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1. Uvod

Rostlinné produkty zaujimaly v Zivotlidi vZzdy ukité postaveni. A uZz se jednalo o
jejich objevovani a aftovné upadani v zaporémi a znovuobjevovani. Na &« roste piblizné
400 000 druh rostlin a z toho asi 20 000 m&iMe inky. Nicmérgé pouze kolem 500 z nich je
prozkouméano. Posledni dobou se lidé sdstajicim stresem a neustéle se zvySujicimi naroky
na sebe samé obraceji pradvtemto produkim a zajem o k&vky zaznamenava zvysujici se
tendenci.

Mezi tyto byliny pati i ostropestec mariansky Silypbum marianumL./ Gaertn), po
kterém neustéle roste poptavka a jehégtgvani se stale rozgje. Vyznamnou roli hraje ve
farmaceutickém pgimyslu, kde se vyuZivajifpdevsim jeho plodyHfuctus cardui mariag které
obsahuji komplex dinnych latek oznéovany jako silymarin, jehoZ ¢inky byly znamy uz
nekolik tisicileti pred naSim letoptem. Silymarin se pouziva hlavik regeneraci a prevenci
spravné funkce jaternich tkani & pinoha dalSich onemogmich, od Zlgnikovych potizi az po
rakovinu nebo zevni aplikaci na popalené t&an

Proto se pi péstovani ostropesgte marianského kladeiciz nejenom na kvantitu ziskané
drogy, ale zarowve na kvalitu semen, tj. mnoZzstvi silymarinového kdemu a jeho slozeni —
pomeér jednotlivych komponent. Obecnym zajmem je paleradl zvySovani obsahwianych
latek v semeni této rostliny,demuz byla vytvéenarada technologickych postap

To se stalo i fedmetem badani v této praci. Cilem bylo podlEgiozenych metodik
vyhodnotit nejefektivijSi metodu pro ziskani maximalniho &3ku &innych latek a dale
zhodnotit vliv elicitofi na zvySovani obsahgchto latek v semenech ostrogest marianského.
K vyhodnoceni se pouzila vysokidna kapalinova chromatografie (HPLC). &ih usekem se
stalo vypracovani technologického navrhu préstpvani této rostliny na ploSe 1-5 ha a

zpracovani produktu ¢etre ekonomické kalkulace.



2. Literarni reSerSe

2.1 L&ivé rostliny v historii

Lécivé vlastnosti rostlin a bylin rozpoznali acaéi pouzivat uz primati. Bylo pozorovano
mnoZstvi opic a goril, které opakowakonzumovaly ufité botanické druhy obsahujici chemické
latky pasobici jako analgetika, imunostimulanty, latky stéretlivymi Gcinky, proti pijmam,
latky podporujici zaZzivani nebo dokonce plodnostiifierstein, 2005).

Existuje rozsahly archeologicky vyzkum, ktery dakjez Ze |éivé rostliny vyuzivali i
nasi redci v prehistorické dab Ve staro¢kych kulturach lidé zasiné uzivali plody I€ivek
pro jejich ozdravné a psychoterapeutickénkly. Postupi se tyto vlastnosti zaly vyuZivat
experimentals v oblasti mediciny a psychiatrie (Halberstein, 200Prvni pisemné zminky
vznikly 5000 let p. n. I., jejich auté byli Sumerové (Raskin, et al., 2002).

Zaznamy ukazuji, Ze prvnidéelé si byli dolfe wdomi vzajemného propojenéla a
mysli ovliviujici uzdraveni a rekonvalescenci (Halberstein 5200

V Cing a Indii Ize dohledat zdroje o vyuZivani herbalmidiciny aZtyii tisice let zptng,
tj. priblizné 2100 let p. n. I. Prvni psané zaznamy pochazeji z doby kaigka 600 . n. I.

z Indie a 400 p n. I, kdy vCing vladla dynastie Zhou. Na rozdil od Aristotelovgpadniho
swta, ktery preferoval spiSe analyticky postoj kagkvi zalozeny na neopodstatych
piedpokladech, vychodni kultury povazovaly nemoci majev nerovnovahy mezi dma
energiemi, jez nas ovladaji po cely Zivot, a toenm(reprezentovany Zemi,dicem, vlihkosti,
tmou a pasivitou, tzv. Zensky aspekt) a Yangeredstavuje Slunce, sucho,ée a aktivitu,
tzv. muzsky aspekt). DalSim rozvojentirpdnich ¥d se za&aly rozdily mezi vychodem a
z&padem prohlubovat (Schuppan, et al., 1999).

Stai Egypané zhruba ijed 3000 — 6000 lety vytvib pi#imo propracovany elaborat
obsahujici zpisoby vyuziti farmakologickych latek ziskavanych fzqnich zdraj. Lékai
piedepisovali zejména analgetika, sedativa, |ékyahad&ni potiZze i BZné nachlazeni. Bylinné
extrakty se aplikovaly vnite, lokalné zevrg, inhalovaly se nebo se vytavaly mistnosti. Jako
lécebné progedky se uzivalo vino, ricinovy olej, marihuana,unpj mata a pivo vyrané
Z je&mene a pSenice. Egggné byli viastd prvni, kdo moderd pouzivali mnoZzstvi drog a

prokazali, Ze drogy se v medi€¢imohou efektiva vyuzit (Halberstein, 2005).



Zaznamy o bylinné ¢ pochazeji i z Mezopotamie, od Chetfvana, 1990).

Ve starémRecku, kde se kt&ni vyuZivaly byliny uz fed 3000 lety, Dioscorides
dokonce sestavil 24 knih pod nazvé&e Materia Medicakde velice detaikhpopsal pes 600
lécivych rostlin a jejich nalezité pouzivani, a stahd&k prvni terminologii. Nasledujici vyvoj
Sel ruku v ruce s objevovanim dalSickivgch druhi rostlin a vyplynul z experimeftjinych
kultur, jako Tib&ani, Aztéki nebo May. Aztékové dokonce #hi umét zuzitkovat na 132
lécivych bylin pro I&€bu specifickych chorob epilepsii goaje, ges dnu az po krvaceni z nosu
nebo akné (Halberstein, 2005).

LéCivé rostliny jsou tedy lidstvu znamy od nejstarSibbb. NaSi pedkové je zjevé
uzivali ktomu, aby se zbavilitznych nemoci a nedih které je od nepatti suZovaly.
Pripravou I€ivych odvaii, masti a mazani se zprvu zabyvaliektdi, masttkari a rnekde |
kouzelnici a kazi, ktei tajemstvi pipravy a pouziti Uzkostly stezili a tajili (Andrejev,
Barinov, 1990). Dobré i Spatné zkuSenosti se faldlqvaly z generace na generaci &ktarych
narodi jiz v davnych dobach byly snahy zaznamenat alespizo z €chto zkuSenosti a
poznatki slovem i obrazem #hoda, 1980).

ZlepSeni s sebou v 15. stoletines| vynalez Johanna Gutenberga, objev knihtiBila
piekladanarada @l, mezi nimi i rozltné herb#e, které v té dabpatily mezi nejprodavagjsi
publikace, nap Bock, 1577, Matthiolus, 1590, nebo Fuchs, 154Bp¥ herbéje uloZzen ve
Svycarském farmaceutickém muzeu v Basileji (Adaghs)., 2008).

Pozdiji, kdy se lékastvi za&alo vyvijet jako ¥dni obor, byla botanika dlouho jednou
z jeho hlavnich pomocnychd, neZ se osamostatnila farmakologie jako samagstetini obor
(Prihoda, 1980).

Vyrazného pokroku dosahl v 18. stoleti Svédsky m@taCarolus Linnaeus se svym
revolwinim taxonomickym dilen®ystema naturagl735), v 8mZ etabloval kostru pro moderni
biologickou taxonomii, a s jednim z jeho nejslggich &l Genera Botanica Critica Botanica
(ob¢ z 1737), ve kterych uvéaditgsnou identifikaci jednotlivych rostlinnych druta jejich
z&kladni charakteristiku se seznamem latinskychithézech drufi, které byly v té dobznamy.
Do téchto publikaci dodnes nahlizigaini botanici i zahradnici (Halberstein, 2005).

Jiny silny svazek s informacemi o rostlinach aKkis zdravi vytvél Friedrich Bayer
v roce 1897, kdeipdstavil synteticky vyrobenou kyselinu acetylsdbepu, aspirin. Jedna se o
obdobu kyseliny salicylové, ktera je aktivni slogkarbové kiry, a byla objevena zcela naheédn
jako Iék proti horéce a zimnici (Raskin, et al., 2002).

Chemické rozbory a biologicka studia vy8a mnohé, co bylo dlve znamo jen jako

zkuSenost, bez logického vydleni (Rihoda, 1980). Postupem doby se zrostlin plma
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a rozmanitych lékovych formach. éfecké zkoumani rostlinnych¢ianych latek pokraéilo
natolik, Ze gkteré z nich se vyr@i uméle a plr¢ nahrazuji girodni latky (Andrejev, Barinov,
1990). Dvacéaté stoleti vtomto ohledu slavilo trfureobyejny vzestup farmaceutického
pramyslu &l ohromny vliv na |ébu nemoci a prevenci, takZze se pildazachranit bezpet
lidskych Zivoti (Raskin, et al., 2002).

Swétova organizace pro zdravi (WHO) k roku 1995 zazsaata na 20 000 dé&ych
rostlin a jen 250 jich bylo k tomu samému datu yr@alano k identifikaci &innych latek. Od té
doby se udavd, Ze nejmeB5 % aktivnich latek v s@asré stanovenych syntetickych drogach
pochazi gvodre z rostlinnych zdraj (Halberstein, 2005). Protocdi@é rostliny maji a nadale
budou mit nenahraditelné misto ¢déné praxi, jak o piimém pouziti ve form l€Civych ¢aja,

tak i jako suroviny pro gimyslow vyrakéné leky (Andrejev, Barinov, 1990).



2.2 Ostropestec mariansky

2.2.1 Rvod

Silybum marianum(L.) Gaertner je napadna bylina podobna ptha a bodlakm
(Husékova, Lhotska, 1981). Synonynje pak nazyvan&arduus marianusPati do celedi
hvézdnicovitych, Asteraceae (Jegorov, 1996). Jako bodiaji ozna&uji i cizojazgna
pojmenovani, nap anglické milkthistle, francouzské chardon Matienémecké Mariendistel
(Stary, 2000).

Prav@&podobré poprvé je popisovan ve spisech Theoprasta (4.@tah. I.) pod ndzvem
.Pternix“. Ve stedowku byl popisovan ve vSech vyznamnych héidial&ivych rostlin, nap.
abatySe Hildegardy z Bingenu (1098 — 1179), HiemmayBocka (1593), Mattioliho (1626) nebo
Von Hallera (1755) a dalSich (Jegorov, 1996).

Ostropediec mariansky nepatv zadném fipact mezi typické kulturni plodiny a neni
ani pivodnim zastupcem naSi domacéteny (Spitzova, 1981). ive se gstoval pongrné ¢asto
v teplejSich oblastech argehodi i zplanoval na rumistich, v obcich a na pustych mistech i
kernatych (Husakova, Lhotska, 1981) a kamenitych &tha@Jaros, 1992), u nas je ale plevelny
vyskyt vzacny (Kubinek, 1987). S jehaspovanim WCeské republice se Zalo pasatkem 70. let
na Pardubicku (Moudry, 200-).

Rodové jménsilybumvzniklo pravépodobr z feckého slova silybon —isfpec, tejme
podle tvaru a velikosti uboru. Druhové jménmarianumse opira o starou legendu, Ze bilé
mramorovani na listech pochazi od mského mléka bohorotky. Je mozny i dalSi vyklad, ze
Mariino jméno nélo zdiaraznit vyznamné kévé (&inky ostropedte (Stary, 2000).

Pivodem pochazi ze idomdi (Jarta, Zentrich, 1995), kde je pro svou ostnatosti list
¢asto vysazovan jako ochranny plot kolem malychnZ&dkych poléek proti kozam spasajici
vSe zelené. Jeho aredl ale saha i dale na vycbadaté Asie (ve stepnich oblastediedhi Asie
ob¢as vytvédi souvislé porosty, tzv. bodlakovy les), oblastivKazu, Iranu a Syrie (Stary, 2000).
Dale tento druh najdeme na Pyrenejském poloostmmste i v severni Africe, na Madeia na
Kanarskych ostrovech (Husakova, Lhotska, 1981). dadsich teplejSich oblasti &a byl
zavlgen acasto zde zdomaeh(Stary, 2000), coz doklada vyskyt ostropestmarianského ve
stredni Evrog, ktery sahd az na sever Anglie, nebo v Severidira Americe a v jizni Australii
(Husakov4, Lhotska, 1981).



Jako Iéiva bylina byl ostropestc mariansky znam jiz v antice, kde se pouZivadym
jeho nazky g nemocech jater a Zloutence (Husakova, Lhotsk&1190d stedowku nachazela
tato rostlina uplatni predevsim v lidovém lgtelstvi i l€ékastvi (Spitzova, 1981). Pouzivala se
cela rostlina (Stary, 2000), listy aflemy még (Husakova, Lhotska, 1981), diquzovala se ji
moc v3eléku. V maloighledném souboru indikaci bylo zajimavé tvrzenidima pomaha od
bolesti v boku, paténzpisobenych nemoci jater a ghiku. AZ znamy &mecky Iék&é minulého
stoleti Rademacher se vyjddjasré (1851). Ostropestc &inkuje spolehli¢ proti jaternim
onemocgnim a k tomu telu doporgoval velmi slavnou a dlouho pouzivanou tinkturiseenen
ostropedte — Tinctura Cardui mariae G. Madaus vikladném kompendiu Lehrbuch der
biologischen Heilmittelgili v u¢ebnici I&€iv biologického @vodu, hlavi 1éCivych rostlin, kterd
vySla ve tech objemnych svazcich v Lipsku r 1938nwje ostropesti znanou pozornost. Neni
proto divu, Ze sjeho jménem spojena farmaceutickérna byla prvni, ktera tuto digku
zhodnotila ve znamém hromadmyrakEném |€ivém pripravku Legalon (Stary, 2000). Ztrey
terapeuticky efekt a také spelba preparétpro tuto skupinu chorob vedla k rychlému réesi
vySe jmenovaného dé&/a v evropském medicinském terénu a k intenzivmitgerkumu i v jinych
statech s rozvinutym farmaceutickymupryslem (Spitzova, 1981). Stejné sloZzeni ma u nas
vyrakeny Flavobion (Stary, 2000), coz je vlastiicercni verze Legalonu (Jaa, Zentrich,
1995).

Bez nadsazky tedy idemefici, Ze od doby, kdy byly évé inky této rostliny poprvé
nalezeny az do so¢asnosti, kdy se potifo izolovat aktivni komponenty a objasnit alespo
casténg jejich mechanizmuscdinku, uplynulo vice nez dva tisice let (Jegorow@p

V souwtasné dob zaznamenava tato rostlina rychly rozvégfovani (Spitzova, 1997) a
stala se naSi velkoploSmejpistovarjSi I&ivou rostlinou (Buchtova, DraSnarova, 2003).
Duvodem je hlava zajem farmaceutickéhopnyslu o drogu, v tomtoffpadc plody (semena) —

Fructus cardui maria¢Spitzova, 1997).



2.2.2 Botanicka charakteristika

Ostropedec mariansky je mohutnd jednolet&jppdré ozima (Stary, 2000), v naSich
klimatickych podminkéch vyjiman¢ dvouleta bylina (Spitzova, 1997). Dsta vysky 50 az 250
cm (Husékova, Lhotska, 1981) v zavislosti idmich podminkach (Stary, 2000).

Lodyha je silna, dole hustnahde fidceji olisttna a vyplgna deni, podobna benediktu
|ékarskému (Moudry, 200-). Na konci hlavni osy i os pashich vyfstaji veliké bohaté tubory
scervenofialovymi (Stary, 2000),firlka blea@ fialovymi (Opletal, Volak, 1999) nebo bilymi
kvéty o piméru 50 — 80 mm (Moudry, 200-). Maji kulovity zakravstechovig uspdadane,
ostni€ zubaté listeny (Opletal, Volak, 1999), které vy)ihv mohutné, Zlabkovité, nastp
ohnuté ostny (Husakova, Lhotska, 1981).

Ostropedtec je cizosprasny, hlavnimi opylaygsou «ela aémelak. Uplaiiuje se proto i
jako rostlina medonosna (Spitzova, 1997). Kvetéardence do za(Moudry, 200-) v zavislosti
na terminu vysevu (Spitzova, 1997).

Plodem je nazka 6 az 7 mm dlouha, hladka, thtawda nebo Sedokda s tmavsim
Zihanim (Husakova, Lhotska, 1981) s asi 10 az 15 dlonhym, lesklym, bilym chmyrem
(Husékova, Lhotska, 1981), jehoZtsiky jsou drsné, dole srostlé (&an Zentrich, 1995). Droga
je bez pachu a chutna ndkie (Opletal, Volak, 1999). V jednom Uboru se naghéolem sta
plodi. HTS je 25 — 30 g (Moudry, 200-).

Listy jsou zelené, Hdavé, pisedlé (Husakova, Lhotska, 1981), objimavé, tuhe, n
Zilnatine bile mramorované (Jaa, Zentrich, 1995), v obrysu podlouhle eliptickésklé, na
okraji ostnit zubaté (Opletal, Volak, 1999). Jsou charaktekstitm, Ze dofe svadji ded’ovou
vodu ke kaéenim (Stary, 2000). Kienovy systém je zkaé variabilni, zpravidla je mohugn
vyvinut kilovy korfen (Spitzova, 1997).

V naSich podminkéch sdipéstovani na zahradce vysévaji nazky az pazal podzim
nebo na jée. Ri letnim nebocasré podzimnim vysevu vykti nazky jest na podzim a mladé
rostlinky pres zimu ¥tSinou vymrzaji. Je vyhodné téz ostropestmariansky fedpsstovat, jak
je béZzné u jednoletych Kiin. Predpstované rostliny jsou staii§i a maji velky poet uboii
(Husakov4, Lhotska, 1981).

Rychle a spolehli& kli¢i (Stary, 2000). Pravrychlé klieni a mala odolnost mladych
rostlinek vi¢i mrazu jsou dvodem, pré u nas tato bylina nezdomage, ale jen fechodri

zplaiuje, zatimco v teplych oblastech — fiifad v asijskych stepich, jihoamerickych pampéach a



jihoaustralskych pustindch je obtiznym plevelemskyyujicim se v obrovském mnozstvi
(Husakov4, Lhotska, 1981).

Vzchazet z&ind 2 - 3 tydny po vysevu, v optimalnich podminkacpo 5 dnech.
(Kubinek, 1987). Zprvu vytud piizemni fizici velkych, chobotnatych ligts p@&etnymi dozluta
zbarvenymi trny (Stary, 2000). Zhruba po dvogsioich gechazi rostlina do generativni faze
charakterizované rychlym dlouzivyrmistem (Spitzové, 1997).

Individualnim skrem se semena sklizi i se slupkou, meti&inné obsahové latky se
nachazeji bezprastdreé pod osememim (Jaros, 1992). Celé, chfitg hlavice se teZou a ulozi
na Wtranych, suchych mistech, kde dozravaji. Teprvermose SiStice vymlati a plody zbavi
chmyru (Jata, Zentrich, 1995). Nazky dozravaji v zavislostiteaninu vysevu odervence do
z&i. Délka vegetace je vimeru ¢tyii mésice (Spitzova, 1997). V chladnych a destivychclete
zvlase ve vysSich polohach, se sklizposouva az na #a Vyhodou teplych nizin je kratSi
veget&ni doba, ¥tSi jistota dozrani zarfznivych podminek pro sklize Vynosy zde byvaji
vySSi, gijdou-li srazky ¢as a v dostatmé mie (Kubinek, 1987).

SuSené Ubory,fazavané fed rozketem, slouzi jako dekorativni rostliny do susenych
kytic (Moudry, 200-). SuSi se obracené idala vzdusSnych a stinnych mistech (Husakova,
Lhotsk4, 1981).

2.2.3 Technologie gstovani

2.2.3.1 Rdni a klimatické podminky

Ostropestec je plodinou znmé plastickou, kterou lzegstovat v Sirokych klimatickych
podminkach. ObeennejvysSich vynas je ale dosahovano na kvalitnfigg v klimatickych
podminkach blizkych aredluipodniho roz&eni. Tém zhruba odpovidaji podminkgpaského
vyrobniho typu (Spitzova, 1997).

V pitiznivych podminkach a vhodné expozici pozemku lggopestec gstovat az do
nadmdské vySky 600 m. Suma pnérnych dennich teplot se pohybuje mezi 1800-2000°C.
Kritickym obdobim fistu je faze fechodu k tvor kvétonosné lodyhy (Moudry, 200-) a s tim
spojeny prudky ndist biomasy, kdy vyZaduje rostlina dostatek vodyjviSi vynosy maiji
porosty, jejichz pimérna vyska dosahujeiplizné 2 m (Kubinek, 1987).

Vzhledem k velkému nastu nadzemni hmoty vyZzaduje ostropesti zn&né mnozstvi

Zivin. Optimalni je fida ve své staré sile, se zasobou Zivin podle rézadP dobrou, pofipad



vysokou (Spitzova, 1997). Velky vyznam tudiz matdtek organické hmoty a neutralnidmi
reakce.

Na lehkych jdach trpi nedostatkem vlahy. Zcela nevhodné jdaly prelke, pisité a
kyselé (Moudry, 200-). 8ké pidy jsou pro ostropeic mariansky fipustné, nesgji se vSak
piremokovat a byt utuZené.rPvybéru pozemkuje tiebase vyhnout vysusnymjiznim svatim
(Kubinek, 1987)

2.2.3.2 Vysev

Ostropediec neni nariny na gedplodinu. Jako nejvhodjsi Ize dopordit jetelovinu
nebo organicky hnojenou plodinu (Moudry, 200-), akeplodiny zlepSujici. Nejsou vSak
rozhodujici podminkou Ugphu. Mozné je Zazeni po obilovid. PEstovani ostropelte po
ostropedti se z dvodia béZn¢ znadmych i u jinych plodin nedopaie (Spitzova, 1997).
Semena, ktera ustanou hluboko vimé zpisobuji zapleveleni pozemku v dalSich letech
(Moudry, 200-).

Predsé&ova fFiprava je zhruba stejna jako pro jarni obilovintefBruje se Sirok@dkovy
vysev [Fesré secimi stroji (Spitzova, 1997). 8ieé urovnani povrchu jetdezité pro dodrzeni
stejnongrné hloubky vysevu. Norma vysevini 12 kg.h&, u presnych secich strivjze vysevek
snizit na 8 az 10 kg.Ha Sejeme do hloubky 20 aZ 30 mm (Moudry, 200-).niiarvysevu
v zavislosti na regionu spada ni@ben az duben (Spitzova, 1997). Vhodna je podzimutioka
orba. Na proschléuaé pii opozdném vysevu je Zadouci valeni (Kubinek, 1987) axasngé
zvySeni normy vysevu i hloubky seti (Moudry, 200Rhdmitka by negta chylEt, pokud byla
piedplodinou obilnina, jetelovina, luskovina nebgjwilea (Kubinek, 1987).

Podle zpisobu kultivace se teoreticky spon pohybuje v roZ2re20 x 0,30 m az 0,40 x
0,40 m u porost, které nebudeme plkovat. Spon 0,45 x 0,20 Ize pkovat mechanizaci
uréenou pro cukrovku. Na 1 by mslo byt 6 aZ 12 jedinc Teplota fidy pro seti by se &a
pohybovat kolem 5 °C,jgla se nema lepit (Moudry, 200-).



2.2.3.3 Vyziva a hnojeni

Problematikou optimalni vyzivy této plodiny se diet& zabyvaji pedevsim v oblasti
severniho Egypta (Ryant, 2005). Na¢figh pidach této oblasti je zaznamenano pozitivni
pasobeni davek dusiku 120 aZ 240 kg,hasp. fosforu 62 kg.Hana vynos naZzek, vynos oleje a
silymarinu (Omer, et al., 1998).

Pfi porovnéni @znych druli dusikatych hnojiv (m@pvina, siran amonny, ddsian
amonny, vSechny v davce 143 kg dusiku na hektaskypoje nejvysSi vynos nazek siran
amonny a jeho &dena aplikace ve dvou terminech poskytuje také ivygBos oleje a vSech
slozek silymarinového komplexu (Omer, 1996). Takésfedovani vlivu dvou davek dusiku 70
aZ? 140 kg.hd a # davek drasliku (46, 71 a 95 kghapisobi nejvyssi davky nést vynosu
nazek, vynosu oleje a obsah oleje v nazkach venarows nizsi hladinou hnojeni, avSak nemaiji
vyznamny vliv na obsah flavonolignaiOmer, et al., 1993).

Ostropediec je zde gstovan také pod zavlahami, kdié ypysokych davkach dusikatych a
draselnych hnojiv (476 kg N v ddésianu amonném na ha a 99 kg K v siranu draselnénana
dosahuje vysSiho vynosu nazek, vynosu oleje a aifiyma ve srovnani s nizSi Urovni hnojeni
dusikem a draslikem (238 kg N na ha a 99 kg K ng®@mer, et al., 1995). Procenticky obsah
oleje v nazkach a také obsah silymarinu vSak vysokiavkami dusiku jiz neni ovliwm (Omer,
et al., 1995,1998).

Efekt dusikatého hnojeni ostropest marianského byl zkouman takeé gnhecku, avsak
vynos nazek byl ovlivén negativi a obsah silymarinu se liSil od dusikem nehnojempstlin
pouze 0 0,03 % (Schunke, 1992).

V naSich podminkach ma mnozstvi srazékdm kritického obdobi mnohenttgi vliv
na vynos plod ostropedte nez Bzné mdni podminky a hnojeni. Hnojeni ostrofiestse tedy
nemusi vyrazé projevit zvySenim vynosu (Kubinek, 1987).

Davku dusiku Ize dopotit v rozmezi 60 aZ 90 kg.Ha(Moudry, 200-), ve srazkav
bohatSich regionech je vyhodné davku dusiiil. dednu az d¥ tretiny aplikovat pi preds€ové
piipraw a zbytek ve fazi 6 - 8 pravych listPausalé je mozné aplikovat cca 300 — 400 kg NPK
pieds&ové (Ryant, 2005). Organické hnojenitippo k ostropesti je vhodné, zapravi se
hlubokou orbou na podzim (Moudry, 200-).

Podle Ramcové metodiky 2, zroku 2003¢stpvani ostropeste marianského

Zemgdélského vyzkumného UGstavu Kreiiz, s. r. o. je pro podminkyeské republiky
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doporwovano aplikovat 45 az 60 kg N, 17,5 kg P a 33,2kkga ha. V praxi to znamena
aplikovat 200 kg.Ha NPK (19-19-19) a vifpads vysoké nebo velmi vysoké zasoby Kdp
100 kg Amofosu na ha na podzim. Né&ejge potom vhodné aplikovat 100 az 150 kg ¢hesnu
amonného fed setim nebo ihned po zaseti. Jako nejvésdregiony pro pstovani ostropeste
marianského je popisovana z&teska vyrobni oblastepaska nebo obiln&ka s hlubsSi hlinitou
padou a s velmi dobrou zasobou Zivin (Ryant, 2005).

2.2.3.4 Plevele, choroby a sikici

Ostropediec ma velmi dobrou konkur&mi schopnost &i plevelim. Velmi mu Skodi
odkérem vlahy plevele vytrvalé, jako pyr, pehaj. Zakladem rdeni plevel je mechanicka
kultivace, obvykle ve fazi Sesti pravych lisPo zapojeni porostu glkovani jiz nelze provad
(Moudry, 200-).

Zdravotnim problémem, zejména podhorskych oblastlisé Seda (Spitzova, 1997),
Botrytis cinereaktera ostropestc mariansky napad&quevsim ve fazi kveteni. Prevenci proti
této chorob je wWasny vysev (Moudry, 200-). V teplych regionech Skioouby roduFusarium
Cas odcasu je zaznamenan vyskyt patbkankového a v posledni dobskvrnitosti zgisobené
druhy roduAlternaria a Septoria(Spitzova, 1997).

NejvazrejSi chorobou je tracheomykdéza jinak nazyvana jakenc vadnuti. Hznaky
choroby se projevuji maséwd faze listovéirzice. Je to postupné vadnuti, Zloutnuti agdmaoiti
celé rostliny. U dosflych jedinai dochazi k zasychani poupat. Proto se vyplati asigiat nap:.
Fundazolem a pouZzivat biologicky vhodné osivo, &tasré zasejeme (Moudry, 200-). Protoze
chemicka ochrana proti cévnimu vadnuti je velmiioi# a znéné nakladna, da se jencit
uplatnit v praxi, snad s vyjimkou zvl&stennych kultur, gstovanych na malych plochach.

DalSi herbicidni ochrana je vicemééryieSena, povoleny jsou nididad pipravky Afalon
nebo Gesagard. Z ziwdnych Skidci Skodi mSice, housenky polyfagnichu@ki a babdky
bodlakové (Spitzova, 1997). Zasetd semena mohoabayat bazanti, dozravajici plody jsou

atraktivni pro ptaky, hlavhzvonky a vrabce (Kubinek, 1987).
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2.2.3.4 Sklizé

Sklizen je povaZzovana za nejnér@jSi ¢lanek agrotechniky. Ovliwje vynos i kvalitu
drogy. Obsah &innych latek je totiz fimo Unerny stupni vyzrani semen a vzhledem Kk jejich
postupnému dozravani wzanych patrech rostlin i v ramci Ubiorje odhad terminu sklizn
obtizny a sklizé pouze zcela biologicky zralych semen je technickproveditelna (Spitzova,
1997).

Sklizei se provadi sklizeci mlékou. Porost by # mit 30 % grezravajicich Ubdi, které
rozezname za suchéhoc¢psi podle otaeni Uboti a bileho chmif. VétSina zbyvajicich ubdér
by mela v té doks zasychat (Kubinek, 1987).

Pri vihkém paasi se ubory zaviraji, to je vhodné pro sKlizel sklizeci mlatiky se
demontuji pera ffthargce, vytasadla se nahradi vgsadly pro sklizé kukurice a zétSi se
mezera mezi mlaticim koSem a bubnem. Rostliny tojizji jesé zelené (Moudry, 200-).

Sklizet 1ze i pomoci techniky pouzivané pro sklizebilovin. Desikace je nezadouci
vzhledem Kk riziku obsahu rezidui v droze (Spitzd#07). Po vymlatu se plody &igti, dosuSi a
zbavi chmyru (Opletal, Volak, 1999). Semena je aulthem skladovani zabezfie pred

skladistnimi Skdci, zejména zavifem paprikovym (Spitzova, 1997).

2.2.4 Rstovani vCR

Na konci roku vydava Ministerstvo zédélstvi CR Situa&ni a vyhledovou zpravu
Lécivé, aromatické a keninové rostliny (LAKR), kterd je prakticky jedinyraouhrnnym
dokumentem o stavusptovani této skupiny rostlin@R (Drasnarova, 2005).

Nutno podotknout, e ziskani dat o zpracovani LAKREeské republice je velmi
problematické, sdileni informaci zavisi jen na d&Ha spolupraci jednotlivych zpracovatel
(LAKR, 2008).

Nasledujici tabulky ukazuji vyvoj ploch produkceiV§ch (Tab. 1), kéeninovych a
aromatickych rostlin (Tab. 2) a ostropgestmarianského (Tab. 3) u nas od roku 1996:
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Tab. 1 Vyvoj ploch produkce &vych rostlin vCR

Skliziiovéa plocha v | Produkce v t Vynos v t.hd
1996 5 306 3 636 0,69
1997 6 127 3570 0,58
1998 6 362 5282 0,83
1999 950 578 0,61
2000 2201 2118 0,96
2001 1500 974 0,65
2002 2841 2 086 0,73
2003 5162 3003 0,58
2004 5595 5257 0,94
2005 3211 2 596 0,84
2006 2429 1963 0,81
2007 2 369 1892 0,80

(Buchtovd, DraSnarova, 2003, LAKR, 2008)

Tab. 2 Vyvoj ploch produkce keninovych a aromatickych rostlinGR

Skliziovéa plocha v | Produkce v t Vynos v t.ha
1996 10 483 7314 0,70
1997 7018 5663 0,81
1998 3315 2039 0,62
1999 2 557 1 565 0,61
2000 4 818 2440 0,51
2001 4871 3292 0,68
2002 5118 3709 0,72
2003 6 259 4 286 0,68
2004 6 153 2 546 0,40
2005 5144 3245 0,63
2006 3429 2764 0,81
2007 2 815 2033 0,72

(Buchtova, Drasnarova, 2003, LAKR, 2008)
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Tab. 3 Vyvoj ploch produkce ostropéste marianského ¢R

Skliziovéa plocha v | Produkce v t Vynos v t.ha

1996 2400 2 064 0,86
1997 150 93 0,62
1998 120 156 1,30
1999 250 325 1,30
2000 1 300 1118 0,86
2001 1500 930 0,62
2002 2 500 2 000 0,80
2003 2 500 1 550 0,62
2004 2 500 1750 0,70
2005 0 0 0

2006 800 520 0,65
2007 750 450 0,60

(Buchtova, DraSnarova, 2003, LAKR, 2008)

Z tabulek je patrné, Zze po vyraznémusan ploch gstovani Iéivych, aromatickych a
koteninovych rostlin v letech 2003 a 2004 nastava s1\n@oslednich letech podle sitna a
vyhledové zpravy opay trend, kdy se ze#délci od pistovani léivych i koreninovych a
aromatickych rostlin odvraceji. Hlavninindbdem je pedevSim stéle sedmici situace v odbytu
téchto komodit v tuzemském prosti. Podle statistiCeského statistickéhoiadu CSU)
poklesly u nas sklimvé plochy LAKR v roce 2005 o 28,9 procenta opmatku 2004 na
celkovych 8 355 hektara tento trend poktaval i v roce 2006, kdy"SU zaznamenal dalsi
témef tricetiprocentni pokles ploch na kamgch 5858 hektdr S ohledem na vyvoj
klimatickych podminek v letech 2004 a 2005 nebypad produkce uamny Gbytku gstebnich
ploch. L&iveé rostliny se v roce 200&gtovaly na 2429 hektarech s vynosem 0,81 t/ftgm
jeS€ v roce 2005 zaujimalyéstebni plochy l&vych rostlin 3 211 hektaér tedy pokles ploch o
24,4 procenta (fibik, 2008).

Plocha pstovani ostropeiste marianského v poslednich letech vygakolisa (750 —
2500 ha) s gmernym vynosem 0,75 t.Ha Je ¥tSinou @stovan pro farmaceutické zpracovani,
které poZzaduje vysokou kvalitu produktu (LAKR, 2p0®roto se davaipdnost stalému a
oswdéenému pstiteli (DrasSnarova, 2005).
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Néklady na pstovani jsou zhruba srovnatelné s jarni obilovin®. primérném
hektarovém vynosu 1 t j@sty zisk v porovnani s obilovinou vy3si (Spitzo¥897).

Vykupni ceny léivych rostlin, tedy ceny ze#délskych vyrobd, jsou vyrazsg
ovliviovany gedevsim poptavkou na trhu, kvalitou i mnozstvim donprodukce a zavisi také
na objemu dovozu. V poslednich letech tyto cengmig stagnuji a jsou dovany vyhrada
nakupci nebo odirateli a zpracovateli. V iméru se pohybuji okolo 140 d¢fkg u kwtovych
drog, 55 K/kg u kaenovych drog a 50 #kg u listovych a néovych drog. V konkrétnich
piipadech vySe ceny odrazi obtiznosstpvani, sbru a poskliaové upravy, vedle prioritniho
faktoru nabidky a poptavky {Bik, 2008). Vykupni ceny za kg semene ostrapest
marianského v poslednich letech na tuzemském titemért stagnuji a pohybuji se okolo 24
K¢élkg (Dvardkova, 2006).
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2.3 Chemickeé slozeni

2.3.1 Lignany

Lignany jsou porarné rozsahlou skupinou sekundarnich metabatévnatych rostlin se
zajimavymi fyziologickymi dinky. Skladaji se ze dvou fenylpropanovych jednptdkré jsou
spojeny pes centralniff) uhliky obou postrannidretzci (Slanina, 2000).

Nazev lignany byl pro tuto skupindipodnich latek odvozen z toho, Ze sleniny byly
puvodné povazovany za meziproduktyfipbiosyntéze ligninu (g€ — G)n, polymeru rovez
slozeného z fenylpropanovych jednotek jako lign@y— Gs),. Dnes je ejmé, Ze vzhledem ke
strukture ligninu a lignaf pouze ®které z nich mohou slouzit k tomuteelu (Slanina, 2000).

Lignany jsou tedy pouze chemickyfilpuzné polymernim lignibm rostlinnych
burgcnych stn a byly nalezeny zejména véew, kde slouzi jako stavebni bloky pro tvorbu
ligninu. V sowasné dob je znamo jiz térdr 500 tchto slowenin a jejich pdet neustale nasta
(Beran, 2007).

Hojn¢ se nachazeji u nahosemennych rostlin ¢ehly) a u dvougloznych rostlin.
V rostlinach se mohou vyskytovat ve farmglykosidi, vétSinou jsou vSak iftomny ve forng
aglykoni. Byly nalezeny prakticky ve vSeatéstech rostlin, typickd je jejichfipomnost ve
diew, jak jiz bylo vySe zmi#no, kife stronti a v pryskyicich. U rékterych druli byl nejvyssi
obsah lignaf nalezen v semenech (Slanina, 2000).

ProtoZze se jedna o sk®mniny, které vykazuji antimikrobialni, antimitotigkantivirove,
antioxid&ni a antinutdni vlastnosti, pedpoklada se, Ze podabrjako jiné sekundarni
metabolity zvySuji rezistenci rostlin protiznym patogefim. Jejich nepolarni charakter jim
umoziuje snadnou prostupnost inymi membranami a schopnost ovlivnit wvilkach fadu
biologickych djt. Nekteré lignany se pouzivaji jako ¢leéa, nag. cytostatika etoposid a
teniposid. Vykazuji také vyraznou antivirovou aktiy véetns aktivity vaci HIV (Slanina, 2000).

Souwasny vyzkum se zattuje na lignany identifikované v lidském a &dim organismu
(Beran, 2007). Byly nalezeny v krvi a ficsavdai, vcetrg ¢lovéka. Tyto ,Zivaisné“ lignany
vznikaji ve stevech savt mikrobialni transformaci rostlinnych lign@&n(Slanina, 2000).
Strukturalrt pripominaji syntetické estrogeny (Zenské pohlavnimuory) a mohou {sobit jako
slabé estrogeny, nebo antiestrogeny. Tyto latkyi oeputradu pozitivnich zdravotnichéiinkd,
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pusobi nap. jako prevence onemogmi srdce a akhového systému, nebo rakoviny (Beran,
2007).

2.3.2 Flavanolignany a jiné d@inné latky

Flavonoidy jsou skupinou polyfenolovych latek, rétese od sebe 1iSi chemickou
strukturou a charakteristikou, vyskytujici se vdudtpmne v rostlinach. Jsou fpozenou
souwasti ovoce, zeleniny,fechi, semen nebotky a tak se staly i nedilnou s@sti lidské
stravy. Tida flavonoidi zahrnuje flavonoly, flavony, flavanony, katechingntokyany,
isoflavony, dihydroflavonoly a chalkony (Cook, Saamm 1996).

Vroce 1952 se Herzogovi a Hagedornovi gddazjistit, Ze aktivni slozkou semen
ostropeste marianského jsou pr&vatky flavonoidni povahy. Struktura dvou falvarior
silybinu a silydianinu byla objagna v roce 1960 Janiakem a Hanselem. DalSimi konmtame
smesi flavonoidi, souhrng ozna&ované jako silymarin, jsou silychristin a iso-bily. VSechny
tyto latky jsou tvéeny flavanonem taxifolinem (dihydrokvercetin), &muz je oxidativni adici
pripojena molekula koniferalkoholu. Vzhledem k tonze, koniferalkohol je obvyklou slozkou
ligninu, dostal tento typ flavonaidsouhrnné ozri@ni flavanolignany (Jegorov, 1996).

U ostropeste marianského jsou pakiané latky ze skupiny flavonolignaroznaovany
jako tzv. silymarinovy komplex, lokalizovany v oplioa osemeni pldd (Indrédk, Chytilova,
1992), kde se nachazfilpizné 70 az 80 % silymarinovych flavonolignarKien, Walterov4,
2005). NejdleziteéjSi z tohoto komplexu je s¥m latek s majoritnim zastoupenim silybinu,
silydianinu, silychristinu a také iso-silybinu. &hto ¢ty chemickych komponent je
terapeuticky vyuzivan diky svému hepatoprotektiunitginku silydianin a zejména silybin
(Indrék, Chytilov4, 1992), synonyrdamazyvan silibinin, 8kdy gramaticky chyb& psan jako
silybinin. Silybin gedstavuje sis dvou diastereom&rA a B zastoupenychiiplizné v poneru
1:1. Bile kvetouci varieta obsahuje navic silandsitymonin, silyhermin a neosilyhermin A a B
(Kien, Walterova, 2005), které se v semenech féaloxetouci rostliny nevyskytuji (Jegorov,
1996).

Nazky ostropeste obsahuji také 26 — 28 % bilkovin, 25 — 35 %eoteyysokym podilem
kyseliny linolové (55 — 72 %) a olejové (15 — 26 &8 — 12 % nasycenych mastnych kyselin.
V pokusechCZU v Praze bylo dosaZenotpnérné olejnatosti 24,5 %,figemz znané rozdily
byly zpisobeny rozbory nestgjreralych nazek (Ryant, 2005). Vedle toho obsatenjiena jest
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histamin, thyramin, hidinu, sacharidy, malé mnoZzstvi silice (Indrak, Cloyta, 1992), tokoferol
(0,6%) a steroly, jako kampesterol, stigmasterefatsitosterol (Opletal, Volak, 1999).
Biosyntéza flavonoidl z fenylalaninu pedstavuje fadu specifickych enzymatickych
reakci, nizka stereospecifita nasledné oxidativiiicea koniferalkoholu je v souladu
s predpokladanym radikalovym mechanizmem této reakobipajici jakin vitro, tak in vivo.
Struktura flavonolignain je neobyejnou ukazkou stereochemickych moznosti oxidatadice
olefinu (koniferalkoholu) na fenol (taxifolin). Tviba 1, 4-benzodioxdmn pii niz reaguji ob
sousedni fenolické skupinid’, 4°), poskytujectyii stereomery nalezené vipdni sngsi: dva
silybiny, kde jea-uhlik koniferalkoholu vazan n&'-O nalezejici C-kruhu taxifolinu. Vzhledem
k ptitomnosti dalSich choralnich center v molekule rjejnotlivé stereomery odliSné viastnosti
a lze je tudiz rozliSit kapalinovou chromatografiachiralnim systému. Podle fjaali eluce byly

jednotlivé silybiny a iso-silybiny oziany A a B (Jegorov, 1996).

1silybin A 2silybin B 3isosilybin A 4 isosilybin B 5 silychristin 6 isosilychristin 7 silydianin 8 taxifolin

Obr. 1 Chemicka stavba&kterych &innych latek(Nam-Cheol Kim,et al, 2003)
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2.3.3 Kultivar Silyb

Jak jiz bylo zmidno, za nositele terapeutickéhdinku je povazovan silybin. Z toho
vyplyva, Ze droga jako pmyslova surovina by #ta mit v silymarinovém komplexu zastoupen
piedevsim silybin, a to v mnozstvi, které umozni jetalaci. V girozenych populacich obsah
komponent silymarinového komplexu zna kolisa a u jednotlivych individui se jéstiznym
zpisobem kombinuje. Zavisi také na c&ék vnéjSich vliva. V kong&ném hledisku to znamena,
Ze pirozené populace ipdstavuji z hlediska obsahu a slozemindych latek nehomogenni
soubor jedin@ problematickych z pohledu dalSiho zpracovani ¢dpd, 1991).

Vzhledem k tomu, Ze vipodnré péstovaném neSleciitém materialu byly koncentrace
silybinu nizké (0,2 — 0,6 %) a vzajemny pansilybin : silydianin kolisal, byla vysSlechia
pracovniky VUFB Praha silybinova chemovarieta Silvfznaujici se koncentraci silybinu asi
2 %, vy$sim vynosem (1 thpa vyrovnanosti. Na listinu povolenych adrbyla z#azena
v roce 1988 (Indrak, Chytilova, 1992).

V prabéhu psstovani tohoto kultivaru byla podchycena céd@la genotyfp odliSnych
kvalitativnim i kvantitativnim slozenim¢éinnych latek. Z nich nejzajim&jsi jsou individua
umozujici v dosti kratké dob vyslechéni kultivaru, v @mz chybi silybin, ale je vhodny
k izolaci ¢istého silydianinu. Slectini se zkratka stalo nejen nedilnou &&sii oboru l&vych
rostlin, ale zejména prasdkem k dosazeni standardni kvality surovin farmiceého
pramyslu (Spitzova, 1991).
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2.4 Farmakologické &inky

Ostropesec mariansky, jeho semena, listy, plody itekty jsou po staleti uzivany
v tradicni evropské medicénna I&€eni mtiznych chorob jater. Systematické studie aktivnich
komponent se datuji zhruba od 60. let a péil§fadodnes. Z hlediska hepatoprotektivnitiniu
pii akutnich otravach Ize rozliSovat dva hlavdinky flavonolignan, a sice ochranny efekt na
jaterni bugéné membrany (Jegorov, 1996), tj. stabilizuje a kggupronikani hepatotoxickych
latek do jaternich buwk (Fraschini, et al., 2002), a antioxttd efekt (Jegorov, 1996).

Silymarin je povazovan za velice bezpg |&ebny progtedek a existuje pouzeskolik
studii, ve kterych byly zaznamenany jeho iflmvé &inky, negastji Zaludeni potize.
Nicmére frekvence vyskytu takovych obtizi byla velmi nizkd — 10 % v kontrolovanych
pokusech). Zaznamenany byly ré&¥nnékteré dermatologické symptomy a bolesti hlavy.
Obecré Ize fici, Ze v disledku nizké rozpustnosti silybinu (ca. 0,5'gH,O) je prakticky
nemozné dosahnout toxické koncentriaceivo (Kien, Walterova, 2005).

Déle se jednaipdevsSim o prevenci adeu jaternich onemoéni zpisobenych viry,
bakteriemi, houbami a chemickymi jedy (tlumi hagkinky tetrachlormetanu CgIlnebo
falloidinu) (Opletal, Volak, 1999). €inek &chto jaternich jeti nag. CCL, thalnych soli,
ethanolu a dalSich spiwa v tvork® volnych radikah. Pri tomto typu otrav pevazuje dinek
silymarinu jako lap& volnych radikal, jeho inhibéni &inek na tizné oxygenasy a peroxidasy
a naopak pozitivni efekt na stabilizaci koncentnaeeedukovaného glutathionu. V souladu s tim
jsou silymarin, jeho jednotlivé konstituanty nebceridaty zahrnuty do standardnich
medicinskych postuppii akutnich otravach (Jegorov, 1996).

Pri akutni otra¥ nag. toxiny muchonirky zelené braniitomnost silymarinu navazani
toxini na burény povrch a aktivnimu transportu dovniuiky. VIiv silymarinu na propustnost
membran se zde jevi jako primarni ochranny efggha Wasné podani podst&tavysuje nadji
na geeziti (Jegorov, 1996, Schuppan, et al., 1999).

Neni bez zajimavosti zminit, Ze synteticky ziskalyer silybinu vykazuje iblizne
desetinasobny ochrannygidek proti poskozeni jaternich biknjednim z toxifi muchontirek —
falloidinem (Jegorov, 1996).

Podporuje syntézu RNA (Fraschini, et al., 2002)nfka rovréz do bur¢nych jader, kde
pusobi jako stimulator syntézy bilkovin a stimulagyntézy DNA. Stimulace proteosyntézy je
vyznamnym krokem umaiijicim opravu poskozenych biimych struktur a nahradu enzym
poSkozenych jaternimi toxiny. Stimulace syntézy DN@de k aktivaci buttného d@leni a

regeneraci jaternich beéik Zda se, Ze prévento efekgini flavanolignany vyjiménymi Iéky se
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specifickym @&inkem na obnovu jaterniho parenchymu i u chronigggSkozenych jater
(Jegorov, 1996).

Flavonolignany se vyuzivaji i jako stast antioxidanich smési (odstrauji z organismu
Skodlivé latky), uplatuje se rovaz jejich schopnost zvySovat tvorbu &l uvohovat kKece
(Opletal, Volak, 1999). Pozitivni¢inky byly prokazany i fi zrarénich popalenim, silymarin
pusobi protizastlivé a napoméha tak obnovovani popéalenych tkani (Toédwal., 2007).

Prokazaly seifznivé &inky pri 1é¢bé nékterych nadorovych onemogmi, nag. rakoviny
tlustého steva, ktera se fize dokonce kombinovat s trédi chemoterapii (Hogan, et al., 2007),
zejména se jehocinka vyuZiva k detoxikaci po a preventipri chemoterapii, kde méatznivy
vliv na kardiovaskularni systém (Greenlee, 200@%, potvrzuje i mnoho jinych vyzkuir(Post-
White, Ladas, Kelly, 2007, Hoh, et al., 2007, DeApgarwal, et al., 2007, ien, Walterova,
2005). Winnych latek Ize preventivnvyuzit i pi rakoving prostaty (Singh, Argawal, 2004) a
k potlateni vyvoje nadorovych onemasri, jako jsou rakovina prsu, vaj@ki nebo plic
(Argawal, et al., 2006).

Vzhledem ktomu, Zefada farmakologickych studii byla provedena se swarhr
flavanolignai ozna&ovaném jako silymarin, naskyta se logicky otazk&erk z nich je
nejaktivrejSi. Fi in vitro testu na ochrannycinek proti poSkozeni Cglvykazaly pozitivni
acinek silybin, silandrin, silymonin a silyhermin vemSi mie silydianin. B hodnoceni tychz
flavonoidi na ochranny &inek proti posSkozeni galaktosaminem bwingk silydianinu a
silymoninu vyrazg vySSi. V souhrnu lIzéici, Ze jednotlivé flavanolignany vykazuji podobny
acinek. Iso-silybin je vSak pra¥godobré nejmért aktivni (Jegorov, 1996).

V lidovém I€&itelstvi se semena ostrop@st zpracovavaji dvojim #asobem, a to hil
mleta ¢i drcena. OB receptury se pouZivaji téda od nepawti a zachovavaji maximalni
mnozZstvi dinnych latek (Jake, Zentrich, 1995). Semena ziskana individualniénesb z divoce
rostoucich rostlin dopotuje rozdrtit, d¢ minuty vdit a pit odvar po f®dchozim asi
dvacetiminutovém vyluhovani (Jaros, 1992). Taklipraveny odvar se dopafuje pit 2krat az
3krat dens (Véana, 1990). Jednotliva davka séipravuje z 1g drogy na pohar odvaru nebo
z jednécajové Iztky drogy na sklenici vody. &nngjsi formou je tinktura aplikovana 4kréat
denrg po 30 az 35 kapkach. Kr@nsemen se v lidovémdgelstvi uziva i list a kien, nap. pfi
bilém vytoku, pichani v boku, Zloutence, vodnatsin@argtu pohrudnice a plic a Ztnikovych
kamenech, kdy se aplikuje odvar z 10 g suSenyth kseré se asi 3 minuty pasiar 0,5 | vody
a necha se odstat (&an Zentrich, 1995).
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2.5 VIliv elicitori na obsah &innych latek v semeni ostropestte marianského

2.5.1 Stres rostliny a stresory

Pojem stres zavedl nfarsko-mecko-kanadsky fyziolog Hans Seley, ktery stres
definoval v dob tésné pied druhou sétovou valkou: ,Stres je nespecifickd (tj. nastésiapo
raiznych za&tZzich stereotyp¥) fyziologicka reakce na jakykoli narok na organisrkladeny.”
Slovo narok zde ma v sélslozku nadrrnosti, a proto &itel ceskych endokrinolag Josef
Charvat, zavedl pojem zgt Mluvime tedy o reakcich z@bvych nebo stresovych (Kiipa,
2002).

Negativni fyzikalni a chemické vlivy ¥siho prostedi (abiotické stresory) a negativni
biologické vlivy (biotické stresory) se mohou ugilatat vnitrodruhow mezi rostlinami stejného
druhu nebo mezidruhévmezi rostlinou a ostatnimi organizmy, zejménay,vivakteriemi,
promenlivost negativnich faktdruréitou mez (toleranci rostliny), Ize hokibo stresu rostliny, to
znamena, Ze se objevi poruchy struktur jednotliijetkci a nasledhi orgarn rostliny (Blaha,
et. al., 2003).

V zemedélské vyrolE je dilezity nejen vynos, ale i kvalita zrna. Kvalitou sezumi
optimalni chemické slozeni, optimalni anatomickénarfologicka stavba, Klivost a vitalita.
Stresory fisobi na celou rostlinu, tj. na femy, nadzemnéast, ovliviuji vynos a kvalitu zrna
jednak nefimo jeS¢ pied vlastni tvorbou semene tim, Ze oslabi rostlimeho pimo v dok
kveteni, oplodéni a tvorby semene (Blaha, et. al., 2003).

Skupina reakci, které se spusti pod vlivem stfeser nazyva stresovou reakci, jejiz
vysledkem je uiita Urover adaptani schopnosti. #chodi se nize zvysit i Urové odolnosti
vaci abiotickym stresam — tento jev je nazyvan aklimaci. Rostlina s¢Swou pokouSi o
toleranci vici stresu (Blaha, et. al., 2003).

Nekdy mohou jako stresoryipobit i tzv. stimulatory. Jsou to prakticky latlptjpravky,
preparaty, v SirSim pojeti postupy biologické, katni, chemické a jiné, které maji schopnost
piimo, nebo nefmo ovliviiovat fhst ¢i vyvin rostlin, mohou ovliviovat rostlinné tkan
v nhadzemni i podzemni hmiptobsah Z&doucich i nezadoucich metaiolityto metabolity
obsahuji velké mnoZstvi latek, z nichZkteré jsou zarove latkami &innymi. Tento tlak
pusobici na rostlinu vede k obrannym reakcim s nasied utvéeni sekundarnich metabadlit
(Dvorakova, 2006).
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2.5.2 Elicitory

Elicitor predstavuje latku, ktera se vyi¥do proniknuti patogena do organizmu rostliny
a spousti obrannou reakci rostliny. Elicitory lzezdlit na exogenni a endogenni. Exogenni
elicitory vznikaji ¢innosti patogena a jedna se o jeho metabolity. eénitkého hlediska sem
pafti nag. nekteré polysacharidy, specifické enzymy a peptidyd@genni elicitory se uviliji z
naru$ovanych buinych stn organizni. Radi se mezi & oligomery chitinu, oligoglukany a
glykoproteiny uvaohované hydrolyzou buiiné stny patogennich huldi oligogalakturonany
uvoliované z bu&né sény napadené hiky (Blaha, et. al., 2003).

Déle Ize elicitory klasifikovat jako obecné a drubospecifické. Obecny elicitor je
schopen spustit obrannou reakci v hostitelské ositielské rostlia , druhow specificky elicitor
indukuje obranu jen ve specifickém hostiteli (Ritera, 200-).

Elicitory uzité @i kultivaci rostlin in vitro ve farmaceutickém pmyslu nebo i na
mensSich zerudglskych plochach mohou byt organického i anorgariok@ivodu. Optimalni
koncentraci stejného elicitoru tiznych kulturin vitro v piipac jeho pozitivniho psobeni nelze
zevSeobecnit, je specifick@ro mizné kultury a dobu elicitace. dhnost elicitace zélezi na
mnoha faktorech, kteréasto fisobi synergicky, jako jsou $té&ultury, koncentrace elicitoru a
¢asovych periodach, ve kterych byl elicitor podav@licitor by nengl snizovat Zivotaschopnost
kultury, proto se obe@nuzivaji nizSi koncentrace elicito(Pexidr, 2004, Dvigkova, 2006).

Metoda elicitace vyuziva schopnosti rostlin reagava izné infekni patogeny celou
fadou reakci, jejichz vysledkem je zvySena tvorbkusdarnich metabofit P stresu tak
dochazi k uvalovani latek z bustnych sén rostlin a naslednk vytvoreni nizkomolekularnich
latek (fytoalexiri). Tyto fytoalexiny pedstavuji obrannou reakci rostliny a zanovednu z
moznosti iniciace genové aktivity za vzniku cityich enzyndi, které urychluji vznik
antimikrobialé  pasobicich sekundarnich metabilit Pati sem nagiklad flavonoidy,

isoflavonoidy, terpeny, steroidy, stilbeny aj. (Bstno, Misawa, 1985).

2.5.3 Elicitace kyselinou acetylsalicylovou ASA

Prvni syntéza ASA byla uskut@na v roce 1879 arpstoze od jejiho prvnihodébného
pouziti uplynulo vice jak 100 let, je i nadale téétka gednEttem zajmu medicinalni praxe a
vyzkumu. Stabilni formu ASA syntetizovalémecky chemik Felix Hoffmann u Bayer

v Leverkusenu. Poz{l byla kinna latka nazvana aspirinem spojenim "a" jako tkigracetyl,
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dale ¢astice "spir" ze slova spirea, tj. jména rostlikigra byla zdrojem salicinu a novy nazev
léku dostal koncovku "in", po léta pro medilanty oblibenou. Acetylsalicylovd kyselina
(Obr. 2) se neuziva pouze pro zngith bolestic¢i horelky, ale také jako prevence tvorby
krevnich sraZzenin - prevence ucpani tepenedy t proti vzniku infarktu myokardu (snizeni

agregability destiek) nebo mozkové mrtvice (Pexidr, 2004, Ealmva, 2006).

OH

R

Obr. 2 Kyselina acetylsalicylova

V fack pokudi se prokazal pozitivnidinek kyseliny salicylové jako elicitoru. Najejim
piidavkem v éznych koncentracich (0,5 - 20 mM) do b&amé kulturyCatharanthus roseusylo
zjisteno zvyseni celkovych alkalaido 505 %, 1587 % fenolickych latek, 612 % furanokuimu
a 1476 % anthokyaninu (Godoy-Hernandez, Loyola-8srd997).

V poslednich letech se roadje pouzivani kyseliny acetylsalicylové jako elicit na
hospodéské plodiny. Experimentanbyla owtrovana aplikace ASA ve vodném roztoku (0,2-2
mg/rostlina nebo 1 - 2 kg.Ha na rostliny (jémen, brambory, cukrovky), kdy se vyznamn
zvysil vynos a efektivita vyuziti vody (n&glad v j&menu az o 20 % a v cukrovce 0 10 %).
Ucinek aplikace ASA byl porovnatelny s Sesti e&etmi fytohormonem kyselinou abscisovou
(ABA). V nestresovych podminkach se ASA chovalajaktitranspirant a zvySovala osmoticky
tlak (n). Nicmér po nasledujicim suchém obdobi byla v t&fch rostlinach zvySena hodnota
(n) mensi nez v neogenych (50%) (Sramek, 2007).
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2.6 Stanoveni obsahudinnych latek

2.6.1 Chromatografie

Chromatografie je jednou z nejvyznajiiich analytickych a zarotieseparanich metod.
Umoziuje cEleni, identifikaci a stanoveni velkéhogboe anorganickych latek i organickych latek
obsazenych v ndjergjSich @irodnich i technickych sésich v Sirokém koncenttaim rozmezi
(Drbal, Kiizek, 1999), tj. poskytuje kvalitativni a kvantiteti informace o vzorku (Coufal,
2004). zaklady kapalinové kolonové chromatografopil na pa@atku 20. stoleti Cvet, botanik
ruskoitalského fvodu, ktery na sloupci uspne rozclil listova barviva. (Drbal, Kizek, 1999).

Mezi chromatografické metody patmimo jiné vysokodinna kolonova kapalinova
chromatografie (HPLC), plynova chromatografie (GL@bo chromatografie na tenké vistv
(TLC). Jednotlivé slozky se ro&dji mezi nepohyblivou (stacionarni) a pohyblivaadbilni)
fazi (Kopriva, 2002).

Pohyblivou fazi tvéi plyn nebo kapalina, faze nepohyblivad, cxmana jako sorbent,
muze mit velmi rozdilnou formu, n&pji mohou bytéaste&ky tuhé faze o velikosti jednotek az
stovek mikromeit, miZe to byt kapalina umista na povrchu inertniho nésici film kapaliny
na vnitni seén¢ kapilary (Drbal, Kizek, 1999). Tato faze vytiiatzv. chromatografické loze
razného tvaru, kterym protéka faze pohybliva (Kkep, 2002).

Pri styku €chto dvou fazi s&denymi latkami vzorku dochazi k vzajemnym interakci
které rozhoduji o gibchu separéniho procesu. Podle typnterakci je mozno dit jednotlivé
chromatografické metody (adsom, rozdlovaci, ionto¥ vymeénna aj.), jejichZz nazvy jsou vzdy
odvozeny od mechanizmu, na jehoz zaklatbchazi k separaci.fiPnastiku vzorku, nap.
dvojice latek, do chromatografické kolony se negpwytvai zOna obsahujici s¥a obou slozek.
Ty jsou potom unaSeny mobilni fazi a na kéloaplrené sorbentem dochazi k jejich rélehi
(Drbal, Ktizek, 1999).

Po vystupu prvni latky z kolony indikuje detekjeji pritomnost v eluatu a zaznamenava
tzv. elwni pik. Poté, co kolonu opusti ®bozcklené latky, jsou na zaznamu zapistgatrné
dva oddlené eléni piky (Drbal, Kizek, 1999), které majiiznou plochu a vySku, maji od sebe
riznou vzdalenost a v idealnintipad jsou symetrické a maji tvar Gaussovyvky. Poloha

piku na ose x uv&ta pomoci retemiho ¢asu (uéeno podle polohy vrcholu) &uwje, o jakou
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latku se jedna (kvalitativni analyza), plocha p(kebo jeho vySka) duje koncentraci latky ve
smesi (kvantitativni analyza) (Obr. 3). Identifikacdkp se provadi podle analyzyfegalem
piipravené smési o znamém kvalitativnim slozZeni, podle tzv. staddi snési, za stejnych

experimentalnich podminek (Chromatografie, 2009).

Obr. 3 Zaznam chromatogramu — kazdy pik odpojdidé slozce analyzované &n
(Chromatografie, 2009)

2.6.1.1 Vysokodinna kapalinova chromatografie HPLC

Vysokoinna kapalinova chromatografie probiha v ueamém systému a sgiva
v minimalni kompresibil& mobilni faze, malém vlivu teploty na separaci angmné aktivni
Uloze mobilni faze. Mobilni faze je kapalna (Drb€itizek, 1999).

Bézne se pracuje s tlaky od 1 do 60 Mpdi, pratocich mobilni faze v rozsahu od 0,1 do
10 ml.min'. PouZivaji se rovné kolony o délce 10 — 100 crigas&ji 10 — 20 cm s vninim
pramérem od 0,2 do 2 cm.iPdéleni slozigjSich snési se gkdy kolonyfadi za sebou. Velikost
zrn sorbentu se pohybuje mezi 3 — @f. PouZivaji se pulzujici membranova nebo pistova
cerpadla, kde ip kazdém pohybu pistu nebo membranyeep dochazi k vytkeni malého
objemu mobilni faze do systému. Vzorky se davkukrostiikackou pomoci tzv. ,stop flow"
ventilu, ktery umoituje kratkodobé rozpojenierpadla a kolony a po n#&g&u dojde opt k
propojeni (Drbal, Kizek, 1999).

V separani kolorg, ktera obsahuje stacionarni fazi (sorbent) a molézi (eluent)
probiha dleni. Patokem mobilni faze dochazi k prostupu jednotlivialbZzek kolonou. B
vhodre zvolenych podminkach je jejich rychlost natoliklisda, Ze jednotlivé slozky vytvd
odcklené zony, které postuprnopoustji kolonu ve forn& tzv. eluatu, coz je roztok slozky
v mobilni fazi (Obr. 4) (Kofiva, 2002).
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vzorek e

analyt

Obr. 4 Rozdleni jednotlivych slozek (Coufal, 2004)

Rozdilné analyty @ené latky) maji rozdilnou afinitu ke stacionérézifa jsou rozdike
zadrzovany a rozditnzpoal’ovany (Coufal, 2004).

davkovad
wysokotl.
mobilni iumpa M kolona p|  detektor
faze

pocitac s
tiskarnou

Obr. 5 Schématicky nakres kapalinového chromafadiChromatografie, 2009)
Zény lenych latek (analy) se Khem  postupu kolonou  rozgji.

Zére analytu v chromatogramu odpovida pik neboliceiukiivka, kter4 charakterizuje
koncentrani profil analytu v zéa (Obr. 6) (Coufal, 2004).
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Obr. 6 Kinetika separace (Coufal, 2004)

Pfi vhodré zvolené vinové délce je registrovana absorbanagtel Detektory
s prongnlivou a programo¥ meénitelnou délkou, tzv. diode array detektory, jsalhapné ve
zvoleném okamziku pro#it celé spektrum latky. Déale jsou roiiy detektory fotometricke,
meére béznym detektorem je refraktometricky detektor registi zmeny indexu lomu eluatu
(Drbal, Kiizek, 1999).

Bézre se pouzivaji rozpouitla misitelnd s vodou nebo jiné organické kapaljaip
metanol nebo acetonitril. Vysledkem je zaznamerdmgmatogram (Obr. 6) (High performance
liquid chromatography, 2009).

2.6.1.2 Chromatografie na tenké vrs& TLC

Tenkovrstva chromatografie (Thin Layer Chromatogsgpma d¥ podoby:

- rozcklovaci, kdy stacionarni faze je kapalina zachycetegnké vrsté a mobilni faze je
téz kapalna, a

- adsorpni, kdy stacionarni faze je tuhy adsorbent, ktexyspuasti tenké vrstvy, a
mobilni faze je kapalna (Coufal, 2004)

Jedna se o jednoduchowasto pouzivanou chromatografickou metodu, Izegrakterizovat
jako chromatografii v oteené kolow. Na tenké vrst je podstaté meér¢ stacionarni faze a
tudiz analyza rize byt velmi rychla v porovnani s kolonou (Sobobwi, 2007).

Pouzivaji se prakticky vSechny stacionarni fazeo jgko kolonovou chromatografii se
zrnitosti 5 az 4Qum, nag. oxid hlinity, silikagel, celul6za, ionto#nice, polyamid naneseny na
sklerenych deskach nebo hlinikovych foliich. Jako mobilaze slouzi cyklohexan, toluen,
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chloroform, dichlormetan, voda, aceton, etanol,amet, amoniak, kyselina octova a jejichésin
(Coufal, 2004).

Provadi se na deskach, na kterych je nanesena teskéa sorbentu. Na misto, vhadn
vzdalené od okraje desky (start), se nanese kafjgaé&lsnisi (Drbal, Krizek, 1999). Nanasi se
0,1 % az 5 % roztoky v mnozstvi 200 nl azy2@o skvrn o piiméru 2 az 6 mm (Coufal, 2004).

Po odpé&eni rozpou&dla se deska umisti do chromatografické komorynidose pedem
nasadi utité mnozstvi mobilni faze a komora se necha saatrparami rozpou&tel. Vyvijeni
se obvykle provadi vzestugntzn., Ze okraj desky se panalo rozpou&tdla Sikmo tak, aby
skvrna vzorku byla nad jeho hladinou. rozpeédEt vzlind vrstvou sorbentu a unési s sebou
délené slozky. Po «ité dok® se deska vyjme z rozposdla, to se nechd odiaa provede se
detekce, a to vybarvenim skvrn jednotlivych sloZek postiku chromatogramu vhodnym
¢inidlem, nebo prohlizenim chromatogramu v ultrafi@m s¥tle ¢i jinou technikou (Drbal,
Kiizek, 1999).

Analyty Ize stanovit imo na chromatogramu pomoci fotodozimetru (denstom), ktery
pievede skvrny analytna chromatogram s piky, jejichZz plocha jecamd mnozZstvi fislusSného
analytu ve skvré, nebo se analyty extrahuji z chromatogramu a sfas® vhodnou metodou
v roztoku (Obr. 7) (Coufal, 2004).

1 2 3 . & 7 8 signal
e .
P »
—» skenovani
chromatogramu o
1 svételny =droj 5 chromatogratn a
2 tocka & fotonasobid
3 monochrom ator 7 zesilovac
4 zrcadlo 8 zapisoval ’poloha

Obr. 7 Vyhodnoceni chromatogramu (Coufal, 2004)

Kvalitativni vyhodnocovani chromatogréamse provadi zgtenim hodnot retardaim
faktorem R (Obr. 7) jednotlivych sloZzek a jejich porovnanine standardnimi vzorky
chromatografovanymi za stejnych podminek. Vyhodnoge mozno provéstékolika zpisoby,

Z nichZ nejjednodussi je vizualni porovnani velikg&vrn stanovované slozky ve vzorku a ve
standardu (Drbal, Hzek, 1999).
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T d 14k

u = rychlost skvrny i-tého analytu
Un = rychlost ¢ela) mobilni faze

d =vzdalenost $edu skvrny i-tého analytu od startu
o = vzdalenostela mobilni faze od startu

Obr. 8 Mefeni hodnot retard¢aim faktorem (Coufal, 2004)

Jinou moznosti je vymyti skvrn jednotlivych sloAglag. po rozstihdni chromatogramu) a
pouziti rekteré z technik kvantitativni analyzy (rfagotometrie) ke stanoveni (Drbal fi&ek,

1999).
2.6.2 Elektroforéza

Elektroforéza pdt mezi elektromigréni metody, které vyuZzivaji rozdilné pohyblivosti
nabitych ¢astic ve stejnosénmném elektrickém poli. Pohyblivost nabityatastic zavisi na
velikosti naboje, velikosti a tvaru molekul, podikéch prostedi, ve kterém separace probiha a
na sile pouzitého elektrického pole. Tyto metodgskkuji vyhradi v kapalné fazi, obvykle ve
vodnych roztocich (Drbal, #zek, 1999).

Zatizeni pro klasickou elektroforézu (Obr. 9) se s&laé dvou elektrod uméstych do
rezervoail elektrolytu (obvykle tlumivého roztoku). Oba rezediry jsou vodi¥ spojeny
vhodnym médiem napustym elektrolytem. Cely systém je uzam ve schrance, aby
nedochazelo k odparu roztoku elektrolytu z porézmitédia. Jako médium se pouziva specialni

filtra¢ni papir napojeny elektrolytetn skleréna deska s vrstvou celulosygelu (Drbal, Kizek,

1999).

Zdroj konstantniho napéti

: papir nagojeny elektrolytem :

I
( I

Obr. 9 Zaizeni pro elektroforézu (Drbal,fkkek, 1999)
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2.6.2.1 Kapilarni zonova elektroforéza CZE

Kapilarni zénova elektroforéza (Capillary zone #igghoresis) neboli kapilarni
elektroforéza ve volném roztoku se provadi jakanaatlektroforéza bez nésiv tenké kapilée.
Kapilary jsou vyrabny z tavenéhoilemene a maji ochranny polyamidovy povlak, jséehke.
V misi detekce je maly podil povlaku odstéan Kapilara je bzn¢ 25 az 100 cm dlouha a jeji
vnitini povrch niize byt chemicky modifikovan kovalentnim navazanémngch latek. Uprava
povrchu je vyuzZivana prouzné &ely, nag. ke sniZzeni adsorpce vzorku nebo keémm
iontového naboje na kapilarnést (Klouda, 2005).

Hlavni vyhodou elektroforézy v kapilarnim provedgai moznost zvySovat svorkove
napsti pristroje az k hodnotdm 30 kV. Generované teplo jeeddno stou kapilary do
okolniho termostatového prostoru. Rychl&éstice je pimo un¥rna intenzi¢ elektrického pole,
proto jsou rychlosti migrujicich iofitvySSi oproti klasické elektroforéze (Drbakikek, 1999).

Zbénova elektroforéza se v s@snosti provadi ievazre v plosSnych usp@danich na
tenkych vrstvach gel¢i na félii acetatové celuldzy (polyakrylamidovy gelgarézy). Tlougky
gelovych vrstev jsou 0,2 — 1 mm, pouZivaji se pufrkoncentracich 0,005 — 0,05 mol.|
(Vavrova, 2008).

Do kapilary je na jejim anodovém konci zaveden gkdfl. — 10 nl). Davkované mnozstvi
je tedy giblizn¢ tisickrat nizSi nez u chromatografickych metod.aCkonce kapilary jsou
pondeny do vhodného tlumivého roztoku aii pl0 — 30 kV dochazi v kapité
k elektroosmotickému toku, kterym jsou jak katigntgk anionty transportovany grem
k detektoru. Bhem této cesty dochazi k separaci. O k¥aditleni rozhoduje zejména délka
kapilary, rychlost elektroosmotického toku a polwdit cElenych iont, ktera je zavisla na pH

roztoku a teplat, pri niz separace probiha (DrbaliiKek, 1999).

2.6.3 Srovnani metod pro stanovenidinnych latek v ostropeskci marianském

Pfi porovnani metody vysokdinné kapalinové chromatografie (HPLC) a
chromatografie na tenké vrst(TLC) byla v rekterych pokusech nalezena vysSi koncentrace
silybinu, pgrestoze fiprava vzorku k analyze jak TLC, tak i HPLC byl@jet.. Statisticky bylo

prokdzano, Ze mezi stanovenim obsahu silybinu wedrmmetodou HPLC a stanovenim
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spektrofotometrickou metodou, po ré#hi na jednotlivé komponenty pomoci TLC, existuje
vysoce pitkazny rozdil. Mvodem se stala reakce mezi diazotovanou kyselintfarslovou a
silybinem a iso-silybinem, které nejsou na tenkétwr rozctleny. U HPLC byla od&ena
koncentrace pouze silybinu, resp. iso-silybinu, ateb tchto komponent dochazi na koton
k rozdleni a jsou detekovany samostafmdrak, Chytilova, 1992).

Pri porovnavani HPLC a kapilarni zénové elektroford@ZE) bylo fiznymi autory
dosazeno podobnych vysladkv/elikinac, et. al., 2004, Quaglia, et. al., 198®asntka, et. al.,
2003). Obsah silymarinovych komponént droze dokonce koreloval s jejich antioxidami
Ucinky. Zajimavosti se stal&istota extraki ostropeste marianského, kdy seivysSi cistote
snizoval antioxidéni (&inek, coz bylo prav&podobré zpisobeno tim, Ze kestoty samotné iy
vySSi antioxidani (Cinek nez identifikované flavonolignany, a proto s&anou pednétem
dalSiho badani (Kvastka, et. al., 2003).

Experimenty za podoknpopsanych podminek prokazaly, Ze metoda CZE je vic
selektivni, zatimco metoda HPLC vice senzitivnil{fieac, et. al., 2004) s tim, Ze metoda CZE
neseparovala diastereomery isosilybinu a metodaCHpjich separaci umabije (Quaglia, et.
al., 1999) a v konmém vysledku udava nepatrivyssi celkové obsahy flavonolignanNa
druhou stranu metoda CZE je dvakrat rychlejSi atpnetod HPLC poskytuje lepSi separaci
silychristinu a silydianinu a diky své&gsnosti vyhovuje veSkerym farmakologickym Kritériim
(Kvasnitka, et. al., 2003).

Obecrt Izefici, Ze i pouziti metody HPLC a CZE se dosahuje srovnatéingsledk.

Pfi porovnavani metody HPLC a TLC bylo prokazano, vig na vysledek ma vzhledem
k obsahu ginnych latek rovaz i stupé umleti semen (rozdil az 26 %), doba ponechaniémlet
drogy gred dalSi extrakci (rozdil az 12 %),ispb utsreni baiky — vlivem negsnosti niize dojit

k casténému odpeeni extrakniho ¢inidla (aceton, bod varu 56,3 °C), a tim vl&stn
k zakoncentrovani silybinu (rozdil az 13 %), kwalitouzitého extrakihodcinidla a standardnich
latek (Indrak, Chytilova, 1992) a &gob extrakce (Subramaniam, et. al., 2007).
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3. Vlastni pokus

Cilem této prace bylo porovnat metodyippavy extraki ze semene ostropéste
marianského se zatienim na ziskani co nejvySSiho obsahéinmych latek a provést
optimalizaci extrakce vybranycltianych latek ze semene rostliny. Dale zhodnotit elicitori
na obsah vybranych¢innych latek v semeni rostliny, pouZzita byla kysealiacetylsalicylova
(ASA) ve tech fiznych koncentracich.

Pokusy byly uskutaény v roce 2007 na pozemcich Jieeké univerzity Weskych
Budgjovicich a pozemcich u Svarova v blizkosti Velky@patovic, které nam poskytlo
Zemedélské druzstvo ve Velkych Opatovicich ve spoluprdng. Martinem Pileem, AGRA
GROUP, a.s., &lIské Hostice.

Na pozemcich Jikeské univerzity bylo vyieno 16 pokusnych parcel, kazda o velikosti
1 n?, z nichZ 4 byly uteny pro kontrolu a posk byl na nich proveden pouze vodou, dakii
byly stikany kyselinou acetylsalicylovou o nizké [1@nol.I'] (0,1 ml/10 | BO), dalsistyi
parcelky o sedni [10* mol.l'] (1 ml/10 | HO ) a zbylétyti o vysoké koncentraci [Tdmol.IY]
(10 ml/10 I HO) ASA, jak ukazuje schéma na obr. 10.

Obr. 10 Schéma aplikovanych pilsii na parcelkach v arealu Jifeské univerzity
v Ceskych Budjovicich v roce 2007

K N S V

V S N K

S V K N

N K V S
K — kontrola

N — nizk& koncentrace ASA
S — stedni koncentrace ASA

V — vysoka koncentrace ASA

Semena ostropégse byla zaseta 4. kina, jednotlivé posiky byly aplikovany 27.

cervna, 16cervence a 13. srpna. Sklizprobshla ve druhé dek&dzai.
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Na pozemku u Svarova bylo pro pelty tohoto experimentu vytgno 20 parcelek o
rozméru 1x2 m a tyto byly ozri@ny 20 A - E, 21 A—-E, 22 A — E a 23 A — E (schéraabr.
11), picemz parcelky ozri@nécislem 20 slouzily pro kontrolu a paigt byl proveden vodou,
parcelky ozn&enécislem 21 byly gfkany nizkou [10 mol.l'], parcelky stislem 22 sedni
[10* mol.I"] a parcelky sislem 23 vysokou [I8& mol.I"] koncentraci ASA. Pro laboratorni

rozbor byla pouZita semena z rostlin z parcel dé&ngch pismeny D a E.

Obr. 11 Schéma aplikovanych pdsi na parcelkach u Svarova

22D 23D 20E |21E |22E | 23E
23B 20C | 21C |22C | 23C 20D | 21D
20A |21A |22A | 23A 20B |21B |22B

Zde prokhl vysev 23. dubna, jednotlivé paikly se aplikovaly 25¢ervna, 20¢ervence a

14. srpna. Sklizebyla uskuténéna v prvni dekaglzai.

3.2 Metodika pro porovnani pripravy extrakta s cilem maximalniho vy&zku a¢innych

latek

3.2.1 Metodika gripravy extrakta pro maximalni vytéznost &innych latek

Semena byla na laboratornim robotu rozemleta ndodorumouku — Srot. Datyt
Stohmanovych bask bylo odvazeno po 10 g Srotu aikg byly doplreny destilovanou vodou na
500 ml a jeden tyden de&iprotrepavany. Poté byly viozeny na jeden tyden do tetabws

1. baika @i 20°C

2. baika @i 30°C

3. baka pi 50°C

4. baika @i 60°C
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Obsah bagk byl zfiltrovan, extrakty ozngeny k analyze jako 1, 2, 3, 4 filtrat.

Do dalSich 4 Stohmanovych kfnbylo ot navazeno po 10 g Srotu a dagin na 500 ml

destilovanou vodou. Biky byly protepany a naslednuloZzeny v laboratd pii laboratorni

teplog 20 °C po tizr¢ dlouhou dobu. Poté byly zfiltrovany:

1.
2.
3.
4.

baka po 4 hodinach, zbylé prepany
baka po 8 hodinach, zbylé ptepany
baka po 24 hodinach, zbyla prepana
baka po 96 hodinach

Tyto baiky byly postupg oznaeny k analyze jako 5, 6, 7, 8 filtrat.

Do novych Stohmanovych bé&nbylo ogit navazeno po 10 g Srotu

1.

2
3.
4

baka doplrgna na 500 ml destilovanou vodou
baka doplgna na 500 ml 20% etanolem
baka doplina na 500 ml 40% etanolem
baka doplina na 500 ml 60% etanolem

(etanatecén destilovanou vodou)

VSechny baky byly uloZeny pi laboratorni teplat (20°C) na 96 hodin a de#&in

protrepavany, poté zfiltrovany a ozfemy k analyze jako 9, 10, 11, 12 filtrat.

Dale bylo vloZzeno 25 g Srotu do patrony Soxhletexdraktoru a extrahovano 6 hodin

chloridem uhl¢itym v digestdi. Poté byl Srot z patrony dan na hodinové skloyvmduchu se
nechal CCJ zhruba odpit. Nasledovalo suSeni v suséipti teplo 60-70°C.
Do 2 Stohmanovych bak bylo navazeno 10 g odtenéeho Srotu, dopbmo destilovanou

vodou na 500 ml, uloZendipaboratorni teplat po 96 hodin a derrprotepavano. Nasledovala

filtrace a ozn&eni jako 13 filtrat a 15 filtrat.

Do dalSich 2 Stohmanovych k#nbylo navazeno 10 g neodhgného Srotu, dopkmno

destilovanou vodou na 500 ml, uloZeriolpboratorni teplat po 96 hodin a dermprotepavano.

Nasledovala filtrace a ozéeni jako 14 filtrat a 16 filtrat.

Do novych Stohmanovych b&nbylo opt navazeno po 10 g Srotu:

1. baka doplrgna na 500 ml 80% etanolem
2. baka doplrgna na 500 ml 96% etanolem
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Pri laboratorni teplat uloZzeny na 96 hodin, zfiltrovany a ozeay k analyze jako 17, 18
filtrat.

3.2.2 Metodika pro vyhodnoceni vlivu elicitoru A& na obsah &innych latek v semeni

ostropestce marianského

Do odnerné baky o objemu 25 ml se navazil 1 g jetnpomleté drogy ostropdse
marianského. K navazce siédal 1 ml vody (redestilované) a nechala se 1 hodiat. Poté bylo
pifidano 23 ml srési acetonu (p.a.) a metanolu (p.a.) (26:20, vaktd gipravena srés byla
michdna 1 hodinu pomoci ultrazvuku, poté nasledovdl2 hodinovA macerace.
Acetonmetanolova frakce byla filtrovandep nylonovy filtr a extrakt byl 6xiedsn (100 pl

vzorku + 500ul metanolu).

3.3 Stanoveni @innych latek

3.3.1 Porovnani metod pro pipravu extrakta s cilem maximalni vy€znosti (€innych latek

Obsah silymarinu byl stanovovan vysokminou kapalinovou chromatograf(HPLC-
High Performance Liquid Chromatography rt&svoji varian Pro Star.

Jako mobilni faze byla uzita $sxmethylkyanidu a vody Siolavkem kyseliny fosfoksé.
Mobilni faze A: 10% CHCN + 0,1% HPO, (85%)— (100 ml CHCN + 900 ml extrepure D)
+ 1 ml HPOy; mobilni faze B: 50% CECN + 0.1%H3P0O, (85%)— (500 ml CHCN + 500 ml
extrepure HO) + 1 ml HPO,.

Gradient: 0 min. — 75% A; 20 min. — 37% A; 35 min37% A. Patok mobilni faze byl
0,25 ml/min. Zaznam a vyhodnoceni bylo provederto o= 288 nm. Data byla analyzovana
softwarem HP Chem Station (Hewlet Packard).

Standardy byly pipraveny v methanolu (Silydianin 1,18 mg/10 ml 4§CHH; Silybinin 1,22
mg/10 ml CHOH; Silychristin 1,36 mg/10 ml C#H). MnozZstvi silymarinu bylo pdtano
podle kalibr&ni kiivky pro silybinin.
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3.3.2 VIliv elicitoru ASA na obsah dinnych latek v semeni ostropestte marianského

Extrakty byly analyzovany pomoci vysokiiné kapalinové chromatografie s reverzni
fazi (RP-HPLC). Separace probihala na kdldtucleosil C 18 o roz#rech 4,6 x 250 mm
(zrréni 5 pum). Kolona byla spojena gqalkolonou napkénou sorbentem stejnych vlastnosti jako
v kolorg.

Jako mobilni faze byla uZita $s metanolu, acetonitrilu a vody Hgavkem kyseliny
fosforezné. Mobilni faze A: 22 % CH3OH (metanol) + 15 % B (acetonitril) + 63 % H20 +
0,5 % H3PO4; mobilni faze B: 40 % CH30OH + 20 % CHNBE€ 40 % H20 + 0,5 % H3POA4.
Gradient byl nasledujici: 0 min. — 100 % A; 30 mif0 % B; 35 min. — 100 % A. Celkowas
analyzy byl 40 minut. Rychlost {ioku mobilni faze kolonou byla 0,9 ml/min. Objenviavaci
smycky byl 20pl.

Detekce byla provedena pomoci diodového pole (DAR}a byla zpracovandipinove
délce 288 nm a vyhodnocena pomoci softwaru Inteeackraphics Version 6.5. Kvantitativni
hodnoceni bylo provedeno pomoci externi kalibragewgitim standardnich roztibk

Pro kalibraci kvantitativniho stanoveni silymaritayly pripraveny zésobni roztoky
taxifolinu (TX), silychristinu (SCH), silydianinuSD), silybinu A a B (SB A,B) a silybininu A a
B (ISB A,B) v metanolu. Z&hto zasobnich roztdkbyl pripraven smisny standard, jehoz
nared®nim byly dale pipraveny smisné standardni roztoky o koncentracich: 2,219 —ugiél
TX; 1,625 — 104 ug/ml SCH; 3,313 — 212 ug/ml S363 — 228 ug/ml SB A a B; 0,836 — 53,50
ug/ml ISB A a 0,352 — 22,5 ug/ml ISB B. Podminkyalgmy byly totozné jako ip stanoveni

silymarinovych extraki.
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4. Vysledky

Tab. 4 MnoZstvi @innych latek ostropesce marianského pro stanoveni dgjo¢jSi metody

extrakce
Oznaceni TX SCH SD SB ISB [ug.g™] Silymarin
filtratu [ug.g7] ho.g'l | [Mg.g] [ug.g'] | vyjadreno jako | [ug.g”]
silybinin

1 0,0 148,9 15,8 103,9 32,7 599
2 17,7 205,9 52,3 139,8 37,8 921
3 615,3 1015,1 108,5 743,3 119,4 5809
4 466,0 794,2 84,0 586,9 102,1 4529
5 46,5 41,9 1,9 45,4 28,1 388
6 24,5 24,4 1,0 31,3 8,9 211
7 34,0 25,4 1,1 32,4 9,7 247
8 12,3 80,3 7,0 65,4 147,9 685
9 8,1 81,3 4,6 83,5 175,9 776
10 377,6 852,9 97,1 798,9 150,4 4993
11 605,5 3242,2 669,3 4720,6 835,8 21646
12 748,3 4505,9 747,3 7562,8 1512,0 32576
13 75,5 157,9 7,7 155,7 32,9 950
14 18,1 136,9 7,1 106,8 34,5 627
15 54,0 130,0 122,6 257,9 202,9 1722
16 28,1 150,5 13,3 130,0 41,5 764
17 149,2 2451,8 325,5 4572,2 936,2 18098
18 90,5 1429,9 185,5 2708,0 520,7 10594

TX ... taxifolin, SCH ... silychristin, SD ... silydran, SB ... silybin, ISB ... iso-silybin
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Graf 1. Mnozstvi jednotlivych slozek silymarinu ziskaonépo 96 hodinach z destilované vody

pii raznych teplotach ulozeni

COMPONENTS OF SILYMARIN
Ha/g
1200,0
1000,0 -
@ TAXIFOLIN
800,0
— B SILY CHRISTIN
600,0 — O SILYDIANIN
400,0 OSILYBIN
200.0 | ISO-SILYBIN
0,0 l—l_h ‘ r—I_l_L ‘ . ‘ ._
1 2 3 4
NUMBERS OF EXTRACTS

Graf 2:  Mnozstvi silymarinu ziskaného po 96 hodinactiegtiliované vody ip raznych

teplotach ulozeni

Silymarin (ug/qg)
Distillated water 96 hours
Ma/g 5809
-
6000 / 4529
5000 | / a—
4000 | /
3000 | /
2000 /ﬁw 921
1000 e -I"
i
0
20 30 50 60
Temperature [C]
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Graf 3: Mnozstvi jednotlivych slozek silymarindipgaboratorni teplat 20 °C po ézn¢ dlouhou

dobu ulozeni
uglg COMPONENTS OF SILYMARIN
160,0
140,0 O TAXIFOLIN
120,0
W SILY CHRISTIN
100,0
80,0 O SILY DIANIN
60,0
OSILYBIN
40,0
20,0 M ISO-SILYBIN
0,0
5 6 7 8
NUMBERS OF EXTRACTS

Graf 4: MnoZstvi silymarinu ziskaného z destilované vpiiyaboratorni teplat 20 °C po tzre

dlouhou dobu ulozeni

Silymarin (pg/g)

O Temperature 20C
Ha/g
700
600
500
400
300
200
100

Hours
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Graf 5: MnoZstvi jednotlivych sloZzek silymarinutipriznych koncentraci etanoluipeplot

20°C a dob ulozeni 96 hodin

COMPONENTS OF SILYMARIN
Ho/g
8000,0 - @ TAXIFOLIN [ pg/g]
7000,0 -
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9 10 11 12 17 18
NUM BERS OF EXTRACTS

Graf 6: Mnozstvi silymarinu ziskaného @znych koncentraci etanoluifgeplot 20°C a dob

ulozeni 96 hodin

Silymarin pg/g
Temperature 20°C 96 hours
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Graf 7: Jednotlivé slozky silymarinu v odiséném a neodttnéném Srotu

COMPONENTS OF SILYMARIN

300,0

250,0 ~ @ TAXIFOLIN [ug/g]

200,0 ~ W SILY CHRISTIN [ug/g]
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0,0 -
13 14 15 16
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Graf 8: MnoZstvi silymarinu ziskaného z odtiného a neodtinéného Srotu pouZzitim
destilované vodyipteplo 20°C a uloZzeni po dobu 96 hodin

Silymarin pg/g O Temperature 20°C 96 hodin

without with without with
Grit with/without fat
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Graf 9: Mnozstvi jednotlivych sloZzek silymarinu stanoveaémetodou HPLC ip raznych

zpisobech fipravy extraki
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Graf 10: Obsah jednotlivych slozek silymarinu v zavisiazga koncentraci ASA elicitace v
semenech ostropésé marianského ziskanych z maloparcelkového pokisgut&énéného na

pozemcich Jihgeské univerzity \Ceskych Budjovicich v roce 2007, iepaiteno na 100 %

susinu.
Silymarin components content depending on the
elicitor ASA concentration
control
= :
(@)
= low
©
4+
(=
= medium
o
@)
high F
T T T 1
0,00 5,00 10,00 15,00
high medium low control
O Taxifolin 1,52 i1t 137 1,52 1,33
| Silychristin 10,70 9,63 9,91 9,18
O Silydianin 1,73 1,57 1,38 1,27
0 Silybin A 8,94 8,06 8,60 7,81
Wl Silybin B 13,78 12,36 13,03 11,96
O Isosilybin A 3,01 2,79 2,82 2,60
W Isosilybin B 0,70 0,55 0,56 0,54
[mg/g]

Tab. 5 Zména obsahu dinnych latek po aplikaci ASA na pozemcich fibské univerzity
v Ceskych Budjovicich

Koncetrace ASA [mg.g'] Procenticky obsah silymarinu
kontrola 34,67 100,00
nizka 37,83 109,12
stredni 36,13 104,21
vysoka 40,39 116,48
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Graf 11: Obsah silymarinu v zavislosti na koncentracipASlicitace ze semen ostropiest
marianského ziskanych z maloparcelkového pokuswteiskného na pozemcich Jikeské

univerzity vCeskych Budjovicich v roce 2007
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Graf 12: Obsah jednotlivych slozek silymarinu v zavisiaga koncentraci ASA elicitace v
semenech ostropésé marianského ziskanych z maloparcelkového pokisgut€énéného na

pozemcich u Svarova u Velkych Opatovic v roce 2@Bapaiteno na 100 % suSinu

Silymarin content depending on the elicitor ASA
concentration
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Graf 13: Obsah jednotlivych sloZzek silymarinu v zavisiaga koncentraci ASA elicitace v
semenech ostropésé marianského ziskanych z maloparcelkového pokisgut&énéného na

pozemcich u Svarova u Velkych Opatovic v roce 2@dapaiteno na 100 % susinu.

Silymarin components content depending on the
elicitor ASA concentration

18,00

16,00

14,00

12,00 -

[mg/g] 10,00 -
8,00 -

6,00 -

4,00 -

2,00 -

0,00*
20D | 20E | 21D | 21E | 22D | 22E | 23D | 23E

O Taxifolin 1,29 | 1,36 | 1,43 | 1,43 | 1,57 | 1,35 | 1,39 | 1,34
m Silychristin | 12,43 | 12,49 | 12,47 | 12,68 | 13,03 | 11,52 | 12,65 | 13,01
O Silydianin 1,76 | 1,82 | 1,79 | 1,80 | 2,11 | 1,60 | 1,69 | 1,70
O Silybin A 9,80 | 9,92 | 9,95 | 10,06 | 10,22 | 9,18 | 9,69 | 9,79
= Silybin B 15,30 | 15,30 | 15,29 | 15,54 | 15,83 | 14,10 | 14,91 | 14,98
mlsosilybin A | 3,15 | 3,25 | 3,26 | 3,31 | 3,42 | 3,10 | 3,30 | 3,26
m IsosilybinB| 0,91 | 0,84 | 0,84 | 0,86 | 0,88 | 0,67 | 0,64 | 0,71

Parcels

Tab. 6 Zména obsahu dinnych latek po aplikaci ASA na pozemcich u Svaravdelkych

Opatovic (pro vypdet pouzit pimér parcel stikanych touze koncentraci ASA)

Koncentrace ASA [mg.g'] Procenticky obsah silymarinu
kontrola 44,81 100,00

nizka 45,35 101,20

stredni 44,29 98,83

vysoka 44,53 99,37
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5. Navrh technologie gstovani ostropesice marianského

Na zéklad poznatk uvedenych v kapitole 2.2 navrhuggtovat ostropestc mariansky
na ploSe 1 — 5 ha nasledévnS @ihlédnutim k relativda malé provozni ploSe a treind

ekologického zewruélstvi budu vychazet z extenzivnihoigobu gstovani.

5.2 Hedse&ova priprava a vysev

Ostropedec mariansky je vyhodisi sit do hlubSich hlinitych @ s dobrou zasobou
Zivin, u nas nejlépe v podminkadepdaského nebo obilfakého vyrobniho typu. Rkvé
urovnani povrchu jetdezité pro dodrzeni stejnammeé hloubky vysevu. Po sklizenéeplplodiré
bude vhodné provést kvalitni podmitku a hlubokdawd0,25 — 0,30 m) nejlépe se zapravenim
organického hnojiva. V jarnifpds€ové Fipraw se uz vyhneme aplikaci hnojiv, nebo naSich
podminkdch ma mnozstvi sraZzekhbm kritického obdobi mnohen®tgi viiv na vynos plodl
ostropeste nez Bzné pidni podminky a hnojeni

Termin vysevu je zavisly na daném regionu a pote/bajv rozmezi odiézna do dubna,
dle Dvaakové (2006) je nejvhodjsi termin mezi 15. — 25. dubnemid? by se nesa lepit a
jejf teplota by nila byt alesp 5 °C. Na 1 by mslo byt 6 aZ 12 jeding, tj. 60 000 — 120 000
rostlin na 1 ha. Seje se do hloubky 20 az 30 mnkgli2a™.

5.3 OSefeni proti plevelim a Skidcam

Vzhledem kvelmi dobré konkuré&mi schopnosti ostropgse marianského i
pleveiim by k nteni nezadoucich pleveim¢la byt pouzivana mechanicka kultivace, zpravidla
ve fazi Sesti pravych ligt respektive do doby zapojeni porostu by séarkultura udrzovatista.

Po zapojeni porostu jiz neni moznédglevani provadt, vétSinou ale je pakust jednoletych

plevel zastignim listy ostropeste marianského znemazm
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5.4 Sklizei

Sklizei se provede upravenou sklizeci nilliéiu. Je povaZzovana za nejobtin ¢lanek
agrotechniky. Limituje jak vynos, tak kvalitu drag9bsah @innych latek je totiz imo angrny
stupni vyzrani semen a vzhledem Kk jejich postupnéwozravani viznych patrech rostlin i
v ramci ubot je odhad terminu skliznobtizny a skliz& pouze zcela biologicky zralych semen
technicky neproveditelna.

Nicmére porost by mil mit 30 % gezravajicich Ubdr, rozeznatelnych za suchéhaasi

podle oteveni Uboti a bilého chmif. VétSina zbyvajicich Ubdrby mgla v té doks zasychat.

5.5 Ekonomicka kalkulace

Je vSeobeenznadmo, Ze veSkeré ekonomické kalkulace se v trivigpodéstvi odviji
od nabidky a poptavky. U ostropiest marianského je pak prégpitele s¢Zejni vykupni cena
drogy a jeji hektarovy vynos. Snahotspiteli je samoejm¢ vyprodukovat maximum za co
nejvyssi cenu s tim, Ze se neustale zvySuje obgktadi pohonnych hmot, energie aznych
vyzivnych a ochrannych prasdki.

V nasledujici tabulce jsou zhodnoceny pracovni yk@pojené sg¢stovanim této
plodiny. Ceny operaci a osiva byly sestaveny dlerBkove (2006) s mirnym navySenim, byly

konzultovany s vedoucim prace Prof. Ing. Kuzele®¢.G jsou uvedeny bez DPH.

Tab. 7 Naklady na jednotlivé operacedi péstovani ostropeste marianského extenzivnim

zpisobem
Pracovni operace Naklady [K.ha]

Podmitka — tafbvy podmita 550
Aplikace hnoje (20 t.h§ 60 K&.t™ rozmetani, 200 Kt™ nakup hnoje) 5200
Hlubokéa orba 1 500
Smykovani, vi&eni 500

Seti (Wetr® ceny osiva 200 Kha') 1 000
Pletkovani (2 x rok) 1 000
Sklizen drogy 1950
Celkem 11 700
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Z Tab. 2 vyplyva, Ze @mérny hektarovy vynos ostropésé maridnského se pohybuje
kolem 0,70 t. V optimalnich podminkéch Ize dosahngmosu i 1,5 t.ha Fi vykupnich cenach
24 Ke.kgt, tj. 24.000 K.t1, coZ odpovida vynosu 16.80@& Ka’ drogy, dosahneme po ateni
naklad zisku 5.100 K.ha', z 5 ha pak 25.500&

Proto je pateba maximalnim zZisobem vyuZzivat statnich dotaci a dotaci EU.
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6. Diskuze

Dosazené vysledky ukazaly, Ze mnozstvi silymariigkaného po 96 hodinach
z destilované vodyip riznych teplotach ulozeni je nejvyssi peplog 50 °C, a to fes 5,809
mg.g*, nezanedbatelné je rasinmnozstvi ziskaného silymarinti peplo& 60 °C (4,529 mg.g
1, teploty 20 °C a 30 °C zdaleka nedosahuji takovéflektu. V celkovém mnoZstvi silymarinu
se pak nejvice projevily silychristin a silybin @y 1, 2).

MnozZstvi silymarinu ziskaného z destilované votlyigboratorni teplat 20 °C po #@zne
dlouhou dobu uloZeni bylo nejvy3si po 96 hodindateg 0,6 mg.g), pricemZ se nejtsi msrou
uplatnil vyskyt iso-silybinu. Po 4, 8 a 24 hodinadtozeni nedosahly hodnoty mnoZstvi
ziskaného silymarinu ani na 0,5 mg@rafy 3, 4).

Déle byl zji¥ovan obsah silymarinu aznych koncentraci etanoluipeplog 20°C a
dokd uloZeni 96 hodin. Nejtsi mnoZstvi silymarinu bylo ziskano 60% netam (ges
32 mg.g'), zhruba dvouetinové mnoZstvi se pak vylouhovalo ze 40% a 8Q8addt (vice jak
21,5 mg.¢t a 18 mg.g). Kolem 10,5 mg.g bylo zji$&no mnoZstvi silymarinu z 96% etanolu,
nejméré silymarinu bylo ziskano z 20% etanolu (necelycing.g') a z destilované vody, kde
toto mnoZstvi dosahlo hodnotyilgizng 0,8 mg.g". V celkovém mnoZstvi silymarinu sé& péto
piipraw nejvice uplatnily silybin a silychristin (Grafy 6).

MnozZstvi silymarinu ziskaného z odtného a neodtinéného Srotu P teplo€ 20°C a
uloZeni po dobu 96 hodin dosahlo u @mitného Srotu nizsich hodnot (0,627 mbag 0,764
mg.g") neZ u neoditnéného Srotu (0,950 mg’x 1,722 mg.q) (Grafy 7, 8).

Na pozemcich Jikeské univerzity \Ceskych Budjovicich byl prokazan vyznamny vliv
elicitoru kyseliny acetylsalicylové na obsatinnych latek v semeni ostrops&st marianského, a
to pii aplikaci ASA ve vysoké koncetraci [£amol.I"] (Studentv test na hladi®vyznamnostix
= 0,05, p-value = 0,013). U nizké koncentrace A$8°[mol.I"] vzrostl silymarinovy obsah o
9,12 % a u $edni koncentrace [I0mol.l"] 0 4,21 % (Tab. 5), s timto rigtem bylo
zaznamenano i wWmeé zvysSeni jednotlivych komponén{Grafy 10, 13), ovSem statisticky
nepiikazné.

Na pozemcich u Svarova u Velkych Opatovic nebyl \ajednom pipadt prokdzan
acinek ASA na zvySeni obsahu silymarinové slozkyi. &plikaci ASA ve stedni a vysoké
koncentraci doSlo dokonce ke sniZzeni obsationgch latek Grafy 12, 13, Tab. 6). Statisticky
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ale tyto rozdily nejsou prokazateln&idhou mize byt cel&ada faktot od ptibéhu paasi (rok
2007 byl extrém& suchym rokem, rostliny nevyrostly ani do vySky dvmeti a navic se
jednalo o mirny jizni svah)es misobeni nejizr¢jSich ¢initeld, jako jsou zasobenost Zivinami,
vlahou, zejména v kritické fazistu, az po kultivaci rostliny a nerovhdmé dozravani semen.

Stejnym problémem se zabyvala i Dakova (2006), kterd ve své praci dosahla
nejvyssiho obsahucinnych latek pi aplikaci ASA ve stedni koncentraci. Vifjpac aplikace
vysoké koncentrace elicitoru ASA dosSlo oproti kofgrk nezadoucimuriplizné 43 % poklesu
obsahu tinnych latek. Dvéakova na zaklagdtoho vyvodila zasr, Ze aplikace elicitoru ASA o
vysoké koncentraci na rostlinu ostrogest mariansky je zcela nevhodna, nehmdstati
redukuje obsah dinnych latek v semenech, a na zakladho zminila hypotézu, Ze vysoka
koncentrace ASA jeigjm¢ jiZ pro ostropesec toxicka. Tato hypotéza v tomto experimentu
nebyla prokazana, ale vzhledem k malému objemibyldtylo vhodné v tomto sénu s pokusy
pokratovat.

Pramérny vytéZek silymarinu doséhl v maloparcelkovych pokusechDuorakové
v letech 2004 a 2005 zhruba 47 myay31 mg.g, coZ odpovida i vysledin této prace, kde byl
pramérny silymarinovy obsah z pozeimklihateské univerzity vCeskych Budjovicich 37

mg.g" a z pozemik u Svarova 45 mgy
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Cilem této prace bylo podlgguloZzenych metodik porovnat metodigpavy extraki ze
semene ostropgste maridnského se za&f®@nim na ziskani co nejvyssiho obsabimriych latek
a proveést optimalizaci extrakce vybranycaiininych latek ze semene rostliny. Dale zhodnotit vli
elicitord na obsah vybranych cinnych latek v semeni rostliny, pouzita byla kysali
acetylsalicylova (ASA) veréch fiznych koncentracich, a to [2Gnol.I'] oznasena jako nizka,
[10* mol.I'"'] jako stedni a [1G mol.I"] jako vysokéa koncentrace.

Za timto &elem byly v roce 2007 uskui@ny dva maloparcelkové pokusy, konkrétra
pozemcich Jihgeské univerzity Weskych Budjovicich a pozemcich u Svarova v blizkosti
Velkych Opatovic, které nam poskytlo Zedslské druzstvo ve Velkych Opatovicich ve
spolupraci s Ing. Martinem Piiam, AGRA GROUP, a.s., i&ské Hostice.

K vyhodnoceni jednotlivych vzotk byla pouzita vysokaiinna kapalinova
chromatografie (HPLC).

Z hlediska pipravy extraki pro ziskani maximalniho mnozstvi silymarinu ze sem
ostropestce marianského se nejlépe projevilo pouZziti 608aat [ teplot ulozeni 20 °C po
dobu 96 hodin. Celkavlze tici, Ze pouziti etanolu vykazuje mnohem lep&nky pro ziskani
komplexu @innych latek z této rostliny nez pouziti vody.

Pri sledovani vysledk vlivu elicitace na zvySeni obsahwinnych latek v semeni
ostropeste marianského &tovaného v maloparcelkovém pokusu na pozemcicbhceBké
univerzity vCeskych Budjovicich byl prokazan statisticky vyznamny rozdii pouZiti ASA ve
vysoké koncentraci. Rozbor extraktiipravenych ze semena ziskanych z rostlinésygvanych
na pozemcich na Mor&wvsem neukazal Zzadny podstatny vliv kyseliny dsatigylové jako
elicitoru.

Casti této prace bylo navrZzeni technologistpvani ostropeste marianského na plose
1 — 5 hektaru. Vzhledem k tomu, Ze tato rostlinavelni dobrou konkuremi schopnost i
plevelim a v sodasné dob je statem ufednosiiovano ekologické ze#alstvi, zpracovala jsem
navrh technologie a ekonomickou kalkulaci pro exiem pistovani ostropeste marianského.

Ackoliv se v posledni dabhovai o ostropeati marianském jako o perspektivni plogin
bylo by podle vySe uvedenych kalkulaci dosazen&uzisjednoho hektaru pouze 5 10@.K
Nicmére do €chto propdta nebyly zahrnuty fipadné statni dotace a dotace Evropské unie a

jiné, které by jist hraly dilezitou roli gi rozhodovani, zda se této plodinospodéky vénovat.
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8. Summary

The aim of this work was to compare methods ofaets preparation from seeds of
Silybum marianumwith a specialising in obtaining the highest ploles content of active
substances and to analyze the extraction optimizaif selected active substances of the seed
plants. In addition, to assess the elicitor impattthe content of selected active substances in
seed plants by using acetylsalicylic acid (ASA)tlimee different concentrations: 1Gnol.I*
signed as a low, 1dmol.I* signed as a medium and™lfhol.I* signed as a high concentration.

For this purpose there were realized two groumd-@kperiments in 2007. The silymarin
complex was determined by High Performance LiquadoGhatography.

The preparation of the extract was practised ffemdint ways — using ethyl alcohol
extract and distilled water in combination with ieais temperatures of extracts storage. These
methods were compared one another. As the beshamdeen turned out to be using 60%
ethanol concentration for the duration of 96 honrthe storage temperature 20°C.

In the case of the application ASA concentratidi® Inol.I* there was proven an
effective action only in one ground-plot experimenhe increase of effective components in
seeds reached approximately 116,5 % ratio compaithdcontrol application of distilled water
on theSilybum marianunkeaves. The increase of active components in tbenseone ground-
plot experiment was not statistically proven.

This thesis also includes an project and econaadulations for th&ilybum marianum

cultivation.

Key words: Silybum marianum silymarin, High Performance Liquid Chromatography

flavonolignans
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