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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Kandidat: Michal Karola

Skolitel: doc. PharmDr. Hana Sklenafova, Ph.D.

Konzultant: Mgr. Marcela Holla

Nazev diplomové prace: Optimalizace extrakce fenolickych latek s vyuZitim oxidu uhli¢itého

Tato diplomova prace se zabyvd optimalizaci extrakce fenolickych latek pomoci
superkritické fluidni extrakce s vyuZitim oxidu uhli¢itého ze vzorku zhomogenizovanych
jable¢nych kfizal. Pro kvantifikaci a identifikaci analytll obsazenych v extraktu, bylo pouZito
14 standardu s vyuZitim separacni metody v UHPLC systému s detektorem zaloZzenym na principu
diodového pole. Pfi identifikaci sloZzek extraktl bylo identifikovano 13 analytld a po jejich
kvantifikaci bylo zjiSténo, Ze majoritni zastoupeni ma 6 analyt(. Rozdil sumy koncentraci 6 a 13
analyt( byl velmi maly, a proto byla optimalizace provadéna pro téchto 6 majoritné zastoupenych
analyt,, kterymi jsou kyselina chlorogenovd, epikatechin, katechin, floridzin, kvercitrin
a guaiaverin.

Optimalizace extrakce probihala ve 4 na sebe navazujicich krocich. Prvnim krokem
optimalizace bylo uréeni vlivu a vyznamnosti obsahu CO, v extrakénim médiu, obsahu H,O
v ethanolickém kosolventu, tlaku a teploty na vytéZznost extrakce. Nejvyznamnéjsim faktorem byl
urcen obsah CO; v extrakénim médiu. VytéZnost extrakce polarnich fenolickych latek byla zvysena
pfi pouZiti vysoké koncentrace polarniho rozpoustédla a nizké koncentrace CO;, ktery ma
nepolarni charakter. Pouzitim vysoké koncentrace kosolventu nebylo dosahovano
superkritického, ale subkritického stavu extrakéniho média. DalSim krokem bylo zjisténi vlivu
pratokové rychlosti extrakéniho média a ¢asu extrakce (objemu extrakéniho média) na vytéznost
extrakce. Tretim krokem bylo zjisténi vlivu velikosti sklenénych kulicek na vytéznost. Sklenéné
kulicky vyplnuji velkou cast extrakéni cely a ovliviiuji i proudéni extrakéniho média v cele. Bylo
zjisténo, Ze ve vytéZznosti neni vyrazny rozdil mezi 2 a 3 mm sklenénymi kulickami. Pouziti 3 mm

sklenénych kulic¢ek ale dosahovalo lepsi opakovatelnosti.



Po provedené optimalizaci byly vysledné podminky extrakce: 10% obsah CO; v extrakénim
médiu, 20% obsah H,0 v ethanolickém kosolventu, tlak 300 bar, teplota 59 °C, pritokova rychlost
3 ml/min s ¢asem extrakce 30 min (90 ml extrakéniho média), 3 mm sklenéné kulicky. Mezidenni

presnost ziskané extrakéni metody byla 11,66 %, vyjadiena jako RSD.
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Title of diploma thesis: Optimization of extraction of phenolic substances using carbon dioxide
This diploma thesis deals with the optimization of extraction of phenolic substances

by supercritical fluid extraction, using carbon dioxide, from a sample of homogenized dried apple

chips. To quantify and identify the analytes contained in the extract, 14 standards were analysed

using a separation method in a UHPLC system with a diode array detector. In the identification of

the extracts’” components, 13 analytes were identified and after their quantification, 6 analytes

were found to have major content. The difference in the sum of the concentrations of the 6 and
13 analytes was small, and therefore, optimization was carried out for these 6 majorly
represented analytes, which are chlorogenic acid, epicatechin, catechin, phloridzin, quercitrin,
and guaiaverin.

The extraction optimization was carried out in 4 successive steps. The first step of the
optimization was to determine the influence and significance of CO; content in the extraction
medium, H,O content in the ethanolic cosolvent, pressure and temperature on the extraction
yield. The most significant factor was determined to be the CO; content of the extraction medium.
The extraction yield of polar phenolic compounds was greatly enhanced when a high
concentration of polar solvent and a low concentration of CO», which is non-polar in nature, were
used. By using high concentration of cosolvent, not supercritical but subcritical state of the
extraction medium was achieved. The next step was to determine the effect of extraction
medium flow rate and extraction time (extraction medium volume) on the extraction yield. The
third step was to determine the influence of glass beads size on the yield. Glass beads fill a large

part of the extraction cell and affect the flow of the extraction medium in the cell. It was found



that there is no significant difference in yield between 2 and 3 mm glass beads. However, the use
of 3 mm glass beads achieved better repeatability.

After optimization, the resulting extraction conditions were: 10% CO, content in the
extraction medium, 20% H,0 content in the ethanolic cosolvent, pressure 300 bar, temperature
59 °C, flow rate 3 ml/min with extraction time 30 min (90 ml of extraction medium), 3 mm glass

beads. The inter-day precision of the extraction method obtained was 11.66 %, expressed as RSD.
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Seznam zkratek

CAF — kyselina kdvova (caffeic acid)

CAT — katechin (catechin)

CO2 — oxid uhlicity

EPI — epikatechin

FDZ —floridzin

FLT - floretin

G — kyselina gallova

GAE — ekvivalent kyseliny gallové (gallic acid equivalent)
GUA — guaiaverin

HYP — hyperosid

H20 - voda

CH — kyselina chlorogenova

MAE — mikrovinami asistovana extrakce

PLE — extrakce kapalinou pod tlakem (pressurized liquid extraction)
QE — kvercetin (quercetin)

Ql — kvercitrin (quercitrin)

Q3BG — hirsutrin (quercetin 3-B-D-glucoside)

REY —reynoutrin

RSD — relativni smérodatna odchylka (relative standard deviation)
RUT - rutin

SD — smérodatna odchylka (standard deviation)

SPE — extrakce na pevné fazi (solid phase extraction)
THC — tetrahydrokanabinol

UAE — ultrazvukem asistovana extrakce
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1 Uvod

Fenolické latky jsou rozsahla skupina chemickych sloucenin, které se vyznacuji
aromatickym jadrem, na kterém je navazana alespon jedna hydroxylova skupina. V rostlindch se
nachazeji fenolické latky jako polyfenoly. Pro ¢lovéka je nejdulezitéjSim prirodnim zdrojem
polyfenol(i ovoce a zelenina, které by mély byt soucdsti zdravé Zivotospravy. Jednou z hlavnich
prospésnych vlastnosti polyfenoll je jejich antioxidac¢ni aktivita. Samoziejmé kazdy polyfenol ma
jinou strukturu, a tedy mlze mit i jiny uc¢inek, napt. kyselina chlorogenova soucasné s antioxidacni
aktivitou ma i antikancerogenni a hepatoprotektivni ucinek. Polyfenoly jsou v ovoci a zeleniné
obsaZeny ve velkém mnoZstvi a jednim z oblibenych druht ovoce v Ceské republice i ve svété jsou
i jablka.

Superkriticka fluidni extrakce (SFE) je extrakéni metoda, kterd vyuZivad superkritickou
tekutinu jako extrakéni rozpoustédlo. Latka se stava superkritickou tekutinou po prekroceni jejiho
kritického bodu tlaku a teploty. Po prekroceni kritického bodu nabyvd superkritickd tekutina
vlastnosti plynu i kapaliny, které jsou napf. vyssi hustota, vysoka difuzivita, nizkd viskozita a nulové
povrchové napéti, pro tyto vlastnosti se pouziva v SFE. Nejcastéji pouzivanou superkritickou
tekutinou je CO; pro jeho nizké kritické hodnoty tlaku a teploty. Pravé pouZiti CO; je velmi
vyhodné pro jeho nizkou toxicitu, nedochazi ke tvorbé organického odpadu, ktery je nebezpecny
pro Zivotni prostfedi a nékteré SFE systémy jsou dokonce schopny pracovat v uzavieném systému
a COy, ktery byl pouzit jako extrakéni médium, jsou schopny znovu pouzit. Timto SFE technika
odpovida pozadavkim tzv. zelené chemie. CO2 ma jednu zdsadni nevyhodu, a to je jeho nepolarni
charakter, kvuli kterému je jeho pouziti prevazné omezeno na extrakci nepolarnich sloucenin. Pro
zvySeni polarity extrakéniho rozpoustédla CO; jsou pouZivany polarni slou€eniny a jsou
oznacovany jako kosolventy. Ztraci se tim 100 % zelena chemie, ale stale je extrakce
mnohondsobné vice ekologicky pfijatelna nez klasické extrakéni metody, jako Soxhletova metoda
nebo macerace.

V soucasné dobé je zatim bézné poufZiti SFE v primyslu pfi pripravé bezkofeinové kavy,
extrakce aromatickych latek a extrakce oleju z Humulus lupulus. SFE se zacdind dostdvat do
farmaceutického pramyslu s uplatnénim napt. v extrakci alkaloidli zrostlinného materidlu

a kanabinoidd.
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2 Cil a popis zadani diplomové prace

Cilem této diplomové prdace je optimalizovat extrakci fenolickych latek s vyuZitim oxidu
uhli¢itého. Extrakce fenolickych latek v experimentalni ¢asti prace bude probihat za pouziti
superkritické fluidni extrakce ze vzorku zhomogenizovanych jable¢nych krizal. Analyza
a kvantifikace u vSech extraktu i standard(i probéhne pomoci UPLC systému Acquity s detektorem
diodového pole. Pro design experimentu, hodnoceni a optimalizaci metody bude pouzit software
MODDE. Optimalizace extrakce bude provedena ve ¢tyfech na sebe navazujicich krocich s cilem
optimalizovat extrakci poldrnich fenolickych latek.

Prvnim krokem optimalizace bude identifikace signifikantnich faktorl ovliviujicich
vytéznost extrakce pomoci Plackett-Burmann designu a softwaru MODDE. Sledovanymi faktory
jsou obsah CO; v extrakénim médiu, obsah H,O v ethanolickém kosolventu, tlak a teplota. Stanovi
se jejich vyznam a vliv na vytéZnost extrakce a jejich optimdlni podminky za pomoci softwaru
MODDE.

Ve druhém kroku bude urcen vliv pritokové rychlosti extrakéniho média na kinetiku
extrakce. V této experimentalni ¢asti bude sledovan i ¢as a objem extrakéniho média, pfi kterém
je vyextrahovano vétsSinové mnozstvi fenolickych latek ze vzorku. Timto dojde i k ekologicky
a ekonomicky vyhodnéjsi extrakci.

Tretim krokem bude uréeni vlivu velikosti sklenénych kuli¢ek na vytéZznost extrakce, které
budou pouzity spolecné se vzorkem pro doplnéni zbylych prostor extrakéni cely a vypliuji tedy
jeji velkou ¢ast a svym riznym priimérem mohou odlisné ovliviiovat extrakci.

Ctvrtym krokem optimalizace bude testovani opakovatelnosti metody ve tfech po sobé

jdoucich dnech (mezidenni presnost).
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Vé

3 Teoreticka cast

3.1 Fenolické latky

Fenolické Iatky se ve velkém mnoZstvi nachdzeji v rostlinach - ovoci a zeleniné, jako jejich
sekundarni metabolity ve formé polyfenold. Mezi skupiny fenolickych sloucenin, které se
nachdzeji vovoci, patfi fenolické kyseliny, flavonoidy, taniny, stilbeny, lignany
a proanthokyanidiny. V ovoci jsou nejvice zastoupeny skupiny fenolickych kyselin a flavonoidy.
Jednou z jejich hlavnich prospésnych vlastnosti pro ¢lovéka je jejich antioxidaéni ucinek. Jsou
schopny inaktivovat a stabilizovat volné radikdly pomoci donor-akceptorového vazby elektronu
nebo vodikového atomu. Jejich antioxidaéni aktivita je zdavisld na strukture, na typu a pozici
substituentl, hydroxylovych skupin, aromatickych jader a jejich poctu ve fenolické slouceniné.
Vodikové radikaly, které jsou uvolnény z hydroxylovych skupin navazanych na aromatickém
jadre/aromatickych jadrech, jsou poté schopny inaktivovat a stabilizovat volné kyslikové
a dusikové radikaly. Dalsi schopnosti fenolickych latek je i chelatace kovovych iontd. Pomoci
antioxidacni aktivity fenolickych latek dochazi i ke snizeni incidence chronickych onemocnéni,
u kterych jejich rozvoj souvisi s oxidacnim stresem. Mezi dalsi vlastnosti nékterych fenolickych
latek patfi napf. antikancerogenni, kardioprotektivni, antibakterialni a protizanétlivy ucinek [1] -

(3].

Tabulka 1: Hodnoty logP jednotlivych fenolickych latek [4]

fenolicka latka logP
kyselina gallova 0,7
kyselina chlorogenova -0,4
epikatechin 0,4
katechin 0,4
kyselina kadvova 1,2
rutin -1,3
kvercetin 1,5
floridzin 1,2
kvercitrin 0,9
floretin 2,6
guaiaverin 0,4
hirsutrin 0,4
hyperosid 0,4
reynoutrin 0,4
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Pro odhad chovani latek pfi extrakci nebo separaci je dllezitd jejich lipofilita. LogP udava
rozdélovaci koeficient, ¢im je hodnota vice nad 0, tim je latka vice lipofilni a bude se |épe
rozpoustét v organické fazi a naopak, ¢im je hodnota mensi nez 0, tim je vice hydrofilni a bude se
Iépe rozpoustét ve vodné fazi. Pokud ma latka hodnotu logP 0, tak se bude rozpoustét stejné ve

vodné i organické fazi. Hodnoty logP pro analyzované latky jsou uvedené v Tabulce 1.
3.1.1 Kyselina chlorogenova

Kyselina chlorogenova patfi do skupiny fenolickych kyselin. Je jednou z nejvice obsazenych
fenolickych latek v potravinach rostlinného plvodu. Z chemického hlediska patfi do skupiny
ester( kyseliny chinové a je to ester derivat( kyseliny skoficové a kyseliny chinové. V rostlinach
se nejcastéji nachazi 5-O-kafeoylchinova kyselina, jedna se o ester kyseliny kdvové a kyseliny
chinové. Dalsimi izomery kyseliny chlorogenové, které se nachdzeji v rostlindch, jsou napfr. 3-O-
kafeoylchinova kyselina a 4-O-kafeoylchinova kyselina [5].

o OH

HO,

HO™~ O e

OH
OH

OH
Obrazek 1: Kyselina chlorogenova [6]

Kyselina chlorogenova je termolabilni. Mezi jeji mnohé vyhodné vlastnosti na lidsky
organismus patfi napf. antioxidacni, antibakteridlni aktivita, protizanétlivy, hepatoprotektivni
a antikancerogenni ucinek. DalSim vyznamnym ucinkem kyseliny chlorogenové je napf. ovlivnéni
glukézového a lipidového metabolismu. Pravidelné uzivani kyseliny chlorogenové napr. v podobé
bezkofeinové kavy snizilo riziko rozvoje diabetu mellitu 2. typu az o 30 %. Mezi jeji antidiabeticky
ucinek patfi napr. zvySovani citlivosti na inzulin, snizovani hladin glukdzy v krvi a zvySovani sekrece

inzulinu [7]. Hodnota logP pro 5-O-kafeoylchinovou kyselinu je -0,4, kterd udava, Ze je vice
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hydrofilni nez lipofilni. LogP je stejny pro vSechny tfi uvedené izomery esteru kyseliny kdvové

a kyseliny chinové.
3.1.2 Epikatechin

Epikatechin patti do skupiny flavonoid(. Z chemického hlediska patfi do skupiny flavanol(
se zakladni strukturou flavan-3-ol. Hodnota logP pro (-)-epikatechin je 0,4. Pozitivni hodnota logP

udava, zZe latka je vice lipofilni nez hydrofilni.

OH
OH

HO O

OH
OH

Obrazek 2: (-)-epikatechin [8]
Nejcastéji se vyskytuje ve formé stereoizomeru (-)-epikatechinu, napf. v plodech
kakaovniku a kakaovych produktech. Jde o stereoisomer katechin(. Jedna z hlavnich prospésnych
vlastnosti je u epikatechinu antioxidacni aktivita. Mezi jeho dalsi vyznamné vlastnosti patfi

protizanétlivy, antikancerogenni a kardioprotektivni ucinek [9].
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3.1.3 Katechin

Spolecné s epikatechinem patfi do skupiny flavonoid(l. Stejné jako epikatechin patii do
skupiny flavanol( se zakladni strukturou flavan-3-ol. Hodnota logP pro (+)-katechin je 0,4.

Pozitivni hodnota logP udava, zZe latka je spise lipofilni nez hydrofilni.

OH
OH

HO O

OH
OH

Obrazek 3: (+)-katechin [10]
Nejcastéji se vyskytuje jako (+)-katechin, napf. spolecné s epikatechinem v zeleném ¢aji,
jako jedny z nejzastoupenéjsich flavonoidl. Jedna se o stereoisomer katechind. S epikatechinem
maji podobné prospésné vlastnosti na lidsky organismus. Mezi jeho hlavni Glinek patfi

antioxidaéni aktivita. DalSimi vyznamnymi ucinky, kterymi ovliviuje lidské zdravi, jsou

/////
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3.1.4 Floridzin

Je dalSim zastupcem flavonoidd. Jednd se o glykosid floretinu. Patfi do skupiny
dihydrochalkonld ana zakladnim skeletu je navdzan monosacharid beta-D-glukopyranosyl.

Hodnota logP pro floridzin je 1,2. Z hodnoty logP bylo zjiSténo, Ze je spiSe lipofilniho charakteru.

HO

HO OH OH

Obrazek 4: Floridzin [12]

Floridzin je ve vy$Sim mnoZstvi pifevainé obsazen v rostlinach rodu Malus (Jablon). Mezi
jeho vyhodné vlastnosti patfi napt. antioxidacni a antibakteridlni uc¢inek (S. Aureus) [13]. Vykazuje
inhibi¢ni ucinek na SGLT1 a SGLT2, coz jsou sodikovo-glokdzové kotransportéry, a tim vykazuje
i antidiabeticky ucinek u streptozotocinem indukovanych diabetickych krys. U diabetickych krys
bylo pozorovano snizeni krevnich lipidd a zvySeni HDL. Dal$im ucinkem bylo napf. snizeni vahy

u diabetickych krys [14].
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3.1.5 Kvercitrin

Patfi do skupiny flavonoidl. Jedna se o derivat kvercetinu, na jehozZ strukturu je navazan
alpha-L-rhamnosyl. Hodnota logP pro kvercitrin je 0,9. Z hodnoty logP bylo zjisténo, Ze je spiSe

lipofilniho charakteru.

HO O

OH

OH

Obrazek 5: Kvercitrin [15]
Mezi jeho vyhodné vlastnosti, které byly pozorovany u streptozotocinem indukovanych
diabetickych krys pfi podavani kvercitrinu, patfi napf. antioxidaéni aktivita, snizovani hladiny
plazmatické glukdzy, zvySovani hladiny plazmatického inzulinu a sniZzeni poskozeni tkané

zpUsobené streptozotocinem [16].

18



3.1.6 Guaiaverin

Patfi do skupiny flavonoidl. Jedna se o derivat kvercetinu, na jehoZ strukturu je navazan
alpha-L-arabinopyranosa. Hodnota logP pro guaiaverin je 0,4. Z hodnoty logP bylo zjisténo, Ze je

o néco vice lipofilni nez hydrofilni.

HO

Obrazek 6: Guaiaverin [17]

Je obsaZzen napt. v Psidium guajava (Kvajava hruskova). Mezi jeho vyhodné vlastnosti patfi
napr. ucinek proti zubnimu plaku (Streptococcus mutans) - bakteriostaticky uUcinek, snizovani

produkce kyselin S. mutans, snizeni hydrofobicity a pfilnavosti S. mutans [18].
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3.2 Extrakéni metody a jejich pouziti

Macerace a Soxhletova metoda jsou jedny z nejstarSich a nejpouzivanéjSich extrakcnich
metod. V soucasné dobé jiz tyto metody nejsou nejvyhodnéjsi kvili jejich ekologickému zatizeni
velkou spotfebou toxickych extrakénich rozpoustédel, relativné nizké vytéznosti, vysoké spotrebé
energie a ¢asu extrakce. V soucasné dobé vstupuji do popredi extrakéni metody jako ultrazvukem
asistovana extrakce, mikrovinami asistovand extrakce, extrakce kapalinou pod tlakem
a superkriticka fluidni extrakce. Mezi vyhodné vlastnosti téchto extrakénich metod patfi kratsi
extrakéni doba, vyssi vytéZnost, nizsi ekologické zatiZzeni spotfebou niz§iho mnozstvi toxickych

extrakénich rozpoustédel, nebo pouZiti méné toxickych extrakénich rozpoustédel.
3.2.1 Extrak¢ni metody

Soxhletova metoda

Jedna se o jednu z nejvice pouzivanych béznych extrakénich metod (extrakce pevna latka
— kapalina) u pfirodnich produktd. Pro tuto metodu se pouzivd Soxhletlv extraktor. Jednd se
o spojeni nékolika sklenénych trubic, na kterém je z horni ¢asti pfipojen chladi¢ a ze spodni
destilacni barika s extrakénim rozpoustédlem. Princip této metody spociva v tom, Ze extrakéni
rozpoustédlo je zahfivano k bodu varu a vypafuje se, v horni ¢asti aparatu se dostava do chladice,
kde kondenzuje a skapava do patrony, kde je pfipravena matrice, zde dochazi k extrakci. Extrakt
putuje zpatky do destilacni banky a tento princip pokracuje po celou dobu extrakce. Mezi
nevyhody této metody patfi kiehkost sklenéné aparatury, ¢as extrakce v radu hodin i dnq,
extrahované latky jsou po jejich extrakci z matrice v destilaéni bance po cely zbytek extrakce a jsou
tedy vystavovany teplotdm potifebnym pro bod varu extrakéniho rozpoustédla, coz neni vhodné
pro termolabilni slou¢eniny. Mezi dalsi nevyhody patfi spotfeba velkého mnozstvi rozpoustédla
a vysoka spotfeba energie pro udrieni bodu varu extrakéniho rozpoustédla po celou dobu
extrakce. Jedna se o referenc¢ni postup pro extrakci tukd a olejd [19].
Macerace

Jednd se o jednu ze zakladnich extrakénich metod. Pro maceraci je potfeba pouze
extrakéni rozpoustédlo, matrice, ze které probiha extrakce, a extrakéni nadoba. Z dlivodu toho,

ze nedochazi k Zzadnym vnéjsSim mechanickym vlivlim, je i extrakce velmi dlouha a v soucasné dobé
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existuji vyhodnéjsi extrakce, které jsou extrakéné vice ucéinné pti spotfebé niisiho mnozstvi
vybaveni pro extrakci.

Ultrazvukem asistovana extrakce (UAE)

Pro extrakci se pouziva ultrazvuk o vysoké intenzité, ktery pracuje pri nizké frekvenci
20 - 100 kHz a vysoké intenzité 10 — 1000 W/cm?. Pfi pouziti suché matrice dochazi v kapaliné
k hydrataci a pomoci ultrazvuku vznikaji malé kavitace, které narusuji bunécnou sténu bunék
rostlinné matrice a diky tomu dochdzi k uvolnéni obsahu. Ultrazvuk o vysoké intenzité je vyhodny
napf. pro extrakci bioaktivnich latek z rostlinného materidlu, extrakce oleju a inaktivace enzym.
Ultrazvukem asistovana extrakce (UAE) je pfistrojové nenaroc¢nd, jednoduch3, relativné financné
nenarocnd a ¢asové méné narocna nez jiné typy extrakci napf. macerace [20]. Neni potieba
velkého mnoZstvi rozpoustédl|a, teploty a energie.

Extrakce kapalinou pod tlakem (PLE)

Extrakce probihda pomoci extrakéniho rozpoustédla za vysokého tlaku a teploty, ale pod
hodnotami kritického bodu. Pfi vysokych hodnotach tlaku a teploty dochazi ke zméné vlastnosti
extrakéniho rozpoustédla, zvysuje se pfenos hmoty, sniZuje se viskozita a povrchové napéti a tim
je dosazen i lepsi kontakt rozpoustédla s matrici. PouZiva se staticky i dynamicky mod extrakce.
Vyhodnymi vlastnostmi této metody jsou nizkd spotfeba extrakéniho rozpoustédla, pouZiti
ekologicky méné toxickych rozpoustédel, sniZeni spotfeby energie a snizeni €asu extrakce.
Nevyhodou této metody je problém s extrakci termolabilnich bioaktivnich slouc¢enin, kv(li pouZzité
vysoké extrakéni teploté [21].

Mikrovinami asistovana extrakce (MAE)

Mikroviny jsou elektromagnetické viny. Aby ldtka mohla absorbovat mikrovinnou energii
a byt zahtivdna, musi u ni dochdazet k dielektrickym ztratam. Polarni rozpoustédla maji vysoké
dielektrické ztraty, a tedy dobfe absorbuji mikrovinnou energii a jsou dobte zahtivany, napf. voda,
ethanol, methanol. Nepoldrni rozpoustédla, ktera maji velmi nizké az nulové dielektrické ztraty,
nebudou tuto energii absorbovat, a i kdyZz budou mikrovinam vystaveny, tak se nebudou zahfivat
napf. hexan, heptan. Pokud je této extrakéni metodé vystavena rostlinnd matrice, tak voda

v rostlinnych burkach bude absorbovat mikroviny a bude se zahfivat a vyparovat se, coz vede
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k poruseni az prasknuti bunécné stény a uvolnéni bunécného obsahu do extrakéniho
rozpoustédla. Vyhodou této metody je ¢asova nendrocCnost, nizkd spotfeba extrakéniho

rozpoustédla [22].
3.2.2 Zpusoby extrakce fenolickych latek z rtiznych druhti matrice

Klasickymi zpUsoby extrakce fenolickych latek z rostlinného materidlu jsou napf. zminéna
macerace a Soxhletova metoda, oproti kterym vstupuji do popfedi novéjsi extrakéni metody jako
UAE, PLE, MAE a superkriticka fluidni extrakce. Cilem této kapitoly a Tabulky 2 je vyobrazeni
jednak wvytéznosti fenolickych ldatek pomoci modernich extrakénich metod v porovnani
s klasickymi metodami, ale i jejich vyrazné kratSiho ¢asu extrakce, nizsi spotfeby organickych
rozpoustédel, nebo pouziti nizSich extrakénich teplot. Prace se zabyvaji stanovenim celkového
obsahu fenolickych latek, a to pomoci Folin-Ciocalteu metody. V tabulce jsou uvedeny celkové
obsahy fenolickych latek vyjadiené v mg ekvivalentu kyseliny gallové na gram vzorku. Soucasné
se vsechny prace zabyvaji optimalizaci pouzité extrakéni metody a vétSina porovndva jejich
vysledky s klasickymi extrakénimi metodami. Soucdsti tabulky je i sloZeni extrakénich
rozpoustédel a pouzitd mnozstvi extrakéniho rozpoustédla na 1 g vzorku, pro porovnani spotieby
organickych rozpoustédel a mozné urceni té nejvice ,zelené” extrakce fenolickych l|atek

z vybranych praci.
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Tabulka 2: Prehled zplsob( extrakce fenolickych latek z rdznych druhl matrice

. < jiné
metoda vzorek rozpoustédio Objenl OT Ca.s mg GAE/g> podminky zdroj
rozpoustédla (°C) (min)
extrakce
macerace  O'€9CUrOPAEA g o ethanol  A200M g 282 5,09 [23]
- plody (24 ml/g)
Olea europaea 44,00 ml vykon
1 ) )
UAE _ plody 80 % methanol (22 mi/g) 47,0 30 7,01 240 W [23]
Melastoma
16,11 ml mikrovinna
2 H _ [¢) 4
MAE Sanguineum 31,33 % ethanol (32,21 ml/g) 52,24 45 39,02 <ila - 500 W [24]
plod
Melastoma
Soxhletova ¢ - ineum- 31,33 % ethanol  20000m 50 240 18,40 [24]
extrakce (200 ml/g)
plod
Melastoma 16.11 ml
macerace Sanguineum - 31,33 % ethanol ! 25,0 1440 25,79 [24]
(32,21 ml/g)
plod
Rubus
3 fruticosus - ethanol : voda 3,35 ml/min
PLE slupky a (V/v)50%:50% (20,1 ml/g) 100,0 30 7,36 tlak 75 bar [25]
seminka
Vitis labrusca - ethanol : CO; 2 ml/min
4
SFE ceminky 6,66%:9334% (20 ml/g) 45,71 30 81,67 tlak 157 bar  [26]

Lultrazvukem asistovana extrakce, 2 mikrovinami asistovana extrakce, 3 extrakce kapalinou pod tlakem, # superkritickd fluidni extrakce,
>koncentrace fenolickych latek vyjadfend v mg ekvivalentu kyseliny gallové na gram vzorku, ® pomér mnoZstvi rozpoustédla pouZitého
na 1 gram vzorku
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U vSech praci byl celkovy obsah fenolickych latek odhadnut pomoci Folin-Ciocalteu
metody. Jako standard byla pouZita kyselina gallova a obsah fenolickych latek je vyjadfen na mg
ekvivalentni standardu kyseliny gallové v 1 g suchého ci Cerstvého rostlinného vzorku.

Jak Ize vycist z prace zaloZzené na porovnani U¢innosti macerace a ultrazvukem asistované
extrakce fenolickych latek z plodl Olea europaea [23], vytéZnost UAE je vyssi i presto, Ze cas
extrakce byl nékolikandsobné kratSi nez u macerace. Bylo provedeno i HPLC stanoveni
14 fenolickych latek a ze zjiSténych vysledkd bylo dosaZzeno zavéru, Ze ultrazvukové viny
neposkodily analyzované fenolické latky a nedochazelo tedy k jejich degradaci. Z prace je i vidét,
ze pro UAE neni potieba vysokych teplot, coZ je vyhodné pro extrakci termolabilnich latek.

V dalsi praci [24] byla mikrovinami asistovand extrakce fenolickych latek z ovoce
Melastoma sanguinem (MAE) srovndna s dvéma béznymi extrakénimi metodami — macerace
a Soxhletova metoda. Oproti Soxhletové metodé bylo spotfebovano nékolikandsobné nizsi
mnozstvi extrakéniho rozpoustédla, bylo dosazeno kratSiho ¢asu extrakce a teplota extrakce byla
také nizSi. Za vyuziti MAE bylo dosazeno vice jak dvojnasobné vytéinosti extrakce. Oproti
maceraci byla pouzita u MAE vyssi teplota, ale extrakce probihala za nesrovnatelné kratsi
dobu s vyssi vytéznosti. V této prdci byla pouzita optimdlni mikrovinnd sila 500 W, u vyssich
hodnot dochazelo k sniZzeni celkového obsahu fenolickych latek, coz mohlo byt zplsobeno
tepelnou degradaci.

Extrakce bioaktivnich sloucenin z plodu Rubus fruticosus kapalinou pod tlakem byla vyuzZita
v praci [25]. Teplota je u tohoto typu extrakce vysokad, coz je vhodné pro termostabilni slouceniny.
Prace poukazuje na mozné vyuziti odpadu firem zpracovavajicich rostliny, pfi pouziti extrakéni
metody s nizkou spotfebou extrakéniho rozpoustédla na 1 g vzorku a za kratky cas.

Superkriticka fluidni extrakce fenolickych latek ze seminek Vitis labrusca byla pouZita
v praci [26]. Jako nejoptimalnéjsi sloZzeni extrakéniho média pro extrakci fenolickych latek, bylo
slozeni ethanol : CO; v poméru 6,66 % : 93,34 %. Teplota extrakce byla pouzita pod 50 °C, aby bylo
zabranéno degradaci fenolickych latek. Nejvyznamnéjsimi faktory na vytéznost fenolickych latek
byla v této prdci uréena teplota a tlak. Bylo tedy dosazeno vysoké vytéZnosti fenolickych latek za
pouziti nizké koncentrace organického rozpoustédla, mirné teploty a tlaku a za ¢as extrakce

pouhych 30 min.
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Ze vSech vybranych praci byla spotfeba extrakéniho rozpoustédla na 1 g vzorku u SFE

evvs

evvys

vzorku, ale vtomto rozpoustédle pouze 6,66 % zastupuje organické rozpoustédlo (ethanol),

zbytek je CO,.
3.2.3 Superkriticka fluidni extrakce

Superkriticka fluidni extrakce (SFE) je extrakéni metoda, ktera vyuzivd superkritickou
tekutinu k extrakci vybranych analyti. Nastavitelnou teplotou, tlakem, pomérem pfidavnych
rozpoustédel a oxidu uhli¢itého, velikosti sklenénych kulicek, délkou extrakce a pritokem

rozpoustédla je mozné upravit extrakéni Géinnost.
3.2.4 Superkriticka tekutina

Superkriticka tekutina je charakterizovana teplotou a tlakem, které jsou vyssi, neZ jsou
kritické hodnoty této latky. Po prekroceni kritického bodu teploty a tlaku dané latky dochazi ke
zméné vlastnosti a vznikd superkritickd tekutina, kterd ma vlastnosti plynu i kapaliny. Tekutina
v nadkritickém stavu ma hustotu vyssi nez plyny, vysokou difuzivitu, nizkou viskozitu a nulové
povrchové napéti. Téchto vyhodnych vlastnosti se vyuziva v SFE [27].

Nejcastéji pouzivanou nadkritickou tekutinou je oxid uhlicity. Mezi jeho vyhodné vlastnosti
patfi napriklad nehoflavost, inertnost, cena a nizka toxicita pro Zivotni prostiedi. Nadkritického
stavu u oxidu uhli¢itého Ize snadno dosahnout diky nizkym kritickym hodnotam pro teplotu
31,1 °Citlak 73,8 bar(. Kvli nulovému dipélovému momentu molekuly CO; je superkriticky CO»
povazovan za nepolarni rozpoustédlo, ale diky pfitomnosti kvadrupdlového momentu ma lehkou
polaritu, coz mu umoznuje v superkritickém stavu a za vysokého tlaku rozpoustét nékteré polarni
latky. Extrakéni vytéZznost latky pomoci superkritického CO; zaleZi na jejich substituentech, jeji
polarité a molarni hmotnosti [28]. ZvySenim tlaku se zvySuje hustota superkritické tekutiny,
a proto je superkriticky CO2 do urcité miry schopny extrahovat i polarné;jsi analyty.

CO; je vybornym extrakénim cinidlem pro extrakci nepolarnich latek. Pro extrakci
polarnich sloucenin je dllezity kosolvent jako soucast extrakéniho média spolu s CO; pro zvySeni

rozpustnosti polarnich slouéenin v extrakénim médiu. Jiz maly pridavek kosolventu vyrazné
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zvysSuje vytéinost extrakce poldrnich sloucenin pfi SFE. Nejéastéji pouzivané kosolventy pro
extrakci polarnich sloucenin jsou methanol, ethanol a voda [29]. PouZivaji se i jejich kombinace,

a to predevsim methanol/ethanol + voda.

10,000

1,000

100

Pressure [bar]

jury
=

-50 0 50 100

Temperature [°C]

Obrazek 7: Fazovy diagram CO; [30]
solid - pevnd ldtka, liquid - kapalina, gas - plyn, supercritical fluid - superkritickd tekutina, triple

point - trojny bod, critical point - kriticky bod, pressure — tlak, temperature - teplota

S pridavkem kosolventd se méni i kritické hodnoty extrakéniho média. Z tohoto divodu
musi byt obsah nékterych kosolvent(i nizky, pro dosazeni superkritického stavu extrakéniho
média, kvili jejich vysoké kritické hodnoté tlaku a teploty. Pridanim vyssiho mnoZstvi kosolventu
uz tedy nedosahneme superkritického stavu, ale jsme v subkritickych podminkdach. Prikladem
kosolventu s vysokymi hodnotami kritického bodu je voda. Kritické hodnoty pro vodu jsou teplota
373,9 °C atlak 220,5 bar [31]. Pti takové teploté by doslo k rozkladu rostlinného materialu

i extrahovanych latek [28].
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3.2.5 Kosolventy

Pridavkem kosolventd upravujeme extrakcni vlastnosti extrakéniho média. Voda je skvély
solvent pro polarni a iontové slouceniny. DalSimi vyhodnymi vlastnostmi vody jsou jeji nizka
toxicita, nehoflavost, nevybusnost, nizkd cena a bezpecnost pfi béZzném pousziti.

Ethanol je jeden z nejcastéji pouzivanych polarnich solvent(. Je neomezené misitelny
s vodou. Jeho vlastnosti jsou hoflavost (1. tfida hoflavin), tékavost, cenova dostupnost. Je ¢asto
pouzivan jako rozpoustédlo, dezinfekce, pfi vyrobé alkoholickych ndpojd, k extrakcim jako
extrakéni Cinidlo, pfi syntéze napf. kyseliny octové a ve farmaceutickém primyslu [32]. Jeho
kriticky bod teploty je 243,1 °C a tlaku 63,9 bar [31]. Jeho kritickd hodnota tlaku je podobna jako
u COy, ale kriticka teplota je vysoka.

Methanol je také poldrnirozpoustédlo a je neomezené misitelny s vodou. Jeho vlastnostmi
jsou toxicita, hoflavost, tékavost a cenova dostupnost. | pres jeho toxicitu je diky jeho vlastnostem
¢asto pouzivan jako rozpoustédlo, pfisada do nemrznoucich smési, k extrakcim jako extrakéni
Cinidlo a pfi syntéze napf. formaldehydu [33]. Kritickou hodnotu teploty ma methanol 239,5 °C
a tlaku 81 bar( [31].

Tabulka 3: Kritické body teploty a tlaku pro vybrané kosolventy [31]

kosolvent Tc1(°C) Pc 2 (bar)
ethanol 243,1 63,9
methanol 239,5 81,0
voda 373,9 220,5

1 kritickd teplota, 2 kriticky tlak
3.2.6 Vyuziti superkritické fluidni extrakce

Superkriticka fluidni extrakce se nejéastéji pouZiva pro pfipravu napf. bezkofeinové
kavy/caje, olejového extraktu z Humulus lupulus, extrakce aromatickych latek. Tato kapitola se
zabyva prevainé pouzitim SFE pro nekonvencéni extrakce, které maji potencialni vyuziti ve
farmaceutickém, analytickém, ale i industrialnim odvétvi, viz Tabulka 4. Z béZného pouziti byla
vybrana extrakce aromatickych latek, kde SFE prevysuje ostatni extrakce svou vysokou extrakéni
vytéZnosti za pouziti 100 % CO». Dale byly vybrany extrakce alkaloid, které maji vyznamné pouziti

ve farmacii. Z téchto alkaloidl byl vybran vinblastin, kolchicin a jeho derivaty a artemisinin. Dalsi
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praci je vyuziti SFE v kombinaci s extrakci na pevné fazi pro zisk THC standardu analytické kvality.
V neposledni fadé je zminéno i vyuZiti SFE pro zuZitkovani industridalniho odpadu, v tomto ptipadé

zuzitkovani odpadu Virginia tobacco.
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vzorek

Catharanthus
roseus -
nadzemni ¢asti

Cannabis sativa -
kvétenstvi

Colchicum
autumnale -
semena

Artemisia annua
- listy

Virginia tobacco -

odpad z procesu
odstrafovani
stonka z listu pfi
jejich
zpracovavani
Lavandula
angustifolia -
kvéty

extrahovany analyt

vinblastin

THC (tetrahydrokanabinol)

kolchicin
3-demethylkolchicin
kolchikosid

artemisinin

solanesol/nikotin

solanesol/nikotin

aromatické latky

Tabulka 4: Prehled vyuziti SFE

teplota tlak
(°C)  (bar)
40 300
60 150
35 247
60 400
40 150
58 370
40 120

slozeni
extrakéniho
média

ethanol : CO,
2%:98%

ethanol : CO,
2%:98%

methanol : CO,
3%:97%

100 % CO;

100 % CO;

100 % CO;

100 % CO,

29

prutokova .
¢as
rychlost
. . extrakce
extrakéniho (min)
média
16,67 g/min 130
9,17 g/min 240
1,50 ml/min 110
2,40 g/min -
261,17 g/min 180
194,50 g/min 180
450,00 ml/min 120

vytéZnost

291,90 pg/g extraktu

13,97 g extraktu/100 g
matrice - extrakt
obsahujici 36,18% THC, po
SPE zisk 3,55 g
(90,10 % THC)/100 g
matrice
1,25 %/200 mg matrice
0,17 %/200 mg matrice
0,46 %/200 mg matrice
95,10 mg/g extraktu,
5,47 mg/g matrice

solanesol/nikotin
33,33/0 g/kg matrice

solanesol/nikotin
17,52/2,10 g/kg matrice

extrakt - 3,20 - 3,70 %/g
matrice

zdroj

[34]

(35]

(36]

(37]

(38]

(39]



Pomoci superkritické fluidni extrakce vinblastinu z nadzemni &asti rostliny Catharanthus
roseus [34] bylo dosazeno vysoké vytéznosti extrakce vinblastinu za pouziti relativné nizkého
mnozZstvi organického rozpoustédla. Nejvyssi selektivity bylo dosazeno pti pouziti extrakéniho
média CO; + 2 % ethanol. Pti extrakénich podminkach tlak 300 bar, teplota 40 °C a koncentrace
ethanolu jako kosolventu 2 %, bylo extrahovano 291,9 ug/g vinblastinu. SFE extrakty dosahovaly
koncentrace vinblastinu az 0 92,41 % vy3si v porovnani s extrakci pevna latka — kapalina.

Extrakci, izolaci a purifikaci tetrahydrokanabinolu z kvétenstvi Cannabis sativa za vyuziti
superkritické fluidni extrakce a extrakce na pevné fazi [35] bylo dosazeno zisku THC o Cistoté
90,1 %. Pro extrakci byla pouZita kvétenstvi Cannabis sativa s pozorovanou koncentraci 7,04 %
THC v kvétenstvich. Pro purifikaci byl pouzit extrakt SFE s obsahem THC v extraktu 36,18 %, byl
vybran pro vysokou THC Cistotu, ktera byla zjiSténa pomoci GC-FID a RP-HPLC. Purifikace probihala
za pouziti extrakce na pevné fazi a nasledné byla provedena analyza Cistoty a kvantifikace. Za
vyuziti SFE je mozZné ziskat extrakt THC 13,97g/100g matrice s koncentraci 36,18 % THC a po
purifikaci pomoci SPE THC o Cistoté 90,1 % a vytéZnosti 3,55g/100 g matrice. SFE v kombinaci
s SPE je tedy moZné poutZit pro extrakci THC o vysoké Cistoté za relativné kratky cas, pfijatelnych
extrakénich podminek a pfi spotfebé nizkého mnozstvi organickych rozpoustédel pfi extrakci
pomoci SFE.

Dale je popsana extrakce kolchicinu a pfibuznych alkaloidi ze semen rostliny Colchicum
autumnale pomoci superkritického oxidu uhli¢itého [36]. Za vyuZiti SFE byly dvéma po sobé
jdoucimi extrakcemi extrahovany alkaloidy kolchicin, 3-demethylkolchicin a kolchikosid. Semena
byla extrahovéna ve statickém modu po dobu 25 min a v dynamickém mddu po dobu 30 min,
poté byl tento proces jesté jednou opakovan na stejném vzorku, protozZe vyssi extrakéni vytéznost
pro kolchikosid byla ziskdna az ve druhé extrakci. Celkova doba extrakce byla 110 min. Jako
extrakéni médium byl pouzit CO2 + 3 % methanol. Pritokova rychlost extrakéniho média byla
1,5 ml/min. Pfi zoptimalizovanych podminkach bylo moZné extrahovat mirné vyssi mnozstvi
kolchicinu a 3-demethylkolchicinu z 200 mg matrice, nez za vyuziti macerace se sonikaci.
Kolchikosid byl extrahovdn o néco |épe za pomoci macerace se sonikaci nez SFE. Je dulezité

upozornit na to, Ze SFE probihala po dobu 110 min, oproti tomu macerace se sonikaci trvala 24 h.
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Podle této prace je tedy mozné usoudit, Ze SFE ma vlastnosti, které se daji vyuZit pro casové,
ekonomicky a ekologicky efektivni extrakci alkaloid( z rostlinného materidlu.

Extrakci bioaktivnich latek z listl rostliny Artemisia annua za poutziti SFE [37], vody
a ethanolu, byl ziskdn SFE extrakt artemisininu s ICso proti Plasmodium falciparum nizsi nez
0,1 pg/ml. Za pouZziti SFE byl ziskan extrakt artemisininu s koncentraci 95,1 mg/g extraktu. Pomoci
ethanolu byl ziskan extrakt se skoro stejnou koncentraci 95,6 mg/g extraktu. Matrice, ktera byla
pouzita k SFE, byla jesté jednou pouzita pro extrakci poldrnich bioaktivnich latek za pouZiti
ethanolu nebo vody. SFE extrakce byla vice selektivni pro artemisinin nez pro poldrni slouceniny,
z dlivodu poutziti 100 % CO2 bez kosolventu, bylo tedy mozné z jiz pouzité matrice fenolické latky
extrahovat. Bylo dosaZzeno extraktu s vysokou koncentraci artemisininu, s vysokym ucinkem proti
Plasmodium falciparum za pouZiti SFE i ethanolu a déle bylo dosaZzeno zisku polarnich bioaktivnich
latek, jako jsou fenolické Iatky i flavonoidy z jiz pouZité matrice.

Superkriticka fluidni extrakce tabakového odpadu [38], ktery vznika pfi zpracovani rostliny
Virginia tabacco, poukazuje na mozné dalsi vyuziti tohoto odpadu. Za pouziti SFE byl extrahovan
solanesol a nikotin. Solanesol je obsazen v listech Solanaceae. Mezi G¢inky solanesolu patfi napf.
protizanétlivy, antibakterialni, antiviroticky a antifungalni ucinek. Extrakce pomoci SFE probihaly
pouze za vyuziti 100 % CO; jako extrakéniho média, bez pridavku kosolventu. SFE extrakty byly
nasledné podrobeny extrakci kapalina — kapalina, pro oddéleni solanesolu od nikotinu. Nejvyssi
extrakéni vytéznost pro solanesol byla pfi extrakénich podminkach tlaku 150 bar a teploté 40 °C.
Nejvyssi extrakéni vytéZznost pro nikotin byla dosazena pfi podminkach tlaku 370 bar a teploté
58 °C. Je tedy mozné pouzit dvoukrokovou extrakci, kdy v prvnim kroku extrakce bude extrahovan
prevaziné solanesol pfi podminkach 150 bar a 40 °Ca ve druhém kroku pfi extrakénich podminkach
370 bar a teploté 58 °C nikotin.

Pti extrakci aromatickych slouc€enin z kvétl Lavandula angustifolia za vyuziti tfi rGznych
extrakénich metod [39] byla nejvyssi extrakéni vytéZznost u SFE. Extrakce probihaly ze dvou
rGznych matric a vys$si extrakéni vytéznost byla obecné pozorovana u matrice z vyssi nadmorské
vysky (500 m). Extrakéni vytéznost pro SFE u matrice ziskané ve vyssi nadmorské vysce Cinila
3,7 %/g matrice. V tomto extraktu byl nejvice zastoupen linalool 43,30 %, linalyl acetat 21,00 %,

alfa-bisabolol 11,87 % a kafr 8,20 %. SFE extrakt obsahoval vy$si mnoZstvi seskviterpen(l a nizké
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mnozstvi uhlovodikovych monoterpen(, nez extrakty ziskané pomoci UAE a hydrodestilace.
Uhlovodikové monoterpeny snadno oxiduji a snizuji timto stabilitu, kvalitu a vini esencidlnich
olejl. Za pomoci stanoveni s vyuzitim kalibrace u 5 vybranych analyt(i byla nalezena u 4 analytl -

linalool, kafr, linalyl acetdt a (E)-karyophylen - koncentrace v SFE extraktu vyssi nez u
hydrodestilace.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1

4.2

Pouzité chemikalie
ultracista voda pripravena na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové pfistrojem Milli-Q
Direct Water Purification System (Merck spol. s.r.o., Ceska republika)
destilovand voda pripravena na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové pfistrojem
Millipore (Merck spol. s.r.o., Ceska republika)
ethanol absolutni 99,7 % (VWR International s.r.o., Ceska republika)
methanol 299.9 % HiPerSolv CHROMANORM®, HPLC — ULTRA LC-MS (Merck KGaA, Ceska
republika)
kyselina mravenéi 299 %, LC-MS (Merck KGaA, Ceska republika)
oxid uhli¢ity >99,995 % (Messer, Ceska republika)
acetonitril RS 299,95 %, LC/MS (CARLO ERBA Reagents S.A.S.)

kyselina octova 299 % (Penta s.r.o., Ceska republika)
Standardy

katechin 298 % (Honeywell Fluka)

hyperosid 298,35 % (MedChemExpress, USA)

hirsutrin 90,1 % (Sigma-Aldrich, Ceska republika)

reynoutrin 297 % (MedChemExpress, USA)

kvercetin 95 % (Sigma-Aldrich, Ceska republika)

kyselina gallova >97,5-102,5 % (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
rutin hydrat 294 % (Sigma-Aldrich, Ceska republika)

kyselina kdvova =98 % (Sigma-Aldrich, Ceskd republika)
kyselina chlorogenova =95 % (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
kvercitrin hydrat 297 % (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
floridzin dihydrat 299 % (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
floretin 299 % (Sigma-Aldrich, Ceska republika)

guaiaverin 99,3 % (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
epikatechin >90 % (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
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4.3 Pristrojové vybaveni

Priprava vzorku
- mixér Sencor (Sencor, Ceska republika)
SFE
- SFE systém MV-10 (Waters, USA)
- extrakcni cela 5 ml (Waters, USA)
- sklenéné kuli¢ky 2, 3 a 5 mm (Waters, Ceska republika)
- ChromScope™ software (Waters, USA)

Priprava standardi a Gprava extrakti

digitalni ultrazvukova lazer DU-32 (Argo Lab, Itdlie)

rota¢ni vakuovd odparka Concentrator plus 5305 (Eppendorf, Ceskd republika)

tfepacka TS-100 (Biosan, Ceskd republika)

centrifuga MPW 260R (MPW, Polsko)
UHPLC
- Empower vyhodnocovaci software (Waters, USA)
- Acquity UPLC systém (Waters, USA) — cerpadlo, automaticky ddvkovac, kolonovy
termostat
- chromatografickd kolona s vicevrstvou reverzni fazi typu C18, YMC Triart C18 (150 x 3 mm,
1,9 um) (YMC, Japonsko)
- MODDE software 12.1 (Umetrics, Svédsko)

4.4 SFE metoda
4.4.1 Priprava vzorkl pro extrakci

Pro optimalizaci metody byly pouzity susené jablecné ktizaly odridy Matcino (pozdni letni
jablko), potfebna hmotnost pro cely experiment byla doplnéna malym mnozstvim jablecnych
krizal dalsich odrid. Krizaly byly suseny pfi teploté 70 °C po dobu 8 hodin (duZina + slupka).
Nasledné byly kfizaly homogenizovany pomoci mixéru na jemnou smés. Smés byla uchovavdana

v uzavrené sklenéné nadobé v suchu, chladu a tmé.
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4.4.2 Postup extrakce

Navazka vzorku pro extrakci byla 0,5 g. Navazka byla umisténa do 5 ml extrakéni cely mezi
dvé vrstvy sklenénych kulicek. Nasledné byla extrakéni cela zapojena systémem kapilar do pece
v systému SFE. Extrakéni cela byla zapojena tak, aby pfivod kosolventu a CO; byl pfipojen ze
spodni ¢asti extrakéni cely a vyvod z horni ¢asti. Sbérna kapilara byla vloZzena do jimaci nadoby.
Po skonceni extrakce bylo mnozZstvi extraktu zméfeno v odmérném valci a jeho ¢ast uchovana ve

vialkdch do doby analyzy pfi teploté -20°C.
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zpétného tlaku

ik

terpadlo

{ I
terpadla I i
1
I_'_. pr— _ I
[ix] [
I o Y wl
s 23
15 X
7] ai 1 |
| !
1
I I — pfidavna
imaci .
e ————— ) kapalina

] nadoba

kosolvent

—
tlakova
lahev s CO,

Obrazek 8: Schéma pfistroje SFE

Obrazek 8 znazorfiuje schéma SFE. Ptivod kapalného CO; z tlakové lahve a kosolventu do
systému zabezpecuji ¢erpadla. Pfed CO; Cerpadlem je chladi¢, ktery udrzuje hlavy CO; Cerpadla
chlazené na 4 °C, ¢imzZ zabezpecuje privod CO; v kapalném stavu. Extrakéni médium poté proudi
do vyhfivané pece. Extrakéni pec se senzory pro kontrolu teploty je c¢asti SFE systému, ktera
vyhtiva extrakéni celu na pozadovanou teplotu. Extrakéni médium se dostava do extrakéni cely,
ktera obsahuje vzorek a dochazi k extrakci. Nasledujici ¢asti je regulator zpétného tlaku, ktery pfi
extrakci udrZuje stabilni nastaveny tlak. Soucdsti SFE je i ¢erpadlo pro pfidavnou kapalinu pro

extrakce s nizkym obsahem kosolventu v extrakénim médiu, aby se predchdazelo vysrazeni

35



extraktu v systému kapildr. Posledni ¢asti je kolektor extraktd, ktery se skldda z jimacich nadob

pro finalni extrakty.
4.4.3 Uprava SFE extraktd

Ziskané extrakty byly upraveny nasledujicim zptsobem: 1 ml extraktu byl odpipetovan do
Eppendorfovy zkumavky a odpafen na rotacni vakuové odparce pfi teploté 45 °C do sucha.
K odparklim bylo pfiddno 100 ul extrakéniho rozpoustédla a byly tfepany po dobu 10 min.
Rozpustény odparek se nasledné 10 minut centrifugoval pfi zrychleni 18188 G a teploté 4 °C.
Supernatant byl ndsledné odebran pomoci automatické pipety do mikrovialek. Zpracované

extrakty byly bezprostfedné vloZzeny do autosampleru UHPLC pfistroje a analyzovany.
4.4.4 Optimalizace SFE metody

Optimalizace extrakce byla rozdélena do nékolika kroku:
1. Identifikace signifikantnich faktor( ovliviujicich vytéZnost extrakce
2. Vliv pritoku extrakéniho média na kinetiku extrakce
3. Vliv velikosti sklenénych kuli¢ek na vytéZnost extrakce
4

Ovéreni opakovatelnosti optimalizované metody

Identifikace signifikantnich faktora ovliviiujicich vytéznost extrakce

Prvnim krokem optimalizace metody byla identifikace signifikantnich faktort na vytéznost
extrakce. Ktomuto ucelu byl pouzit software MODDE, kde byl pomoci Plackett-Burman (PB)
designu vytvoren seznam jedendcti experimentl véetné 3 stfedovych bodu. Jednotlivé extrakce
byly provedeny v duplikdtech a celkovy pocet experimentl provedenych v ndhodném poradi byl
22. PB design slouZi jako experimentalni screening, umoznujici identifikaci signifikantnich faktord
bez nutnosti generovani velkého mnozstvi dat. V tomto kroku byly zadany sledované parametry
— tlak a teplota extrakce, mnozstvi oxidu uhli¢itého a vody v extrakénim rozpoustédle. Rozmezi
testovanych faktord bylo zvoleno na zakladé fyzikalné-chemickych vlastnosti analyt( a pracovniho
rozsahu instrumentace. Rozsah testovanych faktor( byl nasledovny: teplota 30—-80 °C, tlak 100—
300 bar, obsah oxidu uhli¢itétho 10-90 %, obsah vody v ethanolickém kosolventu 0-20 %.

Pratokova rychlost extrakéniho rozpoustédla byla 2 ml/min a ¢as extrakce 10 minut. Vzorek byl
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umistén sendvicovym zplisobem mezi dvé vrstvy sklenénych kuli¢ek s priimérem 3 mm. Extrakce
probihaly v dynamickém mddu. Jako prevence vysrazeni extraktu v kapilarach pfi extrakci
s pouzitim 90 % CO,, bez ohledu na obsah vody v kosolventu byl pfidan ethanol jako pfidavna
kapalina s pratokovou rychlosti 0,5 ml/min. Pfehled podminek a poradi experimentu je uveden

v Tabulce 5.

Vliv pratoku extrakéniho média na kinetiku extrakce

Ve druhém kroku byl testovan vliv pratokové rychlosti 2-5 ml/min na vytéZnost extrakce.
Extrakce s rlznymi pritokovymi rychlostmi byly aplikovany na jiz optimalizované podminky
extrakce z prvniho kroku optimalizace. Oproti prvnimu kroku optimalizace extrakce probihaly
60 min a extrakty byly odebirdny postupné v ¢asovych intervalech po 5, 10, 15, 30, 45,

60 minutach.

Vliv velikosti sklenénych kuli¢ek na vytéZnost extrakce

Ve tfetim kroku byl testovan vliv velikosti pouzZitych sklenénych kulicek na vytéznost
extrakce. Optimalizace extrakce probihala pfi optimalnich podminkdch ziskanych z prvniho

a druhého kroku optimalizace. Byly zde testovany sklenéné kulicky o prdméru 2, 3a 5 mm.

Ovéreni opakovatelnosti optimalizované metody

Ve ctvrtém kroku byla ovérena opakovatelnost optimalizovanych podminek extrakce.
Optimalizované podminky byly pouZity pro extrakci ve tfech po sobé jdoucich dnech. Kazdy den

byly extrahovany tfi extrakty. Mira opakovatelnosti byla vyjadiena jako RSD (%) ze tfech dni.
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Tabulka 5: Pfehled podminek extrakci Plackett-Burman designu

pratok pridavna
kosolventu kapalina
(ml/min)  (ml/min)

CO; H.0 teplota tlak pritok CO;

extrakce poradi (%) (%) °C) (bar)  (ml/min)

N1 8 90 0 30 300 1,8 0,2 0,5
N2 17 90 20 30 100 1,8 0,2 0,5
N3 20 90 20 80 100 1,8 0,2 0,5
N4 7 10 20 80 300 0,2 1,8 0,0
N5 4 90 0 80 300 1,8 0,2 0,5
N6 1 10 20 30 300 0,2 1,8 0,0
N7 13 10 0 80 100 0,2 1,8 0,0
N8 11 10 0 30 100 0,2 1,8 0,0
N9 19 50 10 55 200 1,0 1,0 0,0
N10 10 50 10 55 200 1,0 1,0 0,0
N11 16 50 10 55 200 1,0 1,0 0,0
N12 22 90 0 30 300 1,8 0,2 0,5
N13 18 90 20 30 100 1,8 0,2 0,5
N14 2 90 20 80 100 1,8 0,2 0,5
N15 14 10 20 80 300 0,2 1,8 0,0
N16 6 90 0 80 300 1,8 0,2 0,5
N17 21 10 20 30 300 0,2 1,8 0,0
N18 5 10 0 80 100 0,2 1,8 0,0
N19 12 10 0 30 100 0,2 1,8 0,0
N20 15 50 10 55 200 1,0 1,0 0,0
N21 9 50 10 55 200 1,0 1,0 0,0
N22 3 50 10 55 200 1,0 1,0 0,0

4.4.5 Hodnoceni vhodnosti modelu extrakénich podminek

Kazdy model popisuje sumarni statistiku vyjadirenou ¢tyfmi parametry: vhodnost modelu
(R2), pfesnost budouci predikce (Q2), validita, opakovatelnost.

Hodnota vhodnosti modelu R2 mensi nez 0,5 predstavuje model s nizkym vyznamem.
Q2 hodnota odhaduje presnost budouci predikce a méla by byt vys$si nez 0,1 pro vyznamny model
a vyssi nez 0,5 pro dobry model. Zaroven by mél byt rozdil mezi R2 a Q2 hodnotami mensi, nez
0,3. Q2 je nejlepsi a nejcitlivéjsi indikator.

Validita modelu je test rlznych problém( modelu. Hodnota mensi nez 0,25 indikuje

statisticky vyznamny problém modelu (pfitomnost odlehlych hodnot, nevhodny typ modelu,
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problém s transformaci dat). Nizkd hodnota muze indikovat i chybéjici faktor a/nebo chybéjici
kvadraticky ¢len faktoru. Validita modelu mUze byt nizkd i v pfipadé, pokud je celkova chyba velmi
mala (témér identické replikaty) a model je dobry a kompletni. Kdyz je celkova chyba tak mal3, ze
replikaty se povazuji za identické, je problém s hodnocenim validity modelu (z toho divodu muze
byt v tomto pripadé nizka). Napriklad validita modelu muze byt nizka, i kdyz je hodnota Q2 vyssi
nez 0,9. Je to z dlivodu vysoké citlivosti testu a/nebo extrémné dobrych replikat.
Opakovatelnost vyjadfuje variabilitu replikati v porovnani scelkovou variabilitou.

Opakovatelnost by méla byt vyssi nez 0,5.
4.5 Priprava roztoki
4.5.1 Priprava fediciho roztoku

Redici roztok byl pouzit pro pfipravu a fedéni standard(l a pro rekonstituci odpafenych
extrakt(. SloZeni roztoku bylo nasledovné: 60:40 MeOH:H,0 (v/v) s pfidavkem 0,1% (v/v) kyseliny
mravenci. Pro pfipravu zdsobnich standard( h(r rozpustnych analytl, jako kvercetin a jeho
derivaty, byly pfipraveny dva individuaini roztoky. Prvni roztok byl 100% methanol s 0,1% (v/v)
kyselinou mravendi a druhy ultracistad voda s 0,1% (v/v) kyselinou mravenci. Rozpousténi tudiz
probihalo nejdfive v 60 % poZzadovaného objemu methanolické slozky, az pak bylo pfidano 40 %

pozadovaného objemu vodné slozky.
4.5.2 Priprava zasobnich standardi

Z kazdého standardu bylo navazeno pfiblizné 0,2 mg. Navazka se rozpustila v pfislusném
objemu fediciho roztoku tak, aby byla koncentrace standardu 0,2 mg/ml. Objem fediciho roztoku
byl vypocten podle navazky a Cistoty standardu. Dokonalé rozpusténi bylo podporeno tfepanim
na tfepacce. Derivaty kvercetinu byly pro jejich horsi rozpustnost rozpustény ve dvou krocich

(viz 4.5.1) a vloZzeny do ultrazvukové ldzné na 15 minut.
4.5.3 Priprava smésného standardu

Smésny standard o koncentraci 10 pg/ml byl pripraven tak, Ze od kazdého zasobniho
standardu bylo do mikrovialky napipetovano 50 pl a fedicim roztokem byl objem doplnén na 1 ml

(300 pl rediciho roztoku). Smésné standardy byly uchovavany pfi teploté 4 °C.
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4.5.4 Priprava mobilni faze pro UHPLC

Pro UHPLC separaci byla pfipravena vodna slozka mobilni faze z ultracisté vody, kterd byla

okyselena kyselinou octovou na pH 2,8. Organickou slozku mobilni faze tvofil acetonitril.
4.6 UHPLC-DAD metoda

Pro analyzu extraktl byl pouzit UPLC systém Acquity s detektorem diodového pole.
Separace fenolickych latek probihala na koloné YMC Triart C18 ExRS (150 x 3 mm; 1,9 um). Mobilni
faze se skladala z ultracisté vody okyselené kyselinou octovou na pH 2,8 (A) a acetonitrilu (B). Pro
separaci byla pouzita gradientovd eluce (viz Tabulka 6). Rychlost pritoku mobilni faze byla
0,35 ml/min, objem nasttiku byl 2 pl, teplota kolonového termostatu byla nastavena na 30 °C
a teplota autosampleru na 6 °C. Detekce probihala na vybranych vinovych délkach:

254 nm — guaiaverin, hirsutrin, hyperosid, reynoutrin, kvercitrin
280 nm — kyselina gallova, epikatechin, katechin, floridzin, floretin
320 nm —kyselina chlorogenova, kyselina kdvova

365 nm — rutin, kvercetin

Tabulka 6: Gradientova eluce UHPLC-DAD separace

cas (min) slozka A (%) slozka B (%)

0,0 90 10
8,0 78 22
10,2 72 28
10,7 60 40
13,7 50 50
13,9 50 50
14,1 90 10
17,5 90 10

Podminky separaéni metody byly prevzaty z pfedchozi experimentalni prace Mgr. Marcely Hollé.
4.6.1 Hodnoceni UHPLC analyzy fenolickych latek

Po UHPLC separaci byly piky analytl integrovany na pfislusnych vinovych délkach. Piky

byly identifikovany na zdkladé porovnani jejich retencnich ¢asl a retencnich c¢asl prislusnych
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standardu. Plochy integrovanych pik(i byly pouzity k vypoctu koncentrace analyzovanych latek
vV ug/s.

4.6.2 Vypocet koncentrace analyzovanych latek

Vypocet koncentrace analytd v pg/g susenych jablecnych krizal probihal dle vzorce:

c = ((Avz ¥10)/(Ast) * Vr * (1/10))*2

Av; - plocha vzorku, Ast - plocha standardu s koncentraci 10 pg/ml, Vr - celkovy objem ziskaného
extraktu, 1/10 - zakoncentrovani, nasobeni 2 - prfepocet koncentrace z navazky vzorku 0,5 g na
lg

4.6.3 Smérodatna odchylka (SD) a relativni smérodatna odchylka (RSD)

Smérodatna odchylka uddva, jak moc jsou data odlehld od jejich priméru. Vypocita se jako
odmocnina z rozptylu. Rozptyl udava primér druhych mocnin rozdilu mezi primérem ziskanych

hodnot a jednotlivymi hodnotami.

x(x; — xp)z

n

SD =

xi = ziskané hodnoty, xp = pridmér ziskanych hodnot, n = pocet ziskanych hodnot

Relativni smérodatnd odchylka se udava v % a vyjadfuje, jak je smérodatnd odchylka velkd

ve vztahu k priméru ziskanych hodnot.

SD
RSD = — %100
Xp
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Plackett-Burman design

Hodnoceni a optimalizace metody byly zaméfeny na 6 nejzastoupenéjsich analytd —
kyselina chlorogenova, epikatechin, katechin, floridzin, kvercitrin a guaiaverin pro jejich majoritni
zastoupeni ze 14 sledovanych analyt(, viz oddil 5.2.1. Ze 14 stanovovanych analytl, byl floretin
jedinym analytem, ktery nebyl stanoven v Zzadném extraktu.

R2 predstavuje vhodnost modelu. U vSech vybranych nejzastoupenéjsich analytl (kyselina
chlorogenova, epikatechin, katechin, floridzin, kvercitrin a guaiaverin) byla jeho hodnota vyssi nez
0,5 a pohybovala se okolo 0,9. Podle toho parametru bylo dosazeno zavéru, Zze model je vhodny
pro viechny vybrané analyty.

Q2 odhaduje presnost budouci predikce. Pro vSechny vybrané analyty byla hodnota Q2
vys$si nez 0,5, coZ vyjadfuje dobry model. Zaroven by se hodnota Q2 neméla liSit od R2 o vice nez
0,3, coz splnuji vSechny vybrané analyty.

Validita modelu predstavuje test rGznych problém( modelu. U katechinu, floridzinu
a guaiaverinu se hodnota validity modelu pohybovala okolo 0,5, u kyseliny chlorogenové se
pohybovala okolo 0,6 a u kvercitrinu okolo 0,7. Hodnota validity modelu by neméla byt nizsi nez
modelu byla zjiSténa u epikatechinu s hodnotou pfiblizné 0,25 i presto, ze Q2 byla u epikatechinu
ze vSech vybranych analyt( nejvyssi. V takovém pfipadé mohla byt nizkd hodnota validity modelu
zpUsobena vysokou citlivosti testu.

Opakovatelnost vyjadfuje variabilitu porovndvanych replikatld s celkovou variabilitou.
Opakovatelnost se u vsSech vybranych analytd pohybovala okolo 0,9, coz vyjadfuje dobrou

opakovatelnost.
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Obrazek 9: Prehled vhodnosti modelu pro 6 nejzastoupenéjsich analytd

model validity — validita modelu, reproducibility - opakovatelnost
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5.2 Identifikace signifikantnich faktora ovliviiujicich vytéZnost extrakce

Vliv obsahu CO; v extrakénim médiu na vytéznost extrakce je u vSech vybranych analyt(
nejvyznamnéjsi. Zaporné hodnoty vyjadfuji, Ze zvySenim obsahu CO; dochazi k rapidnimu snizeni
vytéznosti, a naopak se snizenim obsahu CO; v extrakénim médiu dochazi ke zvySeni vytéznosti
extrakce. Tento efekt je vsouladu s nizkou polaritou CO, kterda vyrazné limituje vytéZnost

Obsah H,0 v kosolventu vyznamné ovliviiuje extrakéni vytéZnost kyseliny chlorogenové,
floridzinu, kvercitrinu, katechinu a guaiaverinu. Vliv obsahu H,0 v kosolventu je u téchto analytQ,
spolecné stlakem, druhym nejvyznamnéjSim faktorem. ZvySenim obsahu H>O v kosolventu
dochazi ke zvyseni vytéznosti analytl. U floridzinu byl obsah H,0 v kosolventu identifikovan jako
kvadraticky ¢len. Pro vytéZznost epikatechinu byl vliv obsahu vody v kosolventu nesignifikantnim
faktorem. Maximalni mozna koncentrace H,O v kosolventu je 20 %, pfi vyssi koncentraci by
dochazelo k rozdéleni fazi extrakéniho média.

Tlak plsobi na vytéZnost vsech vybranych analytl podobné, a to takovym zplisobem, Ze
se zvySenim tlaku dochazi i ke zvySeni vytéZnosti extrakce. U epikatechinu byl tlak druhym
nejvyznamnéjsim faktorem a byl identifikovan jako kvadraticky ¢len. Maximalni moZny tlak
extrakce pouZité SFE instrumentace byl 300 bar.
kyseliny chlorogenové, kvercitrinu, katechinu a guaiaverinu model identifikoval teplotu jako
kvadraticky ¢len. Vliv teploty na vytéZnost bude mit u téchto analytl kvadraticky prabéh.
U analytl epikatechin a floridzin byl vliv teploty nesignifikantni.

Krabicové grafy popisuji intenzitu vlivu identifikovanych signifikantnich faktord na

vytéznost 6 vybranych analytu.
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Obrazek 10: Vliv signifikantnich faktor( na vytéZznost analytu

T*T, P*P, H,O*H,0 oznaduji kvadraticky ¢len faktoru, ktery byl vlozen tam, kde model
identifikoval prfitomnost kvadratického ¢lenu.

5.2.1 Vliv testovanych faktord na vytéZnost extrakce

Pro zjisténi vyznamnosti testovanych faktord, jejich vlivu na extrakci vSech studovanych
fenolickych latek a optimalizaci extrakénich podminek byl pouzit software MODDE. Samotna
optimalizace extrakénich podminek vSak byla prizpGsobena pro Sest nejkoncentrovanéjsich
analyt(, coz byly kyselina chlorogenova, epikatechin, katechin, kvercitrin, guaiaverin a floridzin.

Je to z toho dlvodu, Ze optimalni extrakéni podminky minoritné zastoupenych fenolickych latek
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se mohou vyrazné lisit od optimalnich extrakénich podminek majoritnich analyti. Tudiz mira
kompromisu pro volbu optimalnich extrakénich podminek by mohla negativné ovlivnit celkovou
vytéznost extrakce.

Na zakladé ploch identifikovanych pikd UHPLC-DAD analyzy byly vypocéteny koncentrace
kvantifikovanych analyt( v ug/g vzorku. Tabulka 7 vyobrazuje vytéZnosti pro jednotlivé extrakéni
podminky. VytéZznost je hodnocena v podobé souctu koncentraci vsech kvantifikovanych analytd
a souctu koncentraci Sesti nejvice zastoupenych analytl — kyselina chlorogenovd, epikatechin,
katechin, kvercitrin, guaiaverin a floridzin. Jak je mozné vidét z Tabulky 7, rozdily v koncentracich
vSech kvantifikovanych analytd a Sesti vybranych analytl jsou malé, coZz znamena, Ze analyty,
které byly vybrdny, jsou majoritné zastoupeny, a proto musi byt zohlednén vliv extrakcnich
podminek na jejich vytéznost. Na zakladé relativni smérodatné odchylky mizZzeme porovnat miru
opakovatelnosti extrakci mezi jednotlivymi experimenty. Relativni smérodatnd odchylka byla
vypoctena ze sum vSech kvantifikovanych analytl v obou duplikatech pro dany experiment.

Nejvyssi extrakéni vytéZnosti bylo dosazeno pfi extrakcich N4 a N15, kdy extrakce
probihala s 10 % CO; v extrakénim médiu a 20 % H,O v kosolventu pfi teploté 80 °C a tlaku
extrakéni vytéznost bylo dosazeno pfi extrakci N3 a N14 s 90 % CO; a 20 % H,0 v kosolventu pfi
teploté 80 °C a tlaku 100 bar. Zde bylo zjisténo i vysoké RSD 26,4 %, které vypovida o Spatné
opakovatelnosti. Extrakce N21 je odlehld hodnota. ZTabulky 7 lze vidét, Zze obsah CO;
v extrakénim médiu je nejvyznamnéjsim faktorem ovliviujicim extrakci. Pro extrakci polarnich
sloucenin jako jsou fenolické latky je dosazeno vyrazné vyssi vytéZnosti pfi pouziti polarniho
rozpoustédla, jako napf. ethanolu, navic s pfidavkem vody. Se sniZujicim se obsahem CO;
v extrakénim médiu a zvySujicim se obsahem H;O v extrakénim médiu, teplotou a tlakem

dochdzelo k vyraznému zvySeni vytéznosti extrakce.
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Tabulka 7: VytézZnosti pfi jednotlivych extrakénich podminkach

suma 6

teplota tlak vybranych SBTECEL
extrakce COz (%) H20 (%) l?, v yo analytu RSD (%)
(°C) (bar) analytu (ne/e)
(ne/s)

N1 17,25 18,95
N12 90 0 30 300 29,59 33,02 27,08
N2 9,81 11,16
N13 90 20 30 300 581 6.67 25,18
N3 3,87 4,10
N14 90 20 80 100 585 704 26,40
N5 29,12 32,40

90 0 80 300 14,51
N16 21,71 24,19
N4 1281,46 1364,23
N15 10 20 80 300 1240,84 1309,48 2,05
N6 921,67 976,74

1 2 12
N17 0 0 30 300 1199,04 1260,61 /69
N7 10 0 30 100 798,59 846,33 177
N18 769,97 816,97 !
N8 10 0 30 300 262,38 281,99 14 31
N19 349,28 376,15 !
N9 930,05 979,90
N10 680,40 727,13
N11 710,12 748,74
N20 >0 10 >> 200 868,82 919,61 31,99
N21 241,68 261,63
N22 895,24 947,92

Lrelativni smérodatnd odchylka vypoétena ze sum vsech kvantifikovanych analyt(

Tabulka 8: Optimalni podminky extrakce ziskané v prvnim kroku optimalizace SFE
CO: (%) H.0 (%) teplota (°C) tlak (bar)
10 20 59 300

Za vyuziti softwaru MODDE, byly pomoci funkce optimizer vygenerovany optimalni
podminky extrakce s cilem maximalizovat vytéznost extrakce pro 6 nejzastoupenéjsich analyt(
v extraktech jable¢nych kfizal. Vysledné optimalni podminky se od extrakci s nejvyssi vytéznosti
N4/N15 lisi pouze teplotou, ktera byla pfi téchto extrakcich o 21 °C vyssi (80 °C) a jsou uvedeny

v Tabulce 8. Vliv zvySujici se teploty na vytéZnost mda kvadraticky pribéh u vétsiny
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nejzastoupenéjsich analytl a nardsta pouze do teploty priblizné 60 °C, pfi prekroceni této teploty
jiz nedochazi ke kontinudlnimu nardstu vytéZnosti s rostouci teplotou, ale naopak dochazi ke
snizovani vytéznosti srostouci teplotou. Tento efekt je pravdépodobné nejvice zplsoben
degradaci termolabilnich fenolickych latek pfi zvySujici se teploté nad 60 °C. Je dllezité
podotknout, Ze pouzitim vysokého obsahu kosolventu v extrakénim médiu je znemozinéno
dosazZeni superkritického stavu extrakéniho média, tudiz extrakce probihd za subkritickych
podminek.

Pro detailnéjSi znazornéni vlivu testovanych faktorl na vytéZnost byly pfipraveny
vrstevnicové grafy (Obrazky 11-13). Vlivy faktor( byly vyhodnoceny jako funkce hlavniho faktoru
CO,, ktery byl vidy vynesen na ose x. CO3 byl identifikovan jako nejdllezitéjsi faktor ovliviiujici
vytéZnost extrakce.

Na Obrazku 11 lze vidét, Ze se snizujicim se obsahem CO; v extrakénim médiu roste
i vytéZnost vSech vybranych analytd s maximem pfi 10 % CO,. Obsah 10 % CO> je nejmensi mozny
podil v extrakénim médiu.

U kyseliny chlorogenové, katechinu, kvercitrinu a guaiaverinu se se zvysujicim obsahem
H,0 linearné zvysuje vytéznost extrakce. Maxima je dosazeno pfi 20 % obsahu H,0 v kosolventu.
Vliv obsahu H;0 v kosolventu byl identifikovan jako nesignifikantni na vytéznost epikatechinu.
Proto nemél obsah H,O v kosolventu vliv na vytéZznost epikatechinu. Kvadraticky prabéh vlivu
obsahu H,0 v kosolventu na vytéznost, s maximem pfriblizné pfi 13 % H,0, byl identifikovan pro
floridzin. Dalsi zvySenim obsahu H,0 v kosolventu nad 13 %, jiZz nevede ke kontinudlnimu ndardstu
vytéznosti, ale dochazi ke snizeni vytéznost floridzinu. 20 % obsah H,0 v kosolventu je zdroven

maximalni mozny, pfi vyssi koncentraci H,0 by doslo k rozdéleni fazi extrakéniho média.
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Obrazek 11: Vliv obsahu H,0 v kosolventu a obsahu CO; v extrakénim médiu na vytéznost analyt(
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Na Obrazku 12 lze vidét, Ze se zvySujicim se tlakem dochazi ke zméndm vlastnosti
extrakéniho média jako ke zvySeni solvatacni sily a hustoty. Diky témto zméndm dochazi ke
zvyseni schopnosti extrahovat analyty z matrice. Pro kyselinu chlorogenovou, katechin, floridzin,
kvercitrin a guaiaverin ma zvysujici se tlak pozitivni vliv na vytéznost s maximem pf¥i 300 bar, coz
je i maximalni pouzitelny tlak pouzitého SFE pfistroje. Vytéznost téchto analytli stoupa linedrné
s narlstajicim tlakem. Vliv tlaku na vytéZnost epikatechinu ma kvadraticky priibéh s maximem pfi

pfiblizné 210 bar, pfi vyssim tlaku vytéZznost klesa.
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Obrazek 12: Vliv tlaku a obsahu CO; v extrakénim médiu na vytéZnost analytQ
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Na obrdzku 13 je viditelné, Ze pro kyselinu chlorogenovou, katechin, kvercitrin a guaiaverin
ma vliv teploty na vytéZznost kvadraticky pribéh s maximem pfi pfiblizné 60 °C. Po prekroceni
teploty 60 °C, vytéZnost pozvolna klesa. Vliv teploty byl identifikovan jako nesignifikantni na

vytéznost epikatechinu a floridzinu. Proto neméla teplota vliv na vytéznost epikatechinu ani

floridzinu.
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Obrazek 13: Vliv teploty a obsahu CO; v extrakénim médiu na vytéZnost analyt(

53



5.3 Vliv prutoku extrakéniho média na kinetiku extrakce

Ve druhém kroku optimalizace SFE byl zjistovan vliv pritokové rychlosti na extrakéni
ucinnost. Extrakce byly provedeny v triplikatech na kazdé testované prutokové rychlosti - 2, 3, 4,
5 ml/min. V pribéhu extrakce byly v ¢asovych intervalech 5, 10, 15, 30, 45 a 60 min odebirany
frakce pro stanoveni obsahu fenolickych latek. Podminky extrakce byly optimalizovany vzhledem
k vysledkim z prvniho kroku optimalizace, tedy 10 % CO; v extrakénim médiu, 20 % H,O
v kosolventu, teplota 59 °C a tlak 300 bar (viz Tabulka 8). Vysledky byly vyjadieny v podobé

kumulativniho ndardstu sumy kvantifikovanych analytl v Grafech 1 a 2.

Tabulka 9: Vliv pritokové rychlosti extrakéniho média na vytéZnost vybranych analytd (ug/g)

v Case

pratokova ¢as (min)
hl

rychiost 5 10 15 30 45 60

(ml/min)
2 537,16 783,28 947,54 1215,44 1349,55 1436,47
3 943,59 1236,16 1386,57 1549,82 1607,10 1631,87
4 903,46 1164,49 1305,66 1475,67 1529,82 1551,97
5 1026,08 1290,83 1400,63 1483,80 1501,86 1512,28

Podminky extrakce: 10 % CO,, 20 % H-0, teplota 59 °C, tlak 300 bar

Tabulka 9 uvadi primérné kumulativni vytéZnosti jednotlivych frakci pfi testovanych
pratokovych rychlostech. Bylo zjisténo, Ze ve frakcich od 30. minuty poskytuje priitokova rychlost
3 ml/min nejvyssi vytéznosti. Jak je zaroven vidét v Grafu 1, vytéZnost analytl pfi extrakci
vyznamné nardstala az do 30. minuty. Po 30 minutach extrakce byl nardst vytéZznosti jen mirny.
Jako nejvyhodnéjsi byla proto zvolena doba extrakce 30 min s pritokovou rychlosti 3 ml/min
(90 ml extrakéniho média/extrakce).

Graf 2 zobrazuje vliv objemu pouZitého extrakéniho média na vytéZnost extrakce. Zde je
také vidét, Ze extrakce s pritokem 3 ml/min po dobu 30 minut poskytuje nejvyssi vytéznosti
i v porovnani s jinymi extrakcemi pfi pfiblizné stejné spotrebé extrakéniho média. Pouziti vyssiho

objemu extrakéniho rozpoustédla nevedlo k vyznamnému zvyseni vytéznosti.
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Graf 1: Zavislost vytéZnosti extrakce na ¢ase
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Graf 2: Zavislost vytéZnosti extrakce na objemu extrakéniho média
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5.4 VIliv velikosti sklenénych kulicek na vytéZnost extrakce

Ve tfetim kroku optimalizace SFE, byl sledovan vliv velikosti pouZzitych sklenénych kulicek
na vytéznost extrakce. Tim, Ze sklenéné kulicky vypliuji vyznamnou ¢ast objemu extrakéni cely,
je mozné, ze ovliviuji vytéZznost napr. zménou proudéni extrakéniho média v extrakéni cele, a tedy
i mirou kontaktu extrakéniho média se vzorkem. Byly testovany sklenéné kulicky o priaméru 2, 3

a 5 mm. Pouzity podminky extrakce jsou shrnuty v Tabulce 10.

Tabulka 10: Extrakéni podminky pro testovani vlivu velikosti sklenénych kuli¢ek na vytéZznost

extrakce
CO, (%) 10
H20 (%) 20
teplota (°C) 59
tlak (bar) 300
pratokova rychlost extrakéniho média (ml/min) 3,0
pratokova rychlost CO, (ml/min) 0,3
pratokova rychlost kosolventu (ml/min) 2,7
Cas extrakce (min) 30

Tabulka 11: Vliv velikosti sklenénych kuli¢ek na vytéZnost extrakce

velikost sklenénych kulicek

2 mm 3mm 5mm
1. extrakce (ug/g) 1791,34 1946,10 1078,90
2. extrakce (ug/g) 2142,86 1808,70 1130,39
pramér 1967,10 1877,40 1104,64
SD 175,76 68,70 25,75
RSD (%) 8,94 3,66 2,33

Nejvyssi vytéZznosti bylo dosazeno pfi prvni extrakci s pouzitim 3 mm sklenénych kuli¢ek
a pfi druhé extrakci s 2 mm kulickami viz Tabulka 11. Nejvyssi primérna vytéznost byla dosazena
s pouZitim 2 mm kuli¢ek, avsak RSD obou opakovani extrakci ¢inilo 8,94 %. Z toho dlivodu bylo
vyhodnoceno, Ze vhodnéjsi pro pouziti budou sklenéné kulicky s primérem 3 mm, které
vykazovaly RSD pouze 3,66 % a stdle porovnatelné vysokou vytéznost. Pfi pouziti 5 mm

sklenénych kulic¢ek byla vytéZznost extrakce vyrazné snizena, az 0 41,16 % oproti 3 mm kuli¢ckam.

56



5.5 Ovéreni opakovatelnosti optimalizované metody

Ve ctvrtém kroku byla testovdna opakovatelnost jiz optimalizovanych extrakénich
podminek, viz Tabulka 12. T¥i po sobé jdouci dny byly kazdy den provedeny 3 extrakce.

Tabulka 12: Souhrn optimalizovanych podminek extrakce

CO; (%) 10
H20 (%) 20
teplota (°C) 59
tlak (bar) 300
pratokova rychlost extrakéniho média

i 3,0

(ml/min)
pratokova rychlost CO, (ml/min) 0,3

pratokova rychlost kosolventu

. 2,7

(ml/min)
Cas extrakce (min) 30

velikost sklenénych kuli¢ek (mm) 3

Tabulka 13: Vytéznosti, priméry, SD a RSD pfi hodnoceni opakovatelnosti

vytéznost (ug/g)

opakovani 1. 2. 3. By SD D2
den 1 989,54 981,55 889,15 953,41 45,56 4,78
den 2 953,26 1133,25 879,12 988,55 106,71 10,79
den 3 1218,65 589,21 888,44 1053,55 165,10 15,67
pramér 998,50 105,79 10,41

Tabulka 13 vyobrazuje vysledky testovani opakovatelnosti. Byla zjisténa primérna
opakovatelnost, ktera byla vypocitana z dennich opakovatelnosti a €ini 10,41 %. Metoda je podle
primérné opakovatelnosti opakovatelna. Treti den méreni se vyskytly problémy se stabilitou
tlaku v SFE systému, coZ se vyznamné projevilo ve druhé extrakci, a proto byla tato extrakce
vynechdana pfti stanoveni priimérné vytéznosti, SD a RSD tretiho dne.

Tabulka 14: Celkové mezidenni vysledky

prameér SD RSD (%)
991,62 115,64 11,66

Celkova mezidenni opakovatelnost (presnost) byla vypocitana ze vSech extrakci s vyjimkou

druhé extrakce tretiho dne, kvili jeji odlehlé hodnoté a jeji vysledek spolecné s celkovym
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mezidennim primérem a SD jsou uvedeny v Tabulce 14. Celkova mezidenni opakovatelnost cini

11,66 % a metoda je tedy opakovatelna.
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6 Zavér

Tato prace se zabyvala optimalizaci extrakce fenolickych latek z jable€nych kfizal s vyuzitim
oxidu uhli¢itého. V extraktech byla monitorovana vytéZznost 14 analytl — kyselina gallova, kyselina
chlorogenovd, epikatechin, katechin, kyselina kavovd, rutin, kvercetin, floridzin, kvercitrin,
floretin, guaiaverin, hirsutrin, hyperosid a reynoutrin. V extraktech bylo kromé floretinu
kvantifikovano vSech 13 zbyvajicich analytl. Na zakladé kvantitativniho zastoupeni byla
optimalizace extrakéni metody provedena pro Sest nejkoncentrovanéjSich analytl — kyselinu
chlorogenovou, epikatechin, katechin, floridzin, kvercitrin a guaiaverin.

Prvnim krokem optimalizace byly ziskany informace o vyznamu a vlivu jednotlivych faktort
na vytéznost extrakce analytl. Obsah CO; v extrakénim médiu byl urcéen jako nejvyznamnéjsi
faktor na vytéinost extrakce a s jeho sniZujici se obsahem dochdazelo ke zvySeni vytéinosti
extrakce polarnich fenolickych latek. Obsah H,0 v ethanolickém kosolventu a tlak byly spole¢né
vyhodnoceny jako druhé nejvyznamnéjsi faktory, faktor teploty ovliviioval vytéznost nejméné.
Pomoci softwaru MODDE byly vysledky vytéZznosti extrakce pro jednotlivé experimenty
zpracovany a funkce optimizer umoznila vygenerovani extrakénich podminek pro maximalizovani
vytéZnosti extrakce vybranych analytl. Optimalni podminky — 10 % CO2 v extrakénim médiu, 20 %
H,0 v kosolventu, tlak 300 bar a teplota 59 °C. Pouzitim vysoké koncentrace kosolventu nebylo
dosahovano superkritického, ale subkritického stavu extrakéniho média.

Optimalni podminky z prvniho kroku byly pouZity pro urceni vlivu pritokové rychlosti
extrakéniho média a Casu extrakce. Nejvyssi vytéZznost byla sledovana pfti pratokové rychlosti
3 ml/min a v ¢ase 30 min (spotfeba 90 ml extrakéniho média), pfi delsim pribéhu extrakce jiz
vytéznost vyznamné nenar(stala.

Podobny vliv na vytéZnost extrakce byl pozorovan u 2 a 3 mm sklenénych kulic¢ek. Jako
nejoptimalnéjsi vsak byly vybrany 3 mm sklenéné kulicky, které dosahovaly stale vysokou
vytéznost a vybornou opakovatelnost extrakce s RSD 3,66 %.

V poslednim kroku byla ovérena opakovatelnost metody, kterd byla charakterizovana
celkovou mezidenni presnosti s RSD 11,66 %. Podle relativni smérodatné odchylky je mozné fici,

Ze je optimalizovana metoda opakovatelna.
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Byla vyvinuta a optimalizovana extrakéni metoda s vyuzitim CO, pro extrakci kyseliny
chlorogenové, epikatechinu, katechinu, floridzinu, kvercitrinu a guaiaverinu z jablecnych kfizal.
Optimalni podminky extrakce fenolickych latek jsou ndsledovné: 10% obsah CO; v extrakénim
médiu, 20% obsah H,0 v ethanolickém kosolventu, tlak 300 bar, teplota 59 °C, prlitokova rychlost
3 ml/min, ¢as extrakce 30 min (spotieba 90 ml extrakéniho média) a velikost sklenénych kulicek

3 mm. Metoda je vhodna pro Setrnou extrakci bioaktivnich latek s antioxidacnim ucinkem.
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70



Tabulka 15: Podminky extrakci a ziskané koncentrace jednotlivych fenolickych latek

., obsah CO, v obsah H,0
iclo po.radl extrakénim v teplota| tlak | G CH | EPI | CAT | CAF | RUT | QE | FDZ | al FIT | GUA | Q3BG | HYP | REY
seedlimie) T (%) kosolventu | (°C) | (bar) |(ng/g) | (ne/e) | (ne/g) | (ne/s) |(re/e) | (ne/s) | (ne/e) |(ne/e) | (ne/s) | (re/e) | (re/g) | (ne/s) | (ns/e) | (ns/e)
(%)

N1 8 90 0 30| 300/ 0,13| 9,87 1,18| 1,555 0,46/ 0,00 0,30| 1,38 2,25 0,00/ 1,01 025 0,15 0,41

N2 17 90 20 30| 100/ 0237/ 530 1,38 070 0,46/ 000 020 099 108 000 036 007 011 0,13

N3 20 90 20 8o| 100/ 0,02/ 295 0,9 031 0,07 002 o001 0,18 0,1 0,00/ 0,13 005 0,01 0,05

N4 7 10 20 80| 300| 12,47|929,12| 59,89|125,44| 19,46| 9,10| 1,57| 51,18| 48,95 0,00| 66,88 18,44 2,72| 19,01

N5 4 90 0 80| 300/ 0,49 1876| 2,54| 1,73 1,22| 0,00 042 1,54 3,24/ 000 1,31 0728 0,24 064

N6 10 20 30| 300/ 1,16|637,83| 50,60/104,83| 13,76| 6,67| 1,43| 37,72| 40,19 0,00/ 50,51| 14,17 1,86 16,03

N7 13 10 0 80| 100| 0,87|562,39| 46,24| 87,56| 12,79| 6,55 1,15| 26,76/ 33,88| 0,00| 41,77| 12,25 1,50| 12,64

N8 11 10 0 30| 100| 0,77|181,37| 13,44| 24,36 4,19| 3,64| 0,56/ 10,60/ 16,04| 0,00/ 16,57| 5,00 0,57| 4,88

N9 19 50 10 55/ 200/ 0,48|671,13| 54,39| 99,16| 16,62| 5,30 1,22| 32,05 3562| 0,00| 37,69 11,76/ 1,78 12,71

N10 10 50 10 55| 200 4,54|463,93| 42,37| 7569| 12,57| 4,23| 1,27| 29,11| 34,68 0,00( 34,61 10,51 1,77| 11,85
N11 16 50 10 55/ 200/ 0,99|513,78| 42,25 74,59| 13,90\ 3,40 1,04| 22,89| 28,65 0,00 27,96/ 861 1,11| 9,58
N12 22 90 0 30| 300/ 027| 16,07 3,27 2,84 1,49 0,00 042 2,70/ 3,44| 0,00 1,28 033 0,18 0,73
N13 18 90 20 30| 100/ 0,18 3,01| 0,77 024 0,32| 000 o015 052/ 108 0,00 0,19 005 0,08 0,08
N14 2 90 20 80| 100/ 0,69 3,70 068 036 0,23 o000 o007 035 053 000 023 005 008 o007
N15 14 10 20 80| 300/ 1,22|900,53| 63,60/124,50| 19,18 9,13| 1,51| 43,08 49,02| 0,00| 60,12| 16,92 2,19| 18,48
N16 6 90 0 80| 300/ 0,33| 14,31 2,24| 1,04 1,07 o000 0,33 104 227 o000/ 080 017 0,21 036
N17 21 10 20 30| 300/ 0,36/873,39| 63,56/123,45| 18,25\ 6,95 1,47| 41,04 42,77| 0,00/ 54,83 1533| 2,10/ 17,11
N18 5 10 0 80| 100| 0,31|534,84| 45,14| 8525| 12,40\ 6,39 1,27| 27,88 35,26 0,00| 41,61 12,36 1,54 12,72
N19 12 10 0 30| 100/ 0,14|226,85| 19,63| 37,12| 5,559| 4,01| 0,83| 15,27 24,08 0,00| 26,34 7,14 0,96 8,19
N20 15 50 10 55/ 200/ 0,90/607,15| 52,03| 97,34| 14,57| 5,79 1,34| 31,02| 38,79 0,00| 42,48 12,67 1,83 13,70
N21 9 50 10 55| 200/ 3,75/160,86| 15,45 27,89 4,04 2,00 053] 9,51 13,59 0,00( 14,39] 4,35 0,63 4,65
N22 3 50 10 55/ 200/ 1,91|631,82| 54,92| 98,95| 15,76| 5,61| 1,35| 31,09 37,44| 0,00| 41,01 12,49 2,04/ 13,52

71




