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Stanoveni resveratrolu a dalSich antioxidantt v rostlinnych
matricich metodami hmotnostni spektrometrie

Souhrn

Diplomova prace se v teoretické ¢asti vénuje vybranym rostlinnym matricim bohatym
na polyfenolické latky. Nasleduje popis a rozdéleni polyfenoll. Dale se prace zaméfuje na
vybrané polyfenolické Iatky. Podrobné byl popsan resveratrol a jeho izomery spolu s jeho
syntézou. Poté jsou popsany izomery piceidu. V neposledni fadé je charakterizovdan emodin
a jeho glykosidicka forma, kde jsou popsany i jejich genotoxické ucinky. Nasledujici dalezZitou
Casti je vliv antioxidant(, potazmo resveratrolu, na lidské zdravi. Jeho neopomenutelny vliv na
kardiovaskuldrni onemocnéni, chemoprotektivni ucinky, vliv na Alzheimerovu chorobu di
vyuziti schopnosti mimikce restrikce kalorii. Poté prace kratce popisuje Francouzsky paradox,
ktery je s cervenym vinem, respektive resveratrolem spojovan jiz vice nez 30 let. V dalSi ¢asti
jsou uvedeny dulezité legislativni vyhlasky tykajici se vyuZiti resveratrolu pro tvorbu doplnk
stravy a |Iékd. Posledni ¢ast literarni reserse kratce popisuje vyuzitou chemickou metodu
HPLC-MS, jenz byla vyuzita pfi analyze.

Druh3, prakticka, ¢ast této prdce, je vénovana vyvoji metodiky stanoveni resveratrolu
a dalSich antioxidant( v rostlinnych matricich. Tato metoda kombinuje jednotlivé zpUsoby
extrakce spolu svysoce ucinnou separacni technikou v kombinaci s detekéni metodou
hmotnosti spektrometrie. Extrakce byla provedena ve ¢tyfech variantach. Prvni tfi varianty
mély totoZny postup, pouze se liSi pouzitymi extraktanty. Jako extraktant byla pouzita smés
methanolu a vody (50:50) nebo smés acetonitrilu a vody (50:50) ¢i také samotny methanol.
Nova forma extrakce spocivala ve vyuZiti tekutého dusiku a jeho fyzikalné-chemickych
vlastnosti. Tyto metodiky byly porovnany pro ziskani nejefektivnéjSi metody ziskdvani
bioaktivnich latek. Z vysledkll vyplyva, Ze nejefektivnéjSim typem extrakce resveratrolu
a dalSich antioxidant(, je extrakce pomoci tekutého dusiku, coz je metoda ndmi navrhnuta,
nasledné validovana. Vytézky v jednotlivych ¢astech rostliny (Kridlatka japonskd) byly pomoci
této metody aZz o nékolik desitek mg/g rostliny vy3$si oproti zbylym typim extrakce. Také bylo
zjiSténo, Ze nejvice resveratrolu, piceidu i emodinu se nachazi ve stonku rostliny. Druhou ¢asti
s vysokou vytéznosti byl koren, pricemz listy rostliny obsahuji pouze zanedbatelné mnozstvi.
Kromé toho bylo zjiSténo, Ze na vysSi obsahu téchto bioaktivnich latek, ma vliv mésic, kdy
dochazi ke sbéru rostlin, mezi nejlepsi dobu sbéru patfi mésice kvéten, srpen a zafi.

Kli¢ova slova: hmotnostni spektrometrie, chromatografie, oxidaéni stres, resveratrol






Determination of resveratrol and other antioxidants in plant
matrices by mass spektrometry methods

Summary

The theoretical part of the thesis is devoted to selected plant matrices rich in
polyphenolic substances. It is followed by a description and classification of polyphenols. Then
the thesis focuses on selected polyphenolic substances. Resveratrol and its isomers were
described in detail together with its synthesis. Then the isomers of piceid are described.
Finally, emodin and its glycosidic form are characterized, where its their genotoxic effects have
also been described. The next important part is the influence of antioxidants, and resveratrol
in particular, on human health. Its unforgettable influence on cardiovascular disease,
chemoprotective effects, influence on Alzheimer's disease or the use of the ability to mimic
calorie restriction. The thesis then briefly describes the French Paradox, which has been
associated with red wine, especially resveratrol for more than 30 years. In the next section,
important legislative decrees concerning the use of resveratrol for the formulation of dietary
supplements and drugs are presented. The last part of the literature search briefly describes
the HPLC-MS chemical method used in the analysis.

The second, practical, part of this thesis is devoted to the development of
a methodology for the determination of resveratrol and other antioxidants in plant matrices.
This method combines individual extraction methods together with a highly efficient
separation technique in combination with a mass spectrometry detection method. The
extraction was carried out in four variants. The first three variants had an identical procedure,
only differing in the extractants used. The extractant used was a mixture of methanol and
water (50:50) or a mixture of acetonitrile and water (50:50) or methanol alone. The new form
of extraction consisted in the use of liquid nitrogen and its physico-chemical properties. These
methodologies were compared to obtain the most efficient method of extracting bioactive
compounds. The results show that the most efficient method for extraction of resveratrol and
other antioxidants, is extraction using liquid nitrogen, a method proposed and subsequently
validated by us. Yields in individual plant parts (Japanese knotweed) using this method were
up to several tens of mg/g of plant higher than the other extraction types. It was also found
that most resveratrol, piceid and emodin were found in the stem of the plant. The second part
with high yield was the root, while the leaves of the plant contained only negligible amounts.
In addition, it has been found that the month in which the plants are harvested has an effect
on the level of these bioactive compounds, with the months of May, August and September
being among the best harvesting times.

Keywords: mass spectrometry, chromatography, oxidative stress, resveratrol
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1 Uvod

Resveratrol je polyfenolickd latka patfici do skupiny stilben(, ktera je zndmad pro své
pozitivni Ucinky na lidsky organismus. Pfirozené se vyskytuje v rostlindch, kde se tvofi jako
ochrana pred plisnémi ¢i Sklidcem (Williamson 2017). Resveratrol je sekundarni metabolit
produkovany nemnohymi rostlinnymi druhy (,Cervené” ¢i ,modré” odridy révy
vinné, brusnice borlvka, brusnice brusinka, ¢erny rybiz, podzemnice olejna aj.) (Frum 2015).
Rostlinné zdroje resveratrolu jsou predevsim Kridlatka japonskd a Trezalka teckovana
(Tian & Liu 2020).

Obecné je zndmo, Ze cervené vino obsahuje relativné velké mnozZstvi resveratrolu
(az 7 mg/l), a proto byla jeho zvysena konzumace ¢aste¢nym vysvétlenim pro tzv. francouzsky
paradox. Francouzi totiz trpi relativné nizkym vyskytem akutnich srde¢nich pfihod, ackoli je
jejich jidelnicek pomérné bohaty na nasycené tuky. Vyssi konzumace cerveného vina, a pravé
vysoky obsah resveratrolu, ktery je tak ,podezfivan“, Ze je hlavni pti¢inou dobrého
zdravotniho stavu, stejné jako vysoké stredni doby dozZiti Francouzli (Haseeb et al. 2017).
Patrné ale nejde jen o jednu chemickou latku, nybrz o komplex pUsobicich latek, a to jesté ve
spojeni s typickym Zivotnim stylem. V soucasné dobé stale mnoho védeckych studii doklad3,
Ze resveratrol (pfi davkach v radech stovek miligramd denné!) je ucinnou latkou v prevenci
kardiovaskuldrnich chorob, rakoviny, neurodegenerativnich procest i virovych infekci
(Frum 2015). Také jej casto uzivaji aktivni sportovci jako prevenci oxidativniho poskozeni
bunécnych struktur v disledku zvySeného metabolismu indukovaného zvySenou fyzickou
aktivitou.

Resveratrol je povaZovan za tzv. ,vychytdvac” (scavenger) volnych radikald, které jsou
zodpovédné za nevratné poskozeni membranovych bunéénych struktur a také za celkové
starnuti organismu (= oxidacni stres) (Embuscado 2015). Prestoze je kyslik nepostradatelnou
soucasti Zivota, tak jeho oxidacni vlastnost mlze poskozovat Ci ¢astecné znemoznovat nékteré
biologické pochody v lidském téle. Volné radikaly v téle vznikaji jako pfidruzené produkty
bunécénych redoxnich reakci (Andreescu & Hepel 2011).

Z téchto duvod( se resveratrol pouzivd jako doplnék stravy ¢i farmakum, avsak
je dllezité hlidat jeho kvalitu. Vzhledem k vétSimu zdjmu o tuto bioaktivni latku a ji podobné,
je Zadouci nalézt metodu s nejvétsi moznou vytéznosti. Také nas zajima vliv latek podobnych
resveratrolu (piceid, emodin). Tato prace se zabyva problematikou nejvyssiho zisku pomoci
raznych druhU extrakce a také rostlinného plivodu antioxidantu.
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2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace je vyvinout a optimalizovat pfipravu vzork( z rostlinnych matric a vyvinout
metodu kombinujici separacni a detekéni techniku (GC-MS, HPLC-MS) vyuzitelnou ke
kvalitativni a kvantitativni analyze resveratrolu a dalSich polyfenolickych latek (piceid, emodin,
emodin-glukosid ad.), které funguji jako vychytavace reaktivnich kyslikovych radikal(
(ROS, reactive oxygen species) a napomahaji tak posunout antioxidacni ochranu organismu.
Ukolem bude nejen vyvinout standardizovanou metodiku piipravy vzorku, ale rovnés
metodu kombinujici chromatografickou techniku s hmotnostné spektrometrickou detekci
a metodu validovat.

Hypotéza: V rostlinnych matricich obsahujicich resveratrol je fada strukturné podobnych
latek, které mohou rovnéZ fungovat jako zhdsece volnych radikald (ROS) (tj. komplex
pusobicich latek).

11



3 Literarni reserse
3.1 Rostlinné matrice

Rostlinna fiSe je zdanlivé nevycerpatelnym zdrojem latek, které maji pozitivni vliv na
lidsky organismus. Mezi zkoumané rostlinné matrice, které wvykazuji vyssi obsah
flavonoidu, predevsim ndmi zkoumaného resveratrolu, piceidu a dalSich polyfenolickych
latek, patfi rostliny Réva vinnd, Kfidlatka japonskd a Trezalka teckovana (Tian & Liu 2020).
V této praci se zamérime na Kfidlatku japonskou, ale pfiblizime si i zbylé rostlinné matrice.

3.1.1 Kridlatka japonska

Léciva rostlina, ktera je zndma pro své farmakologické ucinky a velmi hojné pouzivand
v tradi¢ni ¢inské mediciné. Latinskym ndzvem — Reynoutria japonica, patti k nejzndméjsimu
druhu z rodu kridlatek (Reynoutria) (Peng et al. 2013). Spadd do celedi rdesnovité
(Polygonaceae) (Cucu et al. 2021). Kofen této rostliny se pouziva k 1é¢bé zanétd, infekci
a hyperlipidémie (porucha lipidového metabolismu). Nové vyzkumy vSak ukazuji, Ze

protinadorovy, antivirovy ucinek a dalsi.

Kfidlatka je bohatym zdrojem sloucenin s |éCivym efektem. Rozsahlé vyzkumy, které se
zabyvaji fytochemii rostliny, objevily vice nez 67 1éCivych latek, napfiklad chinony, stilbeny,
flavonoidy, kontramariny, ligany a dalsi fytochemické slouéeniny.

Jedna se o vytrvalou bylinu, kterd se dorlsta az do vysky 2 metr(i, lodyhy rostou
vzpfimenym rlstem a uvnitf jsou duté. Rostlina je Casto poseta cervenymi Ci fialovymi
skvrnami a opadavymi lehce Spi¢atymi listy. Kvétenstvi jsou osinatd, latnatd a priblizné 3-8 cm
dlouhd. Kazdé kvétenstvi obsahuje dva azi c¢tyfi kvéty, které jsou bilé aZz lehce
nazelenalé, slozené z péti okvétnich listkl. Samci kvéty maji osm tycinek, zatimco samici maji
tycinky tfi. Plody této rostliny jsou ¢ernohnédé, lesklé, vejcité elipsoidni a 4-5 cm velké (Peng
et al. 2013).

Rostlina plivodem z Asie (Cina, Japonsko, Tchaj-wan, Severni a Jizni Korea) a Severni
Ameriky. Roste na slunnych mistech pobliz bfeh( fek nebo na pastvinach diky pritomnosti
dusiku ze zemédélskych hnojiv. Do Evropy byla zavle¢ena béhem 19. stoleti kvuli okrasnym
ucellim (Cucu et al. 2021). V Evropé agresivné napada antropogenni a polopfirozena ptirodni
stanovisté, kde vytvari husté, témér monokulturni, porosty. Patfi k tzv. transformatoriim
porostu, kdy méni charakter, stav, formu ¢i povahu ekosystéml na znacné ploSe
(Stefanowicz at al. 2017). PrestoZze mlze mit Kridlatka japonska signifikantni negativni dopad
na okolni  prostredi, tak vyzkumy ukazuji, Ze mGze mit mnoha pozitivni vyuziti. Naptiklad
mUze mit pozitivni vliv z hlediska vyuziti jako potraviny ¢i krmiva, 1€k, paliva, bioenergie,
insekticidniho a fungicidniho pfipravku ¢i organického hnojiva (Cucu et al. 2021). Na obrazku
nize (Obrazek ¢. 1) mGzeme vidét rozkvetlou Kridlatku japonskou.
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Obrazek €. 1: Kfidlatka japonska (iNaturalist 2011)
3.1.2 Révavinna

Jednd se o nejrozsirenéjSi a nejvice péstovanou rostlinu Celedi Vitaceae L., jenz se
péstuje nejen na vyrobu vina a hroznové stavy, ale i pro konzumaci ve formé rozinek ¢i
cerstvych hrozn (Encyclopaedia Britannica 2023). Vzhledem ke své odolnosti
a prizplsobivosti podminkam, byva jeji produkce vysokd. Zhruba polovina se vyuzivd na
vyrobu vina a fermentovanych vyrobkd, tfetina je vyuZita ke konzumaci v ¢erstvém stavu
a v radu jednotek ji vyuzivame k vyrobé rozinek a hroznové stavy (Creasy & Creasy 2018).

Réva vinnd — Vitis vinifera je dfevnata lidna, kterd se uchycuje pomoci Uponkd.
V pfipadé, Ze nezkracujeme Uponky, mizZe se rozrist az do délky 17 metr(. K narustu do téchto
délek vSak dochazi pouze za podminky vhodného podnebi a podhdfi. Diky svym dlouhym
a velmi rozvétvenym kofenlm vsak preziva i v méné hostinnych podminkach. Nadzemni ¢ast
rostliny tvofi jedlé listy a bobule, doplnéné o kvéty, které byvaji svétle Zzluté s nddechem do
zelena (Encyclopaedia Britannica 2023).

Plody této rostliny nazyvame bobule, jenz maji vejcity ¢i kulovity tvar a vyrustaji
z oplodnéného kvétu. Plod sestava ze 3 ¢asti, jimiz jsou semena, duZina a slupka. Pfitomnost
a pocet semen je dan kultivarem rostliny. Jejich pfitomnost v plodu je dllezZitd pro vyvoj
a velikost vysledného plodu, avsak jejich absenci vyuzivame v bezsemennych plodech
urCenych ke konzumaci v cerstvém stavu (Creasy & Creasy 2018). Na obrazku nize
(Obrazek ¢. 2) mGzeme vidét rostlinu Révy vinné, konkrétné modrou odradu.
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Obrazek €. 2: Rostlina Révy vinné, (Encyclopaedia Britannica)

Réva vinna se rozsitila z uzemi plvodniho Jizniho Kavkazu, dneSniho Turecka, pres
Azerbajdzan, do Palestiny, Syrie &i Egypta, kdy se pies Stfedozemni more dostala aZ do Evropy.
V Evropé doslo k zna¢nému rozvoji péstovani révy vinné a diky tomu je oznacovana jako
evropska.

sve

Vysoka popularita této rostliny zapficinila vznik mnoha odrid, kdy se jejich pocet
odhaduje na 24 000, avsak mnohdy se jedna o totozny kultivar, a proto se vysledny odhad
pohybuje kolem 4 000 odrud. Typickym prikladem je Shiraz neboli také Syrah. Konecnou
produkci vsak z 50 % tvofi vina 33 odrad a nasledujicich 33 % tvofri dalsich 13 kultivara, zbylych
17 % produkce je tvofena odridami vysazovanymi v mensim poctu, ¢i kultivary, které jsou
vysazovany pro zachovani genofondu. K nejpéstovanéjsSim odridam patfi predevsim
Chardonnay, Merlot ¢i Cabernet Sauvignon (Creasy & Creasy 2018).

3.1.3 Trezalka teckovana

Jednd se o vytrvalou bylinu, kterd se radi do celedi Trezalkovité (Hypericaceae)
s latinskym nazvem Hypericum perforatum. Roste predevSim v mirnych a tropickych
oblastech. V Ceské republice roste predeviim na stanovistich s vy$$im podilem slune¢niho
svitu v nizkych az stfednich nadmofskych vyskach (Menichini et al. 2013).

Rostlina ma jednoduché protistojné nebo vrcholicnaté kvéty, které jsou Zlaznaté
teckované slehkym lemovanim okraji. Kvéty jsou pétiCetné a vyrazné Zluté, s typickym
velkym mnozstvim tycinek, které mohou tvofit i svazecky. Plodem této rostliny jsou suché
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tobolky. Trezalka se rozmnoZuje nepohlavné pomoci plazivych oddenku. Fotografie rostliny

nize (Obrazek €. 3), nazorné ukazuje rozkvetlou Trezalku te¢kovanou.

Obrazek ¢. 3: Trezalka teckovana, (INaturalist, 2011)

UzZivani této rostliny jako farmaka pro vnitini i vnéjsi problémy se datuje uz od dob
Starovékého Recka. Od té doby je vyuZivana pro rliznd odvétvi od lé¢by uzkosti, depresi,
feznych ran ¢i popalenin (Benzie & Wachtel-Galor 2011). V bylinkafstvi se pouziva jako lék na
deprese, avSak tento vliv je podloZzen pouze omezenym mnozstvim klinickych studif
(Encyclopaedia Britannica 2023). Povédomi o této rostliné se zvySuje, protoze se stale rozrlsta
seznam biologicky aktivnich latek, které obsahuje, jez maji kladny vliv na zdravi ¢lovéka
(Krasowski & Blau 2010). Biologicky aktivni latky, pro které je rostlina predevSim zndma
jsou hypericin a hyperforin. Tyto latky vykazuji nadmérnou |éc¢ivou aktivitu. DalsSimi latkami
jsou flavonoidy jako rutin a kvercetin, v neposledni fadé samozfejmé resveratrol
(Benzie & Wachtel-Galor 2011).

3.2 Polyfenolické latky

Polyfenolické latky, které se také oznacuji jako polyfenoly, coz neni striktni chemicky
nazev, maji mnoha oznaceni. PouZiva se také pojmenovani flavonoidy, tfisloviny i fenolové
kyseliny.

Po chemické strance jsou polyfenoly tvorfeny aromatickymi kruhy a heterocyklickymi
utvary. Diky rozlozeni jednotlivych aromatickych kruhl maji jednotlivé slouceniny své
specifické vlastnosti (Boots et al. 2008).
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Tyto fytochemikalie se déli na flavonoidy a neflavonoidni molekuly. Mezi flavonoidy
se fadi flavonoly, flavanoly, flavony, flavanony, isoflavony a antokyany. Do druhé skupiny
neflavonoidnich molekul patfi fenolové kyseliny, hydroxycinnamové kyseliny, lignany, stilbeny
a trisloviny (Di Lorenzo et al. 2021). Neflavonoidy jsou zndmé predevSim pro své silné
antioxidac¢ni ucinky. Flavonoidy, které jsou rozdéleny do podtfid na zakladé strukturdlnich
charakteristik, jsou také spojovany s mnohymi lécivymi benefity. Mezi nejrozsitenéjsi zdravi
prospésné latky patfi trans-resveratrol, kvercetin, galovd kyselina ¢i katechin
(Giovinazzo et al. 2018). Na nasledujicich obrdzcich (Obrazek ¢. 4 a 5) vidime rozdéleni
polyfenoll flavonoidnich a neflavonoidnich spolu s nékterymi zastupci.

Polyfenoly - flavonoidy

o
&

; @ ® @

| : .
FLAVONOLY - ISOFLAVONY

* Apigenin

* Quercetin O-glykosid e  Genistein
« Kaempferol . Daidzein
S * Apigenin A 2
* Myricetin . ¢ Biochanin A
g C-glykosid .

* |sorhamnetin o Litods e Formononetin
* Katechin * Hesperetin e  Cyanidin
* Epikatechin * Naringenin * Delffinidin
* Epigallokatechin * Eriodictyol e  Peonidin

Obrazek ¢. 4: Rozdéleni flavonoidnich polyfenoll (Upraveno, (Giovinazzo et al. 2018;
Boots et al. 2008))
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* Sdcyiod e * Matairesinol trisloviny
* Skorficova kys. * Resveratrol
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Obrdzek ¢. 5: Rozdéleni neflavonoidnich polyfenoll (Upraveno, (Giovinazzo et al. 2018;
Boots et al. 2008))
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Polyfenoly se nachdzeji v potravindch a ndpojich rostlinného plvodu, predevsim
v ovoci (bobulovindch a citrusovych plodech), také vkavé, dcaji ¢i kakau. Prispivaji
k celkové senzorice potravy, pfedevsim ovliviuji chut a barvu plodin. Mezi polyfenolické
latky, které se vyskytuji ve stravé patfi flavanoly, jez mizeme napfiklad najit v kakau, ¢aji €i
jablcich. Flavanony najdeme predevsim v citrusovych plodech, hydroxycinnamaty jsou
obsazeny v kavé a mnoha druzich ovoce. Dalsi skupinou jsou antokyany, které nalezneme
predevsim v bobulovinach. Posledni skupinou jsou flavonoly, kam patfi latky jako kvercetin
a resveratrol, ty se nachazi predevsim v ¢aji, jablkach a vrévé vinné (Williamson 2017).
Vyznamnym zdrojem polyfenolickych latek jsou rizné druhy suSeného ovoce. Nejvyssi obsah
byl naméfen v rozinkdch a Svestkach, ndsledovaly napfiklad meruriky, fiky, datle a hrusky
(Chang et al. 2016).

Biologické ucinky polyfenold byly zkoumdany predevsim pro své ochranné funkce
v rostlinach, napfriklad ochrana pred stresem, ktery mlze byt zplsoben UV zarenim ¢i skldci
(Williamson 2017). Za tyto ucinky mohou prevainé flavonoidy, které jsou pfitomné ve
fotosyntetizujicich burikach. V pfirodé nalezneme vice nez 5000 druhl polyfenoll a jejich
pocet s kazdym rokem narlsta. Pro své blahodarné ucinky na lidsky organismus jsou hojné
pouzivany v lécich, doplrcich stravy a je jimi obohacovana bézna strava (Boots et al. 2008).

Polyfenolické latky pusobi jako antioxidanty, coz znamena, Ze mohou odstranovat volné
radikaly, nebo inhibovat oxidaci lipidovych latek a slouéenin. V neposledni fadé snizuji tvorbu
hydroperoxid( (Xia et al. 2010). Prospésny vliv téchto latek miZe narusit reakce —OH skupiny
s jinymi slouéeninami, napfriklad sulfaty, methyly, cukry ¢i jinymi podobnymi slouc¢eninami.
Vysledny efekt polyfenoll je dan také celkovym vstfebanim spolu se strevni
mikrobiotou, kterda méa schopnost ovlivnit vysi resorpce a koncentrace v gastrointestinalnim
traktu (Caballero et al. 2016).

3.2.1 Resveratrol

Tento polyfenol patfi k Siroce prozkoumanym antioxidantlim pro sv(j benefitni vliv na
lidské télo, ke kterym se radi i ucinky proti starnuti. Poprvé byl detekovan ve 40. letech
20. stoleti z Kychavice velkokvété (Veratrum grandiflorum) (Aggarwal et al. 2004).

Z chemického hlediska se tato latka radi k polyfenolim, do podtfidy stilbent
s molekularni hmotnosti 228,24 g/mol a chemickym vzorcem 3,4,5 — trihydroxystilben
(C14H1203) (Pubchem 2022b). Resveratrol je citlivy na svétlo, pH a zvySenou teplotu kvdli
nestabilnim hydroxylidm a dvojné vazbé C-C. Tato skupina, jak jiz z nazvu vyplyva, obsahuje
vice — OH skupin, diky kterym maji notny antioxidacni vyznam. Resveratrol se vyskytuje ve
dvou izomerickych formacich, a to vtrans- a cis- formé (KurSvietiené at al. 2016).
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Na nasledujicim obrazku (Obrazek ¢. 6) muZeme vidét vzorec trans-resveratrolu a
cis-resveratrolu.

OH
HO n
HO
L O

OH

——
—_—

OH

trans-resveratrol cis-resveratrol

Obrazek €. 6: Strukturni vzorec trans-resveratrolu a cis-resveratrolu, (Naiker et al. 2020)

Dosud byl resveratrol nalezen v mnoha rostlinach a také ve znacném poctu
potravin, mezi néz patfi naptiklad hrozny, arasidy, bortvky ¢i brusinky. Vyznamnym zdrojem
resveratrolu je réva vinnd, kde se nachazi az ve dvojnasobném mnozstvi oproti vyse zminénym
potravindm (Aggarwal et al. 2004). V nasleduji tabulce mUZzeme vidét ¢ast prehledu vybranych
rostlin a jejich naméreny obsah resveratrolu.

Tabulka €. 1: Pfehled rostlinnych zdroj(i resveratrolu, (Upraveno, (Tian & Liu 2020))

Celed Rod Druh Koncentrace (g/kg?)
Révovité Réva Réva vinna Plod 3,66 x 102
Rdesnovité Kridlatka Kfidlatka japonskd | Kofen 4,209 x 10!

Stonek 1,12 x 101

Liliovité Kychavice Kychavice ¢ernd Nadzemni ¢ast 1,0 x 103

Dalsi tabulka ndm ukazuje namérené mnoistvi v béznych potravinach a ndpojich. Zde
si mGZeme vSimnout, Ze Cervené vino obsahuje nékolikandasobné vétsi mnozstvi resveratrolu
oproti vinu bilému. Z potravin je pak nejvyssi detekovany obsah u brusinky a rybizu, pficemz
rybiz obsahuje pfiblizné polovinu ve srovnani s brusinkou.
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Tabulka ¢. 2: Pfehled potravinovych a ndpojovych zdrojli resveratrolu, (Upraveno,
(Polyphenol 2005))

Druh Typ Primérny obsah | Minimalni obsah | Maximalni  obsah
potraviny (mg/ 100 ml) (mg/ 100 ml) (mg/ 100 ml)
Tiché vino Cervené vino 0,27 0,00 2,78
Bilé vino 0,04 0,00 0,17
Cokolada Horka ¢okolada 0,04 0,04 0,04
Ovoce Brusinka 3,00 3,00 3,00
Rybiz ¢erveny 1,57 1,57 1,57
Orechy Arasidy 0,08 0,009 1,12
Pistacie loupané 0,11 0,009 0,16

Pfestoze je resveratrol pfirozenou soucdsti rostlin, tak je biosyntetizovan rostlinou
vétsinou v pripadé napadeni plisnémi, v reakci na stres, pfi pasobeni UV zareni ¢i vnéjsiho
poskozeni. Konkrétné biosyntéza stilbenu — resveratrolu vyZzaduje pfitomnost stilben syntazy
spolu s pfitomnosti prekurzor(. NejcastéjSimi prekurzorovymi ldtkami jsou malonyl-CoA spolu
s p-kumaroyl-CoA (Williamson 2017). Tato funkce je oznacovana jako tzv. antioxidacni
bariéra, kterd ma za ukol chranit rostlinu pred oxida¢nim stresem a omezit tvorbu ROS
(Bononi et al. 2022).

Metabolizace resveratrolu je ovlivnéna nejen gastrointestinalnim traktem, ale také svou
nizkou rozpustnosti ve vodé (<0,05 mg/ml), ¢imz je vstiebavani urychleno a je absorbovano
az 70 % latky. Pfeména probiha v jatrech, poté se dostane do plazmy a navazanim se na
lipoproteiny anebo albumin dojde k urychlenému vstupu slouceniny do bunék. Dochazi také
ke vzniku metabolitl, zejména kvuli nizké bioaktivité plvodni formy. Metabolity jsou az
dvacetkrat koncentrovanéjsi, nez je primarni forma. Nejvice vznikaji metabolity
resveratrol-3-O-sulfatu, resveratrol-3-O-glukuronidu ¢i resveratrol-4-O-glukuronidu, pficemz
existuje rada dalSich metabolitl (KursSvietiené at al. 2016).

Resveratrol se radi k pleiotropnim latkam diky velkému rozsahu molekularnich cili, mezi
které patfi cyklooxygenazy, lipooxygenazy, DNA a dalsi. Je zkouman zejména pro jeho pozitivni
vliv na lidsky organismus v rldznych c¢astech téla. Mezi tyto vlastnosti se radi ochrana
kardiovaskularniho systému, snizeni glukézy v krvi (dlleZité pro onemocnéni diabetes
mellitus), antioxidace, antikarcinogenni a antiinflamatorické vlastnosti, inhibice agregace
krevnich destic¢ek pfi zvySené produkci oxidu dusnatého. Velkym pfinosem muze byt i pfilécbé
osteopordzy u Zen po menopauze, kdy znemoznuje vznik poskozeni DNA a peroxidaci lipidQ
v bunéénych membrdnach. Tento projev je dan terminacnim Ucinkem na radikaly

19



hydroxylu (OH) anebo superoxidu (O2’). Dojde zaroven ke zvyseni koncentraci antioxidacnich
enzymU glutathionu peroxidazy <¢i glutathion reduktdzy a dalSich gluthion-enzymi
(Kursvietiené at al. 2016). Velikost a hloubka ucinku je pfimo zavisla na redoxnim stavu
a koncentraci resveratrolu, kdy muUZe plsobit jako antioxidant ¢i prooxidant
(Giovinazzo et al. 2018).

Pro své prospésné ucinky je resveratrol hojné vyuzivan ve formé doplikd stravy.
V prodeji se nachazi velké mnoiZstvi ptipravku s rliznou kvalitou a biologickou aktivitou.
NejbéZznéji uzivanym pfipravkem je |ék Evelor, kde je resveratrol ve formé izomeru
trans- s ddvkou 50 mg na jednu kapsli. U¢inna latka je ziskavana z rostliny K¥idlatky japonské
z kofenové casti. DalSim pripravkem na nasem trhu je napfiklad Resveratrol Glycon HP
z Interpharma Praha, a.s., ktery obsahuje 98 % trans-resveratrol glukosidu z korene Kridlatky
japonské (Interpharma-Praha 2019).

3.2.1.1 Syntéza resveratrolu

Resveratrol byl nalezen v 34 celedich a pres 100 rdznych druzich rostlin. Ziskavame jej
z korenq, stonkU a listd, kvétd, plodd ¢i semen. Z rostliny je extrahovan pomoci chemické
¢i biochemické syntézy. Na nasledujicim obrazku (Obrazek ¢. 7) muzZete vidét pouzivané

metody.
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Obrazek €. 7: ZplGsoby chemické a biochemické syntézy resveratrolu (Upraveno, (Tian & Liu
2020))

Prvnim zplsobem syntézy resveratrolu je Hekova reakce, kterad je definovana jako
C-C spojovaci reakce arylhalogenidu nebo vinylhalogenidu s aktivovanym olefinem za
podminek katalyzy palladia v pfitomnosti faze. Hekova reakce je duleZita pro syntézu
resveratrolu a jeho analogl. Resveratrol, jakoZto fytoalexin, lze ziskat dekarbonylaéni

20



reakci, pfi niz dojde ke spojeni kyseliny 3,5-dihydroxybenzoové s 4-acetoxystyrenem
za pfitomnosti octanu palladnatého a N, N-bis.(2,6-diisopropylfenyl)
dihydroimidazoliumchloridu za vzniku derivatd resveratrolu. Fytoalexin, je nizkomolekularni
antimikrobialni latka vznikajici v rostlinach pfti jejim napadeni organismy.

Na zakladé vytéinosti, kterd se pohybuje kolem 60-70 %, bylo vyvinuto mnoho katalyzatoru.
Vzhledem k jejich vlastnostem a problematiky recyklovatelnosti ¢i znecistovani prostredi je na
nasledném zvazeni vyuZziti této metody.

Druhym zplsobem je tzv. Perkinova reakce. Jedna se o organickou reakci, kde dochazi
k preméné aromatickych aldehydl a anhydridd na alfa— a beta— nenasycené aromatické
slouceniny plsobenim karboxylové kyseliny a octanu sodného. Tato reakce zahrnuje
ochranu, kondenzaci, dekarboxylaci a hydrataci, kdy konec¢ny produkt je regioselektivni.

Wittigova reakce patti k dalSim zplUsoblm syntézy resveratrolu. Tato reakce vyuziva
preskupeni primarnich ¢i sekundarnich latek halogenalkanu a aldehydu ¢i ketonu za vzniku
olefinového produktu. Plisobenim trifenylfosfinu a baze dojde k uvolnéni vedlejsiho produktu
trifenylfosfinooxidu. Tyto reakce byly béiné vyuzivany k vytvoreni dvojné vazby C=C. Tuto
metodu vyuZili naptiklad Jeandet et al. (1991), ktefi syntetizovali trans-resveratrol pomoci
Wittigovy reakce a studovali produkci resveratrolu z bobuli révy vinné v riznych vyvojovych
stadiich. Z jejich vyzkumu vyplyva, Ze resveratrol byl syntetizovan v burikdch slupky, avsak
v duziné nebyl nalezen ¢i byly naméreny velmi nizké hodnoty. PrestoZe se reakce béiné
pouziva k instalaci ethylenového mustku, tak vytéZznost trans- produktu, selektivity ¢i obojiho
nardz je velmi nizkd. Prlibéh reakce vyZaduje zarazeni chromatografického cisténi, tudiz
ucinného katalyzatoru.

Kromé standardnich reakci Ize resveratrol ziskat pomoci indukce listd Révy vinné
chloridem hlinitym. Pfi této extrakci dochazi k tzv. fytoalexinové reakci, ktera je vyvolana
kovovou soli. Tato metoda naléza vyuZiti taktéz u kontroly vinic na vyskyt Sedé plisné (Botrytis
cinérea). Také vime, Ze retrosyntézu lze pouzit k analyze struktury resveratrolu a jeho derivatu
a nasledné k syntéze rliznych polyfenolickych latek (Tian & Liu 2020).

3.2.2 Piceid

Piceid je pfrirodni prekurzor a glykosidova forma resveratrolu s monokrystalickou
strukturou. Izoluje se predevsim ze stromu Smrk sitka (Picea sitchensis) a je hlavnim derivatem
resveratrolu v hroznovych stavach. Hojné je izolovan také z Kridlatky japonské.

Biosyntézou piceidu v Kfidlatce japonské pomoci plisné Kropidldku ryZového
(Aspergillus oryzae) vznika resveratrol, ktery mize byt vyuZivan v lékafstvi, potravinarstvi
a kosmetice (Wang et al. 2007a). Piceid patfi mezi nejhojnéji zastoupenou formu resveratrolu
v pfirodé (Su et al 2013).

Vyskytuje se v trans—i cis—izomerni formé, coz mize mit za nasledek rozdilné biologické
ucinky. Trans— izomer je stabilngjsi a diky tomu je jeho pouZiti ¢astéjsi, naopak cis- izomer
je komercéné nedostupny, ale lze jej ziskat z trans- izomeru pomoci plsobeni UV zareni
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(Huang & Mazza 2011). Piceid glukosid vtrans— formé je tvofen trans-resveratrolem
a cis— forma piceidu se sestdva zcis-resveratrolu (Leischner et al. 2015). Rada studif
naznacuje, Ze piceid, diky své konformacni podobnosti, by mohl mit podobné bioaktivni
ucinky. K témto vlastnostem se fadi antikarcinogenni ucinky, inhibice shlukovani krevnich
desticek Ci antioxidacni aktivita (Su et al. 2013). PrestoZe ucinky piceidu by mély byt
srovnatelné s resveratrolem, tak vyhodou piceidu je jeho vétsi stabilita proti svétlu a teplu
(Gavezzotti et al. 2015). Na nasledujicim obrazku (Obrazek ¢. 8) mlzZeme vidét izomerické
formy piceidu a jeho porovnani k resveratrolu.

cis-Resveratrol ©H trans-Resveratrol

trans-Piceid

Obrazek €. 8: Izomery piceidu a resveratrolu, (Upraveno (Leischner et al. 2015))
3.2.3 Emodin

Pfirodni derivat antrachinonu, ktery je hojné pouzivan v ¢inské mediciné, kde je ziskavan
predevsim z Revené dlanité (Rheum palmatum), Kridlatky japonské (Reynoutria japonica)
a Rdesna mnohokvétého (Reynoutria multiflora).

Emodin je pro své lécivé ucinky pouzivan déle nez 2000 let a dodnes se vyskytuje
v mnohych |éCivych pfipravcich. Mezi jeho cetné farmakologické ucinky patfi
protinadorové, hepatoprotektivni, protizanétlivé, antioxidacni a antimikrobidlni vlastnosti.
V nespravné davce vsak mlze emodin vykazovat znamky hepatotoxicity, toxicity pro ledviny
¢i reprodukéni toxicitu. Tyto negativni dopady se objevi pfi dlouhodobém uzivani vétsiho
mnozstvi emodinu ve stravé ¢i pomoci doplnk( stravy.
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Jak jiz vime, emodin je pfirozené se vyskytujici derivat antrachinonu se systematickym
nazvem 1,3,8-trihydroxy-6-methylantrachinon, ktery je obsazen v mnoha bylinach. Tyto byliny
jsou vyuzivany a zndmy predevsim v Asii, kde tvofi velkou cast léCiv pravé |éciva pfirodniho
plvodu. NiZe na obrazku (Obrdzek €. 9) mGzeme vidét strukturni vzorec emodinu.

OH O OH

HsC OH
0

Obrazek ¢. 9: Chemicky vzorec emodinu, (Dong et al. 2016)

Pro své |éCivé vlastnosti se v poslednich letech hojné zkoumal a bylo zjisténo Siroké
spektrum farmakologickych ucinkd. Jimiz jsou napfiklad antivirové, antibakteridlni,
antialergické, antiosteoporotické, antidiabetické, imunosupresivni, neuroprotektivni
a hepatoprotektivni uc¢inky. Emodin byl také studovan jako potenciondlni |éCivo ke zmirnéni
dopadu cukrovky II. typu. Rovnéz byla mnohdy vyuzita laxativni vlastnost emodinu jako hlavni
mechanismus na podporu hubnuti. Z téchto farmakologickych vlastnosti Ize usoudit, Zze by se
mohl emodin vyuZit pro profylaxi a IéCbu rdznych onemocnéni, od zacpy, astmatu
Ci atopického ekzému po protektivni Ucinky pfi rakovinovych onemocnénich, dermatitidé,
diabetu mellitu, Alzheimerové chorobé a mnoha dalsich (Dong et al. 2016).

Nové studie in vivo a in vitro poukazuji na negativni dopady uzivani emodinu.
Wang et al. (2007b). zkoumali toxicitu rebarbory na laboratornich potkanech
a zjistili, Ze emodin byl promarnim toxikantem, kdy nejvétsi dopad mél na jatra a ledviny.
Studie, které nasledovaly potvrdily, Ze emodin ma negativni dopad na organismus. Tato latka
ma potencidl narusit glutathion a metabolismus mastnych kyselin u ¢lovéka. Dale byl objeven
cytotoxicky ucinek v jaternich burikdch Amura bilého (Grass carp) prostifednictvim apoptézy
pfimym ovlivnénim mitochondrii. Z toho vyplyva, Ze uzivani vysokého mnozstvi emodinu neni
vhodné pro ryby. Rovnéz bylo zjisténo, Ze reprodukéni toxicita emodinu u muzll je dana
narusenim exprese testikuldrnich genl (Oshida et al. 2011). Tomuto problému se vénoval také
tym védcl Luo et al. (2015), ktery prokazal, Zze emodin inhibuje funkce lidskych spermii
tim, Ze postupné snizuje jejich pocet a potlacuje tyrozinové fosforylace in vitro. Dalsi studie
ukazuje, Ze ethanolové extrakty ze Stoviku zahradniho (Rumex patientia) bohaté na
antrachinony, jako jsou emodin a chrysophanol, zpUsobily nevratné patologické zmény pfi
velmi vysokych davkach (4000 mg/kg vahy). Nizsi davky a vodné extrakty nevyvolaly Zadné ci
zanedbatelné ucinky, které byly reverzibilni. Z tohoto dlvodu se doporucuje antrachinoniim
ve vysSich davkach vyvarovat pfi téhotenstvi (Islam et al. 2015). Nasledujici tabulka nam
ukazuje ¢ast prospésné aktivity emodinu.
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Tabulka €. 3: Farmakologické ucinky emodinu, (Upraveno, (Dong et al. 2016))

ucinek

Burika rakoviny

Protinddorova aktivita . . In vitro Moduluje epigenetické modifikace
motového méchyie

L, . . Adenokarcinom .

Protinadorova aktivita : In vitro Modifikuje vnéjsi apoptézu
plic

,,,,, o Nealkoholicka o . .

Protizédnétliva aktivita steatohepatitida In vitro Potlatuje signalizaci ERK ¥ a p38
Pupecni Zila

Antidiabeticka aktivita £ In vitro Potlatuje aktivaci p38 MAPK a EK 1/2

endotelové buriky

Dalsi tabulka ndm ukazuje toxicky dopad emodinu u ¢lovéka. Veskeré studie probihaly
in vitro, Cili ve zkumavce.

Tabulka €. 4: Toxicita emodinu v tkdnich ¢lovéka v in vitro studiich, (Upraveno, (Dong et
al. 2016))

Bunécné : o
linie/modely — Mechanismy Gcinku

Lidské proximalni tubularni In vitro Indukuje apoptézu cestou zdvislou na kaspaze 3 a na

epitelové buriky (HK-2) mitochondrialni cesté.
Intersticialni Cajalovy buriky In vitro Inhibuje aktivitu Ma+-K+ adenosintrifosfatazy a Ca2+ ATPazy
Muiské reprodukéni In vitro .. ) L -
organy/tkana Naruiuje expresi testikularnich gend
Lidské sperma In vitro SniZuje Ca2+ spermii; potlacuje fosforylaci tyrozinu

Genotoxicita emodinu a zdkaz pridavani do potravin

Existuji in vivo studie, které popisuji genotoxicitu emodinu, na zakladé, kterych se EFSA
(Evropsky ufad pro bezpecnost potravin) rozhodla pfidat emodin na seznam zakazanych
zamérnych pfisad v potravindch. Na tento seznam patfi potraviny z nafizeni
o vitaminech, mineralech a dalSich aditivech (Younes at al. 2018). Od roku 2021 je emodin
na seznamu zakazanych latek, stim, Ze EFSA zatim nepfisla s doporucenym dennim
mnozstvim, které by nemélo negativni dopad na lidsky organismus (Aquilina et al. 2022).

3.2.4 Emodin-8-glukosid

Tato latka se pFirozené vyskytuje v Reveni dlanité (Rheum palmatum), Stoviku
zahradnim (Rumex patientia) C¢i Kridlatce japonské (Reynoutria japonica). Latka radici se
k polyfenolim, konkrétné dihydroxyantrachinonlim. Pouziva se k |é¢bé akutni hepatitidy diky
svym antioxidacnim vlastnostem. Predchozi vyzkumy ukazuji, Ze reaktivni formy kysliku
interaguji s jinymi signalnimi cestami a reguluji apoptézu a proliferaci hepatocyt(, ¢imz mohou
zmirnit priznaky hepatitidy (Wang et al. 2007b). Na nasledujicim obrazku mizZeme vidét
strukturni model emodin-8-glukosidu, se systematickym ndzvem 1,6-dihydroxy-3-methyl
-8-[(2S,3R,4S5,5S5,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]Joxyanthracene-9,10-dione.
(PubChem 2022a).
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OH OH
Obrdzek ¢. 10: Strukturni vzorec emodin-8-glukosidu (PubChem 2022a).

Tato latka, spolu s emodinem, se béiné vyskytuje v rostlindch. Nasledujici seznam
ukazuje nejcastéjsi vyskyt téchto sloucenin a misto jejich nejvétsi koncentrace.

Vyskyt slouc¢enin emodinu a emodin-8-glukosidu v rostlinach (EFSA 2009):

e Cassia obtusifolia; semena

e (Cassia occidentalis; semena

e Vachta trojlista (Menyanthes trifoliata); listy

e Picramnia antidesma; nespecifikovano

e Rdesno mnohokvété (Polygonum multiflorum); koreny

e Redetldk pocistivy (Rhamnus cathartica); cela rostlina véetné plod
e Krusina olSova (Rhamnus cathartica); kdra

o Resetldk PurshQv (Rhamnus cathartica); cela rostlina

e Reven lékarska (Rheum officinale); radix a oddenek

e Reven dlanitd (Rheum palmatum); radix a oddenek

Genotoxicita emodin-8-glukosidu a zdkaz pridavani do potravin

Pomoci in vivo studii byla popsana genotoxicita emodinovych derivatd. Ufad EFSA
popsal, Ze aloe-emodin a dalsi derivaty emodinu (emodin, danthron) mohou predstavovat
vyznamny rizikovy faktor kolorektalniho karcinomu svym genotoxickym ucinkem. Proto
v breznu roku 2021 byl emodin a jeho derivaty pfidan na seznam zakdzanych zamérnych prisad
v potravinach, konkrétné v nafizeni o adici vitamin(, minerdld a dalSich aditiv
(Younes et al. 2018). EFSA nebyla schopna poskytnout jakékoli doporuceni tykajiciho se
denniho pfijmu hydroxyantracenovych derivat(, ktery by nevyvolaval obavy o lidské zdravi
(Aquilina et al. 2022).

3.3 Vliv antioxidantu na lidské zdravi

Diky pokroku a vétsi intenzité novych vyzkuma zjistujeme, Ze vyziva hraje daleZitou roli
v prevenci ¢i vzniku mnoha onemocnéni. Soucasti naseho Zivota je kyslik, a prestoze je pro
Zivot nepostradatelny, tak jeho oxidacni vlastnost hraje v nasich Zivotech zasadni roli. Ackoli
je kyslik nezbytny pro biologické reakce, muize také zhorSovat poskozeni uvnitf bunky
oxidacnimi pochody. Kyslik nase télo pouzZiva kvyrobé energie, kdy soucasné vznikaji
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volné radikaly jako disledek produkce adenosintrifosfatu (ATP) v mitochondriich. Reaktivni
kyslik (ROS) a reaktivni formy dusiku (RNS) vznikaji v disledku bunécéné redoxni reakce jako
vedlejsi produkty. Tyto slouceniny hraji v lidském téle dvoji roli, jsou totiz prospésné i toxické.
Je to pravé rovnovaha mezi témito slou¢eninami, ktera patfi ke klicovym aspektim Zivota. Pfi
nizké kontrolované hladiné reaktivnich druhi mizZeme pozorovat ptiznivy vliv na bunéénou
redoxni signalizaci a imunitni systém, avsak je-li koncentrace vysokda dochazi ke vzniku
oxidacniho stresu, ktery imunitni systém oslabuje.

Oxidacni stres vyvolany volnymi radikaly je povazovan za zakladni pficinu oxida¢niho
stresu a primarnim mechanismem vzniku Ffady chorob, napfiklad onemocnéni
kardiovaskuldrniho ¢i neurologického systému. Antioxidanty tak tvofi podstatnou ¢ast nasi
obranyschopnosti proti volnym radikalim a maji zasadni vyznam pro udrzeni optimalniho
zdravi a pohody. Odhadem pfiblizné 5 % vdechovaného kysliku se pfeménuje na nékolik
$kodlivych forem ROS, jimiZ jsou superoxid (02), hydroxyl (-OH) a peroxid vodiku (H205).

V dnesnim modernim svété se zvySuje pravdépodobnost rizika vzniku onemocnéni
oxidacnimi vlivy, je totiz podpofena nezdravym Zivotnim stylem, pusobenim chemikalii
a znecisténim, kourenim cigaret, uzivanim drog, stresem a dalSimi vlivy. Exogenni konzumace
antioxidantl z rostlinnych, ZivocisSnych i minerdlnich zdroji je tedy velmi prospésna soucast
stravy clovéka.

Nékolik studii uvadi, Ze nizky pfijem antioxidant(i nebo nizka hladina antioxidantt v krvi
zvySuje riziko onemocnéni. Stejné tak nizky pfijem ovoce a zeleniny ve stravé dokaze
az zdvojnasobit vznik rakovinového onemocnéni. Proto by méla plnohodnotna strava
obsahovat dostateCné mnozZstvi ovoce a zeleniny nebo by mé byt pfijem kompenzovan
doplriky stravy.

Vedlejsi produkty ROS a RNS vznikaji v dlisledku bunééného redoxniho procesu, kdy
v organismu mohou pUsobit pozitivné i negativné. PrestoZze vznik reaktivnich forem je pfisné
regulovan enzymatickymi i neenzymatickymi mechanismy antioxidantl, muzZe dojit
k nadprodukci ROS, tudiz vzniku oxidacniho stresu, ktery poskozuje lidsky organismus. Mezi
poskozeni patti defekt bunécénych struktur, lipid(i, membran, bilkovin a v neposledni fadé DNA
(Andreescu & Hepel 2011).

3.3.1 Zdroje volnych radikalt

Volné radikaly jsou definovany jako molekuly ¢&i jejich fragmenty, které obsahuji jeden
volny radikal ¢i vice neparovych elektronli na vnéjSim orbitu. Tyto nesparované elektrony
nejsou stabilni a vétSinou tak davaji znacny stupen reaktivity volnému radikalu. Zastupci ROS
radikal( jsou napfriklad superoxid (O27), hydroxylova skupina (-OH), peroxyova skupina
(ROO-), lipidovy peroxyl (LOO-) a alkoxy skupina (RO-). K dusikatym volnym radikal(im fadime
oxid dusnaty (NO) a oxid dusiCity (NOz). ROS a RNS lze snadno prfeménit na
jiné, neradikalové, reaktivni formy, jez jsou také zdravi nebezpecné. Latky, které nejsou
volnymi radikaly, se oznacuji jako oxidanty a velmi Casto vedou ke vzniku reakci volnych
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radikald v organismech jsou napfiklad vodik, peroxid vodiku (H20z), ozon (O3), singletovy kyslik
(1 02), kyselina chlorna (HOCI), kyselina dusi¢na (HNO3), peroxynitrit (ONOQO"), oxid dusicity
(N203) a lipidové peroxidy (LOOH) (Phaniendra et al. 2015).

Zdroje radikala:

e Imunitni systém — Bunky imunitniho systému vytvareji oxy-radikdly a ROS
molekuly v disledku reakce na patogeny.

e Metabolicky proces — Volné radikdly vznikaji pfi preméné kyseliny
arachidonové, krevnich desti¢ek, makrofagt a hladkych svalovych bunék.

e Zanét — Zaniceni uvolfiuje cytokiny a iniciuje neutrofily s makrofagy k produkci
volnych radikal(.

e Stres — Tento jev mizZe vyvolat tvorbu volnych radikal( jako vedlejsi toxicky
produkt. Hormony, které reguluji stres v téle, kortizol a katecholamin, degeneruji
na destruktivni volné radikaly

e Znecisténi—RUzné typy chemikalii, které se vyskytuji v prostredi (azbest, benzen,
Cistici prostfedky, chloroform a dalsi) jsou vyznamnym generatorem volnych
radikald.

e Radiace — UV zafeni, lékarské rentgenové zareni, gama zareni a mikrovinné
zareni muze vést ke vzniku volnych radikald.

e Strava —Potraviny obsahujici pfidatné latky, alkohol, kavu, herbicidy ¢i tieba cukr
mohou vytvaret velké mnozstvi volnych radikald.

e Toxiny a drogy — Pfitomnost toxickych chemikalii, 1ék(i a drog vede ke zvyseni
produkce volnych radikald.

e Dalsi faktory — Mezi tyto faktory patfi napfiklad vyfukové plyny a koureni tabaku.

Jak mGZeme vidét, seznam radikall, které se kolem nds vyskytuji, je v modernim
svété velmi Siroky. Proto se velmi ¢asto stava, Ze dojde ke znacnému nahromadéni
radikald v lidském téle (Andreescu & Hepel 2011).

3.3.2 Ucinky resveratrolu na lidské zdravi

Antioxidanty mohou plnit svou ochranou funkci proti volnym radikdldm rdznymi
mechanismy a tim napomahat télu, aby zlstalo zdravé a bez nemoci. Resveratrol
je nutraceutikum s polyfenolickymi Ucinky, jenz vykazuje pleiotropni efekt u lidi. Jeho
ucinnost, bezpecénost a farmakokinetika byla zdokumentovana ve vice néz 244 ukonéenych
klinickych studiich. Nové studie zabyvajici se timto tématem stale vznikaji a probihaji. Mezi
jeho cetné potencialni benefity patfi zlepseni zdravotniho stavu u pacientll s onemocnénim
diabetes mellitus, obezitou, kolorektalnim karcinomem a karcinomem prsu, mnohocetnym
myelomem, metabolickym syndromem, hypertenzi, Alzheimerovou chorobou, mrtvici,
kardiovaskularnim onemocnénim, onemocnénim ledvin a zdanétlivym onemocnénim
(Singh et al. 2019).
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3.3.2.1 Kardiovaskularni onemocnéni

Resveratrol ma Siroké spektrum pozitivnich ucinkli mezi které patti i kardioprotektivni
pUsobeni. Neddvné dlkazy naznacuji, Ze i pfi kratkodobé kalorické restrikci asistované
resveratrolem, dochazi kbezpecné a ucéinné I|écbé kardiovaskularnich onemocnéni
(Dolinsky & Dyck 2011). Tato benefitni latka se do téla dostava jako soucdst potravy, snadno
dostupna je v potravindch a ndpojich, také existuji doplfiky stavy a farmaka. Po vstupu stilbenu
do krevniho obéhu je velmi snadno vstfeban endotelovymi burikami cév pomoci pasivni difuze
Ci aktivnim transportem zprostfedkovanym SGLT1 (sodikovo-glukézovy kotransportér). Kromé
toho, Ze muze fungovat jako tzv. strdZce prvni linie cévni stény, tak resveratrol muize
pUsobit i na monocyty a makrofagy typu M1/M2 za Ucelem modulace zanétlivych profilQ.
Taktéz plsobi na burnky hladkého svalstva cévniho za Gcelem regulace proliferace a apoptozy
¢i na kardiomyocytech potlacuje vysoky oxidacni stres.

Funguje také jako aktivator SIRT1 (Sirtuin 1), NAD+ dependentniho proteinu, ktery reguluje
starnuti, transkripci, proliferaci, apoptézu a zanét. BEhem procesu starnuti dochdzi k postupné
ztraté exprese SIRT1 v kardiomyocytech, endotelidlnich a cévnich bunkich, coz ma za
nasledek starnuti cévisrdce. Resveratrol tedy slouZi jako farmakologicky imitator pro omezeni
pfijmu kalorii ¢imZz aktivuje SIRT1 a ndsledné dochazi kmodulaci enzymové
aktivity, fosforylace protein( a funkce transkripcnich faktort. Dohromady tak tvofi zaklad pro
vazodilata¢ni, antioxidacni, protizanétlivé a antiapoptické vlastnosti, které benefituji
kardiovaskularnimu systému (Cheng et al. 2020). V nésledujici tabulce vidime prehled ucinku
resveratrolu pfi klinickych studiich na kardiovaskularni onemocnéni (Singh et al. 2019).

Tabulka €. 5: Vysledky publikovanych klinickych studii s resveratrolem u kardiovaskularnich
chorob, (Upraveno (Singh et al. 2019))

Primarni KVO 75 Kapsle, & mésich Vyrazné snizeni hladiny cholesterclu a Apo-B157

Zlepzeni profilu krevnich lipidd a sniZeni hladiny glukézy
v krvi nalaéno
Zlepzeni diastolického stavu levé srdeéni komory a endotelidlni
funkce, sniZeni LDL162
400 mg/d, 1 mésic yrazne sniZena exprese IC;I\;:;EAM a koncentrace inzulinu

Pacienti s rizikem vzniku KVO 1000 Dieta, délka neurdita

Infarkt myokardu 40 10 mg/d, 3 mésice

Zdravy jedinec 44
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Na nasledujicim obrazku (Obrazek ¢. 11) jsou popsany jednotlivé benefity resveratrolu na
kardiovaskularni systém.

Doplfiovani SIRT1 T
Funkce endotelu
Starnuti cév a srdce |
Oxidacni stres |
Zanét |

Cévni remodelace

Regulace
dlouhovékosti
Cirkadianni Energeticky
Zména mikrobiomu T hodiny metabolismus
Zmé&na metabolitd T
Oxidace lipidG T
Riziko aterosklerézy |-
. OH
HO. «"\\/&/l
O
OH
Cirkadianni : Odolnost

hodiny proti stresu

Oxida&ni stres J

Zanét |

ProdlouZeni endotelu T
Reendotelizace T
Autofagie T

Remodelace srdce |
. Nébor monocyti |
Cviéebni Infiltrace makrofagy -
mimetika Tvorba p&novych bunék

Ve

Obrazek €. 11: Pfiznivé ucinky resveratrolu na kardiovaskularni systém,

(Upraveno (Cheng et al. 2020))

3.3.2.2 Onkologicka onemocnéni

Klinické a preklinické studie naznacuji, Ze rakovina je primarné zplsobena poruchou
regulace vice genU. LéCiva vyZivana proti rakoviné jsou vSak navrzeny tak, Ze plisobi na jediny
cil. Aviak vzhledem ke sloZitosti povahy rakoviny je Zadouci nalézt latky se schopnosti
modulovat vice gend a drah. Vtomto ohledu se ukazuje resveratrol jako latka, kterd ma
viceucelové vlastnosti. MuUze tak ovliviiovat Sirokou Skalu receptortd, transkripcnich
faktor(, enzym( ¢i kindz. Tento vliv mUZze mit bud pfimo ¢i nepfimo, coz vede k nékolika
biologickym dusledkim. Vliv resveratrolu byl zaznamenam predevsim u rakoviny tlustého
stfeva, rakoviny prsu a mnohocetného myelomu.

V klinické studii, které se zucastnilo 40 zdravych jedinci, byla testovana bezpecnost
a ucinnost resveratrolu pfi pfijmu v malych davkach (0,5; 1; 2,5; 5 g/den) po dobu 29 dni.
Vysledkem bylo nejen zjisténi, Ze je resveratrol bezpecny, ale taktéZ Ze snizuje cirkulujici
hladiny IGF-1 a IGFBP-3, jeZz jsou spojeny s nékolika typy rakoviny (Singh et al. 2019).
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V nasledujici tabulce jsou popsany mechanismy acinku u jednotlivych onemocnéni
v jednotlivych studiich.

Tabulka €. 6: Vysledky publikovanych klinickych studii s resveratrolem u rakovinového
onemocnéni, (Upraveno (Singh et al. 2019))

R — — T e

Zvygend regulace myc, axinll a cyklinu D1;

ez iU aiEe E EDoabngk diahi sniZena regulace CD133 a LGRS v normalni sliznici tlustého stieva
e T 9 5g/d, 14 dni Zlep3ena biologicka dostupnost, dobra snagenlivost a
jaterni metastazy zvySené stépeni kaspazy-3 v maligni jaterni tkani
Mnohocetny myelom 24 5 gfd, 20 dni Vyvolané nefdouci pfihody u pacientd
Karcinom prsu 39 10-50 mg/d, 12 tydnd Potlaéeni metylace RASSF-1a u onkologickych pacienti

3.3.2.3 Alzheimerova choroba

Tato choroba patfi k nej¢astéjSim onemocnénim, které maji velky dopad na vznik
demence a umrtnost u starSich osob. Alzheimerova choroba je patologicky definovana
hustotou a distribuci B-amyloidovych plak( v centralnim nervovém systému (CNS)
a intraceluldrnimi plaky neurofibrilarni spleti (Ahmed et al. 2017). Dochazi k postupnému
Stépeni B-amyloidu a ukladani jeho fragmenta.

Mezi léky, které se pouZivaji, patfi inhibitory cholinsterdzy, napftiklad
donepenzil, rivastigmin a galantamin. Také se pouzivd antagonista N-methyl-aspartatovych
receptord memantin. Ulinek je zalozen na cholinergni neurotransmisi ¢ blokaci
excitotoxického poskozeni. Vliv téchto |ékl je pouze ¢astecny a docasny s paliativnimi prinosy.

Rizikovym faktorem dCislo jedna je stafi. Proto se zde vyuZiva tzv. kaloricka restrikce, coz
predstavuje mirné stresové omezeni kalorii. Prijem se mQze sniZit maximalné o 1/3 z celého
kalorického pfijmu.

Podobné jako u restrikce ptijmu, maji své benefitni vlivy i bioaktivni latky. Proto zde
nalézd své uplatnéni pravé resveratrol, ktery patfi k nejsilnéjsSim aktivatorm SIRT1.
Sirtuin 1, taktéz oznacovany jako NAD+ — dependentni proteinova deacetyldza, je represorem
genu, které ovladdaji ukladani tuk(. Lécba resveratrolem sniZuje na véku zavisly ubytek
kognitivnich funkci a patologické stavy podobné Alzheimerové chorobé. Tento typ lécby se
vSak zatim nevyuziva a je soucasti preklinickych studii. Tyto studie vSak vykazuji pfiznivé Gcinky
regulujici starnuti spojené s oddalenim nebo prevenci nemoci spojenymi se stafim
(Sawda et al. 2017).
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Na nize pfilozené tabulce vidime prehled pozitivnich mechanism( resveratrolu
vzhledem k Alzheimerové chorobé.

Tabulka ¢. 7: Pfehled mechanismu ucinku resveratrolu vzhledem k Alzheimerové chorobé,
(Upraveno, (Ahmed et al. 2017))

Plsobeni

Mechanismy uéinku
resveratrolu

Inhibice Tauopatie* Zvysena regulace genu BAG2
Posileni tvorby Zvyseni hladiny BDNF (mozkovy neuroticky
dlouhodobé paméti faktor, ktery podnécuje riist mozkovych bunék)

Posileni neuroprotektivni

aktivity sirtuinu-1 Zvyseni hladiny a aktivace SIRT1

Inhibice syntézy

laku B loid Obnoveni normalni bunécéné autofagie
plaku B-amyloidu

*Tauopatie jsou neurodegenerativni onemocnéni charakterizovana ukladénim abnormaélniho tau proteinu v mozku.

3.3.3 Francouzsky paradox

Jev, francouzsky paradox, byl objeven a pojmenovan jiz v minulém stoleti v roce 1992.
Doslo k observanci nizkych hodnot smrtnosti na ischemickou chorobu srdecni (ICHS) ve Francii
i pres vysoky pfijem nasycenych tukd ve stravé. Autor této teorie, Serge Renauld, se
domnival, Ze existuje korelace mezi pfijmem stravy bohaté na nasycené tuky a konzumaci
alkoholu, obzvlasté cerveného vina (Haseeb et al. 2017). Vramci studie organizované
Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO), bylo zjisténo, Ze pomér umrtnosti
na kardiovaskuldrni onemocnéni je ve Francii dvakrat az tfikrat nizSi neZ v ostatnich
zemich, napf. USA, Velkd Britdnie a Svédsko. Na zakladé téchto informaci byla v Kodani
usporadana studie, které se ucastnilo 6051 muzd a 7234 zen ve véku 30-70 let. V této studii
bylo zjisténo, Ze nizsi az stfedné vysoka konzumace vina méla redukujici vliv na umrtnost na
kardiovaskularni a cerebrovaskuldrni onemocnéni.

Velké mnozstvi klinickych studii a studiich na zvifatech naznacuje, Ze resveratrol mize
mit pozitivni vliv na lidsky organismus. Nicméné navzdory velkému mnoZstvi nepfimych
a experimentalnich dikazd nelze definitivné potvrdit protektivni ucinky resveratrolu na lidské
télo (Catalgol et al. 2012).

3.3.4 Kaloricka restrikce

Restrikce kalorii ma pozitivni vliv na velké mnozstvi organisml. Omezeni mnozstvi
pfijatych kalorii prodluzuje délku Zivota a pfindsi sebou metabolické vyhody. Pro Uspésnost
tohoto typu pfistupu je esencialni spravné nastavena dieta (Lam et al. 2013). Restrikce pfijmu
je jedna znejucinnéjSich vyZivovych opatreni, které prokazatelné chrani pred
obezitou, cukrovkou a kardiovaskularnim onemocnéni (Dolinsky & Dyck 2011). Indukova
kaloricka restrikce také snizuje riziko aterosklerdzy, tvorbu zanétu ¢i inzulinovou rezistenci
tukové tkdné. Resveratrol a latky strukturné podobné maji téz pozitivni vliv na sniZzovani
hladiny cukru v krvi (Delmas et al. 2005).
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V soucasné dobé existuje nékolik presvédcivych dlkazl o vyuZiti suplementace
resveratrolu jako potencionalni alternativy omezeni pfijmu kalorii. Resveratrol aktivuje SIRT1
a s tim spojenou lepsi vyuZitelnost energie. Soucasné vyzkumy podporuji vyuzZiti resveratrolu
jako potencionalni mimetikum (latka s napodobujicim ucinkem jinych latek i jejich déj
v organismu) pro kalorickou restrikci ke zlepSeni metabolického i funkéniho zdravi. Je dulezité
vénovat tomuto tématu vice studii, které jsou zdsadni pro ziskdni informaci o jeho
dlouhodobém pfinosu pro zdravi (Lam et al. 2013).

3.4 Legislativni pozadavky

Pro skupinu doplriikd stravy a léciva plati rozdilnd legislativni poZzadavky a také se mlze
lisSit jejich vysledna cena, kvalita a bioaktivita. V této praci se zaméruji na resveratrol
ve farmakologické kvalité, ztohoto divodu zde naleznete kratky vynatek legislativnich
pozadavkl tykajicich se téchto dvou skupin. Hranice mezi témito skupinami a jednotlivymi
kategoriemi miZe byt velmi Gzka a je tak dlleZité vénovat se kazdému produktu zvIast.

3.4.1 Pozadavky na doplriky stravy

,Podle zdkona ¢. 110/1997 Sb., v platném znéni, se doplrikem stravy rozumi potravina,
jejimZ ucelem je doplriovat béZnou stravu a kterd je koncentrovanym zdrojem vitamini
a minerdlnich Idtek nebo dalSich Idtek s nutriénim nebo fyziologickym ucinkem, obsaZenych
v potraviné samostatné nebo v kombinaci, uréend k primé spotfebé v malych odmérenych
mnoZstvich.

Podle smérnice  Evropského parlamentu a Rady ¢. 2002/46/ES jsou doplriky
stravy potraviny, jejichZ ucelem je doplriovat béZnou stravu a které jsou koncentrovanymi
zdroji Zivin nebo jinych Ildtek s vyZivovym nebo fyziologickym ucinkem, samostatné nebo
v kombinaci, jsou uvddény na trh ve formé ddvek, a to ve formé tobolek, pastilek, tablet, pilulek
a v jinych podobnych formdch, ddle ve formé sypké, jako kapalina v ampulich, v lahvi¢kdch
s kapdtkem a v jinych podobnych formdch kapalnych nebo sypkych vyrobki uréenych k prijmu
v malych odmérenych mnoZstvich.

Doplriky stravy v rdmci CR tvofi samostatnou kategorii potravin, kterd je
upravena vyhlaskou é. 58/2018 Sb., o doplricich stravy a sloZeni potravin, ve znéni pozdéjsich

predpisu. Tato vyhldska vznikla transpozici smérnice Evropského parlamentu a Rady
¢. 2002/46/ES.
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Oznacovdni doplnikd stravy:

3.4.2

nesmi prisuzovat dopliikim stravy vlastnosti tykajici se prevence, Iécby nebo vyléceni
lidskych onemocnéni nebo odkazovat na tyto vlastnosti,

nesmi obsahovat Zddné tvrzeni uvddéjici nebo naznacujici, Ze vyvdzend a pestrd strava
obecné nemuze poskytnout dostatecné mnozstvi vitamini nebo minerdlnich ldtek,
vyZivovd a zdravotni tvrzeni se mohou uvddét za podminek stanovenych narizenim (ES)
C. 1924/2006" (Statni zemédélska a potravinarska inspekce, 2019)

Pozadavky na léciva

Zakon €. 378/2007 Sb. o léc¢ivech a o zménach nékterych souvisejicich zakond, nyni

aktualizovan zdkonem ¢. 314/2022 Sb. tika, ze:

»(1) LéCivym pFipravkem se rozumi

a) ldtka nebo kombinace ldtek prezentovand s tim, Ze mad lécebné nebo preventivni
vlastnosti v pripadé onemocnéni lidi nebo zvifat, nebo

b) latka nebo kombinace ldtek, kterou Ize pouZit u lidi nebo podat lidem, nebo pouZit u
zvirat ¢i podat zvifatim, a to bud’'za ucelem obnovy, tupravy Ci ovlivnéni fyziologickych
funkci prostrednictvim farmakologického, imunologického nebo metabolického ucinku,
nebo za ucelem stanoveni Iékarské diagndzy.

(3) Latkou se rozumi jakdkoli Idtka bez ohledu na jeji plvod, ktery mizZe byt

a) lidsky, napriklad lidska krev, jeji sloZky a pripravky z lidské krve,

b) Zivocisny, napfriklad mikroorganismy, toxiny, celi ZivoCichové, ¢dsti orgdnd, Zivocisné
sekrety, extrakty nebo pfipravky z krve,

c) rostlinny, nebo

d) chemicky.

(4) Za latku podle odstavce 3 se zejména povaZuje

3.5

a) lécCiva ldatka, kterou se rozumi jakdkoliv Idtka nebo smeés Idtek uréend k pouZiti pfi
vyrobé nebo pfipravé lécivého pripravku, kterd se po pouZiti pfi této vyrobé nebo
pfipravé stane ucinnou sloZzkou lécivého pripravku uréenou k vyvinuti
farmakologického, imunologického nebo metabolického ucinku za ucelem obnovy,
upravy nebo ovlivnéni fyziologickych funkci anebo ke stanoveni lékarské diagnozy,
b) pomocnd ldatka, kterou se rozumi jakdkoli sloZzka Ié¢ivého pFipravku, kterd neni léCivou
Iatkou nebo obalovym materidlem.”“ (Zakony pro lidi, 2010-2023)

Metoda HPLC-MS

Zkratka HPLC-MS predstavuje metodu vysokoucinné kapalinové chromatografie

s hmotnosti spektrometrii. Metoda analyzy vyuZivajici chromatografickou techniku za

ucelem separace jednotlivych slozek vzorku s jejich naslednou analyzou. Vyhodou této

metody je vysoka ucinnost, dobra opakovatelnost a robustnost. Ve spojeni s hmotnostni
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spektrometrii tak tvofi standardni instrumentaci pro kvantitativni analyzu znamych latek
i pfi nizké koncentraci (Moldoveanu & David 2016). Na nasledujicich obrdzcich mizeme
vidét pfistroje pouzivané kanalyze HPLC-MS. Na obrazku ¢ 12 vidime
pfistroj — hmotnostni spektrometr, ktery byl pouZzit pfi analyze. Obrazek €. 13 zobrazuje
chromatograficky systém pouZity pfi analyze dat v této diplomové praci.

Obrazek €. 12: Hmotnostni spektrometr — 3200 Q-Trap, (Mass spectrometers 2023)
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Obrazek ¢. 13: Chromatograficky systém HPLC — Ultimate 3000, (HPLC Standard Systems
2006-2023)
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4 Metodika

V predkladané diplomové préci bylo zkoumano nékolik na sebe navazujicich ukon(, a to
predeviim vyvoj metodiky a ndsledné stanoveni stilbenoidd v rlznych castech rostliny
Kridlatky japonské. Stanoveni se skladalo ze dvou krokd, a to pfiprava rostlinné matrice pro
analytické stanoveni a vlastni HPLC-MS metodu. Cilem této prace bylo stanovit nasledujici
stilbeny — resveratrol, piceid, emodin a jeho glukosid. Pfi pfipravé resveratrolu jako
potravinového dopliku je kontrolovan obsah emodinu a emodin glukosidu, jelikoZz mohou
na lidsky organismus pUsobit toxicky (napfiklad vyvoldvat zaZivaci obtize) a jsou kontrolovany
legislativnimi organy — Statni zemédélskou a potravinarskou inspekci — a jsou regulovany
na hladiny nejvyssich pripustnych limita.

4.1 Stanoveni antioxidantu

4.1.1 Pouiité chemikalie

K analyze antioxidant( v rostlinnych matricich pomoci metody HPLC-MS jsem pouZzila
tyto chemikalie:

e Methanol p.a. CHsOH
e Acetonitril H,S04
e Voda miliQ H.O

o Kyselina sirova p.a. H2S04
e Diethylether p.a. C:Hs0
e Chloroform p.a. CHCl3
e Hydroxid amonny NH4OH
e Siran hotfec¢naty MgSO4

Vyrobcem chemikalii je Fisher Scientific, pouze voda miliQ je z Ceské Zemédélské Univerzity.
4.1.2 Pouiité pristroje k pfipravé vzork

e Treci miska s tlou¢kem

e Analytickd laboratorni vaha

e Ultrazvukova lazen

e Vakuova odparka

e Elektricky mlynek

o Délici aparat: délici ndlevka, kruh, stojan, kadinka

e Filtraéni aparat: frita, odsdvaci banka, pojistna lahev, vodni vyvéva, gumové
propojeni
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4.1.3 Pfiprava vzorku z rostlinnych matric

Pfiprava vzork( probihala ve dvou rlznych variantdch. Prvni druh ptipravy byl
realizovdan pomoci rozetfeni rliznych ¢asti rostliny — kofen, stonek, list v tfeci misce.
Nasledovalo navaZeni 2 g pfrislusné ¢asti rostliny, kdy polovina byla pfedloZena do
extrakce a druhd ¢ast slouZila ke stanoveni susiny a byla premisténa do Zihaciho kelimku
a vloZena do susarny a ponechdna susit do konstantni hmotnosti pfi teploté 70°C. Prvni
¢ast byla presunuta do plastové zkumavky o objemu 50 ml s uzavérem a predlozena ddle
k extrakci. Nasledné se do zkumavky pridalo 25 ml methanolu (nebo smés voda-acetonitril
50:50 ¢i smés voda-methanol 50:50) a uzaviena zkumavka byla umisténa do ultrazvukové
[dzné na 20 minut. Methanolovy podil byl prefiltrovdn pomoci odsavaci bariky s fritou.
Cisty a prefiltrovany podil byl prelit do ¢isté kadinky a opét byl ke vzorku pFidan methanol
o objemu 25 ml a nasledovala 20minutova ultrazvukova lazen. Poté byl vzorek opét
vyfiltrovan. Tento postup byl zopakovan jesté jednou stejnym zplsobem. Takto vzniklé tfi
podily byly slouceny, prefiltrovany odsavaci barikou s fritou a prelity do 250 ml barky, jez
byly umistény do vakuové rotacni odparky k odpareni do sucha. Pfi pouZiti tohoto typu
extrakce byly pouzity 3 druhy chemikdlii jako extraktanty — methanol, smés
voda-acetonitril (50:50) a smés vody s methanolem v poméru 50:50.

Druhym zpUsobem pftipravy byla kryogenizace vzorku, kdy byl odvazeny 0,5 g vzorku
v tfeci misce a nasledné prelit tekutym dusikem. Diky vlastnostem tekutého dusiku doslo
k jednoduchému rozetfeni vzorku na malé aZ prachové castice. Zbytek, ktery vznikl
po odpareni dusiku byl rozpustén ve smési methanol-voda (50:50) a vloZzen na 20 minut
do ultrazvukové lazné. Nasledovala filtrace vzorku na keramické frité a kapalny podil
byl vloZzen do vakuové odparky. Poté byl destila¢ni zbytek rozpustén v 1 ml methanolu
a tim pfipraven pro vlastni analyzu na pfistroji HPLC-MS.

Vzorky byly skladovany pfi teploté 4 °C v chladniéce, protoZe trans-resveratrol je velmi
fotosenzitivni a méni se po vystaveni svétlu na izomer cis-resveratrol. Rostlinné vzorky
byly dodany firmou InterPharma Praha.

4.1.4 Priprava roztoki referencnich latek

Resveratrol v trans— a cis— formé, stejné tak piceid a jeho izomery jsou spolu
s emodinovymi derivaty pritomny v Kfidlatce japonské, takze byly komercéné ziskavany
a pouzity jako referencni latky v této studii. Zdsobni roztoky jednotlivych izomerickych
variant testovanych latek byly pripraveny rozpusténim jejich standardd v methanolu
na finalni koncentraci (0,20 pg/ml). Takto vzniklé zasobni roztoky byly prefiltrovany
pres 0,45 um Millipore filtr a vyuzity jako referencni latky pro HPLC-MS analyzu.
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4.1.5 Stanoveni stilbenoidi pomoci HPLC-MS analyzy

Kvalitativni a kvantitativni stanoveni stilbenoid(, predevsim trans— a cis-resveratrolu,

trans— a cis-piceidu, emodinu a emodin-glukosidu bylo uskute¢néno pomoci metody

kombinujici separacéni techniky, konktrétné vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

spolu s metodou detekéni — hmotnostni spektrometrii.

4.1.5.1 Analytické podminky HPLC-MS systému

Instrument:

lonizace:
Skenovaci rezim:
Pratok kolonou:

Primarni infuze:

Teplota kolony:
Objem nastfiku:

Doba analyzy:

lon Spray Voltage:

Curtain gas:
Collision gas:
Teplota:

lon source gas 1:

lon source gas 2:

I, Hmotnostni spektrometr — 3200 Q-Trap (Applied Biosystems, Kanada)

II, Chromatograficky systém HPLC — Ultimate 3000 (Di-ionex, USA)

I, Analytickd HPLC kolona — Synergi Fusion-RP 10, 100 x 2,0 mm, 2,5 um
(Phenomex, USA)

ESI (+), pozitivni ionizacni méd

Full Scan —80-1500 Da

200 pl/min

10 pl/min roztoku vzorku o koncentraci 100 pl/ml (optimalizace MRM
prechodi)

40 °C

5 ul

25 min

IS =5500V
CUR = 25 psi
CAD = medium
600 °C

GS1 =50 psi
GS2 =50 psi
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Parametry MRM pfechodt:
Tabulka €. 8: Prehled MRM piechod( pro jednotlivé latky

Nazev latky | Prekurzorovy | Produktovy | Declustering | Enterance | Cell Collision
ion ion potential potential IIinterancle :Eg;r[g\\ll]
otentia
(DP) [V]

(EP)IVI | (cEP) [V]
Trans- 228,24 143,19 53 12 15 50
Resveratrol
Cis- 228,24 143,19 53 12 15 50
Resveratrol
Trans-Res. 403,27 227,21 53 12 15
Glukosid Prechod
(Trans- 24
Piceid)
Cis-Res. 403,27 227,21 53 14 17 Prechod
Glukosid 22
(Cis-Piceid)
Emodin 270,25 225,18 58 15 17 35
Emodin- 432,41 198,22 58 15 17 35
glukosid

4.1.6 Priprava vzorkl pro HPLC-MS analyzu

4.1.6.1 Ptiprava extrakéni metodou

Pro extrakci bylo navazieno 2 g rozmélnéného vzorku v50 ml zkumavce typu
falcon, k vzorku bylo pfidano 25 ml smési ethanolu a ethylacetatu v poméru 1:1. Poté byly
vzorky ponechany ve tmé po dobu 18 hodin. Nasledovala 10minutova sonifikace
a centrifugace pro 6 000 G (centrifuga 5810R, Eppendorf AG, Némecko). Supernatant byl
prenesen do kulaté barnky o objemu 50 ml. Extrakce byla dvakrat opakovana s 5 mililitry smési
methyl-ethylacetadt. Veskery extrakt je odparfen do sucha ve vakuové odparce typu
R-200 (Biichni Labortechnik AG, Svycarsko) pfi teploté 40 °C. Takto vysuseny extrakt je znovu
rozpustén ve 4 ml 100% methanolu a nasledné filtrovan pres 0,22 um PVDF injekéni filtr. Takto
pfipraveny roztok extraktu je pfipraven na analyzu pomoci HPLC-MS.
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4.1.6.2 Ptiprava kryogenni metodou

Pro tuto metodu je také navazeno 0,5 g vzorku v plivodnim stavu, ktery je nasledné
vloZzen do treci misky, ktera je pfedem ponofena do kapalného dusiku a tim vychlazena.
Do takto pripravené misky se vzorkem je pridano pfiblizné 10 ml kapalného dusiku a tfecim
valeckem je vzorek rozetfen na velmi jemny prach. V pripadé potreby byl pridan dalsi tekuty
dusik aZz do uplného rozemleti vzorku. Tento jemny prasek je nasledné smichan se
4 ml 100 % methanolu a fadné promichan. Poté je vzorek zfiltrovan pres 0,22 um PVDF injekéni
filtr a takto pFfipraveny roztok je predloZen k analyze na HPLC-MS.

Validacni parametry HPLC-MS

Byla provedena validace metody. Nalezené dllezité valida¢ni parametry jsou zaneseny nize

v tabulce.
Tabulka €. 9: Valida¢ni parametry HPLC-MS metody

Nazev Limit detekce | Limit kvantifikace | Linearita Pfesnost Spravnost
slouceniny (LoD) (Loq) (%) (%)
Trans- 0,15 0,50 1-10000 0,86 1,63
Resveratrol
Cis- 0,25 0,83 1-10000 1,21 1,55
Resveratrol
Trans-Piceid 0,03 0,10 1-1000 0,65 0,90
Cis-Piceid 0,05 0,17 1-1000 0,55 0,76
Emodin 0,01 0,03 1-10000 0,45 1,15
Emodin- 0,01 0,03 1-1000 0,96 1,23
glukosid

Trans-Resveratrol

e Limit detekce (LOD) 1,2 ng/ml extraktu

e Limit kvantifikace (LOQ) 4,0 ng/ml extraktu
Cis-Resveratrol

e Limit detekce (LOD) 0,1 ng/ml extraktu
e Limit kvantifikace (LOQ) 0,3 ng/ml extraktu
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Trans-Piceid

e Limit detekce (LOD) 0,03 ng/ml extraktu

e Limit kvantifikace (LOQ) 0,10 ng/ml extraktu
Cis-Piceid

e Limit detekce (LOD) 0,03 ng/ml extraktu

e Limit kvantifikace (LOQ) 0,10 ng/ml extraktu
Emodin

e Limit detekce (LOD) 2,5 ng/ml extraktu

e Limit kvantifikace (LOQ) 8,3 ng/ml extraktu
Emodin-glukosid

e Limit detekce (LOD) 0,03 ng/ml extraktu
e Limit kvantifikace (LOQ) 0,10 ng/ml extraktu

Interference:

Vzhledem kvolbé selektivnich MRM prechodd a jejich naslednym testovanim
se spikovanymi redlnymivzorky a blanky (tzv. kontrolni vzorek), bylo zjisténo, Zze nedochazi
k interferenci vzorkd.

Rozsah jednodenni (,intra-day“) a mezi-denni (,,inter-day“) presnosti byl 0,37 — 1,27 %.

Pfesnost byla stanovena metodou nejmensich ctverci na 98,53 — 99,10 %, dale byla
stanovena relativni smérodatnd odchylka o hodnoté 0,55 - 1,63 %.
Optimalizované analytické podminky:

Byla vyvinuta HPLC-MS metoda, jeZ splfiovala poZadavek na idedlni separaci. Bohuzel doba
analyzy se pohybovala kolem 25 minut a ani Upravou podminek se nepodafilo zkratit
celkovy ¢as analyzy, aniz by nebyla ohroZena kvalita separace vSech latek. Podminky
analyzy naleznete nize, spolu s vystupnim chromatogramem.

Podminky analyzy:

Chromatograficky systém HPLC Ultimate 300 RS, Dionex, USA
Hmotnostni spektrometr 3200 QTRAP, AB-Sciex, Kanada

Chromatograficka kolona a podminky analyzy:

Chrom. kolona ACQUITY UPLC BEH C18 (50 mm x 2,1 mm x 1,7 um)
Chrom. predkolona ACQUITY UPLCBEH C18 (5 mm x 2,1 mm x 1,7 um)
Objem nastriku 2 ul

Slaby promyvaci roztok deionizovand voda-methanol (90:10)
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Silny promyvaci roztok methanol

Mobilni faze A 0,1% kyselina octova v deionizovana vodé
Mobilni faze B 0,1% kyselina octova v methanolu

Pritok mobilni faze 0,6 ml/min

Gradient mobilni faze Omin > 10% B

4 min - 100 % B
7 min 2 100 % B
7,1 min > 10% B
10 min > 10% B

Na obrazku €. 14 je zobrazen chromatogram ziskany optimalizaci analytické metody, jejiz
cilem bylo zajisténi separace jednotlivych komponent, které byly monitorovany.

100 3 4
S £
2 3 .
e . g &
3 - g B g
D & v § 8 &
[.o] 1 4 I « (")
c ;ﬂ - -t
-4 LY el o ol g
2 o g & < 3
-9 ] = I~ 8
& | ' N 4]
50 o o ) [
= - © -
-3 o a o
o - 2 .
=
0 e
0 10 20 30 [min]

Obrazek ¢. 14: Chromatogram separovanych komponent

V nasledujici tabulce mGzeme vidét jednotlivé retencni Casy analytl, které vidime na vyse

pfiloZeném chromatogramu.

Tabulka €. 10: Retencni ¢asy jednotlivych analytl

Analyt Retencni ¢as

Cis-Resveratrol 8,08 min

Trans-Resveratrol | 11,33 min

Cis-Piceid 17,99 min
Trans-Piceid 20,99 min
Emodin 22,48 min

Emodin-glukosid | 23,38 min
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5 Vysledky

Realizované méreni bylo zaméreno na stanoveni celkového obsahu resveratrolu
a dalSich antioxidantu v rostlinné matrici Kfidlatky japonské. Kazda ¢ast rostliny (kofen, stonek
a list) byla zmérena v 10 paralelnich opakovanich pro kazdou metodu a nasledné vypoctena
smérodatnd odchylka, primér, minimalni a maximalni hodnota (Ptiloha ¢. 4, 5, 6). Vysledné
hodnoty pouZité pro tvorbu grafl jsou vyjadreny jako priimérné hodnoty deseti opakovani
v mg/g rostliny. Data byla zpracovana pomoci programu MS Excel a Statistica 12.

5.1 Stanoveni obsahu antioxidantu

Celkové stanoveni obsahu poZadovanych antioxidantl jsem rozdélila do jednotlivych
podkapitol, které se vénuji jednotlivym castem rostliny a v ni obsazenych antioxidanta.
V nasledujici tabulce nalezneme prehled prdmérnych hodnot nalezenych v jednotlivych
Castech rostliny. Celkovy prehled namérenych hodnot naleznete v pfiloze.

Tabulka €. 11: Primérny obsah (mg/g) zkoumanych antioxidantl v jednotlivych ¢astech

rostliny

Kofen Trans-R Cis-R Trans-P Cis-P Emodin | Emodin-G
Extrakce Methanol 83,4 13,5 26,1 9,7 45,7 11,9
Extrakce Acetonitril-voda 64,2 10,3 24,3 8,1 41,5 10,8
Extrakce Methanol-voda 88 15,6 26,3 10,7 48,4 15,4
Extrakce N» 104,4 34,4 44,4 23,8 64,4 24,9
List Trans-R Cis-R Trans-P Cis-P Emodin | Emodin-G
Extrakce Methanol 8,3 1,4 2,5 1,1 4,8 1
Extrakce Acetonitril-voda 9,4 1,8 2,5 1,1 4,8 1
Extrakce Methanol-voda 10,8 2,7 2,5 1,1 4,8 1
Extrakce N> 14,8 4 3,3 2 6,8 1,9
Stonek Trans-R Cis-R Trans-P Cis-P Emodin | Emodin-G
Extrakce Methanol 114,4 22,3 31,9 9,7 45,7 11,9
Extrakce Acetonitril-voda 124,7 34,1 37,7 12,8 54,5 16,4
Extrakce Methanol-voda 127 36,4 40,4 14 56,2 18,2
Extrakce N> 138,9 39,8 45,3 15,9 58,2 20,1

Z primérnych hodnot lze vidét, Ze nejvyssich obsahl dosahoval trans-resveratrol, nasleduje
emodin, trans-piceid, cis-resveratrol, emodin-glukosid a nejmensi zastoupeni mél cis-piceid.
Vétsi vytéznost miZeme pozorovat také u izomerl trans— oproti izomerlim cis— a to at uz
u resveratrolu, tak i piceidu. Obdobny jev mlizeme také pozorovat u emodinu, kdy vytéznost
emodin-glukosidu je skoro tfetinova oproti emodinu.
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Namérené hodnoty pro jednotlivé typy extrakénich méreni jsou zobrazeny v ndsledujicich
tfrech grafech. Grafy jsou rozdéleny pro jednotlivé ¢asti rostlin. Graf ¢. 1 se vénuje kotfenu, graf
¢. 2 listu a graf €. 3 pojednava o stoncich rostliny.
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Graf €. 1: Prlmérna vytéZnost antioxidantl v kofenech dle druhu pouzité extrakce

Na tomto grafu jsme schopni sledovat efektivitu rdznych druh( extrakce v kofenové casti
u jednotlivych latek. MGZeme pozorovat, Ze extrakce pomoci tekutého dusiku je nejefektné;jsi
metodou extrakce. Vytézky ziskané touto metodou jsou vzdy vétsi nez u zbylych typU extrakci.
V pfipadé izomer( resveratrolu je tento rozdil minimalné o 16,4 mg/g rostliny vétsi oproti
sekundarni extrakci pomoci smési methanolu a vody. Ztohoto grafu lze také vycist, Ze
nejslabsi vytézky jsou ziskany extrakci smési acetonitrilu a vody. Co se tyce jednotlivych
vytéZnosti latek, nejvétsi vytéznost je u trans-resveratrolu, emodinu a trans-piceidu.
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Graf €. 2: Prlmérnd vytéZznost antioxidantu v listech dle druhu pouzZité extrakce

V grafu €. 2 mlzZeme pozorovat primérnou vytéznost v listech za poutZiti jednotlivych typu
extrakce. Lze pozorovat, Ze metoda vyuzZivajici tekuty dusik je znacné efektivnéjsi a ma vyssi
prameérné vytézky. Nejmensi vytéZznost v mg/g zde pozorujeme u extrakce methanolem.

v

Celkoveé vsak lze fici, Ze vynos z listové ¢asti rostliny je vyrazné mensi, nez u zbylych dvou ¢asti.
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Graf €. 3: Prlmérna vytéZnost antioxidantl ve stoncich dle druhu pouzité extrakce

V poslednim souhrnném grafu, ktery se tyka stonkové c¢asti rostliny mizeme pozorovat
nejvyssi vytéZnost v porovnani se zbylymi ¢astmi rostliny. Mezi jednotlivymi metodami je
nejmensi rozdil ve vytéznosti, avSak extrakce pomoci tekutého dusiku je stale nejucinnéjsi.
Zisk trans-resveratrolu metodou extrakce s N; je v priiméru o 11,9 aZ 24,5 mg/g rostliny vétsi
oproti ostatnim metoddm. Nejnizsi zisky mUZeme pozorovat u extrakce pomoci Cistého
methanolu.

5.1.1 Porovnani vytéinosti trans-resveratrolu dle typu extrakce

V testované rostliné byl nejvyssi obsah trans-resveratrolu detekovan ve stoncich, a to
vrozmezi 114,4 az 138,9 mg/g rostliny, pficemZ nejvyssi vytéinost jsme ziskali pomoci
extrakce N;. Souhrnné mnoiZstvi z extrakce pomoci tekutého dusiku bylo v priaméru
258,1 mg/g rostliny. Naopak si miZeme vSimnout na pfilozeném grafu nize, Ze hodnoty
ziskané pomoci extrakce smési acetonitrilu a vody patfi k nejnizSim. Pridmérny zisk
trans-resveratrolu byl 198,3 mg/g analyzované rostliny. CoZ je o 23 % mensi vytéZnost
ze stejné rostliny. VytéZnost ziskana pomoci extrakce methanolem a smési methanolu
s vodou v poméru 50:50 jsou obdobné ve vSech &astech rostliny, pficemz lehce pfevazuje
extrakce smési methanolu a vody.
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Graf €. 4: Porovndni ucinnosti jednotlivych metod v extrakci trans-resveratrolu

5.1.1.1 Vytézky trans-resveratrolu v kofenové ¢asti

Tabulka €. 12: Vystup z programu Statistica — Anova, trans-resveratrol v kofenové ¢asti

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro Vytéznost (Tabulka83)
Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy

SC Stupné PC F p
Efekt volnosti
Abs. ¢len 289000,0 1 289000,0 6040,409 0,000000
Typ extrakce 8205,6 3 2735,2 57,169 0,000000
Chyba 1722,4 36 47,8

Tabulka €. 13: Vystup z programu Statistica — Scheffého test, trans-resveratrol v kofenové

Scheffeho test; proménna Vytéznost (Tabulka83)
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 47,844, sv = 36,000

Typ extrakce {1} {2} {3} {4}
&. buitky 83,400 64,200 88,000 104,40
1 Methanol 0,000007 0,536811 0,000001
2 Acetonitril-voda 0,000007 0,000000 0,000000
3 Methanol-voda 0,536811 0,000000 0,000103
4 0,000001 0,000000 0,000103

Dle ziskanych statistickych vysledkl z testu Anova, lze usoudit, Ze mezi jednotlivymi typy
extrakce existuji statisticky vyznamné rozdily ve vysi vytézku. Tento jev vSak nelze potvrdit
mezi extrakci methanolem a extrakci methanol-voda, kdy neexistuje statisticky vyznamny

rozdil.
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5.1.1.2 Vytéziky trans-resveratrolu v listové ¢asti

Tabulka €. 14: Vystup z programu Statistica — Anova, trans-resveratrol v listové ¢asti

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro Vytéznost (Tabulka1)
Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy

SC Stupné PC F p
Efekt volnosti
Abs. ¢len 4687,225 1 4687,225 10747,78/ 0,00
Typ extrakce 242,075 3 80,692 185,03 0,00
Chyba 15,700 36 0,436

Tabulka €. 15: Vystup z programu Statistica — Scheffého test, trans-resveratrol v listové ¢asti

Scheffeho test; proménna Vytéznost (Tabulka1)
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = ,43611, sv = 36,000

Typ extrakce {1} {2} {3} {4}
&. buriky 8,3000 9,4000 10,800 14,800
1 Methanol 0,007766 0,000000 0,000000
2 Acetonitril-voda 0,007766 0,000509 0,000000
3 Methanol-voda 0,000000 0,000509 0,000000
4 NO2 0,000000 0,000000 0,000000

Z vyse vloZenych tabulek, mGzZeme fFici, Ze existuje statisticky vyznamny rozdil mezi vSemi
jednotlivymi typy extrakce v listové ¢asti Kridlatky japonské.

5.1.1.3 Vytézky trans-resveratrolu v stonkové casti

Tabulka €. 16: Vystup z programu Statistica — Anova, trans-resveratrol ve stonkové casti

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro Vytéznost (Tabulka42)
Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy

SC Stupné PC F p
Efekt volnosti
Abs. ¢len 637562,5 1 637562,5 17800,72 0,000000
Typ extrakce 3034,1 3 1011,4 28,24 0,000000
Chyba 1289,4 36 35,8

Tabulka ¢. 17: Vystup z programu Statistica — Scheffého test, trans-resveratrol ve stonkové
¢asti

Scheffeho test; proménna Vytéznost (Tabulka42)
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 35,817, sv = 36,000

Typ extrakce {1} {2} {3} {4}
&, buriky 114,40 124,70 127,00 138,90
1 Methanol 0,005665 0,000558 0,000000
2 Acetonitril-voda 0,005665 0,863513  0,000102
3 Methanol-voda 0,000558 0,863513 0,001153
4 NO2 0,000000, 0,000102 0,001153
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Po statistickém vyhodnoceni Anova sndslednym Scheffého testem zvysledku
vyplyvd, Ze existuje statisticky vyznamny rozdil v pouziti rizné metody extrakce, kromé vztahu
extrakce smési acetonitrilu a vody s extrakci smési methanolu a vody, kdy neni potvrzen
statisticky vyznamny rozdil.

5.1.2 Porovnani vytéznosti cis-resveratrolu dle typu extrakce

Pfi analyze cis-resveratrolu byla opét nejucinnéjsi metoda extrakce pomoci tekutého
dusiku s vyslednou primérnou vytéznosti 83,6 mg/g rostliny. Oproti tomu nejméné ucinnou
formou extrakce bylo vyuziti Cistého methanolu, kdy byla vysledna souhrnna prdmérna
vytéznost 46 mg/g rostliny. Tento rozdil pfedstavuje o 45 % mensi celkovou vytéZznost
z testované rostliny. O 10 % mensi vytéZnost oproti pouziti N, vykazuje extrakce smési
methanolu a vody s vyslednym primérnym ziskem 75,5 mg/g rostliny. V porovnani s nejnizsi
ucinnosti extrakce pomoci acetonitrilu v ptipadé trans-resveratrolu, je jeho Uucinnost
u cis-resveratrolu mnohem vétsi a oproti nejucinnéjsi metodé je jeho zisk mensi o 16 %

celkového primeérného cis-resveratrolu.
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Graf €. 5: Porovnani ucinnosti jednotlivych metod v extrakci cis-resveratrolu
5.1.2.1 Vytéziky cis-resveratrolu v kofenové ¢asti

Tabulka €. 18: Vystup z programu Statistica — Anova, cis-resveratrol v kofenové casti

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro Vytézek cis-Resveratrolu (Tabulka16)
Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy

SC Stupné PC F p
Efekt volnosti
Abs. ¢len 13616,10, 1 13616,10 1875,209 0,00
Typ Extrakce 3534,50 3 1178,17 162,257 0,00
Chyba 261,40 36 7,26
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Tabulka €. 19: Vystup z programu Statistica — Scheffého test, cis-resveratrol v kofenové casti

Scheffeho test; proménna Vytézek cis-Resveratrolu (Tabulka16)
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 7,2611, sv = 36,000

Typ Extrakce {1} {2} {3} {4}
&. buriky 13,500 10,300 15,600 34,400
1 Methanol 0,088623  0,398588 0,000000
2 Acetonitril-voda 0,088623 0,001315 0,000000
3 Methanol-voda 0,398588 0,001315 0,000000
4 NO2 0,000000 0,000000 0,000000

Z tabulky €. 18 lze usoudit, Ze rozdil mezi extrakcemi je statisticky vyznamny, pro blizsi
vyhodnoceni jsem provedla Scheffého test, viz tabulka ¢. 19, kde mlzeme pozorovat
statisticky vyznamny rozdil mezi extrakci pomoci tekutého dusiku a vSemi zbylymi extrakcemi.
Dale vidime statisticky vyznamny rozdil mezi 2. a 3. typem extrakce. U ostatnich kombinaci
typul extrakci neni statisticky vyznamny rozdil.

5.1.2.2 Vytéiky cis-resveratrolu v listové Casti

Tabulka €. 20: Vystup z programu Statistica — Anova, cis-resveratrol v listové ¢asti

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro Vytézek cis-Resveratrolu (Tabulka16)
Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy

SC Stupné PC F p
Efekt volnosti
Abs. ¢len 245,0250 1 245,0250 1089,000 0,000000
Typ Extrakce 39,8750 3 13,2917 59,074 0,000000
Chyba 8,1000 36 0,2250

Tabulka €. 21: Vystup z programu Statistica — Scheffého test, cis-resveratrol v listové ¢asti

Scheffeho test; proménna Vytézek cis-Resveratrolu (Tabulka16)
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC =,22500, sv = 36,000

Typ Extrakce {1} {2} {3} {4}
&. burky 1,4000 1,8000 2,7000 4,0000
1 Methanol 0,329035  0,000009  0,000000
2 Acetonitril-voda 0,329035 0,002005 0,000000
3 Methanol-voda 0,000009,  0,002005 0,000009
4 NO2 0,000000, 0,000000/ 0,000009

Podle vysledkl ziskanych z testu Anova lze fici, Ze vytéznost cis-resveratrolu u jednotlivych
typU extrakci je statisticky vyznamna. Pouze mezi extrakci smési acetonitrilu a vody s extrakci
methanolem neni statisticky vyznamny rozdil.
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5.1.2.3 Vytézky cis-resveratrolu ve stonkové ¢asti

Tabulka €. 22: Vystup z programu Statistica — Anova, cis-resveratrol ve stonkové ¢asti

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro Vytézek cis-Resveratrolu (Tabulka16)
Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy

SC Stupné PC F p
Efekt volnosti
Abs. ¢len 43956,90 1 43956,90 3813,129 0,000000
Typ Extrakce 1734,10 3 578,03 50,143 0,000000
Chyba 415,00 36 11,53

Tabulka ¢.23: Vystup z programu Statistica — Scheffého test, cis-resveratrol ve stonkové ¢asti

Scheffeho test; proménna Vytézek cis-Resveratrolu (Tabulka16)
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 11,528, sv = 36,000

Typ Extrakce {1} {2} {3} {4}
&, buiky 22,300 34,100 36,400 39,800
1 Methanol 0,000000 0,000000 0,000000
2 Acetonitril-voda 0,000000 0,521257 0,007210
3 Methanol-voda 0,000000 0,521257 0,190406
4 NO2 0,000000 0,007210 0,190406

Z vysledkl Anovy lze fici, Ze existuje statisticky vyznamny rozdil ve vytéznosti cis-resveratrolu
ve stonkové Casti rostliny u vSech extrakci kromé extrakce €. 2. a 3 a 3. a 4., kdy rozdil neni
statisticky vyznamny.

5.1.3 Pomér vytéinosti Resveratrolu ku Emodinu

ProtozZe je pro nas ze zdravotniho hlediska dulezité kontrolovat i pfitomnost emodinu
v doplicich stravy a farmaceutikach, zajimal nds tak vztah mezi mnoZstvim extrahovaného
emodinu ku mnoiZstvi ziskaného resveratrolu. Z nasledujiciho grafu zjistime, Ze pfi pouZiti
extrakce pomoci methanolu ¢i smési methanolu a vody ziskdme pridmérné 0,6 a 0,62 mg
emodinu a emodin-glukosidu na gram celkového resveratrolu. Ztohoto pohledu patfi
k nejméné vhodnym zplsoblm extrakce pomoci smési acetonitrilu a vody, kdy na kazdy
1 g celkového resveratrolu ziskdme 0,72 mg emodinu a emodin-glukosidu.
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Graf €. 6: Pomérova extrakce emodinu a emodin-glukosidu ku ziskanému celkovému
resveratrolu.

5.2 Vynos resveratrolu a dalSich latek v zavislosti na case sbéru rostlin

Zajimalo nads, jestli se lisi zisk jednotlivych antioxidantl v zavislosti na rocnim
obdobi, pfijmu slunecnich paprski, vysi teploty a dalSich vliv(, které jsou proménné v Case.
Zaznamenané hodnoty jsou v tabulce nizZe, z kterych vyplyva jasna korelace mezi jednotlivymi
mésici a ziskanym mnozstvim jednotlivych antioxidant(.

Tabulka €. 24: Vliv mésice sbéru rostliny na celkové mnozstvi detekovanych antioxidant(

Mésic [Trans-R (mg/g)|Cis-R (mg/g)|T-piceid (mg/g)|Cis-P (mg/g)Emodin (mg/g)Emodin-G (mg/g)
leden 60 10 20 10 37 15
Unor 69 11 18 10 43 15
brezen 80 17 19 11 50 15
duben 91 18 22 10 53 17
kvéten 103 34 45 14 64 25
cerven 95 20 21 10 47 16
cervenec 89 18 20 9 44 14
srpen 108 36 39 16 65 24
zafi 107 33 33 15 63 22
fijen 83 16 20 12 52 17
listopad 71 14 19 11 46 15
prosinec 67 12 20 10 41 14
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Tyto rozdily jsou lépe viditelné na nize pfilozeném grafu €. 7, ktery ndm graficky zndzorriuje
korelaci ¢asu sbéru s mnoZstvim detekovanych antioxidant(. Nejvice latek s antioxidacni
aktivitou lze ziskat sbérem rostliny v mésici kvétnu, srpnu a zafi, kdy se namérené
hodnoty, napfiklad trans-resveratrolu, pohybuji v rozmezi 103—108 mg/kg. Naopak k mésicim

se v rozpéti 60—-67 mg/g rostliny. Zpramérujeme-li tedy 3 nejziskovéjsi a 3 nejméné ziskové
mésice, zjistime, Ze rozdil vytéznosti je 0 62 % vyssi v mésicich kvétnu, srpnu a zafi.

Zisk antioxidant( v zavislosti na mésici sbéru rostliny
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Graf €. 7: Prehled vytézku jednotlivych latek v zavislosti na mésici sbéru
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6 Diskuze

Tato prace je zaméfena na vyvoj metodiky pro vyssi vytéZnosti antioxidant(i z rostlinnych
matric. Antioxidanty jsou zkoumany pro své pozitivni Gcinky na organismus, a proto patfi
resveratrol k jednim z nejvice zkoumanych latek z fady polyfenolll. Mezi benefitni Ucinky
se fadi napfiklad chemoprotektivni a vazodilatacni ucinky, také maji pozitivni vliv
na kardiovaskularni onemocnéni, diabetes mellitus a dalsi. Z tohoto dlivodu je dlleZité nalézt
takovou metodu, kdy bude vytéZnost resveratrolu a latek s podobnym ucinkem z rostlinnych
material( co nejvyssi.

Hlavnim cilem prace bylo zjistit, jaky bude rozdil ve vytéZnosti jednotlivych metod
extrakce a zda lze z rostlinnych matric ziskat strukturné podobné latky s obdobnym ucinkem
jako je resveratrol. Také jsme chtéli porovnat vliv sbéru rostlin v jednotlivych mésicich
na vytéZznost resveratrolu z rostlinné matrice.

Z namérenych vysledkl vyplyva, Ze nejvétsi koncentrace vsech ucinnych latek se nachazi
ve stonku rostliny, poté ndsleduje kofen. Listy obsahuji v porovnani s pfedchozimi ¢astmi
pouze zanedbatelné mnoZstvi. Pro extrakci resveratrolu je nejvhodnéjsi ¢asti
stonek, pravdépodobné z divodu nejvyssiho vystaveni slune¢nimu zéareni, tedy i stressu.
Avsak s timto tvrzenim je v rozporu studie provedend tymem Kurita et al. (2014), kde bylo
detekovano pouze malé mnoizstvi volného resveratrolu v nadzemni ¢asti rostliny Kridlatky
japonské. Pric¢inou tohoto rozdilu jsou pravdépodobné jiné podminky rlistu, podnebi,
mnozstvi slunecniho svitu a dalSi podobné vlivy. Jak jiz bylo zminéno vysSe v této
praci, tak resveratrol vznikd biosyntézou na zakladé stresu rostliny z vnéjsich vliva. DalSim
dlivodem, proc je obsah bioaktivnich latek nejvyssi ve stonku je, Ze polyfenolické latky maji
tendenci shlukovat se v ke stonku, kvli pfipadnému napadeni rostliny Skidci. Tento jev by
mohl byt vyhodou u rostlin, kde jsou jeji plody pouzity ke konzumaci ¢i vyrobé ndpoja. Toto
vsak nelze uplatnit plosné, napfiklad kofeny Iékofice (Glycyrrhiza) obsahuji vysoké mnozZstvi
polyfenolll (Brglez Mojzer et al. 2016). Dalsi rostlinou, kde mUzZeme nalézt vysoky obsah
resveratrolu je réva vinnd, kde se nejvice této latky nachazi pravé v listech a bobulich
(Souid et al. 2019).

Z tabulky €. 11 Ize vycist, Ze existuje rozdil mezi jednotlivymi typy extrakce. Nejucinnéjsi
metoda vyuziva tekuty dusik. Jednd se o metodu ndmi navrZzenou a validovanou. Extrakce
vSech ndmi stanovovanych latek v kofenové casti pomoci Nz je az o 31-46 % UcCinngjsi nez
zbylé extrakce. Co se tyce listové Casti, tak je extrakce tekutym dusikem Gcinnéjsi o 30-42 %.
Nejmensi rozdily ve vysi extrakce jsou ve stonku, kdy se rozdil pohybuje mezi 8-26 %, avsak
stdle se jednd o metodu s nejvyssi vytéZznosti ndmi stanovovanych bioaktivnich latek. Nejvyssi
vytéZznost touto metodou je pravdépodobné ddna minimalni ztratou ucinnych latek béhem
extrakce. Pri pripravé zbylych extrakci byla ztrata rostlinného materidlu, tedy bioaktivnich
latek vétsi.

VytéZnost samotného trans-resveratrolu se v jednotlivych ¢astech liSila nasledovné.
V kofenové (casti byla extrakce pomoci N; uUcinngjsi o 25 % oproti extrakci
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methanolem, o 63 % v pfipadé extrakce smési acetonitrilu a vody a 0 19 % v ptipadé extrakce
smési methanolu a vody. V listové ¢asti byly zaznamendny nejvétsi rozdily, extrakce pomoci
tekutého dusiku byla o0 44 % Ucinnéjsi nez extrakce methanolem, o 36 % Ucinné;jsi nez extrakce
smési acetonitrilu a vody a o 27 % v pfipadé pouZiti extrakce smési methanolu a vody.
Ve stonkové casti byla extrakce tekutym dusikem ucinnéjsi o 18 % v pfipadé extrakce
methanolem, o 10 % pfi pouziti extrakce smési acetonitrilu a vody a co se tyCe pouZiti
extrakce smési methanolu a vody byla extrakce pomoci Nz Ucinnéjsi o 9 %. Ztohoto
vyplyva, Ze nejmensi rozdil vytéZznosti jednotlivych metod extrakce byl pravé ve stonku.

Zjistili jsme, Ze resveratrol se vyskytuje v rostlinach ve dvou izomerech, pfi¢emz izomer
trans- je zastoupen hojnéji. Pfi extrakci nasi metodou je ho aZ 3,7krat vice v(ci cis- a to
v pfipadé extrakce z listu. Tento jev je dan vétsi stabilitou trans-resveratrolu, protoze ke vzniku
cis-resveratrolu je dllezitd pritomnost UV zareni (Souid et al. 2019). Stejné tak tomu
je i u strukturné podobné slouceniny — piceidu, kdy jeho vyskyt a vytéZnost v izomeru cis- je
mensi aZz 0 65 % neZ u izomeru trans-piceidu. Na vysledné mnozstvi ziskaného piceidu ma vliv
mnoho vnéjsich vlivli (napadeni Skiidcem, sucho, zasoleni a dalsi), které vyvolaji katalyzu
resveratrolu pomoci glykosyltransferazy (Souid et al. 2019). VytéZnost trans-resveratrolu
v jednotlivych ¢astech byla vidy nejvyssi v poméru s ostatnimi latkami. Srovname-li vytézek
trans-resveratrolu s vytézkem trans-piceidu ve vSech metodach a dcastech rostlin, tak
je vytézek trans-piceidu mensi primérné o 69 %. ProtoZe je piceid glykosidova forma
resveratrolu, tak mdze byt findlni mnoZstvi po extrakci nizsi z divodu potreby jiné extrakéni
metody a dalSich fyzikalné-chemickych vlastnosti.

Dulezité je také kontrolovat mnozZstvi vyextrahovaného emodinu a emodin glukosidu
z dlivodu negativnich dopad( na lidsky organismus. Ve studii vedené Fatima et al. (2023) byly
stanoveny limity pro maximalni denni pfijem u ¢lovéka. Hodnoty, které byly stanovené pro
emodin jsou ve vysi 0,166 mg/kg a pro emodin-glukosid jsou ve vysi 0,331 mg/kg ¢lovéka, tato
studie se také zabyvala extrakci ucinnych latek z K¥idlatky japonské. Prestoze existuji dikazy
o farmakologickych ucincich emodinu, tak mnohé studie naznacuji nékolik nezadoucich
ucinkd, napriklad studie Chen et al. (2020) odhalila hepatotoxické, nefrotické a genotoxické
ucinky emodinu na lidsky organismus. Tento toxicky vliv byl objeven také ve studii od
Li et al. (2019), kde zkoumali Rdesno mnohokvété. Pfestoze ma emodin hepatoprotektivni
ucinky, studie dle Li et al. (2012); Zheng et al. (2019) poukdzaly na cytotoxicky efekt na lidské
jaterni bunky, ktery mizZe vést k apoptdze a naslednému poskozeni jater.

Na grafu ¢. 6 mlZeme vidét, Ze mnozZstvi vyextrahovaného emodinu a emodin-glukosidu
v poméru ku celkovému vytézku u obou izomeru resveratrolu je kolem 60-64 % aZ na extrakci
pomoci smési acetonitrilu a vody, kdy je tento pomér 72 %. Z dlivodu nasledného odstranéni
Fatima et al. (2023) byl zakladé Lipinského pravidla péti emodin-glukosid odstranén pfi
primarnim screeningu. Toto pravidlo vyhodnocuje fyziologicko-chemické a farmakokinetické
vlastnosti, které urcuji osud slouceniny jako léciva Ci latky bez 1é¢ebnych Gcinka.
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Posledni ¢asti této prace bylo odhaleni vlivu vynosu resveratrolu v zavislosti na ¢ase
sbéru rostliny v jednotlivych mésicich. Z grafu €. 7 je velmi dobre viditelné, Ze vynosy byly
nejvyssi v mésici kvétnu, srpnu a zafi. Naopak v zimnich mésicich (prosinec, leden, unor) patfi
vytéZznost k nejmensim. Tento jev je dan biosyntézou resveratrolu zavislou na slunecnim
zareni, druhu rostliny, podnebi a dalSimi vlivy. Ve studii zamérené na obsah resveratrolu
v Kfidlatce japonské vzhledem kroénim obdobim bylo zjisténo, Ze jednotlivé C¢asti
rostlin, podzemni a nadzemni, se liSily. Podzemni ¢asti dosahuji vrcholu na jafe a nadzemni
¢asti mély nejvyssi obsah resveratrolu na podzim. V letnich a zimnich mésicich je tedy obsah
nejnizsi. V lété plsobi fada stresujicich faktorl jako intenzivni slunecni zareni ¢i vysoké
teploty, které vedou k rychlé spotfebé uskladnéného resveratrolu (Kurita et al. 2014). Lze
predpokladat, Ze tento jev bude spolecny pro vice rostlin.
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7 Zaveér

Cilem této prace bylo vyvinout, optimalizovat a validovat metodu HPLC-MS ke stanoveni
resveratrolu a dalSich antioxidantl (piceid, emodin a emodin-glukosid) z rostlinnych matric
spolu s optimalizaci ptipravy vzork(. Pro pfipravu vzork( z rostlinnych matric byly pouZzity Ctyfi
typy extrakce, kde prvni spocivala ve vyuZiti extraktantu 100 % methanolu, druhd vyuzivala
smési methanolu a vody (50:50), tfeti byla v podobé smési acetonitrilu a vody v poméru 50:50.
Posledni typ extrakce, ndmi navrieny, vyuZival tekuty dusik jako extraktant. Podminkou byla
vyuzZitelnost metody v kvantitativni a kvalitativni analyze resveratrolu a dalSich
polyfenolickych latek. Metoda byla validovana, byla nalezena hodnota meze detekce
i kvantifikace jednotlivych stanovovanych sloucenin. Tato metoda byla testovana na tfech
Castech rostliny Kridlatky japonské (koren, list, stonek), jejiz vzorky byly poskytnuty firmou
InterPharma Praha, a.s.. Jednotlivé typy extrakce byly porovnany a bylo zjisténo, Ze metoda
extrakce tekutym dusikem patfila ke statisticky nejucinnéjsim. Celkové nejvyssi vytéZznost byla
nalezena ve stonku, poté ndsledoval kofen. List patfil k nejméné vytézinym c¢déstem
rostliny, kdy hodnoty byly v poméru s ostatnimi prakticky zanedbatelné.

Dalsim cilem bylo zjistit, zda se obsah polyfenolickych latek v rostliné méni v zavislosti na
Casu sbéru, pficemZ jsme porovnavaly jednotlivé mésice. Z namérenych hodnot bylo
jasné, Ze existuje vztah mezi mnozstvim resveratrolu a dalSich bioaktivnich latek ve vztahu
k ¢asu sbéru rostlin. Nejvyssich hodnot bylo dosazeno v mésicich kvétnu, srpnu a zari. Naopak
v zimnich mésicich byly vytézky nejmensi.

e Hypotéza: V rostlinnych matricich obsahujicich resveratrol je fada strukturné
podobnych latek, které mohou rovnéz fungovat jako zhasece volnych radikald (ROS)
(tj. komplex plsobicich latek), byla tedy potvrzena. Také bylo zjiSténo, ze nékteré
slouceniny (emodin, emodin-glukosid) mohou mit nejen pozitivni Ucinky, ale
v nespravné davce mohou plsobit genotoxicky.

Vzhledem ke stale nabyvajici popularité rostlinnych farmakologicky ucinnych Ilatek, Ize
predpokladat vznik novych studii na toto téma, které budou prohlubovat informace o jejich
ucinku, davce a toxicité. Z téchto divodu by bylo vhodné dedikovat této problematice dalsi
vyzkumy.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolt

ATP Adenosintrifosfat

CNS Centralni nervova soustava

EFSA Evropsky urad pro bezpecnost potravin (European Food Safety
Authority)

GC-MS Plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

HPLC-MS Kapalinovd chromatografie s hmotnostni spektrometrii

IGF-1 Rastovy faktor podobny inzulinu

IGFBP-3 Vazajici rlstovy faktor podobny inzulinu

ICHS Ischemicka choroba srdecni

LOD Mez detekce

LOQ Mez stanovitelnosti

NAD+ Koenzym nikotinamidadenindinukleotid

RNS Reaktivni formy dusiku

ROS Reaktivni formy kysliku

SGLT1 Sodikovo-glukézovy kotransportér

SIRT1 Sirtuin 14

WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
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10 Samostatné prilohy

Ptiloha €. 1: Namérené hodnoty kofenové ¢asti Kridlatky japonské

Kofen Trans- Cis- Trans- Cis- Emodin Emodin-
Typ extrakce vzorek Resveratrol Resveratrol piceid Piceid Glukosid
¢ (mg/g) (mg/g) (mg/g) | (mg/g) (me/e) (mg/g)
1 81 11 28 8 44 11
2 84 9 33 11 49 9
3 83 12 22 6 53 12
4 89 14 24 47 13
Extrakce 5 91 10 31 11 51 6
Methanolem 6 77 17 19 9 46 11
7 79 16 26 7 39 14
8 81 14 27 14 51 17
9 83 19 22 13 38 11
10 86 13 29 12 39 15
11 58 11 31 9 39 11
12 47 8 19 7 37 14
13 55 13 24 11 46 17
14 58 12 22 9 41 11
Extrakce smési 15 60 10 25 10 37 15
Acetonitril-voda 16 77 10 24 6 38
17 74 8 26 7 41
18 83 12 29 9 49
19 69 7 18 5 43 13
20 61 12 25 8 44 6
21 94 18 31 13 55 22
22 80 17 19 11 50 15
23 85 15 26 12 41 14
24 93 15 27 12 54 17
Extrakce smési 25 98 19 22 7 43 13
Methanol-voda 26 89 15 29 10 44 15
27 84 15 30 10 48 15
28 87 17 33 14 53 14
29 79 11 22 8 58 12
30 91 14 24 10 38 17
31 101 31 40 20 59 21
32 104 33 42 21 63 23
33 103 34 45 24 64 25
34 109 39 41 22 69 28
Extrakee N, 35 101 30 41 23 60 22
36 107 38 49 28 67 27
37 109 38 49 27 69 28
38 101 32 44 23 62 23
39 103 34 46 24 64 26
40 106 35 47 26 67 26




Pfiloha €. 2: Namérené hodnoty listové ¢asti Kridlatky japonské

List Trans- Cis- Trans- Cis- Emodin Emodin-
Typ extrakce vzorek Resveratrol Resveratrol piceid Piceid Glukosid
¢ (mg/g) (mg/g) (mg/g) | (mg/g) (me/e) (mg/g)

1 8 1 3 1 5 1
2 8 1 3 1 5 1
3 8 1 2 1 5 1
4 9 1 2 1 5 1
Extrakce 5 9 1 3 2 5 1
Methanolem 6 8 2 2 1 5 1
7 8 2 3 1 4 1
8 8 1 3 1 5 1
9 8 2 2 1 4 1
10 9 2 2 1 5 1
11 9 2 2 1 5 1
12 9 2 3 1 4 1
13 9 1 3 1 5 1
14 9 2 2 1 4 1
Extrakce smési 15 11 3 2 1 5 1
Acetonitril-voda 16 9 1 3 1 5 1
17 2 3 1 5 1
18 1 2 1 5 1
19 10 2 2 1 5 1
20 10 2 3 2 5 1
21 11 3 2 1 5 1
22 11 3 3 1 4 1
23 11 2 3 1 5 1
24 11 3 2 1 4 1
Extrakce smési 25 13 3 2 1 5 1
Methanol-voda 26 10 2 3 1 5 1
27 10 3 3 1 5 1
28 11 2 2 1 5 1
29 10 3 2 1 5 1
30 10 3 3 2 5 1
31 15 4 4 2 7 2
32 15 4 3 2 6 2
33 15 4 4 2 6 2
34 14 4 3 2 7 2
Extrakce N, 35 15 4 3 2 7 2
36 15 4 3 2 7 1
37 14 4 3 2 7 2
38 15 4 3 2 7 2
39 15 4 3 2 7 2
40 15 4 4 2 7 2




Pfiloha €. 3: Namérené hodnoty stonkové &asti Kfidlatky japonské

Trans- Cis- Trans- Cis- . Emodin-
Typ extrakce Stonekv Resveratrol Resveratrol piceid Piceid Emodin Glukosid
vzorek €. (mg/g)
(mg/g) (mg/g) (mg/g) | (mg/g) (mg/g)
1 109 29 26 7 39 14
2 121 24 27 14 51 17
3 103 11 22 13 38 11
4 106 15 29 12 39 15
Extrakce 5 121 22 36 8 44 11
Methanolem 6 124 20 43 11 49 9
7 123 22 42 53 12
8 119 24 44 47 13
9 111 30 31 11 51 6
10 107 26 19 9 46 11
11 129 34 48 14 53 12
12 133 38 46 10 57 15
13 129 38 49 11 54 18
14 131 35 36 12 56 12
Extrakce smési 15 117 31 25 14 53 16
Acetonitril-voda 16 119 32 31 15 54 18
17 131 37 33 14 56 19
18 118 30 31 13 54 19
19 119 31 36 12 57 17
20 121 35 42 13 51 18
21 121 36 34 15 55 19
22 134 37 33 15 58 20
23 120 37 38 13 56 20
24 122 35 42 13 59 19
Extrakce smési 25 123 35 42 13 53 20
Methanol-voda 26 130 38 48 14 55 14
27 134 38 46 14 57 17
28 132 38 49 15 56 20
29 133 35 36 14 58 15
30 121 35 36 14 55 18
31 141 40 42 17 61 21
32 139 39 43 18 59 23
33 139 41 44 15 57 22
34 138 40 42 16 59 21
Extrakee N, 35 137 40 46 15 55 21
36 136 40 48 16 56 16
37 140 40 46 17 60 19
38 140 38 49 15 59 22
39 139 41 46 16 61 18
40 140 39 47 14 55 18




Ptiloha €. 4: Vypoctené pradmérné, minimdlni, maximalni hodnoty a smérodatna odchylka pro
kofenovou Cast

Kofen-primérna hodnota Trans-R | Cis-R | Trans-P | Cis-P | Emodin | Emodin-G
Extrakce Methanol 83,4 13,5 26,1 9,7 45,7 11,9
Extrakce Acetonitril-voda 64,2 10,3 24,3 8,1 41,5 10,8
Extrakce Methanol-voda 88,0 15,6 26,3 10,7 48,4 15,4
Extrakce N» 104,4 | 34,4 44,4 23,8 64,4 24,9
Kofen-minimalni hodnota Trans-R | Cis-R | Trans-P | Cis-P | Emodin | Emodin-G
Extrakce Methanol 77,0 9,0 19,0 6,0 38,0 6,0
Extrakce Acetonitril-voda 47,0 7,0 18,0 5,0 37,0 5,0
Extrakce Methanol-voda 79,0 11,0 19,0 7,0 38,0 12,0
Extrakce N> 101,0 | 30,0 40,0 20,0 59,0 21,0
Kofen-maximalni hodnota Trans-R | Cis-R | Trans-P | Cis-P | Emodin | Emodin-G
Extrakce Methanol 91,0 19,0 33,0 14,0 53,0 17,0
Extrakce Acetonitril-voda 83,0 13,0 31,0 11,0 49,0 17,0
Extrakce Methanol-voda 98,0 19,0 33,0 14,0 58,0 22,0
Extrakce N, 109,0 39,0 49,0 28,0 69,0 28,0
Kofen-smérodatna odchylka Trans-R | Cis-R | Trans-P | Cis-P | Emodin | Emodin-G
Extrakce Methanol 4,1 3,0 4,2 2,8 5,2 2,9
Extrakce Acetonitril-voda 10,6 2,0 3,8 1,8 3,8 3,8
Extrakce Methanol-voda 5,8 2,2 4,3 2,1 6,3 2,7
Extrakce N, 3,0 2,9 3,2 2,4 3,4 2,4




Pfiloha €. 5: Vypoctené primérné, minimdalni, maximalni hodnoty a smérodatna odchylka pro
listovou ¢ast

List-pridmérna hodnota Trans-R | Cis-R | Trans-P | Cis-P | Emodin | Emodin-G
Extrakce Methanol 8,3 1,4 2,5 1,1 4,8 1,0
Extrakce Acetonitril-voda 9,4 1,8 2,5 1,1 4,8 1,0
Extrakce Methanol-voda 10,8 2,7 2,5 1,1 4,8 1,0
Extrakce N, 14,8 4,0 3,3 2,0 6,8 1,9
List-minimalni hodnota Trans-R | Cis-R | Trans-P | Cis-P | Emodin | Emodin-G
Extrakce Methanol 8,0 1,0 2,0 1,0 4,0 1,0
Extrakce Acetonitril-voda 9,0 1,0 2,0 1,0 4,0 1,0
Extrakce Methanol-voda 10,0 2,0 2,0 1,0 4,0 1,0
Extrakce N3 14,0 4,0 3,0 2,0 6,0 1,0
List-maximalni hodnota Trans-R | Cis-R | Trans-P | Cis-P | Emodin | Emodin-G
Extrakce Methanol 9,0 2,0 3,0 2,0 5,0 1,0
Extrakce Acetonitril-voda 11,0 3,0 3,0 2,0 5,0 1,0
Extrakce Methanol-voda 13,0 3,0 3,0 2,0 5,0 1,0
Extrakce N, 15,0 4,0 4,0 2,0 7,0 2,0
List-smérodatna odchylka Trans-R | Cis-R | Trans-P | Cis-P | Emodin | Emodin-G
Extrakce Methanol 0,5 0,5 0,5 0,3 0,4 0,0
Extrakce Acetonitril-voda 0,7 0,6 0,5 0,3 0,4 0,0
Extrakce Methanol-voda 0,9 0,5 0,5 0,3 0,4 0,0
Extrakce N> 0,4 0,0 0,5 0,0 0,4 0,3




Pfiloha €. 6: Vypoctené primérné, minimalni, maximalni hodnoty a smérodatna odchylka pro
stonkovou cast

Stonek-primérna hodnota Trans-R | Cis-R | Trans-P | Cis-P | Emodin | Emodin-G

Extrakce Methanol 114,4| 22,3 31,9 9,7 45,7 11,9
Extrakce Acetonitril-voda 124,7 34,1 37,7 12,8 54,5 16,4
Extrakce Methanol-voda 127,0| 36,4 40,4 14,0 56,2 18,2
Extrakce N, 138,9| 39,8 45,3 15,9 58,2 20,1
Stonek-minimalni hodnota Trans-R | Cis-R | Trans-P | Cis-P | Emodin | Emodin-G

Extrakce Methanol 103,0| 11,0 19,0 6,0 38,0 6,0
Extrakce Acetonitril-voda 117,0 30,0 25,0 10,0 51,0 12,0
Extrakce Methanol-voda 120,0 35,0 33,0 13,0 53,0 14,0
Extrakce N, 136,0| 38,0 42,0 14,0 55,0 16,0
Stonek-maximalni hodnota Trans-R | Cis-R | Trans-P | Cis-P | Emodin | Emodin-G

Extrakce Methanol 124,0 30,0 44,0 14,0 53,0 17,0
Extrakce Acetonitril-voda 133,0 38,0 49,0 15,0 57,0 19,0
Extrakce Methanol-voda 134,0 38,0 49,0 15,0 59,0 20,0
Extrakce N, 141,0 41,0 49,0 18,0 61,0 23,0
Stonek-smérodatna odchylka | Trans-R | Cis-R | Trans-P | Cis-P | Emodin | Emodin-G

Extrakce Methanol 7,6 5,6 8,5 2,8 5,2 2,9
Extrakce Acetonitril-voda 6,1 2,8 7,7 1,5 1,9 2,5
Extrakce Methanol-voda 5,7 1,3 5,6 0,8 1,7 2,1
Extrakce N, 1,4 0,9 2,3 1,1 2,2 2,1
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