Vliv podminek extrakce na mnozstvi latek

extrahovanych z namele

Bc. Véra Stockova

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2012 Fakulta technologicka




Univerzita Toméase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka

Ustav analyzy a chemie potravin
akademicky rok: 2011/2012

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pfijmeni:  Bc. Véra STOCKOVA

Osobni éislo: T10529

Studijni program: N 2901 Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Technologie, hygiena a ekonomika vyroby potravin
Téma prace: Vliv podminek extrakce na mnozstvi latek

extrahovanych z namele

Zésady pro vypracovani:

I. Teoreticka cast
1. Charakteristika namelovych alkaloidi
2. Biologie namele a hostitelské rostliny
3. Farmakologie namelovych alkaloidi a vyuZiti v IékaFstvi
4. Toxikologické a&inky
5. Princip HPLC
Il. Prakticka cast
1. Material a metody
2. Vysledky a diskuse

3. Zavér



Rozsah diplomové prace:
Rozsah pifloh:
Forma zpracovani diplomové prace: tisténa

Seznam odborné literatury:

1. SCHULZOVA V., J. HAJSLOVA. Toxické alkaloidy v potravnim fetézci élovéka.
Praha, VSCHT, 2007.

2. TUDZYNSKIP., T. CORREIA, U. KELLER. Biotechnology and genetics of ergot
alkaloids. Applied Microbiology and Biotechnology. 2001, 57, s. 593-605. ISSN

0175-7598.
Vedouci diplomové prace: Mgr. lva Bure$ova, Ph.D.
Ustav technologie a mikrobiologie potravin
Datum zadani diplomové prace: 6. ledna 2012

Termin odevzdani diplomové prace:  21. kvétna 2012

Ve Zliné dne 15. Gnora 2012

2
e b £
7l
/4 ;
: '?’.r';w ] 4 : 7 L~ LS
,/V,“;’.r‘r‘"w’j-‘ui)’w»f’ 7 7
v e / &
doc. Ing. Roman Cermak, Ph.D. f doc. Ing. Miroslav Fisera, CSc.

dékan e O feditel itstavu



Pifjmeni a jméno: Véra Stockova Obor: THEVP

’

PROHLASENI
Prohlasuji, Ze

e beru na vé€domi, Ze odevzdinim diplomové/bakalarské prace souhlasim se zvefejnénim
své prace podle zakona €. 111/1998 Sb. o vysokych kolach a o zmé&né a doplnéni dalsich
zékont (zdkon o vysokych kolach), ve znéni pozdgjSich pravnich pfedpist, bez ohledu
na vysledek obhajoby ”;

*  beru na védomi, Ze diplomové/bakalarska prace bude uloZena v elektronické podobg v
univerzitnim informaénim systému dostupnd k nahlédnuti, Ze jeden wvytisk
diplomové/bakalaiské prace bude uloZen na pfislusném ustavu Fakulty technologické
UTB ve Zlin€ a jeden vytisk bude uloZen u vedouciho préce;

¢ byl/a jsem seznimen/a s tim, Ze na moji diplomovou/bakalafskou préci se pln& vztahuje
zékon €. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a
o zmén€ nékterych zakont (autorsky zakon) ve znéni pozdgjsich pravnich piedpisti, zejm.
§ 35 odst. 37,

*  beru na v&domi, e podle § 60 ¥ odst. 1 autorského zékona ma UTB ve Zling pravo na
uzavfeni licenéni smlouvy o uziti $kolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského zékona;

*  beru na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 2 a 3 mohu uZit své dilo — diplomovou/bakalatskou
praci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuZiti jen s pfedchozim pisemnym souhlasem
Univerzity TomaSe Bati ve Zling€, kterd je opravnéna v takovém piipadé ode mne
poZzadovat piiméfeny pfisp&vek na uhradu nékladd, které byly Univerzitou Toméase Bati
ve Zliné na vytvoreni dila vynaloZeny (aZ do jejich skutecné vyse);

° beru na védomi, Ze pokud bylo k vypracovani diplomové/bakalaiské prace vyuZzito
softwaru poskytnutého Univerzitou Tomase Bati ve Zling nebo jinymi subjekty pouze ke
studijnim a vyzkumnym uceliim (tedy pouze k nekomerénimu vyuziti), nelze vysledky
diplomové/bakalaiské prace vyuZit ke komerénim G¢eldm;

*  beru na védomi, Ze pokud je vystupem diplomové/bakalaiské préce jakykoliv softwarovy
produkt, povaZuji se za soucast prace rovnéz i zdrojové kdédy, popf. soubory, ze kterych
se projekt sklada. Neodevzdani této sou¢éasti miZe byt divodem k neobhéjeni prace.

¥ z6kon ¢. 111/1998 Sb. o vysokych skoldch a o zméné a dopinéni dalsich zékont (zékon o vysokych skoldch), ve znéni pozdéjsich prdvnich
predpist, § 47 Zverejriovani zdvérecnych praci:

(1) Vysokd $kola nevydélecné zverejriuje disertacni, diplomové, bakalérské a rigorézni prace, u kterych probéhla obhajoba, véetné posudkii
oponenty a vysledku obhajoby prostrednictvim databdze kvalifikaénich praci, kterou spravuje. Zpisob zvefejnéni stanovi vnitini predpis
vysoké skoly.



(2) Disertocni, diplomové, bakaldiské a rigorézni préce odevzdané uchazecem k obhajobé musi byt té# nejméné pét pracovnich dnir pred
kondnim obhajoby zvefejnény k nohliZeni vefejnosti v misté urdeném vnitfnim pfedpisem vysoké 3koly nebo neni-li tak uréeno, v misté
pracovité vysoké skoly, kde se md konat obhajoba prdce. KaZdy si muzZe ze zvefejnéné prdce pofizovat na své néklady vypisy, opisy nebo
rozmnozeniny.

(3) Plati, Ze odevzddnim prdce autor souhlasi se zvefejnénim své préce podle tohoto zdkona, bez ohledu na vysledek obhajoby.

? zékon & 121/2000 Sb. o prévu autorském, o prdvech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zékon( (autorsky zdkon) ve
znéni pozdéjsich prdavnich predpisu, § 35 odst. 3:

(3) Do prdva autorského také nezasahuje Skola nebo Skolské ¢&i vzdéldvaci zaffzeni, uZije-li nikoli za ucelem pfimého nebo nepfimého
hospoddrského nebo obchodniho prospéchu k vyuce nebo k viastni potiebé dilo vytvofené Zdkem nebo studentem ke spinéni $kolnich nebo
studifnich povinnosti vyplyvajicich z jeho prévniho vztahu ke $kole nebo $kolskému ¢i vzdéldvaciho zafizeni (Skolni dilo).

? z6kon & 121/2000 Sb. o pravu autorském, o prdvech souvisejicich s prévem autorskym a o zméné nékterych zékoni (outorsky zdkon) ve
znéni pozdéjsich prdvnich predpist, § 60 Skolni difo:

(1) Skola nebo skolské & vzdélévaci zafizeni maji za obvyklych podminek prévo na uzavieni licenéni smlouvy o uZiti $kolniho dila (§ 35
odst. 3). Odpird-ii autor takového dila udélit svoleni bez vdZného divodu, mohou se tyto osoby doméhat nahrazeni chybéjiciho projevu jeho
ville u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 zustdvd nedotéeno.

(2) Neni-ii sjednéno jinak, miZe autor skolniho dila své dilo uZit ¢i poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s oprévnénymi zéjmy $koly
nebo skolského &i vzdélavaciho zafizeni.

(3) Skola nebo skolské &i vzdéldvaci zafizeni jsou opravnény poZadovat, aby jim autor 3kolniho dila z vydélku jim dosaeného v souvislosti s
uzitim dila & poskytnutim licence podle odstavce 2 priméfené prispél na dhradu ndkladd, které na vytvoreni difa vynalofily, o to podie
okolnosti aZ do jejich skutecné vyse; pfitom se piihlédne k vysi vydéilku dosaZeného skolou nebo skolskym ¢&i vzdélévacim zafizenim z uZiti
$kolniho dila podle odstavce 1.



ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva vlivem podminek extrakce na mnozstvi latek
extrahovanych  znamele. Cilem prace bylo zjistit, pomoci kterého z vybranych
rozpoustédel 1ze dosahnout nejvyssi vytéznosti namelovych alkaloidi.

Teoreticka ¢ast je vénovana charakteristice namelovych alkaloida, je popsana jejich chemicka
struktura, toxikologické a farmakologické vlastnosti. Zabyva se také biologii namele a popisem
hostitelskych rostlin. Dale je podrobné popsan princip metody UPLC (ultra-kapalinové
chromtografie).

Pro experimentalni cast bylo vybrano 5 riiznych extrak¢nich ¢inidel. Jako kontrolni vzorek
bylo vybrano rozpoustédlo pouzivané v praxi aceton:26% amoniak:voda. Bylo ovéfeno,
ze rozpoustédlo ma vysokou vytéznost namelovych alkaloidl ze vzorku, z vybranych rozpoustédel
bylo vtomto sméru nejlepsi. Pro srovnani byly uvedeny vysledky ziskané analyzou vzorku
pfipravené¢ho zjednoduSenym postupem, vzniklym zjednoduSenim stavajici metody. VytéZnost
alkaloidi v tomto piipadé byla oproti piedpokladu vyssi nez u rozpoustédla pouzivaného v praxi.
Jelikoz tento fakt muZze do praxe piinést zvySeni efektivity pii analyzach vzorkd namele,

bylo by vhodné metodiku zavést do praxe.

Klicovad slova: namel, namelové alkaloidy, Zito, ergotiSmus, ucinek némelovych

alkaloidu, ultra-kapalinova chromatografie (UPLC), extrakce



ABSTRACT

The diploma thesis focuses on the effect of extraction conditions on the amount
of substance extracted from the ergot. The aim of the thesis was to determine which
of the chosen solvents gives highest yield of ergot alkaloids.

The theoretical part is dedicated to the characterization of ergot alkaloids,
their chemical structure, toxicological and pharmacological properties are described.
The biology of ergot and description of host plant is included too. Furthermore
the principles of UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography) are described.

Five solvents were chosen for the experimental part. The  solvent
acetone:26%ammonia:water, that is used in practice, was chosen to be the standard.
The results confirmed that this solvent gives highest yield of ergot alkaloids.

The results obtained from the analysis of sample prepared by a simplified way
of the standard method are also included. Against hypothesis the yield of alkaloids
in this case was higher than with the standard solvent. Since this fact can bring a rise

of efficiency of ergot analyses, it could be worthwhile to bring this method into practice.

Key words: ergot, ergot alkaloids, rye, ergotism, ergot alkaloid effect, ultra performance liquid
chromatography (UPLC), extraction
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UvVoD

Obiloviny patii k nejstar§im zdrojum potravy. Pro lidskou vyzivu je vyhradné
vyuzivano zrno. [1] Pro vyuziti ve farmaceutickém pramyslu se obiloviny tmysIn¢ ockuji
namelovou drogou, ze které se ziskava namel. U¢innymi latkami namele jsou alkaloidy,
které se vyuzivaji pro 1ékatské ucely a jejich vyuziti je vyznamné.[4]

Namel je produkt houby Palickovice nachové (Claviceps purpurea), parazitujici
na obilovinach zejména na zitu a na jinych druzich obilnin a divokych trav.
Pro vyuziti ve farmaceutickém primyslu se nejlepsi hostitelskou obilovinou ukazalo zito,
protoze je nejodolngjsi proti nepfiznivym vlivim. Druhem namele, ktery se pouziva
Vv Iékafstvi je zitny namel (Secale cornutum). [2,3]

Dolozené informace o namelu pochdzeji zraného stfedovéku, kdy dochdzelo
k masovym otravam tisici osob. Dlouhou dobu nebylo znamo, Ze pfi¢inou téchto
onemocnéni je namel, ktery se mlynskym zpracovanim dostal do mouky. V té¢ dobé¢ totiz
mouka obsahovala 6-10 % namele a dnes je zndmo, ze k poskozeni lidského zdravi staci
jiz mnozstvi 0,2 %. Onemocnéni se vyskytovalo ve dvoji formé& konvulzivni
a gangrendzni. [4]

Prvni zminka o 1é¢ebném pouziti namelu jako 1éku, ktery vyvolaval porod je uveden
V herbafi Adama Lonitzera. Jeho uZivani v porodnictvi je uvadéno az do roku 1808,
kdy oficidlné vstoupil do akademického I€karstvi. Lékaisti odbornici od pouziti
namele jako ekbolika rychle opustili, protoze si uvédomovali velkého nebezpeci pro déti
a u rodic¢ky vyvolaval poporodni krvacivost. UZivani namele v porodnictvi bylo zastaveno.

Pocatkem roku 1930 pocala nova éra vyzkumu namele a zacaly vyzkumy,
které sméfovaly k uréeni chemické struktury namelovych alkaloidti. Uginnost téchto latek
je vysoka a soucasné umoznuje nizké davkovani pii velmi nizké toxicité. [2,5]

V soucasnosti se u¢inné latky z ndmele extrahuji po dobu dvou hodin v extrakénim
Cinidle aceton:amoniak:voda, nasledné¢ jsou odpafeny, fedény 90% metanolem
a analyzovany. Cilem diplomové prace bylo zjistit, jak vyznamny vliv na extrakci u¢inné

latky z ndmelové drogy ma pouzité rozpoustédlo.
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l. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA NAMELOVYCH ALKALOIDU

Alkaloidy tvoii znamou a vyznamnou skupinu pfirodnich latek, které maji schopnost
vytvaret s kyselinami ve vodé rozpustné soli. Jsou to heterocyklické dusikaté baze,
produkované zpravidla rostlinami. Struktura alkaloidi je velice rozmanitd, mohou byt
alifatické, cyklické i aromatické, Casto maji také steroidni (fyziologické a farmakologické
vlastnosti) povahu. Vyskytuji se nejcastéji ve vyssich dvoud€loznych rostlinach, v mensi
mife i vV jednod€loznych napf. Celedi liliovité (Liliaceae), také v nahosemennych rostlinach
se nachazeji alkaloidy napf. v tisu (Taxus), chvojniku (Ephedra) atd., ale jsou obsazeny
I v nékterych houbach. V prubéhu vegeta¢niho obdobi, ale také béhem dne obsah alkaloidt
kolisa. [6,7]

Alkaloidy jsou lipofilniho charakteru, jsou to vétSinou tuhé, bezbarvé, ve vodé malo
rozpustné latky. Rozpoustéji se ve zfedénych roztocich minerdlnich kyselin. Jedovatost
alkaloidti mize rostliné pasobit ochranu proti bylozravctim a parazitim. [8]

Biogeneticky jsou alkaloidy odvozené vétSinou od aminokyseliny ornitinu,
lysinu, fenylalaninu, tyrozinu, tryptofanu a histidinu. Z chemického hlediska se dé¢li na dvé
zakladni skupiny alkaloidl, alkaloidy heterocyklické a alkaloidy s encyklickymi atomy
dusiku. Vyznamnéjsi jsou alkaloidy heterocyklické, mezi které se ftadi také
namelové alkaloidy (EA) patfici mezi nejvyznamnéjsi 1éciva a toxiny v lidské historii.
[4,7]. Pro jejich vyrobu je vychozi surovinou namel a jeho UCinnymi latkami
jsou alkaloidy obsahujici tetracyklicky skelet, ktery je velmi ucinnym univerzalnim
farmakoforem. Ve vétsim mnozstvi je namel toxicky a do 19. stoleti zptisoboval rozsahla
onemocnéni, kterd byla povaZovana za epidemii. Hlavnimi pfiznaky je demence,
halucinace, mize zptsobit potrat. Otravy namelem zavisi na smési alkaloidi. [2]

Hlavnimi producenty namelovych alkaloidt jsou houby rodu Claviceps. Tato houba
syntetizuje fadu biologicky aktivnich latek vcetné acetylcholinu, histaminu, tyraminu
a mnoho jedine¢nych ndmelovych alkaloidii, kter¢ maji Gcinky jako o-adrenergni
receptory, pasobi jako dopaminové receptory, receptory serotoninu. [4,9]

Pocatky moderniho vyzkumu némelovych alkaloidi zasahuji do roku 1918,
kdy A. Stoll izoloval v krystalické formé ergotamin, alkaloid pfitomen ve sklerociich
houby Claviceps purpurea a patentoval ho. Firma Sandoz se na dlouho stala hlavnim
producentem namelovych alkaloidii a jeji farmakologové polozili zaklad pro primyslovou

vyrobu EA a jejich terapeutické vyuziti. Ergotamin vinan m¢l velky vyznam v porodnictvi.
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Mezi dalsi alkaloidy, které se postupné dostaly do terapeutického vyuziti patii ergometrin,

dihydroergotamin, dihydroergotoxin, bromokryptin, methylergometrin. [9,10]

1.1 Chemicka struktura namelovych alkaloidi

Namelové alkaloidy patfi mezi skupinu alkaloidi odvozenych od L-tryptofanu.
Od tryptofanu jsou odvozeny tzv. indolové alkaloidy, kde patii latky s rozli¢nou
chemickou strukturou. Na jejich biogenezi se krom¢ aminokyseliny ucastni terpenické
jednotky. Podle toho jsou rozdéleny na jednoduché, slozené a dimerni indolové alkaloidy.
Slozené indolové alkaloidy se jesté déli podle poctu obsazenych izoprenovych jednotek
na hemiterpenické a monoterpenické. Mezi hemiterpenické indolové alkaloidy jsou
zatazeny alkaloidy namelové, ptredstavujici nejvétsi skupinu dusikatych metabolitii hub.
[9,10,11] Spole¢na cast EA je tetracyklicky kruhovy systém, kterému je pfifazen trivialni
nazev Ergoline. [4,8] Ergolin je caste¢né hydrogenovany indolo- [4,3-f,g] chinolin.
(obr.1) [4] Namel sklerocia (tvrdy utvar, vznikly ze spletenych houbovych vlaken)
obsahuje 0,15-0,5 % alkaloidu. D¢€li se do dvou tfid: ve vod¢ rozpustné derivaty amino
alkoholu (asi 20 % z celkové alkaloidové smési) a ve vodé nerozpustné peptidové derivaty

(az 80 % celkovych alkaloidu). [9,11]

Obr. 1: Ergolin
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EA mohou byt rozdéleny do 3 hlavnich skupin: [12,13]
e Klavinové alkaloidy a 6-7-sekoergoleny (alk. s otevienym D-kruhem) (obr. 2)
e Jednoduché derivaty kyseliny lysergové

e Peptidové namelové alkaloidy (Ergopeptiny)

Obr. 2: 6,7 - sekoergolen

Namelové alkaloidy obsahuji nékolik center chirality odliSnych konfiguraci,
ale R-chiralita na C-5 je konstantni a neméni se, coz odrazi puvod téchto alkaloidd
z L-tryptofanu (aminokyselina, ktera je pfedchiidcem indolového prstenu), stejné jako C-4,
C-5, 6 a N-atomu. V medicin¢ uzite¢né namelové alkaloidy jsou vSechny C-8 amid/peptid
derivaty (+)- kyseliny lysergové, smés nesouci R-chiralitu na C-8. [10] Alkaloidy
s nenasycenym D kruhem se nazyvaji ergoleny. [9] Podle pozice dvojné vazby se rozdéluji
na A8,9-ergoleny a s dvojnou vazbou mezi uhliku C(8) a C(9) a na A9,10-ergoleny
s dvojnou vazbou mezi uhliky C(9) a C(10). (obr.3) [12,13,15]

8,9-Ergoleny 9,10-Ergoleny

Obr. 3: Ergolen
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1.2 Klavinové alkaloidy
U klavinovych alkaloidi se dvojna vazba nachazi v poloze 8,9 nebo 9,10 nebo je
kruh D zcela nenasycen. Bylo izolovano a charakterizovano nejméné 35 alkaloidt tohoto

typu, ale zadny z této skupiny se nepouziva jako 1ék. [9,10,12]

1.3 Jednoduché derivaty kyseliny lysergové

Derivaty kyseliny lysergové jsou amidy, soucasti amidu je maly peptid
nebo jednoduché alkylamidy. [13] Zasaditost kyseliny lysergové je zplisobena ptitomnosti
dusiku v poloze 6. [9,12]

Nonpeptidové amidy kyseliny lysergové vyskytujici se v ndmelu jsou ergometrin
(obr.5), 2-hydroxyethylamid kyseliny lysergové, amid kyseliny lysergové (Ergin) (obr.5)
a paspalova kyselina (obr.4). Kyselina paspalova je produkovana rodem Claviceps paspali
a lisi se od kyseliny lysergové dvojnou vazbou v poloze 8,9. [13]

Derivaty kyseliny D-lysergové (obr.4) jsou oznaceny piiponou —in, jsou levotocive,
proto vykazuji vysokou farmakologickou aktivitu a jsou fyziologicky ucinnéjsi
nez derivaty kyseliny D-isolysergové (obr.4) koncici piiponou —inine, ty jsou pravoto¢ivé

a vykazuji jen slabé farmakologické ucinky. [9,14]

OH
N__ N._.
| N
H H
Kyselina lysergovd  kyselina isolysergova kyselina paspalova

Obr.4: Ergolenové kyseliny
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Ergin Ergometrin

Obr.5: Derivaty kyseliny lysergové (Ergin, Ergometrin)

1.4 Peptidové namelové alkaloidy (Ergopeptiny)

Mezi alkaloidy peptidového typu (ergopetiny) (obr. 6) a jejich derivaty patii
ergotamin, dihydroergotamin, dihydroergocristin, dihydroergotoxin atd. Jsou terapeuticky
vyuzivany v lékarstvi. [12] Ziskavaji se bud izolaci parazitné¢ (polni namel)
nebo saprofytné z fermenta¢niho mycelia, které je kultivovano specidlné k tomuto ucelu
z vySlechténych kmenti Claviceps purpurea. [4]

Ergotamin a dal$i ergopetiny jsou sloZzeny z (+)-lysergové kyseliny a L-prolinu
obsahujici komplexni jednotky, tripeptid. Ergotamin je jedinym pfirozené se vyskytujicim
ergopeptinem. Dalsi bézné se vyskytujici aminokyseliny pfitomné v tripeptidové casti
egopetini  jsou L-alanin, L-fenylalanin, L-valin, L-leucin, L-isoleucin, kyselina

2-aminomaselna. [9]

_N Ergopeptiny

Obr. 6: Ergopeptiny
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2 BIOLOGIE NAMELE A HOSTITELSKE ROSTLINY

2.1 Biologie namele

Namelové alkaloidy jsou metabolity produkované houbami Claciceps z ¢eledi
Clacicipitacea, ftadu Hypocreale, skupiny ftadu Hypocreales, skupiny fada
Pyrenomcycetes, podtiidy Ascohymenomycetidae, tfidy Ascomycetes. [4,16,17]

Namel neboli Secale cotnutum piedstavuje tmavé hnédé, ruzkovité utvary, které
vyrastaji z klasu zita. Obilovina napadena parazitem rodu Claviceps obsahuje alkaloidy
a tim se stava nebezpe¢nou pro zvifata a lidi. [18] Nachazi se nékolik druhu lisicich se
v morfologii namele a hostitelské rostlingé. Claviceps purpurea (Palickovice nachova)
snadno infikuje zito, ale také napada je¢men, pSenici a vice nez 100 druhd trav. Vznika
pii nakaze zitného kvétu piirozenou cestou nebo umélym zésahem. Namel uréeny
k 1ékafskym uceltim se péstuje uméle, jeho infikace do Zitnych semen je spojena s vytrusy
houby Claviceps a ockuje se uméle vytvoienou ockovaci latkou tzv. namelovinou,
coz je suspenze namnozenych konidii. Takto ziskana surovina je na alkaloidy obsahové

bohatsi a ma lepsi kvalitu nez pfirodni infikace. [4,18]

2.2 Vyvojovy cyklus namele

Palickovice nachova (Claviceps puruprea) je vieckovytrusna houba na riznych
travach, ale 1 na zité. Jeji zivotni cyklus zacind na jafe, kdy na mladé klasky jsou
vzdu$nymi proudy piendseny houbové vytrusy. Z jedné spory se mohou vyvijet vSechny
vzniklé faze jejiho zivotniho cyklu. [4,12] Vyvojovy cyklus namele se sklada
z asexualniho a sexudlniho cyklu. Prvni cyklus sestava z vlaknitého podhoubi, které se
reprodukuje pies konidie. Druhy cyklus zacina vytvofenim sklerocia, coz jsou protahlé
a vyrazné vycnivajici rizkovité Utvary (obr. 7), které ve staddiu zralosti vypadavaji,
pfezimuji v ptidé¢ a v ndsledujicim roce znich vyrlstaji palickovita stromata. Tvoii se
askospory prorustajici do semeniku jako pyl a postupné nahradi kvétni organy. Vznikem
sklerocii jsou alkaloidy zodpovédné za toxicitu namelovych produkti. [4]

Sklerocia jsou povazovana za pocatecni fazi sexualni diferenciace Claviceps a jejich
mnozstvi z&visi na druhu obili. K péstitelskym acelim ndmele je pfevazné vyuzivano Zzito,
které nese zna¢né mnozstvi sklerocii oproti pSenici, ktera ma sklerocii relativné malo. [16]

Sklerocia jsou 1-2 cm dlouha, rovna nebo zahnuta, Cernofialova a uvnitf bila.
Sklerocia rostouci na zit¢ setém (Secale cereale) dordstaji az do délky 50 mm.

Ze semeniku teCe sladka $t'ava (medovice), ktera je plna konidii. Drobny hmyz, ktery je
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prilakéan sladkou medovici, roznasi na svych télech konidie a piisobi tak druhotnou infekci
trav. Namel, ktery dozraje, vypadne z klasku. Pfezimuje na povrchu pudy a z jara opét

vykli¢i ve stromata. [4,12,16]

Obr. 7: Namel — rizkovité utvary [19]
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Obr. 8: Shrnuti Zivotniho cyklu [20]
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2.3 Hostitelské rostliny

2.3.1 Obiloviny

Obiloviny jsou travy, které se péstuji pro svij jedly podil. Jsou také nejcastéji
pouzivanymi  hostitelskymi  rostlinami  namele. Jejich  energetickd  hodnota
je cca 45 % z celkové energetické potieby ¢loveéka. Mezi zakladni obiloviny patii pSenice,
jeCmen a zito, piicemz pSenice a zito jsou nejvice vyuzivanymi obilovinami pro lidskou
vyzivu v CR. [21]

Obilniny patii do celedi lipnicovité (Poaceae), tadu lipnicokvété (lipnicotvaré)
(Poales). Jsou to jednoleté i viceleté byliny se svaz¢itym kofenovym systémem. V jejich
ptirozené¢ formé (celé zrno), jsou bohatym zdrojem vitamini, mineralnich
latek, sacharidd, tukd, olejii a bilkovin. [21,22] Zito se ve farmakologii ukazalo jako
nejvhodnéjsi obilovina k péstovani namelovych alkaloidl, které se namelem uméle
infikuje. Namel se zkousel také péstovat na triticale coz je kiiZzenec pSenice a Zita,

ale zjistilo se, ze vynosy nejsou tak velké, jak se pfedpokladalo.

2.3.2 Zito

Zito je cizosprana jednoleta i viceleta rostlina, ozimého i jarniho charakteru. V praxi
se uplatiluje zito ozimé. Je vysoké 1-2 m, kofenovy systém je mohutny, a proto ho lze
péstovat i na chudsich pidach, ma mensi naroky na prostiedi a pidu. Snasi chladné klima
a sttedné¢ vlhké podnebi, péstuje se v podhorskych a horskych polohach. Kvétenstvim je
klas, zrno je del$i a nahé a ma zelenkavou az modrozelenou barvu. [21]

Zitné zrno se vyuziva na chlebovou mouku, jako nahrazka kavy (melta, cikorka),
K vyrobé pernikii, jako krmivo nebo se zng&j vyrabi i alkohol (gin). Pro jeho nizsi
vyzivovou hodnotu a hotkou chut’ se vyuziva ke krmnym uéelim jen omezené. [22] Zito je
tolerantni na ptedplodinu, nejlepsi ptedplodinou je olejnina, luskovina, picnina, okopanina.
Jeho vyuziti je pro potravinaiské, krmivaiské, piipadné technické a farmaceutické ucely.
[22,23] Je velmi citlivé na infikaci namelem a konzumace infikovaného Zita mize zpusobit
velmi vazny zdravotni stav znamy jako ergotismus, proto se zito ukazalo z hlediska
produkce mnozstvi namele a obsahu namelovych alkaloidi jako nejvhodnéjsi hostitelska
rostlina. Podle ziskanych poznatkli se vyuZziva hlavné sterilni Zito hybridnich odrad. Jejich
hlavni pfednosti je 10-20 % vySsi vynos zrna. Hybridni odridy Zita jsou tolerantngjsi
k fadé chorob, snaseji nizké teploty, maji velmi dobrou mrazuvzdornost a vyssi odolnost

vuci stresum. [24]
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2.3.3 Oc¢kovani Zita namelem

Pii péstovani namele na Zzit¢ je ockovani hostitelské rostliny namelem rozhodujici
operace. Hostitelska rostlina se infikuje konidiemi houby Claviceps purpurea. Vynos
a kvalita namele zavisi na v€asném a kvalitnim provedeni infikace. Pti o¢kovani namele se
pouzivaji dvé technologie a to ockovani postiikem a o¢kovacimi stroji. [25]

Dalsi vyvoj zita, kliceni konidii a riist ndmele silné zavisi na vyvoji pocasi v daném
obdobi. Prvnimi znaky uspésné infekce jsou kapky medové rosy, medovice na klasech zita
a to v obdobi 7-10 dnii po ockovani. Sterilni Zita kvetou oteviené, v dob¢ kveteni jsou
velmi citliva vici sekundarni infekci. Rozhodujici pro tvorbu a vynos namele pii péstovani
na sterilnim zité je sekundarni ockovéani propt. i tfeti oCkovani namelovu ockovaci
latkou. [25,26]

Kvalita sklizené hmoty je velmi vysoka, pokud se dodrzi za pfiznivych klimatickych
podminek granulovana sterilita. Sklizena hmota obsahuje do 3-5 % piimési zrna. Pfimés
zna do 10 % je jeSté relativné piijatelna, ale jsou kladené zvySené naroky
na Cisténi a tfidéni sklizené hmoty. Po vyciSténi se namel plni do velkoobjemovych vaki

v Cisté hmotnosti 400 kg s toleranci £1 %. [26,27]
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3 FARMAKOLOGIE NAMELOVYCH ALKALOIDU A VYUZITI
V LEKARSTVI

3.1 Farmakologie

Farmakologie je véda zabyvajici se uUcinkem xenobiotik (IéCiva, ale také jedy)
na organismus. Pohybem neboli osudem xenobiotik v organismu (vstfebavanim,
rozdélenim, vyloucenim, atd.) se zabyva farmakokinetika. Naopak jak se 1é¢ivo chova
k organismu, co s nim dé€la a co zpusobuje, se zabyva farmakodynamika. Konkrétnimi
léCivy a skupinami léCiv, které ovliviuji urcité organy nebo chorobné stavy studuje
specialni farmakologie. [28,29,30]

K podavani 1éCiv jsou zejména preventivni (pfedchézeni nemocem), diagnostické
(rozpoznavani nemoci) a terapeutické divody (1écba nemoci). Nadmérné uzivani 1é¢iv

muze vést k predavkovani a muze ohrozit zdravi i Zivot ¢lovéka. [30]

3.1.1 Farmakon-receptorové interakce

Agonista neboli G¢inna latka je latka, kterda ma afinitu i vnitini aktivitu. Agonista
aktivuje receptory a vyvolava Gcinek na organizmus. Létka, kterd ma pouze afinitu a nema
vnitini aktivitu, se nazyva antagonista — net¢inna latka. Antagonista receptory pouze
obsahuje, a tim brani agonistim ve vyvolani u¢inku. [30,31]

Pasobenim vice latek v organizmu najednou muze dojit k vzdjemnému ovlivnéni
a tim se jejich uc¢inky mohou zménit. V nékterych ptipadech jsou interakce riznych latek

prospésné a vyuziva se jich pii terapii. [29]

3.1.2 U&inky namelovych alkaloidii na Zivy organismus

Namelové alkaloidy vyvolavaji jednotlivé G¢inky agonistickym a antagonistickym
ovlivnénim adrenergnich o-receptori (adrenergni receptor je oznafeni pro skupinu
receptori spojenych s G-proteinem) (obr. 9). Na tyto receptory se vazou ruzné
katecholaminy, jako je zejména noradrenalin a adrenalin. Vsechny adrenergni receptory se
bézn¢ déli na o-adrenoreceptory a [-adrenoreceptory. Receptory skupiny alfa jsou
citlivéjsi k adrenalinu nez izoproterenolu, B-adrenoreceptory reaguji piesné naopak.
Noradrenalin se v téle pfevazné vaze na a-adrenoreceptory a adrenalin na adrenoreceptory
skupiny beta. [29,30,31,32]


http://cs.wikipedia.org/wiki/Receptor_sp%C5%99a%C5%BEen%C3%BD_s_G-proteinem
http://cs.wikipedia.org/wiki/Receptor
http://cs.wikipedia.org/wiki/Katecholamin
http://cs.wikipedia.org/wiki/Noradrenalin
http://cs.wikipedia.org/wiki/Adrenalin
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Alfa-adrenoreceptor&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Beta-adrenoreceptor&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Izoproterenol&action=edit&redlink=1

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

Dopamin je chemicka latka vznikajici v mozku. Funguje jako neurotransmiter,
aktivuje dopaminové receptory. Umélé vpraveni dopaminu do organismu vede
ke zrychleni tepu nebo zvySeni krevniho tlaku. Dopamin se nemuzZe vstfebat pfimo z Krve
do mozku, a proto dopamin podany jako 1ék neovlivni centradlni nervovou soustavu.
Pacientim trpicim Parkinsonovou chorobou je mozno vpravit dopamin nepiimo
a to podanim prekursoru dopaminu. [28,33]

Serotonin je biologicky aktivni latka obsazena v krevnich destickach, v bunkach
gastrointestinalniho traktu a v mensi mife i CNS (centralni nervova soustava). Vyznam ma
jako neurotransmiter, ovliviiuje serotoninergni systém, tvofeny soustavou neurond
Vv prodlouzené mise, mozku, sttednim mozku a mezimozku. Nedostatek zplsobuje sniZeni
pfenosu nervovych vzruchli, zmény nélady, celkovou depresi, ptipadné poruchy spanku,
podrazdénost az agresivitu. [28,34]

Noradrenalin je hormon a neurotransmiter fazeny mezi stresové hormony,
je vyluCovan dfeni nadledvinek. Jeho funkci je kratkodobé zvyseni aktivity v organizmu
tj. urychleni srde¢niho tepu, zvySeni rozkladu glykogenu na jednodus$i monosacharidy.

Také roztahuje cévy v kosternich svalech a zvysuje tak jejich okyslicovani. [28]
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Obr.9: Ergolinovy skelet a neuroreceptory
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Hlavni farmakologické u¢inky namelovych alkaloidi

Uterotonicky ucinek je spojeny s vyvolanim bud pravidelnych, periodickych
kontrakci délohy nebo dlouhodobou retrakci myometria. Z pfirodnich alkaloidt se jako
uterotonika vyuziva ergotamin a ergometrin. [28]

Sympatolyticky ucinek (hypo- a hepertenzivni) zpiisobuje inhibici hormont
adrenalinu, serotoninu dopaminu a noradrenalinu, tim dochézi k pisobeni na prodlouzenou
michu a rozsifeni zil. Muze dojit ke snizeni krevniho tlaku, srde¢ni frekvence a sily

stahu. [28]

3.2 Vyuziti v 1ékarstvi

Nejstarsi ovéfené zpravy o vlivu namelu na lidské zdravi se objevily v ¢inskych
spisech piiblizné roku 1100 pf. n. 1., kdy byla latka pouzivana v porodnictvi. [35] Odkazy
na onemocnéni po konzumaci zrna obilniny byly také nalezeny v riznych knihach Bible
ve Starém zakon¢ (850550 pt. n. ). V roce 550 pt. n. |. Hearstav papyrus z Egypta popsal
konkrétni piipravek, ve kterém byla smés namelu, oleje a medu, a ktery byl doporuc¢ovan
pro rist vlasi. V370 pf. n. 1. Hippokrates popsal, Ze po pouZziti ndmele se zastavilo
poporodni krvaceni. [4,35]

Vroce 1582 byla piiprava namelu popsana lékatem a botanikem Adamem
Lonizerem v jeho obsahlé knize ,,Kreuterbuch®. Vyuziti namelu jako 1éku pii porodu
se stalo velmi popularni ve Francii, Némecku a Spojenych statech. Prvni pouziti drogy
v oficialni medicin¢ popsal americky lékai John Stearns v roce 1808, kdyz informoval
o d¢loznich kontrakcich pfipravku ziskaného 2z némele. Prvnim Iékopisem,
ve kterém se objevil vyraz namel byl , The Pharmacopoeia of the United States
of America® z roku 1820. Dalsi zminka o namelu byla zavedena do londynského 1ékopisu
vroce 1836. Skuteény ptevrat zpusobily vyzkumné prace A. Stolla, ktery jako prvni
izoloval roku 1918 v ¢istém stavu alkaloid ergotamin. Prokazatelné se zjistilo, ze pravé

alkaloidy mohou zna¢n¢ ovlivnit ¢innost nékterych organti. [36]
3.2.1 Terapeuticky vyznamné kyseliny lysergové

3.2.1.1 Ergometrin, ergobasin
Ergonovin byl objeven ve ¢tyfech riznych laboratofich téméf soucasné a se Ctyfmi
riznymi jmény (ergometrin, ergotoxin, ergosterin a ergobasin). Struktura ergonovinu byla
objasnéna v roce 1935. Ergonovin je na svétlo citliva a ve vodé rozpustna sloucenina.

Jeden z nejvyraznéjsich ucinkd ergonovinu je pfima stimulace hladké délozni svaloviny.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

Lék se podava po vypuzeni placenty, protoze pied poddnim mulze dojit k zachyceni
placenty. Ergonovin maleat se obvykle poddva intramuskuldrné nebo intravendzné
(pro nouzové pouziti). Nezaddouci ucinky jsou vétSinou gastrointestinalni a jsou omezeny

na nevolnost a zvraceni (1-10 %). [15,36]

3.2.1.2 Methylergometrin
Pfirozené se nevyskytuje v namelu, poprvé byl piedstaven jako synteticky produkt
pro 1ékaiské ucely v roce 1946. Lék se v souCasnosti piipravuje reakci pies (+)-kyselinu
lysergovou s (L)-(+)-aminobutanol. M4 nizkou rozpustnost ve vod¢ a pouziva se

terapeuticky hodné ve stejném zptisobu jako ergonovin. [15]
3.2.2 Terapeuticky vyznamné peptidové alkaloidy

3.2.2.1 Ergotamin
Ergotamin byl zaveden do svétového obchodu v roce 1921 a je dodavan na trh jako
ve vodé rozpustné soli vinanu. Alkaloid ergotaminu je povazovan za uziteény v 1é¢bé
sttedné tézkych a tézkych zachvati migrény a je nejefektivnéjsi - pokud je podan
na pocatku migrény. Dale se vyuziva v Sestinedéli pfi nedokonalé involuci dé¢lohy,
pfi poporodnim krvaceni a jinych poruchach vegetativniho nervového systému. [4,15,36]

Nezadouci G¢inky jsou nevolnost a zvraceni, slabost tinava, tlak na hrudi a prajem.

3.2.2.2 Dihydroergotamin
Dihydroergotamin se ptirozené¢ vV namelu nevyskytuje, poprvé byl piedstaven jako
semisynteticky produkt v roce 1946. Lék se v souCasnosti ptipravuje bud’ hydrogenaci
ergotaminu izolovaného z namele, nebo fermentaci. Dihydroergotamin ma velmi nizkou
rozpustnost ve vodé¢ a je prodavan pro parenterdlni pouziti jako vodorozpustné soli

mesylatu. Pouziva se pii akutni 1é€bé migrény. [15]

3.2.2.3 Alkaloidy skupiny ergotoxinové
Pivodné se predpokladalo, Ze peptidovy alkaloid ergotoxin byl plivodné jedina
sloucenina, nasledné bylo zjisténo, ze se jednd o smés tii peptidii namelovych alkaloida:
ergocristine, ergokcryptine a ergocornine. Kazdy z ergotoxinovych alkaloidii obsahuje
tripeptidovy prsten, ktery se sklada ze dvou aminokyselin (valin, prolin) a tfeti slozka se
lisi. Alkaloidy skupiny ergotoxinové maji sympatolyticky ucinek a patii k nejuc¢innéjsim
z dihydroderivatovych pfipravkd, jsou nejméné toxické. Docasné snizuji krevni tlak

a ovliviuji srde¢ni ¢innost. [4,12,36]
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3.2.3 Halucinogenni namelové alkaloidy

K halucinogennim namelovym alkaloidim patii diethylamid kyseliny lysergové
(LSD), ktery byl poprvé syntetizovan v roce 1938. Sloucenina byla testovana ve srovnani
s ergometrinem a zjistilo se, ze vykazuje mensi oxitoxickou aktivitu, tim byl dalsi rozvoj
pozastaven. Bylo zjisténo, zZe jeji synteticky ptipraveny diethylamid (LSD) je velice silnym
psychomimetikem. Nastup ucinku LSD je za 30-60 minut po podani, u¢inek vrcholi
za 1-6 hodin a ztraci se za 8—12 hodin. Akutni toxicita se projevuje gastrointestinalnimi
obtizemi, zimnici, mtze se objevit schizofrenie. Piedavkovani se vyznacuje intenzivni
uzkosti, zachvaty bojovnosti, zmatku a paniky. Fyzicka zavislost a abstinen¢ni syndrom

chybi a psychicka zavislost je nizka. [10,15,36]

3.3 Toxikologické ucinky

Namel je ve vétSim mnozstvi toxicky. Latka, kterd v malém mnozstvi Skodi
organizmu nebo vyvolava v nejhorSim ptipadé smrt, je souhrnné nazyvana jedem. [37]
Otravou namelem dochézelo uz ve stfedovéku, medicina nebyla na takové urovni jako
dnes, proto nekteré z piiznakt se spojovaly s jinymi nemoci — ergotismus. Prvni dolozené
epidemie ergotismu pochazi z Francie z let 944-945 n. 1., kdy zemielo 20 000 lidi
a 0 50 let pozdégji asi 40 000 lidi. Pfi¢ina epidemie byla neznama, neexistoval zadny 1€k,
dokud lidé nenasli pfi¢inu, umiralo se na otravu namelem. Francie byla centrem zavaznych
onemocnéni, protoZe Zito bylo potravou chudych a chladné, vlhké klima bylo pfiznivé
pro rozvoj namele. [4,37,38,39]

Kolem roku 1597 bylo pozorovano, ze zito, které se péstuje a vyuziva k lidské
vyZzivé, je napadeno plisni Claviceps purpurea, odolné vuci chladnému a vihkému obdobi.
Pozdéji (vroce 1630) bylo zjisténo, ze krmeni zvifat timto obilim zpusobuje nemoc
podobnou lidskému ergotismu a do konce 18. stoleti byla prokdzana otrava u zvifat.
Zdroj ergotismu byl spojen skonzumaci infikovaného zita. Tyto poznatky vedly
k zavedeni legislativy ve Francii a postupné v dalSich zemich. [4,15]

Ptiznaky ergotismu byly nazyvany ,,ohném sv. Antonina®, lidé toto onemocnéni
pojmenovali proto, Ze se domnivali, Ze je to odplata za jejich hiichy. Sv. Antonin byl
svétec, mél zvlastni moc chranit pted ohném, proti pozartim, ekz€émim, zanétim
a epilepsii, je to patron zemédé€lcd, feznictvi. [2,4,10,15,39] Ohniska ergotismu byla
charakterizovana dvéma odlisnymi toxickymi formami. Prvni, gangrenézni forma
je znama jako ,,ohen svatého®, ,,pekelny ohe*’, nebo ,,ohen sv. Antonina“ a druha forma se

nazyva konvulzivni. [15,39]
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Gangrenézni forma ergotismu se vyznacuje gangrénou koncetin, zplisobuji zizeni
krevnich cév vedoucich do koncetin. Pokles krve zptisobuje infekci a je provazen palivou
bolesti. Tézky pribeh zplisobuje nekrézu, gangrénu az ztratu koncetiny. Gangrendzni
ergotismus je bézny u hospodaiskych zvirat. [2,15,39]

Konvulzivni (kifecovity) ergotismus se vyznacuje nervovou dysfunkci, maji rizné
parestesie, které se §ifi do rukou, nohou a celych koncetin. V nekterych ptipadech
je doprovazeno kieCemi svalt, zmatky, bludy, halucinaci. [2,39]

Dnesni doba umoziiuje prevenci proti infikaci zita namele. Jsou kladeny vysoké
naroky na mlynafe, produkce obilné masy je hlidana. Pomoci analytickych metod je mozno

detekovat Skodlivou koncentraci namelovych alkaloidt v obili nebo mouce.
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4 PRINCIP KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE

Obsah aktivnich latek v namelu se méifi pomoci kapalinové chromatografie.
Alternativni metodou je metoda UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography),
metody (HPLC i UPLC) jsou zalozeny na stejném principu.

4.1 Porovnani HPLC a UPLC

Vzorky analyzované v ramci experimentdlni Casti byly méfeny pomoci UPLC
(Ultra Performance Liquid Chromatography), coz je specidlni verze HPLC.
HPLC (Hight Performace Liquid Chromatography) je pouZivana pro identifikaci,
kvantifikaci a odd€lovani jednotlivych slozek smési. Vyuzivad vysoky tlak, aby prosla
rozpoustédla kolonou. [41,44] V UPLC mohou byt pouzity ¢astice o velikosti mensi
nez 2 pum, coz umoziuje lepsi oddéleni jednotlivych slozek a analyza je provedena
za mnohem krat$i dobu nez u HPLC. Rozdil je také v tlacich Cerpadla, kdy tlak ¢erpadla
u HPLC je 40 MPa a u UPLC muze dosahnout az 100 MPa. [41]

4.2 Kapalinova chromatografie

Chromatografie je separa¢ni (délici) a zaroven i analytickd metoda, ktera poskytuje
kvalitativni a kvantitativni informace o vzorku. VSechny chromatografické separacni
metody jsou zaloZeny na rovnovazné distribuci slozek vzorku mezi dvéma fazemi, z nichz
jedna je mobilni a druha stacionarni. Aby dochazelo k rovnovazné separaci (déleni) latek,
musi existovat fazové rozhrani mezi fazemi. Pomér koncentraci slozek ve dvou fazich
udava distribucni (rozdélovaci) konstanta a podle toho se jednotlivé slozky d€li.

Je-1i latka zadrzovana na tuhé stacionarni fazi adsorpci, fidi se ustalovani rovnovahy
tzv. adsorpéni izotermou (obr. 10), které 1ze popsat Freundlichovou nebo Langmuirovou
izotermou. Jde o matematické vyjadieni zavislosti mnozstvi adsorbované latky od jejiho

parcionalniho tlaku rep. koncentrace. [40,41]
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Obr. 10: Langmuirova isoterma [33]

Je-li rozdélovaci konstanta za dané teploty konstantni (zévislost mezi obéma
koncentracemi je linearni), ma elu¢ni zona tvar Gaussova rozdé€leni (obr. 11), vznika
symetricky pik a retence slozky se se zvySujici se koncentraci (objem nastiiku)

neméni. [40]

Obr.11: Typicky tvar k¥iivky, popisujici hustotu pravdépodobnosti Gaussova
rozdéleni [40]

e Retencni objem je objem mobilni faze, ktery musi projit kolonou,
aby se prislusny analyt dostal od pocatku ke konci separac¢ni kolony.

e Reten¢ni ¢as je celkovy Cas, ktery ptisluSny analyt stravi v separacni koloné¢.

e Mrtvy objem kolony je objem eluentu, ktery musi projit kolonou,
aby se nezadrzovany analyt dostal od poc¢atku ke konci kolony.

e Mrtvy ¢as kolony je retencni Cas analytu, ktery neni v kolon¢ zadrzovan,
tj. analytu, ktery se pohybuje kolonou stejnou rychlosti jako mobilni faze.

e Redukovany retencni ¢as je Cas, ktery pfislusny analyt stravi ve stacionarni

fazi. [40,41,42]
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4.3 Vliv teploty na retenci latky

S rostouci teplotou retence rozpusténych latek (solutil) klesa a separace neznadmého
piku se zlepSuje, coz se projevuje lepsim rozlisSenim mezi dvéma piky). VétSina analyz
kapalinové chromatografie probihd pii laboratorni teploté a nevyzaduje vyssi teplotu

kolony pfi analyze. [41,42,43]

4.4 Vliv pH mobilni faze

Chemické chovéni latek iontové povahy lze ovlivnit zménou pH mobilni faze.
Pfi zméné pH mobilni faze dochédzi k potlaceni disociace slabych kyselin (pH<7)
nebo slabych bazi (pH>7). [40, 43]

Potlacenim disociace molekul dochazi ke zvySeni retence a zamezeni chvostovani
piku dané chromatografické latky. Pro organické kyseliny dochazi k potlaceni disociace
snizenim pH na hodnotu pH 2-5. U organické baze potlacime disociaci zvySenim pH

na hodnotu pH 7-8, ale toto pH je omezeno rozpusténim silikagelu pti pH>7. [40,41]

4.5 Chromatografické kolony

Chromatografické kolona je kapilara rovnomérné naplnéné nebo pokryta stacionarni
fazi. Vétsina kolon je vyrobena z nerezové oceli. [43]

Kolona pro kapalinovou chromatografii (obr.12) se sklada z kovového plaste (1),
ktery je uzavien porézni kovovou fritou (2), ta zabranuje uvoliiovani stacionarni faze (3)
z kolony a sou¢asné umoziuje plynuly pritok mobilni faze. [40, 41, 42, 43] Oba konce
kolony jsou ukonCeny pievleénym ochrannym krouzkem (4) a koncovou hlavici (5),
ve které je navrtan vstup pro kapilaru se Sroubem (6). [40] NejrozsifenéjSim polarnim
sorbentem chromatografické kolony je silikagel. Nejcastéjsi velikost castecek naplné
je 3,5a10 um. [40, 44]

4—‘

Obr. 12: Kolona kapalinové chromatografie [33]
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4.6 Davkovaci zarizeni
Davkovaci vysokotlaké ventily umoznuji davkovat i pii tlaku 60 az 80 MPa
a to jednak konstantni objem vnitiniho prostoru ventilu nebo pii zafazeni davkovaci

smycky objem smycky. [40]
4.7 Typy detektoru

4.7.1 UVIVIS detektor

Spektrofotometrické detektory jsou zalozeny na principu absorpce zafeni v oblasti
vinovych délek od 190 do 800 nm. Kvantitativni vyhodnoceni je zalozeno
na Lambert-Beerové zakoné. [40, 42, 44]

4.7.2 Fluorescen¢ni detektor

Zalozeny na principu fluorescence — schopnost latek absorbovat ultrafialové zareni
a meéfeni sekundarniho zéafeni (emisniho), které latka vyda po absorpci primdrniho
elektromagnetického zafeni (excitatniho). Doba trvani fotoluminiscence byva

u fluorescence 10°® az 10 sekundy. [40,44,45]

4.7.3 Refraktometricky detektor

Refraktometricky detektor méfi rozdily mezi indexem lomu eluatu a €isté mobilni
faze, prochazejici méftici celou. Citlivost je tim vétsi, ¢im je vétsi rozdil v indexu lomu
analytu a mobilni faze. Odezva je zdvisld na teploté, proto je nutné detekéni celu
temperovat. Neni vhodny pro gradientovou eluci, vhodny je naopak pro neabsorbujici
a nefluoreskujici latky jako jsou cukry, lipidy, atd. Pouziva se v gelové
chromatografii. [40,46,47]

4.7.4 Vodivostni detektor

Patii mezi univerzalni detektory a méfi elektrickou vodivost eluatu v pratokové cele
mezi dvéma elektrodami. Tento typ detektoru je konstrukéné nenaro¢ny a celu detektoru
lze miniaturizovat na objemy mens$i nez 5-1 pl. U tohoto typu detektoru jsou kladené
vysoké naroky na mobilni fazi, kterd by méla byt nevodiva a musi chromatografické latky

dostate¢né rozpoustét a mit dostatecné velkou permitivitu. [40, 47]
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4.8 Princip analyzy vzorkii na kapalinové chromatografii

Mobilni faze kontinudlné¢ protékd z Cerpadla ptes ventil a davkovaci jednotku
na chromatografickou kolonu. Timto je zajiStén kontinualni oplach jehly. Po pfepnuti
ventilu dochazi k naplnéni jehly na pozadovany objem ptes krokovy motor, ktery ovlada
pist injek¢éni stiikacky davkovace. Po opétovném piepnuti ventilu je proudem mobilni faze
vzorek vytlacen na kolonu. Jednotka se dostane do stavu separace a soucasné¢ dojde
K vyprazdnéni injek¢éni stiikacky davkovae do odpadu. Detektor, ktery je piipojen
Kk pocitacové datové stanici, zaznamenava elektricky signal potiebny k vygenerovani
chromatogramu na jeho displeji, po té dochazi k identifikaci a kvantifikaci jednotlivych

slozek. (obr. 13) [40, 41, 43]

HPLC Column
Packing Naterar Chromatogram

EA Posks = Yollow, Red, Bue

—

Injector
AutoSampler
Sample Manager

l——

Solvent ) it

(Mobile Phase) ¢ Sample
Reservoir

Computer Data Station

Pump Detector
Solvent Manager
Solvent Delivery System

Waste

Obr.13: Schéma kapalinové chromatografie [40]
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CIL PRACE
Cilem této diplomové prace bylo zjistit vliv pouzitého rozpoustédla
na technologickou vytéznost namelovych alkaloidu.
Cile bylo dosazeno:
- analyzou Sirokého spektra vzorkti namelovych alkaloidii metodou UPLC
- vyhodnocenim obsahii a vytéznosti namelovych alkaloidd, srovnanim mezi
jednotlivymi extrakénimi Cinidly

- diskusi vysledku s literaturou a formulaci zavéra
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Vzorky

Prace byla provedena na vzorcich namele ziskanych vroce 2011 od péstitele
Zemédelské akciové spolecnosti KyleSovice. Vzorky poskytla spolecnost Teva Czech

Industries, s.r.o, kterd zpracovava namel jako zdroj ucinnych latek pro vyrobu Iéciv.

5.2 Extrak¢ni ¢inidla

Jako kontrolni vzorek bylo vybrano rozpoustédlo pouzivané v praxi
aceton:amoniak:voda 450:50:5 (V/V). Dalsi zkoumana extrak¢ni Cinidla jako ether:etanol
9:1 (VIV), aceton 100%, metanol 100%, toluen:etanol 9:1 (V/V) byla vybrana
nahodnym vybérem a hlavné dle dostupnosti a pouzitelnosti ve vyrobnim procesu

zpracovatelské spole¢nosti.

5.3 Chemikalie
Standard Ergotaminu vinanu
Reversni osmosou ¢isténa voda
26 % amoniak
Ethanol p.a. (Fluka, Sigma-Aldrich)
Aceton p.a. (Fluka, Sigma-Aldrich)
Methanol p.a. (Fluka, Sigma-Aldrich)
Toluen p.a. (Fluka, Sigma-Aldrich)

5.4 Pristroje a zartizeni

Pro praci bylo pouzito standardni laboratorni vybaveni jako analytické vahy
(METTLER TOLEDO), lednice (WHIRLPOOL), magnetické michadlo (KIKA-WERKE),
temperovana vodni lazen (SULABO), digestot (ITES), filtra¢ni aparatura, pH metr
(METTLER TOLEDO) a dalsi bézné laboratorni sklo a pomucky.

Kanalyze byl pouzit kapalinovy chromatograf (UPLC) Agilent Technologies
1200 series s molekulové vyluCovaci kolonou typu Zorbax SB-C18 (dodava
Chromservis s.r.o., se sidlem v Praze), velikost castic 1,8 um, pumpa (Binarni),
detektor (VWD SL typ G 1314C), autosampler (ALSSL typ GI1329B),
PC s vyhodnocovacim programem Empower 2, mikrofiltry 0,45 pum, injekéni stiikacky

a aparatura na filtraci mobilni faze.
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5.5 Laboratorni postupy

Pti ptipravé vzorku, extrakci namelovych alkaloidi a jejich samotném stanoveni bylo
postupovano dle metody Teva Czech Industries, s.r.o. [48] V praci bylo zjistovano, jak
vyznamny vliv ma pouzité extrakéni ¢inidlo na technologickou vytéznost namelovych
alkaloidii. Obsahy ziskané extrakci namelovych alkaloidii v jednotlivych rozpoustédlech
a nasledna analyza na UPLC, byly stanoveny v laboratofi farmaceutického zavodu

Teva Czech Industries, s.r.0.

5.5.1 Priprava mobilni faze

Byla pouzita gradientova eluce.

1. Mobilni faze byla tvofena pufrem. Pufr byl pfipraven rozpusténim
5 ml triethylaminu v 1 litru vody a pH bylo upraveno pomoci koncentrované kyseliny
fosfore¢né na hodnotu 4,40. Nasledné byl pufr smichan s acetonitrilem v poméru 4:1 (V/V)

2. Mobilni faze byla tvofena smési vody s acetonitrilem v poméru 1:4 (V/V)

Pritok mobilni fiaze byl 2,0 ml/min, pfiCemZz je mozné pritok menit

od 1,8 — 2,2 ml/min. v zavislosti na retenénim ¢ase hlavniho piku a déleni necistot. [48]

5.5.2 Priprava standardu

Pripravily se tfi navazky standardu ergotaminu vinanu o hmotnosti 50 mg
do 50ml odmérné banky. Takto pfipraveny standard se rozpustil v 90% obj. metanolu.
Pro vytvoteni kalibrace byl standard ergotaminu vinanu piepocéten na ergotaminovou bazi
pomoci piepocitdvaciho koeficientu, ktery je dan pomérem molarnich hmotnosti vzorku

a standardu, kdy pro ergotaminové baze plati [48]

 2.5817
13134

=0,8859

5.5.3 Priprava vzorku

Vzorek namele zbaveny ptfimési a necistot byl semlet na tfistivém mlynku tak,
aby velikost ¢astic byla maximalné 0,3 mm. Ze ziskané hmoty byly provadény navazky
na jednotlivé extrakce. Z pomletého vzorku se navazilo 0,50+0,05 g vzorku
do 100ml Erlenmayerovy banky.

Varianta 1

K navazkam vzorku namele Vv Erlenmayerovych bankach bylo pfidavano

50 ml extrakéniho Cinidla. Jako extrakéni ¢inidla byly pouzity smési
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aceton:voda:26% amoniak 450:50:5 (V/V), ether:etanol 9:1 (V/V), Aceton 100%, metanol
100%, toluen:etanol 9:1 (V/V). Vzorek namele byl navazen do 100ml zabrusové
Erlenmayeovy banky. Pro kazdou extrakéni smés byly provedeny dvé navazky. Banky se
dobie uzaviely sklenénou zatkou a smés se michala na elektromagnetické michacce
pii laboratorni teploté po dobu 2, 4 a 6 hodin. Po uplynuti ptislusné doby se postupné
z extraktu odpipetovalo 2ml pipetou, jejiz konec byl obalen skelnou vatou, do 50ml banky
s kulatym dnem a extrakt se odpatfil na vakuové rota¢ni odparce pii teploté 50 °C do sucha.
Odparek bylo nutno zpracovat do 24 hodin. Pokud vzorek nebyl ihned po extrakci
analyzovan, uchoval se v lednici. [48]

Pied UPLC analyzou se odparek rozpustil ve 2,0 ml 90% metanolu v ultrazvukové
lazni a poté se ptes membranovy filtr pievedl do vialky. Takto pfipravené vzorky byly
analyzovany na kapalinovém chromatografu a nasledné bylo provedeno vyhodnoceni.

Varianta 2

Druhou variantou byla piiprava vzorku namele o hmotnosti 50 mg, ktery se navazil
do 50ml banky a zfedil se 90% metanolem. Tato extrakce probihala
bez odpafeni ziskaného extraktu a plsobenim jiné doby extrakce nez bylo pouzito
v predchozich analyzach. Vzorky byly extrahovany v ultrazvukové lazni po dobu 10 min.,
20 min., 30 min. a 1 hodiny. Po uplynuti pfislusné doby se vzorky piefiltrovaly
pies membranovy filtr do vialky, poté byly analyzovany a nasledné vyhodnoceny.

Varianta 3

Varianta 3 byla oznafena jako stabilitni studie. Jejim cilem bylo sledovat
a vyhodnotit stabilitu vzorkd. Je znamo, ze pripravené vzorky nejsou v roztoku dlouhou
dobu stabilni, proto musi byt zpracovany do 24 hodin. Na zakladé¢ tohoto
poznatku byla provedena stabilitni studie. Vzorky byly pfipraveny az na odparek
(viz. varianta 1). Poté byly uchovavany po dobu péti dni pfi teploté 2-8 °C, nasledné

ziedény, analyzovany a vyhodnoceny stejnym zpiisobem jako vzorky varianty 1 a 2.

5.5.4 Pouzity pristroj a kolona

Obsah namelovych alkaloidii v namelu byl analyzovan na UPLC chromatografu.
Metoda, podle které se analyza provadi, dovoluje vyuziti obou (HPLC a UPLC) zptsobi
analyzy. [48] Dnes se vice vyuziva UPLC analyza pro leps$i separacni u¢innost, krat$i dobu
analyzy, atd. HPLC analyza je alternativnim zplsobem analyzy néamelovych

alkaloidu.
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Davkované mnozstvi vzorku potfebného k analyze bylo 3 pl. Standardné se méfi
pfi teplot¢ kolony 30°C, v pfipadé¢ potieby zmeény separace se milize teplota snizit.

Na teploté kolony zavisi déleni ur¢itych skupin piku. [48]

5.5.5 Vysledek analyzy

Namétené hodnoty byly zpracovany softwarem Empower 2.

Nejprve byla provedena kalibrace ze tii navazek standardu. Jednotlivé navazky
standardu byly pomoci koeficientu pfepoéteny na ergotaminovou bazi. Z této kalibrace
vznikla kalibra¢ni kiivka, ze které byl vypocitan responzni faktor (praimérny odezvovy

faktor) (tab. ¢. 1). Na kalibra¢ni kiivku byly ptepocteny jednotlivé vzorky.

Tabulka €. 1: Priprava a vypocet kalibraéni krivky

Potence
hmotnost std | Fedéni std
STD (prepocteno Area RF
(mg) (mli) .
na bazi)
1 50,54 50 0,846 1031860 1206948
2 51,13 50 0,846 1031867 1205714
3 50,58 50 0,846 1045442 1208437
RF .o Primérny responzni faktor = 1207033 — stouto hodnotou byly
prepocitavany jednotlivé vzorky
STD .o standard ergotaminu vinanu (pocet navazek)

hmotnost std ... mnozstvi navazeného standardu [mg]

Vysledkem analyzy vzorki byla relativni plocha piku (Area%). Tyto hodnoty byly

pouzity pro vypocet hmotnostniho podilu ergotaminu ve vzorcich podle nésledujiciho

Vvzorce.
d
W(hm%) = RIA:I—m 100
v
A plocha i-tého piku na chromatogramu vzorku
(o IR celkové fedéni vzorku nebo standardu [ml]
Mo pomér molarnich hmotnosti vzorku a standardu

Myeeiirieeniee e navazka vzorku, respektive drogy [mg]
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RF responzni faktor, jeho vypocet se provadi podle vzorce
RE — A; - dilution

m - potence
Agjeeiiiiiiiin, plocha piku ergotaminu V j-tém standardu
dilution............... fedéni standardu [ml]
Mot hmotnost navazené¢ho standardu [mg]
potence............... Cistota standardniho ptipravku [bez jednotky]

Pro vypocet obsahu u¢innych latek ve vzorku byly posuzovany piky ergotaminu
a ergotamininu. Z ploch jednotlivych piki byl softwarem vypocitin hmotnostni podil
(pramérny obsah % (m/m)) ucinnych latek. Vysledkem analyzy byl chromatogram.
(obr. 14) Ziskané chromatogramy mély rozdilny pocet pikd v zavislosti na polarité

pouzitého extrakéniho ¢inidla. (obr. 15)
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—— SampleName: Ergotamine ergot GAL404 Aceton:H20:Cpavek_2 hod.
Obr. 14: Chromatogram ERT namelovych alkaloidi p¥i extrakci smési

aceton:H,O:amoniak
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Obr. 15: Chromatogram ERT namelovych alkaloidi p¥i extrakci smési

90% metanol

5.5.6 Statistické vyhodnoceni vysledki

Vysledkem analyzy byl parametr relativni plocha piku ERT+ininu (Area%).
Vyznamnost rozdilu mezi hodnotami parametrii byla hodnocena metodou parametrické
analyzy rozptylu (ANOVA). Zjisténé hodnoty byly zpracovany softwarem Statistica 9.0
(StatSoft CR, s.r.0) na hladiné pritkaznosti p < 0,01.

Pokud byly hypotézy spravné, pak se statisticky prokazalo, Ze testované odchylky
sledovanych parametri nemé¢ly ndhodny charakter a byly zpiisobeny u¢inkem zkoumanych
faktort, tedy pouzitim riznych extrakénich ¢inidel a pisobenim rozdilné extrakéni doby
vzorkd (2, 4, 6 hodiny).
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

Cilem ptedkladané diplomové prace bylo vyhodnotit vliv podminek extrakce
na mnozstvi latek extrahovanych z namele. Byl studovan vliv extrak¢éni doby a pouzitého
rozpoustédla. Ke stanoveni obsahu extrahovanych alkaloidi byla pouzita UPLC
chromatografie. Namétené vysledky obsahi alkaloidi pro jednotliva rozpoustédla byly
vztazeny k hodnoté zjisténé pii pouziti rozpoustédla aceton:voda:26% amoniak, standardné

pouzivaného ve farmaceutické praxi a vyjadieny jako vytéznost.

6.1 Rozpoustédlo aceton:amoniak:H,O

Pii pouziti extrakéni smési tvoiené acetonem, 26% amoniakem a vodou byla
statisticky prikazné nejvyssi primérna hodnota relativni plochy Area% (92,41 %) zjisténa
u vzorku po 2hodinové extrakci a nejvyssi primérny obsah namelovych alkaloida
(1,118 %) byl naméten po 6hodinové extrakci (tab. €. 2). Nejnizsi relativni plocha Area%
(91,20 %) byla zmétena po 6 hodinach extrakce, naopak vyssi plocha (92,24 %) byla
naméfena po 4hodinové extrakci. ZvySovanim doby extrakce se pramérné obsahy

namelovych alkaloidi ERT+ininu postupné zvySovaly, zvySeni vSak nebylo

cvwr

vwvr

plocha Area% ERT+inin (91,60 %) byla namétena po 6hodinové extrakci.

Jak bylo zjisténo experimentalnim srovnanim jednotlivych rozpoustédel vyssi
vytéznost extrakce alkaloidii pomoci této sestavy rozpoustédel je dana slabou bazicitou
molekuly alkaloid. Alkaloidy jsou V jakémkoli rozpoustédle pfitomny ve formé soli,
piidanim NH4OH (hydroxid amonny) se potlaci disociace molekul, a ty se 1épe extrahuji
ve slabé polarnim rozpoustédle. [50,51]

Porovnanim jednotlivych obsahli ndmelovych alkaloidi s obsahy namelovych
alkaloidi stabilitni studie (viz. tab. ¢. 2) bylo zjisténo, ze vysledky se vyrazné nelisi,
pfiCinou toho mitze byt odparek, ve kterém se namelové alkaloidy nerozkladaji.
EA rozpusténé v roztoku dels§i dobu se zacnou vlivem citlivosti na roztok rozkladat.

V odparku byly ndmelové alkaloidy po celou sledovanou dobu stabilni.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

43

Tabulka ¢.2: Zjisténé obsahy ERT+ininu v rozpoustédle aceton:amoniak:H,O

stabilitni studie
doba OArea % ERT+inin | OERT+inin 5
(hod.) | (ERT+inin) | (hm%) (hm%) @Area % @GERT-+inin
(ERT+inin) (hm%)
1,07
2 92,412 078 1,095 91,82° 1,123
1,111
1,07
4 92,24° 079 1,106 91,74¢ 1,15
1,133
6 91,20f 1,106 1,118 91,60° 1,15
1,129

6.2 Rozpoustédlo aceton
Statisticky nejvyssi primérna hodnota relativni plochy Area% ERT+inin (88,11 %)

cv w7

cv v

po 6hodinach extrakce a nejvyssi prumémy obsah ERT+ininu (0,872 %)

byl naméfen u vzorku po 4hodinové extrakci. Po 6hodinové extrakci byla namétena

v

LRA4

(0,888 %) byly naméteny po 2hodinové extrakci.

Vysledky pouZitého rozpoustédla acetonu jsou shrnuty v tabulce ¢. 3. Dalo by se
predpokladat, Ze zvySovanim doby extrakce se budou snizovat relativni plochy a obsahy
jednotlivych namelovych alkaloidli se budou také zvySovat. Zjistené nizs$i hodnoty
namelovych alkaloidi pouZitim rozpoustédla aceton nam udavaji, ze samotné eXtrakéni
¢inidlo aceton neni vhodné pro extrakci namelovych alkaloidd. Jeho reaktivita
je zpisobena piitomnosti karboxylové skupiny, ze strany polarity je vysoce polarnim
rozpoustédlem, coz mize zpusobit neliplnou extrakci namelovych alkaloidt. [51] Vzorky
namele jsou V tomto rozpoustédle stabilni, vysledky jsou srovnatelné s béznymi vysledky
a rovnéz vykazuji nizké praimérné hodnoty obsahu ERT+ininu (0,946 %) po 4 hodinach
extrakce byl naméten nejvyssi primérny obsah a po 6 hodinach byl naméten prumérny
obsah ERT+ininu (0,903 %). Stejn¢ jako u rozpoustédla aceton:H,O:amoniak je stabilita

vzorku extrahovaného acetonem stabilni.
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Tabulka ¢. 3: Zjisténé obsahy ERT+ininu v rozpoustédle aceton

stabilitni studie
doba OArea % ERT+inin | OERT+inin 5

(hod.) | (ERT+inin) |  (hm%) (hm%) @Area % @GERT-+inin

(ERT+inin) (hm%)

2 88,112 0,833 0,855 86,81 0,888
0,877
-

4 87,41° 0,86 0,872 87,01° 0,946
0,877
0,864

6 87,35° 0,865 87,15 0,903
0,865

6.3 Rozpoustédlo 90% metanol

Statistickym vyhodnocenim vzorkd s pouzitim rozpoustédla 90% metanolu, byla
naméfena nejvyS$i pramérna hodnota relativni plochy Area% (86,31 %) u vzorku
po 2hodinové extrakci a nejvyssi primérny obsah ERT+ininu byl naméten po 6hodinové
extrakci (1,031 %).
relativni plocha Area% (85,30 %). Nejnizsi prumérny obsah ERT+ininu (1,003 %) byl
naméfen po 2hodinové extrakci. U stabilitni studie vzorkdi byla naméfena nejniZsi
obsah ERT+ininu (1,030 %) byl naméten po 6 hodinach extrakce.

Primérné obsahy a primérné relativni plochy jednotlivé doby extrakce jsou shrnuty
v tabulce ¢. 4. Bylo dosazeno obdobnych vysledkl jako u vysledkd pouzitim extrakéni
smési aceton:voda:amoniak (tab. ¢. 2). Prodluzujici doba extrakce zvySuje obsahy
namelovych alkaloidd a relativni plochy se snizuji. Metanol je nejjednodussi alifaticky
alkohol dobfe misitelny s vodou. Patii mezi extrakéni cinidla, kterd dobie rozpousti
alkaloidy. [50] Po 6hodinové extrakci je obsah EA o 20 % vétsi. U stabilitni studie
dle vysledku (tab. ¢. 4) zvySujici se extrakéni dobou se obsahy namelovych alkaloidd
sniZzuji. Obsahy se mohly zménit pisobenim mnoha faktorfi, napi. dobou extrakce,

odparku, odpafovani, délkou uskladnéni vzork, atd.
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Tabulka &. 4: Zjisténé obsahy ERT+ininu v rozpoustédle 90% Methanolu

stabilitni studie
doba OArea % ERT+inin | OERT+inin 5
(hod.) | (ERT+inin) | (hm%) (hm%) OArea % @ERT-+inin
(ERT'HnIn) (hm%)
2 86,31% 222‘11 1,003 84,349 1,078
4 86,06" 1322 1,026 84,29° 1,087
6 85,30° 182; 1,031 84,31 1,030

6.4 Rozpoustédlo ether:etanol

Porovnanim vysledkl rozpoustédla ether:etanol bylo zjisténo, Ze prikazné nejvyssi
primérna relativni plocha Area% (94,84 %) byla naméfena po 2hodinach extrakce a v této
extrakce byla naméfena pramérna relativni plocha Area% (91,28 %) a primérny obsah
ERT+ininu (0,828 %). Nejniz§i primérna relativni plocha Area% (90,36 %) a nejvyssi
primérny obsah ERT+ininu (0,864 %) byly zjistény po 6hodinové extrakci. Stabilitni
studii vzorkl byla zjisténa nejvyssi prumérnd plocha Area% (92,81 %) po 2 hodinach
extrakce a nejvyssi pramérny obsah ERT+ininu (0,888 %) po 4 hodinach extrakce.

Zjisténé vysledky (tab. ¢. 5) vykazuji v porovnani s ostatnimi rozpoustédly nejnizsi
hodnoty sledovanych parametrt, které jsou pravdépodobné zptsobeny vysokou polaritou
rozpou$tédel a tim brani extrakci ergotaminu. [50] Porovnanim vzorkl a vzorkl
ze stabilitni studie vyplyva, Ze obsah namelovych alkaloidl je srovnatelny a vzorky jsou
stabilni 1 pouzitim tohoto rozpoustédla, proto ether:etanol muzeme zafadit mezi méné

ucinna rozpoustédla pouzivana pii extrakci EA.
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Tabulka ¢. 5: Zjisténé obsahy ERT+ininu v rozpoustédle ether:etanol

stabilitni studie
doba OArea % ERT+inin | OERT+inin 5
(hod.) | (ERT+inin) | (hm%) (hm%) @Area % @ERT-+inin
(ERT+inin) (hm%)
2 94,842 0,803 0,803 92,81° 0,883
0,802
4 91,28° 0,821 0,828 89,48° 0,888
0,835
6 90,36 0,869 0,864 89,36 0,863
0,858

6.5 Rozpoustédlo toluen:etanol

Nejvyssi primérna relativni plocha Area% (86,74 %) byla naméfena po 4hodinové

extrakci a nejvyssi pramérny obsah ERT+ininu (0,989 %) byl naméfen po 6 hodinach

v v

ERT+ininu (0,973 %) byl namétfen po 2hodinové extrakci. Stabilitni studii vzorki byla

naméfena nejvyssi relativni plocha Area% (86,95 %) po 2hodinové extrakci a nejvyssi

praimérny obsah ERT+ininu (1,032 %) po 6 hodinach extrakce.

Ziskané vysledky uvedené vtabulce ¢. 6 ukazuji opét na niz§i hodnoty

pravdépodobné zptisobené koncentraci vody v rozpoustédle, ktera brani rozpousténi

a extrakci ergotaminu. [50,51] Z namele se vyextrahovaly dalsi alkaloidy, které ovlivnily

vytéznost ergotaminu z namele. ZvySujici se dobou extrakce, se zvySuje obsah ergotaminu.

Tabulka ¢&. 6: Zjisténé obsahy ERT+ininu v rozpoustédle toluen:etanol

stabilitni studie
doba OArea % ERT+inin | OERT+inin 5
(hod) | (ERT+inin) | (hm%) (hm9%) OArea% | GERT+inin
(ERT+|n|n) (hm%)
2 85,33f 0,984 0,973 86,95° 1,007
0,962
4 86,74° 0,946 0,983 87,49% 1,021
1,019
0,972
6 85,92° ’ 0,989 87,34° 1,032
1,007
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6.6 Rozpoustédlo 90% metanol neodpareno

Nejnizsi prumérna plocha Area% (84,43 %) byla naméfena u vzorku, ktery byl
extrahovan po dobu 60 min. a zaroven v této dobé byl naméfen nejvyssi praimérny obsah
ERT+ininu (1,16 %). Ze statistické analyzy dat jednotlivych vzorkt vyplyva, ze pramérné
obsahy ERT+inin jsou rozdilné délkou analyzy. PO 10minutové extrakci byla namétena
prumérna plocha Area% (85,88 %) a primémy obsah ERT+ininu (1,111 %),
po 20minutach extrakce se primérna plocha Area% (85,39 %) snizila a pramérny obsah
ERT+ininu (1,134 %) se zvysil.

Extrakéni ¢inidlo (90% metanol) pouzito pii této analyze se pouziva pii rozpousténi
extrahovanych a odpatenych vzorka [48], proto bylo zafazeno do této prace. Tato extrakce
probihala bez odpafeni ziskaného extraktu a plsobenim jiné doby extrakce nez bylo
pouzito v pfedchozich analyzach, proto nemiizeme ziskané vysledky porovnavat
s vysledky z ptedeslych analyz. Pti analyze bylo zjisténo, ze vytéznost ziskdna timto
zpusobem extrakce je nejvétsi. Pravdépodobné se vtomto rozpoustédle namelové
alkaloidy dobie rozpoustély, mohlo to byt zpusobeno tim, Ze metanol je alkohol,
ve kterém se EA dobie rozpoustéji. [51] Na dobrou vytéznost mohly mit vliv dalsi faktory
jako napt. zpuasob extrakce, kdy byl vzorek namele extrahovan bez odparku a nasledné
analyzovan. Pfi samotné extrakci dochazi ke ztratam, které mohou zpusobit zménu obsahu
proti skutecnému obsahu. Také u tohoto extrakéniho ¢inidla plati, ze se zvysujici se dobou

extrakce se zvysuje obsah ergotaminu.

Tabulka ¢&. 7: Zjisténé obsahy ERT+ininu v rozpoustédle 90% metanol_neodpai‘eno

DArea % ERT+inin ODERT+inin
(ERT+inin) (hm%o) (hm%)
1,114
10 85,88" 1,102 1,111
1,118
1,126
20 85,39° 1,138 1,134
1,138
1,139
30 86,06° 1,141 1,142
1,146
1,158
60 84,43° 1,167 1,16
1,155

doba (min.)
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6.7 Porovnani obsahii ergotaminu a ostatnich necistot ziskanych

z jednotlivych extrakénich Cinidel

Vyhodnoceni u¢innosti extrakce je graficky zndzornéno v podobé¢ trendti koncentraci
ergotaminu (graf ¢. 1) a ostatnich alkaloidd (graf ¢. 2) v jednotlivych extraktech vsech
pouzitych rozpoustédel. Z obou grafii je patrny trend zvySujici se koncentrace jak ostatnich
alkaloidu, tak ergotaminu v extraktu s prodluzujici se dobou extrakce, coz je v souladu
s teoretickymi principy extrakce. [51]

Z hlediska UCinnosti byla pouzitd rozpoustédla rozdélena do tii skupin.
Nejucinngj$im rozpoustédlem pro ergotamin byl amoniakovy aceton. Koncentrace
ergotaminu v extraktu po 6hodinach byl 0 20 % vyS$i nez u nejméné ucinnych
rozpoustédel, kterymi byly spoleéné aceton a smés éter-etanol. Primérnou extrakéni
ucinnost vykazovala rovnéz dvojice rozpoustédel, a to smési metanolu a vody a metanolu
a toluenu. U smési metanolu a vody byla snizena ucinnost zplsobena pravdépodobné
koncentraci vody v rozpoustédle, které branilo rozpousténi a extrakci ergotaminu.
Ten samy efekt byl u smési toluen-etanol, rozpustnost ergotaminu v toluenu byla

také velmi nizka.

B— .
0,8 k/*// —l- 90%Methanol

={— Toluen:Ethanol

Graf ¢. 1 — Obsah ergotaminu v extraktu
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~4— Ether:Ethanol

—l-90%MeOH

~{— Toluen:Ethanol

Graf €. 2 — Obsah ostatnich alkaloida v extraktu

6.8 Piehled vytéZnosti namelovych alkaloidi jednotlivych rozpoustédel
V grafu €. 3 jsou prepocitany a shrnuty vysledky vSech rozpoustédel a vyhodnocena
vytéznost jednotlivych rozpoustédel. Hodnoty jsou vztazeny na rozpoustédlo
aceton:26% amoniak:H,0O, které se pouziva pii bézném technologickém zpracovani.
Nejvyssi vytéznost (101,1 %) byla ziskana extrakci namelovych alkaloidil z rozpoustédla
90%  metanol-neodpafeno.  Druhym  nejlepSim  extrakénim  Cinidlem  je
aceton:voda:amoniak, kde je vytéznost 100%. Pramérna vytéznost (91%) a (89 %) byla
ziskana z rozpoustédel 90% metanol a toluen:etanol. Z extrakéniho ¢inidla aceton bylo

Cv v

pfi pouZiti rozpoustédla ether:etanol.
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Graf ¢. 3: Piehled vytéZnosti namelovych alkaloidia jednotlivych rozpoustédel
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jak vyznamny vliv ma pouzité rozpoustédlo
na extrakci ucinnych latek z namelové drogy ergotaminu. Bylo vybrdno 5 rGznych
extrak¢nich Cinidel, véetné¢ rozpoustédla aceton:voda:amoniak standardné¢ pouzivaného
pro tuto metodu v praxi. Dal$i pouzita extrakéni Cinidla byla ether:etanol, aceton, metanol,
toluen:etanol.

Prvni variantou pfipravy byl vzorek namele extrahovan v rozpoustédlech
aceton:amoniak:voda, ether:etanol, aceton, toluen:etanol. Nejucinngjsim rozpoustédlem
pro extrakci ergotaminu z namele bylo rozpoustédlo aceton:voda s piidavkem amoniaku.
Primérna extrakéni Gi¢innost byla zjisténa u smési metanolu a vody a metanolu a toluenu,
snizend ucinnost byla pravdépodobné zplsobena koncentraci vody v rozpoustédle,
ktera branila extrakci namelovych alkaloidi. Ten samy efekt byl u smési toluen:etanol,
kdy rozpustnost ergotaminu v toluenu byla velmi nizka.

Druhou variantou byly vzorky ndmele extrahovany a analyzovany odliSnym
postupem pfipravy, vzniklym zjednodusenim stavajici metody s pouzitim rozpoustédla
90% metanolu. Vysledky ziskané z této analyzy byly piekvapiveé nejvyssi.

Tteti varianta méla ovéfit stabilitu vzorkd alkaloidii vyextrahovanych z namele.
Vzorky byly po extrakci odpateny a poté uchovany po dobu péti dni pfi teploté 2 — 8 °C.

Ukézalo se, Ze s prodluzujici se dobou extrakce se zvySuje vytéZnost namelovych
alkaloid. Dale bylo zjisténo, ze vzorky jsou i po péti dnech piipravy stabilni. Vzorky
ziskané analyzou vzorku ptipraveného odliSnym zptisobem byly oproti predpokladu vyssi
neZ u rozpoustédla pouzivaného v praxi. Tento fakt mize do praxe pfinést zvySeni

efektivity pfi analyzach vzorkl namele.
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