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Uvod

V posledni dob¢ se za¢ind i u nds vénovat zvySend pozor-
nost alternativnim zptisobtim hospodateni na zemédélské pu-
dé, zejména v okrajovych hrani¢nich oblastech. Jednou z moz-
nych alternativ je péstovani novych nebo netradi¢nich druhii
1é¢ivych rostlin, které by mohly byt bud surovinou pro farma-
ceuticky primysl, anebo by extrakty z nich mohly slouzit jako
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potravni dopliiky, resp. potraviny urcené pro zvlastni vyzivu.
Jednim z hojné studovanych druhti 1é¢ivych rostlin v posledn{
dobé jsou i rostliny rodu Echinacea.

Rostliny rodu Echinacea pochdzeji ze Severni Ameriky,
kde je pouzivali jako 1écivé rostliny (kofeny) pii fadé nemoci
jiz americti Indidni'. Do Evropy se Echinacea dostala asi pied
300 lety a zpocdtku byla péstovdna jen jako okrasnd rostlina.
V soucasné dobé se Echinacea purpurea (L.) Moench (tfapat-
ka nachovd) uspésné péstuje ve velkém jako lécCivd rostlina
nejen v Americe, ale i v Evropé a v Australii. Kromé trapatky
nachové se péstuje i E. angustifolia DC. (tfapatka uzkolistd),
méné pak E. pallida (Nutt.) Nutt. (tfapatka bleda).

Trapatky obsahuji celou fadu ldtek s lécebnymi ucinky.
Prepardty z tfapatek se nejcastéji pouzivaji pii onemocnén{
hornich cest dychacich a chiipkdch. Na imunostimulac¢nich
ucincich se podili cely komplex ldtek jak poldrnich, tak lipo-
filnich!™. Jsou to napf. derivéty kyseliny kavové (kyselina
kaftarovd, chlorogenovd, cichorovd), echinakosid, verbako-
sid, polysacharidy, glykosidy kvercetinu, pryskyfice, silice,
polyeny, polyyny, alkylamidy. Na obrdazku 1 jsou uvedeny
vzorce nékterych fenolickych latek nachdzejicich se v trapat-
kdch. Z fenolickych latek je nejvice pozornosti vénovano ky-
seliné cichorové a echinakosidu. Kyselina cichorovd a kafta-
rovd jsou hlavni slozkou kofene a nadzemni casti tfapatky
nachové, echinakosid je dominantni fenolickou latkou kofene
trapatky uzkolisté a trapatky bledé.

Obsah kyseliny cichorové v kofenech tfapatky nachové
dosahuje a7 20 mg v 1 g susiny*. Rozdil v obsahu kyseliny
cichorové v riznych genetickych liniich tfapatky nachové
muize byt aZ étyfndsobny’. Mnozstvi kyseliny cichorové a os-
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Obr. 1. Schematické vzorce nékterych fenolickych latek z trapatek
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tatnich latek samoziejmé zdvisi na dobé sklizné, na zptisobu
suSeni a zplsobu extrakce rostlinného materidlu. NejSetrnéj-
$im zpisobem susen{ je lyofilizace. Pfi suseni horkym vzdu-
chem (40 °C) dochazi k 10-15 % ztrité kyseliny cichorové.
Podle literarnich tdaji® maze byt pfi suseni pii 25 °C ztrita az
50 %, pii 70 °C je ztrdta asi 80 %. Bylo zji$téno, Ze mnozstv{
ucinnych latek v tfapatce nachové se zvysuje ;)ﬁ prebytku
dusiku v substratu vzhledem k ostatnim Zivindm'.

K laboratorni extrakci fenolickych latek se pouzivd pre-
vazné suchy rozemlety rostlinny materidl. Extrahuje se nejcas-
téji methanolem v Soxhletovée pfistroji. Bauer a spol‘8 extra-
huji 1 g suché drogy 1 hodinu v Soxhletové piistroji 50 ml
methanolu. Jako optimédln{ pro tfapatku nachovou doporucuje
Kim a spol.® 5 hodinovou extrakci 1 g suché drogy 50 ml
methanolu v Goldfischové pfistroji. Optimdlni pro spole¢nou
extrakci kyseliny cichorové a alkylamidl je podle Stuarta
a Willse’ 60% ethanol. ,,INA Methods Validation Programs*'°
navrhuje extrahovat 0,125 g suchého materidlu 25 ml smési
ethanol-voda (70:30). Néktefi autori pouzivaji k extrakci 70%
ethanol v kombinaci s ultrazvukem™''. Nepolarni litky se
z extrakti odstranuji ¢isténim pies SPE kolonky s naplni C18
(cit.%'?). N&kteii autofi odstraiuji z rostlinného materidlu nej-
prve nepoldrni ldtky, a to extrakci chloroformem, poté ndsle-
duje extrakce methanolem'?,

Kyselina cichorovd podléhd velmi rychle enzymatické
degradaci, proto §tavy pfipravované z Cerstvych rostlin neob-
sahuji prakticky Zadnou kyselinu cichorovou. Kyselina cicho-
rova se pii enzymatické hydrolyze rozpadd na kyselinu kafta-
rovou a kavovou'”,

Extrakty z trapatky nachové se pouzivaji jako potravni
dopliiky (potraviny urcené pro zvlastni vyZivu), nejcastéji ve
formé tinktur, vodné-ethanolovych extraktti a §tdv z Cerstvych
rostlin. Suchd droga, vétSinou nadzemni ¢ast tfapatky nacho-
vé, se pouzivd i k pripravé bylinnych caju.

Jak je vidét z vySe uvedeného literarniho piehledu, udaje
tykajici se obsahu ucinnych litek v extraktech a zpusoby
extrakce se navzdjem velice lisi. LiSi se, nebo chybi nejen
udaje o zplsobech extrakce, ale i chromatografickd data pro
dominantni fenolické latky. Nékteré starsi udaje uvadeéji i re-
tenéni data, kterd neodpovidaji novéj$im ddajim. K tomu
vSemu je tfeba pripocitat problém standardd. Firmy vétSinou
nabizeji provedeni analyz jiZ hotovych extraktd, které zdkaz-
nik mize sim dodat. Hlavnim cilem nas$i prace bylo tedy
prostudovat vliv organickych poldrnich rozpoustédel a vody
na mnozstvi kyseliny kaftarové, kavové a cichorové v riznych
extraktech z nadzemni ¢dsti tfapatky nachové pii pouziti ma-
cerace drogy jako nejbéznéjsi techniky extrakce a ovérit udaje
v literatufe tykajici se retencnich dat hlavnich fenolickych
latek v podminkdch vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Experimentalni ¢ast
Pouzité chemikdlie

Methanol a acetonitril (LiChrosolv Gradient grade, Merck),
85% kyselina o-fosforecnd (Lachema), kyselina kdavova a ky-
selina chlorogenovd (Aldrich), kyselina kaftarova (Dalton Che-
mical Laboratories, Kanada), rutin (Sigma), kyselina trifluo-
roctovd (Fluka), potravindisky 96 % ethanol (Obilni lihovar
Kralupy nad Vltavou).
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Pristroje

Kapalinovy chromatograf HP 1050 (Hewlett-Packard, USA),
DAD detektor HP 1054 (Hewlett-Packard, USA), kolona C18
3 um, 2x150 mm (Luna Phenomenex, USA). Nastiikovany
objem byl 5 l, analyza probihala v gradientu acetonitril-voda
s ptidavkem 0,15 % trifluoroctové kyseliny, sledované litky
byly detegovany pfi 330 nm (data byla zaznamendna v rozsahu
190-600 nm).

Centrifuga (Tomy Tech PMC - 060, USA), nozZovy mly-
nek VIPO (CR).

Rostlinny materidl

Rozemletd suSend nadzemni Cdst trapatky nachové, rok
sklizné 2000 (mleti rostlinného materidlu po dobu 2 min na
mlynku VIPO).

Vysledky a diskuse

Ve vSech extrakénich pokusech se vychdzelo z 0,2 g roze-
mleté susené drogy, ke které bylo nejprve priddno prvni ex-
trak¢ni ¢inidlo v mnozstvi 1,5 ml a po uplynuti extrakéni doby
byl k této smési pfiddn 1 ml druhého extrakéniho cCinidla.
Béhem extrakce byla smés nékolikrdt intenzivné protiepdna.
Po uplynuti extrak¢éni doby byla smés centrifugovana, roztok
byl odebran a ulozZen pii —18 °C. Pouze pii extrakci vrouci
vodou byl cely objem vody (2,5 ml) pfiddn najednou a po dobu
15 minut byla teplota udrzovdna blizko bodu varu. Poté byla
smés ochlazena a centrifugovana. Podrobné schéma extrakce
je v tabulce L.

Z tabulky 1II je vidét, Ze Cisté alkoholy extrahuji pti poko-
jové teploté jen velmi nepatrnou ¢ast sledovanych fenolickych
latek, pficemz o néco uc¢innéjsi je methanol, zejména pro
kyselinu cichorovou. JestliZze pouzijeme pro extrakci samot-
nou vodu nebo smés voda—methanol, je extrakéni efekt pro
kyselinu cichorovou velmi slaby, stejné jako v pfipadé Cistych
alkohold. U kyseliny kaftarové, kterd v podminkéch kapalino-
vé chromatografie na reverzni fazi C18 eluuje dfive nez kyse-
lina cichorova (je tedy relativné o néco poldrnéjsi), je vytézek
extrakce pouhou vodou daleko vétsi nez vytézek extrakce
alkoholy, jak je také vidét z poméru kyseliny cichorové a kaf-
tarové (posledni sloupec tabulky II). PouZijeme-li k extrakci
25% methanol, dochdzi ke zhruba dvojndsobnému zvyseni
vytézku u obou kyselin.

Nejpouzivanéjsi zplisob extrakce je podle némeckého 1é-
kopisu zptisob, kdy je droga nejdiive extrahovdna ethanolem,
poté se pfidd tolik vody, aby mnozZstvi ethanolu ¢inilo 60 obj.%
a extrahuje se ddle po stejnou dobu jako u ¢istého alkoholu.
V nasem piipadé Cinily vytézky (v soustavé ethanol, poté
stejné mnozstvi vody) 60 % pro kyselinu cichorovou a 73 %
pro kyselinu kaftarovou. Doba extrakce nehraje v tomto sys-
tému podstatnou roli. Jak je vidét z tabulky II, dochdzi po
dvouhodinové extrakci k poklesu vytézku pouze u kyseliny
kaftarové o cca 8 %. Zaménou ethanolu za methanol, coz ale
neni systém vhodny pro farmaceutickou, resp. potravindrskou
vyrobu, ziskdme maximdlni mnoZzstvi obou kyselin, a tato ¢isla
byla zvolena jako referen¢ni vztaznd hladina pro vypocet
vytézku extrakce u ostatnich systému.
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Tabulka I
Schéma extrakce fenolickych ldtek z nadzemni Casti tfapatky
nachové

Extrakcéni Doba extrakce [h] Teplota Pocet
metoda 1. extr. ¢inidlo 2. extr. ¢inidlo ['Cl vzorki
1. 24 24 25 2
ethanol ethanol
2. 24 24 25 4
methanol methanol
3. 24 24 25 6
H,0 H,0
4. 24 24 4 2
H,0 H,0
5. 24 24 25 4
25% methanol 25% methanol
6. 24 24 25 3
methanol H,0
7. 168 168 25 3
ethanol H,0
8. 1 1 25 3
ethanol H,0
9. 24 24 25 4
H,O methanol
10.% 0,25 100 3
H,0

*Ke vzorku jednordzové pfiddano 2,5 ml vody

Tabulka II
Obsah kyseliny cichorové a kyseliny kaftarové v extraktech

Extrakéni Kyselina
metoda cichorovd  kaftarovd  cichorova/
[%] [%] kaftarova
1. 0,4 0,3 5,7
2. 14,9 42 14,4
3. 4.8 42,9 0,5
4. 3,0 17,2 0,7
5. 40,7 80,3 2,1
6. 100* 100* 4,1
7. 59,8 73,3 34
8. 58,3 64,8 3,8
9. 19,9 48,7 1,7
10. 78,4 125,1 2,6

2Obsah kyseliny cichorové v methanol-vodném extraktu (¢. 6)
je 16,055 mg.g”", obsah kyseliny kaftarové je 3,904 mg.g”'
suché drogy

Nejzajimavejsi jsou vysledky ziskané pti extrakcei tfapatky
nachové vrouci vodou, pfi které dochdzi k 80 % vytézku
u kyseliny cichorové, ale 125 % vytézku u kyseliny kaftarové
— Caj pripraveny z tfapatky bude tedy obsahovat velké mnoz-
stvi polarnich (fenolickych) latek. Je vidét, Ze mnoha staletimi
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Obr. 2. Chromatogram vodné-methanolového extraktu z tiapatky
nachové; HPLC: mobilni fdze A 5% acetonitril + 0,15% kyselina
trifluoroctovd, mobilni fize B 80% acetonitril + 0,15% kyselina
trifluoroctovd, gradient: 0—20 % B (25 min), 20 % B—40 % B (35 min),
prutok: 0,25 ml.minfl; 1 —kyselina kaftarova, 2 — kyselina kdvova, 3 —
kyselina cichorova

provéfend lidskd zkuSenost v piipravé ndlevii md také své
raciondlni jadro.

Obsah kyseliny kdvové je nejvyssi v extraktu voda—me-
thanol (0,22 mg.g~' suché drogy), o néco méné Ije kyseliny ka-
vové v extraktu 25% methanolem (0,18 mg.g ). U vodné-al-
koholovych extrakti je obsah kyseliny kdvové 0,10-0,12mg.g™".

Zajimavd jsou i data o rozptylu namétenych hodnot vytéz-
kd extrakei (R.S.D.). Nejvétsi rozptyl hodnot (72 %) byl
zjistén u obsahu kyseliny cichorové ve vzorcich extrahova-
nych vodou pii pokojové teploté. Hodnoty kolem 30 % by-
ly zjistény v extraktu voda—methanol a v extraktu 25% me-
thanolem. Velmi maly rozptyl hodnot je u vodné-ethano-
lovych extrakti (5-8 %) a u extraktd vrouci vodou (neceld
2 %).

Jak je vidét z provedenych extrakénich pokust, je nej-
vhodnéjsim extrakénim postupem skute¢né dvoustupniova ex-
trakce (nejdiive Cisty alkohol-ethanol, pak po urcité dobé
voda). Takto pripravené extrakty obsahuji jak latky poldrni,
tak i latky méné poldrni. VSechny extrakty byly analyzovany
pomoci kapalinové chromatografie za podminek popsanych
v experimentdlni ¢asti. Vzhledem k tomu, Ze nebyl k dispozici
standard kyseliny cichorové, byla méfena relativni retencni
data hlavnich fenolickych ldtek a byla zjiSténa vynikajici
shoda s jedinymi dosud publikovanymi udaji relativnich re-
tenénich dat'’. Reten¢ni Gasy sledovanych litek byly také
porovnavany s retenénimi ¢asy nékterych dalsich latek uvade-
nych v literatuie®', pii¢emz byly pouzity rizné mobilni fize
(voda—acetonitril-trifluoroctova kyselina, voda—acetonitril-ky-
selina o-fosforecnd) i gradienty. K dispozici byly standardy
rutinu, kyseliny kaftarové, kyseliny kdvové a kyseliny chloro-
genové. Mnozstvi kyseliny cichorové bylo pocitdno z kali-
bra¢ni ktivky pro kyselinu kaftarovou. Na obrdzku 2 je ukdzka
chromatogramu extraktu tfapatky nachové s vyznacenim hlav-
nich fenolickych latek.
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_Tato studie byla podporena vyzkumnym zdamérem UEK AV
CR ¢ AV0Z6087904 s ndzvem:,, Ekologie clovékem ovliviiova-
né krajiny “.
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The main goal of this study was the investigation of various
extraction procedures of the Echinacea purpurea plant mate-
rial in order to optimize the yield of phenolic compounds, such
as caftaric acid, caffeic acid, cichoric acid, to establish their
relative HPLC retention data together with retention data of
rutin and chlorogenic acid and to compare them with the
literature data. The most useful was the extraction with me-
thanol or ethanol, followed by extraction with dilute alcohols
(60 % v/v) after addition of water. Almost the same results
were obtained with boiling water. The measured relative re-
tention data for the phenolic compounds are in good agreement
with the data found in the very recent literature.



