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Abstrakt

Prace je zaméfena na vyvoj metody pro identifikaci fenolickych latek (FL) v rostlinném materialu
za pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem typu ESI-Q-TOF. Nové
zavedend a standardizovand metoda byla vyuzita pti studiu sloZzeni FL v primarnich listech jeCmene
jarniho (Hordeum vulgare L. cv. Bonus) a sledovani odli$nosti ve sloZzeni FL v listech rostlin péstovanych
pii nizké (LI; 100 pmol m? s™) a vysoké (HI; 1000 umol m™ s™) urovni fotosynteticky aktivni radiace
(FAR). V ramci standardizace metod byla zaznamenana hmotnostni spektra (MS i MS/MS) 26 standardd
FL, dale pak jejich UV-VIS absorpéni spektra a reten¢ni ¢asy. V rostlinném materialu bylo nasledné
identifikovano 12 FL. Byl pozorovan signifikantné vyssi relativni obsah vSech identifikovanych FL v sad¢
vzorkit HI, pficemz nejvétsi rozdily vykazovaly derivaty luteolinu. U téchto latek lze predpokladat
antioxidaéni aktivitu, diky niz mohou tyto latky v rostliné omezovat oxidativni poSkozeni vyvolané
intenzivni FAR.
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Uvod

Fenolické latky (FL) tvofi jednu z nejvyznamnéjSich skupin sekundarnich metabolitt
rostlin. Mimo fady jinych fyziologicky funkci, se vyzna¢né podili na zvySovani odolnosti rostlin
vici pusobeni abiotickych i biotickych stresovych faktort. Tyto bioaktivni latky jsou také
vyznamnou slozkou potravy zivo€ichti a v soucasné dob¢ jsou intenzivné zkoumany i jejich
pozitivni u€inky na lidské zdravi. Vyzkum v oblasti FL se ve vétSin€ piipadii neobejde bez
znalosti kvalitativniho pfipadné kvantitativniho slozeni sledovanych vzorku. Identifikace FL je
vsak komplikovana jejich zna¢nou strukturni variabilitou. V dusledku pfitomnosti mnoha typt
zakladnich strukturnich jednotek odvozenych od molekuly fenolu, které mohou byt dale
glykosylovany, methylovany, acylovany, pfipadné¢ mohou vytvaret polymery atd., se pocet
doposud identifikovanych FL pohybuje v fadech tisict. Z toho vyplyva i fakt, Ze pro mnoho FL
nejsou dostupné komercné dodavané standardy, které by kvalitativni analyzu usnadnily. Cilem
této prace je prezentovat nové vyvinutou metodu kvalitativni analyzy fenolickych latek fadicich
se do skupin flavonoidu, stilbenti, hydroxyskoticovych a hydroxybenzoovych kyselin, vyuzivajici
spojeni vysoce t¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) s hmotnostnim detektorem. Na zakladé
hmotnostnich spekter 1ze urovat sumarni vzorec sledovanych analytd, fragmenta¢ni (MS/MS)
spektra pak umoziuji detailngjsi analyzu struktury molekuly - identitu latek je tedy obvykle
mozné urcit 1 v ptipad¢ absence vhodného standardu. V této praci prezentujeme aplikaci vyvinuté
metody pfi identifikaci FL v primarnich listech je¢mene jarniho (Hordeum vulgare L. cv. Bonus) a
studiu zmén jejich relativniho zastoupeni v dasledku odlisnych radia¢nich podminek (rozdilna
uroven ozafenosti fotosynteticky aktivni radiaci - FAR), pfi kterych byly rostliny péstovéany.



Material a metody

Za tUcelem zavedeni a standardizace HPLC-DAD-MS-(MS/MS) metody byly pouzity
metanolové roztoky 26 standardd FL (0 koncentraci cca 0,2 mg.ml™) spadajicich do podskupin
hydroxyskoficovych kyselin, hydroxybenzooych kyselin flavonoidii a stilbenti (vycet viz.
legenda k Obrazku 1.) a jejich smés. Pro studium slozeni FL v rostlinném materialu byly pouzity
listy jemene jarniho (Hordeum vulgare L. cv. Bonus), ten byl péstovan 8 dni v nepfitomnosti
UV radiace za riizné ozafenosti FAR — 100 pmol m™ s* (LI) a 1000 pmol m? s* (HI).
K odstinéni UV-R byl pouzit filtr LEE 226 (S Tsp pfiblizné 400 nm, Lee Filters, Velka Britanie).
Piiprava rostlinnych extrakti probéhla dle standardniho postupu uvedeného v [1.]. 100 mg
cerstvé hmotnosti stfednich segmentii primarnich listl je¢mene bylo odebrano na pocatku 8 dne
rastu (celkem bylo odebrano po Sesti vzorcich ze skupiny HI a LI). Rostlinny material byl
homogenizovan v tfeci misce v cca 3 ml 40% metanolu a ultrasonifikovan po dobu 5 minut a
centrifugovan pii 6000 ot. min™ po dobu 3 minut (EBA 20, Hettich Zentrifugen, Némecko).
Ziskany supernatant byl doplnén na 3 ml 40% metanolem, ptefiltrovan ptes 0,2 pm teflonovy filtr
do vialky a pouzit pro HPLC-DAD-MS (MS/MS) analyzu. Chromatograficka analyza s UV-VIS
absorpéni a hmotnostni detekci byla provedena s vyuzitim systému HPLC-micrOTOFQ-II
(dodavatel Bruker s.r.o., Ceské republika). P¥i separaci bylo vyuZito gradientového toku dvou
mobilnich fazi — A: 5% vodny roztok acetonitrilu, B: acetonitril (HPLC grade, Merck, GER).
Ob¢ mobilni faze byly okyseleny kyselinou mraven¢i (mobilni faze:HCOOH, v/v, 999:1). Pritok
mobilnich fazi byl nastaven na 0,3 ml.min™ v pribshu celé délky analyzy (24 min.). Separace
probihala pii 30°C na koloné typu Hypersil Gold (Thermo Scientific, USA), 50 x 2,1 mm,
s velikosti ¢astic vyplné 1,9 um. Latky byly detekovany pii 210, 270, 314 a 360 nm. Objem
nastfiku rostlinnych extrakt byl nastaven na 15 pl (25 pl v piipadé MS/MS analyzy). Absorp¢ni
spektra byla zaznamenana v rozsahu 190-750 nm. Ionizace latek byla provedena za pomoci
ionizatoru ESI v negativnim modu. Hmotnostni spektra byla zaznamenavana v rozsahu 50-1500
m/z (pomé&r molekulové hmotnosti ¢astice k jejimu naboji). Fragmentace za ucelem pofizeni
MS/MS spekter probihala pii koliznich energiich 35 nebo 15 eV. Relativni kvantifikace
metaboliti mezi sadami HI a LI byla provadéna na zéklad¢ integrace pikti na EIC (chromatogram
extrahovanych iont) pfislusného iontu. Plochy byly zprimérovany v ramci skupin HI a LI, byl
proveden test rozptylu (f-test) a shody praméru (t-test).

Vysledky a diskuse

Noveé vyvinuta chromatograficka metoda umoznila, i pfes nizky pritok mobilnich fazi,
rychlou (t = 24 min.) a u¢innou separaci 26 standardi FL (Obrazek 1.). Toho bylo dosazeno
predevsim diky vyuziti kratké kolony s 1,9 um ¢asticemi vyplné. V pribchu analyzy dochazi k 5
koelucim FL (pik 5-6, 7-8, 13-14, 16-17 a 21-22 — viz. Obrazek 1.). Hmotnostni detektor vsak
umoziuje rozliSeni téchto latek podle jejich odlisné m/z. Na zakladé analyzy jednotlivych
standardi FL i jejich smési byla vytvofena databaze hmotnostnich, fragmenta¢nich i UV-VIS
absorp¢nich spekter a reten¢nich ¢asti pouzitelnych pro identifikaci téchto a podobnych FL
Vv rostlinném materialu ¢i jinych vzorcich (napf. té€lnich tekutinach, potravinach atd.).
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Obrazek 1 . Chromatografickd separace 26 standardii fenolickych latek — prolozené
chromatogramy potizené béhem HPLC-DAD-MS analyzy jednotlivych standarda (detektor DAD
210 nm). 1 — kyselina gallova, 2 - kyselina protocatechova, 3 — (-)-epigalokatechin, 4 — DL-
katechin, 5 — kyselina chlorogenova, 6 — kyselina vanilova, 7 - kyselina 3-hydroxybenzoova, 8 —
kyselina kavova, 9 — kyselina syringova, 10 — (-)-epikatechin, 11 — (-) epigalokatechingalat, 12 —
saponarin, 13 — kyselina ferulova, 14 — isoorientin, 15 — kyselina sinapova, 16 — kyselina 3-
kumarova, 17 — taxifolin, 18 — isovitexin, 19 — myricetin, 21 — kvercetin, 22 — luteolin, 23 —
apigenin, 24 — kempferol, 25 — chrysin, 26 - galangin)

Tabulka 1. Identifikace vybranych FL a srovnani jejich relativniho obsahu v primarnich listech
je¢mene jarniho. (Rt — reten¢ni Cas)

O m/z O plocha @ plocha Pomér ploch Signif.

, . e ikt rozdil
Detekovana latka sled_ovaneho Q_Rt plk,u v plkvll M extrafnovanych mezi
iontu (n=12) sadé HI sadé LI R
(n=6)""" (n=6) (n=6) iontu v HI/LI HI x LI
[rel.]
Luteolin-6-C-glc (Isoorientin) 447,0943 7,99° 4083 + + +
Isoorientin-7-O-[6-fer]-glc 785,1900 9,88 86897 6952 12,50 ANQ ***
Isoorientin-7-O-[6-sinp]-glc 815,1995 9,55 120571 10471 1151 ANQ ***
Isoorientin-7-O-glc (Lutonarin) 609,1443 6,54 284354 40791 6,97 ANQ ***
Isoscoparin-7-O-[6-sinp]-glc 829,2152 10,54 23715 4187 5,66 ANQ ***
Isovitexin-7-O-[6-sinp]-glc 799,2053 10,46 336075 62428 5,38 ANQ ***
Kyselina feruloyl-chinova 367,1024 4,50 200113 40552 4,93 ANO **
Isoscoparin-X z,+-O-glc ** 623.1597 8,26 64895 21073 3,08 ANO **
Isovitexin-7-O-[6-fer]-glc 769,1946 11,01 166319 67320 2,47 ANQ ***
Apigenin-6-C-arab-8-C-glc 563,139 11,31 49975 20274 2,46 ANOQ ***
Apigenin-6-C-glc (Isovitexin) 431,0978 9,37 5651 2811 2,01 ANQ ***
Isovitexin-7-O-glc (Saponarin) 593,1503 7,78 1886666 1263842 1,49 ANOQ ***

*; % k3% porovnani skupin na zaklad¢ t-testu pti hlading vyznamnosti 0,05, 0,01 resp. 0,001

*: v sadé LI nebyla tato latka detekovana, neni proto mozné uréit pomér ploch HI/LI ani provést statistické testovani, retenéni ¢as
a m/z urceno ze vzorkd skupiny HI

**: na zakladé hmotnostni analyzy se jedna bud’ o Isoscoparin-7-O-glc nebo Isoscoparin-2"-O-glc

***: pro stanoveni primérné m/z byly pouZity vzorky ze skupiny HI (n=6)

V extraktech primarnich listl je¢mene bylo identifikovano 12 FL (Tabulka 1.), ptevazné
glykosylovanych a acylovanych flavonoidi a to na zéklad¢ srovnani jejich pfesné m/z
s piislusnymi hodnotami m/z publikovanymi Ferreres et al. [2.]. V pfipadé, Ze hodnoté m/z
odpovidalo né¢kolik rtiznych FL, bylo provedeno srovnani fragmenta¢nich spekter (MS/MS).
Saponarin, isovitexin a isoorientin byl identifikovan na zakladé srovnani spekter a retencnich
Casi se zakoupenymi standardy. Kyselina feruloyl-chinovd byla identifikovana na zakladé¢
ptesného jejiho m/z, studia fragmentt vznikajicich pti MS/MS a také diky podobnosti UV-VIS
absorpéniho spektra se spektry kyseliny ferulové a chlorogenové (kafeoyl-chinové). Diky vyuziti



hmotnostniho detektoru byly piifazeny konkrétni FL vétSiné vyznamnych piki zaznamenanych
UV-VIS absorpnim detektorem pii 314 nm. Diky hmotnostnimu detektoru bylo tedy mozné
latky identifikovat 1 bez pfimé aplikace standardli FL piitomnych v je¢meni, a to i navzdory nizké
koncentraci téchto latek ve vzorcich — to nebylo diive s HPLC vybavenym pouze DAD mozné.
Relativni obsah vSech identifikovanych FL byl signifikantn¢ vyssi v sad¢ vzorkti HI oproti sad¢
LI. Rozdil byl markantné&;jsi u derivati luteolinu a isoorientinu ve srovnani s derivaty apigeninu a
isovitexinu, napt. HI/LI pomér obsahu lutonarinu je 6,97, naproti tomu Vv pfipadé saponarinu
pouze 1,49 (viz. Tabulka 1.). Vyznamnym rozdilem mezi témito dvéma skupinami latek je
Vv pfitomnosti katecholové skupiny na B aromatickém cyklu aglykonové jednotky. Piitomnost
této struktury je spojovana s antioxidacni aktivitou. NavySeni syntézy latek obsahujici
katecholovou skupinu by tedy mohlo byt projevem fotoprotektivni reakce, tyto latky mohou
zmirnit negativni ucinky oxidativniho stresu vyvolaného zvysenou FAR ozatenosti.

Zavér

Byla vyvinuta metoda G¢inné a rychlé chromatografické separace FL kompatibilni
s hmotnostni detekci pomoci ESI-Q-TOF spektrometru. Tato metoda byla vyuzita pifi analyze
extraktll primarnich listi je€mene jarniho vyristajiciho pfi rizné Grovni FAR. Vysledkem byla
identifikace 12 metaboliti fadicich se mezi FL, pievazné glykosylovanych a acylovanych
flavonoidi. Ve skupiné HI byl prokazan signifikantné¢ vyssi relativni obsah vSech
identifikovanych metabolita.
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Abstract

This work is focused on the development of the method suitable for the identification of phenolic
compounds (PC) in a plant material using the high performance liquid chromatography system connected
to mass spectrophotometer (ESI-Q-TOF type). The method was standardized and applied for the
identification of PC in spring barley primary leaves and also for the observation of changes in their
relative content between samples obtained from plants cultivated under the low (LI; 100 pmol m™ s™) and
high irradiance (HI; 1000 pmol m? s™) of the photosynthetically active radiation (PAR). For the
standardization of method 26 PC standards were used and their mass spectra (both MS and MS/MS), UV-
VIS absorption spectra and retention times were recorded. 12 PC were identified in the plant material and
the significantly higher relative contents of these PC were observed in HI samples. The major differences
were observed in the relative content of luteolin derivates, which are known for their antioxidative
properties. Due to that property, these compounds can reduce oxidative damage induced by intensive
PAR.



