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CviCeni ¢. 1 a 2:

Izolace obsahovvych latek rostlin — extrakéni metody, purifikace

Obsahové latky v rostlinach:

e Primarni metabolity (cukry, AMK, puriny a pyrimidiny NK, tuky, MK, chlorofyl a
ostatni rostlinné barviva)
e Sekundarni metabolity (terpenoidy, dusikaté latky, fenolické latky, acetaty)

Déleni latek v rostlinach:

e Hlavni
e Vedlejsi
e Balastni (chlorofyl, celuloza, lignin)

Fixace uc¢innych latek:
e Chemicky
e Fyzikdlné
Metody ziskavani acinnych latek:

EXTRAKCE

Metoda, pii niz dochazi k déleni mezi dvé vzijemné nemisitelné faze, které mohou byt
Vv raznych skupenstvich (pevna latka/kapalina; kapalina/kapalina)

Typy extrakci dle extrakénich médii:

e Kapalina
e Plyn
e Pevna latka

D¢éleni extrakci kapalinou:

e Totalni
e Selektivni

Typy extrakci kapalinou podle pribéhu:

e Periodické
» Macerace
» Digesce
o Nalev
o Odvar



e Semikontinualni
e Kontinualni

MIKROSUBLIMACE

Metoda, jejimz principem je preména nékterych latek ze skupenstvi pevného do skupenstvi
plynného s naslednou desublimaci na vhodném nosici.

PURIFIKACE

Vhodné zvolenou metodou extrakce lze ziskat co nejvetsi podil latek zadoucich ku mnoZstvi
necistot, které jsou oddélovany dalSimi extrakénimi €1 purifikacnimi postupy.

e Liquid-liquid extrakce
e Lyofilizace

e Precipitace

e Krystalizace



Uloha & 1:

Zpracovani rostlinného materialu pro fytochemickou analyzu,
Mmacerace
Nejjednodussi extrakéni metodou pouzivanou ve fytochemické laboratofi pro ziskdvani

obsahovych latek rostlin je macerace. Jejimi hlavnimi vyhodami jsou jednoduchost provedeni,
nenarocnost financni i pfistrojova, pti vhodném nastaveni také u¢innost a selektivita.

Macerace se provadi v dobfe uzavienych nadobach chranénych pied svétlem za normalni
teploty. Jednordzova vsadka materialu se extrahuje danym mnozstvim extrak¢éniho ¢inidla po
urcitou dobu (nejcastéji 24 h).

V ramci této ulohy budeme zpracovavat plody stromu Paulownia tomentosa a ptipravovat
Z nich macerat, se kterym budeme dale pracovat na nasledujicim cviceni.

Postup:

100 g ususenych plodia paulovnie vlozime do ptipravené stojatky. Nasledné zalijeme 500 ml
ethanolu tak, aby byly plody zcela ponofeny, obsah promichame pomoci sklenéné ty¢inky a
nadobu uzavieme. Nechame macerovat do nasledujiciho cviceni.

Nakres:

Zavér:



Uloha & 2:

Izolace rostlinnych barviv z Urtica dioica

Urtica dioica (Urticaceae), kopfiva dvoudomad, obsahuje v listech mj. vysoky podil
rostlinnych barviv, ptedev§im chlorofyl, karotenoidy, flavonoidy a xanthofyly. V acetonovém
extraktu budeme tato barviva pozdéji identifikovat pomoci metody tenkovrstvé
chromatografie (TLC) a izolovat sloupcovou chromatografii (CC).

Postup:

10 g cCerstvych koptivovych listd se nastiihd a extrahuje se 300 ml acetonu v Soxhletové
extraktoru po dobu 4 hodin. Extrakt se poté vysusi bezvodym siranem sodnym, zfiltruje se a
na vakuové odparce se nasledn¢ odpaii na objem cca 10 ml.

Schéma Soxhletova extraktoru:

Zavér:



Uloha &. 3:

Izolace extraktivnich latek ze Species urologicae

Species urologicae je rostlinna smés k ptipravé Caje s diuretickymi a antiseptickymi ucinky.
Izolaci methanolem ziskame zejména fenolové glykosidy a flavonoidy.

Postup:

1 g ¢ajové smési se 15 minut vaii s 10 ml vody a 10 ml methanolu pod zpétnym chladicem na
vodni 1azni. Smés se poté jeste za horka zfiltruje ptes vatu, k filtratu se po ochlazeni ptida 5
ml roztoku octanu olovnatého (vysrdzeni ttislovin) a opét se zfiltruje. Filtrat se zahusti a
uschova se do lékovky pro chromatografické stanoveni.

Nakres aparatury:

Zavér:



Uloha ¢&. 4:

Mikrosublimace kofeinu

Pii opatrném zahiivani kévy sublimuje pii 140-150 °C kofein ve form¢ drobnych
jehlickovitych krystald, které pozorujeme pod mikroskopem.

Postup:

Asi 0,1 g zkousené praskované drogy umistéte do stiedu hodinového skla o priméru asi 7 cm.
Sklo se pokryje plochou sklenénou destickou, jejiz okraje presahuji asi o 1 cm hodinové sklo
(Ize také nahradit druhym hodinovym sklickem mensiho priaméru). Na horni desticku
umistime kadinku se studenou vodou, aby dochéazelo ke kondenzaci par. V pifipadé horniho
hodinového sklicka na néj umistime vatu namocenou ve studené vodé¢. Droga se opatrné
zahfivA minimaln¢ 15 minut na azbestové sitce malym plamenem (nejméné 10-12 cm pod
sitkou). Po skonceni sublimace z horni desti¢ky nebo skli¢ka odpafime vodu, po ochlazeni
pozorujeme pod mikroskopem a krystalky zakreslime do protokolu.

Nakres mikrosublimaéni aparatury:

Nikres jehlickovitych krystalki kofeinu:

Zavér:



Uloha &. 5:

Purifikace extraktu Paulownia tomentosa liquid-liquid extrakci

Rozd¢lovani mezi nemisitelnd rozpoustédla (liquid-liquid extrakce) neboli vytfepavani je
metodou, pro jejiz provedeni vyuzivime omezenou misitelnost rozpoustédél, nachazejicich se
na opac¢nych koncich eluotropni fady. Vzorek rozpustény v jedné fazi se vlozi do délici
nalevky a ptida se druhé, nemisici se rozpoustédlo (nejcastéji v poméru 1:1). Pfi vytfepavani
dochazi k difuzi extrahovanych latek a ustanoveni koncentra¢ni rovnovahy podle rozpustnosti
latek v rozpoustédlech. Po separaci jsou jednotlivé faze odd€leny a odpafeny na rotacni
vakuové odparce.

V ramci cviCeni budeme provadét vytfepavani ethanolického extraktu, ktery jsme ziskali
maceraci plodd paulovnie na pfedchozim cviceni a naslednym vysuSenim na rota¢ni vakuové
odparce.

Postup:

Suchy ethanolicky extrakt rozpustime v 40 ml methanolu, ptidame 160 ml vody a ptelijeme
do délici nalevky. Nasledné piiddme 200 ml chloroformu a pozorujeme dvé zietelné
ohrani¢ené vrstvy. D¢lici nalevku vyjmeme ze stojanu a opatrné protfepavame za souc¢asného
prubézné¢ho odpousténi par pomoci kohoutu. Vlozime zpét do stojanu, nechdme ustalit a
nasledn¢ oddélime chloroformovou vrstvu, kterou odpafime na rota¢ni vakuové odparce.
Odparek rozpustime v 90 ml methanolu a 10 ml vody a obdobné vyttepavame se 100 ml
hexanu. Oddéleny methanolovy podil potom bude po odpafeni pouzit pro chromatografickou
separaci v nasledujicich cvi¢enich.

Nakres aparatury a schéma postupu:

Zavér:



Cviceni €. 3,4 a 5:

Chromatograficka analyza a separace rostlinnych extrakti

Analyticka separacni metoda, pifi niz dochdzi k rozdélovani molekul analyzovaného vzorku
mezi dvé vzajemné nemisitelné faze, priCemz latky maji riznou afinitu k jednotlivym fazim.

e Faze mobilni
e Faze stacionarni

Déleni dle raznych kritérii:

1) Dle charakteru stacionarni faze (SF)
e UloZena v plose
e UloZena v kolon¢

2) Dle charakteru mobilni faze (MF)
e Kapalina
e Plyn

3) Dle povahy sil, které zpusobuji déleni mezi SF a MF
e Adsorp¢ni
e Rozd¢lovaci
e Jontova vyména
e Vylucovaci
e Afinitni

4) Dle pozadovaného vyuZiti
e Analyticka
e Preparativni

TLC: chromatografie na tenké vrstvé, hojné rozSifend metoda v analyze sekundarnich
metabolitd. Provadi se v plosném uspofadani, SF (nejcastéji silikagel) je v tenké vrstvé na
inertnim podkladu, kterym je kovova folie nebo sklo.

Chovani latek separovanych pomoci TLC popisujeme pomoci tzv. reten¢niho faktoru (Rf).



Retendni faktor:

Bezrozmérna veli¢ina, pro kazdou latku je za ptesné danych podminek konstantni

Vypocet:

Detekéni metody pro TLC:

e Nedestruktivni

e Destruktivni
» Nespecifické
» Specifické

CC: typ chromatografie, kdy je SF ulozena v sklenéné kolon¢, kde probihd déleni latek.
K pInéni kolony stacionarni fazi dochazi pfimo v laboratofi v ¢ase potieby. Latky opakované
piechazi mezi SF a MF a na zéklad¢ svych fyzikalné-chemickych vlastnosti jsou rizné dlouho
zadrzovany stacionarni fazi. MF ptfechdzi ptes SF nejcastéji pomoci gravitace, piip. mirnym
pietlakem nebo podtlakem.

HPLC: analytickd metoda, pifi které dochazi k déleni latek mezi dvé vzajemné nemisitelné
faze (SF a MF), pfiCemz staciondrni faze s velmi malymi ¢asticemi o standartni velikosti
homogenné vypliuje kolonu (kolony pro HPLC jsou vyrabény komeréné a jsou kovové) a

vvvvvv

nez u klasické sloupcové chromatografie a jsou ovladana pomoci pocitace.



Uloha & 1:

TLC extraktu ze Species urologicae — diikaz arbutinu

Zkouseny roztok: Extrakt Species urologicae pripraveny na predchozim cviceni
Porovnavaci roztok: Methanolicky roztok arbutinu (2 mg/10 ml)
Vyvijeci smés: Ethylacetat: methanol: voda (100:17:13)

Detekéni Cinidlo I: Diazotovana kyselina sulfanilova (pfipravit v ¢ase potieby — k5 ml
kyseliny sulfanilové ptidejte dusitan sodny do svétle zlutého zabarveni roztoku)

Detekéni €inidlo II: Ethanolovy roztok KOH
Postup:

Na TLC desticku se nanesou oddélené dveé skvrny zkouseného a porovnavaciho roztoku a
vyVviji se po dradze 10—12 cm (cca 1 cm pod horni okraj desky). Po vysuSeni fénem se postiika
detek¢nim cCinidlem I a po 5 minutach ¢inidlem II. Objevi se ¢ervené skvrny v misté, kde se
nachazi arbutin.

Spocitejte Rg standartu a skvrny ve vzorku.

Vypoéet R standartu a skvrny v zkouseném vzorku:

Zavér:



Uloha & 2:

TLC extraktu Urtica dioica — identifikace rostlinnych barviv
Zkouseny roztok: Extrakt Urtica dioica pfipraveny na minulém cviceni
Vyvijeci smés: Ether: petrolether (1:1)
Pracovni postup:

Na vrstvu se nanese zkouSeny roztok. NanaSka musi byt natolik vysokd, aby byla dostate¢né
dobfe patrnd jiz po naneseni na start. TLC desticka se vyviji po draze 10—12 cm. Po vysuSeni
pi1 pokojove teploté pozorujeme oddélené skvrny jednotlivych barviv.

Re=1,0 Karotenoidy Zluta
Rg=0,48 Feofytin zelenohnéda
Re=0,35 Chlorofyl A zelenomodra
Re=0,20 Chlorofyl B zelenozluta
Re=0,11-0 Xanthofyly svétle zelena, zluta

Spocitejte Rr hodnoty jednotlivych barviv na TLC desti¢ce a zaznamenejte je do protokolu.

Vypocet Rr hodnot jednotlivych barviv:

Zavér:




Uloha &. 3:

Preparativni TLC extraktu Paulownia tomentosa — izolace latek
flavonoidni povahy

Chromatografické desti¢ky lze vyuzit jak pro analytické, tak pro preparativni Gcely. V piipadé
analytick¢ého TLC zjistujeme, zdali je analyzovana latka totozna s referencnim standardem,
piipadné v jakém mnozstvi je zastoupena v analyzované frakci. Cilem preparativni TLC je po
vyvinuti desticky izolace latky ze smési.

V této uloze budeme provadét preparativni TLC frakce ziskané pomoci sloupcové
chromatografie methanolového podilu extraktu paulovnie, s cilem izolovat latky flavonoidni
povahy, které¢ budeme nasledné analyzovat pomoci vysoce ucinné kapalinové chromatografie
(HPLC).

Zkouseny roztok: 10 mg frakce ze sloupcové chromatografie rozpusténé v 0,5 ml methanolu
Vyvijeci smés: Chloroform: ethylacetat (9:1)

Postup: Na start chromatografické desky naneseme pomoci pipety vzorek. Na rozdil od
analytického TLC budeme pro preparativni t¢ely nanaset vzorek v pruzich po celé délce
startu a ndsledné na kratkou dobu vlozime do kddinky s methanolem pro ,,vyrovnani pruhu
na startu. TLC desticku vysuSime a nechdme vyvijet v mobilni fazi po draze 10 cm. Po
vysuSeni pii pokojové teploté detektujeme chromatogram pod UV lampou a zaznaCime
polohu pasti pomoci tuzky. Nasledné pomoci kopistky seSkrabneme jednotlivé pasy a ziskany
silikagel pieneseme do piipravené eppendorfky s0,5 ml methanolu. Po centrifugaci
pieneseme ziskany supernatant do sklenéného insertu ve vialce a vzorek dale analyzujeme
pomoci HPLC.

Zavér:



Uloha &. 4:

Sloupcova chromatografie (CC), izolace karotenoidnich barviv
zZ Urticae folium

Extrakt z koptivovych listd obsahuje chlorofyl, ktery je smési dvou latek: modrozeleného
chlorofylu A a svétlezeleného chlorofylu B. Kromé toho obsahuje Zluta barviva xanthofyly a
karoteny. Jednotliva barviva 1ze od sebe uspésné oddélit metodou sloupcové chromatografie
na silikagelu.

Cilem tohoto cviceni je izolace zlutych karotenoidnich barviv pomoci sloupcové
chromatografie. Ziskana barviva budou pouzita na dalSim cviceni pro stanoveni obsahu
pomoci spektrofotometrickych metod.

Zkouseny vzorek: Extrakt Urticae folium piipraveny na ptedchozim cviceni
Stacionarni faze: silikagel

Mobilni faze: Ether : petrolether (1:1)

Pracovni postup:

Priprava kolony:

Zuzeny konec tésné nad kohoutem ucpéte kouskem vaty, kohout kolony uzaviete, do kolony
nalijte pfiblizn¢ 10 ml mobilni faze a presvédcte se, ze kohout neprotéka a vata nevyplave.
Pomoci dlouhé sklenéné tyCinky opatrné vytlacte z vaty vSechen vzduch. Do kadinky na 100
ml nasypte piiblizn¢ 30 ml silikagelu a pfilévejte (za sou¢asného michani suspenze sklenénou
tyCinkou) piiblizné 60 ml mobilni faze tak, aby hmota nebyla pfili§ tuhd a mohla téci do
kolony. Jakmile se uz ze silikagelu neuvoliuji vzduchové bubliny (neni slySet sy¢eni), nalijte
suspenzi po ¢astech nalevkou do kolony, oteviete kohout a nechte silikagel usadit. Jakmile
povrch stacionarni faze dale neklesa a hladina mobilni faze dosahla 1 cm nad uroven
staciondrni faze, kohout uzaviete. Na povrch silikagelu nyni opatrné spustte piipravené
kolecko filtraéniho papiru s rozméry presné stejnymi, jaky je primér kolony.

Priprava vzorku:

Vzorek byl ziskan na ptedchozim cvifeni extrakei koptivovych listli acetonem v Soxhletoveé
extraktoru po dobu 4 hodin. Po extrakci byl vysuSen bezvodym siranem sodnym, zfiltrovan a
nasledné odpaten na objem cca 10 ml.

Nanas$eni vzorku:

Oteviete kohout kolony a nechte mobilni fazi dosahnout tésné¢ k povrchu silikagelu, kohout
uzaviete. Do pipety naberte pomoci balonku 0,2 ml vzorku a opatrné naneste do stfedu
filtracniho papiru na zacatku kolony tak, aby se povrch silikagelu neporusil a nechte vsaknout.



Opatrné prevrstvéte 1 ml mobilni faze a opét nechte vsdknout, zopakujte totéz jesté
minimalné jednou do té doby, nez se mobilni faze piestane barvit. Pfi této ¢innosti je dulezité,
aby byl kohout stfidavé otevien a uzavien, aby nedoslo k vyschnuti povrchu silikagelu.
Opatrné dopliite kolonu mobilni fazi. Oteviete kohout a nastavte rychlost jeho prutoku na
ptiblizné 40 kapek/min.

Izolace karotenoidnich barviv:

Mobilni fazi jimame do zkumavek ¢i vialek po frakcich o objemu 10 ml. Vzhledem k tomu,
7e karotenoidni barviva jdou v tomto piipade s ¢elem rozpoustédla, mizeme si dovolit jimat
nékolik prvnich frakei dohromady do kadinky a pouZit je znova jako mobilni fazi. Jakmile se
dostane zluta zona karotenoidnich barviv 3 cm nad z(Zenou cast kolony, za¢neme jimat do
ptipravené lahvicky frakei karotenoida.

Na koloné miizeme pozorovat nékolik barevnych zon

R¢= 1,0 Karotenoidy Zluta

R¢= 0,48 Feofytin Zelenohnéda

R¢= 0,35 Chlorofyl A Zelenomodra

R¢= 0,20 Chlorofyl B Zelenozluta
R¢=0,11-0 Xantofyly Svétle zelena, zluta

Nakres aparatury:

Zavér:




Uloha &. 5:

HPLC analyza flavonoidii P. tomentosa

Instrument: HPLC systém Agilent 1100 series s DAD detektorem

Zkouseny vzorek: flavonoidni frakce P. tomentosa ziskana izolaci pomoci preparativni TLC
Mobilni faze: methanol (MeOH), 0,2% HCOOH, acetonitril (ACN); gradientova eluce
Stacionarni faze: kolona Ascentis® Express RP-amide 100 x 2,1 mm, velikost &astic 2,7 pm
Teplota: 40 °C

Tlak: do 400 bar

Pritok: 0,3 ml/min

Nastik: 1 pl

Pribéh metody: 0. minuta 10 % ACN, 90 % 0,2% HCOOH
36. minuta 100 % ACN
36.— 40. minuta 100 % ACN

Detekce: DAD, pozorujeme pti vinovych délkach 254 nm, 280 nm

Pracovni postup: Do pripravené vialky s vloZzenym insertem odebereme 200 ul supernatantu
s obsahem flavonoidnich latek, ktery jsme ziskali metodou preparativni TLC. Vialku
popiSeme poradovym Ccislem (bude ptidéleno v ramci studijni skupiny) a umistime na
pozadované misto do stojanu na vialky v HPLC systému. Pomoci fidici PC jednotky spustime
dle instrukei vyucujiciho jednotlivé ¢asti HPLC systému a vyplnime poZadované parametry
méteni (ndzev sekvence, pofadi a popis vialek, metoda). Jakmile jsou vSechny ¢ésti systému 1
analyzovana sekvence pfipraveny, spustime mefeni.

Nakres HPLC aparatury:



Zakladni HPLC charakteristiky:

Chromatogram vzorku pied délenim pomoci preparativniho TLC:

Nom

28217

ir|

Chromatogram a UV spektrum frakce ziskané pomoci prep. TLC:

Norm
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Cviceni C. 6, 7:

Identifikace obsahovvch latek rostlin- spektroskopické metody
(UV, IC, NMR, CD)

Urceni struktury ptirodni latky je ikolem nesmirné obtiznym a jeho spInéni vyzaduje znalosti
z oblasti chemie, fyziky, studium literatury, ale také praci s riznymi typy pftistroji a spekter
Z nich ziskanych.

Nejbéznéji pouzivanymi technikami pro urceni struktury ptirodnich latek jsou techniky
spektroskopické a jejich vzajemna kombinace, nebot’ kazda z téchto metod slouZzi pro urceni
jiné charakteristiky ve struktuie pfirodnich latek.

UV/VIS spektrofotometrie:

Metoda zalozena na absorpci zafeni v oblasti vinovych délek ultrafialového (200-400 nm)
nebo viditelného (400-800 nm) svétla a nasledném piechodu valen¢nich elektronli na vyssi
energetické hladiny. Patii mezi zdkladni metody ve fytochemické analyze, je jednoducha a
levna. Nejcastéji je metoda vyuzivana ve spojeni s HPLC nebo kapilarni elektroforézou.

Infradervena spektrofotometrie (IC):

Metoda zalozena na absorpci infraCerveného zaieni testovanou latkou. Pro strukturni analyzu
piirodnich latek je pouzivdna stiedni oblast infraCerveného spektra (30-2,5 um), ktera
odpovida vlno&tu 4000-600 cm™. Pro uréeni struktury analyzované latky ma nejv&tsi vyznam
oblast charakteristickych silnych vibraci (4000-1300 cm™) s intenzivnimi absorp&nimi pasy,
které je mozno piifadit riznym funkénim skupindm. Oblast otisku prstu (1300-600 cm™) je
zajimava pro porovnani latek s knthovnami spekter, ptipadné latek mezi sebou.

Nuklearni magneticka rezonance (NMR):

Zakladem nukledrni magnetické resonance je interakce radiofrekvencniho pole s jadry atomil
umistnénymi ve statickém magnetickém poli. Obvyklé je rozpusténi vzorku v deuterovaném
rozpoustédle, podle povahy vzorku CDCl;, MeOD nebo dg-DMSO. Rozpoustédla obsahujici
vodik by pfi analyze NMR ruSila méfeni. Pouzivaji se specidlni kyvety z kiemenného skla
(trubice o priméru 2-5 mm, objem vzorku piiblizné 0,7 ml). Jednodimenzionalni '"H NMR
poskytuje rychlé informace o struktuie a Cistoté¢ analyzované latky, informuje 0 povaze
protont a jejich bezprostfednim okoli. Pro kompletni identifikaci latky se potom vyuziva
dvoudimenzionalnich spekter poskytujicich napft. informace o vazbach H-H nebo C-H.



Cirkularni dichroismus (CD):

Metoda pouzivana k zjiSténi relativni konfigurace chirdlnich molekul. Lze ji pouzit u molekul,
jejichz chirdlni centra se nachazeji v chromoforu dané molekuly, tj. v ¢asti molekuly
zodpovédné za absorbci zateni v UV oblasti. Takova opticky aktivni latka rozdilné absorbuje
levoto¢ivé a pravotoCivé kruhové polarizované zareni a deformuje jej do elipsy.
Z charakteristik této deformace lze vypoctem odvodit tzv. Cottontiv efekt, nabyvajici
pozitivnich nebo negativnich hodnot v zavislosti na vlnové délce. Porovnanim téchto hodnot
s literaturou potom odvodime relativni konfiguraci chiralnich center.



Uloha & 1:

Spektrofotometrické stanoveni karotenoidnich barviv v extraktu
Urticae folium

Z extraktu Urticae folium byly izolovana pomoci sloupcové chromatografie karotenoidni
barviva (smés a-karotenu a [-karotenu). Jejich obsah ve vzorku je mozné stanovit
spektrofotometricky v oblasti viditeIného svétla (VI1S).

Dle Lambert-Beerova zakona (A = €xbxc) je absorpce roztoku piimo umérna koncentraci
karotenoidd.

Cilem této ulohy je stanoveni obsahu karotenoidi pomoci metody UV/VIS spektrofotometrie.
Pracovni postup:

Vzorek ziskany na ptedchozim cviceni ze sloupcové chromatografie kvantitativné pievedeme
do odmérné batiky o objemu 25 ml a doplnime po rysku smési petrolether: ether (1:1). Roztok
pielijeme do kyvety a méfime jeho absorbanci pti vinové délce A=460 nm oproti slepému
vzorku (Cisté rozpoustédlo). Obsah karotenoidii (v mg/100 ml) odecteme z kalibra¢ni kiivky a
piepocitame dle vzorce na obsah karotenoidu v droze. Vysledek vyjadiime v procentech (%).

Vypocet:

Zavér:
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Uloha & 2:

IC analyza neznamé latky izolované z extraktu plodi P. tomentosa

Metodu spektrofotometrie v IC oblasti mizeme vyuzit pro orientaéni uréeni piitomnosti
charakteristickych funkénich skupin v neznamém vzorku, porovnanim s knihovnou spekter
nebo se standardem je mozné neznamou latku identifikovat.

Cilem této tlohy je uréeni charakteristickych funkénich skupin a navrh struktury neznamé
Cisté latky, jejiz ptritomnost a Cistotu jsme zjistili HPLC analyzou flavonoidni frakce P.
tomentosa.

Instrument: Nicolet Impact

ZkouSeny vzorek: Neznama Cista latka izolovana z extraktu ploda P. tomentosa
Metoda: ATR jednoodrazovy

Korekce: CO, a H,0O

Pracovni postup:

Pfed samotnou analyzou vzorku zméfime pozadi (Collect background). Poté cca 1 mg
méfeného vzorku mechanicky pfitlacime na krystal, ktery je soucasti ptistroje, a spustime
méfeni (Collect sample). Nasledné vyhodnocujeme ziskané IC spektrum (zavislost
absorbance nebo transmitance na vlnoctu) a urujeme piitomnost charakteristickych
funk¢nich skupin.



Popis ziskaného IC spektra:
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Uloha &. 3:

Identifikace neznamé latky izolované z extraktu P. tomentosa —
NMR spektroskopie

Protonové spektrum *H NMR poskytuje rychlé informace o struktufe a &istoté analyzované
latky, informuje o povaze protont a jejich bezprostiednim okoli.

Naméfena UV a IC spektra naznadila, Ze se bude jednat pravdépodobné o flavonoid.
Vzhledem k tomu, ze reten¢ni ¢as na HPLC chromatogramu vypovida o lipofilni povaze
latky, muzeme ocekavat substituci prenylem nebo geranylem (Cs nebo Ci fetézcem), coz je
pro flavonoidy z paulovnie typické.

U této latky byla zjiSténa i hmotnost pomoci hmotnostni spektrometrie, a to 438. Takto
vysokéa hmotnost odpovida pravdépodobné geranylovanému flavonoidu.

Cilem této ulohy je pokusit se na zdkladé naméfeného NMR spektra doplnit strukturu latky a
piifadit signaly z protonového spektra jednotlivym vodiktiim v molekule.

Instrument: NMR spektrometr Jeol ECZR 400 MHz
Zkouseny vzorek: Neznamy flavonoid izolovany z extraktu plodi P. tomentosa
Rozpoustédlo: deuterovany methanol (MeOD)

Experiment: PROTON



Popis ziskaného NMR spektra:
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7.05 (1H, d, 2.0), 6.89 (1H, dd, 2.0, 8.0), 6.79 (1H, d, 8.0), 5.91 (1H, s), 5.29 (1H, dd, 3.0,
13.0), 5.17 (1H, t, 7.2), 5.04 (1H, t, 7.0), 3.85 (3H, s), 3.19 (2H, d, 7.2), 3.10 (LH, dd, 13.0,
17.0), 2.66 (1H, dd, 3.0, 17.0), 2.02 (2H, g, 7.0), 1.92 (2H, t, 7.0), 1.72 (3H, s), 1.59 (3H, s),
1.54 (3H, s)
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Zavér:



Uloha &. 4:

Urceni relativni konfigurace latek — cirkularni dichroismus

Cirkularni dichroismus (CD) patii mezi optické polarimetrické metody a pouziva se pro
urceni relativni konfigurace molekul.

Identifikovany flavonoid, 3’-O-methyldiplakon, ma jedno chirdlni centrum na uhliku C-2.
Z literatury (SLADE, D., et al. Circular Dichroism, a Powerful Tool for the Assessment of
Absolute Configuration of Flavonoids. Phytochemistry. 2005, 66 (18), 2177-2215) vime, ze
flavanony s 2S konfiguraci vykazuji pozitivni Cottoniv efekt pii 320-330 nm a negativni
Cottoniiv efekt pii 270-290 nm, zatimco flavanony s 2R konfiguraci vykazuji negativni
Cottonuv efekt pti 320-330 nm a pozitivni Cottontiv efekt pti 270-290 nm.

Vzorek o koncentraci 0,05 mM vlozte v kyvet¢ do polarimetru. Z naméfeného spektra
odvodte, o jaky enantiomer se jedna.

Instrument: Polarimetr Jasco J-815
Zkouseny vzorek: 3'-O-methyldiplakon izolovany z extraktu ploda P. tomentosa
Rozpoustédlo: methanol

VInova délka: 400-220 nm



Popis ziskaného CD spektra:
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