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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Lukas Kuda

Skolitel: PharmDr. Veronika Pilafova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj superkritické fluidni extrakce pro izolaci biologicky

aktivnich latek

Cilem prace bylo optimalizovat metodu superkritické fluidni extrakce pro ziskani
kvercetinu, flavonoidu s antioxidaéni aktivitou, ze suseného a drceného plodu kdouloné
obecné (Cydonia oblonga Mill.).

Superkriticka fluidni extrakce je metoda, pfi které je vyuzivana nadkritickd tekutina pro
extrakci poZzadovanych sloucenin. Nej¢astéjSim rozpoustédlem je Cisty CO,, ktery je na
zakladé svych fyzikalné chemickych vlastnosti vhodnym extrakénim cinidlem pro
extrakci nepolarnich latek. V ptipadé extrakci poldrnich sloucenin se k nadkritické
tekutiné priddvaji organicka rozpoustédla jako ethanol, methanol ¢&i isopropanol.
V zavislosti na mnoistvi pfidaného organického rozpoustédla muzeme definovat
tradi¢ni SFE, extrakci pomoci tekutiny obohacené o CO; a extrakci pomoci kapalin za
zvyseného tlaku. Teplota a tlak patfi mezi dalsi klicové parametry ovliviiujici vytéznost
extrakce a je potfeba je peclivé optimalizovat.

Optimalizace metody pro extrakci kvercetinu probihala v nékolika na sebe navazujicich
krocich. Nejprve byly jednotlivé parametry testovany podle Plackett-Burman design
experimentu, kdy se testoval ethanol s pridavkem 0-20 % vody pfidany do CO; v rozmezi
10-90 %, teplota v rozmezi 30-80 °C a tlak v rozmezi 100-300 bar(. DalSim krokem byl
plné faktorialni design experimentu zamérujici se i na jednotlivé interakce mezi
jednotlivymi parametry. Po jeho vyhodnoceni byly ovéreny zoptimalizované podminky.
Kinetika extrakce byla testovana pro pratokové rychlosti 2, 3, 4, 5 mL/min. Pro vybrané
finalni podminky extrakce: doba extrakce — 30 min, pritokova rychlost — 3 mL/min,
teplota — 66 °C, tlak — 223 bar, rozpoustédlo pro extrakci — COz/ethanol + 10 % H>0
(10/90, v/v) byla ovérena opakovatelnost metody (147,8 ng/0,5 g vzorku, RSD 20,82 %).

Metoda byla pouZita pro extrakci rostlinnych vzork( z Jizni Afriky s obsahem kvercetinu.
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Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Analytical Chemistry

Candidate: Lukas Kuda

Supervisor: PharmDr. Veronika Pilafova, Ph.D.

Title of Diploma Thesis: The Development of Supercritical Fluid Extraction for Isolation

of Biologically Active Compounds

The main aim of this study was to optimize the method for extraction of quercetin —
flavonoid with antioxidant activity — from dried crushed quince fruit (Cydonia oblonga

Mill.) using supercritical fluid extraction (SFE).

The supercritical fluid extraction is a method in which supercritical fluid is used to extract
active compounds. Neat CO; is the most common used solvent. Due to its
physicochemical properties, it is suitable solvent for the extraction of non-polar
compounds. While extraction of polar compounds id required, the organic solvents such
as ethanol, methanol or isopropanol are added to the supercritical fluid. Depending on
the amount of added organic solvent, SFE, SFE with modifier, CO; expanded liquid
extraction and pressurized liquid extraction are distinguished. Temperature and
pressure are other key parameters affecting extraction and need to be optimized as well.
The optimization of the quercetin extraction method was carried out in several following
steps. First, the key parameters were tested using simple Plackett-Burman design of
experiments where ethanol with 0-20 % water was chosen as green organic solvent
added to CO;in ratio 1090 %. The temperature was tested in the range of 30—-80 °C and
pressure in the range of 100—300 bar. The following step was a fully factorial design of
experiments which is also focused on individual interactions between tested
parameters. After its evaluation, optimized conditions were verified by several
extractions. The kinetics of the extraction was tested for the flow rates 2, 3, 4, 5 mL/min.
The repeatability of method (147.8 ng / 0.5 g sample, RSD 20.82 %) was verified for final
conditions: the extraction time — 30 min, flow rate — 3 mL/min, temperature — 66 °C,

pressure — 223 bar, extraction solvent — COy/ethanol + 10% H,0 (10/90, v/v). This



method was used for the extraction of other South African plants that might contain

quercetin just as quince.
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1 Uvod

Rostlinny material poskytuje bohaty zdroj ucinnych latek, které mohou mit
kladny vliv na organismus ¢lovéka. Vyznamnou skupinou ptirodnich Gcinnych latek,
které se v rostlindch nachazeji, jsou flavonoidy. Mezi jejich stéZejni vlastnosti, pro které
jsou predmétem vyzkumu a nasledného vyuziti v mediciné, farmacii ¢i nutraceutice,
patfi zejména vlastnosti antioxidacni. Antioxidanty umoznuji zbavovat organismus tzv.
oxidac¢niho stresu, ktery maze byt pfi¢inou ¢etnych onemocnéni. Mezi nejdiskutované;jsi
flavonoidy s témito vlastnostmi patfi rutin a kvercetin, ktery je predmétem této prace.

Kvercetin je obsahovou latkou mnoha rostlin. Vyskytuje se napf. v cibuli, jablcich,
klGre grapefruitu, listech morusovniku ¢i moringy, nati tfezalky, zeleném ¢aji, rajéatech
nebo kdouli. Rada G¢innych latek, kvercetin nevyjimaje, je z rostlinného materidlu
extrahovana. Jednou z metod extrakce je superkriticka fluidni extrakce (SFE), metoda,
ktera vyuziva jako extrakcni rozpoustédlo nadkritickou tekutinu.

Doposud nebyly publikovdny zadné védecké clanky, které by se zabyvaly SFE
extrakci kvercetinu z kdoule. Tato diplomova préce, provadéna ve spolupraci
s vyzkumnym pracovistém Katedry biochemie a genetiky Prirodovédecké fakulty
Univerzity Palackého a Vyzkumného centra pro rust rostlin Univerzity of KwaZulu-Natal
Pietermaritzburg v Jihoafrické republice, se zabyva zjisténim vhodnych podminek, za

kterych lze extrahovat kvercetin z kdoule pomoci SFE.
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2 Cil prace

Hlavnim cilem prace bylo optimalizovat podminky extrakce kvercetinu z kdoule
za pouziti metody superkritické fluidni extrakce sdlrazem na vytéZnost a
opakovatelnost metody. V prvnim kroku optimalizace byl pozorovan vliv jednotlivych
parametrQ, tj. tlaku, teploty, mnozstvi kosolventu a pfidavku vody na vytéZnost
extrakce. V druhém kroku byly tyto podminky zkoumany v uzsim intervalu hodnot a byly
také vyhodnoceny vzajemné interakce mezi testovanymi parametry. Nasledné byla
optimalizovdana doba extrakce a pritokovd rychlost extrakéniho rozpoustédla.
Poslednim krokem optimalizace bylo ovéreni vlivu praméru extrakénich kuli¢ek
pridavanych ke vzorku a vypliujicich objem extrakéni cely. Byla ovéfena opakovatelnost
metody extrakci vzorkl v ramci nékolika dni.

Findlni ovéfend metoda byla pouZita k extrakci kvercetinu z kdoule a dalSich

rostlinnych vzorkl s obsahem kvercetinu. Extrakty byly zanalyzovany a kvantifikovany.
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3 Teoreticka cast

3.1 Kdoulon obecna

Kdoulon obecnda (Cydonia oblonga Mill., ¢eled Rosaceae, dfive Malaceae) je
drevina stromovitého ¢i kefovitého charakteru, ktera plvodné pochazi z Blizkého
vychodu, dnes je béZné péstovana i u nas. Listy jsou rlzné veliké, podlouhle vejité az
eliptické. Pro kvéty je charakteristickd bild aZz narlZovélda barva, jsou péticetné a
podobné jako budouci plod vyrazné aromatické. Plodem je kdoule, mnohosemenn3,
plstnatd, zelenozZlutd malvice. Dle tvaru plodu Ize délit kdoulon na dvé zakladni formy
—jablonovitou (Cydonia oblonga Mill. subsp. maliformis) a hruSkovitou (Cydonia oblonga
Mill. subsp. pyriformis). Jednotlivé odridy kdouloni se lisi jak zminénym tvarem plodd,
tak ddle povrchem plodd a zejména vzrlistem a mirou plodnosti. Diky tomu existuje
mnoho kultivarQ, které jsou obvykle charakteristické pro uréitou zemépisnou oblast.
P¥ikladem mohou byt odriidy Morava, Suranskd, Bereckého, Triumph, Juranska, Vranja,
Ironda, Mir a mnohé dalsi [1] [2] [3].

Kdoule se zpravidla pouziva pro vyrobu marmeldd, kompot(i, mostu ¢i destilatd.
Konzumace cerstvého plodu neni bézna z dlivodu jeho tvrdosti, trpké a vyrazné kyselé
chuti.

V neddvné dobé se kdoule stala predmétem cetnych farmakologickych vyzkum{,
ve kterych bylo zjisténo, Ze konzumace tohoto ovoce vykazuje pozitivni vliv na lidsky
organismus. Jedna se o UcCinky antioxidacni, antimikrobialni, protizanétlivé, antiulcerdzni
Ci protinddorové. Nositeli téchto vyznamnych biologickych ucink( jsou sekunddrni
metabolity (obr. ¢. 1) obsazené v kdouli. Mezi né patfi zejména derivaty organickych
kyselin (napf. kyselina chinova, kyselina jablecnd), fenolické slouceniny (derivaty
kyseliny kdvové a kyseliny p-kumarové), ¢i polyfenolické flavonoidy. Pravé flavonoidy
jsou vyznamné antioxidanty, které snizuji patologicky zvySenou propustnost a lomivost

.....

protektivni ucinky.
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Obradzek 1: a) kyselina kdvovd b) kyselina p-kumarova c) kyselina jable¢na d) kyselina chinovad

kvercetin

kvercetin-3-rhamnosid kvercetin-3-arabinosid

Obrazek 2: Kvercetin a jeho glykosidické formy

a) b) c)

Obrdzek 3: a) rutin b) kempferol c) (+)-katechin, (-)-katechin
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V rostlinach, v plodu kdouloné nevyjimaje, jsou flavonoidy mnohdy pfitomny ve
formé glykosidl (obr. ¢. 2), kdy je necukernd slozka (aglykon) vazana glykosidickou
vazbou nejcastéji pres kyslik z hydroxidu v poloze C-3 hlavniho cyklu k cukerné slozZce.
Ze skupiny flavonoidd mazeme nalézt v kdouli zejména flavonoly — volny kvercetin i
jeho glykosidické formy jako napf. kvercetin-3-O-glukosid, kvercetin-3-O-galaktosid,
kvercetin-3-0O-arabinosid, kvercetin-3-O-rhamnozid, kvercetin-3-O-rhamnoglukosid
(neboli rutin) a kempferol znovu se svymi rliznymi glykosidickymi formami. Dale se
v plodu vyskytuji ze skupiny flavonoidi optické izomery flavan-3-olu katechin a

epikatechin (obr. ¢. 3) [4] [5] [6].

3.2 Kvercetin

Kvercetin patfi do skupiny flavonoidl, konkrétné do strukturniho podtypu
flavonoll (obr. ¢. 4). Flavonol je tvofen benzopyranovym (4H-chromenovym) jadrem, na
ktery je vazan fenyl v poloze C-2, hydroxyskupina v poloze C-3 a ketonickd oxo skupina
v poloze C-4. Strukturnim nazvem se jednd o 3-hydroxy-2-fenyl-4H-chromen-4-on.
Samotny kvercetin je navic substituovany ¢tyfmi dalSimi hydroxyskupinami v polohach
3,4, 5, 7. Strukturnim nazvem lze tento flavonoid pojmenovat jako 3,5,7-trihydroxy-2-

(3,4-dihydroxyfenyl)-4H-chromen-4-on).

Obrdzek 4: a) flavonol b) kvercetin

Skupenstvim se jednd o pevnou Zlutou latku ve formé jehlicek nebo prasku, pfi
rozpusténi vyrazné horké chuti. Bod tani je pti teploté 316,5 °C. Kvercetin je za

laboratornich podminek ve vodé velmi téZce rozpustny. Velmi dobfe se naopak
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rozpousti v organickych rozpoustédlech jako je ether a methanol, popfipadé ethanol ¢i
aceton. Dle struktury lze odvodit, Ze se jednd o slabou kyselinu. Hodnoty pKa pro
jednotlivé fenolické skupiny jsou 7,17; 8,26; 10,13; 12,30 a 13,11 [7].

Kvercetin se nachazi v rostlinach a jejich plodech, bézné napft. v cibuli, listovém
salatu, jablcich, fazolich, boravkach, raj¢atech ¢i zeleném caji. Diky jeho nizké
rozpustnosti v hydrofilnim prostfedi je vyhodné, Ze Casto tvori v rostlinném materidlu
vazby s cukry za vzniku glykosidd a vazby s dalSimi fenolickymi slouceninami. Vzniklé
derivaty zvysuji rozpustnost kvercetinu a maji vliv na zlepseni jeho absorpce do
organismu a zlepSeni biologické dostupnosti. Pro lepsi biologickou dostupnost
kvercetinu mohou byt vyuzity také nosiCové systémy jako polymerni nanocastice ci
micely, které zamezuji jeho rozkladu napft. v kyselém prostredi Zaludku. Pravé Spatna
rozpustnost ve vodném prostifedi a nachylnost k degradaci jsou ¢astymi problémy,
kterymi je tfeba se zabyvat pfi podavani kvercetinu do lidského organismu.

Kvercetin ma radu vyznamnych biologickych vlastnosti, mezi které patfi zejména
skupiny flavonoidd. Velmi dobife napomahd k vyrovnavani bunécného redoxniho
potencialu za ucelem udrZeni homeostazy organismu. Mechanismus antioxidaéni
aktivity kvercetinu spociva ve strukture molekuly, kdy jednotlivé fenolové skupiny a oxo
skupina spolu s 2,3 dvojnou vazbou v benzopyranovém cyklu jsou donory elektrontl pro
reaktivni formy kysliku (ROS) a dusiku (RNS). Donaci elektron(i dochazi k preméné ROS
a RNS na latky organismu neskodlivé. Reaktivni formy kysliku a dusiku jako jsou napf.
volné radikaly superoxidu (-O27), hydroxylové radikdly (-OH), volné radikaly oxidu
dusnatého (NO-) ¢i peroxynitrit (ONOO~™) mohou zpUsobovat tzv. oxidacni stres, ktery
ma Skodlivy vliv na bunky a tkané organismu. Proto je kvercetin shleddvan jako latka
potencialné vhodnda pro prevenci chronickych onemocnéni, jako jsou napf. nemoci
kardiovaskularniho charakteru, diabetes, Alzheimerova choroba, anémie ¢i chronické
obstrukéni plicni nemoci. Zkoumana je také jeho protinadorova aktivita. Diky témto
vlastnostem je kvercetin Casto analyzovanou strukturou a nachazi vyuziti zejména

v oborech Iékarstvi ¢i farmacii a s nimi Uzce spojenou nutraceutikou [8] [9].
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3.3 Superkriticka fluidni extrakce (SFE)

Superkriticka fluidni extrakce je proces, pfi kterém dochazi k oddéleni
pozadovanych latek od matrice za pouZiti nadkritické tekutiny jako extrakéniho
rozpoustédla. SFE nabizi fadu vyhod oproti konvenénim extrakénim metoddm, mezi
které patfi napriklad Soxhletova extrakce. Mezi hlavni vyhody, které vyplyvaji
z vlastnosti nadkritického rozpoustédla, patfi vysokd ucinnost extrakce, kratSi doba
extrakce, bezpecnost a Setrnost k Zivotnimu prostredi (tzv. ,zelend chemie”). Benefitem
je také moznost spojeni SFE s analytickymi metodami jako je plynova chromatografie
nebo superkritickda fluidni chromatografie. Zpravidla se jako vzorek vyuZiva pevna,
dostate¢né homogenizovana a sucha matrice, ze které se mohou prostfednictvim této
metody extrahovat zejména latky hydrofobniho charakteru. Farmaceuticky pramysl,
chemicky primysl, kosmetika a potravinafstvi jsou hlavni odvétvi, ve kterych SFE nachazi
své uplatnéni. Konkrétné je poté nejcastéjsSim vyuzitim SFE extrakce ucinnych latek a

olejl z rostlinnych drog [10] [11].

3.4 Nadkriticka tekutina
Nadkriticka tekutina (SF) je takova tekutina, jejiz teplota a tlak dosahly hodnoty
vyssi, nez je kriticky bod (obr. ¢. 5). Nad timto bodem jiz latka neexistuje ve stavu

kapalném ani plynném. Nadkriticka tekutina ma hustotu podobnou kapalindm a

tlak
nadkriticka
tekutina
PT kriticky bod
. kapalina
pevna
latka
plyn
trojny bod
[l
]
T teplota

Obrdzek 5: Fdzovy diagram tlak-teplota nadkritické tekutiny
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viskozitu podobnou plynim. Je tvorena jednou fazi, kdy jsou jeji slozky zcela misitelné
mezi sebou, je stlaitelnd a ma nulové povrchové napéti. Jeji nizka viskozita, ktera vede
k rychlé difuzivité, je zcela zasadnim faktorem pro jeji vyuziti jako rozpoustédla pfi
extrakénich a separacnich procesech. Tomuto vyuziti napomaha i fakt, Zze diky mnohem
vétsi stlacitelnosti nez u béznych kapalin, dochazi pfi malych zménach teploty a tlaku
k velkym zméndam ve vlastnostech ovliviujicich rozpustnost latek [12].

Nejcastéji vyuzivanou nadkritickou tekutinou je nadkriticky oxid uhlicity (scCO3),
ktery ma oproti ostatnim nadkritickym tekutindm (napf. propan, ethylen, amoniak —
obr. ¢ 6) nékolik vyhodnych vlastnosti. Jednd se predevSim o dosaZeni jeho
nadkritického stavu, kterého Ize snadno dosahnout za laboratornich podminek pfi
Tk 31°Capk 7,4 MPa, jeho inertnost, nehoflavost, nizkou cenu, snadnou odstranitelnost
¢i neskodnost vici prirodé. Naopak nevyhodou scCO; je jeho nepolarni charakter a tim
snizend schopnost rozpousténi latek polarnich. Z tohoto divodu se k nému casto
pridavaji kosolventy, které modifikuji jeho fyzikalné chemické vlastnosti. Jedna se
o polarni i nepolarni organicka rozpoustédla plné misitelnd s CO,, nejcastéji ethanol,
methanol, isopropanol, acetonitril, hexan a dalsi. V zavislosti na mnozstvi organického
rozpoustédla potom rozliSujeme nadkritickou tekutinu (obvykle samotny CO;, nebo

s pridavkem 0-20 % organického kosolventu), tekutinu obohacenou oxidem uhli¢itym

SF T [°C] pc [MPa] Dalsi aspekty
CO2 33 7,4 nizka polarita
H2.0 374 22,1 korozivni
ethan 32 4,9 horlavy
propan 97 4,3 horlavy
ethylen 9 5,0 hoflavy
methanol 239 8,1 horlavy
ethanol 241 6,1 hoflavy
toluen 319 4,1 horlavy
amoniak 132 11,3 hoflavy, toxicky

Obradzek 6: Nadkritické tekutiny a jejich vybrané vlastnosti [12]
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(CXL = CXLE — extrakce za poutziti tekutiny obohacené oxidem uhli¢itym) a organické
rozpoustédlo, kapalinu, za zvySeného tlaku (PL - PLE — extrakce pomoci kapalin za
zvySeného tlaku) [11] [13].

Pfi béiné SFE za vyuZiti nadkritického rozpoustédla scCO,, popfipadé jeho
kombinace s malym mnoizstvim kosolventu, se vyuzivd vyhod nadkritického stavu, kdy
schopnost rozpoustédla rozpoustét pozadované latky je vyrazné ovliviiovdna zménami
tlaku a teploty.

Pro tekutinu obohacenou oxidem uhli¢itym je charakteristické, Ze namisto
pridavani kosolventu do CO,, jako je tomu u nadkritické tekutiny, Ize pfidat naopak CO;
do rozpoustédla. U bézné SFE, kde je pouzit Cisty CO,, je dosahovano nizkych hodnot
relativni permitivity, nizké polarity rozpoustédla a tim padem rozpousténi nepolarnich
latek. S pridavkem malého mnozstvi kosolventu u SFE se relativni permitivita zvysuje.
U CXL Ize ale ziskat jesté vy$si hodnoty relativni permitivity a tedy lepsi rozpustnost
polarnich latek v matrici. Hustota CXL je srovnatelna s hustotou béZnych organickych
rozpoustédel. Co se tyCe viskozity, tak ta je nizsi nez u béznych organickych rozpoustédel
(hodnota viskozity mezi SF a PL). Zaroven lze s CXL také pracovat za nizsich tlakd nez
u zminénych alternativnich typld rozpoustédel, coz vede k moZnosti uzivat méné
nakladnou instrumentaci. Dalsi vyhodou je moZnost dosaZeni uspokojivé rychlosti
prenosu hmoty, a to bez nutnosti pouziti tak vysokych teplot jako napf. u PLE. To poté
dovoluje praci i s termolabilnimi slouc¢eninami [14] [15].

PLE probihaji za pouziti béznych rozpoustédel (ethanol, ethylacetat, ethylaktat,
voda a dalsi), kterd jsou vystavena zvySenému tlaku. Principem této metody je
skutecnost, Ze za zvySené teploty a tlaku, podobné jako u SFE, dochazi k fyzikalné
chemickym zméndm ve vlastnostech rozpoustédla, zvySuje se rychlost pfenosu hmoty,
sniZuje se povrchové napéti a viskozita rozpoustédla. Tyto faktory poté maiji vliv na
snadnéjsi prlinik rozpoustédla do pevné extrahované matrice. Dusledkem je poté fakt,
Ze v porovnani s konvenénimi extrakcemi, PLE dosahuji vy$Sich vytézkd, probihaji
rychleji a za nizsi spotieby rozpoustédla [16].

Zmeény ve vlastnostech rozpoustédel jsou shrnuty na obr. ¢. 7, kde je vidét, Ze
pridavek organické slozky k rozpoustédlu ma za nésledek zmény v polarité a tim padem
zasadni vliv na druh extrahovanych latek. Zaroven s pfibyvajicim mnoZstvim organické

slozky ke sloice CO,, se postupné vzdalujeme nadkritickému stavu. Casto jiZz nelze
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o nadkritickém stavu vlbec hovofit, jelikoZ vzniklé smési jsou kapaliny, které dosahuji
kritického bodu za jinych podminek nez CO,. Diky tomu se caste¢né ztraci vyhody

nadkritického stavu a vznikld smés je ve stavu na pomezi mezi kapalinou a nadkritickou

tekutinou.
polarita
b
polarni organicka

rozpoustédla a
=
S
CO, expandovana <
2 kapalina (CXL) =

= £
> scCo, &
=
+ ko-solvent o
NC)

\

relativni permitivita

Obrdzek 7: Zmény ve vlastnostech rozpoustédla s postupné pribyvajicim obsahem organické slozky [16]

3.4.1 Instrumentace SFE a proces extrakce

Instrumentace SFE se sklada z nékolika zakladnich ¢asti (obr. ¢ 8). Soucasti
techniky je ocelova zasobni lahev s rozpoustédlem — kapalnym CO,, ze které je CO; pres
chladi¢ pumpovan pod tlakem do systému. Dale se v systému nachazi pumpa, kterd
Cerpa kosolvent, obvykle organické rozpoustédlo pouZzité v pripadé extrakce polarnich
sloucenin. Vznikd tak smés CO;-kosolvent. Smés je pod tlakem cerpdna do tzv. pece,
ktera je vyhfivana na poZadovanou teplotu. Vtomto momentu se ze smési stava
tekutina v nadkritickém stavu ¢i tekutina tomuto stavu blizka. Ta prochazi extrakéni
nadobou, kterd je naplnéna vzorkem, s danym vzorkem interaguje a unasi latky, které
jsou v dané tekutiné rozpustné. Nasledné tekutina s izolovanymi latkami vstupuje do
regulatoru zpétného tlaku (BPR), ktery kontroluje cely tlak soustavy, a to takovym
zplUsobem, Ze v pripadé prekroceni poZzadovaného tlaku dojde k vétSimu otevreni ventilu
za uvolnéni pretlaku. Za vystupem se CO; stava plynnym, opousti systém a muze byt
recyklovan a znovu poufzit. Extrakt ve formeé Cisté latky nebo rozpustény v kosolventu je
jiman do sbérné nadoby. V pfipadé malého mnozZstvi kosolventu a hroziciho vysrazeni
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extraktu v systému je za BPR k extraktu pfiddvana tzv. pomocna kapalina (make-up
solvent) kompatibilni se sloZenim extraktu. Popsany proces lze oznacit jako dynamicky
mad extrakce, kdy extrakéni Cinidlo prochazi kontinudlné vzorkem béhem celého trvani
extrakce. V pfipadé statického mddu extrakce se proces lisSi tim, Ze je vzorek

v rozpoustédle po stanoveny ¢as luhovan [17] [18] [19].

N

| 2 | S|
chladi¢ pumpy reguldtor zpétného
tlaku

pfidavna kapalina

termostat

extrakéni cela

—/

tlakovd lahev s CO, kosolvent

jimaci nadoba

Obrazek 8: Schéma SFE instrumentace

3.4.2 Optimalizace metody, podminky ovliviaujici extrakci

Optimalizace metody je provadéna obvykle tak, aby bylo dosazeno co nejvyssi
extrakéni vytéZnosti poZzadovanych latek. Tu Ize ovlivnit pomoci rady faktord a pomoci
nastaveni vhodnych podminek extrakce.

SFE je vyuzivadna pro extrakci vzorkd s minimalnim obsahem vody. Vzorek musi
byt dostate¢né homogenizovany. Lze jim naplnit cely objem extrakéni cely, nebo jeho
mnozstvi doplnit sklenénymi kulickami, piskem, ¢i jinym inertnim materidlem. Velikost
Castic vzorku i materidlu pridaného ke vzorku muizZe ovlivnit vytéZnost extrakce.
Dostate¢nou homogenizaci, kdy vznikaji castice a meziéasticové prostory stejné velikosti
docilime kontinudlniho toku rozpoustédla skrze vzorek (obr. ¢. 9). Naopak, nejsou-li
Castice dostatecné homogenizovany, vznikaji ¢astice rizné velké a stejné tak i rozdilné
mezicasticové prostory. To poté mUze vést k atypickym pohyblm rozpoustédla matrici
(napf. turbulentni proudéni). Disledkem Spatného proudéni muize nastat situace, kdy

rozpoustédlo prochdazi nékterymi castmi vzorku snadnéji a nékterymi naopak
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v nejhorSim pripadé neprochazi viibec. Tim padem dochazi k niZSim vytéinostem
extrakce. K zaplnéni prostoru extrakéni cely a udrzeni homogenity se pridavaji ke vzorku
jiz zminéné sklenéné kulicky stejné velikosti Ci pisek. Misi se bud’ se vzorkem anebo se
vkladaji na dno a navrch extrakéni cely. Velikost kulicek mize mit na vyslednou vytéZznost
také vliv, a proto je vhodné béhem optimalizace vyzkouset kuli¢ky o riznych priamérech

[13].

Obrazek 9: Vliv rozdilné velikosti cdstic a mezi¢dsticovych prostor na pritok rozpoustédla vzorkem.
Na obrdzku vlevo jsou zndzornény rozdilné velké Cdstice a nekontinudini tok rozpoustédla.
Na obrdzku vpravo je zndzornéno homogenni prostredi a kontinudlIni tok rozpoustédla vzorkem.

Zakladem optimalizace metody je vybér vhodného rozpoustédla, kterym je ve
vétsiné pripadech scCO2 pouzivany v Cistém stavu pro extrakci nepolarnich ¢i malo
polarnich sloucenin nebo zvoleni CO; v kombinaci s kosolventem za ucéelem zvyseni
relativni permitivity a tim lepsSi rozpustnosti extrahovanych poldrnich latek. Mezi
nejcastéjsi kosolventy patfi methanol a ethanol s pfipadnym pfidavkem vody nebo
ethyl-acetatu. Voda a ethyl-acetdat se chovaji ve smési jako modifikatory selektivity, kdy
napomahaji zvyseni relativni permitivity. StéZzejnim faktorem optimalizace metody je
pravé nalezeni vhodného pomeéru slozek tvoficich rozpoustédlo. Vhodny pomér slozek
je také nutny pro zajisténi toho, aby rozpoustédlo bylo tvofeno pouze jednou fazi, fazi
kapalnou. V zavislosti na mnoizstvi jednotlivych slozek (CO»/organické rozpoustédlo/
voda) a schopnosti CO; se rozpoustét ve vodé a organickém rozpoustédle, zvoleném
tlaku a teploté mUze dojit k rozdéleni smési az na dvé ¢i tfi faze (jedna plynna, jedna az
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dvé kapalné). Rozdéleni smési je nezddoucim jevem, kterému je tieba predejit. K ovéreni
jednofazového slozeni zamysleného nebo zoptimalizovaného poméru slozek smési
slouzi trifazové diagramy, pfipadné je toto mozné ovérit experimentalné. Schopnost
vody rozpoustét CO, neni pfili§ velkd, z toho dlvodu musi byt ve smési zastoupena
v minimalnim mnozstvi, aby se predeslo zminénému rozdéleni fazi. Naopak obvykle
pouzivané kosolventy, ethanol a methanol, jsou klasifikovany jako rozpoustédla, ktera
jsou schopna pojmout velké mnozstvi CO; [15] [20].

V pfipadé pouziti samotného oxidu uhli¢itého, malého mnoiZstvi organického
kosolventu nebo hroziciho vysrdzeni vzorku je kextraktu po probéhnuté extrakci
obvykle pfiddana pomocna kapalina — organické rozpoustédlo kompatibilni se vzorkem a
extraktem.

V ramci optimalizace extrakce je nutné zvolit vhodnou teplotu a tlak, které
ovliviuji fyzikdlné chemické vlastnosti rozpoustédla. PFi vyuZivani Cistého scCO; jako
rozpoustédla je tlak velmi podstatnym parametrem pro optimalizaci. | malé zmény
v hodnotdch tlaku poté maji zasadni vliv na polaritu a s tim spojenou rozpustnost latek.
Pouziti r(izného tlaku tak umoZni extrahovat latky o rGzné polarité. Srostoucim
pfidavanim organického kosolventu k rozpoustédlu se vsak vliv tlaku na extrakci latek
urcité polarity snizuje. Pfi optimalizaci parametru tlaku plati néktera obecna pravidla,
kdy napf. pfi zvySeni tlaku, pod kterym prochazi rozpoustédlo soustavou, dochazi ke
zvySeni rozpoustéci sily a zvySeni hustoty rozpoustédla. Nelze vsak fict, Ze by vyssi
hodnoty tlaku mély zdroven za nasledek vyssi vytéZznost extrakce. Vyssi hodnoty tlaku
mohou mit naopak i mnohé negativni vlastnosti, kdy se napf. sniZuje selektivita extrakce,
zvySuje se nakladnost a zatéz instrumentace.

Volba teploty hraje v nastaveni podminek extrakce mensi roli nez volba tlaku, a
to predevsim z divodu, Ze za vyssich teplot dochazi k nechténé degradaci biologického
materialu, ktery se extrahuje nejcastéji. Z tohoto divodu se béhem extrakci vétsinou
pohybujeme v rozmezi teplot, kdy tato degradace nehrozi, a to pfi teplotach 30-80 °C.

Pro konecné doladéni podminek extrakce slouzi parametry pritokova rychlost
[mL/min], tedy rychlost pritoku rozpoustédla soustavou, kterd ma vliv zejména na
prenos hmoty, a doba extrakce [min], jejiz idedIni nastaveni je takové, aby se
vyextrahovalo co nejvétSi mnoiZstvi pozadované latky. Pro zjisténi opakovatelnosti

metody je vhodné cely proces provést za stejnych podminek nékolikrat.
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3.4.3 Podminky extrakce kvercetinu z rostlinného materidlu pomoci SFE

V soucasné dobé bylo publikovdano nékolik praci zaméfenych na extrakci
kvercetinu z rGznych rostlinnych material( s vyuZitim SFE (tab. ¢. 1). Doposud ale nebyl
publikovan zadny védecky ¢lanek, ktery by se pfimo zabyval extrakci kvercetinu z kdoule
pomoci SFE. V nékolika publikacich byla provadéna extrakce také pomoci Soxhletovy
extrakce, kdy je pevny vzorek vystaven pUsobeni rozpoustédla po nékolik hodin az dnu.
Pravé vyrazné dlouha doba extrakce, velka spotfeba rozpoustédla, riziko degradace
extrahovanych sloucenin teplem, vyuzivani rozpoustédel nesSetrnych k ptirodé nebo
omezend rozpustnost vzorku v rozpoustédle déla tento typ extrakce nepopuldrnim.

Co se tyCe nevyhod SFE, ackoliv doba extrakce neni obvykle tak dlouhd jako
u zminéné Soxhletovy extrakce, stale se ve vétsiné publikacich pohybovala nejcastéji
okolo dvou hodin a vice. S tim je spojena také pomérné vysoka spotieba rozpoustédla
(povétSinou byl v publikacich zvolen dynamicky modd extrakce, graf ¢. 2), ktera
samoziejmé zavisi také na jeho slozeni. CO; Ize pomérné snadno recyklovat a vracet zpét
do systému. V zavislosti na podilu organické slozky ale dochazi kvelké spotrebé
organického rozpoustédla. Zajimavé je, Ze ackoliv se ve zminovanych publikacich
nejCastéji extrahovaly polarni latky, tak sloZzeni rozpoustédla bylo rlznorodé. Témér ve
vSech pfipadech byl jako kosolvent pouZit ethanol. ZreSerSe dale vyplyva, Ze
nejpouzivanéjsim tlakem byl tlak 250 bar (graf ¢. 1) a nejpouzivané;jsi teplota byla 60 °C
(graf ¢. 3). Obé hodnoty se pomérné shoduji s kone€nymi parametry, které vysly
z optimalizace metody extrakce kvercetinu z kdoule v experimentdlni ¢asti (223 bar
a 66 °C).

Graf €. 1: Tlak - pocet Graf & 2: Priitokovy rychlost - pocet méreni Graf ¢. 3: Teplota - pocet
méfenf za daného tlaku 2a dané pritokové rychlosti méreni za dané teploty
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Obrdzek 10: Soubor grafii — pocet méreni za daného tlaku, pratokové rychlosti a teploty
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Tabulka 1: Podminky extrakce kvercetinu z rostlinného materidlu pomoci SFE
(S — staticky mdd extrakce, D — dynamicky mdd extrakce, HPLC — vysokoucinnd kapalinovd chromatografie,
GS —plynovd chromatografie, UHPLC — ultra vysokoucinnd kapalinovd chromatografie, PDA — detektor s fotodiodovym

polem, DAD — detektor s diodovym polem, FID — plamenové-ionizacni detektor, MS — hmotnostni spektrometr,

UV-VIS — detekce pomoci spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti

PFidané

Pomér CO,

Pratokova

Doba

Matrice/typ Tlak Teplota Méd Analyza .
Analyty or| L L itu o rychlost extrakce  @xtrakce Zdroj
a detekce
veorku rozpouitédlo (v/v) [bar] ra [mL/min] [min]
fenoloveé kyseliny, Stachytarpheta
katechin, kvercetin Jamaicensis e B 2=t < 2 2 ALY (1]
kvercetin, rutin Hyperici Herba methanol 85/15 332 50 0,5-1,0 s/D 30 /60 HPLC/DAD [22]
fenolové kyseliny, kvercetin grepfruit ethanol 90/10 200 40 58 D 180 HPLC/DAD [23]
. Rosa
kvercetin ethanol - 250 46,3 0,7 D 120 HPLC/UV [24]
Damascena
humulen, trans-karyofylen, Achyrocline
kyselina galova, kvercetin Satureioides Eane] 83,6/16,4 el =0 R g2 GC/FID (23]
(+)-katechin, rapfruitova
(~)-epikatechin, rutin, g pk_l_ ethanol 80/20 250 60 2 s/D 3/15 HPLC/DAD [26]
kvercetin, trans-resveratrol Hra
stlgmaste.rol, kyercet'm, Mimosa Pudica ol 70/30 400 60 5 D 120 HPLC/UV [27]
avikularin
rutin, hyperin, isokvercetin,
hibifolin, myricetin, Aelmoschus ethanol 15/85 200 52 2 D 120 HPLC/UV-VIS  [28]
. Manihot
kvercetin
kvercetin Alfium cepa ethanol 92,4/7,6 393 40 5 S 150 HPLC/UV [29]
 fevgreetin manetferin, Manglera aceton 20/80 100 40 1 - HPLC/UY [30]
isomangiferin, kempferol indica
ﬂavonmdy,.fenolové Moru§ Indica - . . 150 23 44 : HPLC/DAD [31]
kyseliny listy
alkaloidy, ’ﬂavnnfmdy, Mfmus.a Pudica R 280 50 6.8 D 120 HPLC/UV [32]
fenolové kyseliny Linn
flavonoidy Opuntia Ficus-
{3-0-methyl kvercetin) Hixihas, ethanol 90/10 400 35 120 HPLC/PDA [33]
mastné kyseliny, kvercetin Meringa ethanol 40/60 70 50 12 ) 160 GS/MS, HPLC/MS  [34]
Oleifera - listy
R . Taxus
kvercetin, ginkgetin : : ethanol 18/82 240 46 2 D 138 UHPLC/PDA [35]
Chinensis
flavonoidy, fenclové Achyrocline P 80/20 100 - 300 45 120 R [36]

kyseliny

Satureioides
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Ziskané extrakty byly nejcastéji analyzovany pomoci vysoko ucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) a ultra-vysoko u¢inné kapalinové chromatografie (UHPLC) ve
spojeni se spektrofotometrickou detekci v oblasti ultrafialového a viditelného zareni
(UV-VIS) v oblasti jedné nebo dvou vinovych délek nebo s detekci diodového pole (DAD)
umoziujici méfrit celé spektrum vinovych délek. Pouzivana byla i plynova chromatografie
(GC) ve spojeni s plamenové ionizatnim detektorem nebo s hmotnostnim spektro-

metrem (MS).
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4 Experimentalni c¢ast

4.1 Pouzité chemikalie

kvercetin, quercetin, ¢istota > 95 % (HPLC) (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
ultracista voda vyrobena na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové, Mili-Q, Millipore
ethanol absolutni, ¢istota > 99,7 % (VWR International s.r.o., Ceska republika)
methanol, Methanol HiPerSolv CHROMANORM®, HPLC — ULTRA LC-MS, cistota >
99,9 % (Merck KGaA, Ceska republika)

kyselina mraven¢i, Formic acid, ¢istota 98-100 %, LC-MS (Merck KGaA, Ceska
republika)

oxid uhli¢ity, CO,, Cistota > 99,995 % (Messer, Ceska republika)

4.2 Pristrojové vybaveni a pomucky

SFE systém MV-10 (Waters, USA)
ChromScope™ software (Waters, USA)
Acquity UPLC systém (Waters, USA)
- Cerpadlo
- automaticky dédvkovac
- kolonovy termostat
hmotnostni analyzator typu trojitého kvadrupdélu Quattro Micro (Waters, Velkd
Britanie)
analyticka kolona s reverzni fazi typu C18, Acquity UPLC BEH Shield RP18 (2,1x100
mm, 1,7 um) (Waters, Irsko)
MassLynx 4.1 software (Waters, Velka Britanie)
MODDE software 12.1 (Umetrics, Svédsko)
digitalni ultrazvukova lazern DU-32 (Argo Lab, Italie)
analytické vahy HR-120 (A&D company, Japonsko)
automatické mikropipety se $pi¢kami (Eppendorf, Ceska republika)
odparka Concentrator plus 5305 (Eppendorf, Ceskd republika)
tfepacka TS-100 (Biosan, Ceska republika)
centrifuga MIKRO 220R (Hettich, Némecko)
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- mikrovialky 2 mL (Thermo scientific, Ceskd republika) s perforovanymi vicky (Waters,
Ceska republika)

- vialky 7 mL s vickem (Supelco, Ceska republika)

- mikrozkumavky Eppendorf 2,0 mL (Sigma-Aldrich, Ceska republika)

- sklenéné kuli¢ky 2, 3, 5 mm (Waters, Ceska republika)

- mlynek IKA A11 basic (Fischer scientific, Ceska republika)

4.3 Priprava roztoka

4.3.1 Ptiprava zdsobnich roztok
Pro ptipravu zasobniho roztoku kvercetinu byl jako rozpoustédlo pouZit
methanol. Koncentrace zdsobniho roztoku byla 1 mg/mL. Zasobni roztok byl uchovavan

v lednici a pfipravovan cerstvy dle potieby.

4.3.2 Priprava pracovnich roztok

Pracovni roztok kvercetinu byl pfipravovan fedénim zasobniho roztoku do
roztoku methanolu a 0,1% kyseliny mravenciv poméru 60:40. Roztoky byly pfipravovany
v koncentracich 10 pg/mL — 1 ng/mL vidy pred kazdym mérenim.

Pracovni roztok o koncentraci 10 ug/mL byl pfipraven odebranim 10 pL
zasobniho roztoku, pridanim 400 pL 0,1% kyseliny mravenci a doplnénim objemu do 1
mL methanolem. Déle byly roztoky fedény v rozmezi 1 ug/mL — 1 ng/mL pomoci smési

methanol : 0,1% kyselina mravenci v poméru 60:40.

4.3.3 Priprava roztokl pro fedéni standard(i a odparenych extraktu
Pro redéni pracovnich roztokl a rozpousténi odparenych extraktll byla pouZita
smés methanolu a 0,1% kyseliny mravenci pfipravena smisenim uvedenych roztoki

v poméru 60:40.

4.3.4 Priprava roztoku pro extrakci
Jako kosolventy pro SFE byly pouzity ethanol, ethanol s pfidavkem 10 % a 20 %
destilované vody. Roztok ethanolu s10 % vody byl pfipraven smisenim 20 mL

destilované vody a 180 mL ethanolu odmérenymi odmérnymi valci a smisenymi
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v zasobni lahvi. Roztok ethanolu s 20 % vody byl pfipraven smisenim 40 mL destilované

vody a 160 mL ethanolu odmérenymi odmérnymi valci a smisenymi v zdsobni lahvi.

4.3.5 Priprava mobilni faze

0,1% kyselina mravenci byla pfipravena odmérenim 500 pl kyseliny mravenci do

500 mL odmérné bariky s destilovanou vodou a roztok byl vodou doplnén po rysku.

4.4 Optimalizace SFE

Pro extrakci byl pouzivan SFE systém (Waters MV-
10) sestavajici z pump cerpajicich CO2 a kosolvent, z pece
pro umisténi extrakénich cel, automatického reguldtoru
zpétného tlaku, pumpy cerpajici pridavnou kapalinu,
modulu pro sbér frakci a chladiCe chladiciho CO;
a pracujiciho za teploty 4 °C. Hraniéni hodnoty nastaveni
tlaku a teploty byly na tomto pfistroji 400 bar( a 90 °C.
Pfistroj byl ovladan prostfednictvim Chrom-Scope™

softwaru (Waters, USA).

4.4.1 Priprava vzorkd pro extrakci

Jako vzorek byly pouZity mrazem susené plody
kdouloné obecné (Cydonia oblonga Mill., ¢eled Rosaceae)
o celkové hmotnosti 54 g. Drcené usuSené plody byly
zhomogenizovany v mlynku na jemny prasek Zzlutohnédého
zbarveni. Navazka vzorku pro extrakci Cinila 0,50 g a byla
nasypana do 5 mL extrakéni ocelové cely mezi vrstvu
sklenénych kulicek, které doplhovaly objem cely
(obr. ¢. 11). Cela byla zapojena do systému pomoci kapilar
tak, aby extrakéni rozpoustédlo protékajici kapilarou

vstupovalo do cely zespodu a vystupovalo z ni seshora.
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4.4.2 Vyvoj metody

Optimalizace metody byla realizovdna v péti blocich méreni a byla provedena
pomoci software MODDE umoZiujici optimalizaci parametrl a vyhodnoceni jejich
interakci a vlivu. V prvnich trech krocich optimalizace (celkem 45 experiment() byl
testovan vliv teploty, tlaku a sloZeni extrakéniho rozpoustédla jako stéZejnich parametrt
pro SFE. Teplota byla testovana v rozmezi 30-80 °C, tlak v rozmezi 100—300 bar, jako
kosolventy byly testovany ethanol, ethanol s pfidavkem 10 % vody a 20 % vody. Pomér
kosolventu a CO2 byl vrozmezi 10-90 % kosolventu. Priitok extrakéniho cinidla byl
2 mL/min. Pfidavna kapalina o pritoku 0,5 mL/min byla pouZita pouze v pripadé, pokud
byl pomér kosolventu a CO, 10:90. Z téchto experimentd byly vyhodnoceny optimalni
hodnoty uvedenych parametr(. Nasledné byla testovana kinetika, kdy byl sledovan vliv
pratokové rychlosti v rozmezi 2-5 mL/min a vliv doby extrakce na vytéznost. Poslednim
krokem bylo ovéreni opakovatelnosti extrakce za pouziti zoptimalizovanych hodnot
testovanych parametrd.

Po kazdé extrakci byl systém proplachnut po dobu 5 min smési CO2/kosolvent
a poté Cistym CO,. Extrakéni cely byly vidy rozebrany, vymyty destilovanou vodou

a ethanolem a tésnéni byla jesté zvlast ¢isténa pomoci ultrazvukové lazné.

4.4.3 Uprava ziskaného extraktu

Ziskany extrakt byl jiman do sbérnych nadob. Jeho celkovy objem byl vidy
zméren a nasledné byla ¢ast odebrana a uchovana v mrazicim boxu v 7 mL vialkdch za
teploty -20 °C. Pfed UHPLC-MS analyzou byl 1 mL extraktu odebran do mikrozkumavek
Eppendorf. Rozpoustédlo se nechalo odpafit pod vakuem pfi teploté 30 °C. Odpareny
extrakt byl znovu rozpustén ve 100 plL predem pripravené smési 0,1% kyseliny mravenci
a methanolu (40:60). Pro rozpusténi se mikrozkumavky nechaly 10 min tfepat v tfepacce
pfi laboratorni teploté, nasledné byly vzorky centrifugovany po dobu 5 min.
Zakoncentrovany extrakt byl prepipetovan z mikrozkumavek do mikrovialek a opatren

uzavérem s perforovanou membranou a nasledné nastfiknut do UHPLC-MS systému.
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4.5 UHPLC-MS/MS analyza

Pro analyzu extraktu byla zvolena metoda jiz plivodné publikovana v odborném
¢lanku [37]. Pro analyzu byl pouzit UHPLC-MS/MS systém skladajici se z kapalinového
chromatografu UPLC (Waters) spojeného s hmotnostnim detektorem typu trojitého
kvadrupdlu Quattro Micro (Waters). Separace probihala na analytické koloné Acquity
UPLC BEH Shield RP18 (2,1x100 mm, 1,7 um) za pouziti gradientové eluce. Mobilni faze
se skldadala z methanolu (slozka B) a 0,1% kyseliny mravenci (sloZzka A). Gradient zacinal
na 5 % organické slozky B, jejiz mnoZstvi se béhem 5 minut zvySilo na 95 %. V Case
5,1 min byly opét nastaveny vychozi podminky gradientu po dobu 2 minut tak, aby
kolona byla ekvilibrovana.

Veskeré nastfikované roztoky byly skladovdny v automatickém davkovaci za
teploty 4 °C. Objem vzorku nastfikovaného na kolonu cinil 5 pL. Kazdy vzorek byl
nastfikovan dvakrat. Kolona byla béhem analyzy udrzovana na teploté 40 °C.

Detekce pomoci hmotnostniho spektrometru byla provedena v pozitivnim maédu
ionizace elektrosprejem. Parametry iontového zdroje byly nastaveny ndsledovné: napéti
na kapilafe 3200 V, teplota iontového zdroje 130 °C, extrakcni kuzel 3,0 V, hexapdl
0,5V, napéti na vstupnim kuzelu 40 V, kolizni energie 30 V. ZmlZujicim plynem byl dusik
o pratokové rychlosti 800 L/hod a teploté 450 °C. Dusik byl také pouZit na vstupnim
kuZelu, a to o pratoku 100 L/hod. Argon byl pouzit jako kolizni plyn. Kvantifikace analytu
byla provedena s vyuZitim SRM (monitorovani vybrané reakce) experimentu, kdy byly
pro kvercetin sledovany dva prechody s ohledem na selektivitu analyzy. Jako prekurzor
byla zvolena protonovana molekula [M+H]* o m/z 302,91. Produktové ionty pro
jednotlivé SRM prechody byly nasledujici: SRM1 — 136,92 a SRM2 — 152,87.

MassLynx software byl pouzZit pro kontrolu probihajici analyzy a pro Upravu

(integraci pikd) nashromazdénych dat [37].

4.6 Parametry hodnoceni

4.6.1 Vypocet koncentrace vzorku
Prvnim krokem pti hodnoceni dat bylo zpracovani vysledki pomoci MassLynx
softwaru. StéZejnimi informacemi byly zejména plochy pikl (A) analyzovanych vzorku a

standardu. JelikoZz byl kazdy vzorek nastfiknuty na kolonu dvakrat, tak musely byt
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nejprve jednotlivé plochy pikd u stejnych vzorkd zprimérovany. Nasledné nas zajimaly
vysledné redlné koncentrace kvercetinu v 1 mL roztoku (respektive koncentrace v ng

vztazené na 0,5 g vzorku). Vypocet Ize shrnout do jednoho vzorce:

A
c =(ﬂ ><1000> X Vy X
At

10

Pomér Ay;/As predstavuje pomér plochy piku vzorku ku plose standardu. Koncentrace
standardu byla 1 pg/mL. Takto byla zjisténa koncentrace vzorku v1 mL. V pfipadé
prevedeni koncentrace z pg/mL na ng/mL doslo k ndsobeni tisicem. V, predstavuje
v rovnici objem extraktu, ktery byl extrahovan pomoci SFE, jimZ bylo tfeba nasobit,
abychom ziskaly redlnou koncentraci. Pouzité ziedéni bylo vidy deset na zdkladé

zakoncentrovani vzorku.

4.6.2 Kvantifikace pomoci metody kalibracni primky

Kvantifikace pomoci metody kalibracni pfimky byla vyuZita pfi zjisStovani
opakovatelnosti metody a pfti kvantifikaci koneéného vyhodnoceni vzorkd z dodaného
rostlinného materidlu. Jednd se o metodu, pfi které se zjistuje koncentrace
pozadovanych vzork( pomoci kalibraéni pfimky ziskané promérenim fady standardnich
roztokd. Linearita kalibracni zavislosti je dana korelaénim koeficientem. V idedlnim
pFipadé se korelaéni koeficient r? blizi 1 (r> = 0,9999...). Rozsah kalibraéni pfimky byl pfi
analyze stanoven na 5-1000 ng/mL promérenim standardnich vzork( o koncentracich

1,5, 10, 50, 100, 500 a 1000 ng/mL.

4.6.3 MODDE software

Pro hodnoceni a spravnou interpretaci vysledkd pfi vyvoji metody byl pouzit
statisticky software MODDE. DuleZitym nastrojem, ktery tento program pro analyzu
poskytoval, byla moZnost vygenerovani zanalyzovanych dat ve formé grafi. Pro

vyhodnoceni vysledkd byly pouZity nasledujici grafy:
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- Graf znazornuijici vlivy faktort (obr. ¢. 12)

Hodnoti miru vlivu urcitého faktoru na model méfeni (v nasem pfipadé vytéZnost
extrakce) — signifikantnim nalezem je takovy ndlez, pti kterém vyska sloupce v grafu pro
dany parametr dosahuje co nejvyssi plusové hodnoty na ose y a zaroven kfivka rozsahu
nejistoty neprotina y = 0. Nesignifikantnim ndlezem je poté takovy nalez, jehoz vyska

sloupce je blizko y = 0 a kfivka rozsahu nejistoty protina y = 0.

600 600

2 400 2 400

o o

2 2

s <

& 200 — 2 200

= =

3 5]

Ioo- E
-200 I -200 I

faktor a faktor b

Obrazek 12: Grafy zndzorriujici vlivy faktoru. Graf vlevo zndzorriujici signifikantni
ndlez, graf vpravo nesignifikantni ndlez.

- Graf vhodnosti modelu (obr. ¢. 13)
Prvni sloupec (R2) zndzornuje koeficient determinace (jakou cast z celkové
variability se pomoci modelu podafilo vysvétlit), kdy R2 se pohybuje vrozmezi
y = 0-1. Cim blize se vyska sloupce dostane ky = 1, tim vice data koreluji s danym
modelem. Napt. R2 = 0,8 znamen3, Ze 80 % bodu je vysvétlitelnych modelem. Sloupec

by zaroven mél pfesahnout y = 0,5.
Druhy sloupec (Q2) zobrazuje odhad presnosti budouci predikce. Vyska sloupce
by méla byt vice nez y = 0, pro dobry model 0,5 a vice. Zaroven rozdil mezi R2 a Q2 by

mél byt mensi nez 0,3.
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Obrdzek 13: Graf vhodnosti modelu

- Graf pravdépodobnosti (obr. ¢. 14)
Body grafu pravdépodobnosti by mélo byt mozné prolozit pfimkou, pro idealni

model Ize vSechny body proloZit pfimkou.
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Obrazek 14: Graf pravdépodobnosti

Graf opakovatelnosti (obr. ¢. 15)

Graf opakovatelnosti by mél pfedstavovat idealni stav, a to takovy stav, Ze
variabilita opakovanych experiment( je mensi nez celkova variabilita. Méreni, ktera
probéhla za zcela totoZznych podminek, jsou v grafu vyznacena jako modré ¢tvercové
body, kdy pro potvrzeni opakovatelnosti by tyto body mély mit stejnou hodnotu na ose
y (= plocha piku). V pfipadé jejich rozestupu, viz body 6 a 17, se jedna o nezadouci jev.
Méreni, ktera probéhla za rozdilnych podminek, jsou znacena jako zelené kulaté body

[38].
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Obrdzek 15: Graf opakovatelnosti
4.6.4 Smérodatna odchylka a relativni smérodatna odchylka

Dualezitym nastrojem pro hodnoceni vysledkd byl také vypocet smérodatné

odchylky (SD — prlimérna odchylku od priméru):

1 X .
SD = mzl(xi —X)
1=

Kde predstavuje N — pocCet méreni, xi — namérené hodnoty, X — aritmeticky primér

namérenych hodnot.

A vypocet relativni smérodatné odchylky (RSD - kolik procent z prlimeéru

predstavuje smérodatna odchylka):

SD
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5 Vysledky

5.1 Optimalizace zakladnich parametru
Pro optimalizaci klicovych parametrd ovliviujicich vytéZznost SFE bylo pouzito

dvoukrokového designu experiment( (DoE).

5.1.1 Plackett-Burman design model

Prvnim krokem optimalizace bylo testovani zdkladnich parametrq, tj. sloZeni
extrakéniho rozpoustédla (pomér CO; a kosolventu, obsah vody), extrakéni teplota a
tlak. Ktomuto testovani byl pouZzit Plackett-Burman design model, ktery umoznuje
odhalit vliv jednotlivych testovanych parametr( na extrakci, vtomto pfipadé na jeji
vytéznost. Plackett-Burman design model je vhodny v pfipadé malého poctu
experimentll, nezohlednuje interakce mezi jednotlivymi faktory a hlavnim cilem je
nalezeni sprdvného sméru, kterym se pti optimalizaci vydat, tzn. jaké faktory maji na
extrakci vliv a jak velky tento vliv je. Tento blok méfreni sestdval z jedenacti extrakci
(tab. ¢. 2), kdy byly testovany nasledujici parametry v uvedenych rozmezich — teplota
(30-80 °C), tlak (100-300 bar), extrakéni rozpoustédlo tvorené smési CO, a EtOH
v pomérech 10/90 — 90/10, obsah vody v EtOH 0-20 %. Doba extrakce byla stanovena
na 10 min a mdd extrakce, stejné jako pfi extrakcich v nasledujicich blocich méreni, byl
dynamicky. Prdtokova rychlost extrakéniho c¢inidla byla nastavena na 2 mL/min.

Pfidavna kapalina o pratoku 0,5 mL/min byla pouZita pouze v pfipadé nizkého obsahu

Tabulka 2: Optimalizace zdkladnich parametri — vstupni parametry a vystupni hodnoty v ng/0,5 g vzorku

o vytéznost

EtOH [%] obsah vody [%] teplota [°C] tlak [bar] [ng/0.5 g
N1 90 0 30 300 7,85
N2 90 20 30 100 21,39
N3 90 20 80 100 23,19
N4 10 20 80 300 4,95
N5 90 0 80 300 20,75
N6 10 20 30 300 4,85
N7 10 0 80 100 0,20
N8 10 0 30 100 2,30
N9 50 10 55 200 13,59
N10 50 10 55 200 17,15
N11 50 10 55 200 22,45
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kosolventu v extrakénim cinidle, kdy byly ocekavany nizké finalni objemy extraktu a
hrozilo vysrazeni extraktu v systému.

Vystupni hodnoty méreni sestavaly ze ziskanych ploch pik( kvercetinu, které déle
slouzily pro vypocet readlné koncentrace kvercetinu v daném vzorku. Podrobny postup
vypoctu je uveden v kapitole 4.6.1 — Vypocet koncentrace vzorku. Ziskané vysledky byly
dale zpracovany pomoci statistického software MODDE.

Ze ziskanych grafa (obr. ¢. 16) lze vyhodnotit, Ze nejvyraznéjsi vliv na vytéznost
ma dle vysky sloupce grafu Vlivu faktord parametr — pomér CO,/ethanol. Urcity vliv byl
shleddn u parametru obsah vody v ethanolu. Naopak parametry teplota a tlak se zdaly

byt jiz pro ovlivnéni vytéznosti témér zanedbatelné.

Graf . 1 - Opakovatelnost Graf €. 2 - Vhodnost modelu
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Obrdzek 16: Plackett-Burman design model

Pro zjednoduseni analyzy byla v nasledujicich grafech (obr. ¢. 17-18) vyrazena
nékterd méreni. U vzorkd N9, 10, 11 mérenych za stejnych podminek byla shledana
opakovatelnost a pro prehlednost byly v dalSich grafech vytazeny. Naslednou Upravou
v analyze dat bylo také vyrazeni vzorku N1 (obr. . 18), ktery vykazoval velké vychyleni
od ostatnich vysledkd mérenych za stejnych hodnot poméru CO,/ethanol.

Po probéhlych Upravach je patrné, Ze v grafu opakovatelnosti se veskeré
hodnoty, u nichz vzorky byly extrahovany za stejného poméru CO,/ethanol, nachazeji
témér v jedné roviné. Graf vhodnosti modelu ukazuje, Ze model poskytuje dostatec¢nou

variabilitu (R2) a predikovatelnost vysledkd (Q2). Graf znazornujici vlivy faktort
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vy

potvrzuje znacny vliv na vytéZnost extrakce u poméru CO/ethanol. Vyssi teploty a tlaky

poskytly mirny narust vytéZnosti, avSak s nesignifikantnim vlivem. Kladné Ize také

hodnotit, Zze grafem pravdépodobnosti Ize pomérné dobre prolozZit pfimka. Na zakladé

ziskanych vysledkd bylo pokracovano v dalsi optimalizaci SFE metody pro extrakci

kvercetinu.
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Obrdzek 17: Plackett-Burman design model (bez vzorki N9, N10, N11)
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Obrdzek 18: Plackett-Burman design model (bez vzork( N9, N10, N11, N1)
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5.1.2 PIné faktorialni design experimentu (full factorial design)

Na zdkladé ziskanych vysledk( z predchozich experimentd byla pomoci plné
faktoridlniho designu, ktery umoznuje odhalit i interakce mezi jednotlivymi parametry,
dokoncena optimalizace zdkladnich parametr(, tj. slozeni extrakéniho rozpoustédla
(pomér CO; a kosolventu), extrakéni teploty a tlaku. Z divodu vyznamného vlivu
parametru poméru CO; a kosolventu bylo testovdno stejné rozmezi od 10 po 90 %
kosolventu smiseného s CO,. Jako kosolvent byl zvolen ethanol s 10 % vody, ktery
vykazoval nejvyssi vytéznosti. Rozmezi testovanych hodnot teploty a tlaku bylo zizeno
na 60—80 °C a 150300 bar(. Tento blok experimentl obsahoval 22 méreni, testované
parametry jsou shrnuty v tab. ¢. 3. Stejné jako v predchozim designu byla doba extrakce
10 min, pratokova rychlost rozpoustédla 2 mL/min. Pfidavna kapalina o pratoku 0,5
mL/min byla pouZita pouze v pripadé nizkého obsahu kosolventu v extrakénim cinidle,
kdy byly ocekavany nizké findIni objemy extraktu a hrozilo vysrazeni extraktu v systému.

Po vyhodnoceni zanalyzovanych extraktd byla data zpracovana pomoci software

MODDE. Obdobné jako u predchozich vysledkd byly nejvyssi vytéznosti (tab. ¢. 3)

Tabulka 3: Piné faktoridlni design experimentu — vstupni parametry a vystupni hodnoty v ng/0,5 g vzorku

” o vytéinost
EtOH [%] obsah vody [%] teplota [°C] tlak [bar] [ng/0,5 g]

N1 10 10 60 150 7,01

N2 90 10 60 150 99,81
N3 10 10 80 150 3,84

N4 90 10 80 150 70,79
N5 10 10 60 300 5,60

N6 90 10 60 300 175,64
N7 10 10 80 300 5,45

N8 90 10 80 300 99,14
N9 50 10 70 225 73,43
N10 50 10 70 225 59,35
N1l 50 10 70 225 58,26
N12 10 10 60 150 5,69

N13 90 10 60 150 80,29
N14 10 10 80 150 5,15

N15 Q0 10 80 150 108,97
N16 10 10 60 300 11,88
N17 90 10 60 300 91,75
N18 10 10 80 300 13,19
N19 90 10 80 300 87,07
N20 50 10 70 225 64,76
N21 50 10 70 225 58,16
N22 50 10 70 225 58,67
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vy a4

pozorovany u extrakci, kde bylo pouZito vétsi mnoZstvi kosolventu. Nejnizsi vytéznosti
vrozsahu 3,84-13,19 ng/0,5 g vzorku byly pozorovany pfi sloZeni extrakéniho
rozpoustédla COz/ethanol + 10 % H.O v poméru 90/10 (v/v). Naopak u poméru
COz/ethanol + 10 % H,O 10/90 (v/v) se pohybovaly v rozmezi 70,79-109,97 (175,64
ng/0,5 g vzorku — vzorek N6, ktery byl vyfazen). Pomér CO/ethanol + 10 % H,0 50/50
(v/v) dosahoval vytéZnosti v hodnotach mezi predeslymi dvéma poméry, a to hodnot
v rozmezi 58,16—73,43 ng/0,5 g vzorku.

Z grafli zobrazujicich statistické zpracovani vsech ziskanych dat na obr. ¢. 19 je
predevsim z krabicovych grafu vlivu faktor( patrné, Ze na vytéZnost extrakce ma zasadni
vliv pomér CO/kosolvent. Ostatni parametry, ani jejich interakce se nejevi jako
vyznamné. Obecné model vykazuje linearitu, dobrou opakovatelnost méreni,
predikovatelnost vysledkd a validitu. Z ddvodu velkého rozdilu vyslednych hodnot
koncentraci mezi vzorky N6 a N17, které byly extrahovany za stejnych podminek, byly
tyto dva vzorky nasledné vyrazeny ze statistického hodnoceni (obr. ¢. 20). V porovnani
s vysledky ziskanymi analyzou vSech dat doslo ke zlepSeni validity, linearity i schopnosti

predikovatelnosti vysledka.
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Obrazek 19: PIné faktoridlni design experimentu
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Obrdzek 20: PIné faktoridlni design experimentut (bez vzorkii N6 a N17)

5.1.3 Ovéreni zoptimalizovanych podminek

Na zakladé predchozich dvou designli experimentl a jejich vyhodnoceni bylo
pomoci software MODDE vygenerovano nékolik podminek, za kterych by mélo byt
dosaZzeno nejvyssi vytéznosti extrakce. Souhrn téchto 12 metod je uveden v tab. ¢. 4.
Vsechny vzorky byly extrahovany kapalinou obohacenou oxidem uhli¢itym ve slozeni
ethanol + 10 % H,0 / CO; v poméru 90/10 (v/v) za pratoku 2 mL/min po dobu 10 min.
Rozmezi testovanych hodnot teploty a tlaku bylo 60-80 °C a 150-300 baru. Z diivodu

velkého objemu ziskaného extraktu nebyla pouzita pridavna kapalina.

Tabulka 4: Ovéreni zoptimalizovanych podminek — vstupni parametry a vystupni hodnoty v ng/0,5 g vzorku

o vytéZnost

EtOH [%] obsah vody [%] teplota [°C] tlak [bar] [ng/0,5 g]
N1 90 10 65,9 223,3 62,88
N2 90 10 62,0 165,0 61,31
N3 90 10 79,2 259,0 65,10
N4 90 10 78,0 165,0 70,67
N5 90 10 70,6 294,7 56,90
N6 90 10 60,0 285,0 62,33
N7 90 10 79,6 299,1 87,08
N8 90 10 78,0 285,0 54,57
N9 90 10 70,2 255,8 72,41
N10 90 10 60,0 150,0 65,22
N11 90 10 80,0 150,0 71,58
N12 90 10 80,0 300,0 74,24
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Na obr. ¢ 21 vlevo je graficky zndzornéna primérna hodnota koncentrace
kvercetinu spolu s chybovou Useckou znazornujici smérodatnou odchylku. Primérna
vytéZnost Cinila 67,02 ng/0,5 g vzorku, smérodatna odchylka (SD) byla zanedbatelnd a
Cinila 8,81. Na obr. ¢. 21 vpravo je poté graficky zndzornén rozdil mezi minimalni a

maximalni koncentraci kvercetinu, ktery byl také shledan zanedbatelnym.
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60 60
2

50 = 50
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40 w 40
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30 = 30
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20 20
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Obrdzek 21: Grafy zndzorfiujici prumérnou hodnotu vytéZnosti
a rozdil mezi minimdlni a maximdlni vytéZnosti
Na obr. ¢. 22 jsou znazornény statistické udaje v grafické formé pro potvrzeni, Ze
ve vysledném modelu neni zadny faktor, ktery by model vyznamné ovlivnil. V pfipadé,
Ze by se néjaky trend nasel, jednalo by se o negativni vysledek. Z toho dlivodu lze kladné

hodnotit R2 a Q2, které jiz nevykazuji variabilitu ani predikovatelnost.
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Obradzek 22: Ovéreni zoptimalizovanych podminek
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Prostfednictvim programu QCExpert byla jesté zkontrolovdna vhodnost vyslych
dat. Pfi zvolené hladiné vyznamnosti 0,05 byla naméfend data nezavisld. Test
vyznamnosti trendu je nevyznamny, v datech nebyl nalezen Zadny trend. Pomoci testu
normality byla prokdzana normalita dat, grafické znazornéni je vidét na
obr. ¢. 23, 24, 25.

Z vypocitanych redlnych koncentraci a porovnani vysledkd bylo potvrzeno, Ze
parametry teplota a tlak maji zanedbatelny vliv na vytéznost. Z toho dlivodu byly
nakonec stanoveny podminky extrakce jako stfedni hodnoty téchto parametrq, kterych
se na instrumentaci dobfe dosahovalo a které instrumentaci zbytecné pfilis
nezatézovaly. Podminky extrakce byly stanoveny ndsledovné — teplota 66 °C, tlak

223 bar, rozpoustédlo pro extrakci COz/ethanol + 10 % H,0 (10/90, v/v).
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Obrdzek 23: Normdini rozdéleni rezidui potvrzené Jarque-Berriiv testem. Usecka zndzorfiuje
optimadlni rozdéleni, modré body predstavuji zpracovand data a jejich redlné rozdéleni.
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Obrdzek 24: Graf zndzorriujici idedini rozdéleni (zelend krivka) a rediné rozdéleni vyslednych dat
(modra krivka)
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Obrazek 25: Histogram — redlné rozloZeni dat

5.2 Kinetika extrakce

Dalsim krokem optimalizace SFE metody byla optimalizace pratokové rychlosti
extrakéniho cinidla a stanoveni ¢asu extrakce. Extrakce probihala za ndsledujicich
podminek — pomér CO,/ethanol + 10 % H>0 v poméru 10/90 (v/v), teplota 66 °C, tlak
223 bar. Testovany byly pritokové rychlosti 2, 3, 4, 5 mL/min, kdy za dané prdtokové
rychlosti byly provedeny tfi méreni. Doba extrakce byla 60 min. Extrakt se odebiral
v pravidelnych ¢asovych intervalech — 5, 10, 15, 30, 45, 60 min do jimacich banék, jeho
objem se zméfil a ¢ast extraktu byla uchovavana pro naslednou UHPLC-MS/MS analyzu.

Ze ziskanych ploch pikll byly zjistény realné koncentrace v jednotlivych ¢asech
odbéru (tab. ¢. 5). Hodnoty koncentraci se u kazdé trojice méreni, které probihaly za
stejné pratokové rychlosti, zprimérovaly, byla vypocitana smérodatna odchylka (SD),
relativni smérodatnd odchylka (RSD) (tab. ¢. 6) a pro snadnéjsi interpretaci vysledk( byly
sestrojeny grafy (obr. ¢. 26-27).

Zvysledkli je patrné, Ze vytéinost extrakce se po 30 min jiZ vyznamné
vytéznosti (145,44 ng/0,5 g vzorku, RSD 32,59 %). V pfipadé pratokové rychlosti
5 mL/min nebyla vytéZnost vyznamné vyssi (153,95 ng/0,5 g vzorku, RSD 30,85 %).
Zaroven odchylky mezi tfremi extrakcemi u obou zminénych pritokovych rychlosti byly
velmi vyrazné. Extrakce za pritokové rychlosti 3 a 4 mL/min poskytovaly velmi podobné

vytéznosti (159,60 ng/0,5 g vzorku a 165,85 ng/0,5 g vzorku) s uspokojivymi hodnotami
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RSD (12,66 % a 9,77 %). V porovnani ¢asu extrakce bylo vyssi vytéZznosti v kratSim case
30 min dosaZeno za pouZiti pratokové rychlosti 3 mL/min a zaroven bylo spotfebovano
mensi mnoZstvi rozpoustédla (90 mL oproti 120 mL za 30 min extrakce), proto byla

nakonec tato hodnota vybrana jako finalni.

Tabulka 5: Redind koncentrace vzorkd( v jednotlivych odbérovych casech extrakce

cas [min] 5 10 15 30 45 60
N2(1) 67,27 86,52 102,11 174,88 177,56 183,17
N2(2) 51,57 64,46 84,10 91,36 98,54 102,91
N2(3) 52,42 71,86 82,25 170,08 178,73 186,71
N3(1) 54,61 127,41 140,00 151,30 162,10 174,17
N3(2) 65,28 128,51 135,48 142,72 149,95 161,90
N3(3) ¢ [ng/ml] 84,21 158,23 165,60 184,79 190,85 201,39
N4(1) 79,45 111,29 124,14 150,92 168,62 181,53
N4(2) 82,62 109,96 122,32 135,50 148,25 165,68
N4(3) 68,91 118,95 134,63 162,13 180,69 198,09
N5(1) 85,94 149,98 164,79 196,47 221,41 265,44
N5(2) 99,05 121,63 132,15 146,25 180,68 202,15
N5(3) 68,99 84,96 99,44 119,11 149,56 172,45

Tabulka 6: Priimeérné hodnoty koncentraci vzorku v ¢asech odbért za danych pritokovych rychlosti; SD; RSD

Koncentrace [ng/ml]

¢as 5 10 15 30 45 60
2ml/min 57,08 74,28 89,49 145,44 145,44 145,44
3ml/min 68,03 138,05 147,03 159,60 159,60 159,60
4ml/min 77,00 113,40 127,03 149,52 165,85 165,85
5ml/min 84,66 118,86 132,13 153,95 153,95 153,95
SD
&as 5 10 15 30 45 60
2ml/min 8,83 11,23 10,97 46,90 45,96 47,39
3ml/min 14,99 17,48 16,25 5558 21,00 20,21
4ml/min 7,18 4,85 6,65 13,37 16,40 16,21
5ml/min 15,07 32,60 32,68 39,25 36,03 47,49
RSD [%]
gas 5 10 15 30 45 60
2ml/min 15,47 15,12 12,26 32,25 31,60 32,59
3ml/min 22,03 12,66 11,05 13,93 13,16 12,66
4ml/min 9,32 4,28 5,23 8,94 9,89 9,77
5ml/min 17,80 27,43 24,73 25,49 23,41 30,85
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Obrdzek 26: Graf zdvislosti koncentrace QCE na case extrakce
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Obrdzek 27: Graf zdvislosti koncentrace QCE na spotrebé rozpoustédla
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5.3 Finalni optimalizace

5.3.1 Vliv velikosti kulicek v extrakéni cele na vytéZznost extrakce

Vytéinost extrakce muze byt také ovlivnéna velikosti sklenénych kulicek, kterymi
je dopliovdano mnozstvi vzorku v extrakeni cele. Kulicky a prostory mezi nimi mohou
zpUsobovat zmény v proudéni extrakéni tekutiny, a tak ovliviovat kontakt extrakéni
kapaliny se vzorkem. Proto bylo posledni soucasti optimalizace ovéreni vlivu velikosti,
respektive priméru kulicek, na vytéZznost kvercetinu. Byl zkouman vliv kulicek o priiméru
2, 3, 5 mm. Pro kazdy rozmér kulicek byly provedeny dvé extrakce. Stejné jako
v pfedchozich optimalizacnich experimentech byla doba extrakce 10 min a ostatni
parametry byly nastaveny dle vysledkd optimalizace.

Po zprimérovani dvou méreni (tab. ¢. 7), ktera probihala s kulickami o stejném
praméru, bylo zjisténo, Ze nejlepsi vytéZnost vychazi u kuli¢ek o velikosti 2 mm, kdy bylo
dosazeno koncentrace 73,15 ng/0,5 g. Kulicky vyuzivané po celou dobu v pfedchozich
U nejvétsich kulicek, 5 mm kulicek, byl shledan velky rozdil mezi dvéma mérenimi, coz
dokazuji hodnoty SD (23,69) a RSD (32,51 %). Ztoho divodu tyto hodnoty nelze

povazovat za signifikantni.

Tabulka 7: Vystupni hodnoty méreni zjistujici vliv velikosti kulicek na vytéZnost extrakce.

primér V extraktu

e A (mi] ¢ [ng/ml] X [ng/ml] SD RSD [%]
N1 2 262,42 16,00 75,53 73,15 3,37 4,61
N2 2 228,03 17,25 70,76
N3 3 2145 16,25 62,71 65,12 3,42 5,25
N4 3 227,55 16,50 67,54
N5 5 288,79 17,25 89,62 72,87 23,69 32,51
N6 5 201,24 15,50 56,11
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5.3.2 Finalni podminky a opakovatelnost extrakce

Pro zjisténi vhodnosti optimalizované metody bylo dilezitym krokem potvrzeni
opakovatelnosti méfeni za stanovenych findlnich podminek. Méreni probéhlo ve tfech
po sobé jdoucich dnech, kdy v kazdém dni byly extrahovany tfi vzorky. Vysledky byly
vyhodnoceny metodou standardni kalibra¢ni pfimky (obr. ¢ 28). Ziskané hodnoty
vytéZnosti jsou zaznamendny vtab. ¢ 8. Prlmérnd hodnota vytéZnosti byla

147,8 ng/0,5 g vzorku a odchylka RSD byla 20,82 %.

Tabulka 8: Opakovatelnost extrakce — vstupni parametry a vystupni hodnoty v ng/0,5 g vzorku.

EtOH obsah vody teplota tlak V extraktu vytéinost
[%] [%] [°C] [bar] [mi] [ng/0,5 g]
N1 90 10 66 223 80,0 197,2
N2 90 10 66 223 80,0 138,0
N3 90 10 66 223 80,0 155,2
N4 90 10 66 223 80,0 177,2
N5 90 10 66 223 80,0 129,6
N6 90 10 66 223 80,0 130,0
N7 90 10 66 223 80,0 136,8
N8 90 10 66 223 79,5 137,1
N9 90 10 66 223 81,0 123,5
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Obrdzek 28: Kalibracni pfimka: QCE, SRM1 pfechod. Korelaéni koeficient r = 0,998965; r’ = 0,997931.
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5.4 Aplikace metody na rostlinné vzorky s obsahem kvercetinu

Na zakladé spoluprace s Univerzitou Palackého v Olomouci a Vyzkumnym
centrem pro rUst rostlin Univerzity of KwaZulu-Natal Pietermaritzburg v Jihoafrické
republice byla finalni zoptimalizovand metoda SFE pouzita pro extrakci dalSiho
rostlinného materialu, u kterého byl predpokladdn obsah kvercetinu. Cilem analyzy bylo
stanoveni obsahu kvercetinu v danych rostlinach. Seznam rostlin je uveden v tab. ¢. 9.
Z velké vétSiny se jedna o lokalni subtropické cibulnaté rostliny, které se vyskytuji
prevazné v Jizni Africe. Zaroven s nimi byl zaslan i novy vzorek kdoule. VSechny rostliny
byly zaslany ve vysuSené formé, kdy kromé kdouloné (plod) a kigelie africké (plod) se

jednalo o vysusené cibule (obr. ¢. 29).

Tabulka 9: Seznam rostlin a jejich dodané mnoZstvi.

latinsky nazev cesky nazev do,d anfé
mnozstvi [g]

1 Ornithogalum longibracteatum Snédek ocasaty 0,6300
2 Merwilla natalensis - 2,0926
3 Bulbine natalensis - 0,7653
4 Scadoxus puniceus Krvokvét 3,1537
5 Drimia robusta/elata Drimie (Urginea) 1,0045
6 Eucomis pole-evansii Chocholatice 1,5574
7 Albuca nelsonii - 0,9842
8 Tulbaghia violacea Cesnek pokojovy 1,5432
9 Boophone haemanthoides - 0,8253
10 Bowiea volubilis - 1,4181
11 Cyrtanthus Cyrtantus 1,0363
12 Haemanthus Bélokvét 1,4578
13 Clivia miniata Remenatka ¢ervena 1,9998
14 Agapanthus africanus Kalokvét africky 0,6178
15 Kigelia africana Kigelie africka 1,4532
16 Allium cepa Cibule kuchynska 1,0546
17 Cydonia oblonga Kdoulor obecna 1,8946
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Obrdzek 29: Fotky dodaného rostlinného materidlu ve vysusené formé pred drcenim a homogenizaci
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UsuSené rostliny se nadrtily a zhomogenizovaly, bylo zjisténo jejich dodané
mnozstvi a stanoven pocet extrakci, ktery pljde z daného mnoZstvi uskutecnit. Jednalo
se bud o jednu extrakci nebo o extrakce dvé. Extrakty byly upraveny a podobné jako
v pfedchozich analyzach nastfikovany na kolonu dvakrat. Kvantifikace mnoZstvi
kvercetinu ve vzorcich byla provedena metodou kalibrac¢ni pfimky, kdy se pro jeji ziskani
proméfila fada standardnich roztok( kvercetinu o koncentracich 5, 10, 50, 100, 500,
1000 ng/mL (obr. ¢ 30). Limit detekce stanoveny na zakladé kalibracni pfimky byl
5 ng/mL. Hodnoty koncentraci u stejnych vzork( se zprdmérovaly a vypocetly se redlné

koncentrace.
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Obrdzek 30: Kalibraéni pfimka: QCE, SRM1 prechod. Korelaéni koeficient r = 0,997378; r’ = 0,994762.

Na zdkladé detekovaného a stanoveného mnoizstvi kvercetinu je mozné vzorky
rozdélit na ndsledujici skupiny. Prvni skupinou jsou vzorky, u kterych nebyl kvercetin
detekovan, jeho mnoistvi ve vzorku bylo nizsi nez ndmi uréena LOD. Druhou skupinou
jsou vzorky, u kterych se hladina kvercetinu pohybovala okolo LOD s S/N = 3, kdy byl
kvercetin detekovan, ale nebyl kvantifikovan. Posledni skupinou vzork( jsou ty vzorky,
kde se hladina kvercetinu pohybovala okolo LOQ a vySe a kvercetin bylo moziné
kvantifikovat. Stanovena koncentrace kvercetinu ve vzorcich je shrnuta v tab. ¢. 10.

Z celkovych sedmnacti vzorkd byl ve trinacti detekovan c¢i kvantifikovan
kvercetin. Trinact rostlin, v jejichz extraktech byl detekovan signifikantni signal
odpovidajici kvercetinu, jsou prezentovany prostrednictvim vyexportovanych

chromatogram( na obr. ¢. 31-37.
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Tabulka 10: VytéZnost kvercetinu v rostlinnych vzorcich.

N/A — kvercetin nedetekovdn, LOD — kvercetin nekvantifikovdn

latinsky nazev

Cesky nazev

stanovené mnoizstvi

[ng/0,5 g vzorku]

1 Ornithogalum longibracteatum Snédek ocasaty 69,0

2 Merwilla natalensis - 178,6
3 Bulbine natalensis - 909,8
4 Scadoxus puniceus Krvokvét 200,0
5 Drimia robusta/elata Drimie (Urginea) 216,1
6 Eucomis pole-evansii Chocholatice 379,4
7 Albuca nelsonii - N/A

8 Tulbaghia violacea Cesnek pokojovy LoD

9 Boophone haemanthoides - 50,9
10 Bowiea volubilis - 11,2
11 Cyrtanthus Cyrtantus LOD
12 Haemanthus Bélokvét 13,3
13 Clivia miniata Remenatka gervena N/A
14 Agapanthus africanus Kalokvét africky 16 416,4
15 Kigelia africana Kigelie africka 54,1
16 Allium cepa Cibule kuchyriska 5096,7
17 Cydonia oblonga Kdoulon obecnd 862,9

Nejvyssi obsah kvercetinu, a to znacné vyssi nez u ostatnich vzorkd, byl zjistén
u cibule z rostliny Agapanthus africanus (kalokvét africky). Vytéznost Cinila 16 416,4
ng/0,5g vzorku. V porovnani s vytézky kvercetinu z kdoule, které byly prezentovany
v pfedchozich kapitolach, se jedna az o stokrat vyssi mnozstvi. V porovnani s kdouli,
ktera byla extrahovana nyni, se vSak jednalo o dvacetkrat vyssi vytéZznost, kterd Cinila
862,9 ng/0,5 g vzorku. DGvodem mdize byt fakt, Ze se jedna o novy material oproti
pGvodni kdouli, se kterou se pracovalo po dobu jednoho roku.

Kalokvét africky je rostlina, ktera je plvodem podobné jako vétsina
Uzemi. Tradi¢né byla vyuzivana v subtropech jako fytofarmakum pro |é¢bu onemocnéni
spojenych s téhotenstvim a pouzivana k vyvolavani porodu. Jeji vodné extrakty z listd

byly napr. testovany na krysach a byl u nich prokazan agonisticky vliv na muskarinové
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receptory v déloze, a tim spusténi syntézy prostaglandind. Jiné zdroje uvadéji, Ze ma
kalokvét vliv na onemocnéni kardiovaskuldrniho systému, coZz by mohlo mit spojitost
s antioxida¢ni aktivitou kvercetinu [39] [40].

Druhy nejvyssi obsah kvercetinu (5096,7 ng/0,5g vzorku) byl shledan u Allium
cepa (cibule kuchynska), coz nebylo prekvapivym zjisténim, jelikoz cibule je znama svym
obsahem kvercetinu. VytéZznost 909,8 ng/0,5 g vzorku byla zjisténa u cibule Bulbine
natalensis, rostliny, ktera je také tradi¢ni jihoafrickou bylinou s antidiabetickymi,
antirevmatickymi a antikonvulzivnimi vlastnostmi, vyuzivdna dale jako afrodisiakum,
srdecni stimulator ¢i ke snadnéjSimu hojeni ran. [41].

U ¢tyr rostlin nebyl nalezen signifikantni nalez pfitomnosti kvercetinu, jednalo se

o rostliny — Albuca nelsonii (obr. ¢. 37), Tulbaghia violacea, Cyrtanthus a Clivia miniata.
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100 100
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Obrdzek 31: Chromatogramy vzork( N1: Ornithogalum longibracteatum a N2: Merwilla natalensis
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Obrdzek 32: Chromatogramy vzorkt N3: Bulbine natalensis a N4: Scadoxus puniceus
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Obrdzek 33: Chromatogramy vzorki N5: Drimia robusta/elata a N6: Eucomis pole-evansii
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Obrdzek 34: Chromatogramy vzorkt N9: Boophone haemanthoides a N10: Bowiea volubilis
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Obrdzek 35: Chromatogramy vzorki N12: Haemanthus a N14: Agapanthus africanus
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Obrdzek 36: Chromatogramy vzorki N15: Kigelia africana a N16: Allium cepa
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Obrdzek 37: Chromatogramy vzork( N17: Cydonia oblonga a N7: Albuca nelsonii — chromatogram
pfiddn na ukdzku vzorku, ve kterém nebyl nalezen Zdadny kvercetin
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6 Zaver

Byla vyvinuta extrakéni metoda vyuzivajici SFE instrumentaci, jejimz ucelem je
extrakce kvercetinu ze suseného rostlinného materidlu. Dle pfedem stanovenych cild
doslo k optimalizaci metody tak, aby bylo dosazeno co nejvyssi vytéZnosti kvercetinu
zkdoule a aby byla zachovana ekologi¢nost metody oproti jinym konvencnim
technologiim extrakce. Mezi vyhody zoptimalizované metody patfi zejména moZnost
pouzivani rozpoustédel Setrnych k Zivotnimu prostredi (recyklovatelny CO, a ethanol
s vodou), kratkd doba extrakce, mala spotfeba rozpoustédla, hodnoty tlakd a teploty,
kterych se na instrumentaci snadno dosahuje, a potfeba malého mnozZstvi suseného
rostlinného materidlu pro pfipravu vzorku.

Z divodu pomérné vysoké polarity struktury kvercetinu extrakce neprobihaly
v nadkritickém stavu za pouZiti scCO; jako bézné SFE, ale dochazelo k extrakcim za
pouziti tekutiny obohacené oxidem uhli¢itym (CXLE). Pfedpokladalo se a nakonec bylo
potvrzeno experimentdlni studii, Ze tlak a teplota nemaji na vytéznost extrakce tak
zasadni vliv, jako by mély, kdyby se jednalo pravé o extrakce za pouZiti samotného oxidu
uhli¢itého v nadkritickém stavu. Nejzasadnéjsi vliv na vytéznost extrakce byl shledan ve
sloZeni rozpoustédla. Nejlepsi vytéZnost poskytoval pfidavek 90 % kosolventu, extrakéni
rozpoustédlo bylo nakonec tvofeno smési CO,/ethanol + 10 % H,0 (10/90, v/v).

Finalni podminky optimalizace extrakce kvercetinu byly stanoveny nasledovné:
doba extrakce — 30 min, pratokova rychlost — 3 mL/min, teplota — 66 °C, tlak — 223 bar,
rozpoustédlo pro extrakci — COz/ethanol + 10 % H,0 (10/90, v/v), 2 mm sklenéné kulicky
pro doplnéni objemu extrakéni cely. Zaroven byla ovéfena opakovatelnost metody
(147,8 ng/0,5 g vzorku, RSD 20,82 %).

Vyvinuta metoda umozZni stanovit mnozZstvi kvercetinu v rlznych rostlinnych
materidlech, jako jsou cibule a plody, ve velmi kratkém case, jak bylo dokazano aplikaci

na vzorky rostlin plivodem z Jihoafrické republiky.
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Carbon dioxide expanded liquid as a powerful solvent for the extraction

of quercetin from quince fruit
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Supercritical fluid extraction (SFE) is an approach commonly used for the extraction of nonpolar
active compounds from various matrices. To change polarity, mass transfer, extraction power,
and analytes solubility, the organic solvent is very often added to non-polar CO,. Depending on
the amount of added organic solvent, SFE, SFE with modifier, CO, expanded liquid extraction
(CO2-XLE), and pressurized liquid extraction are recognized. The neat CO; is not an optimal
choice to extract polar compound, thus CO,-XL in mixture with organic solvent such as methanol,
ethanol, isopropanol, is very often used as an extraction solvent in this case. To improve the
extraction recovery, the parameters including temperature, pressure, and type of extraction

could be also tuned.

In this study, we optimized the method for the extraction of quercetin from quince fruit. At first,
the effect of following parameters was tested using simple Placket Burman model. Ethanol with
0 — 20% water was chosen as a green organic solvent added to CO; in ratio 10 — 90 %. The
temperature was tested in the range 30 — 80 °C, and pressure in the range 100 — 300 bar. After
its evaluation, the water amount in ethanol was finally set up on 10% due to low effect of this
parameter and for all other tested parameters, he tested ranges were narrowed. After the
solvent, temperature, and pressure optimization by DoE, 4 different flow rates (1, 2, 3, and 4

mL/min) were explored to find the final extraction conditions.
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Optimized method used CO,/EtOH + 10% H,0 (10/90, v/v) at 66 °C, 223 bar, and 4 mL/min flow
rate. In 30 min, it provided extraction of quercetin in 30 minutes with recoveries 120 ng with

22% RSD (n=9, 3 different days) per 0.5 g of sample.

This method will be used for the isolation of quercetin from different varieties of quince fruit to

compare them in the term of quercetin level.

The study was supported by the project STARSS reg. no.: CZ.02.1.01/0.0/0.0/15_003/0000465
funded by ERDF.
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INTRODUCTION
Carbon dioxide expanded liquid (CXL) is a mixed solvent containing a compressible CO, which is dissolved in organic solvent. The
use of CXL has many advantages including improved mass transfer, reduced viscosity, increased diffusivity, reduced energy and
costs, and also lower pressure used for the extraction. Due to the physico-chemical properties of CXL, they are successfully used

for the extraction of wide range of compounds from various matrices. In our study we optimized CXL extraction (CLXE) for
isolation of quercetin from quince fruit which is a natural source of many antioxidants and other substances beneficial for human

SAMPLES AND METHOD OPTIMIZATION

SFE SYSTEM {(WATERS MV-10} QUINCE FRUIT o
}m- Carbohydrates (15%)
{ \.;% Organic acids, aminoacids, fatty acids
T s e Vitamin Cand B
! 5 Fl ids, polyphenols, car ids, sterols
i ~ % 3 Minerals
B a make-up . é ¢ -
! § solvent v"‘ o guercetin
EE . g | 29 wo, o MW 302.04
: é" RS - Log P: 1.99
Colcyder co-solvent :_E_ _____________ i collector — F | PKu 6.31

1. PRELIMINARY TESTING - DOE 2. MAIN OPTIMIZATION - DOE 3. OPTIMIZED CONDITIONS, UHPLC-MS/MS ANALYSIS
{Placket—Burman design model) (full factorial design) EXTRACTION KINETICS SP: Acquity UPLC® BEH Shield

coseivereathandl co-solvent: ethanol + 10% H,0 co-solvent: ethanol + 10% H,O RP18(50x 2.1 m"_”: 1~7_l»“"_)
co-solvent.amount' 10—90% So-SoIVERE SMBURE: 10—90 % €0,/co-solvent ratio: 10/90 {v/v) MP: 0.1% formic acid in water
temperature: 30—!.3[1 i o temperature: 60—80 °C temperature: 66 °C (elu@znt A an.d ME(.JH jelusnt (B],
preszure' 10'0_300 ey pressure: 150—300 bar pressure: 223 bar gradient ieluhon with flow rate:
water content in co-solvent: 0-20 % make-up solvent: ethanol; 0.2 mL/min extraction time: 60 min Q.3 /il

MS/MS5 detection in ESI®
3 SRM transitions were observed:
302,91 - 136.92; 302,91 > 152.87,

make-up solvent: ethanol; 0.2 mL/min extraction time and flow rate: 10 min, flow rate: 2, 3, 4, and 5 mL/min
extraction time and flow rate: 10 min, 2ML/min
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RESULTS AND CONCLUSIONS

FINAL CXLE CONDITIONS = T We optimized fast and effective CXLE method using
quercetin v ity (n=3} green solvent consisting of EtOH, water, and CO,
cosolvens NNl r10%  Day 1:91ng/ 0.5 g (RSD 27.3%) enabling the extraction of quercetin from dried quince
water Day 2: 87.0 ng/ 0.5 g (RSD 15.2%) | fruit. The obtained extract is fully compatible with
€O,/ co-solvent ratio 10/90 Day 3:72.1 ng/ 0.5g (RSD 24.7%) A UHPLC-MS/MS system. Optimized method provided
TI°C] 66 Total: satisfactory repeatability and recovery.
p [bar] 223 ' The method will be used to compare different varieties
flow-rate [mL/min] 3 PSR MO el S of quince fruit to compare them in the term of quercetin
time [min] 30 (RSD 22.78%) level.
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Supercritical fluid extraction (SFE) using non-polar CO» as an extraction solvent is commonly
used approach to extract bioactive compounds from natural sources such as dried leaves, herbs,
fruits, and flowers. Neat CO; is an optimal choice to extract non-polar compounds. Thus, an
organic solvent is often added to CO> to achieve extraction of more polar compounds. Methanol,
ethanol (EtOH), isopropanol, and small water proportion are usually added to change polarity,
mass transfer, extraction yield, and analytes solubility. Depending on the amount of added
organic solvent, we recognize SFE, SFE with modifier, CO2 expanded liquid extraction, and
pressurized liquid extraction. Other parameters including temperature, pressure, and type of
extraction can also improve the extraction yield. In our study, we optimized method for the
extraction of quercetin from quince fruit. Placket-Burman model was used to determine the
effect of addition of 0- 20 % water in EtOH as a green organic solvent added to CO> in ratio 10
—90 %. We used temperatures in a range of 30 — 80 °C and a pressure of 100 — 300 bar. After
its evaluation, the water amount in ethanol was set up on 20% due to low effect of this
parameter. The tested ranges were consequently narrowed for other parameters using design of
experiment. Then, 4 different flow rates in a range of 1-4 mL min™' were explored to find the
final extraction conditions. Optimized method used CO»/EtOH + 20% H>O (10/90, v/v) at 66
°C, pressure of 223 bar, and flow rate of 4 mL min™. These conditions enabled extraction of
quercetin in 30 min with recoveries of 120 ng (22% RSD, n=9, 3 different days) from 0.5 g
sample.

The study was supported by the project STARSS reg. no.: CZ.02.1.01/0.0/0.0/15_003/0000465
funded by ERDF.

65



