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1 Uvod

Lécivé rostliny jsou jiz od pradavna cenény pro obsah biologicky aktivnich latek, které
maji pozitivni vliv na lidské zdravi. V medicin€é maji 1éCivé rostliny stale své pevné
misto a vyuzivaji se predevS§im jako prevence, ale 1 pii 1écbé onemocnéni a pro
celkovou obnovu organismu. Kromé mediciny se dale vyuzivaji v potravinafském,
kosmetickém a farmaceutickém pramyslu. Diky vzrustajici oblibé zdravého zivotniho
stylu se 1écivé rostliny dostavaji vice do podvédomi vetejnosti a stoupa tak zajem o

razné 1écivé pripravky a dopliiky stravy.

Biologicky aktivni latky jsou produkty sekundarniho metabolismu nejen rostlin, ale i
mikroorganisma, hub a nékterych zivo€ichl. Jedine¢ny silymarinovy komplex, z néhoz
nejucinnéjsi slozkou je flavonolignan silybin, je produktem sekundarniho metabolismu
rostliny ostropestice marianského (Silybum marianum L. Gaertn.). Tato bodlakovita
rostlina se syté¢ fialovym kvétenstvim je jiz dlouha Iéta znamé hlavné svym pozitivnim
ucinkem na regeneraci jaterni tkané. Také pisobi protizanétlivym a antioxidacnim
efektem. Dalsi latkou se silnym antioxida¢nim efektem, ktera je v této praci studovana,

je flavanon taxifolin.

Ostropestiec mariansky je Siroce znama a studovana rostlina, jeji fytochemické vyuziti
se stale rozSifuje. Predlozena bakalarska prace se v teoretické casti vénuje
nejdulezitéjsim farmakologickym ucinkiim ostropestice marianského, chemickému
slozeni rostliny, zejména biologicky aktivnim latkam, dale botanické charakterizaci
rostliny, jeji historii a agroekologickym pozadavkum. Zvlasté jsou také zpracovany
kapitoly o soucasnych problémech dopliiki stravy a piehled vyrobki z ostropestice

marianského na ¢eském trhu.

Cilem této bakalarské prace je studium elektroaktivity standardi taxifolinu a silibininu
pomoci cyklické voltametrie. A nasledné vyvinout a optimalizovat jednoduchou a
rychlou HPLC metodu separace a stanoveni biologicky aktivnich latek taxifolinu a
diastereoizomerti silibininu A a B ve dvou realnych vzorcich z ostropestice

marianského.



2 Teoreticka ¢ast
2.1 Lécivé rostliny

Mnohé rostliny slouzi od nepaméti v lidovém 1éCitelstvi jako zdroj pfirodnich 1éCivych
latek proti riznym onemocnénim. LéCivé rostliny jsou ty rostliny, které ve své nékteré
Casti anebo vice Castech obsahuji latky, které maji terapeutické vyuziti nebo slouzi jako
suroviny pro farmaceutickou vyrobu. Rostlinnd droga je ¢ast 1éCivé rostliny, ktera se
pouziva k terapeutickym ucelim, tedy 1éCiva Cast mize byt kofen, nat, listy, kvéty nebo

plody [1].

Obsahové nebo specifické latky 1é¢ivé rostliny jsou produkty primarniho a pfedev§im
sekundarniho metabolismu. Nejdualezit€jsi obsahové latky 1€Civych rostlin jsou silice,
alkaloidy, glykosidy, flavonoidy, hoi¢iny, tfisloviny, kumariny a barviva [1]. Rostliny
produkuji nespoCet rozmanitych organickych sloucenin, z nichz se vétSina piimo
neucastni dalezitych fyziologickych d&ju v rostling, jako je rast, vyvoj a rozmnozovani.
Tyto latky jsou oznaCovany jako sekundarni metabolity. Naproti tomu primarni
metabolity, jako jsou aminokyseliny, nukleotidy, organické kyseliny a fytosteroly, se

nachazi ve vsech rostlinach a jsou nepostradatelné v metabolickych procesech rostlin

[2].

V dnesni dobé stale vzrista obliba pouzivani 1éCivych rostlin a jejich ptipravki z nich
vyrobenych. Svétova i Ceska produkce LAKR - 1é€ivych, aromatickych a kofeninovych
rostlin — je urCovana zajmem o lidské zdravi, ale i pozadavkem na kvalitu produktt.
Zajisténi kvality je pravé souCasnym trendem, zavadi se spravna peéstitelska praxe
veetné poskliziiové upravy a skladovani v konvenénim a ekologickém zemédélstvi.
Péstovani LAKR v Ceské republice ma pravidelny kolisavy trend. Vrchol péstovani
LAKR byl v roce 2011, kdy rozloha LAKR doséahla 8 588 ha. V poslednich letech se
podle dostupnych dat péstebni plocha LAKR snizuje, v roce 2019 dle Ceského
statistického uradu péstebni plochy predstavovaly rozlohu 6 062 ha. V néasledujicim
roce 2020 pak doslo ke snizeni na 5 657 ha, meziro¢ni pokles odpovida 6,7 %.
Nejvyznamnéjsimi plodinami byly v letech 2019 a 2020 ostropestfec mariansky a kmin

kotenny [3].



2.2 Ostropestiec mariansky

Botanicky nazev: Silybum marianum( L.) Gaertn.
Klasifikace:

Rise Rostliny (Plantae)

Podrise Cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Oddéleni Krytosemenné rostliny (Magnoliophyta)
Ttida Vyssi dvoudélozné rostliny (Rosopsida)
Rad Hvézdnicotvaré (Asterales)

Celed Hvézdnicovité (Astraceae)

Rod Ostropesttec (Silybum)

Obrdzek 1: Fialovy kvét ostropestice maridnského [4]

2.2.1 Popis

Ostropestfec mariansky je statna jednoleta az dvouleta ostnita bylina. Obecné jsou tyto
byliny 60 — 150 cm vysoké, pavucinaté chlupaté a roztrouSen¢ zlaznaté. Koten je
kalovy. Lodyzni listy jsou stfidavé, bile skvrnité. Prizemni listy jsou v ruzici, tvarem
i barvou jsou podobné lodyznim listim, povrch listd je leskly. Ubory jsou jednotlivé,

vzpiimené, dlouze stopkaté a Siroce kuzelovité, 3 — 7 cm §iroké. Kvéty jsou 3,5 —4 cm
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dlouhé s velmi dlouhou bilou korunni trubkou v horni tietiné barikovité rozSifenou,
cervenou az svétle fialovou, prechazejici ve S$picaté cipy stejné barvy. Nazky jsou
asymetricky kuzelovité, 7 — 8 cm dlouhé a 3,0 — 5,4 cm S§iroké. Nazky jsou dale lesklé,

kavové hnédé, s mnoha carkovitymi tmavohnédymi skvrnami, chmyr je snadno

opadavy [5].

Obrizek 2: Ostropestiec mariansky. Popisky: 1 — ostropes trubil (Oropordum acanthium, L.), 2 —
ostropestifec mariansky (Silybum marianum, L.), 2a — p¥rizemni listova ruzice, 2b — dolni list, 2¢ —
nazka, 2d — detail vnéjsiho paprsku chmyru [5]

11



2.2.2  Obsahové latky

Z ostropestice se vyuzivaji nazky a nat. Nazky obsahuji 26-28 % bilkovin a 25-35 %
jedlého oleje v piiblizném slozeni 55-72 % kyseliny linolové, 25-35 % kyseliny
olejové, a 8-14 % nasycenych mastnych kyselin. Obsah tokoferolu se pohybuje mezi
500-800 mg/kg [S5]. Aktivnimi slozkami pfitomné v semenech ostropestice jsou dale
apigenin, silybonol a betain [6]. Hlavnimi nositeli 1éCivych ucinka jsou flavonolignany
tzv. silymarinového komplexu. Tyto ucinné latky jsou obsazené v oplodi nazek, zatimco
nat’ jich obsahuje jen zanedbatelné mnozstvi a nema tak vyznam ve farmaceutickém

prumyslu [5].

2.2.3 Historie

Lékarské vyuziti ostropestice se datuje do dob antickych lékaiti a svou popularitu si
upeviiuje dodnes. Jiz 2. stoleti pf. n. 1. byl ostropestiec popsan feckym filozofem
Theofrastem, zdkem a nastupcem Aristotela, ktery ostropestiec oznacoval pod jménem
Pternix. Rimsky lé¢itel Plinius se domnival, ze podporuje odtok Zlugi a fecky botanik
a chirurg Dioscorides jej popsal ve své knize Materia Medica [8], [9]. V 16. stoleti se
ostropestiec stal oblibenym lékem na onemocnéni jater, zlu¢i a zluCovych cest,
konkrétn€ jej popsal pfedni anglicky bylinat Nicholas Culpeper knize The English
Physitian, ve které je zminén jako vynikajici 1ék na obstrukci jater a sleziny.
Na prelomu minulého stoleti skupina bylinafi, jejiz clenové byli nazyvani eklektici,
pouzivali extrakty z ostropestice marianského k 1écb€ poruch jater, sleziny, ledvin
a menstruace. Lékaisky zajem o tuto latku slabl az do 60. let 20. stoleti, kdy vyzkumné
studie, pfedevSim v Némecku, zaméfily pozornost na ostropestiec mariansky a jeho
slozky pti 1écbé akutnich a chronickych onemocnéni jater a jako hepatoprotektivni

¢inidlo k prevenci toxického poskozeni jater [9].

Dftive byla tato bylina nazyvana ostropes nebo bodlak mariansky. Teprve v roce 1879
Celakovsky a Jungmann pozménili jeho jméno na ostropestiec mariansky. Vychazeli z
jeho zéakladnich vlastnosti ,,ostry" a ,,pestry" a usoudili, Ze jsou vystiznym znakem pro

jeho jméno [7].

Za puvodni teritorium ostropestice se povazuji Kanarské ostrovy, Stfedomoti, Mala
a Predni Asie. ZavleCeny se vyskytuje na mnoha dal§ich mistech vSech svétadill.

Ve Stredni Evropé roste pouze jako zdomacnély [5].
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Obrdzek 3: Ostropestiec maridnsky na poli [10]

2.2.4 Pidni a klimatické podminky

Vhodné podminky pro rist ma ostropestiec v fepné, kukufi¢né a bramborarské vyrobni
oblasti od 200 do 600 m. n. m. Nejvhodnéjsi pida je Cernozem, hnédozem, nivni a luzni
pudy. Dulezita je dostate¢na vlhkost v prvni fazi ristu — kli¢eni — az po zacatek kveteni,
dadle musi byt rostliny péstovany ve slunné, ne vsSak suché oblasti. Ostropestiec
je teplomilnd a svétlomilna rostlina, kterd citlivé reaguje na velké teplotni vykyvy,

vhodna primérna rocni teplota ma byt alesponi 6-8 °C [11].

2.2.5 Sbér

Dozravani nazek signalizuje bily chmyr, ktery se objevuje v horni ¢asti uboru. Vhodny
porost ke sbéru musi mit 30% dozravajicich, otevienych kvétnich ubort, ostatni abory
by mély usychat. ProtoZe nelze jednoznacné ur€it spravny termin sbéru, muze sbér

probihat v rozmezi Cervenec—zari [11], [12].

2.2.6 Péstovani

Ustiedni kontrolni a zku$ebni ustav zemé&d&lsky v Databazi odrid aktualn& &ita osm
odrad ostropestice: Mirel, Aida, Tevasil, Mirel Plus, Tevadian, Moravia55, Dominicus

a Albus [13].
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Jak jiz bylo diive zminéno, mezi vyznamné komodity v Ceské republice v ramci
peéstovanych LAKR patfi ostropestfec mariansky a kmin kofenny, dale péstovani
namele a maku. Nejvétsi podil na produkci léCivych rostlin zaujima ostropestiec
mariansky, ktery ma zasadni podil na zvySovani celkovych péstebnich ploch 1é¢ivych
rostlin. ZvySuje se poptavka ze strany tuzemskych i zahranic¢nich zpracovatell, nejvice
z farmaceutického pramyslu, ale i zpotravinafstvi. Pé&stovani ostropestice je
realizovano ve vétSiné pfipadi na zakazku od zpracovatele, ktery dodava péstiteli i
osivo, ptficemz jeho kvalita je hlavni podminkou pro dostate¢nou a kvalitni produkci. Ve
farmacii se pro izolaci U¢innych latek vyuzivaji pokrutiny po lisovani oleje z nazek.
Olej vznika jako vedlejsi produkt pifi zpracovani a uplatiiuje se v kosmetice, v posledni
dobé¢ také v potravinaistvi. Rozviji se také zpracovani nazek ostropestice v krmivarstvi

[3].

Tabulka 1: Objem produkce ostropestice maridnského v CR [3]

Rok Plocha (ha) Vynos (t/ha)

2007 1500 0,80
2008 2000 0,75
2009 3500 0,68
2010 - -
2011 5000 -
2012 5000 0,50
2013 4500 0,60
2014 4700 0,65
2015 5000 0,71
2016 5170 0,68
2017 3500 0,50
2018 3000 0,42
2019 2000%* 0,40
2020 - 0,35*
*odhad
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Obrdzek 4: RozSifeni ostropestice maridnského v Evropé (Cernd) [14]

2.3 Biologicky aktivni latky
2.3.1 Polyfenoly

Polyfenoly jsou sekundarnimi metabolity rostlin. Jejich chemické slozeni se pohybuje
od jednoduchych fenolovych kyselin az po vysokomolekularni slouceniny. Vice nez
8000 fenolickych a polyfenolickych sloucenin bylo rozpoznano v riznych rostlinnych
druzich, kde maji nékolik dilezitych funkci, mezi néz se tadi: ochrana pred UV
zafenim, inhibice vyvoje patogent, rozklad mikroorganismu, ochrana pfed reaktivnimi
formami kysliku. 'V zavislosti na poctu fenolovych kruhli a vzajemném propojeni
téchto kruha jsou polyfenoly rozdéleny do nékolika tfid — flavonoidd, fenolovych

kyselin, stilbent a lignant [15], [16], [19].

Polyfenoly se bézn¢ nachazi v potravinach rostlinného pivodu (zelenina, ovoce, ofechy,
obiloviny), a také v népojich (vino, cider, pivo, ¢aj a kakao) [19]. Dlouhodoba
konzumace potravin bohatych na polyfenoly ma prospéSny vliv na lidské zdravi.
Dale zabranuji rozvoji rakoviny v té€le, pasobi proti kardiovaskularnim onemocnénim,

diabetu, osteopordze i neurodegenerativnim onemocnénim [17], [18].

2.3.2 Flavonoidy

Zakladni strukturou je flavan, ktery se sklada z 15 atomt uhliku, uspofadany do tiech
kruhti (C6-C3-C0), které jsou oznaCeny A, B a C (Obrazek 1). Riazné tiidy flavonoida
15



se li8i ve stupni oxidace a substituci na kruhu C, zatimco jednotlivé slouceniny v ramci
jedné tfidy se lisi substituci na kruhu A a B [20]. Flavonoidy, ve kterych je kruh
B vazan v poloze 4, se nazyvaji neoflavonoidy, zatimco ve kterych je kruh B vazan
v poloze 2, Ize dale rozdélit do nékolika podskupin na zakladé strukturnich znakt kruhu
C. Do téchto podskupin fadime flavony, flavonoly, flavanoly, flavanoly, katechiny,

antokyany a chalkony [20].

Obrdzek 5: Zdkladni struktura flavanu [23]

Flavonoidy davaji potravinam chut’ a barvu, dale poskytuji prevenci pred oxidaci tukt
a chrani vitaminy a enzymy [21]. Jako fytochemické latky nemohou byt flavonoidy
syntetizovany v lidském ani zivoc€iSném organismu. Flavonoidy maji ucinny
antioxidacni efekt, kterym je vychytavani volnych radikal(, dale maji schopnost

chelatovat kovové ionty, jako je Zelezo nebo med’ [23].

2.3.3 Taxifolin

Taxifolin (neboli dihydroquercetin) je flavanon, ktery je bé&znou slozkou ostropestice
marianského. Flavonolignany, o kterych pojednava néasledujici kapitola, jsou

syntetizovany radikalovou reakci z prekurzori taxifolinu a koniferylalkoholu [24].

Taxifolin se hojné nachazi se v olivovém oleji, hroznech, citrusovych plodech a cibuli.
V biologickych testech in vitro bylo zjisténo, ze je silnym antioxidantem
a ma antiradikalovou aktivitu, ve srovnani se standardnimi antioxida¢nimi
slouCeninami. Taxifolin muaze slouzit k minimalizaci a prevenci oxidace lipida
v potravindich nebo farmaceutickych vyrobcich, zpomalujici tvorbu Skodlivych
oxidacnich produkti. Rovnéz zachovava kvalitu a prodluzuje trvanlivost potravin nebo

1écivych pripravki [25].
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Obrazek 6: Strukturni vzorec taxifolinu [24]

2.3.4 Flavonolignany

Biosynteticky vznikaji flavonolignany oxidativni vazbou mezi flavonoidni Casti
a fenylpropanoidni Casti. Flavonoidni cast muze byt taxifolin, eryodiktyol, naringerin,
chrysoeriol, tricin, luteonin, apigenin nebo kvercetin. Koniferylalkohol, patiici
do skupiny monolignold, tvoii fenylpropanoidni ¢ast ve vétsiné flavonolignant. Piimé
prekurzory flavonolignanti, flavonoidy a monolignany, jsou syntetizovany

fenylpropanoidovou drahou transformujici fenylalanin na 4-kumaroyl-CoA [28], [30].

Aktivnimi slozkami ostropestice jsou flavonolignany, silybin A a B, silychristin A,
isosilychristin a silydianin, souhrnné znamé jako silymarin, s empirickym vzorcem

CosH2,010. [26].

2.3.5 Silybin (silibinin)

Silybin ptfedstavuje asi 50 % az 70 % silymarinového extraktu. Silybin lze rozdélit na
dva diastereoizomery 1:1, silybin A a silybin B. Kromé toho muze byt silybin ptitomen
jako isosilybin, coz je smés dvou diastereoizomernich sloCenin isosilybinu A a B

v pomeéru 1:1. [27]
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Obrdazek 7: Strukturni vzorce silybinu A a B, isosilybinu A a B [29]

2.3.6 Silychristin

Silychristin je druhym nejobsahlej§im flavonolignanem v silymarinovém komplexu.
Ptirodni silychristin je smési dvou diastereoizomert — silychristin A a B v poméru 95:5.
Pomérné naroCna je separace silychristinu, pfiCemz spoleCné se silychristinem je

eluovan 1 flavonolignan silydianin [31].

Silychristin Isosilychristin

OH

Silydianin
Obrdzek 8: Strukturni vzorce silychristinu, isosilychristinu a silydianinu [29]
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2.4 Farmakologické acinky
2.4.1 Antioxidacni u€inky

Silybin ma vysokou antioxidacni aktivitu, diky obsahu fenolické slozky v jeho
slou¢eniné [32]. Zhasi volné radikaly, které vyvolavaji lipidovou peroxidaci —
poskozovani bunéénych membran — vedouci k tvorbé mutagennich latek [26]. Dale
pusobi prostfednictvim kontroly exprese a aktivity antioxidacnich systému, jako jsou
enzymy superoxid dismutdza, kataldza, glutathion peroxidadza a glutathion reduktaza.
Také plsobi i na neenzymatické antioxidacni systémy, zvysujici hladiny a-tokoferolu,

B-karotenu a askorbatu [33].
2.4.2 Protizanétlivé tcinky

Existuje mnoho dukazi, Zze silymarin je silné protizanétlivé cinidlo. Inhibuje
transkripcni faktor NF-«xB (,,jaderny faktor kappa B*), ktery reguluje expresi riznych
genu a ucastni se zanétlivého procesu pfi tvorbé nadorovych bunék. Dale ma schopnost

potlacit tvorbu cytokint a enzymu, podporujici tvorbu zanétu [34], [35].

2.4.3 Hepatoprotektivni ucinky

Silymarin se pouziva klécbé nekolika jaternich onemocnéni charakterizovanych
degenerativni nekrozou a funkénim poSkozenim vcetné chronickych jaternich poruch

[36].

Cirhoza: Metabolismus ethanolu zahrnuje tvorbu volnych radikald, ktera v jaternich
burikach vede k oxidacnimu stresu. Silymarin Gispé€$né pasobi proti alkoholické cirhoze
svymi antioxidacnimi a hepatoprotektivnimi mechanismy, obnovujici normalni

biochemické parametry jater [36].

Hepatitida: U pacientd s akutni virovou hepatitidou silymarin zkracuje dobu 1écby
a ukazuje zlepSeni sérového bilirubinu a sérovych jaternich enzymatickych hladin.
Biochemické hodnoty se u pacientd 1éCenych silymarinem vrati k normalu v krat$im
case [37]. Uzivani silymarinu s pokro¢ilym onemocnénim jater souvisejici s hepatitidou
C, je spojeno se snizenou progresi z fibrozy do cirhézy, ale nema zadny vliv na klinické

vysledky [38].
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Fibroza jater: Fibroza jater muze vést ke zméné jaterni architektury vedouci k jaternimu
selhani a jaterni encefalopatii. Pfeména hvézdicovitych bunék na myofibroblasty
je hlavnim dé&em pii fibrogenezi. Lécba silymarinem vyrazné inhibuje proces

fibrogeneze u pacientu [39].

Obnova jaterni tkané: Silymarin stimuluje regeneraci jaterni tkané a podporuje syntézu
proteinti v poranénych jatrech. Vin vivo a in vitro experimentech provadénych
na jatrech krys, z nichz byla odstranéna Cast organu, produkoval silybin vyznamné
zvySeni tvorby ribozomu a syntézy DNA. Syntéza proteini ovSem probihala pouze

na poskozenych jatrech, nikoliv u zdravych [39].

Otrava muchomiirkou zelenou (Amanita phalloides): Muchomurka zelena obsahuje
amatoxiny a falotoxiny. Hlavni komponentou amatoxind je a-amanitin, ktery je spolu
s f-amanitinem zodpovédny za toxicky ucinek. Jakmile se amanitiny dostanou do jater,
jsou vychytavany jaternimi burikami a dochazi k jejich transportu do hepatocytt, kde
vyvoléavaji jejich rozsahlou nekrozu a degeneraci. Doporucenou terapii pii intoxikaci
muchomiirkou zelenou je silybin v kombinaci s N-acetyl-cysteinem. Silybin ma pfimé
hepatoprotektivni ucinky, pferuSuje enterohepatalni recirkulaci amanitinu, inhibuje
vazbu amanitinu na membrany hepatocytd, soutézi s amanitinem  pfi
transmembranovém transportu a inhibuje prinik amanitinu do jaternich bun¢k. Terapie
se provadi v davkach 20-50 mg/kg/den nitrozilné ve ¢tyfech dvouhodinovych infuzich,

terapie ma trvat 4-5 dni [40].
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Obrdzek 9: Faze jaterniho onemocnéni [41]

2.4.4 Protirakovinné ucinky

Vzhledem k velkému poctu studii provedenych za uclelem zkouméni molekularnich
ucinkt silymarinu lze tvrdit, ze vétSina mechanismu zapojenych do bunécného ristu
a apoptozy muze byt ovlivnéna silymarinem jako pfirodni protirakovinovou
slouceninou [34], [42]. Mozné vyuziti silymarinu v prevenci onkologickych
onemocnéni je napiiklad predchazeni vzniku rakoviny kaze zptsobené UVA zafenim.
In vitro studie na lidskych keratinocytech ozarenych UVA zafenim a vystavenym
pusobenim latek z ostropestice, dokazuje zmirnéni $kodlivych G¢inkl zafeni — snizeni
produkce reaktivnich forem kysliku, snizeni peroxidace membranovych lipidi a mensi

poskozeni DNA bunék [43].

2.4.5 Uginky na laktaci

Tradi¢né byl ostropestiec pouzivan kojicimi matkami pro stimulaci produkce mléka
[14]. Prolaktin je hlavnim laktogennim hormonem a nedavno bylo prokéazano,
ze ostropestiec vyznamné zvySuje hladiny cirkulujiciho prolaktinu u samic potkand

[44].
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2.4.6 Toxicita a nezadouci ucinky

Studie z roku 2019 uvadi, ze ostropestfec mariansky je pro ¢lovéka v terapeutickych
davkach bezpecny a ma malo nezadoucich ucinku, jako jsou zalude¢ni potize. Studie
také upozoriiuje na nedostatecné mnozstvi informaci o bezpe€nosti uzivani ostropestice

u te¢hotnych zen [45].

2.5 Dopliky stravy

Doplitky stravy jsou v Ceské republice obecné v oblib&, tii &tvrtiny Cechd uZivaji
dopliiky stravy, nejcastéji jsou to vitaminy C a D, mezi mineraly je nejvice oblibeny

hot¢ik [48].

Podle zakona ¢. 110/1997 Sb., v platném znéni, je doplnék stravy definovan jako: ,,...
potravina, jejimz ucelem je dopliiovat béznou stravu a kterd je koncentrovanym zdrojem
vitaminit a minerdlnich ldtek nebo dalSich ldatek s nutricnim nebo fyziologickym
ucinkem, obsazenych v potraviné samostatné nebo v kombinaci, urcend k primé

spotrebé v malych odmérenych mnozZstvich. *“ [46].

Dopliiky stravy jsou potraviny, nikoliv 1éCiva, a vztahuji se tedy na né€ pfislusna
ustanoveni potravinového prava. Oproti /écivym pripravkiim nejsou posuzovany
a schvalovany Statnim ustavem pro kontrolu 1é€iv. Taktéz jejich u€innost neni dolozena
klinickymi studiemi, které podléhaji pfisnym kritériim [47].
Oznacovani dopliku stravy
e nesmi pfisuzovat doplikim stravy vlastnosti tykajici se prevence, 1é¢by nebo
vyléceni lidskych onemocnéni nebo odkazovat na tyto vlastnosti,
e nesmi obsahovat zadné tvrzeni uvadejici nebo naznacujici, ze vyvazena a pestra
strava obecné nemuze poskytnout dostateCné mnozstvi vitamind nebo

mineralnich latek,

e vyzivova a zdravotni tvrzeni se mohou uvadét za podminek stanovenych
nafizenim (ES) ¢. 1924/2006 [46]

2.5.1 Bezpecnost
Se vzrlstajicim zajmem o zdravy zivotni styl roste poptavka nejen po zdravych

potravinach, ale i po riznych doplicich stravy. Trh tak nabizi velké mnozstvi Ceskych

i zahrani¢nich vyrobkl s dopliky stravy. Vlivem konvencniho zemédélstvi se v téchto
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produktech nachazeji kontaminanty jako pesticidy, t€zké kovy, mykotoxiny a jiné
toxické latky, které mohou predstavovat vazna zdravotni rizika [49]. Bezpecnost
dopliikd stravy na trhu v CR je kontrolovana Statni zemé&d&skou a potravinaiskou

inspekci (SZPI) [50].
2.5.2 Kontaminanty v extraktech ostropestice marianského

Podle studie zroku 2019 bylo zjisténo, ze komercni silymarinovy extrakt muze
obsahovat vysoké koncentrace mykotoxind, pesticidi i zna¢nou mikrobiologickou
kontaminaci. Tato skuteCnost mize odpovidat za nekonzistentni vysledky klinickych
pozorovani u pacientd s onemocnénim jater. Studie upozorfiuje na nutnost zavedeni
ptisnych kontrol chemického a mikrobiologického slozeni komercnich extraktt
z ostropestice marianského [51]. Mozna kontaminace mykotoxiny je zpusobovana
nevhodnym sbérem rostliny ostropestice, kdy sbér je provadén za vihkého a neslunného
pocasi, z divodu co nejnizsi ztraty semen ostropestice z jeho kvétenstvi [52]. Pricinou

vzniku mykotoxind je také nerovnomérné dozravani plodt v hlavkach [53].

2.5.3 Aktualng dostupné produkty z ostropestice marianského v CR

Semena

Semena ostropestice marianského se prodavaji nedrcend i drcena. Obecné se doporucuje
semena nadrtit pfimo pfed konzumaci, aby nedoSlo ke ztrat€¢ ucinnych latek [54].
Semena lze konzumovat samostatné, jako soucast pokrmi nebo pfipravou nalevu.
Pokrutiny zbylé po lisovani oleje se pouzivaji do krmnych smési pro hospodaiska
zvitata, jako jsou koné, skot, dribez a selata. Dale je olej ze semen pfidavan do krmiv

koni a psu, jelikoz ostropestiec zlepsuje stav jejich srsti i jejich pokozky [55].
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Obrdzek 10: Semena ostropestice maridnského [56]

Oleje

Olej z ostropestice je k dostani jako jednodruhovy olej za studena lisovany, je tak
doporuceny vyhradné k pouziti ve studené kuchyni. Zevni pouziti je doporu¢ovano k

oSetfeni kfeCovych zil, ekzému i popalenin.
Kapsle a tablety

Cesky trh nabizi Siroky vybér tablet a kapsli z extraktdi semen ostropestice. Obecné
funkce téchto produkti ma prispivat k normalni funkci jater, chranit buriky pted
oxidativnim stresem a detoxikovat télo. Kapsle a tablety obsahujici extrakt
z ostropestice jsou dopliiovany o vitaminy a jiné extrakty z bylin (napf. smetanka
lékarska, tolice vojtéska), které také prispivaji ke spravné funkci jater. Dostupny je také
silybin-fosfatidylcholinovy komplex, ktery je rychleji vstiebatelny a ucinngji

absorbovan nez samotny silymarin [57].
Tinktury

Tinktury se vyrabgji z ethanolového (30-40% obj.) extraktu semen, ale i z pupenu.

Ostropestrec se dale vyskytuje ve smésnych tinkturach na podporu jater.
Caje

Jak bylo zminéno vyse, ze suSenych ploda ostropestice 1ze pfipravovat nalev. Dostupné
jsou cCaje obsahujici pouze drcend semena ostropestice, nebo drcend semena

ostropestice soucasti bylinnych smeési pro podporu detoxikace organismu.
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Kosmetika

Extrakty z plodi se nachazi i bézné v kosmetice, konkrétn€¢ v Samponech, masaznich

olejich a hydrata¢nich krémech.

2.6 Soucasné metody analyzy ostropestice a jeho produkti

Vhodnd metoda pro chemickou analyzu musi vychéazet z fytochemickych latek
nachazejici se v rostlin€. Pro vyrobu vzorki se vyuziva extrakce rostlinného materialu
bohatého na biologicky aktivni latky. Silymarinovy komplex obsahuje mnoho
flavonolignanti, které 1ze délit separacnimi metodami, ov§em kromé flavonolignanti ze
silymarinového komplexu ostropestice, 1ze separovat i jiné bioaktivni latky (napf.
polyfenoly). Pro tuto komplexni separaci bioaktivnich latek, které jsou po predchozi
derivatizaci prevedeny na té€kavéjsi produkty, se vyuziva metoda plynové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii [58]. Silymarinovy komplex dale obsahuje
elektroaktivni latky, které byly studovany elektroanalytickymi metodami, napfiklad ve
farmaceutickych vyrobcich [59], [60]. Z elektromigra¢nich metod je wvyuzivana
kapilarni elektroforéza [61], [62]. Mezi nejCastéjsi instrumentalni separacni techniky se
fadi vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) [63]-[67] s reverzni fazi kvuli
hydrofobni povaze flavonolignani. Nejcast€ji je metoda HPLC v kombinaci
s UV-spektrofotometrickym detektorem [63], [65], [66] a hmotnostni spektrometrii
[64], [66]. Existuji clanky, které porovnavaji HPLC metodu s NMR metodou pro
kvantitativni analyzu [62], [68].
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3 Cile prace

V ramci bakalarské prace jsou feSeny dilci ukoly:

e Vteoretické Casti podat §ir§i informace o bodlakovité byliné — ostropestici
marianském

e studium elektroaktivity vybranych latek — taxifolinu a silibininu — pomoci
cyklické voltametrie

e na zakladé elektroaktivni povahy studovanych latek vyvinout jednoduchou,
isokratickou a ¢asove nenaro¢nou metodu HPLC s elektrochemickou detekci

e tuto metodu nasledné aplikovat na realné vzorky rostlinnych extraktu

e vyhodnoceni a diskuze vysledka.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Instrumentalni vybaveni

Cyklickd voltametrie

Cyklicka voltametrie byla realizovana na potenciostatu Autolab (Metrohm AG, Herisan,
Svycarsko) s pritokovou amperometrickou celou (ESA Inc., model 5040) a borem

dopovanou diamantovou pracovni elektrodou (ESA Inc., Chelmsford, MA, USA).

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci

Chromatograficky systém pro HPLC analyzu se skladal z isokratické pumpy (LC-10AD
SHIMADZU, Japonsko) s tlumi¢em pulst, analytické dvoukanalové coulometrické cely
(Model 5020) s pfediazenou guard celou na odstranéni necistot v mobilni fazi,
umisténou pred davkovacem (vSe ESA Inc., Chelmsford, MA, USA). Pro separaci byla
pouzita kolona s reverzni fazi C18 5 pm, 250 mm x 2,1 mm LD (Phenomenex, USA).
Prostrednictvim manualniho davkovaciho ventilu vybaveného 20 ul smyc¢kou Rheodyne
(Rheodyne, Cotati, CA, USA) byly roztoky standardi do systému nastfikovany pomoci
sklenéné stiikacky o objemu 25 ul (Hamilton, Reno, NV, USA). Roztoky vzorkt byly
nastiikovany sklenénou stiikatkou o objemu 50 pl (Hamilton, Bonaduz, Svycarsko).
Veskery spojovaci material (fittingy, ferulky, kapilary a té€snéni) byly vyrobeny
z polymerniho materialu PEEK”™. Nahravani chromatografickych dat bylo provadéno
pomoci softwaru Clarity (DataApex, Praha, Ceska republika). Vysledky méfeni byly
zpracovany pomoci MS Excel (Microsoft, USA).

4.2 Chemikalie

methanol (HPLC-gradient grade, Fisher Scientific, UK)

e ethanol (HPLC-super gradient, PENTA, Ceska republika)

e dimethylsulfoxid

e dihydrogenfosfore¢nan sodny (Sigma-Aldrich, Ceska republika)
e kyselina trihydrogenfosforeéna (Fluka, Buchs, Svycarsko)

e taxifolin, p.a. > 85 % (Sigma-Aldrich, USA)

e silibinin, p.a. > 98 % (Sigma-Aldrich, USA)

e deionizovana voda (Milipore, Francie)
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4.3 Vzorky

K analyze byly pouzity dva vzorky tinktur z ostropestice marianského.

e Ostropestiec mariansky — tinktura z pupent ostropestice marianského (vyrobce:
Mgr. Jarmila Podhorna, Nadé&je, CR)

e Ostropesttec mariansky — bylinné kapky, 10% vytazek z plodu ostropestice
marianského ve 40 % lihu (vyrobce: Gresik Valdemar, CR)

GRESIK
VALDEMAR

BYLINNE KAPKY

|| OSTROPESTREC ||

doplnék stravy

Obrdzek 11: Vzorky pouZivané k analyze od vyrobcit Nadéje (nalevo) a Gresik Valdemar (napravo),
(foto autor)

4.4 Pracovni postup

4.4.1 Cyklicka voltametrie

Pii méfeni cyklické voltametrie byl zvoleno tfielektrodové zapojeni: borem dopovana
elektroda jako pracovni elektroda, referentni Pd/H, elektroda, pomocnou elektrodu
tvorila platinové elektroda. Méfeni probihalo v rozsahu -500 az 1800 mV a rychlost
skenu pro cyklickou voltametrii byla 100 mV/s. Byly méfeny dva opakované cykly.
Vsechna voltametricka méfeni byla provadéna v pratokové amperometrické cele (viz
kap. 4.1) z divodu co nejmensiho objemu vzorku. Pro voltametricka stanoveni byl
pouzit standard taxifolinu (c=1,06 mg/ml) a standard silibininu (c=1,33 mg/ml). Oba

standardy byly pfed méfenim jesté nafedény fosfatovym pufrem v poméru 1:1.
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4.42 Chromatografické podminky

Meéfeni probihalo pfi potencialu E; = 100 mV na prvnim kanale a E,=500 mV (vs.
Pd/H,) na druhém kanale. Citlivost potenciostatu byla nastavena na 20 pA-V™.
Prutokova rychlost mobilni faze byla nastavena na 0,3 ml/min. Nastiik vzorkd a

standardt byl 10 ul. Teplota byla 25°C.

443 Ptiprava pufru a mobilni faze

Dihydrogenfosforecnan sodny byl pfesné navazen na analytickych vahach a nasledné
rozpustén v deionizované vodé. Hodnota pH pufru byla upravena titraci koncentrovanou
kyselinou trihydrogenfosforeCnou. Poté byl okyseleny roztok pufru prefiltrovan
vakuovou filtraci, velikost pora filtru byla 0,2 um. Takto pfipraveny roztok fosfatového
pufru o koncentraci 25 mmol/l a pH 3,03 byl nadale pouzivan k pfipravé mobilni faze

(MF). Zasobni roztok pufru byl skladovan v lednici pii teploté 3°C.

K HPLC analyze byl pfipraven roztok mobilni faze o sloZzeni methanol:fosfatovy pufr
(40:60, v/v). Takto piipraveny roztok MF byl pfed analyzou vzdy odplynén pomoci

helia.

4.4.4 Piiprava standarda

Standard taxifolinu byl pfesné navazen na analytickych vahach a rozpustén
v methanolu, poté byl pfidan stejny objemovy podil fosfatového pufru. Takto
pfipraveny zasobni roztok byl nasledné jesté 10x zfedén fosfatovym pufrem. Vysledna

koncentrace standardniho roztoku pfipraveného k analyze byla 0,1 mg/ml.

Standard silibininu byl pfesné navazen na analytickych vahach a naptfed rozpustén
v dimethylsulfoxidu, poté byl pfidan stejny objemovy podil methanolu. Takto
pfipraveny zasobni roztok byl nadale 5x zfedén fosfatovym pufrem. Vysledna
koncentrace standardniho roztoku pfipraveného k analyze byla 0,19 mg/ml. Oba

standardni roztoky byly skladovany v lednici pfti teploté 3°C.

4.4.5 Priprava smési dvou standarda k analyze HPLC

V predchozi podkapitole (viz 4.4.4) byly popsany pfipravy jednotlivych roztoku
standardi k analyze. Jednim z cill této prace je vyvinout isokratickou metodu vhodnou
pro simultanni separaci taxifolinu a obou diastereoizomert silibininu. Smés byla
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pfipravena smichanim jednoho dilu standardniho roztoku taxifolinu o koncentraci 0,1

mg/ml se stejnym dilem standardniho roztoku silibininu o koncentraci 0,1 mg/ml.

4.4.6 Priprava vzorku k analyze HPLC

Oba vzorky tinktur z ostropestice byly fedény v poméru 1:3. Jeden dil tinktury byl

fedén trojnasobnym mnozstvim fosfatového pufru.

4.47 Priprava vzorku k analyze HPLC metodou spikovani

Vzorek bylinnych kapek Gresik byl zfedén 1:3 s 10x ziedénym roztokem standardu

silibinu a taxifolinu a stejnym dilem pufru.
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S Vysledky a diskuze

Experimentalni cast se zabyva studiem elektroaktivity standardnich latek pomoci
cyklické voltametrie. Nasledné vyuziti elektrochemické detekce se, vzhledem
k elektroaktivni povaze latek, tedy jevi v kombinaci s a¢innou HPLC metodou jako
vyhodné. Pro separaci a identifikaci byla pouzita metoda vysokoucinné kapalinové
chromatografie s dvoukanalovou coulometrickou detekci, ktera poskytuje vysokou
selektivitu detekce. Metoda HPLC-ED je aplikovana pro simultanni separaci taxifolinu,
silibininu A a silibininu B v rostlinnych extraktech (tinkturach). Vysledky méfeni jsou

uvedeny v nasledujicich podkapitolach.

5.1 Studium elektrochemické aktivity standardu taxifolinu a silibininu
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Obrdzek 12 A, B: Cyklovoltamogram standardu taxifolinu
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Na Obr. 12A (vyifez Obr. 12B) je zobrazen cyklicky voltamogram taxifolinu.
V analytické oblasti je viditelny jeden signal v prvnim skenu pfi 1350 mV, v druhém
skenu pti 1100 mV (vs. Pd/H,). Na obracené katodické kiivce nebyl detekovan zadny

odpovidajici katodicky pik, jedna se o chemicky ireverzibilni katodovou reakci.

240 -
190 -

140 -

I[pA]

90 -

40 -

-10 & T T

-500 -100 300 700 1100 1500 1900
E [mV] (vs. Pd/H,)

90 ~
70 -

50 ~
30 -

B
10 _/

-10

I[pA]

800 1000 1200 1400 1600
E [mV] (vs. Pd/H,)

Obrdzek 13A,B: Cyklovoltamogram standardu silibininu
Na Obr. 13A (vyifez Obr. 13B) je zobrazen cyklicky voltamogram taxifolinu.
V analytické oblasti je viditelny jeden signal v prvnim skenu pfi 1200 mV, v druhém
skenu pfi 1150 mV (vs. Pd/H;). Na obracené katodické kiivce opét nebyl detekovan
zadny odpovidajici katodicky pik, jako v pripadé taxifolinu se jedna o chemicky

ireverzibilni katodovou reakci.



Z cyklovoltamogramt na Obr. 12A,B a Obr. 13A,B je patrné, ze pii druhych skenech se
snizovala proudova odezva latek. Pri¢inou mohl byt maly objem roztoku, ktery mohl
byt jiz pii druhém skenu z vétSiny vycCerpan. Cyklicka voltametrie byla pouzita jako
dopliikova metoda k obecnéjsi charakterizaci elektrochemickych vlastnosti studovanych
latek. Jelikoz cyklicka voltametrie byla provadéna v jiném uspotadani a s pouzitim jiné
pracovni elektrody, vysledky nejsou zcela srovnatelné se systémem HPLC-ED

s prutokovym systémem a coulometrickou celou.

5.2 Analyza smési standardu taxifolinu a silibininu
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Obrdzek 12: Chromatogram smési standardu taxifolinu (c=0,1 mg/ml) a silibininu (c=0,19 mg/ml). Na
prvaim detekénim kandle (modrd) byl viloZen potencidl E;= 100 mV, na druhém, detekénim kandle
(¢ervend) byl potencidl E;=500 mV (vs. Pd/H,). Druhy kandl je z diivodu vétsi prehlednosti posunut o
+20mYV na ose y — Odezva detektoru.

Na Obr. 12 je vysledny chromatogram smési standardi taxifolinu a silibininu. Taxifolin
se eluoval v retencnim case 3,12 min, silibinin A se eluoval v ¢ase 16,01 min a silibinin
B v ¢ase 18,11 min. Na prvnim detekénim kanale (Cervend) byl vlozen potencial E =
100 mV (vs. Pd/H,), pfi tomto potencialu lze pozorovat pik taxifolinu, ovSem silibinin
vykazuje zanedbatelnou odezvu. Taxifolin je tedy snadno oxidovatelna latka a oxiduje
se uz pifi niz§im vlozeném potencidlu. Na druhém detekénim kanale (modrd) byl
potencial E>=500 mV (vs. Pd/H») a pii tomto potencialu jiz lze pozorovat signal obou

diastereoizomeru silibininu. Pfi vybéru vhodného napéti se zohlediovala selektivita.
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Na separaci dvou diastereoizomeru standardu silibininu méla zasadni vliv mobilni faze.
Pti optimalizaci metody byly vyzkouseny rizné poméry methanolu a fosfatového pufru,
byla vyzkouSena i ternarni mobilni faze s pfidavkem acetonitrilu. Nejlepsi separace
dvou diastreoizomerd probihala pfi sloZzeni mobilni faze methanol:fosfatovy pufr
(40:60, v/v). Standardy byly také proméfovany UV-spektrofotometrickym detektorem
pii vlnové délce 288 nm, ovSem kvuli jeho nizsi citlivosti byl pouzit pouze jako
kontrolni detektor. V chromatogramu se také objevovaly necistoty, které pochazely ze

standardu taxifolinu, jehoz deklarovana Cistota byla > 85%.
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5.3 Analyza realnych vzorki z ostropestice marianského
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Obrdzek 13: Chromatogram tinktury z ostropestice maridinského — bylinné kapky vyrobce Gresik
Valdemar. Na prvnim detekénim kandle (modrd) byl vloZen potencidl E;= 100 mV, na druhém,
detekcénim kandle (Cervend) byl potencidl E,=500 mV (vs. Pd/H;).
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Obrdzek 14: Chromatogram tinktury z ostropestice maridnského — tinktura z pupenii ostropestice
maridnského, vyrobce Nadéje. Na prvnim detekcnim kandle (modra) byl vioZen potencidl E ;= 100 mV,
na druhém, detekcnim kandle (Cervend) byl potencidl E,=500 mV (vs. Pd/H)).
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Pro pifimé srovnani byly obé tinktury pred vlastni analyzou fedény stejnym zptisobem
1:3 s podilem fosfatového pufru (viz kapitola 4.4.6), kvali nizsi eluéni sile vzorku a
omezeni rozSifovani piku. Pfi analyze obou tinktur se jednotlivé latky od sebe
dostatecné separovaly. Pfi srovnavani chromatogramu realnych vzorka se jednotlivé
tinktury od sebe vyrazné neliSily zastoupenim obsazenych latek. Déle lze ze srovnavani
usoudit, ze se latky liSily spiSe svym profilem obsahovych latek (Obr. 12-13). Tento
rozdil mize byt ovlivnén mnoha faktory, pficemz hlavni rozdil mezi analyzovanymi
tinkturami je ten, ze ucinné latky od firmy Nadé€e jsou extrahovany z pupent
ostropestice, nikoli ze semen. Ostatni piky na chromatogramech Obr. 12-13 odpovidaji
latkdm, které jsou v tinkturdch pfitomny, vna$i analyze tyto latky nebyly
identifikovany, nebot’ nebyly k dispozici prislusné standardy. Podle literatury [69], [70]
1ze usoudit, ze v tinkturach jsou dale pfitomny 1 latky: silychristin, silydianin, isosilybin

A aisosilybin B.

5.4 Ovéfeni pritomnosti bioaktivnich litek ve vzorcich metodou pridavku
standardu (spikovani)

— — spike, E1=100 mV

spike, E2=500 mV
......... Greé]’k, E1=100 mV

----- Gresik, E2=500 mV

Odezva detektoru [nA]

Cas [min]

Obrdazek 15 A: Chromatogram tinktury 7 ostropestice maridnského — bylinné kapky Gresik Valdemar.
Ovéfeni pritomnosti silibininu a taxifolinu metodou pridavku standardu (,,spikovdni“). Na prvni
detekcni kandl byl vloZen potencidl E;=100 mV, na druhém detekénim kandle byl potencidl E,=500 mV
(vs. Pd/H,).
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Obrdazek 15 B, C: Vyfez chromatogramu tinktury z ostropestice maridnského — bylinné kapky Gresik
Valdemar. Ovéieni pritomnosti silibininu a taxifolinu metodou pfidavku standardu (,,spikovdni“). Na
prvni detekcéni kandl byl vloZen potencidil E;=100 mV, na druhém detekénim kandle byl potencidl
E;=500 mV (vs. Pd/H,).
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Z Obr. 15A lze potvrdit pfitomnost obou diastereoizomert silibininu a taxifolinu

v bylinnych kapkach od vyrobce GreSik Valdemar. Pro ovéreni byla pouzita metoda

pridavku standardu tzv. ,,spikovani:

Obr. 15B je priblizen, aby byl identifikovan pik taxifolinu v bylinné tinktufe
Gresik (fialova). Pfidanim spiku — taxifolinu — do vzorku je potvrzena identita
latky zvySenim signalu piislusného piku (zelena). Méfeno prvnim detekénim

kanalem pti £1=100 mV.

Obr. 15C je pfiblizen, aby byly prehlednéji identifikovany piky silibininu A a B
v bylinné tinktufe GreSik (oranzova). Pfidanim spiku — silibininu — do vzorku je
potvrzena identita analyzované latky zvySenim signalu piislu§ného piku

(modréa). Méfeno druhym detek¢énim kanalem pfi £:=500 mV.
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6 Zavér

Tato bakalarska prace v teoretické Casti podava rozsahlejsi informace o oblibené
byliné ostropestici marianském. Cilem teoretické Casti bylo zpracovat biologicky
aktivni latky obsazené v této byliné a podat informace o zasadnich ucincich na lidské
zdravi, zejména hepatoprotektivni UCinky. Z teoretické casti dostava cCtenar také
zakladni vhled do dopliika stravy a jejich problematiky. Nasledné je podan vycet
produktd z ostropestice marianského, které jsou dostupné na tizemi Ceské republiky.
V zavéru teoretické Casti je zpracovan piehled metod, které se pouzivaji pfi analyze a
charakterizaci ostropestice marianského.

V experimentalni casti byla nejprve studovana elektroaktivita taxifolinu
(dihydroquercetin) a silibininu pomoci cyklické voltametrie.

Dal§im cilem byl vyvoj HPLC metody pro souc¢asnou separaci taxifolinu a obou
diastereoizomert silibininu. V ramci optimalizace byl sledovan vliv slozeni mobilni
faze, vybér kolony a upfednostnéni selektivnéj§iho a citliv§jsiho elektrochemického
detektoru pted konven¢nim UV-spektrofotometrickym detektorem.

V ramci feSeni experimentalni ¢asti byla nejprve vyvinuta jednoduché, rychla,
isokraticka HPLC metoda s elektrochemickou detekci. Tato metoda byla poté
aplikovana na realné vzorky tinktur, ve kterych byl identifikovan taxifolin, silibinin A a
silibinin B. Doba jedné analyzy nepifesahla 25 minut. Jako vhodny pracovni potencial
pro detekci byl zvolen potencial +100 mV pro taxifolin, resp. +500 mV pro silibinin.
Tyto hodnoty byly zvoleny na zakladé zmeéfeni hydrodynamickych voltamogramu.
Z nich mimo jiné vyplyva, ze taxifolin se oxiduje sndze uz pii nizkém potencialu.

V obou analyzovanych tinkturach (Nadé&je a Gresik) byly identifikovany latky
taxifolin a silibinin na zakladé porovnavani reten¢nich dat se standardy a metodou
spikovani. Pfi srovnavani chromatogrami realnych vzorkd se jednotlivé tinktury od
sebe vyrazné nelisily profilem obsahovych latek, ackoliv pii vyrobé tinktur byly pouzité
razné Casti rostliny (semena, pupeny).

Vyvinuta HPLC-ED metoda je pouzitelna pro rutinni kontrolu obsahu

studovanych latek v komercnich produktech z ostropestice marianského.
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