dlouhodob¢ uskladnény. Zatimco pastindk z VysoCiny byl skladovan ve sklep¢, pastinak ze

Slezska byl skladovan v zeming pfi nestalé teplote. Vysoké mnozstvi polyacetylent v pastinaku

ze Slezska mohlo byt zplsobeno napadenim mikroorganismy, pfed kterymi polyacetyleny

rostlinu chrani. Zaznamy analyz osmi vzorkli kofenové zeleniny jsou uvedeny v Pfilohach

17-23.
1180
1200 - I
1000 -
200 A 750
=T
& 600 A FaOH
= ® FaDOH
400 4 m FaDOAc
207 230
200 - 114 133 135 161 133
79 _ 81 - =89 78
o 1 i m -
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Obr. 38: Obsah polyacetylenti ve vzorcich pastinaku, petrzele a mrkve
Tabulka 16: Obsah polyacetylentd v pg/g lyofilizovanych vzorkt
Vzorek Zkratka FaOH FaDOH FaDOAc
Mrkev s nati MRK NAT 161 +2,7 89+ 1,6 59,5 + 0,68
Mrkev Kaufland MRK KAUF 25+14 133,1 £0,72 78+ 14
Pastindk Vysocina PAS VYS 79 £2,0 442 + 0,92
Pastinak Slezsko PAS SLE 1180 £22 750+ 18
Pastinak Bio PAS BIO 114+ 1,5 207+1,9
Petrzel s nati PET NAT 81,2 + 0,29 133 £8,6
Petrzel Kaufland PET KAUF 230+ 6,6 85+3,7
Petrzel Lidl PET LIDL 135+32 32+3,1
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Mezi mrkvi a petrzeli s nati, které byly povazovany za vzorky nejcerstvéjsi s nejkratsi dobou
skladovéani, nebyl nalezen spoleény jmenovatel, nebot’ petrzel s nati méla niz§i obsah
falcarinolu nez ostatni petrzele, a naopak mrkev s nati méla mnohem vyssi obsah falcarinolu
nez mrkev bez naté. Pro obsahy falcarindiolu u vzorkt s nati plati obracené, ze petrzel s nati
méla vyssi obsah nez petrzele bez naté, a mrkev s nati méla niz§i obsah nez mrkev bez nat¢.
U vzorkli mrkve byl stanoven rovnéz falcarindiol-3-acetat, jehoz obsah byl pro mrkev s nati

1 bez nat¢ srovnatelny.

Vzorek petrzele s nati obsahoval vice falcarindiolu nez falcarinolu, ostatni petrzele obsahovaly
vice falcarinolu. Nejvice falcarinolu obsahovala petrzel z Kauflandu, kterd byla ptfedem
vybrana pro izolaci falcarinolu. Nejméné falcarindiolu ze vSech vzorkli obsahovala petrzel

z Lidlu, nejméné falcarinolu obsahovala mrkev bez naté.

Pro vzorky domacich pastinaki platilo, Ze falcarinolu bylo obsaZeno vice nez falcaridiolu, a to
o vice nez polovinu, Takto vysoky obsah si lze vysvétlit jako reakci na moZznou mikrobidlni
zatez, kterd indukuje jejich tvorbu [44, 49]. Pomér polyacetylent byl opacny u vzorku Bio

pastindku, ktery obsahoval naopak vice falcarindiolu nez falcarinolu.
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Obr. 39: Porovnani obsahu polyacetylenti ve vzorcich mrkve s literaturou [9, 10]

Pti porovnani dosazenych vysledk v mrkvi se studiemi Zidorna a kol. [9] a Kramera a kol.
[10] (Obr. 39) je patrné, ze obsah falcarinolu v mrkvi z Kauflandu byl nizs$i nejenom
oproti mrkvi s nati, ale 1 ve srovnani s publikovanymi vysledky. Také obsah falcarindiolu ve

vzorcich byl niz$i, nez udava literatura, avSak koncentrace falcarindiol-3-acetitu byla
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v méfenych vzorcich vyssi. Vzorky pastindku z Vyso€iny a Bio pastindku obsahovaly méné
polyacetylenti nez vzorky ve studiich, nicméné Bio pastindk byl blizky vysledktim studie [9].
Pastindk ze Slezska obsahoval vysoké mnoZstvi obou polyacetylenil, piesto ve studii [10]
nalezli jesté vySsi obsah falcarindiolu (Obr. 40). Vzorky petrZzele mély v porovnani s literaturou

nizky obsah obou polyacetylenti (Obr. 41).
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Obr. 40: Porovnéani obsahu polyacetylenil ve vzorcich pastindku s literaturou [9, 10]

2500 -
2250 -
2000 -
1750 A
M PET NAT
1500 A
- M PET KAUF
E 1250 1 m PET LIDL
1000 A [9]
750 A m [10]
500 -
250 -
0 .

FaOH FaDOH

Obr. 41: Porovnani obsahu polyacetylenti ve vzorcich petrzele s literaturou [9, 10]
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ZAVER

Cilem této diplomové prace byla nejprve optimalizace extrakce polyacetyleni z kofenové
zeleniny. Nejlepsi ucinnosti extrakce z lyofilizovanych vzorki bylo dosazeno pomoci tiepani
s dichlormethanem. Dale byla optimalizovdana chromatografickd separace polyacetylenti
v RP-HPLC se spektrofotometrickou detekci. Nejlepsi separace bylo dosazeno na koloné

Ascentis Express C18 s gradientovou eluci acetonitrilu ve vode¢.

Kvantifikace polyacetyleni byla umoznéna diky izolaci vlastniho standardu falcarinolu
o Cistot€¢ > 93 %. Pomoci preparativni chromatografie bylo z 247 g lyofilizované petrzele
izolovano 24,41 mg falcarinolu. B€hem izolace bylo diky recyklaci dichlormethanu sbiraného
na rotacni vakuové odparce usetfeno 800 ml rozpoustédla. Naklady na potizeni vlastniho

standardu pak predstavovaly pouhych 3,7-6,0 % z ceny komer¢niho standardu.

Pro proméfeni obsahu polyacetylenti byly ziskdny dva vzorky, které byly vypéstovany
v domécich podminkach, ostatni vzorky byly zakoupené v mistni obchodni siti. Obsah
polyacetylenti v lyofilizované kofenové zeleniné se pohyboval vrozmezi od 25+ 1,4 do
230 + 6,6 ng/g falcarinolu a od 32+ 3,1 do 207 £1,9 pg/g falcarindiolu. Vysoky obsah
polyacetylenli mimo tato rozmezi byl zaznamenan u vzorku domdaciho pastindku ze Slezska,
pro ktery byly naméteny obsahy 1180 + 22 pg/g pro falcarinol a 750 + 18 pg/g pro falcarindiol.
Ve vzorcich lyofilizované mrkve byl navic stanoven falcarindiol-3-acetat v koncentracich

59,5+ 0,68 ng/ga 78+ 1,4 pug/g.
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Ptiloha 1: Porovnani ti¢innosti extrakce pii pouziti acetonitrilu a dichlormethanu.

Kolona Ascentis Express C18 (150%3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 1 pl, Fmr = 0,4 ml/min, mobilni faze:
voda (A), acetonitril (B), gradientova eluce: 0 min — 50 % B, 10 min — 70 % B, 20 min — 100 % B, detekce
A =205 nm.

Ptiloha 2: Vliv riznych zplsobu extrakce na plochy pikd pti 205 nm

Plocha FaDOH Plocha FaOH
Michani 30 min 94 924 122 469
Michéani 1 hod 93 628 167 506
Michéani 2 hod 90 878 140 901
Michani 4 hod 90 125 148 201
Michani 20 hod 93514 166 392
Michéani 24 hod 67 799 159 182
Ultrazvuk 10 minut 66 538 97 390
Ultrazvuk 20 minut 75 601 114 266
Ultrazvuk 30 minut 83 747 154 645
Ultrazvuk 10 minut, michani 30 minut 67 824 115156
Michani 30 minut, ultrazvuk 10 minut 77 037 112 720

Ptiloha 3: Vliv rizné navazky na plochy pikt pii 205 nm

Navazka Plocha FaDOH Plocha FaOH
0,1g 90 878 140 901
02¢g 143 294 300 926
05¢g 375 848 698 474
lg 808 962 1 442 608
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Priloha 4: Optimalizace extrakce pomoci metody Planovani experimentt

michani 125 minut

Pomér vox
Vzorek:rgz:[l))ouﬂédlo Rozggur;tledlo Extrakce Extrakt ¢. ;;BC(I)ISI 1;1;38111{21
1:200 ACN ultrazvuk 10 minut 1 16 870 66 946
1:200 ACN ultrazvuk 10 minut 10 12 211 54 398
1:200 ACN ultrazvuk 10 minut 19 17 398 75 535
1:20 DCM ultrazvuk 10 minut 2 203 301 728 980
1:20 DCM ultrazvuk 10 minut 11 193 825 702161
1:20 DCM ultrazvuk 10 minut 20 200 007 780 714
1:20 ACN ultrazvuk 240 minut 3 169 413 675 638
1:20 ACN ultrazvuk 240 minut 12 183 379 719 286
1:20 ACN ultrazvuk 240 minut 21 174 134 679 776
1:200 DCM ultrazvuk 240 minut 4 41 357 92 438
1:200 DCM ultrazvuk 240 minut 13 20 342 82 647
1:200 DCM ultrazvuk 240 minut 22 20 596 75471
1:20 ACN michani 10 minut 5 173 778 651 906
1:20 ACN michani 10 minut 14 183 979 644 048
1:20 ACN michani 10 minut 23 172 445 627 307
1:200 DCM michani 10 minut 6 21 699 83 676
1:200 DCM michani 10 minut 15 13 315 53177
1:200 DCM michani 10 minut 24 21 449 69 399
1:200 ACN michani 240 minut 7 17 335 67 903
1:200 ACN michani 240 minut 16 20970 84 974
1:200 ACN michani 240 minut 25 18 254 67 054
1:20 DCM michani 240 minut 8 291 146 921 335
1:20 DCM michani 240 minut 17 256 229 894 522
1:20 DCM michani 240 minut 26 228 549 857 510
1:36,36 50/50 DCM+ACN | ultrazvuk 125 minut, 9 125 399 469 493
michani 125 minut
1:36,36 50/50 DCM+ACN | ultrazvuk 125 minut, 18 108 042 433 641
michani 125 minut
1:36,36 50/50 DCM+ACN | ultrazvuk 125 minut, 27 92299 411 803
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Priloha S: Optimalizace poctu cykli u ASE extrakce u vzorku petrzele z Lidlu.

Kolona Ascentis Express C18 (150x3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 2 pl, Fmr = 0,4 ml/min, mobilni faze:
voda (A), acetonitril (B), gradientova eluce: 0 min — 50 % B, 2 min — 60 % B, 10 min — 63 % B, 25 min — 73 % B,
30 min — 73 % B, 32 min — 100 % B, detekce A = 205 nm.
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Piiloha 6: Optimalizace délky cyklu ASE extrakce u vzorku petrzele z Lidlu.

Kolona Ascentis Express C18 (150x3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 2 pl, Fmr = 0,4 ml/min, mobilni faze:
voda (A), acetonitril (B), gradientova eluce: 0 min — 50 % B, 2 min — 60 % B, 10 min— 63 % B, 25 min — 73 % B,
30 min — 73 % B, 32 min — 100 % B, detekce A =205 nm.
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Ptiloha 7: Optimalizace doby jimani frakci u preparativni chromatografie, experiment B.

Kolona Biospher 100 C18 (250%21,2 mm, 5 pm), davkovani 2 ml, Fyr = 20 ml/min, mobilni faze: 85% acetonitril,
izokraticka eluce, detekce A =205 nm.
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Piiloha 8: Kontrola Cistoty frakci u experimentu B pomoci HPLC.
Kolona Ascentis Express C18 (150%3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 2 pl, Fmr = 0,4 ml/min, mobilni faze:
voda (A), acetonitril (B), izokratickd eluce: 85 % B, detekce A = 205 nm.
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Priloha 9: Kontrola Cistoty frakci u experimentu A pomoci HPLC, celkovy zdznam.
Kolona Ascentis Express C18 (150x3 mm, 2,7 um), T =30 °C, davkovani 2 pl, Fur = 0,4 ml/min, mobilni faze:
voda (A), acetonitril (B), izokraticka eluce: 85 % B, detekce A = 205 nm.
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Piiloha 10: Kontrola ¢istoty frakei u experimentu C pomoci HPLC, celkovy zaznam.
Kolona Ascentis Express C18 (150x3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 2 pl, Fmr = 0,4 ml/min, mobilni faze:
voda (A), acetonitril (B), izokraticka eluce: 85 % B, detekce A = 205 nm.
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Piiloha 11: Vybrané gradientové profily pouzité pii optimalizaci separace polyacetylent na koloné
Ascentis Express C18 u vzorku petrzele

Gradient 1 Gradient 2 Gradient 3 Gradient 4 Gradient 5
min % B min % B min % B min % B min % B
0 40 0 40 0 50 0 50 0 50
10 80 15 80 5 65 10 70 5 65
20 85 35 100 15 70 20 100 20 75
22 90 20 75 25 100
32 95 30 80
35 100 35 100

Piiloha 12: Vybrané gradientové profily pouzité pii optimalizaci separace polyacetylent na koloné
Ascentis Express C18 u vzorku pastinaku

Gradient 6 Gradient 7 Gradient 8 Gradient 9
min % B min % B min % B min % B
0 50 0 50 0 50 0 50
2 60 2 60 2 60 2 60
10 65 10 63 10 63 10 63
14 75 12 75 19 72 25 73
20 80 22 80 21 100 27 100

22 100 24 100 23 50

Priloha 13: Vybrané gradientové profily pouzité pti optimalizaci separace polyacetylenti na kolon¢
Ascentis Express F5 (150x3 mm, 2,7 um) u vzorku petrzele

F5 Gradient 1 F5 Gradient 2 F5 Gradient 3
min % B min % B min % B
0 50 0 50 0 50
15 75 20 70 20 60
20 100 22 100 23 65

25 100
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Priloha 14: Optimalizace separace polyacetylent u vzorku petrzele na F5 stacionarni fazi.
Ascentis Express F5 (150%3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 2 pl, Fyr = 0,4 ml/min, mobilni faze: voda (A),
acetonitril (B), gradientova eluce (Pfiloha 13), detekce A =205 nm.

Priloha 15: Vybrané gradientové profily pouzité pti optimalizaci separace polyacetylenti na kolon¢
Kinetex Biphenyl u vzorku pastinaku

BF Gradient 1 BF Gradient 2 BF Gradient 3 BF Gradient 4 BF Gradient 5
min % B min % B min % B min % B min % B
0 40 0 50 0 50 0 50 0 50
5 50 15 70 10 60 5 50 3 50
20 80 20 100 12 60 10 60 10 55
22 100 20 70 20 65 12 55
22 100 22 100 18 60

20 100
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Ptiloha 16: HPLC analyza vzorku mrkve s nati.

Kolona Ascentis Express C18 (150x3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 2 pl, Fmr = 0,4 ml/min, mobilni faze:
voda (A), acetonitril (B), gradientova eluce: 0 min — 50 % B, 2 min — 60 % B, 10 min — 63 % B, 25 min — 73 % B,
27 min — 100 % B, detekce A = 205 nm.
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Piiloha 17: HPLC analyza vzorku mrkve z Kauflandu.

Kolona Ascentis Express C18 (150%3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 2 ul, FMF = 0,4 ml/min, mobilni faze:
voda (A), acetonitril (B), gradientova eluce: 0 min — 50 % B, 2 min — 60 % B, 10 min— 63 % B, 25 min — 73 % B,
27 min — 100 % B, detekce A =205 nm.
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Ptiloha 18: HPLC analyza vzorku pastindku z Vysociny.

Kolona Ascentis Express C18 (150x3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 2 pl, Fmr = 0,4 ml/min, mobilni faze:
voda (A), acetonitril (B), gradientova eluce: 0 min — 50 % B, 2 min — 60 % B, 10 min — 63 % B, 25 min — 73 % B,
27 min — 100 % B, detekce A = 205 nm.
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Piiloha 19: HPLC analyza vzorku pastinaku ze Slezska.

10x zfedéno, kolona Ascentis Express C18 (150x3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 2 ul, Fpe = 0,4 ml/min,
mobilni faze: voda (A), acetonitril (B), gradientova eluce: 0 min — 50 % B, 2 min — 60 % B, 10 min — 63 % B,
25 min — 73 % B, 27 min — 100 % B, detekce A = 205 nm.
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Ptiloha 20: HPLC analyza vzorku Bio pastinaku.

Kolona Ascentis Express C18 (150x3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 2 pl, Fmr = 0,4 ml/min, mobilni faze:
voda (A), acetonitril (B), gradientova eluce: 0 min — 50 % B, 2 min — 60 % B, 10 min— 63 % B, 25 min — 73 % B,
27 min — 100 % B, detekce A = 205 nm.
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Piiloha 21: HPLC analyza vzorku petrzele s nati.

Kolona Ascentis Express C18 (150x3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 2 pl, Fmr = 0,4 ml/min, mobilni faze:
voda (A), acetonitril (B), gradientova eluce: 0 min — 50 % B, 2 min — 60 % B, 10 min— 63 % B, 25 min — 73 % B,
27 min — 100 % B, detekce A =205 nm.
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Ptiloha 22: HPLC analyza vzorku petrzele z Kauflandu.

Kolona Ascentis Express C18 (150x3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 2 pl, Fmr = 0,4 ml/min, mobilni faze:
voda (A), acetonitril (B), gradientova eluce: 0 min — 50 % B, 2 min — 60 % B, 10 min— 63 % B, 25 min — 73 % B,
27 min — 100 % B, detekce A = 205 nm.
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Piiloha 23: HPLC analyza vzorku petrzele z Lidlu.

Kolona Ascentis Express C18 (150x3 mm, 2,7 um), T = 30 °C, davkovani 2 pl, Fmr = 0,4 ml/min, mobilni faze:
voda (A), acetonitril (B), gradientova eluce: 0 min — 50 % B, 2 min — 60 % B, 10 min— 63 % B, 25 min — 73 % B,
27 min — 100 % B, detekce A = 205 nm.
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