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ABSTRAKT

Tato diplomova praca sa zameriava na vyvoj HPLC metody pre stanovenie vybranych bio-
aktivnych latok z rastlinych extraktov. PresnejSie sa praca zaobera separaciou vybranych
flavonoidov ato rutinu, hesperidinu, naringinu, fenolpropanoidov: dihydrokumarinu,
eskulinu a escinu a derivatom antrachinonu hypericinu. Tieto latky pochadzaji z rastlin:
Pagas$tan konsky (Aesculus hippocastanum), Pohanka tatarska (Fagopyrum tataricum (L.)),
Komunica lekarska (Melilotus officinalis (L.)), Cubovnik bodkovany (Hypericum perfora-
tum) a Grep (Citrus paradisi). Pre toto stanovenie boli vyvinuté tri metody. Metdda s gra-
dientom bola pouzitd pre stanovenie rutinu, hesperidinu, naringinu, dihydrokumarinu

a eskulinu. Escin a hypericin boli potom analyzované pomocou izokratickych metdd.

KTacové slova: rutin, hesperidin, naringin, dihydokumarin, escin, hypericin, Aesculus hip-
pocastanum, Fagopyrum tataricum (L.), Melilotus officinalis (L.), Hypericum perforatum a
Citrus paradisi

ABSTRACT

This diploma thesis aims at the development of the HPLC method for identification and
quntification of chosen bioactive substances from herbal extracts. More specifically, the
thesis deals with the separation of particular flavonoids (rutin, hesperidin, naringin), phe-
nylpropanoids (dihydrocoumarin, aesculin, aescin) and anthraquinone derivatives (hyperi-
cin). These substances originate from the following herbs: European horse-chestnut
(Aesculus hippocastanum), tartary buckwheat (Fagopyrum tataricum (L.)), yellow sweet
clover (Melilotus officinalis (L.)), St John's wort (Hypericum perforatum) and grapefruit
(Citrus paradisi). For the above-mentioned determination, three methods were developed.
The gradient method was used in the identification and quantification of rutin, hesperidin,
naringin, dihydrocoumarin and aesculin. Aescin and hypericin were then analyzed by me-

ans of isocratic methods.

Keywords: rutin, hesperidin, naringin, dinydrocoumarin, escin, hypericin, Aesculus hip-
pocastanum, Fagopyrum tataricum (L.), Melilotus officinalis (L.), Hypericum perforatum

and Citrus paradisi
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UvVOD

Chronické ochorenia su najcastejSou pri¢inou umrti vo svete. V zozname vedu kardiovas-
kularne choroby, nasledne rakovina, chronické ochorenie plic a diabetes mellitus. Studie
ukazali priamu spojitost’ cholesterolu z potravy a nasytenych tukov s tymito chorobami.
Avsak bol skimany nielen dopad vysokého prijmu tukov z potravy, ale tiez prevencia
tychto chronickych ochoreni. Konzumacia ovocia a zeleniny sa ukézala byt dobrym pro-
striedkom k udrziavaniu zdravého zivotného $tylu. Toto tiez viedlo k otazke, ktoré latky
v ovoci a zelenine mozu byt zodpovedné za ochranné ucinky. Studie in vitro, rovnako ako
pokusy in vivo maju presved¢ivé vysledky so zlu¢eninami rastlinného pdvodu vseobecne

znamymi ako bioaktivne latky. [1, s. 8142]

Medzi bioaktivne latky patri aj velkd skupina latok nazyvané polyfenoly, ktord sa deli na
mnoho podskupin medzi nimi patria aj flavonoidy a fenolpropanoidy. Flavonoidy maja
prospesné ucinky na organizmus a to hlavne antialergické, protizapalové, antioxidacné
a protivirové. K vyznamnym bioaktivnym latkam patri aj hypericin, ktory je derivatom

antrachinonu. K jeho zakladnym vlastnostiam patri protinadorova a antivirusova aktivita.

Diplomova praca sa zaoberd vyvojom metddy pre analyzu vybranych bioaktivnych latok
a ich kvantitativnym a kvalitativnym stanovenim. Skiimané boli rutin, hesperidin, naringin,
dihydrokumarin, eskulin, escin a hypericin. Tieto latky boli analyzované v rastlinnych ex-
traktoch Pagastanu konského (Aesculus hippocastanum), Pohanky tatarskej (Fagopyrum
tataricum (L.)), Komunice lekarskej (Melilotus officinalis (L.)), Cubovnika bodkovaného
(Hypericum perforatum) a Grepu (Citrus paradisi). Pre stanovenie bola vyuzita separacna
metéda HPLC s UV-VIS a DAD detektorom.
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1 BIOAKTIVNE LATKY

Bioaktivne latky s sekundarne metabolity vyskytujice sa v rastlinnej risi a st povazované
za nenutri¢né, ale zivotne dolezité ingrediencie pre udrziavanie I'udského zdravia. Medzi
bioaktivne latky patri aj skupina polyfenolov. Polyfenoly su prirodzene sa vyskytujuce
organické latky, ktoré maji vo svojej Strukture aspon jeden aromaticky kruh, na ktory je
pripojena jedna alebo viac hydroxilovych skupin. Akumulujt sa v rastlinach po réznych
biochemickych procesoch ako napr. biosyntéza aromatickych biclkovin (Sikimdtova cesta,
shikimate pathway), ktora vedie ku vzniku fenylpropanoidov a kumarinov, alebo acetatova
cesta, ktora poskytuje najjednoduchsie fenoly a niekol'ko chindénov. Okrem toho existuje
eSte medzil'ahld metabolicka cesta, ktorej produktom su flavonoidy, ktoré st najdolezitej-
Sou a pocetnou skupinou zlicenin polyfenolov. Flavonoidy su predmetom tejto prace.
PresnejSie sa praca zaobera vybranymi flavonoidmi ato rutinom, hesperidinom, naringi-
nom, fenolpropanoidmi: dihydrokumarinom, eskulinom a escinom a derivatom antrachiné-
nu hypericinom. [1, s. 8142], [2, s. 58].

1.1 Flavonoidy

Flavonoidy st sekundarne metabolity rastlin. Prvykrat boli zaznamenané Robertom Boy-
lom v roku 1664. Kvéli ich vlastnostiam boli nazvané ako “vitamin P*, neskor bol tento
nazov zruseny. Flavonoidy st zodpovedné za farby, chute a vone, rovnako ako lakanie
alebo odpudzovanie hmyzu a mikroorganizmov. Su vynimo¢né tym, ze ziaden iny sekun-
darny metabolit nema tol’ko kl'icovych a réznorodych roli pri raste a vyvoji rastlin. Flavo-
noidy sa obvykle nachadzaju v rastlinach vo forme O-glykozidov v ktorych je pritomna
D-gluk6za, L-rhamnosa, D-galaktoza, L-arabindza, D-xyléza, D-apiéza alebo
D-glukuronovéa kyselina. Medzi r6znymi typmi rastlin, a dokonca aj medzi roznymi cas-
tami jednej rastliny existuju velké rozdiely v zlozeni flavonoidov. Ich ulohou je chranit’
rastlinu proti réznymi biotickym a abiotickym stresom. M6zu mat’ napriklad funkciu ako-
antioxidanty, antimykotika, fytoalexiny, ¢i ako prostriedky pri ochrane proti bylinozrav-
com, patogénom alebo ultrafialovym Ziarenim. V potraviniach rastlinného pdvodu bolo
identifikovanych okolo 4000 roznych flavonoidov. Najvac¢siu pozornost’ maju triedy flavo-
noidov s moznym zdravotnym prinosom (napr. flavonoly, flavony, katechiny, flavanony
a antokyanidiny) [1, s. 8143], [3, s. 220, 223, 397, 398], [4, s. 482], [5, s. 303], [6, s. 192]
[7,s.199].
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Flavonoidy sa z chemického hladiska radia do podtriedy polyfenolov a ich zakladna che-
micka struktura je odvodena od difenylpropanu alebo fenylchromanu. Charakteristicka
Struktaru mozno vidiet’ ha Obr. 1. Flavonoidy st tvorené dvomi substituovanymi benzéno-
vymi kruhmi (A,B), ktoré su spojené trojuhlikovym retazcom, ktory sa kombinuje
S kyslikom a dvoma atémami z benzénového kruhu (A) za tvorby treticho, Sest’ az sedem
¢lenného kruhu (C). Na zaklade tejto Struktary sa flavonoidy delia na podskupiny, vid’
Tab. 1 podl'a pripojenia kruhu B na kruh C; podl'a oxida¢ného stavu a funkénych skupin na
kruhu C [8, s. 3248], [9, s. 530], [10, s. 29].

R5 R4

Obr. 1. Vseobecna struktura flavonoidov a cislovanie [8, s. 3249]

V nasledujicej Casti prace budu strucne predstavené latky, ktoré si predmetom zdujmu

tejto Studie.
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Tab. 1. Podskupiny flavonoidov, ich chemické vlastnosti a vyznamné zdroje [5, s. 307],
[8, s. 3249]

Podskupiny _Pol_oha Eapr? ) PO.IOh.a dvoj- If un_kcne Vyskyt v potravinach
flavonoidov jenia B kruhu nej vazby na  skupiny na alebo napojoch
na C kruh C kruhu kruhu C
¢ervené hrozno, olivy,
cibul’a, kapusta, listovy
Salat, brusnice, cherry
3-hydroxy paradajky, zeleny
flavanoly 2 ziadna ' ; i
3-O-gallat  a ¢ierny caj, brokolica,
pomarancovy a grapef-
ruitovy dzus, ervené
vino
grepfruity,
flavanony 2 ziadna 4-0Oxo
pomarance
flavony 2 2-3 4-Oxo zeler, olivy, petrzlen
izoflavony 3 2-3 4-0Ox0 sOja
3-hydrox hrusky, jablka, ¢ervené
flavonoly 2 2-3 YRy : = .
4-Oxo a biele vino, zeleny caj
cerveng, fialové
antokyanidiny 2 1-2, 3-4 3-hydroxy a modré bobulovité
ovocie
1.1.1 Rutin

Rutin je flavonoid patriaci do podskupiny flavonolov. Z chemického hl'adiska je to diglu-
kozid polyfenolu quercetinu, pozri Obr. 2. Je to najcastejSie vyskytujiica sa glykozidicka
forma quercetinu. Rutin ma cytoprotektivne, gastroprotektivne, hepatoprotektivne, protiza-
palové a anti-diabetické vlastnosti, ktoré boli preukdzané v niekol’kych stadiach. Jeho vyu-
zitie je cCasté vzhl'adom ktomu, Ze sa pouziva Sa nalieCenie zvySenej lomivosti
a priepustnosti krvnych vlasocnic, Ktoré st sucastou mnohych choréb [11, s. 827],
[12,s. 783].
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HO

OH OH OH

Obr. 2. Chemicka Struktira rutinu [13]
Rutin mozno najcastejSie ndjst v mnohych typickych rastlinach ako je pohéanka, jablko,
paradajky, broskyna, pomaran¢ a ¢aj , ktoré chrania pred $kodlivymi G¢inkami ultrafialo-
vého Ziarenia B (UV-B) a chorob. Rutin sa javi ako zIty krystalicky prasok bez zapachu,
ktory je prakticky nerozpustny vo vode a zle rozpustny v alkohole [12, s. 784], [14, s. 73],
[15, s. 6452].

1.1.2 Hesperidin

Hesperidin je glykozid, ktory patri do podskupiny flavonénov. Jeho aglykon sa nazyva
hesperitin aje o nom zname, ze sprostredkovava ucinky hesperidinu v tele. Chemicka
Struktara je znazornena na Obr. 3, kde mézeme vidiet, Ze cukorna zlozka hesperidinu je
tvorena rutindzou (ramndza naviazand na glukozu). Hesperidin ma r6zne farmakologické
ucinky, hlavne protizapalové, antioxidacné, antireumatické a vykazuje
tiez anitimikrobialne vlastnosti. Vd’aka tymto u¢inkom je pouzivany ako podporna latka
pri lie¢be rakoviny prsnika, lymfedému, kardiovaskularnych chordéb, hemoroidoch a kico-
vych zil. Farmakologia a farmakokinetika hesperidinu nie st tplne objasnené [16, s. 241],
[17,s. 78], [18].

OH O

HO o0 Q
k 9 OH
CHj 0O 0 O
OH
OH OH OCHs

OH OH

Obr. 3. Chemicka struktura hesperidinu [19]

Hlavnym zdrojom su citrusové plody, hlavne pomarance, kde je hlavnym glykozidom.

Vyskytuje sa predovsetkym v oplodi a Supke, konkrétne v albede (vnitorna belava cast’
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oplodia citronovnikov alebo pomarancovnikov). Hesperidin je prasok zltohnedej farby,
ktory po rozpusteni V pyridine dava transparentny az mierne zakaleny roztok [7, s. 199],
[18], [19].

1.1.3 Naringin

Naringin patri medzi flavanonové glykozidy a vyskytuje sa predovsetkym v hrozne a
grepfruitoch. V greprfruitoch az z 90% prevlada naringin. Jeho obsah v plodoch narasta
a ustali sa az v dobe zrelosti, pricom jeden plod obsahu je od 1 az do 6 g. Jeho chemicka
Struktaru mézeme vidiet’ na Obr. 4. Naringin je intenzivne horka latka a teda zodpoveda za
horka chut’ grapefruitov. V literatre sa uvadza, Ze ma protizapalové, antioxida¢né, antira-
kovinové, antiaterogénne, hepatoprotektivne, a neuroprotektivne ucinky. Bolo preukazané,
ze dokaze stlmit’ expresiu alfa faktora nekrotizujuceho tumory (TNF-o) a transformujtci
rastovy faktor- (TGF-B), o ktorom bolo zistené, Ze bol zapojeny do patogenézy poranenia
pluc a plicnej fibrézy [7, s. 199-200], [20, s. 102].

Obr. 4. Chemicka Struktura naringinu [21]

1.1.4 Dihydrokumarin

Chroman-2-on oznacovany aj ako dihydrokumarin ¢i melitol a jeho derivaty maju Siroké
spektrum vlastnosti. Klasifikuje sa ako polyfenol patriaci do podtriedy fenolpropanoidov,
konkrétne medzi kumarinove derivaty. Z chemického hladiska obsahuje dihydrokumarin
pyranovy kruh pripojeny k benzénovému kruhu, ako vidiet na Obr. 5. V porovnani s
kumarinmi, dihydrokumariny sa v prirode vyskytuja zriedkavo [2, s. 58], [22, s. 2].
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O ~0

Obr. 5. Chemicka struktira dihydrokumarinu [23]

Hlavnym zdrojom dihydrokumarinu je Melilotus officinalis, ¢o je komonica lekarska. Dalej
sa nasiel v semenach Prunus mahaleb (Ceresna mahalebkova), v listoch jelenieho jazy-
ka celolisttho a vinych rastlindich. O prirodny dihydrokumarin je velky zaujem
Vv odvetviach, kde je potreba ovplyviiovat’ chut’ a vonu vyrobkov. Synteticky dihydrokuma-
rin sa pouziva ako bezna vona v parfumoch, do kozmetiky, pletovych vod, mydiel a ako
prichut’ v napojoch a zuvacich gumach. V koncentraciach vyssich nez 100 ppm sa nacha-
dza v zelatine, pudingoch, mikkych cukrovinkach, mrazenych mliecnych vyrobkoch
a pecive. Dihydrokumarinu st prisudzované protizapalové, imunologické a antioxidac¢né

vlastnosti. [22, s.2-4], [24, s. 740].

1.1.5 Escin

Escin alebo aescin je hlavna G¢inna latka zo stromu pagastan konsky. Escinom je nazyvana
prirodnd zmes triterpénovych saponinov. Escin existuje v dvoch forméch, a a 8, ktoré mo-
7u byt rozlisené podla: bodu topenia, Specifickej rotacie, hemolytického indexu a roz-
pustnosti vo vode. Beta-aescin je aktivna zlozka zmesi a je pritomna v hlavnych dostup-
nych farmaceutickych prostriedkoch. Jeho chemicku struktiru mézeme vidiet’ na Obr. 6.

[25, 5.183-184].

Obr. 6. Chemicka struktira beta-escinu [26]

Terapeuticky prinos escinuje je dobre zdokumentovany radmi experimentalnych vysku-

mov, ktoré ukazuju na jeho jednoznaéné protiopuchové, protizapalové a venoprotektivne



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

vlastnosti. To mu dava vyznamné klinické vyuzitie pri chronickej zilovej nedostatocnosti
(CVI), hemoroidoch a pooperac¢nych opuchoch. Okrem toho ma escin vynikajicu znaSan-
livost’. Beta-aescin sa pouziva aj v kozmetickom priemysle pri prevencii a uprave celuli-
tidy [25, s. 184], [26].

1.1.6 Eskulin

Eskulin ako dihydrokumarin patri taktiez do podtriedy fenolpropanoidov, konkrétne medzi
kumarinové glykozidy. Jeho chemicka Struktira je znazornend na Obr. 7, kde mozeme
vidiet, Ze sa skladad z cukornej zlozky glukézy a dihydroxykumarinu. Pouzivaja sa aj iné
nazvy ako aeskulin, eskulin hydrat alebo eskulozid. V poslednych rokoch sa dokazalo, ze
ma antimutagénne, antioxida¢né, protizdpalové a protinddorové vlastnosti. Taktiez vykazu-
je anti-diabeticku aktivitu. Eskulin sa vyuziva ako taxonomicky nastroj pri identifikacii
Sirokého spektra mikroorganizmov a to vd’aka tomu, Ze ho dok4Zu hydrolyzovat’. Stanovu-
ju sa tak rody Streptococcus a Listeria, anaerobne mikroorganizmy a tiez ¢el’'ad Enterobac-
teriaceae [27], [28, s. 119], [29, s. 26], [30, s. 2069], [31, s. 472].

HO
OH
OH HO o 0

Obr. 7. Chemicka Struktira eskulinu [32]

Kvoli nevyhovujucim fyzikalno-chemickym vlastnostiam ako je napr. obmedzend rozpus-
tnost’ vo vode, nizka hydrofobicita a zla kompatibilita s biologickymi membranami sa
eskulin modifikuje. PouZiva sa esterifikacia cukornej zlozky mastnymi kyselinami alebo
fenolovymi kyselinami. Eskulin je prirodzenou sucastou mnohych lieCivych rastlin, ale
vyskytuje sa najmé v pagastane konskom alebo v ¢akanke obycajnej. Je pritomny v mla-
dych stonkach, pricom koncentracia eskulinu sa zvySuje v obdobi neskorej jari a najvyssia

je v lete. Na jesen sa opat’ znizuje [33, s. 2249], [34, s. 766-768].

1.1.7 Hypericin

Hypericin sa bezne vyskytuje v 'ubovniku bodkovanom, ale vyraba s aj synteticky z antra-
chinénového derivatu emodinu. Jeho chemicka Struktura je znazornena na Obr. 8, kde

mozno vidiet, Ze sa sklada z idbnového paru hypericinového monoaniontu, kationu pyridinu
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a dvoch karbonylovych skupin v polohach C7 a C14. Hypericin sa nerozpusta vo vode,
oleji a vacsSine inych nepoldrnych rozpustadiel. Naopak — je rozpustny v alkalickych vod-
nych roztokoch, v organickych zasadach ako je pyridin, a polarnych organickych latkach,
vratane acetonu, ethanolu, metanolu, etylacetatu, methyl-ethyl ketonu. Hypericin dava roz-
tokom cCervené zafarbenie. Hypericin je tiez rozpustny v biologickych médiach, ¢o je moz-
né vd’aka tvorbe komplexu hypericinu s biologickymi makromolekulami. Tato vlastnost’ sa
pouziva vo fluorescenénych diagnostickych nastrojoch in vivo a v klinickych $tudiach

[35, 5. 233-234], [36, s. 206].

Obr. 8. Chemicka struktiira hypericinu [37]
Stadie uvadzaja, Ze hypericin ma antidepresivne, antineoplastické, protinadorové a antivi-
rusové (virus hepatitidy C a virus l'udskej imunodeficiencie) ucinky. Mechanizmy tychto

aktivit su stale do zna¢nej miery nevysvetlené [35, s. 233].
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2 HLAVNE ZDROJE STUDOVANYCH BIOAKTIVNYCH LATOK
A ICH FARMAKOLOGICKE UCINKY

Flavonoidy st velka skupina polyfenolickych zlucenin, ktoré sa vyskytuji bezne v rastli-
nach a lie¢ivych bylinach. Tato skupina obsahuje viac ako 8000 znamych zlu¢enin. Flavo-
noidy su pigmenty zodpovedné za odtiene Zltej, oranzovej a ¢ervenej farby v kvitnticich
rastlinach. Su tiez dolezité pre rast, rozvoj a obranu rastlin. Vac¢sina flavonoidov su biolo-
gicky aktivne a maju rdzne ucinky, ako napr. protizapalovy, antialergicky, antischemicky,
imunomodula¢ny ¢i protirakovinovy. Bolo dokazané, Ze taktiez inhibuju aj niektoré enzy-
my. V tejto kapitole sa budeme zaoberat’ bylinami ako si pagastan konsky, pohanka tatar-
ska, komunica lekarska, grep a l'ubovnik bodkovany, ktoré st zdrojom vybranych bioak-
tivnych latok a ich farmakologickymi u¢inkami [38, s. 42—43]. Pozornost’ bude venovana
predovSetkym bioaktivnym latkam, ktoré budu charakterizované v experimentalnej Casti

prace.

2.1 Pagastan konsky

Pagastan konsky, latinsky Aesculus hippocastanum, je vel’ky rychlo rastici strom, ktory
moze dosiahnut’ vysku az 36 metrov. Ma gul'oviti korunu a zelené listy, ktoré¢ st na okra-
joch pilovité. Kora je spociatku hladka a s narastajucim vekom hrubne a Ciasto¢ne sa odlu-
puje. Ma ruzové alebo biele kvety s malou ¢ervenou skvrnou a jeho semenom je gastan,
ktory je skryty v ostnitej tobulke. Povodom je z Gréckych hor, Bulharska, Kaukazu, zo
severného Iranu a Himalaji. Dnes je kultivovany v medzinarodnom meradle, najmi v Eu-
rope a Rusku ako najbeznejsi okrasny strom v ramci eurdpskych miest, parkov a lesov.
Gastany boli pouzivané v medicine po celé starocia. Indiani pouzivali ich opecené, olipané
a skasovatené semena, pri¢om ich lthovali vo vapne, aby boli menej toxické [39, s. 72],
[40, s. 14626], [41].

Semeno pagastanu, teda gastan obsahuje 3-6% escinu, d’alej eskulin, flavonoidy, konden-
zované taniny, chinin, steroly, mastné kyseliny (vratane kyseliny linolenovej, kyseliny
palmitovej a stearovej) a kumariny (vratane aesculetin, fraxinu a scopolinu). Za hlavnu
ucinnu latku sa povazuje escin, ktory posobi na kapilarnu membranu a normalizuje jej
vaskularnu permeabilitu [39, s. 74-75], [40, s. 14629].
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2.1.1 Farmakologické ucinky escinu

Escin existuje v dvoch formach a a B, ako uz bolo poznamenané v kapitole 1.1.6, pricom
beta forma je aktivna zlozka, ktora sa pouziva Vv lie¢ivach. St mu prisidené minimalne tri
farmakodynamické mechanizmy a to protizapalova ¢innost, ¢innost’ proti opuchom a ve-
noprotektivne vlastnosti. Vd’aka tymto ucinkom sa pouziva hlavne na lie¢enie CVI, ¢o je
syndrom charakterizovany porusenim mechanizmu navratu zilovej krvi z dolnych koncatin
do srdca. To sposobuje opuchy ndh, bolest’, atrofické zmeny koze a vredy. V dostupnych
Studiach, existuju presved¢ivé dokazy o tom, ze extrakt z pagastanu konského je uc¢inny v
lie¢be miernej az stredne t'azkej CVI a jeho ucinky mézu byt’ ekvivalentné ku kompresnym
pancucham. Vacsina $tadii bola vykonana s extraktom pagastanu konského s obsahom
priblizne 70% escinu. Existuje jasny dokaz, Ze ¢im vyssi je percentudlny obsah aktivnej

zlozky, tym je vyssia terapeuticka G¢innost’ [25, s. 184], [39, s. 73-74].

Bolo preukazané, Ze escin je ucinny v prevencii tvorby edému na zapalovych modeloch,
ktoré reprodukuju pociatocnu exudativnu fazu. Je to napriklad edém labky vyvolany sériou
drézdivych latok (ovalbumin, dextrdnu, bavinené pelety, karagén a bradykininu), serdzne;j
peritonitidy vyvolanej u krys injekciou formalinu a u mysi karagénanom. Naopak, nie je
ucinny v prevencii edému na zapalovych modeloch, ktoré reprodukuja neskoru prolifera-
tivhu fazu. To je napriklad edém vyvolany formalinom v labke modelovych krys a granu-
16m modelovych krys. Okrem toho nie je u¢inny ani v experimentalnych modeloch polyar-
tritidy. Escin dobre pdsobi proti znizeniu obsahu adenozintrifosfatu (ATP) a zvySeniu fos-
folipazy A2 zodpovednej za uvolnenie prekurzorov zapalovych mediatorov. Je tu okrem
toho znizena neutrofilna adherencia/aktivacia. To vSetko vedie k ochrane zil a znizenému

opuchu [25, s. 184-185].

V stadii, kde sa pacientovi s CVI merala hustota leukocytov, neutrofilov a makrofagov v
zapalovom vypotku bolo pozorované, ze po podani escinu (5 mg kazdych 12 h po dobu
7 dni) doslo ku 33 % znizenie hustoty leukocytov na jednotku plochy. Makrofagy sa znizili
priblizne 0 polovicu a boli nahradené neutrofilmi, ktoré sa zvysili o 46%. Tieto zistenia
naznacuji, ze escin modze ucinne zasahovat do bunkovej fazy zapalového procesu
[25, 5.185-186].

Venoprotektivne vlastnosti escinu boli potvrdené dosiahnutim Zilovej kontraktury
Vv izolovanych T'udskych povrchovych Zilach. Mechanizmus zvySenia Zilového tonusu je

spojeny so zvysenou tvorbu prostaglandinu F2a v T'udskych zilach. Kontraktura bola ma-
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ximdlna pri koncentracii 10° M, ale je celkom zrejma aj pri koncentraciach 10° az 107 M.

Tieto koncentracie mézu byt bezpec¢ne dosiahnuté po peroralnom podani [25, s. 186].

7 7 we

2.1.2 Farmakologické u¢inky eskulinu

Eskulin je kumarinovy derivat, ktory ma viac biologickych funkcii. Je to intestinalna proti-
zapalova, antioxidacnd, protinadorovaa anti-diabeticka aktivita. Diabetes mellitus je cha-
rakterizovany hyperglykémiou a je hlavnou pri¢inou morbidity a mortality po celom svete.
Abnormalne zvysenie hladiny krvného cukru spdsobuje oxidacny stres a vznik konecnych
produktov pokrocilej glykacie, ktoré su uzko spojené s diabetickymi komplikaciami. Dia-
betici maji zvysené riziko pre niekol’ko typov ochorenia obliciek, pricom prevladajucou
pric¢inou kone¢ného $tadia ochorenia obli¢iek u tejto poruchy je diabetickd nefropatia. Le-
karska terapia je pri tomto ochoreni neuspokojivéa a vyvolava neziaduce vedl'ajsie uc€inky.
Podl'a chemickych a farmakologickych vyskumov sa zistilo, Ze existuje rad bioaktivnych a
netoxickych latok, ktoré by sa mohli pouzit’ na lie¢bu diabetickej nefropatie. Stadie in vitro
ukazali, ze prave eskulin a jeho metabolit eskuletin inhibuje tvorbu koneénych produktov
pokrocilej glykacie. Tiez ma potencial pre zlepSenie citlivosti na inzulin a zmierfiuje oxi-
dacny stres. Ukazuje sa, ze eskulin zlepSuje diabetes indukovany dysfunkciou obliciek.
Stcasné experimentalne vysledky poskytuju terapeuticky dokaz o renoprotektivnych G¢in-

koch eskulinu a to ako in vitro, tak aj in vivo [30, 5.2069-2070, 2073-2075].

Stadia na antikarcinogénny ué¢inok eckulinu bola robena s aflatoxiom B1. Aflatoxin Bl
(AFBL1) je mykotoxin produkovany Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus. Je to naj-
toxickejsi aflatoxin a je povaZovany za najsilnej$i prirodzene sa vyskytujucich mutagén
a karcinogén. AFB1 a jeho metabolity zvySuju oxidaény stres buniek. Karcinogenéza zaci-
na peroxidéaciou lipidov, ¢o vedie k oxidaénému poSkodeniu plazmaticke] membrany.
K tymto poskodeniam v bunke alebo tkanive dochéadza, ked je koncentracia reaktivnych
foriem kyslika (superoxidovy radikal, hydroxylovy radikéal a peroxid vodika) generovany
v mnozstve, ktoré presahuje antioxida¢nu kapacitu bunky. Neenzymatické a enzymatické
antioxidnaty tvoria hlavny mechanizmus obrany bunky. AFB1 vyvolava zmeny najmé v
peceni a oblickach. Na zaklade stadie sa dokazalo, ze eskulin chrani oblickové bunky proti
nefrotoxicite vyvolanej AFB1 vychytavanim volnych radikalov a stimulaciou enzymatic-
kych aj neenzymatickych antioxidantov buniek. Vdaka antioxidacnym vlastnostiam

eskulinu bola troven peroxydacie lipidov znizena [29, s. 25-26, 30-31].
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2.2 Pohanka tatarska

Pohanka tatarska, latinsky Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn, patri medzi pseudocerealie.
Neobsahuje lepok a preto je odporac¢ana pre celiatikov. Pestuje a pouziva sa v horskych
oblastiach juhozapadnej Ciny (Sichuan), v severnej Indii, Bhutéane a Nepale. V Eurdpe sa v
sti¢asnej dobe pohanka tatarska pestuje ako plodina len v Luxembursku. Je to jednoro¢na
rastlina, ktora dosahuje vysku 40 az 70 cm, vo vynimoénych pripadoch az 140 cm. Listy sa
dlhsie a tizke a okvetie ma nadych zelenkavej farby. Plodom je trojboka nazka, ktora je od
beznej pohanky asi Styrykrat dlhsia. Zrno pohanky obsahuje bielkoviny s vysokou biolo-
gickou hodnotou a vyvazenym zlozenim aminokyselin, relativne vysoké mnozstvo hrubej
vldkniny, vitaminy B1, B2, B6 a bioaktivne komponentyako st fytosteroly, skvalén, fa-
gopyritoly a polyfenoly. Polyfenoly maji délezita Glohu pri ochrane rastlin pred ultrafialo-
Vym ziarenim, patogénmi a bylinozravcami. Maju antioxidacné vlastnosti, ktoré moézu in-
hibovat’ peroxidaciu lipidov, d’alej znizuju kapilarnu krehkost’ spojenu s hemoragickymi
zmenami, znizuju vysoky krvny tlak a riziko arteriosklerdzy [15, s. 6452], [42, s. 4883]
[43].

V metanolovom extrakte pohanky boli najdené glykozidy flavonolov vratane rutinu, kver-
cetinu a kaemferol-3-rutinozidu, ako aj stopové mnozstva flavanolov triglykozidov. Po-
hanka tartarska je hlavnym zdrojom rutinu a obsahuje vyssie koncentracie rutinu v porov-
nani s beznou pohankou, inymi obilninami a oproti va¢sine ovocia a zeleniny. Zrna beznej
pohéanky obsahuju asi 10 az 30 mg rutinu na 100 g suchej hmotnosti, zatial’ ¢o zrno pohéan-
ky tatarskej obsahuje asi 1-2 g rutinu na 100 g suchej hmotnosti [15, s. 6452],
[42, s. 4883], [44, s. 99].

2.2.1 Farmakologické ucinky rutinu

Zivé organizmy nie s schopné syntetizovat’ rutin. Rutin sa do tela dostava pomocou priji-
mania rastlinnych produktov ako je ovocie, zelenina, Cajové listky, kavové zrna, atd’. Nie-
kol’ko liekov obsahujucich rutin alebo jeho chemicky modifikované analogy je v sucasnej
dobe k dispozicii na farmaceutickom trhu. Napriklad pripravok “Askorutin® je pontikany
vo forme tabliet s obsahom rutinu (0,05 g) a kyseliny askorbovej (0,05 g). Je indikovany
pre prevenciu a komplexnu liecbu chordb spojenych so zvySenou priepustnostou ciev. Pri-
pravok “Troxerutin® obsahuje chemicky modifikovany rutin a vyraba sa vo forme gélu
a tabliet. Pouziva sa na kicové zily, CVI a modriny. Rutin sa tiez sa pridava do rdéznych

multivitaminovych pripravkov (napr. Arovit, vitaminy z Vitrum, Complivit, Undevit) a



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

preparatov, ako je Wobenzym, Influnet, Antigrippin, atd’. Rutin sa relativne zle absorbuje v
¢revach. Mikroflora dolného ¢reva gastrointestinalneho traktu hydrolyzuje rutin, jeho ag-
lykén quercetin a zvySok cukru, ktoré st nasledne absorbované stenou tenkého creva. Pri
peroralnom podani rutinu potkanom v jednorazovej davke 2,3 mg/kg sa absorbovalo pri-
blizne 20% z podanej davky. Rutin sa vylucuje zl¢ou a moom ako glukuronidy a sulfaty

do 48 hodin [14, s. 73-74].

Rutin je povazovany za vel'mi dobry antioxidant, pretoze je schopny viazat’ vol'né radikaly
a chelatovat’ kovové iony, ktoré mozu iniciovat’ tvorbu volnych radikalov kysliku.
Vlastnost’ rutinu viazat’ vol'né radikaly hra dolezita ulohu pri ochrane DNA pred r6znymi
druhmi oxida¢nych poskodeni. Rutin inhibuje peroxidaciu lipidov, ¢o je jeden z hlavnych
faktorov pri vyvoji roznych kardiovaskuldrnych a neurodegenerativnych ochoreni. Na za-
klade toho moze byt rutin u¢inny pri lieCeni aterosklerdzy. Rutin tieZ inhibuje xantinoxi-
dazu, ktoréd sa zucastiiuje v reakciach, ktoré vedu k oxidacnému poskodeniu (ischemicko-
perfuzny syndrom). Aglykon rutinu je tiez schopny znizovat riziko vzniku a rozvoja is-
chemického a reperfuzneho poskodenia znizenim aktivity indukovanej syntazy oxidu dus-
natého (NOS). Bolo tiez preukazané, Ze aglykon rutinu moze inhibovat agregaciu krvnych

dosticiek, ¢im sa znizuje riziko tvorby trombu.

Rutin méze byt tieZ pouzity ako protizépalova latka, pretoze vychytdvanim volnych radi-
kalov zabranuje indukcii zapalovych cytokinov. To je dovodom jeho Uc€innosti pri lieCeni
chronickych zapalovych ochoreni. Je tiez antagonistom proteinu kalmodulinu, ktory spro-
stredkovava prenos Ca®" iénov cez bunkové membrany a iniciuje intracelularne procesy.
To vyvolava inhibiciu kalmodulin-dependentnych bunkovych enzymov (ATP-azy a fos-
folipazy) a zaroven ovplyviiuje priepustnost’ bunkovych membran. Rutin teda méze inhi-
bovat’ fosfolipazy, ktoré katalyzuju premenu kyseliny arachidonovej. Kyselina arachido-
nova je pritom hlavny substrat pre vyrobu latok, ako sii tromboxany a mediatory zapalu

(prostaglandiny, leukotriény).

Tumor necrosis factor alpha, tumor nekrotizujtci faktor alfa (TNF-a), je jednym z hlav-
nych cytokinov a podiel'a sa na patogenéze chronickych zapalovych ochoreni. Aglykén
rutinu inhibuje vo vyznamnom rozsahu tvorbu TNF-a. Znizenie TNF-a v pritomnosti ruti-

nu demonstruje vplyv flavonoidov na schopnost’ regulovat’ imunitna odpoved’ [14, s. 74].
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2.3 Komonica lekarska

Komonica lekarska, latinsky Melilotus officinalis (L.), je rastlina vyskytujtica sa v Europe
a Azii. Je to dvojroéna aromaticka rastlina, 30 az 170 cm vysoka. Byva bohato vetvend
ama trojclenné listky sriedko zubatym az hladkym okrajom. Kvetenstvo vyrasta
Vv uzl'abine listov a nesie 20-60 kvetov. Kvety su zltej farby a maju zvonéekovy péatcipy
tvar. Kvety maju charakteristicka sladka vonu, Ktoraje odvodena od obsahu kumarinu.Jej
hlavné farmakologické vlastnosti su hypokoagulacné, anti-agregacné, antioxida¢néa hepa-
toprotektivne. Tiez chrani a obnovuje vnutorné steny krvnych a lymfatickych ciev a zabra-
nuje tvorbe trombov a embolie. Bolo experimentalne dokazané, ze komonica regeneruje
peceniovy parenchym a vd’aka vsetkym jej G¢inkom sa pouZziva ako lie¢iva bylina. Jej bio-
logicky aktivne latky boli detailne Studované. Obsahuje 0,4-0,9% kumarinu, Kyseliny
kumarinovej, dikumarol, dihydrokumarin, silice a polysacharidy. [45, s. 585], [46, s. 82].

7 s we

2.3.1 Farmakologické u¢inky dihydrokumarinu

Dihydrokumarin patri medzi kumariny a jeho derivaty, ktoré maju Siroké spektrum vlast-
nosti. Dihydrokumarin ma schopnost’ inhibovat’ niekol’ko I'udskych sirtuinov produkova-
nych génmi SIRT1 a SIRT2. Sirutiny su proteiny, ktoré reguluju délezité biologické drahy
u baktérii, archaea a eukaryotickych buniek. Studie nazna¢uji, ze Tudské sirtuiny mozu
fungovat’ ako vnutrobunkové regulaéné proteiny s mono-ADP-ribozyl-transferazovou akti-
vitou. Su zapojené do ovplyviiovania Sirokej skaly bunkovych procesov ako je starnutie,
transkripcia, apoptdza, zapaly a odolnost’ voci stresu, ako aj energeticka u¢innost’ a bdelost’
pocas nizkokalorickych situacii. Protein sirtuin 1 sa spajana s niekol’kymi chorobami, ktoré
stvisia s vekom, vratane diabetes, kardiovaskularnych chordb, neurodegenerativnych cho-
rob a rakoviny. Je to z dovodu, Ze sirtuin 1 podporuje prezivanie buniek, a tak chrani bun-
ky s poskodenou DNA pred opravou cez apoptozu [22, s. 2, 4], [47, s. 27], [48], [49].

Dihydrokumarin tiez zvySuje koncentraciu acetylovaného proteinu p53, ktory v buneénych
kultirach zvySuje hladinu apoptdzy. Protein p53 je vel'mi dblezity v mnohobunkovych
organizmoch, kde zabranuje tvorbe rakoviny, teda funguje ako nddorovy supresor. Aktivu-
je sa po poskodeni buniek a vyvolava mnozstvo bunkovych odpovedi, ako je repardcia a

prezivanie buniek, alebo programovana smrt’ bunky [22, s. 4], [50, s. 57].

Zistilo sa, ze substituované dihydrokumariny maji vd’aka svojej zakladnej Struktare pre-

dispoziciu spravat’ sa ako vyborné antioxidanty. Niektoré substituované dihydrokumariny
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st zobrazené na Obr. 9. Dihydrokumarin nachadzajuci sa v Aloe vera (1) pdsobi ako antio-
xidant, a rata sa s jeho vyuzitim ako imunomodula¢ného lie¢iva na imunitny systém. Moze
vyvazit uroven fyziologickej hladiny reaktivnych kyslikovych druhov, ktoré mézu byt
uzitocné pre udrzanie homeostazy. Substiované dihydrokumariny (2,3) vykazuju relativne
vysoku cytotoxicku aktivitu proti trom l'udskym karcinogénnym bunkovym linidm, a to

pecene (HepG2), kréka maternice (HELA) a hrubého ¢reva (HCT116) [22, s. 4].
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Obr. 9. Niektoré zo subtituovanych dihydrokumarinov [22, s. 5]

2.4 PLubovnik bodkovany

LCubovnik bodkovany, latinsky Hypericum perforatum alebo tiez svitojanska bylina. Po-
chadza z Eurdpy, zdpadnej Azie a severnej Afriky a neskor bol rozsireny do Severnej a
JuZznej Ameriky a Australie. Je to vacSinou nevetvenda 100 cm vysoka rastlina. Listy ma
vajcovitého alebo podlhovastého tvaru. Cubovnik je bohaty na kvety, ktoré su Zltej farby.
Plodom je tobolka. Uz Gréci a Rimania zdokumentovali jeho pouZitie v lie¢be nervovych
porach. Vytazky z 'ubovnika bodkovaného obsahuju viac ako 25 bioaktivnych latok. Za
hlavné u¢inné komponenty 'ubovnika bodkovaného st povazované hypericin, pseudohy-
pericin a hyperforin. Obsahuje aj iné rastlinné zloZky (napr. flavonoidy a ich derivaty, de-
rivaty xantinu, amentoflavon, biapigenin, éterické oleje), ktoré mézu mat’ antidepresivne
ucinky. Aby sa pochopili G€inky tychto zloZiek samostatne alebo v kombindcii, je potrebny

dali vyskum [51, s. 2249], [52, s. 128] [53].

Uvadza sa, ze 'ubovnik ma protizapalové, upokojujtice, analgetické a hojivé vlastnosti.
Tiez sa pouziva ako diuretikum. Navyse laboratorne testy ukazuju, Ze 'ubovnik bodkovany
ma antivirusovu aktivitu. Najprv sa predpokladalo, ze hypericin je zodpovedny za antidep-

resivny u¢inok 'ubovnika bodkovaného, avsak nedavne experimentalne a klinické vysku-
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my ukazali, ze hyperforin je hlavna zlucenina, ktora sa podiel’a na antidepresivnej aktivite.
Medzitym sa zistilo, Zze pseudohypericin a hypericin inhibuji niekol’ko zapuzdrenych viru-
sov in vitro, vratane virusu herpes simplex a virusu nedostatku I'udskej imunity 1 (HIV-1)
[52, s. 128].

2.4.1 Farmakologické ucinky hypericinu

Medzi zakladné farmakologické ucinky hypericinu sa zaraduju ucinky protinddorové
a antivirusové. Mechanizmy tychto u¢inkov su stale v stave skimania. Pri oralnom poda-
vani sa hypericin resorbuje v ¢reve, bez toho aby bol metabolizovany. Na zéklade chemic-
kej struktary sa predpoklada, Zze sa bude vylucovat' do ZI¢e. V moci nebol detegovany
[35, s. 233, 240].

Virusové ochorenia a rakovina st jedenym z najvaznejsich zdravotnych a socialnych prob-
Iémov l'udstva. Hoci virucidna a antivirusova aktivita hypericinu a spdsob posobenia boli
siroko Studované, vysledky jeho in vivo a in vitro aktivity zostali sporné. Rovnako tak st
stale nejasné fyzikalno-chemické mechanizmy biologickej aktivity hypericinu na bunkovej
urovni. Je ale zname, Zze hypericin deaktivuje celt radu lipidov, ktoré tvoria obal virusov

[35, 5. 241].

Pocetné vyskumy d’alej ukazali, Ze hypericin je toxicky pre bunky zdravych tkaniv cicav-
cov a pre nadorové bunky po oZiareni viditeI'nym alebo ultrafialovym svetlom. AvSak $ta-
die 0 antiproliferativnych, antineoplastickych, protinadorovych a tumoricidnych u¢inkoch,
ktoré sa skiimali na bunkovych kultarach in vitro sa vztahujt len k hypericinu vo fotoakti-
vovanom stave. Ziadne cytotoxické Gi¢inky neboli pozorované, ked boli bunky chranené
pred svetlom, alebo ozarované v nepritomnosti hypericinu. Ina stadia uvadza, Ze cytocidny
ucinok hypericinu na svetle je zavisly na koncentracii @ ma cytostatické vlastnosti na nie-
kol’kych typov buniek aj v tme [35, s. 246].

Bolo tiez zistené, ze hypericin sa hromadi na povrchu malych nadorov, ktoré potom mézu
byt detegované pomocou fluorescencnych diagnostickych nastrojov. Pri nizkych koncen-
traciach hypericinu vzhl'adom Kk jeho vysokej citlivosti a Specifickosti je v dutych 'udskych
organoch, ako je mocovy mechur a zalidok, selektivnym nadorovym cinidlom. Vyssie
koncentracie hypericinu su podavané do dutych organov pri fotodynamickej terapii tychto
nadorov [35, s. 247].
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2.5 Grep

Grep je plod citronovnika rajského (Citrus paradisi), ktory vznikol krizenim jamajského
pomaranc¢ovnika (Citrus sinensis) a indonézskeho pomela (Citrus maxima). Je to celoro¢ne
zeleny strom, ktory rastie do vysky az 8 metrov. Listy st tmavo zelené a nikdy neopadava-
ji. Kvety maju 5 okvetnych listkov a su vel'ké asi 5 cm. Plodom je grapefruit, ktory ma v
priemere 10 az 15 cm. Duzina je delena na oddiely, jej farba je premenliva — od bielej, ru-
zovej az do Cervenej. Grapefruitovy strom roc¢ne rodi az 700 kusov grepu. Pestuje sa v
Brazilii, Texase, Kalifornii, na Floride alebo aj v Turecku a Spanielsku. Chut’ je zmesou
sladkosti a Stipl'avosti pomaranc¢a a kyslosti citrusovych plodov. Je bohatym zdrojom vita-

minu C a draslika [47], [54, s. 31].

Grepfruitovy extrakt sa sklada z flavonoidov naringinu, naringeninu, quercetinu, kaem-
pferolu, hesperidinu a furanokumarinu ako bergamotin ajeho derivaty. Koncentracia
flavonoidov a furanokumarinov v extrakte vykazuje zna¢nt variabilitu v zavislosti od po-
vodu, zrelosti, akosti surovin a podmienok skladovania. Pritomnost’ flavonoidov je roz-
dielna aj v samotnom plode podl'a toho, ¢i sa jedna o flavedo, albedo, duzinu alebo seme-
no. Flavedo je vonkajsia vrstva plodu a vola sa tak podl'a svojej charakteristickej zltej far-
by. Vnutorna mikka vrstva je biela a nazyva sa albedo. Pri porovnavani koncentracie
a rozdeleni naringinu, naringeninu, bergamotinu a 6, 7-dihydroxybergamotinu medzi Cer-
stvymi odrodami bieleho a ¢erveného grapefruitu sa zistilo, Ze extrakty z bieleho grapefru-
itu vykazovali vyssie koncentracie naringinu, bergamotinua 6, 7-dihydroxybergamotinu,
a Vv duzine Cerveného grapefruitu. VSeobecne biele grapefruity vykazujii vyssi obsah narin-
ginu, bergamotinu, a 6, 7-dihydroxybergamotinu v porovnani s ruzovymi alebo ¢ervenymi
odrodami [55, s. 250, 253].

2.5.1 Farmakologické u¢inky naringinu

Naringin ma viac farmakologickych ucinkov vratane antioxida¢ného, protizdpalového
a taktiez vyrovnava vysoku hladinu cholesterolu. Okrem toho ma naringin tiez antidiabe-
tické, antiapoptotické a kardioprotektivne vlastnosti. Chrani srdcové bunky H9c2 pred zra-
neniami indukovanych vysokym obsahom glukézy a to blokdciou mitogeneticky aktivova-

ného proteinu kinazy [56, s. 293].
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Diabetes mellitus je choroba, ktorej znakmi st aj nehojace sa vredy, ktoré mézu viest’ az k
syndromu diabetickej nohy. Liecenie syndromu je vel'mi zlozité a neexistuje nan univer-
zalny liek. Sucasné lieky si nedostacujuce, preto je potreba novych terapeutickych latok s
minimalnymi vedl'ajsimi u¢inkami. VSeobecne plati, ze tento syndrom vyznamne ovplyv-

nuje kvalitu zivota pacientov [20, s. 101-102].

Utinnost’ naringinu na hojenie vredov sa studovala na krysach, ktorym sa chirurgicky po-
ranila ich zadna labka. Diabetes mellitus bol indukovany streptozotocinom. Lie¢ba narin-
ginom vyznamne zmensSila oblast’ rany a vyznamne zvysila rychlost’ jej kontrakcie. Tiez
zvysila Groven prirodzeného antioxidantu superoxid dismutazy a glutationu a hladinu mye-
loperoxidazy, ktora pomaha neutrofilom k likvidacii baktérii a inych patogénov. Naringin
tieZ znizuje hladinu glukozy v krvi, zlepsuje antioxidaény status, expresiu niektorych zapa-
lovych mediatorov ako TNF-a a expresiu rastovych faktorov, ¢o vedie k mensim onesko-

reniam v hojeni chronickych diabetickych vredov [20, s. 103-106, 111].

Naringin spolu s hesperidinom a jeho vo vode rozpustnym derivatom G-hesperidinom sa
ukazal byt’ ucinny pri liecbe krvného tlaku a mozgovej trombodzy. Predpoklada sa, Ze oxid
dusnaty (NO) prispieva k prevencii patogenéze kardiovaskularnych ochoreni. Reaktivne
formy kyslika znizuji biologicktl dostupnost’ NO a oxidacny stres sposobuje endotelidlnu
dysfunkciu, progresivne aterogenézy a trombdzy. Silné antioxida¢né vlastnosti hesperidi-
nu, G-hesperidinu a naringinu mo6zu modulovat’ inaktivaciu NO a chranit’ funkciu endotelu
pred reaktivnymi formami kyslika. Endotelidlna funkcia bola vyrazne zlepSend podavanim
tychto doplnkov. ZvySenim biologickej dostupnosti NO mozu tieto latky prispiet’ svojim

priaznivym vplyvom na mechanizmy hypertenzie a trombézy [57, s. 1272, 1276].

2.5.2 Farmakologické u¢inky hesperidinu

Hesperidin je diglukozid a z toho dovodu sa nevstrebava v tenkom creve ako monogluko-
zidové flavonoidy. Absorbuje sa cez hrubé ¢revo, kde ho pred absorpciou ¢revna mikroflo-
ra fermentuje na vol'ny hesperitin. Ten potom prechadza cez ¢revnt stenu do krvného obe-
hu. Hesperitin je aglykon hesperidinu. Pri fermentacii mézu vznikat’ aj iné latky ako napr.
kyselina p-hydroxyfenylpropionova, kyselina p-kumarova, kyselina p-hydroxybenzoova a
kyselina fenylpropionova. Po absorpcii hesperitin 'ahko glukuroniduje, vé¢sinou na hespe-
ritin-7-O-glukuronid. Terapeuticky uzito¢né vlastnosti hesperidinu st antioxida¢né, neu-
roprotektivne a vykazuje aj protinadorovu aktivitu. Jeho aglykon hesperetin ma najmé an-

tioxida¢né a antivirusové ucinky [18], [58, s. 103].
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Pri vySetreni kvasiniek pre dlhovekost’ bolo zistené, ze hesperidin bol schopny zvysit’ akti-
vitu Sir2 génu (P'udsky homolog je SIRT1) a superoxidu dismutazy, ¢o vedie K nizsej tvor-
be reaktivneho kyslika. Bolo tiez zisten¢, ze zvysuje zivotaschopnost’ neurdlnych hrebeno-

vych buniek [18].

Hesperidin ma aj antidepresivny ucinok — bolo zistené, ze blokuje 5-HT 1A receptor. Mdze
byt preto predmetom zaujmu pre liecenie depresivnych portach. Na patogenéze depresie sa
podiel'a primarne alebo sekundarne aj oxidac¢ny stres. ZvySenie oxida¢ného stresu svedci
0 strate antioxida¢nej obrany, ¢o je spojené so zvySenou citlivostou na peroxidaciu lipidov.
Predklinické studie naznacuju, ze antioxidanty (zachytavace radikalov), ako napriklad hes-

peridin alebo hesperitin mézu mat’ aj touto cestou antidepresivny t¢inok [58, s. 103].

Castym dovodom neschvélenia lie¢iv je ich hepatotoxicita. Napriklad cytostatikum cyk-
lofosfamid (CYP) indukuje hepatotoxicitu, o com sved¢i vyrazné zvySenie hladiny zapalo-
vych cytokinov, sérovych transaminaz, oxidu dusnatého a peroxidacia lipidov v peceni.
Hesperidin vykazuje silny ochranny G¢inok pecene pred CYP a nim vyvolanému oxidac-
nému stresu a zapalu, ktory vedie k hepatotoxicite. Je dokazané, ze hesperidin uplatiiuje
svoj ochranny u¢inok proti CYP-indukovanej hepatotoxicite prostrednictvom regulacie
PPAR (receptor aktivovany proliferatorom peroxizémov) a odstranenim zapalu a oxidac-
ného stresu. CYP sa inak bezne pouziva pre liecbu réznych druhov rakoviny a ako imuno-

supresivne ¢inidlo pre organové transplantacie [59, s. 717-718].
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3 VYSOKOUCINNA KVAPALINOVA CHROMATOGRAFIA

Vysokou¢inna kvapalinova chromatografia, high-performance liquid chromatography
(HPLC) je separa¢na metdda. Je to vel'mi oblibena a pouzivana metdda pre kvalitativnu
a kvantitativnu analyzu vzorky. Principom HPLC je, Ze vzorka sa prenesie medzi dve ne-
mieSatelné fazy, mobilna (pohyblivll) a stacionarnu (nepohyblivil). Podl’a afinity jednotli-
vych zloziek je potom vzorka rozdelena medzi tieto fazy. V pripade HPLC je mobilna faza
kvapalina a stacionarna faza je tuhd latka alebo kvapalina, ktord je prichytena na tuhom
nosi¢i. HPLC sa potom moze klasifikovat’ podla pouzitej stacionarnej fazy na normalnu
a reverznu (RP-HPLC). Pri RP-HPLC ma stacionarna faza nepolarny charakter a via¢sinou
to byvaju zltceniny s dlhymi uhlikatymi retazcami naviazané na nosi¢och. Mobilna faza je
naopak polarna, byvaju to va¢sinou vodné roztoky kyselin ¢i zasad, alebo pufer, popripade
ich zmesi s polarnymi organickymi rozptastadlami. Chromatografia na normalnej faize ma
potom mobilnu fazu nepolarnu a stacionarnu fazu polarnu. Existuju aj d’alsie mechanizmy
chromatografickej separacie ato napr. na zaklade adsorpcie, réznej rozpustnosti, podla
idnovej vymeny ¢i $pecifickych interakcii [60, s. 10, 25], [61, s. 11, 101, 134].

3.1 InStrumentacia HPLC

HPLC sa vSeobecne skladd zo: zasobnikov mobilnej fazy, odplynovaca, vysokotlakého
¢erpadla, davkovaca vzorku (autosampler alebo manualny davkovaci ventil), chromatogra-
fickej kolony, detektora a zariadenia ktoré vykonava zber dat pomocou pocitaca so softwé-

rom, ako mézeme vidiet’ na Obr. 10.

| | ig:g Vzorka [
szokoﬂaké Dévkovad l d h Detebior
Cerpadlo
Chromatograficka

Zasobnik kolona Zber dat

Odpad

Obr. 10. Schéma vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie [62]

Tato skladba sa méze potom individuélne 1iSit’. Priebeh analyzy spociva v cerpani mobilne;j

fazy zo zasobniku cez odplyiiovac¢ do vysokotlakového Cerpadla. Mobilni fazu moéze tvorit’
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jeden roztok, ktorého zloZenie sa poCas analyzy nemeni (izokraticka eltcia), alebo viac
roztokov (gradientova eltcia). Pri gradientovej elucii je potom este pred ¢erpadlom zara-
deny zmiesavac, kde dochadza ku zmieSaniu roztokov. Mobilna faza d’alej putuje cez dav-
kovac vzorku do kolony, ktora je napojena na detektor. Detektor potom posiela informacie
do pocitaca, kde sa vyhodnocuji. Vzorka z detektoru ide do zberu jednotlivych frakeii
[61, s. 32-33].

Detektor je komponenta, ktord premiena fyzikalny alebo chemicky atribut do merate'ného
signalu, ktory zodpoveda koncentracii alebo identite. NajpouzivanejSimi detektormi st
refraktometricky (RI1), spektrofotometricky (UV-VIS, DAD), detektor evaporativneho roz-
ptylu svetla (ELSD), fluorescencny detektor (FL) ahmotnostny detektor (MS).
[63,s.1131-1132].

3.2 Zakladné chromatografické charakteristiky

Medzi zékladné charakteristiky HPLC patri: retenény cas alebo objem (tr/VR), vyska (h)
a sirka piku (W), pocet teoreticky poschodi (N), asymetria pikov (As), rozlisenie pikov (Rs),

retenény faktor (k) a iné.

3.2.1 Reten¢ny ¢as a objem

Kazda separovana latka ma svoju zakladnu charakteristicku veliinu a tou je retencny cas.
Je to Cas, ktory je potrebny k dosiahnutiu maxima elu¢nej krivky (vrchol piku) od nastreku
vzorky. Retenény Cas je kvalitativnou charakteristikou latky. Retencény objem je oproti
tomu celkovy objem mobilnej fazy, ktory pretecie za tento ¢as kolonou. Medzi retenénym

¢asom tr a retencnym objemom VR existuje vzt'ah:
VR = Fm X tR (1)

kde Fm je objemovy prietok mobilnej fazy a vacsinou je udavany v ml/min. Existuje eSte
tzv. mitvy Cas a objem kolony. Ten je definovany ako Cas (objem) latky, ktora nie je na
kolone zadrzovana, a teda sa pohybuje rovnakou rychlostou ako mobilna faza. Tato latka

je teda inertna k stacionarnej faze [61, s. 12].

3.2.2 Pocet teoretickych poschodi

Utinnost’ chromatografickej separacie pri izokratieckej elcii sa uréuje poétom teoretic-
kych poschodi. Vyjadruje teda kvalitu separacie. Cim vys3i je pocet teoretickych poschodi,

tim je tato koldna ucinnejsSia. Zjednodusene sa pocita pomocou rovnice:
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N = konst (%R)2 (2)

kde w je Sirka piku v jeho prislusnej vyske. Existuje viac rovnic pre vypocet, najcastejSie
sa potom pouziva vypocet s polovicnou Sirkou piku Wso. Pocet teoretickych poschodi nie je
konstatna veli¢ina pre konkrétnu kolonu, ale zavisi aj od retenéného faktora (vid’. 3.2.3)
aod stavu stacionarnej fazy. Pri gradientovej eltcii je potom mierou ucinnosti veli¢ina
nazvana kapacita separacie (np). Vyjadruje pocet pikov, ktoré v urcitom ¢asovom useku

mozu mat’ na zakladnej linii rozliSenie 1,5 [61, s. 14-16, 30].

3.2.3 Retenény faktor

Retencny faktor K je mierou retencie delenych latok. Pocita sa pomocou mitveho ¢asu (tm)

alebo mftveho objemu (Vwm) kolony (Rov.3):

tp—ty Ve— Vy

k =
tm Vu

(3)

Z uvedenej rovnice vyplyva, Ze vSetky latky stravia v mobilnej faze rovnaky Cas a rozdiel
teda vznika na stacionarej faze. Tato veli¢ina sa pouZziva na ako charakteristika pri izokra-
tickej chromatografii. Pri gradiente je zavedeny retencny faktor ke, ktory je priemernou
hodnotou k behom gradientovej elacie. Ten sa potom pocita podl'a Rov. 4:

1
‘e =23 %1, )

kde by je strmost’ gradientu [61, s. 13, 29].

3.2.4 Asymetria a rozliSenie pikov

Dal3im vyjadrenim kvality separacie je asymetria pikov. T4 sa vyjadruje dvoma spdsobmi,
a to bud’ faktorom chvostovania (Tr) alebo faktorom asymetrie. Faktor chvostovania je de-
finovany ako Sirka piku v 5 % vysky ku dvojnasobku $irky piku vzostupnej asti (f). Faktor
asymetrie zase ako pomer Sirky zostupnej Casti piku (t) k vzostupnej ¢asti piku (f) v 5 alebo

10 % vysky piku. Grafické znazornenie mozno vidiet' na Obr. 11
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Obr. 11. Grafické znazornenie vypoctu asymetrie piku [61, s. 17]

V idealnom pripade je asymetria piku rovna jednej. Ked ddjde ku chvostovaniu je faktor

vy$$i ako jedna. Ak je niz$i potom dochadza ku fronotovaniu piku [61, s. 17-18].

Rozlisenie je parameter, ktory hovori ako kvalitne sa separuju zlozky vzorky. Udava, ¢i je
tato separacia dokonald, ateda rozliSenie dvoch susediacich pikov je rovné alebo vicsie
ako 1,5. Pri nedokonalom rozliSeni je tato hodnota mensia a dochadza k prekryvaniu pikov.

Vypocet rozliSenia sa 1isi u izokratickej a gradiantovej elucie [61, s. 25-26].

3.3 Validacia metod HPLC

V stcasnosti je pozadované, aby nové analytické metody boli v ramci kontroly kvality va-
lidované. Vysledky analytickych merani maja totiz silny dopad v praxi. Pojem validacia
znamena overenie alebo kontrola, ateda je to preukazanie toho, Ze pouzita metdda je
vhodna pre zamysl'ané pouzitie a jej pouzitim sa ziskaju relevantné data. Je to proces urce-
nia charakteristik, vratane obmedzeni metody a identifikacie vplyvov, ktoré¢ mézu menit’
tieto charakteristiky. Pre spravne vykonanu validaciu je kriticky vyber valida¢nych para-
metrov. Medzi valida¢né parametre podl'a ICH (The International Conference on Harmo-
nisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use)
patri: spravnost, presnost, opakovatelnost, reprodukovatelnost’, selektivita a Specifita,
limit detekcie, limit stanovitel'nosti, linearnost, rozsah arobustnost [64,s. 141-142],
[65, s. 2], [66, s. 7, 10].

3.3.1 Spravnost’

Spravnost’ je definovana ako tesnost’ zhody medzi vysledkom merania a uréenou referenc-

nou hodnotou. Rozdiel medzi touto referenénou hodnou a nameranim vysledkom sa nazy-
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va chyba vysledku a rozdiel medzi priemerom nameranych vysledkov a referenc¢nou hod-
notou zase odchylka. Pomocou $tatistiky sa potom testuje Statistickd vyznamnost’ velkosti
rozdielu medzi vysledkami merani a prijatou referencnou hodnotou. Tymto testom

sa zist'uje pritomnost’ alebo nepritomnost’ sustavnej chyby [64, s. 143-144].

3.3.2 Presnost’, opakovatel’nost’ a reprodukovatel’nost’

Presnost’ je hodnota, ktord udadva mieru tesnosti zhody medzi nezavislymi vysledkami sku-
Sok za predom Specifikovanych podmienok. Nezavisl¢ vysledky su také, ktoré su ziskané
bez ovplyvnenia akymkol'vek predchadzajucim vysledkom na rovnakej alebo podobnej
vzorke. Presnost’ moze byt’ vyjadrovana tiez ako opakovatel’nost’ alebo reprodukovatel’-

nost’ metody [65, s. 146].

Opakovatelnost’ je tesnost’ zhody medzi po sebe nasledujiicimi vysledkami merania tej
istej meranej veli¢iny za tych istych podmienok (rovnaka pouzita metoda, rovnaké labora-
torium a zariadenia, rovnaka vzorka, rovnaky pracovnik a kratke ¢asové rozmedzie). Opa-

kovatel'nost’ sa stanovuje za cielom kvantifikacie nahodnej chyby [64, s. 146], [65, s. 8].

Reprodukovatel'nost’ je definovand ako rozdiel medzi hodnotami po sebe nasledujucich
vysledkov merania rovnakej vzorky. Jednotlivé skusky st vSak vykondvané za rdznych
podmienok (iny pracovnik, zariadenie, miesto, ¢as ale rovnakd metdda). NajCastejSie sa to

realizuje medzi dvoma laboratdriami, ktoré si navzajom porovnavajua vysledky [64, s. 146].

3.3.3 Linearnost’

Linearnost’ vyjadruje schopnost’ metddy poskytnut prijatelnti linearnu korelaciu medzi
koncentraciou analytu vo vzorke a odozvou detektora. Linearnost’ teda hovori o zavislosti
signalu detektora na koncentracii analytu. Vseobecne sa jedna o priamkova zavislost. Li-

nearnost’ sa vyjadruje matematickou rovnicou:
y=kx+q (5)
kde g je usek na ose y a parameter k je smernica kalibra¢nej priamky. Pri vypocte hodnot
g a k sa vyuziva metdda najmensich Stvorcov [64, s. 149-150].
3.3.4 Limit detekcie a stanovitel’'nosti

Limit detekcie (limit of detection, LOD) odpoveda najmensej koncentracii stanovovaného
analytu, ktorého analyticky signal je Statisticky vyznamne odli$ny od Sumu. Limit stanovi-

tel'nosti (limit of quantification, LOQ) zase odpoveda koncentracii, pri ktorej je mozné


https://sk.wikipedia.org/wiki/Meranie
https://sk.wikipedia.org/wiki/Veli%C4%8Dina
https://sk.wikipedia.org/wiki/Podmienka
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kvantitativne vyhodnotenie S prijatelnou presnost'ou a spravnost'ou. Tieto hodnoty sa daju

matematicky vypocitat’ pomocou hodnoty Sumu (vyska piku) a smernice (b) podl'a rovnic:

3 X Sum

_2roum 6

LOD A (6)
10 X §

L0Q = # )

LOQ je véacsinou prvym bodom kalibraénej krivky [64, s. 151-152].

3.3.5 Selektivita a Specifita

Selektivita je schopnost’ danej metody dokazat’ stanovit prislusné jednotlivé analyty v zlo-
zitej zmesi bez toho, aby iné zlozky (matrica) ovplyviovali vysledok analyzy. Tyka sa to
mnohozlozkovej analyzy. Jednozlozkova analyza, ktora je vztiahnuta len na stanovenie
jedeného analytu bez vplyvu matrice, ma schopnost’ nazyvanu $pecifita. UrCuju sa porov-
navanim vysledkov analyzy ziskanych s ¢istym analytom a za pritomnosti vSetkych pred-
pokladanych realnych rusivych zloziek v mnozstvach odpovedajicich reédlnej matrici

[67,s. 9].

3.3.6 Robustnost’

Robustnost’ je miera schopnosti metddy stanovit’ spravne a presné vysledky aj pri malych
zmenach pracovnych podmienok. K tymto zmenam dochadza behom beZnej analyzy aj pri
dodrzovani pracovného postupu. Su to napr. 'udsky faktor, malé zmeny v pH roztokov,

vykyvy teploty, opotrebovanie kolony, stabilita analytu vo vzorke a pod [67, s. 22].

3.4 Vyvoj validacie

Validéacia metody pozostava z troch krokov:
» charakterizacia metddy, ktord zahrituje urcenie parametrov,

* porovnanie parametrov metody s poziadavkami na kvalitu vysledkov,

= ukoncenie validacie, ak sa objektivne dokaze, ze su splnené poziadavky kvality,

ktoré sa na vysledky merania klada.
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4 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

Pred zahajenim analyzy $tudovanych bioaktivnych latok bola urobena dokladna literarna
Studia, ktora poskytla prehl'ad chromatografickych podmienok, pri ktorych boli tieto latky
analyzované.Ciel'om bol ziskat’ prehl'ad o pouzivanych kolénach, mobilnych fazach a de-
tektoroch. Ziskané udajé st zhrnuté v Tab. 2. az v Tab 7. ktoré uvadzaji chroamtografické

podmienky analyzy rutinu, hesperidinu a naringinu, dihydrokumarinu, escinu, hypericinu a

eskulinu.
Tab. 2. Chromatografické podmienky analyzy rutinu wuvedené v publikdciach
[68, s. 154-155], [69, s.487], [70, s. 113], [71, s. 88], [72, s. 705]
Prietok
Typ elicie =~ Mobilna faza Typ kolény — Typ detek- mok')llnej Referencie
a jej teplota tora fazy
[ml/min]
ACN, kyselina : UV-VIS, V. |. Deineka
izokraticka Diaspher- 0,7
octova 110-C18 352 nm et al. (2004)
) A Spherio- UV-VIS, Eun Jin Lee
gradient voda, ACN 0,8
sorb ODS-2 210 nm et al. (2010)
ACN, voda- _
C18 Ascentis . :
: ortofosforecna DAD, 220- Agnieszka Kicel
gradient : Express; 1,4
kyselina 450 nm et al. (2015)
30°C
(99,5:0,5)
ACN, voda Hypersil UV-VIS, Jianging Liao
izokraticka 1,0
(85:15) C18; 15°C 254 nm et al. (2015)
: ACN, 0,4% ky-  Spherisorb DAD, Shujing Jiang
gradient 1,0
selina octova ODS2; 25 °C 254 nm et al. (2015)
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Tab. 3. Chromatografické podmienky analyzy naringinu a hesperidinu uvedené
Vv publikachiach [73, s. 5378], [74, s. 6554], [75, s. 2], [76, s. 108, 111], [77, s. 2],
[78,s.512], [79, s. 244]

Prietok
Typ eliicie =~ Mobilna faza Typ kolény  Typ detek- mot’)llnej Referencie
a jej teplota tora fazy
[ml/min]

0,1% kyselina DAD, me-
LUNA C18; ) 1.0 ]
gradientova  trifluéroctova, 3 dzi 190 a ' Jin Bae Weon
35°C etal. (2012)
metanol 400 nm

ACN, _
) Spherisorb DAD, .
gradientova 2% kyselina DS: 40 ° 1,0 S. Gorinstein
octovd ODS; 40 °C 285 nm et al. (2006)

Symmetry . .
DAD, Sun Yinshi
gradientova ACN, voda C18; izbova 1,0

280 nm
teplota et al. (2010)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sun%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20714303
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Tab. 4. Chromatografické podmienky analyzy dihyhdrokumarinu uvedené v publikdciach
[24, s. 740, 742], [80, s. 2], [81, s. 161]

Prietok
Typ eliicie  Mobiln fiza  1YP Kolény  Typ detek- mobilnej oo oo
a jej teplota tora fazy
[ml/min]
ACN s 0,05% Joao C. Gaspa-
: : C18 XBridge;
gradient kyselinou mrav- 25 o MS 200 retto et al.
¢ou, voda (2011)
voda, metanol,
_ Zorbax Joao C. Gaspa-
. ACN, kyselina ) DAD,
izokraticka Eclipse XDB 1,0 retto et al.
mravcia 274 nm
C18 (2011)
(65:30:5:1)
Zorbax y
: ACN, 0,1% ky- : Yang Rongjing
gradient Eclipse XDB MS 0,4

selina octova

C18; 35°C

etal. (2012)
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Tab. 5. Chromatografické podmienky analyzy escinu uvedené v publikaciach [82],
[83,s. 273, 375], [84, s. 243-244]

Prietok
. . o e Typ kolény Typ de- mobilnej .
Typ elticie Mobilna faza a jej teplota tektora fizy Referencie
ml/min

ACN,
) ) Hypersil C18;  UV-VIS,
gradient 0,2% kyselina fos- 1,0 (2009)
- 30 °C 203 nm
fore¢na
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Tab. 6. Chromatografické podmienky analyzy hypericinu uvedené v publikaciach
[85, s. 90], [86, s. 546], [87, s. 1013], [88, s. 599], [89, s. 4689]

Prietok
. o e Typ kolony  Typ detek- mobilnej .
Typ elicie =~ Mobilna faza a jej teplota tora fizy Referencie
ml/min

metanol, 1,56%,

fosfatovy pufer, Hypersily UV-VIS, Chen ML et al.
izokraticka 1,0
etyl acetat 0ODS2; 35 °C 590 nm (2003)
(4:1,9:1)

0,01 M triethy-

lamonium aceta-

RP C18, FL, Sonja Gadzov-
gradient  tovy pufer, me- o5 o 15 ska
tanol-ACN (5: 236 nm etal. (2005)

4)



http://www.sciencedirect.com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/S0981942805001294
http://www.sciencedirect.com.proxy.k.utb.cz/science/article/pii/S0981942805001294
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Tab. 7. Chromatografické podmienky analyzy eSkulinu uvedené v publikaciach [90, s. 869],

[91, s. 119], [92, 5. 1322], [93, S. 235]

Prietok
Typ eliicie ~ Mobiln fiza 1 YP Kolény  Typ detek- mobilnej oo o e
a jej teplota tora fazy
[ml/min]
metanolu,
: SUPELCOSI : :
. _ 0,1% kyselina UV-VIS, Zhihon Shi et al.
izokraticka L LC-18-DB; 0,9
fosfore¢na 357 nm (2007)
30 °C
(30:70)
Metanol, voda, )
. Hibar C18; Achyut Bhara-
_ . ladova kyselina UV-VIS, )
izokraticka izbova teplo- 1,0 dwaj S. et al.
octova 342 nm
ta (2011)
(30:70:0,1)
_ _ metanol, voda : UV-VIS, Rehana Hamid
izokraticka Acclaim C30 1,0
(70:30) 222 nm etal. (2014)
) Shaheed Re-
) 0,075% kyselina UV-VIS,
gradient RP C18 1,0 hman et al.
octova, ACN 338 nm
(2015)

Z vyssie uvedeného prehl'adu je mozno vidiet', Zze pri analyze bioaktivnych latok su predo-

vSetkym pouzivané kolony typu C18 a mobilna faza pozostava zo zmesi acetonitrilu, resp.

metanolu s puframi alebo vodou s pridavkom organickych kyselin ako napr. kyselina octo-

va alebo mravcéia. Podl'a ucelu st k detektcii pouzivané detektory UV-VIS alebo DAD. Pri

podrobnych analyzach, kde sa v rastlinnych extraktoch stanovuju aj latky zastupené

vV malych mnoZstvach, sa na detekciu vyuZziva aj hmotnostny spektrometer.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov.proxy.k.utb.cz/pubmed/?term=Rehman%20SU%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25713108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.proxy.k.utb.cz/pubmed/?term=Rehman%20SU%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25713108

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 43

5 CIELE DIPLOMOVEJ PRACE

Ciel'om diplomovej prace bolo vypracovanie prehl'adu, ktory sa zaobera bioaktivnymi lat-
kami z vybranych rastlinych extraktov, ich chemickou Struktarou a farmakologickymi
vlastnostami. DalSou ulohou bolo v experimentélnej Gasti vyvinit’ metodu pre analyzu
tychto bioaktivnych latok a ich kvantitativne a kvalitativne stanovenie a nasledné spraco-
vanie a vyhodnotenie dat. Pre stanovenie je vyuzita separa¢na metoda HPLC s UV-VIS
a DAD detektorom.
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II. PRAKTICKA CAST
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6 PRISTROJOVE VYBAVENIE A POUZITE CHEMIKALIE

6.1 Pristrojové vybavenie
Na vyvoj metody bol pouzity modularny kvapalinovy chormatograf pozostavajici
Z nasledujucich casti:

= Cerpadlo Waters 600E (Waters),

» odplynova¢ mobilnej fazy DeltaChrom™ VD 040 (Watrex),
= davkovaci ventil so sl'u¢kou 20 ul (Rheodyne),

= detektor UV 200 DeltaChrom™ (Watrex),

= program Clarity pre zber a vyhodnocovanie dat (Chromservis).

Po vyvinuti metédy bola analyza dokoncena na chromatografe Prominence UFLC od

Shimadzu. Chromatograficky systém bol zloZeny z jednotlivych komponent:

= Cerpadlo LC-20AD (Shimadzu),

» odplynova¢ DGU-20A5R (Shimadzu),

= autosamplér SIL-20A HT (Shimadzu),

= termostat CTO-20AC (Shimadzu),

» detektor diodového podla SPD-20A (Shimadzu),

» analyticka kolona XSelect® CSH™ C18 5 um (4,6 x 250 mm) (Waters),
= program LabSolution (Shimadzu).

6.2 Pouzité chemikalie a Standardy

6.2.1 Standardy

Eskulin hydrat (>98,0%, HPLC), (Sigma-Aldrich),
Hesperidin (>80%), (Sigma-Aldrich),

Rutin hydrat (>94%, HPLC), (Sigma-Aldrich),
Naringin (>95%, HPLC), (Sigma-Aldrich),
Dihydrokumarin (99%), (Sigma-Aldrich),

Escin (>95%), (Sigma-Aldrich),

Hypericin (Labicom s.r.0.).
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6.2.2 Vzorky

Etanolicky extrakt z komunice lekarskej,
Etanolicky extrakt z 'ubovnika bodkovaného,
Olejovy extrakt z 'ubovnika bodkovaného.
Etanolicky extrakt z pagastanu konského,
Glycerolovy extrakt z grepu,

Etanolicky extrakt z pohanky tatarske;j.

Extrakty dodala firma Nobilis Tilia s.r.o.

6.2.3 Chemikalie

Acetonitril pre HPLC, (Chem-Lab),
Metanol pre HPLC, (PENTA),
Kyselina octova (> 99,98 %), (PENTA),
Amonium acetat, (Chemapol),
Metylparabén (> 99 %),(Fluka),
Etylparabén (> 99 %),(Fluka),
Propylparabén (> 99 %),(Fluka),
Butylparabén (> 99 %),(Fluka),

Benzyl 4-hydroxy benzoat (> 99 %), (Fluka).

Pre celistvost’ prace boli namerané UV-VIS absorpéné spektra Standardov na pristroji Da-

taB photoLab 6600 UV-VIS. Nasledne boli tieto spektra vyhodnotené.

6.3 Priprava roztokov

Roztoky pre jednotlivé analyzy sa pripravovali rozpustenim Standardov v metanole. Po-

vodné rozpustadlo, 0,5% kyselina octova a acetonitril v pomere 85:15, bolo zmené

z dovodu zlej rozpustnosti rutinu a hesperidinu vo vys§ych koncentraciach. Zmenou roz-

pustadla sa nezmenila u¢innost’ separacie.
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6.3.1 Priprava roztokov pre kalibraciu a validaciu linearity

Navazenim jednotlivych Standardov (125 mg) arozustenim v metanole sa pripravilo
250 ml zmesného zasobného roztoku (rutin, hesperidin, naringin, dihydrokumarin
a eskulin) o koncentracii 500 mg/l. Potom sa tento roztok riedil na jednotlivé koncentracie
vid’. Tab. 8. Pred néstrekom boli roztoky prefiltrované cez filter o hrubke 0,22 pm (Milli-
pore).

Pre escin sa pripravil 10 ml zasobny roztok o koncentracii 1000 mg/l rozpustenim navazky
(10 mg) v metanole. Tento roztok sa d’alej riedil. Riedenim bolo ziskané 8 roztokov
0 objeme 5 ml a koncentracii 1000 mg/l az 20 mg/l. Pred nastrekom boli roztoky prefiltro-

vané cez filter o hriibke 0,22 um.

Koncentracie kalibra¢nych roztokov hypericinu sa pohybovali v rozmedzi 128 mg/l az
0,6 mg/l. Do 25 ml odmernej banky sa pripravil zasobny roztok hypericinu o koncentracii
128 mg/l. Tento roztok sa d’alej riedil. Pre koncentracie 1 mg/l a 0,6 mg/l bol pre riedenie

pouzity roztok 0 koncentracii 2,5 mg/l.

Tab. 8. Koncentrdacie kalibracnych roztokov

Kalibraéné roztoky

Zmes Escin Hypericin
Koncentracia Pipetovany | Koncentracia Pipetovany | Koncentracia Pipetovany
[mg/l] objem [ml] [mgl/l] objem [ml] [mg/l] objem [ml]
500 5 1000 5 128 5
400 4 750 3,8 64 2,5
300 3 500 2,5 32 1,25
200 2 250 1,3 16 0,6
100 1 100 0,5 6,4 0,3
20 0,5 50 0,3 2,5 0,1
25 0,25 30 0,2 1 2
20 0,2 20 0,1 0,6 1,2

6.3.2 Priprava roztokov pre validaciu opakovatel’nosti, presnosti a spravnosti

Pre stanovenie opakovatelnosti boli pripravené roztoky Studovanych extraktov. Pripravo-
val sa jeden zasobny roztok pre kazdy extrakt. Jednotlivé extrakty sa riedili do 5 ml od-

merny baniek roztokom metanolu a 0,5% kyseliny octovej v pomere 50:50. Pipetované
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mnozstva extraktov mézeme vidiet' v Tab. 9. Kazdy roztok sa nastrekoval na kolonu 6 krat

v kratkom ¢asovom useku.

Presnost’ a spravnost’ boli stanovené metdédou Standardného pridavku. Pripravovali sa
3 roztoky pre kazdy extrakt z ktorych sa kazdy nastrekoval na kolonu tri krat. Roztoky
extraktov sa d’alej riedili do 5 ml odmernych bank vid’ Tab. 9. Riedili sa roztokom meta-

nolu a 0,5% kyseliny octovej v pomere 50:50 do ktorého bol pridany prislusny Standard.

Tab. 9. Riedenie extraktov a ndavazky Standardov pre stanovenie prestnosti a spravnosti

Pipetovany objem Navazka Standardu [g]

Extrakt extraktu [ml] Puzity Standard na objem 10 ml
komunica 2 escin 0,0004
gastan 3 escin 0,1513
, rutin 0,0136
poliele 2 escin 0,0002
, , rutin 0,0017
Fubovnik 2 escin 0,0001
e 1 naringin 0,0176
grep hesperidin 0,0045

6.3.3 Priprava roztoku z olejového extraktu Pubovnika

Olejovy extrakt bol navazeny priamo do deliaceho lievika. Extrakt sa nasledne tri krat vy-
trepaval do 20 ml metanolu. Vytrepy sa potom premiestnili pomocou pipety do srdcovej
banky. Tam sa nechali 3 hodiny stat a nasledne sa prefiltrovali cez siran sodny do odparo-

vacej banky. V nej boli zakoncentrované za teploty kupele 40 °C na vakuovej odparke.
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7 VYSLEDKY A DISKUSIA

7.1 Vyvoj metody

Vyvoj metddy spocival predovsetkym vo vybere spravnej kolony, zlozeni mobilnej fazy,
vhodného gradientu a vinovej dizky pri detekcii stanovovanych latok. Ciefom bolo vyvi-
nat metodu, kde by boli piky jednotlivych analytov idealne separované, rozliSiteI'né

a symetrické s ohl'adom na reten¢ny cas.

7.2 Vyvoj analytickej metédy pre stanovenie hesperidinu, eskulinu, na-

ringinu, dihydrokumarinu a rutinu

Na pogiatku vyvoja metody sa pripravili roztoky o koncentracii 5 mg/ 100 ml. Standardy
boli rozpustené vo zmesi 0,5% vodného roztoku kyseliny octovej a acetonitrilu v pomere
85:15. Absorbancia tychto roztokov bola nasledne premerana na UV-VIS spektrometre,
aby sa pre jednotlivé $tandardy zistila optimalna vlnovéa diZka. Potom sa jednotlivé $tan-
dardy nastrekovali na kolénu. Koldna sa premyvala moblinou fazou zlozenou z 0,5% kyse-
liny octovej a acetonitrilu v pomere 85:15, aby sa zistil priblizny retenény ¢as tychto Stan-
dardov. Po tychto prvotnych zisteniach sa pripravila zmes, ktora obsahovala vSetky vyssie
uvedené Standardy: rutin, hesperidin, naringin, dihydrokumarin a eskulin. Koncentracia
kazdého $tandardu v zmesi bola 5 mg/100 ml a rozpustadlom bola znovu 0,5% kyselina
octova a acetonitril v pomere 85:15. Nasledne sa sktisali rozne metody, ktoré by viedli
Kk uspokojivej separacii vSetkych uvedenych analytov. Metédy 1 az 4 boli vykonané za
podmienok uvedenych v Tab. 10. pricom sa lisili gradientmi, ktoré st uvedené v Tab. 11 a

chromatogramy ziskané pri tychto analyzach st zvedené na Obr. 12 a 13.

Tab. 10. Chromatografické podmienky analyzy |

Kolona XSelect® CSH™ C18 5 um (4,6 x 250 mm)

Stanovovana latka rutin, hesperidin, naringin, dihydrokumarin a eskulin
A-0,5% vodny roztok kyseliny octovej

Mobilna faza B-acetonitril
C-metanol

Typ elucie gradient

Vinova dizka 285 nm




o
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Tab. 11. Gradienty pouzité pri vyvoji analytickej metody |

Cas Gradient mobilnej

Metoda Prietok mobilnej fazy [ml/min] |min ‘ fa

0-15 100 0
15-45 70 30
8 L0 45-50 0 100
50-55 0 100

60-90 100 0
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[kv]
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Obr. 12. Chromatogram metéd 1, 2 a 3 pri pouzity kolony XSelect®

Pri gradiente metody 1 (zeleny chromatogram) moézeme vidiet' nedostatoénu separaciu
analytov. Naringin a hesperidin sa zliali do jedného piku a dihydrokumarin tplne chyba.
Gradient bol upraveny vid’. gradient metody 2 (modry chromatogram). V metoda 2 sa zni-
zil podiel acetonitrilu 0 10 %. ZniZzenim podielu organického rozptstadla sa znizila elu¢na
sila a prediZil sa reten¢ny &as. Dosledkom toho sa predizil ¢as analytu v kolone ale napriek
tomu separacia nebola dostacujuca. V metdde 3 (Cerveny chromatogram) bol preto podiel
acetonitrilu znizeny o d’alsich 5 %. Napriek tomu sa narigin a hesperidin nepodaril odsepa-

rovat’. Tieto metddy nie st vhodné pre pouztie v praxi.

[kv]

Voltage

I

Time

T T T
20 25 30
[min.]

Obr. 13. Chromatogram metody 4 pri pouziti kolony XSelect®

Chromatogram metody 4 je podobny jako pri predchadzajucich metodach. Objavuja sa tu
len 3 piky, pravdepodobne eskulin, rutin a naringin ktory vychadza z kolony s hesperidi-
nom. V nasledujucich metddach sa preto zistovalo aké by na separaciu malo vplyv znize-
nie prietoku mobilnej fazy. Podmienky metod st uvedné v Tab. 12 a ich gradienty su uve-
dené v Tab. 11.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 52

Tab. 12. Chromatografické podminky analyzy 11

Kolona Kinetex 5 pm C18 100A (250 x 4,6 mm)

Stanovovana latka rutin, hesperidin, naringin, dihydrokumarin a eskulin
A-0,5% vodny roztok kyseliny octovej

Mobilna faza B-acetonitril
C-metanol

Typ elicie gradient

Vlnova dizka 285 nm

Na tejto koléne boli zopakované metédy 1 a metéda 3 len prietok bol znizeni na
0,8 ml/min. (¢ierny chromatogram) a nasledne az na 0,5 ml/min. (¢erveny chromatogram).
V chromatograme na Obr. 14 je vidiet’ pri vy$Som prietoku ¢iasto¢nu separaciu. Pri nizSom
prietoku 0,5 ml/min. sa objavil novy pik, pravdepodobne dihydrokumarin a hesperidin
S naringinom zostali spojené. Metddy nie su preto pouzitelné pre anylyzu tychto biologic-
ky aktivnych latok. Tieto metody 1 a 3 boli vyskusané aj na kolone Spherisorb S5 ODS2
a kolone SUNFIRE™ C8 5pm. Vysledok analyz na oboch kolonach bol neuspokojivy

a separacia bola zla. PouzZitie tychto kolon preto nie je vhodné.

Voltage
o

T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Tre frin]

Obr. 14. Chromatogram metody 3 so znizenym prietokom 0,8 ml/min. (Cierny chromato-

gram) a 0,5 ml/min. (Cerveny chromatogram) pouZziti kolény Kinetex

Pri metode 6 a 7 bola okrem dlhej doby anylyzy taktiez nedostato¢na separacia. Chromato-
grafické piky standardov sa zlievali a chvostovali. Pri metode 8 bola prvy raz dosiahnuta
uplna separacia analytov aj ked’ v ¢asovo narocnejsej analyze. Metoda bola d’alej modifi-
kovana, bol Ciasto¢ne znizeni celkovy Cas analyzy, upravil sa gradient a pre esSte lepsSiu

separaciu sa znizil prietok mobilnej fazy. Pristupilo sa aj k zmene kolony a vysledkom st
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podmienky uvedené v Tab. 13. Chromatogram standardov z tejto metddy je zobrazeny na

Obr. 15.

Tab. 13. Vysledné chromatografické podminky pre analyzu rutinu, hesperidinu, naringinu,

dihydrokumarinu a eskulinu (Metoda 1)

Vysledné podmienky analyzy (Metoda I)

Stanovovana latka
Typ kolony

Mobilna faza

rutin, hesperidin, naringin, dihydrokumarin a eskulin

XSelect® CSH™ C18 5 um (4,6 x 250 mm)
A-0,5% vodny roztok kyseliny octovej

B-acetonitril
Prietok mobilnej 0,8 ml/min
VInova dizka 190-370 nm
Cas [min.] A B
0 5 95
30 30 70
Gradient 35 100 0
40 100 0
45 5 95
50 5 95
mAU
150 =
1004 5
50 §
!
0_
0 10 S 20 30 40 50

min

Obr. 15. Chromatogram zmesi standardov rutinu, hesperidinu, naringinu, dihydrokumari-

nu a eskulinu analyzovany metodou 1
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7.3 Vyvoj analytickej metody pre escin

Roztok standardu escinu 0 koncentraci 5 mg/100 ml sa pripravil rozpustenim v 0,5% Kkyse-
line octovej a acetonitrilu v pomere 85:15. Najprv sme sa pokusili escin stanovit’ pomocou
metody | (stanovenie zmesi hesperidinu, eskulinu, naringinu, dihydrokumarinu a rutinu),
ale kvoli jeho rozdielnej absorbancii pri danej vinovej dizke sa to nepodarilo. Pri vyvoji sa
preto pouzila izokraticka metoda a optimélna vlnova dizka 203 nm. Meranie sa robilo na
koloéne XSelect® CSH™ C18 5 um (4,6 x 250 mm) a ako mobilna faza boli pouzité na-
sledujtce rozpustadla: A je 0,5% vodny roztok kyseliny octovej, B je acetonitril, C je me-
tanol a D je 10 mM amoénium acetat. Jednotlivé testované metody su predstavené v Tab. 14
a vysledné chromatografické podmienky s uvedené v Tab. 15. Chromatogram escinu je
uvedeny na Obr. 16 a je Z neho vidiet, Zze Standard escinu dodany Sigma-Aldrich sa vymy-

va v dvoch chromatografickych pikoch a je teda zmesou escinu a a escinu b.

Tab. 14. Podmienky pouzité pri vyvoji metody |l pre analyzu escinu. Rozpustadlo A je vod-

ny roztok 0,5% kyseliny octovej, B je acetonitril, C je metanol a D je 10 mM aménium ace-

tat.
Metoda Prietok mobilnej fazy [ml/min] A B C D
1 1,0 90 10 0 0
2 0,8 0 42 58 0
3 1,0 0 20 80 0
4 0,8 0 27 27 46
Tab. 15. Vysledné chroamtografické podminky pre analyzu escinu (Metoda I1)
Vysledné podmienky analyzy (Metoda II)
Stanovovana latka | escin
Typ kolony XSelect® CSH™ C18 5 um (4,6 x 250 mm)
B-acetonitril
Mobilna faza C-metanol
D- 10 mM amoénium acetat
Prietok mobilnej 0,8 ml/min
VInova dizka 203 nm
Izokraticka elicia Cas [min.| B C D
15 27 27 46
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mAU
ot © o
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min

Obr. 16. Chromatogram standardu escinu analyzovany metodou 11

7.4 Vyvoj analytickej metody pre hypericin

Pre analyzu sa pripravil zasobny roztok hypericinu o koncentracii 320 mg/l z ktorého sa
nasledne pripravovali roztoky 0 koncetracii 64 mg/l. Rozpustadlom bol metanol. Analyza
sa robila na koléne XSelect® CSH™ C18 5 um (4,6 x 250 mm) pri vlnovej dizke 590 nm.
Najskor bola vyskuSana gradientova metoda, kde mobilna faza pozostavala z metanolu
(A), acetonitrilu (B) a 10 mM amoénium acetatu (C). V ¢ase 0 bol podiel rozpustadla
A=70% aB =30 %. V case 15 minit A = 90 % a B = 10 %. Pomocou tejto metédy bol
hypericin stanovitelny, ale jeho pik chvostoval a rozdvojoval sa. Daliu a koneént, izokra-

ticki metddu mozno vidiet’ v Tab. 16.

Tab. 16. Vysledné chroamtografické podminky pre analyzu hypericinu (Metoda I11)

Vysledné podmienky analyzy (Metoda IIT)

Stanovovana latka | hypericin

Typ kolony XSelect® CSH™ C18 5 um (4,6 x 250 mm)
A-metanol
Mobilna faza B-acetonitril

C- 10 mM amonium acetat

Prietok mobilnej 0,8 ml/min
Vlnovi dizka 590 nm
Izokraticka elticia Cas [min.] A B C

10 36 54 10
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mAU
751 g
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Obr. 17. Chroamtogram standardu hypericinu analyzovany metodou 111

7.5 Optimalizicia vinovej dizky

min

Vinova dizka pre Metédu I (zmes rutinu, hesperidinu, naringinu, dihydrokumarinu a

eskulinu) bola nastavend na 280 nm. Escin, ktory sa stanoval Metodou II sa detekoval pri

203 nm a hypericin ktory sa stanovoval vlastnou metdédou pri 590 nm. Toto nastavenie

vychédzalo z udajov najdenych v literatire. Pre celistvost’ vyvoja boli v ramci diplomove;j

prace namerané a vyhodnotené aj UV-VIS absorpcné spektra, aby doslo k Uplnej optimali-

zacii metddy. Absorpéné maxima pre jednotlivé bioakticne latky su uvedené v Tab. 17.

Tab. 17. Absorpcné maxima pre jednotlivé bioaktivne latky

Standardy Absorp¢éné maxima A [nm]

rutin 206 258 358
hesperidin 207 228 284
naringin 229 285 -
dihydrokumarin 225 256 -
eskulin 208 225 335
escin 202 - -
hypericin 220 285 547 588
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Obr. 18. Absorpcné spektrum rutinu
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Obr. 19. Absorpcné spektrum hesperidinu
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Obr. 20. Absorpcné spektrum naringinu
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Obr. 21. Absorpcné spektrum dihydrokumarinu
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Obr. 22. Absorpcné spektrum eskulinu
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Obr. 23. Absorpcné spektrum escinu
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Obr. 24. Absoprcné spektrum hypericinu
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7.6 Test vhodnosti chromatografického systému

7.6.1 Test vhodnosti chromatografického systému

Test chromatografického systému zahfna vypocet teoretickych poschodi, asymetrie pikov
aich rozlisenie. K vypoftom boli pouzité chromatogramy kalibraénych roztokov

0 koncentracii 100 mg/1.

7.6.2 Pocet teoretickych poschodi

Pocet teoretickych poschodi bol pocitany podl'a vzorca:
2

t
N =554 x (—R> (8)
Wso

Tab. 18. Pocet teoretickych poschodi

Analyzovana latka tr [Min.] W50 N
hesperidin 28,78 0,162 174 842
eskulin 12,51 0,211 19 477
naringin 28,11 0,155 182 221
dihydrokumarin 37,10 0,122 512 344
rutin 25,1 0,147 160 979
escin a 7,5 0,245 5186
escin b 8,43 0,292 4613
hypericin 4,58 0,108 9 963

7.6.3 Asymetria pikov
Asymetria pikov bola pocitana podl'a vzorca faktoru chvostovania:

Wo,05
As == (©)

kde woos je Sirka piku v 1/20 jeho vysky a d je vzdialenost’ medzi kolmicou spustenou zo

stredu vrcholu piku a vzostupnou ¢astou v 1/20 jeho vysky
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Tab. 19. Asymetria pikov

Analyzovana latka Wo0,05 d As

hesperidin 0,375 0,159 1,18
eskulin 0,543 0,238 1,14
naringin 0,376 0,150 1,25
dihydrokumarin 0,23 0,103 1,12
rutin 0,348 0,141 1,23
escin a 0,318 0,132 1,20
escin b 0,776 0,334 1,16
hypericin 0,299 0,067 2,23

Vsetky piky bioaktivnych latok s vynimkou hypericinu mali hodnotu asymetrie vyssiu ako
1 ¢o znaci chvostovanie pikov, ale lezali do hodnoty 2 ktora sa je urcend ako hrani¢na.

Hypericin mal hodnotu asymetrického faktoru 2,23 ¢o vyjadruje uz zna¢né chvostovanie.

7.6.4 Rozlisenie pikov

Rozlisenie pikov bolo pocitané podla vzorca:

1,18 x (tg, — t,)

P (Wso, + wso,)

(10)

Z chromatogramu zmesi §tandradov (Obr. 15) je vidiet’ ze piky jednotlivych Standardov st
dobre separované atak netreba pocitat’ ich rozliSenie. Vynimku tvori pik naringinu
a hesperidinu, ktoré sa eluovali blizko seba. Rozlisenie bolo teda pocitané iba pre naringin
a hesperidin. Ich rozlidenie je 2,48 ¢o spiia podmienku Ze pri dobrej separacii ma byt vig-

Sie ako 1,5.
7.7 Validacia metod

7.7.1 Linearita

Pre stanovenie linearity bolo pouzitych 8 roztokov 0 rdznej koncentracii. Priprava roztokov
je opisana Vv kapitole 6.3.1. Kazdy roztok bol 3 krat nastreknuty na kolonu a pre kazda
koncentraciu bola vypocitana priemerna plocha piku. Zavislost’ koncentracie na ploche

piku bola vyhodnotend metodou linedrnej regresie.
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Kalibraéna zavislost’ pre rutin
Tab. 20. Parametre linedrnej regresie pre rutin
Koncentracia Priemerna %
! plocha piku Statistické parameter pre regresiu: y = kx + q
[mo/l] AU
20 166 585 Pocet bodov n=8 Odhad chyby
25 234 063 Smernica k=9179,45 + 118,06
50 458 195 Abs. ¢len g=-22510,73 +31055,29
100 881 259 Korela¢ny koef. r=20,9990
200 1799 956 Rezidualna odch. s =57 296
300 2 697 603
400 356 0796
500 4 662 687
= 600 -
b0
E
L 500 A
g 400 -
c
S
300 -
200 -
100
0 T T T T 1
0 1000000 2000000 3000000 4000000 5000000
Priemernad plocha piku [mAU]

Obr. 25. Kalibracna krivka pre rutin (metéda I)
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Kalibraéna zavislost’ pre hesperidin

Tab. 21. Parametre linedrnej regresie pre hesperidin

Koncentracia Priemerna

[mgl/l] plocha piku Statistické parameter pre regresiu: y = kx + q
[AV]
20 344 081 Pocet bodov n=8 Odhad chyby
25 475 436 Smernica k=18471,30 +204,67
50 943 597 Abs. ¢len q=-25818,30 +53836,13
100 1798 246 Korela¢ny koef.  r=0,9993
200 3655 339 Rezidualna odch. s =99 326
300 5463 366
400 7 202 586
500 9372522
= 600 -
oo
E
.g 500 -
£
g 400 -
c
N
300 -
200 -
100
0 T T T T 1
0 2000000 4000000 6000000 8000000 10000000
Priemerna plocha piku [mAU]

Obr. 26. Kalibracna krivka pre hesperidin (metoda 1)
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Kalibraéna zavislost’ pre naringin

Tab. 22. Parametre linedrnej regresie pre naringin

Koncentracia Priemerna

[mgl/l] plocha piku Statistické parameter pre regresiu: y = kx + g
[AV]
20 355 986 Pocet bodov n=8 Odhad chyby
25 490 450 Smernica k=19058,01 +217,97
50 965 742 Abs. ¢len q=-29862,91 +57 335,38
100 1 852 496 Korela¢ny koef.  r=0,9992
200 3 766 618 Rezidualna odch. s =105 782
300 5630 694
400 7423 154
500 9673490
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Obr. 27. Kalibracna krivka pre naringin (metoda 1)
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Kalibrac¢na zavislost’ pre dihydrokumarin
Tab. 23. Parametre linedarnej regresie pre dihydrokumarin
Koncentracia Priemerna 5
[mgl/l] plocha piku Statistické parameter pre regresiu: y = kx + g
[AU]
20 94 103 Pocet bodov n=8 Odhad chyby
25 99 709 Smernica k = 338,28 + 10,99
50 114 640 Abs. ¢len q=93468,24 +2889,55
100 131 167 Korela¢ny koef.  r=0,9940
200 163 949 Rezidualna odch. s=15331
300 190 051
400 235416
500 258 263
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Obr. 28. Kalibracna krivka pre dihydrokumarin (metoda I)




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Kalibraéna zavislost’ pre eskulin

Tab. 24. Parametre linedrnej regresie pre eskulin

Koncentracia Priemerna

[ma/l] plocha piku Statistické parameter pre regresiu: y = Kx + q
[AU]
20 74 163 Pocet bodov n=8 Odhad chyby
25 175783 Smernica k =8500,15 + 62,24
50 396 447 Abs. ¢len q=-5947519 +16371,78
100 782 833 Korela¢ny koef.  r=0,9997
200 1647 375 Rezidualna odch. s =30 205
300 2477 611
400 3304 226
500 4223504
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Obr. 29. Kalibracna krivka pre eskulin (metoda I)
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Kalibraéna zavislost’ pre escin
Tab. 25. Parametre linedrnej regresie pre escin
Koncentracia Priemerna
[mgl/l] plocha piku Statistické parameter pre regresiu: y = kx + g
[AV]
20 24 346 Pocet bodov Odhad chyby
30 36 325 Smernica k=1867,32 + 6,90
50 67 297 Abs. ¢len q=-15285,65 +3353,49
100 142 582 Korela¢ny koef.  r=0,9990
250 387 190 Reziduilna odch.
500 795 902
750 1 208 966
1000 1599 078
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Obr. 30. Kalibracna krivka pre escin (metéda I1)

Pre escin bola kalibra¢na priamka zostrojend za pouZitia suctu ploch chromatografickych

pikov stanovenych pre escin a a escin b, ktoré su pritomné v pouzitom Standarde.
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Kalibraéna zavislost’ pre hypericin

Tab. 26. Parametre linedrnej regresie pre hypericin

Koncentracia Priemerna

[mgl/l] plocha piku Statistické parameter pre regresiu: y = kx + q
[AU]
20 24 346 Pocet bodov n=8 Odhad chyby
30 36 325 Smernica k=2450895 +737,88
50 67 297 Abs. ¢len q=-66613,17 + 3852592
100 142 582 Korela¢ny koef.  r=0,9945
250 387 190 Rezidualna odch. s=87 197
500 795 902
750 1208 966
1000 1599 078
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Obr. 31. Kalibracna krivka pre hypericin (metoda 111)

Linearita, teda zavislost’ medzi analytickym signalom a koncentraciou bola hodnotena po-
mocou korelaéného koeficientu, ktory je charakterizovany ako tesnost’ vzajomnej zavislos-
ti tycho dvoch premennych. Ako je vidiet' z korela¢nych koeficientov v Tab. 20 az 26, koe-

ficienty lezia v intervale 0,9945 az 0,9997, pricom najlepSia leinearita bola stanovena pre

cv v

(r = 0,9945).
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7.7.2 Opakovatelnost’

Pre opakovatelnost boli pouzité¢ roztoky jednotlivych extraktov. Ich priprava je popisana
v kapitole 6.3.2. Podla predpokladaného obsahu bioaktavnych latok boli analyzované vy-

vinutymi metdédami. Z pléch vybranych pikov potom boli vypocitané smerodajné odchylky

stanovenia.

Tab. 27. Opakovatelnost pre metodu 1

Extrakty Pohanka Lubovnik

Rutin Rutin Naringin Hesperidin
_ 7950 945 2 959 324 16 243 034 4748 947
2 7915904 2931530 16 266 214 4752 092
E 7939716 2 939 837 16 269 796 4749123
8 7980 626 2939539 16 246 385 4747 122
o 7987 832 2 948 666 16 253 631 4 749 348

7990 943 2 946 026 16 269 958 4 748 686
Priemer 7960 994 2944 153 16 258 169 4749 219
SD 30296 9521 12 062 1614
RSD (%) 0,38 0,32 0,07 0,03
Tab. 28. Opakovatelnost pre metodu I1

Extrakty Pohanka Lubovnik Komunica Gastan

Escin Escin Escin Escin
_ 82 642 121 266 49 864 20300417
<D( 82 596 120 624 49 217 20412 129
< 82124 119 754 50 555 20 497 308
3 91 326 120 557 49 457 20438 737
- 83 256 119 401 49 540 20 467 621

82 369 119 159 50 153 20 497 190
Priemer 82 385 120 126 49 797 20 435 567
SD 941 816 494 74110
RSD (%) 0,78 0,68 0,99 0,36

Relativna smerodajna odchylka (RSD (%)) sa pohybovala v rozmedzi 0,03 % az 0,99 %.
Najnizs8ia bola u hesperidinu v glycerinovom extrakte grepu a najvysSia u liechového ex-

traktu komunice. RSD dosahovala hodnoty <1 %.
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7.7.3 Presnost’

Pre hodnotenie presnosti bola pouzita metdda Standardného pridavku. Pri pokuse pouzit
metodu vnutorného Standardu sa pri pridavku réznych, literatirou odporacanych vnutor-
nych Standardov, zhorsila separovatelnost’ analytov. Ako vnutorné Standardy sa testovali:
metylparabén, etylparabén, propylparabén, butylparanén a benzyl 4-hydroxy benzoat. Pri
metode Standardného pridavku sa analyzou ziskali plochy pikov biologicky aktivnych latok
bez a so Standardnym pridavkom. Pomocou ploch sa nasledne spocitala koncentracia tych-

to latok podla vzorca:

X — X Cjg (11)
kde:
ci, Ai a Vi je koncentracia, plocha a objem neznamého vzorku
Cis, Ais @ Vis je koncentracia, plocha a objem Standardného pridavku

Pre metodu 111, teda stanonie hypericinu sa nerobila skuska presnosti a spravnosti z dovodu

nedostatku Standardu.

Tab. 29. Presnost metody 1

Extrakty Pohanka Lubovnik Grep
. Rutin Rutin Naringin Hesperidin

Koncentracia 2 293 209 8334 1491
[ma/1] 2175 198 8809 1519
2322 207 8143 1405
Priemer 2 263 205 8429 1472

SD 78 6 342 59
RSD (%) 3,45 2,69 4,06 4,03

Tab. 30. Presnost pre metodu 11

Extrakty Pohanka Lubovnik Komunica Gastan
Escin Escin Escin Escin
Koncentracia 19 39 54 8911
[mg/l] 20 37 55 8 904
18 41 54 8 705
Priemer 19 39 54 8 840
SD 0,7 2 0,36 117
RSD (%) 3,70 4,20 0,65 1,32
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Relativne smerodajné odchylky pre analyty v Studovanych extraktcoh boli v rozmedzi
0,65 % az 4,2 %. Najmensiu rezidualnu odchylku mala komunica a najvyssiu I'ubovnik.

RSD vo vsetkych pripadoch nadobudala hodnoty < 5 %.

7.7.4 Spravnost’

Pre hodnotenie spravnosti bola pouzitad metdda Standardného pridavku. Vypocet vytaznosti

sa robil podl'a vzorca:

CUZ

¢ = x 100 (12)

CRef
kde: cv; je koncentracia vzorku vypocitana naSou metédou
Cref je koncentracia referencnej vzorky

Tab. 31. Spravnost metody 1

Extrakty Pohanka Lubovnik Grep
Rutin Rutin Naringin Hesperidin
Hodnoty 99,64 102,4 97,05 95,77
vytaZnosti [%)] 100,32 97,39 100,04 100,04
100,08 100,83 95,21 96,76
Priemer 100,01 100,19 97,43 97,52
SD 0,35 2,55 2,43 2,24
RSD (%) 0,35 2,55 2,5 2,29
Tab. 32. Spravnost metody I1
Extrakty Pohanka Lubovnik Komunica Gastan
Escin Escin Escin Escin
Hodnoty 92,27 97,12 100,01 99,86
vyt'aZnosti [%)] 99,85 99,49 100,44 101,78
98,19 103,53 99,81 101,49
Priemer 96,77 99,95 100,08 101,04
SD 3,98 3,27 0,32 1,03
RSD (%) 4,12 3,27 0,32 1,02

vve

zovanej metodou II a najvyssia je u gastanu taktieZ pri analyze metodou II. RSD je < 5 %.
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8 KVANTIFIKACIA

Vo vybranych rastlinych extraktoch sa kvantifikovali bioaktivne latky podl'a zadania. Za-
davatel'om bola firma Nobilis Tilia s.r.0. Zadanie mozno viedit' v Tab. 32. Kvantifikacia
zistovanych bioaktivnych latok sa robila pomocou metddy kalibraénej krivky a z nej vy-

plyvajucej rovnice vid'. kapitola 7.7.1.

Tab. 33. Stanovované bioaktivne ldtky v rastlinnych extraktoch (zadanie firmy Nobilis Ti-

lias.r.o.)
Surovina Typ extraktu Stanovované latky
lubovnik liehovy rutin, escin, eskulin, hypericin
lubovnik 00 diho d(;)é?r(r)]\,s}’ll(la dovani rutin, escin, eskulin, hypericin
lubovnik ovlej OV}:’ rutin, escin, eskulin, hypericin
cerstvy
pohanka liehovy rutin, escin, eskulin
komunica liehovy rutin, escin, eskulin, dihydrokumarin
gaStan liehovy rutin, escin, eskulin
grep glycerinovy naringin, hesperidin

Po pociato¢nych analyzach metodou I sa zistilo, Ze zo zadanych latok, ktoré st touto meto-
dou stanovitelné sa nachadza v extraktoch iba rutin, naringin a hesperidin. Rutin
Vv lichovom extrakte 'ubovniku a pohanky, a hesperidin a naringin v glycerinovom extrakte
grepu vid. Tab. 33. Metodou II sa zistila pritomnost’ escinu v tychto liehovych extraktoch:
gaStan, Komunica, 'ubovnik a pohanka vid’. Tab. 34. Metodou 111 sa zistila pritomnost’ hy-
pericinu vo vSetkych extraktoch I'ubovnika. Na rozdiel od predpokladu zadavatel’a neboli
v extraktoch najdené nasledujuce latky: eskulin v lichovom extrakte pohanky a gastanu a v
liehovom a olejovom extrakte 'ubovnika, rutin a escin v olejovom extrakte T'ubovnika.
V liehovom extrakte komunice bol zisteny zo vsetkych prepokladanych latok rutinu, esci-
nu, esculinu a dihydrokumarinu len escin. V grepe boli najdene vSetky prepokladané latky.
Najprekvapivej$im bola nepritomnost’ eskulinu v lichovom extrakte gastanu, ktorého pri-
tomnost’ sa v literatire uvadza. Eskulin sa podl'a nej ma nachadzat’ v obale plodu gastana.
Na zéklade jeho nepritomnosti teda moZeme predpokladat’ ze extrakt gaStanu sa vyréabal

iba z plodu gastanu, bez obalu.
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Tab. 34. Mnozstvo bioaktivnych latok v jednotlivych rastlinych extraktoch analyzovanych

metodou |
Extrakty Pohanka Lubovnik Grep
rutin rutin naringin hesperidin
Priemerna koncentracia [mg/l] 2033 247 5636 1448
SD 17 23 369 16
RSD (%) 0,84 9,3 6,6 1,1

Tab. 35. Mnozstvo bioaktivnych latok v jednotlivych rastlinych extraktoch analyzovanych

metodou Il
Pohanka Lubovnik Komunica Gastan
Extrakty
escin escin escin escin
Priemerna koncentracia [mg/I] 32,9 50,8 48,4 8 417
SD 0,1 3,8 0,3 79
RSD (%) 0,3 75 0,62 0,94

Tab. 36. Mnozstvo bioaktivnych latok v jednotlivych rastlinych extraktoch analyzovanych

metodou 11|
Lubovnik Lubovnik Lubovnik
Extrakty hypericin hypericin hypericin
liehovy olejovy olejovy
(Cerstvy) (skladovany)
Priemerna koncentracia [mg/l] 0,27 0,1 0,1
SD 0,03 - -
RSD (%) 111 - -

Pre RSD boli dosiahnuté hodnoty od 0,3 % az 9,3 %. Najnizsiu relativnu odchylku mala
pohanka stanovovana metodou Il, RSD = 0,31 %, naopak najvyssiu mal 'ubovnik stanova-
na metodou I a to 9,3 %. RSD by sa mala nadobudat’ hodnoty do 5 %. Tuto hraniciu pre-

krocuju extrakty, ktoré boli stanované metodou I, konkrétne I'ubovnik pri stanovovani ruti-
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nu a grep pri stanovovani marigninu. Ale tiez extrakt 'ubovnika stanovany metodou 11, a to

pri stanoveni escinu.

Obsah rutinu v extrakte pohanky sa stanovil na (2 033 + 17) mg/l a v extratkte 'ubovniku
na (247 + 23) mg/l. Naproti metéde Standardného pridavku v pridape extraktu pohanky
bola koncentracia vyrazne niz$ia, rozdiel ¢inil 230 mg/l. Pri etraxte I'ubovnika bola kon-
centracia vyssia a to 0 42 mg/l. Mnozstvo naringinu a hesperidinu v extrakte grepu ¢inilo
(5636 + 369) mg/l a (1448 + 16) mg/l. Metédou Standardného pridavku bola zistené

mnozstvo v pripade nariginu vysSie az o 2 793 mg/l1, v pripade hesperidinu o 24 mg/I.

Koncentracia escinu stanovovaného metédou 1l v extrakte gastanu bola stanovena na
(8417 + 79) mg/l. V extrakte komunici bolo stanovenych (48,4 + 0,3) mg/l escinu, v ex-
trakte I'ubovniku (50,8 + 3,8) mg/l a v extrakte pohanky (32,9 + 0,1) mg/l. Tieto hodnoty
sa privel'mi neliS$ia od koncentracii stanovenych metddou Standardného pridavku. Vyrazny
rozdiel je len pri stanoveni escinu v extrakte gaStanu, ktory je oproti Standardnému pridav-
ku niz8i o 428 mg/l. Ostatné rozdiely v mnozstve escinu v extrkatoch su v vyssie alebo

nizsie o 10 az 20 mg/l.

Metodou 111 sa zistila koncentracia hypericinu v liehovom a olejovom extrakte I'ubovniku.
V lichovom extrakte bola koncentracia (0,27 + 0,03) mg/l. V olejovych extraktoch cCer-
stvom aj dlhodobo skladovanom bola zistena koncentracia 0,1 mg na 1000 g oleja
s ohl'adom na postup extraktcie uvedeny v kapitole 6.3.3. Koncentracia hypericinu je
okrem toho na hranici medze stanovitelnosti pouzitej metody. Koncentracia hypericinu sa

nezist'ovala Ziadnou inou metddou.

Rozdieli medzi koncentraciami stanovenymi pomocou metédy Kkalibraénej krivky
a metddou Standardného pridavku mozu byt spdsobené tym, ze roztoky extraktov pri me-
tode Standardného pridavku boli z inej dodavky extraktov. Rozdiely mohli byt sposobené
aj chybami ktorych sa nevedome dopustil pracovnik pri vazeni jednotlivych pridavkov
alebo navaziek pre pripravu kalibraénych roztokov. Tiez mohla nastat’ chyba pri riedeni
roztokov vzoriek jednotlivych extraktov. Pristroj tiez vykazoval uréitd pohyblivost’ tlaku
pri jednotlivych meraniach a teda mohlo dojst’ k vychylkam prietoku na kolénu. To by

vSak nemalo kvantifikaciu ovplyvnit'.
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Obr. 33. Chromatogram extraktu pohdnky analyzovanej metodou I
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Obr. 35. Chroamtogram gastanu analyzovaného metodou I1
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ZAVER

Pre stanovnie vybranych bioaktivnych latok v rastlinych extraktoch poskytnutych firmou
Nobilis Tilia s.r.o boli vyvynuté tri HPLC metddy. Boli analyzované nasledujice extrakty:
lichovy extrakt pohanky, komunice, gasStanu a l'ubovnika, olejovy extrakt l'ubovnika
a glycerinovy extrakt grepu. HPLC metody boli nasledovné: metoda | s gradientom pre
stanovenie rutinu, hesperidinu, naringinu, dihydrokumarinu a eskulinu. Metoda Il ktora je
izokratickd pre stanovenie escinu a metoda 1l pre stanovenie hypericinu, taktiez izokratic-
ka. Vysledné chromatografické podmienky st nasledovné: pri vsetkych troch metdédach
bola pouzita koléna XSelect® CSH™ CI18 5 pm (4,6 x 250 mm), pricom jej teplota sa
udrzovala na 40 °C. Prietok mobilnej fazy bol 0,8 ml/l. Ako zlozky mobilnej fazy boli po-
uzit¢ A=0,5% vodny roztok kysliny octovej, B = acetonitril, C = metanol

a D =10 mM amoénium acetatu. Pre dektciu bol pouzity detektor DAD.

Metodou Isa stanovovali rutin, hesperidin, naringin, dihydrokumarin a eskulin. VInova
dizka bola nastavena na 190 az 370 nm. Ako mobilna faza slizil 0,5% vodny roztok kyse-
liny octovej a acetonitril v gradiente, ktory je uvedeny v Tab. 13. 1zokratickou metoédou 11
sa stanoval escin ato pri vlnovej dizke 203 nm. Mobilna fiza bola tvorena: acetonitri-
lom 27 %, metanolom 27 % a amonium acetatom 46 %. Medda 111, taktieZ izokraticka bola
vyvinuta pre stanovenie hypericinu. Stanovoval sa pri 590 nm a mobilna faza sa skladala

Z acetonitrilu 54 %, metanolu 36 % a amonium acetatu 10 %.

Pri testovani chromatografického systému bola u¢innost’ kolony vyjadrend poctom chro-
matografickych poschodi. VSetky latky splnili podmienku Ze pocet teoretickych poschodi
bol vyssi ako 1 500. Pocet teoretickych poschodi sa pohyboval v rozmedzi 182 221 az
4 613. Latky analyzované vyvinutymi metédami boli d’alej charakterizované asymetriou
ich pikov. Piky spliovali podmienky, Ze hodnota asymetrie bola pod hodnotu 2. Hypericin
jediny prekrocil tato hodnotu (As hypericinu=2,23) ¢o poukazuje na mierne chvostovanie.
RozliSovanie pikov sa pocitalo iba pre piky naringinu a hesperidinu, ktoré sa eluovali bliz-
ko seba. Hodnota rozlisenia je 2,48. Hodnota je vyssia ako 1,5 ¢o poukazuje na dobré roz-
lisenie.

Pri testovani linearity zo zavislosti medzi plochou a koncentraciou Standardu nadobudali
korela¢né koeficienty hodnoty 0,9997 pri eskuline az 0,9945 pri hypericine. Pri opakova-
telnosti boli pre vSetky metddy stanovené rezidualne odchylky <1 %. Ich hodnoty boli od

0,03 % az 0,99 %. Presnost’ a spravnost’ sa urcila metodou Standardného pridavku. Rela-
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tivna odchylka presnosti pre vSetky metédy bola pod hodnotou 5 %.
Pri metode I (rutin, naringin, hesperidin, esculin) bola v rozmedzi 2,69 % az 4,06 % a pre
metodu II (escin) vV rozmedzi 0,65 % az 4,2 %. Pre metodu III (hypericin) sa presnost’
a spravnost metddou Standardného pridavku nerobila z dovodu nedostatku Standardu.
Spravnost’ sa vyjadrila hodnotou vytaznosti ktord nadobudala hodnoty pri metode I
v rozmedzi 97,43 % az 100,19 % a pri metode II 96,77 % az 101,04 %. Podmienku ze vy-
taznost’ ma nadobudat’ hodnoty 95 % az 101,5 % teda splnili vsetky vzorky.

Pri metode Standardného pridavku sa zistila aj koncentracia jednotlivych bioaktivnych la-
tok v extraktoch. V liechovom extrakte pohanky sa stanovil rutin o koncentracii 2 263 mg/I
aescin 19 mg/l. Escin sa stanovil v lichovych extraktoch gastanu o koncentracii
8 840 mg/l, v komunici o koncentracii 54 mg/l a Vv l'ubovniku o koncentracii 39 mg/l.
V lichovom extrakte lubovnika sa tiez stanovil rutin o koncentracii 205 mg/l.
V glycerinovom extrakte grepu sa stanovil naringin o koncentracii 8 429 mg/l a hesperidin

0 koncentracii 1 472 mg/I.

Kvantifikaciou za pouzitia kalibra¢nej krivky sa zistili nasledovné koncentracie bioaktiv-
nych latok. V liehovom extrakte pohanky rutin o koncentracii 2 033 mg/l. Potom escin
v liehovych extraktoch gastanu 0 koncentracii 8 417 mg/l, komunici 0 koncentracii
28,4 mg/l a v l'ubovniku o koncentracii 50,8 mg/l. V l'ubovniku sa kvantifikoval aj rutin,
ktorého koncentracia nadobudla hodnotu 247 mg/l. V glycerinovom extrakte sa stanovili

koncentracie naringinu o 5 636 mg/l a hesperidinu o 1 448 mg/I.

Rozdieli medzi koncentraciami stanovenych metodou Standardného pridavku a pomocou
metodou kalibracnej krivky mézu byt sposobené rozdielmi medzi extraktmi. Kvantifikacia
bola robena na roztokoch z inej dodavky extraktov. Chyba ale mdze byt sposobena pra-
covnikom pri vazeni jednotlivych pridavkov alebo pri riedeni roztokov vzoriek jednotli-
vych extraktov. Za vysledné koncentracie bioaktivnych latok v rastlinnych extraktoch by
vzhl'adom na matematické vypocty relativnych odchylok mali byt koncentracie zistené

metodou Standardného pridavku.
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