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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva rostlinnymi adaptogeny (bioaktivnimi latkami) rostliny
Schisandra chinensis. Teoretickd Cast je zaméfena na charakterizaci rodu Schisandra,
charakterizaci rostliny, jeji vlastnosti, vyskyt a vyuziti této rostliny. Dale je popsano pusobeni
téchto adaptogent na organismus a predikce mozného vyuziti v potravinovych doplricich.
Také byly vytipovany vhodné regionalni péstebni klimatické zény. Experimentalni ¢ast prace
se zabyva extrakci plodd a listd v rostliné Schisandra chinensis. Z extraktd listd byl dale
stanoven obsah chlorofylu a, chlorofylu b pomoci UV — VIS spektrofotometrie, kdy bylo
potvrzeno mnozstvi chlorofylu v poméru 3:1 pro rostliny v optimalnich rostoucich podminkach.
Nakonec byl proméfen obsah adaptogenu schisandrinu A v suSenych plodech s riznou
extrakci pomoci HPLC. Ve v3ech plodech byl potvrzen schisandrin v odliSném mnozstvi.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with plant adaptogens (bioactive substances) in the plant Schisandra
chinensis. The theoretical part is focused on characterization of the Schisandra genus,
characterization of the Schisandra chinensis as a plant, its properties, occurrence and growing
possibilities in the climate zone. Furthermore, The effects of these adaptogens on the organism
and the prediction of possible use in food supplements are described. The experimental part
deals with the extraction of fruits and leaves from plant Schisandra chinensis. Further,
chlorophyll a, chlorophyll b in the leaves extract was determined by UV - VIS
spectrophotometry, whereby the optimal amount 3:1 of chlorophyll was confirmed for the plants
growing in optimal conditions. Finally, the concentration of the adaptogen schisandrin A in the
dried fruits was from different kind of extraction measured by HPLC. In all fruits, schisandrin A
was confirmed, but the amount is different in each sample.

KLICOVA SLOVA

Schisandra chinensis, extrakce dle Soxhleta, chlorofyl, schisandrin A, spektrofotometrie,
HPLC

KEY WORDS

Schisandra chinensis, Soxhlet extraction, chlorophyll, schisandrin A, spectrophotometry,
HPLC
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UvoD

Schisandra chinensis neboli klanopraska Cinska se fadi mezi opadavé liany pochazejici
z jihovychodni Asie, predevsim z Ciny. Nyni se vyskytuje pfevazné v Cinég, vychodnim Rusku,
Japonsku a Koreji. Jeji pfirozené podnebi je mirné az mirné studené s chladnou zimou
a teplym létem. Klanopraska vyzaduje stfedné vlhké a mirné prosvétlené prostfedi, s vihkou
pudou bohatou na Ziviny. Jeji 1éCivé bylinné schopnosti jsou ukryty v plodech, listech
a semenech. Celkové se jedna o lignany s chemickou strukturou odvozenou od
dibenzol[a,c]cyklooktadienu, kdy je nejvice zastoupen adaptogen schisandrin. Bioaktivni latky
rostliny maji kladny ucinek na kardiovaskularni systém, centralni nervovy systém, zvysuji
fyzickou vykonnost a urychluji metabolismus. Mezi dalSi u€inky patfi detoxikaéni, antioxidaéni,
antikarcinogenni, antihepatitické a protizanétlivé vlastnosti. V potravinarském pramyslu ji
najdeme ve formé& susenych plodl, €aju, odvar(, masti, krém( a také v potravinovych
doplricich. K extrakci aktivnich latek z r ostliny Schisandra chinensis se nejcastéji vyuziva
extrakce organickymi rozpoustédly, extrakce dle Soxhleta a Ize pouzit i jiné zplsoby extrakce.
Ke kvalitativnimu i kvantitativnimu vyhodnoceni lignand je nejcastéji pouZzito spojeni
vysokoucinné kapalné chromatografie s hmotnostni spektrometrii (HPLC/MS). Identifikace a
kvantitativni stanoveni chlorofylu ze zelenych &asti rostlin se ziska proméfenim absorbance
pomoci UV-VIS spektrofotometru.



1. TEORETICKA CAST

1.1.Rod Schizandra

Rod Schisandra je nékterymi autory fazen do &eledi Mangoliaceae (Sacholanovité), jinymi do
samostatné stejnojmenné Celedi Schisandraceae.

Schisandraceae neboli klanopradkovité je Celed nizSich dvoudéloznych rostlin, patfici do
fadu Austrobaileyales. Jsou to kvetouci rostliny zahrnuijici tfi rody dfevin s celkem 85 znamymi
druhy [1; 2; 3]. Mnohé druhy klanoprasky, badyaniku i kadsury jsou vyuzivany v mediciné.
Nejznaméjsi klanopraska &inska se péstuje v Cesku jako okrasna rostlina.

Zastupci Celedi klanopraskovité jsou jednodomé nebo dvoudomé, opadavé, aromatické
kefe, stromy nebo dfevnaté liany. Listy jsou jednoduché, stfidavé, fapikaté bez palistu. Kvéty
jsou jednotlivé nebo v fidkych uZlabnich kvétenstvich, jsou pravidelné jednopohlavné nebo
oboupohlavné. Plodem je souplodi jednosemennych méchyikl (badyanik) nebo souplodi
dvousemennych bobuli, pfirostlych na kulovitém (kadsura) nebo protahlém (klanopraska)
kvétnim [0zku [2; 3; 4].

1.1.1.Biologicka klasifikace [5]

Rise Plantae rostliny

Podfise Tracheobionta cévnaté rostliny

Nadoddéleni Spermatophyta semenné rostliny

Oddéleni Angiospermae krytosemenné

Rad Austrobaileyales

Celed Schisandraceae klanopraskovité, magnolkovité jinak badyanikové

Celed Schisandraceae zahrnuje dva rody: Schisandra (TURCZ.) BAILL. a Kadsura
KAEMPF. EX JUSS. Tradi¢né byly na zakladné morfologickych analyz fazeny do fadu llliciales
spolu s €eledi llliciaceae. V roce 2003 byly tyto dvé Celedé spolu s Celedémi Trimeniaceaea
a Austrobaileyceae zafazeny do fadu Austrobaileyales a toto zafazeni je stale platné.

(The Angiosperm Phylogeny Group 111;2009) [1]

1.2. Schisandra chinensis

Jméno ,Schisandra“je odvozeno od dvou slov feckého plivodu: ,schizein, coz znamena délit,
rozetnout, rozrazit a ,andros” — muz. Jméno bylo zvoleno podle separace prasnikovych bunék
z ty€inek druhu Schisandra coccinea [6].

Schisandra chinensis nebo-li klanopraska €inska je opadava liana Splhajici do koruny
listnatych strom(. Zaclenuje do rodu Schisandra, Celed Schisandraceae [2; 3; 7]. Klanopraska
ginskd ma v &estiné mnoho synonym - Schisandra japonska, Cinska magnolie, Citronové
dfevo, Cinsky citronovnik, Kadsura chinensis, Cinsky se nazyva Wu-wei-zi. V ruskojazy¢né
literatufe ji najdeme pod jménem Limonnik kitajskij, v némecké Chinesischer Limonnenbaum
a v japonské Gomishi nebo Matsbouza.

Uz v tradiCni Cinské mediciné byla klanopraska nazyvana rostlinou péti chuti — kyselé,
hotké, slané, sladké a trpké (palCivé). Chut plodu klanoprasky udajné odpovida zakladnim
organtim. Kysela chut jatrdm, horka chut srdci, sladka sleziné, palCiva plicim a slana chut
ledvinam. Rovnéz téchto pét chuti odpovida péti zakladnim elementim: trpké — drevo, horky
— ohen, sladka — zemé, ostry — kov, slana — voda. Z tohoto dlvodu je v Cinském Iékopise
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vedena schisandra jako vSelék a je zobrazovana jako symbol dlouhovékosti [2; 3]. Ziskala si
své nazvy omicha v Koreji, gomishi v Japonsku, wu-wei-zi, ji-chu nebo hoy-tsi v Cine
a limonnik, podle citronové viné rozmacknutych kvétd, v Rusku. V USA a Kanadé se
nejcastéji pouziva jméno schisandra, popf. magnolia vine. V pravopisu se muzeme setkat
s oznacenim Schisandra i Schizandra, pouzivané jsou obé& varianty [6].

O Schisandfe se poprvé zmifiuje Cinsky spis Shen Nong Ben Cao Jing, ktery byl sepsan
pred 4000 lety. Objevuje se také v Iékopisu vydaném v roce 1596, ktery sestavil Li S’-chen.
V zapadni botanice ale méla tato Cinska rostlina nejprve jméno Kadsura chinensis, a to
v publikaci ruského botanika N. S. Turczaninova zroku 1832. Rod Kadsura byl roku
1856 prejmenovan ruskym botanikem Ruprechtem na pocest svého kolegy Maximovicze
na Maximowiczia a rostlinu nazval Maximowiczia chinensis. Roku 1866 byla rostlina zafazena
francouzskym botanikem H.E. Baillonem do rodu Schisandra a od té doby nese nazev
Schisandra chinensis (TURCZ.) BAILL [5].

V Ciné je po mnoho staleti znama pro své blahodarné uginky a od pradavna se pouziva
jako lécCivka. Plsobi blahodarné na lidsky organismus [6]. Schisandra nepatfi mezi 1éCivé
rostliny, ale je zafazovana mezi rostliny s povzbuzujicimi a tonizujicimi ucinky, tzv. adaptogeny

[5]-
1.2.1.Popis rostliny

Jednodomd, opadava, pravoto€iva, popinava a lianovitd rostlina s ovijivymi lodyhami
dosahujicimi délky 8-15 m [7]. Primér liany je v rozmezi 1,2-1,5 cm [8]. Mladé vyhonky maiji
hladkou a nazloutlou kuru, u starSich vyhonk( je kira svrastéla a tmavohnéda se specifickou
vuni. V nepfiznivych podminkach nabyva krovitého tvaru a neoviji se. Vyhony jsou vétvené
a skladaji se ze tfi druhl (vegetativni — az 1,6 m dlouhé, vegetativné-generativni — 0,5 m a na
bazi tvofi kvéty a plody, generativni — 10-50 mm dlouhé, plodonosné) [7; 9].

Pupeny jsou podélné vejcCité, zaSpicatélé, odklonéné od vyhonu a dlouhé 3-5 mm. Jsou
po tfech v uzliné. Listy jsou svétlezelené, jednoduché, lesklé, stfidavé, na konci zaSpicatélé se
zubatym okrajem s ¢ervenohnédym fapikem a klinovitou bazi. Jsou 5-10 cm dlouhé a 2-4 cm
Siroké. V lété jsou temné zelené, na podzim se zbarvi do citrénové zluta. Praduchy se
nachazeji na spodni strané lista [2].

Biologie kveteni je slozita. Doba kvétenstvi je od dubna do kvétna (8-14 tydnu). Kvéty jsou
bilé az nazloutlé barvy (15 mm), vyrustaji v Uzlabi listd na nékolik centimetrl dlouhych
rdzovych stopkach. Maji silnou citronovou vini [2]. Schisandra je jednodomou i dvoudomou
rostlinou, tvorba typu kvétu je riizna a zavisi na teplotnim rezimu, vyzivé, vihkosti a stafi rostliny
[2; 7]. Prvni kvéty jsou jen samci, vyjimecné oboupohlavné, a jsou hmyzosnubné, samici se
objevuji az v letech nasledujicich. Na kefi jsou rozmistény tak, Ze samci se nachazeji
ve spodni ¢asti a samiCi v horni ¢asti kefe. Koruna kvétu dosahuje mnohdy az 15 mm a je
slozena z 6-9 voskovitych okvétnich listkd. Sam¢i kvéty vyrastaji v uzlabi listl po 2-7 na
dlouhych rizovych stopkach, kde ty€inky jsou bilé. Samici kvéty maji na kratkém valcovitém
kvétnim I0zku velky pocCet dvouvajeénych pestiki s nazelenalymi bliznami [4].

Opyluje se hmyzem. Pfi dozravani se ltizko 20-50 zvétSi a tak se vytvofi z jediného kvétu
souplodi o 2-22 bobulich, které je dlouhé 6-8 cm a vzhledem pfipomina hrozen rybizu jasné
Cervenych plodu. Plody jsou kulovitého tvaru o priméru 5-7 cm, ¢asto deformované, zvrasnélé
a barvou Cervené az tmaveé Cervené [10]. Dozravaiji od poloviny srpna do fijna a doba sklizné
je po prvnich mrazech. Duzina je aromaticka se sladkokyselou chuti. Plody obsahuji 1 az
2 semena ledvinového tvaru, nazloutlé az tmavé hnédé barvy a jsou velka 3,5-4,5 cm. Semena
maiji zfetelny Sev na horni strané a jsou slabé specifického zapachu. Po rozdrceni jsou Stiplava
az paliva, horkokyselé chuti [8]. (Fotky jednotlivych &asti rostliny viz pfiloha dole).
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1.2.2.Vyskyt

Pavodni oblasti vyskytu rostliny se nejéast&ji uvadéji severovychodni &ast Ciny, do které patfi
i Mandzusko, a jihovychodni ¢ast Ruska.

VétSina z cca 25 druhd rodu Schisandra je rozSifena v subtropické Casti Asie, dva druhy
maji domovinu na Javé a jeden na jihovychodé USA, v€etné jednoho druhu endemického na
Tchaj - wanu [11].

Jeden druh, Schisadnra coccinea, se vyskytuje jako vzacna popinava rostlina
v jihovychodni ¢asti USA na Floridé, v Lousiané, Georgii, Arkansasu, Tennessee, a Severni
Karoliné.

Ostatni druhy schisandry rostou pfedevsim v severni Cing, Japonsku a Himalajich [6].
Schisandra chinensis roste divoce nejvice v oblasti Dalného vychodu, na jih od 51° stupné
severni Sifky - Ruska (v regionech Primorsku, Amursku, Khabarovsku a Chabarovsku, na
Kurilskych ostrovech, v jiznim Sachalinu) a také v severovychodni Ciné (oblasti Jilin, Lianonig,
Heilongliang, Hebei, Shanxi, Ningxia, Shandong) [6; 8; 12; 11; 13]. Jen plocha jejich
pfirozenych porostli se odhaduje na Dalném vychodé na 6400 km?. Zde lidna roste obvykle
v lokalité smiSenych lesu, zejména na jejich okrajich v nadmorské vySce 200-500 metri nad
mofem, v severozapadni v Cing& i 1300 m nad mofem [8]. Z vychodniho Ruska byla
Schisandra pfivezena do evropskych botanickych zahrad az okolo roku 1850 a v nynéjsi dobé
ji Casto vidime jako okrasnou pnouci rostlinu.
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Obrézek 1: Oblast vyskytu Schisandra chinensis v Ciné k datu 20.12.2015 [14]

1.2.3.Péstebni podminky

Schisandra chinensis roste ve smiSenych a listnatych lesich, preferuje stfedné vihké, stfedné
prosvétlené prostfedi spolu s mokrou pudou bohatou na humus, zejména mladé rostliny trpi
pfi nedostatku vlahy. Neni odolna vuci suchému prostiedi a ani vysokému stupni vihkosti.
Jedna se o lianovitou rostlinu patfici mezi svétlomilné rostliny, ale v mladém véku preferuje
rist ve stinu. V dospélosti by pfi velkém zastinéni nepfinaSela zadné plody. V pfirodé se
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vyznacuje vysokou odolnosti vuci chladu. Velice se ji dafi ve vySkach 250 metrd nad mofem
a v okoli fek a potoku, kde jsou lehké naplavené spiSe kyselé pldy. Neroste na piscitych
a rozbahnénych pozemcich. Primémy vynos plodu na rostlinu se pohybuje okolo 2 kg, ovSem
vynos mlze sahat az k 4 kilogramum [6; 7].

RozmnozZovani je mozné vegetativni i generativni. Mezi vegetativni zpusoby je uvadéno
fizkovani v €ervnu az Cervenci zelenymi Fizky z polovyzralych mezi¢lanki se tfemi listy
a vinovité hfizeni letorostu, za prfedpokladu, ze matefské rostliny jsou péstovany v lehdi,
humoézni pGdé. Walter zmifiuje i mnozZeni pomoci odkopkl s kofeny. Generativni
rozmnozovani také maze byt provadéno po stratifikaci semen. Jeji podstatou je uloZzeni semen
2 mésice pfed vysevem ve vihkém hrubozrném pisku pfi teploté asi 15 °C.

Mladé semenace s jemnym kofenovym systémem ale velmi Spatné rostou (ro¢ni pfiristek
je asi 8 cm). Je vhodné je pfistinovat, abychom zabranili pfehfati kofent. Druhym nebo tfetim
rokem je tfeba vybudovat k rostliné vhodnou oporu. Sklizi se v dobé, kdy jsou bobule plné
vybarvené, ale ne pfezralé [15].

Klanopraska kvete asi po &tvrtém roce a pfi prvnich kveteni se zpravidla objevuji pouze
samc¢i kvéty. Béhem nasledujicich let se objevi i samici a zfidka kdy pak kvéty oboupohlavni.
Vyskyt kvétu je nespolehlivy a hraje zde roli nékolik faktor(, jako je teplota, vlhkost &i vyziva
pudy.

Cyklus rostliny zacina v obdobi mésicu bfezen a duben, kdy po zimnim spanku dochazi
k vyraSeni listd a kvétl. Po odkvétu se z kazdého kvétu vytvari souplodi, ktera pfipomina
hrozen rybizu. Plody dozravaji béhem mésice srpna az fijna. Po sklizni rostlina opada [6; 7].

1.2.4.Képpenova klasifikace podnebi

Podle Képpenovy klasifikace podnebi, ktera je utvofena podle teplot vzduchu a atmosférickych
srazek ve vztahu svegetaci, se podnebi déli na 5 hlavnich klimatickych pasem
s 12 zakladnimi klimatickymi typy [8]. Vychodni &ast Ruska a severovychodni Cina a Korea
spadaji do typu Dwa a Dwb, které odpovidaji mirné studenému klimatu se suchou zimou
a teplym létem. Navic vychodni ¢ast Ruska spada i do oblasti Dfb, ktera odpovida mirné
studenému klimatu s rovnomérnymi srazkami b&éhem roku. Japonsko je klasifikovano typem
Dwa pro sever zemé, Cfb pro vétSinu Uzemi, zejména jizni ¢ast Japonka, coz odpovida mirné
teplému klimatu s rovhomérnym rozlozenim srazek béhem roku. Zbytek tzemi odpovida typu
Dfb.

Ceska republika spada podle Képpenovi klasifikace do oblasti typu Dfb. Jedna se o vihké,
mirné teplé kontinentalni podnebi se suchou zimou. V této oblasti nejsou srazky rovhomeérné
rozlozené po cely rok, hlavné kvuli chladnéjSim zimam, kdy srazek pada méné. V Iété jednou
za Cas po delSim suchu dorazi bourka s velmi silnym desStém nebo dlouhodobéjsi dést.
NejvysSi teploty se obvykle pohybuji okolo 30°C a nejsilngjSi mrazy jsou v zavislosti na
kontinentalnosti a zemépisné poloze od -10°C do -35°C [16].

PFi srovnani podnebi mist pfirozeného vyskytu rostliny Schisandra chinensis a podnebi
v Ceské republice podle Képpenovi klasifikace podnebi Ize usuzovat, Ze je mozné rostlinu
péstovat i v podnebnich podminkéach Ceské republiky, protoZze podminky jsou velmi podobné.
Lze tedy pfepokladat, ze na stinném misté s dostateénou zavlahou by rostlina prosperovala
a diky vy$8im teplotam oproti zapadnimu Rusku a Ciné& by tak mély plody dostate&nou teplotu
pro dozravani.
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World map of Képpen-Geiger climate classification

DATA SOURCE : GHCN v2.0 station data
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Obrazek 2: Mapa Kdppen-Geigerovy klasifikace podnebi ve svété [17]
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Obrazek 3: Mapa Koppen-Geigerovy klasifikace podnebi ve svété — vihké kontinentalni podnebi [18]

13



——
B~ Bl e[ csa[ Jcwa[ | cta [l Dsa I Owa [ ofe [ ET
B A [ swk [ cso [ owo [ o [ osb [ owe [ on [ eF
I A [ Bsh I v I cic I osc Il o Il or

[ ssk I os: Il o< Il ot

Obrazek 4: Mapa Kdppenovy klasifikace podnebi Evropy [19]

1.2.5.Klimatické zény

Kazda rostlina ma své dispozice, jak se v kterém klimatu bude vyvijet a jak dobfe pfecka horka,
sucha léta a mrazivé zimy. Mezi nejdulezitéjsi vlivy plsobici na rostliny jsou slunce, voda, vitr
a teplota, na kterou je kladen nejvétsi duraz. PfedevSim na teplotu zimni, ktera predstavuje
mrazuvzdornost rostliny [20].

Jeden z nejstarSich, zaroven i nejvice rozsSifenych a popularnich zpusobl c¢lenéni
klimatickych pasem, vznikl uz v roce 1960 podle amerického zpusobu USDA (ministerstvo
zemeédélstvi Spojenych Statli Americkych) a dal$i mozné ¢lenéni je viastni Australii, Kanadeé,
Ciné nebo nékterym evropskym zemim.

Klimatické zoény, neboli zény odolnosti rostlin (hardiness zone), jsou zény urcujici
zemeépisné regiony vhodné pro pfirozeny rust a preziti daného rostlinného druhu. Tyto zény
jsou definovany vztahem klimatu v dané oblasti a hranicemi teplotni odolnosti rostliny
(minimalni a maximalni), kterou je druh schopen pfezit. MySleny jsou rostliny rostouci na
volném prostranstvi, kde jsou zimni vlivy nejhorsi.

Mapa klimatickych zén je rozdélena do 11 klimatickych zén podle naméfené primérné
minimalni teploty b&hem zimy. Ty jsou stupfiovany po 10 F, tedy vétSinou po 5,6°C. Cislo 1
oznacuje oblast s minimalni teplotou klesajici pod -50 F, tj. -45,5°C. Naopak Cislo 11

navic rozdélena do podtfid a — chladnéjSi a b — studenégjsi [21].

Pro porovnani ristovych klimatickych podminek Schisandry chinensis nam slouzi
Obrazek 6: Klimatické zény Ciny s klimatickymi zénami Ciny, jakoZto ptivodni oblasti vyskytu,
a Obrazek 5: Klimatické oblasti Evropy, ktery znazornuje klimatické zény Evropy, tudiz i zony
pro Ceskou republiku. Vétsina tzemi CR a SR patfi do zény 6, mGzeme predpokladat, Ze
nejvysSi polohy do zony 5, naopak teplejsi jizni Morava a jizni Slovensko do zény 7. Praveé tyto
z6ny nalezneme také v Cing&, kde zaujimaiji pfiblizné 1/3 rozlohy.
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Obrézek 6: Klimatické zény Ciny [26]
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Obrazek 5: Klimatické oblasti Evropy [27]
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1.2.6.Podminky v jihomoravském kraji

Jihomoravsky kraj leZi ve srazkovém stinu Ceskomoravské vrchoviny, proto je kraj sussi nez
ostatni kraje Ceské republiky. Podnebi zde ma vnitrozemsky charakter — tepla léta a chladné
zimy. Celkové podnebi Jihomoravského kraje je mirné teplé az teplé. Podle podnebnich
podminek, které se podobaji plvodnimu vyskytu Schisandry, je mozné rostlinu péstovat
i v Jihomoravském kraji.

KlanopraSka je péstovana v botanické zahradé pfirodovédné fakulty Masarykovy
univerzity v Bré&, kde roste moc dobfe. Je umisténa na dfevéné opérné konstrukci, ktera je
na slunném misté. Po této konstrukci Splha nahoru a proléta ji. Plodi velmi dobfe. Jediné, co ji
trochu vadi, je vapenita plida, ktera brani pfijmu nékterych prvkd, hlavné kovl, takze nékteré
rostliny potom trpi chlorézou. To se da substituovat hnojenim. (Magdalena Chytra, vedouci
botanické zahrady, 2017)

V Brné ji mizeme najit i v botanické zahradé a arboretu Mendelovy univerzity v Brné.
,V arboretu mame velkou rostlinu na terasach. Roste v polostinu velkych strom(, chranéna
pfed pfimym sluncem. Roste dobfe a plodi, byt proménlivé v ramci let. Pak jsme méli rostlinu
pfimo na terasach, kde sice néjak rostla, ale ani omylem neplodila. Byvaly vedouci arboreta
ing. Nohel péstoval a péstuje klanoprasku ve svych rodnych BlaZovicich a jeho klon ma velké
plody a plodi bohaté. Klanopraska na zahradé IéCivych rostlin na Kravi hofe je povéstna, byt
roste na horké kozi hlrce, je chranéna budovou a plodi, pokud vim, pravidelné. Ale uz je tam
spoustu let, sdélil Ing. Michal Pavlik, vedouci oddéleni dievin botanické zahrady Mendelovy
univerzity.

V jihomoravském kraji se také rostlina péstuje v Bylinkové zahradé ve Valticich, kde je
L2umisténa v malém vinohradu na draténce mezi révou — na plném slunci. V pfedeslych letech
pfili§ neplodila (zejména z divodu omrznuti kvétni nasady v jarnich mésicich), vioni byla ale
nasada plodl pomérné bohata. Vlivem extrémniho sucha a horka ale plody dozravaly jen
obtizné — vétSina se jich scvrkla a nedo$la do plné zralosti. Listy byvaji pomérné &asto
popaleny sluncem. Navic roste v mistech, kde je v podlozi néjaky problém — vinohrad zde trpi
chlor6zami. Na jiném stanovisti — v polostinu, Urodné;jsi plidé a s dostate¢nou viahou by podle
mé profitovala o poznani Iépe“, okomentoval péstebni podminky rostliny Schisandra chinensis
zahradnik Ing. Vojtéch Koblizka.

1.2.7.Sbér a tprava

Kresanek a Krej¢a [16] zminuji ziskavani dvou drog Fructus schisandrae chinensis
(v Japonsku zvané Gomishi, v Ciné Wu—Wei-Zi) — plod Schisandry a Semen
schisandrae — semeno Schisandry. Obé jsou zapsany v ruském lékopise a plody taktéz
zahrnuty v |ékopise Cinské lidové republiky a Japonska. V lékopise Evropské unie tato rostlina
obsaZena neni, proto na Ceském trhu se s ni setkdvame jako s potravinovym doplfikem
(tablety, ¢aj apod.).

Plody jsou nejprve oc€istény a suSeny v suSarnach pfi 35 — 40 °C (maximalné 60 °C) nebo
na slunci (sesychaci pomér 1 : 5). DalSi zpusob je vylisovani stavy z bobuli. Zbyly odpad se
rozprostfe a promyje vodou, dokud nezbydou pouze semena. Vytézek takto upravenych
semen je kolem 5 % na hmotnost Cerstvych ploda [23].

V praxi se zhotovuje ze semen anebo z celych plodu extrakt v poméru 1 dil plodd nebo
semen na 3 dily 70% ethanolu. Denni davka by se méla pohybovat okolo 6—15 g. Po mésici
se prefiltruje a uziva se 20 az 30 kapek dvakrat az tfikrat denné po dobu 20-30 dnl. Pouzivaji
se i rozemletd semena: 0,5-1g 2krat denné. Odvar pfipravujeme z10g suchych
rozdrcenych ploda zalitych 200 ml vody pfi varu 20 minut. Denni davka jsou dvé polévkové
IZice. Caje nebo extrakty s niZ§im uginkem se pfipravuji z listd a mladych vyhonkd. Bobule
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mohou byt také soucasti nealkoholickych napojl, sirupli, kompotl, marmelad a také
cukrovinek. Kudra se pro své vonné silice (viiné po citronu) pouziva v parfumerii a jako pfisada
do ¢aju [22].

Klanopra$ka je i velmi dekorativni rostlinou a diky svému lianovitému vzristu je vhodna
k pouziti na pergoly [7].

V sibifskych oblastech se Klanopraska pouziva jako kofeni, diky jejim péti chuti. V dnesni
dobé pfidavek schizandry najdeme i v nékterych bylinnych smésich, odvarech, mastech,
krémech, a dokonce i pfi aromaterapiich [6; 7].

1.2.8.0bsahové latky
V plodech Schisandra chinensis byly nejvice identifikovany tyto latky:

1. dibenzo[a,c]cyklooktadienové lignany (schisandriny (RU), gomisiny (JAP), wuweizisu

C (CHIN)) [24] dibenzylbutanové lignany (pregomisin, meso-dihydroguajaretova

kyselina [25], nordihydroguajaretova kyselina [26])

monoterpeny (borneol, 1,8-cineol, cotral, p-cymol a a- a B-pinen)

3. seskviterpeny (seskvikaren, a-ylangen, chamingrenal, a-chamigren a (3-chamigren, [3-
bisabolen) [11]

4. organické kyseliny (citrénova 11 %, jable¢na 8 %, jantarova, fumarova, askorbova,
malova, vinna 0,8 %, sorbova, protokatechova a stopy Stavelové kyseliny) [24]

5. dalsi slou€eniny (thymochinol, B-sitosterol, schisandrova a isoschisandrova kyselina,
flavonoidy — kvercetin a kamferol, které jsou jednou hlavnich slozek v listech
a stoncich)

N

V oplodi byly navic prokazany cukry, anthokyany, peptidy, vitaminy (zvlasté¢ C a E),
a mineralni latky. Semena, jakozto z hlediska pouziti nejdulezitéjSi ¢ast rostliny, obsahuji az
34 % mastného oleje. Tento olej se sklada z glyceridi kyseliny linolenové a oleinové,
pryskyfice a tuku. Obsahuje také silice, steroly napf. citrostadienol a vitamin E. Celou rostlinou
prostupuje silice s fadou terpenickych latek, prfedevSim seskviterpeny, které dodavaji
charakteristickou citronovou vuni. [26] V kufe je ji okolo 3 %, v semenech 2 % [27]. Huang a
spol. [28] vyizolovali z listd a stonku vysoce oxidované norterpenoidy netypickych struktur
nazvané wuweizidilaktony A — F s schiartanovym skeletonem, a dva bisnortriterpenoidy 18 -
norschiartanového skeletonu nazyvané wuweizidilaktony G a H [29]. U téchto latek zatim nebyl
zjistén ucinek v lékarstvi, ale mohly by byt dilezitym markerem pro identifikaci a kontrolu
kvality drogy [11].

1.3. Adaptogeny

Termin adaptogen byl poprvé pouzit sovétskym Iékafem a védcem Nikolajevem Lazarevem
vroce 1947, kdy hledal latky, které by dlouhodobé zvySily vykonnost, aniz by byly zdravi
Skodlivé. Nasledné v roce 1968, Israel I. Brekhman, PhD, a Dr. I. V. Dardymov navazali na
Lazarevovy prace a publikovali formalni definici adaptogenu: [30]

1. Vyvolava nespecifickou odpovéd, tj. zvySeni odolnosti organismu vi¢&i nékolika
stresujicim  faktordm prostfednictvim Siroké Skaly fyzikalnich, chemickych
a biologickych faktora.

2. Ma normalizujici vliv na fyziologii bez ohledu na to, v jakém sméru od normalu stresor
pusobi. To znamena, Ze zlepSuje vSechny stavy a nezhorSi Zadny z nich.

3. Nezasahuje do normalniho fungovani organismu vice, nez je nutné ke zvySeni
nespecifické odolnosti a neni toxicky. Musi mit jen minimalni nepfiznivé pasobeni na
fyziologické funkce organismu.
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Obecné adaptogeny — téZ biostimulatory, harmonizatory, tonika, tonizéry — Ize chapat jako
prostfedky, které zvysuji vdeobecnou odolnost (imunitu) a vykonnost organismu, ktera je mu
geneticky vlastni, a navic nevnasi do téla nové &i cizi latky. Umozriuji pfizpasobovat se rychleji
na zménu podminek (to znamena lépe odolavat stresim vznikajicim nasledkem zvySenych
narokli na psychicky a fyzicky vykon nebo vlivem nepfiznivych klimatickych podminek),
uplatiuji se pfi pfekonavani potizi, které dostaly spoleéné pojmenovani ,civilizaéni faktory*.
Vice informaci o plsobeni adaptogen( i schisandry na organismus nalezneme v kapitole 1.3.1
Farmakologie a 1.3.2 Farmakologie schisandry chinensis. [30], [31], [32]

1.3.1.Farmakologie

Adaptogeny se vyznacuji Sirokou Skalou farmakologickych vlastnosti puUsobici na lidsky
organismus. Celkové jde o kombinaci nékolika vlivi, do kterych se zahrnuje antioxidaéni
podpora prenosu energie do bunky, posila metabolismu, asimilaci a latkovou vyménu vubec,
urychleni l1é€ebnych a regeneraénich procesl organismu (tkani, organu, bunék, systéma),
zpomaleni starnuti organismu, zpomaleni degenerativnich pochodl v zivo€iSném organismu
a zabrana jeho opotfebeni, zlepSeni kondice nervového systému, posileni imunity, zlepSeni
hormonalniho systému (Zlaz s vnitfni sekreci), vyrovnani patologickych vykyvu hodnot raznych
télesnych funkci a obsahu urcitych latek v organismu nebo pomoc tyto funkce zlepSovat,
prevence proti rakoviné a pomoc pfi jeji [6€bé, zlepSeni snasenlivosti chemickych Iékd nebo
Ié€ebného ozafovani, protizanétlivy ucinek a zbrzdéni rozvoje zanétu a pomoc pfi jeho l1é€eni,
ZlepSeni odolnosti vic&i fyzické a psychické zatézi, snizeni naroku na vyzZivu, snizeni
fyzikalnich uc¢inkl na zménu prostfedi véetné extrémnich podminek (chlad, horko, pruvan,
vysoky/nizky atmosféricky tlak), zlepSeni chemického a biochemického ucinku zménéného
prostfedi z napfiklad zhorSeného zivotniho prostfedi, zlepSeni potence, libida, sexualni
kondice a zlepSeni pracovni a sportovni vykonnosti. [33]

Definovat nebo logicky vysvétlit mechanismy pusobeni adaptogent je obtizné. Imunitni
systém a stresovy systém jsou dva regulaéni systémy zodpovédné za spojeni podnét—odezva
a adaptogeny jsou toho soudasti. Stress je obranna reakce organismu na vnéjSi faktory
vedouci ke stimulaci tvorby endogenniho aktivujiciho poslu, jako jsou napfiklad katocholaminy,
prostaglandiny, cytokiny, oxid dusnaty (NO), atd., které nasledné aktivuji energetické a jiné
zdroje organismu. Toto je takzvany ,switch-on“ systém, ktery zahrnuje -efferentni
sympathoadrenalni systém (SAS) a osu hypotalamus-hypofyza-nadledvina (HPA), jakoz
i rizné mediatory na bunééné, organové a systémové urovni. Switch-on systém je vyvazovan
switch-off systémem, ktery chrani burniky a cely organismus pfed pfehnanymi reakcemi na
aktivni posly. Tento systém zahrnuje nékteré dulezité enzymy a mediatory v ramci vnitini
a mimobunécné komunikace také na bunééné, organové a systémoveé urovni. Kdyz je stresovy
(zatézovy) systém v normalnim stavu (homeostaza), Cinnost switch-on a switch-off systému
se navzajem vyrovna a dostane do rovnovahy, ktera odrazi reaktivitu stresového systému,
mysSleno také citlivost na stresor a stupen ochrany organismu vaci Skodlivym vlivim.
Adaptovani se na stresové situace ma za nasledek snizeni citlivosti na dany stresor a také
ke vySeni bazalni hladiny switch-on a switch-off mediator(i, ale jejich pomér se neméni
a dosahuje se heterostazy. Ruzné podani adaptogeni ma za nasledek riznou ucinnost.
V pfipadé opakovaného podavani po dobu 1-4 tydnda lze pozorovat uGcinek podobny
opakovanému télesnému cvi€eni a zménu organismu z homeostazy do heterostazu. Tento
efekt je hlavné pfifazovan ose HPA. Takovéto opakované davkovani je uziteCné ve sportovni
mediciné pfi zvySeni vytrvalosti pro vytrvalostni bézce a zrychluje regeneraci ze stresové
situace. Také je pfinosné pro pacienty trpici chronickymi nemocemi. Naopak jednorazova
davka je ucinna v situaci, ktera vyzaduje rychlou reakci na napéti nebo stresovou udalost.
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Tyto ucinky jsou spjaty s SAS systémem, ktery doprovazi rychlou odezvu mechanismu na
danou situaci [32].

Je také prokazano, Ze se adaptodeny ve vysSich davkach mohou chovat i jako stimulanty.
Rozdilné chovani je ukazano v tabulceTabulka 1: Rozdil mezi stimulujicimi U¢inky adaptogent
a ostatnim stimulantim

Tabulka 1: Rozdil mezi stimulujicimi U¢inky adaptogen( a ostatnim stimulantim [32].

Uginek Stimulanty Adaptogeny

Obnova po vyc€erpavajicim fyzickém zatizeni Nizka Vysoka
VycCerpani energie Ano Ne

Vykonnost ve stresu  Klesa Vzrista

Preziti ve stresu Klesa Vzrista

Kvalita vzrudeni Spatna Dobra

Nespavost Ano Ne
Vedlejsi u€inky Ano Ne

DNA/RNA a syntéza bilkovin Klesa Vzrista

1.3.2.Farmakologie Schisandra chinensis

Mezi interakcemi Iékll bylo prokazano zvyseni plasmatické hladiny takrolimu a talinololu, které
inhibuji latku metabolizujici izoenzym CYP3A a protein pro transport Iékli P-gp. Co se tyce
farmakologickych studii v ramci lidskych studii, Zadné nebyly identifikovany. Ve studiich na
mysSich bylo prokazano, ze schisandra podporuje obnovu jaterni tkané, pfi sou¢asném podani
tetrachlormethanu vykazovaly lignany schisandry jak protektivni funkci, tak i antikardiotoxickou
funkci.

Lignany byly podrobeny pokusu, pfi kterém se sledovala antiradikalova aktivita
schizandrolu A a schizandrolu B a byla porovnana sedvéma nejznaméjSimi
antioxidanty — vitaminem C a E. Oba schizandriny mély vétsi vliv na hydroxylové radikaly nez
vitaminy [11]. Dale take existuji studie na méné znamy lignan gomisin J a jeho halogenové

derivaty, zejména bromové, které jsou potencionalnimi inhibitory replikace viru HIV-1.

Dlvodem ke kontraindikaci je zvySeni nervové drazlivosti, epilepsie a také uzivani
pfipravkll z plodd Klanosprasky neni vhodné pfi lé¢bé kumarinovymi antikoagulancii
(Warfarin). Lidé trpici poruchami srdecni ¢innosti, nebo pocatecnim stadiem ka Sle by méli
uziti zvazit. Zabér biologickych Ucinku je velice Siroky vzhledem ke skoro nulové toxicité
lignand. Projevy toxickych Gcink(l u mysSi se projevily poklesem aktivity, apatii a vzestupem
télesné hmotnosti, ovSem Cinnost hlavnich organl nevykazovala zmény [8]. Jako nezadouci
ucinek se muze objevit paleni zahy, uvedeny také byly alergické vyrazky na oénich vickach,
rukach, hrudi a dolni ¢asti zad. U velmi citlivych lidi se pfi pozivani plodi nebo doplfnkud stravy
muze objevit prajem, bolesti bficha, zacpa a plynatost. V pfipadé pfedavkovani (standartni
davka uvedena jako odvar z 3-6 g plodu) byla pozorovana nepfijemna bolest a paleni
v podbfisku, pocity nachlazeni, bolesti zaludku a snizena chut k jidlu. [32], [33]

1.3.3.Lignany

Hlavnimi slou¢eninami obsazené v plodech a semenech Schisandry jsou lignandy, které jsou
zodpovédné za jejich biologickou aktivitu. Zatim je celkové znamo okolo 200 lignanu
nachazejicich se ve vice nez 70 Celedich rostlin. Vyskytuji se ve formé glykosidu, pfevazneé ve
formé aglykonl. Nachazi se hojné u nahosemennych (jehlicnany) a u dvoudéloznych rostlin.
Lignany jsou hlavnimi sekundarnimi metabolity Celedi Podophyllaceae a Schisandraceae. Byly
nalezeny prakticky ve vSech Castech rostlin, typicky pak ve dfevé, kafe nebo pryskyficich [34].
U nékterych druht byl nalezen nejvétsi obsah v semenech [35]. Také bylo dokazano, ze razné
hladiny ligandu jsou ovlivnény dobou sklizné a mistem pavodu rostliny [36].
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Lignany se skladaji ze dvou fenylpropanovych jednotek, které jsou spojeny pfes centraini
B uhliky obou postrannich fetézcli. Nazev lignany si tato skupina pfirodnich latek ziskala
odvozenim ztoho, Ze tyto slouCeniny byly plvodné povazovany za meziprodukty pfi
biosyntéze ligninu (Ce-Cs3)n, polymeru sloZzeného také z fenylpropanovych jednotek jako
lignany (Ce-Cs).. V souCasné dobé& pouze nékteré z nich mohou slouzit k tomuto ucelu,
vzhledem se sktruktufe lignanu a ligninu [37].

Lignany jsou strikiné definovany jako dimery vzniklé oxidativni dimerizaci dvou
fenylpropanovych jednotek spojenych centralnimi uhliky jejich propanovych boc¢nich fetézcl
v polohach C-8 a C-8" [38].

Nepolarni charakter lignant umoznuje, aby snaze prostupovaly buné&nymi membranami
a dostavaji tak schopnost ovliviiovat fadu bunéénych déju. Lignan podofylotoxin je inhibitorem
polymerace tubulinu. Etoposid a teniposid, chemicky modifikované derivaty epipodofylotoxinu,
jsou pouzivany jako cytostatika, ktera zpasobuji zliomy v obou viaknech DNA délicich se bunék
ireversibilni inhibici topoizomerazy Il. Tyto lignandy se pouzivaji jako léCiva pusobici v Sirokém
spektru chemoterapie rakoviny [39]. Nékteré lignany také vykazuji antivirovou, mikrobialni
aktivitu a byla prokazana ucinnost proti viru HIV-1.

Funkce lignant u rostlin zdstava prozatim neznama. OvSem podle dolozitelnych informaci
hraji lignany nezanedbatelnou roli v chemickych interakcich mezi rostlinami, houbami,
rostlinami navzajem a mezi rostlinami a hmyzem. A to formou budto pfimou nebo
prostfednictvim vzajemného plsobeni s jinymi Gu&innymi rostlinnymi latkami. Pokud bychom
vychazeli z dikazll, Ze prekurzory lignanli jsou meziprodukty nebo také komponenty tvorby
ligninu, hraiji roli v regulaci ristu rostlin [38].

1.1.1.1 Lignany Celedi Schisandraceae

Klasifikace do &tyf zakladnich skupin: dibenzocyklooktadienové lignany, 4-aryltetralinové
lignany, 2,3.dimethyl1-1,4-diaryl-butanové lignany a 2,5-diaryltetrahydrofuranové lignany [13].

1.1.1.2 Lignany Schisandra chinensis

Na studii a izolaci lignan( pracovalo v Sedesatych a sedmdesatych letech minulého stoleti
nékolik nezavislych védeckych tymu — rusky, japonsky a ¢insky. To ma za dlsledek synonyma
jednotlivych lignanG. Jména lignanu byla ve vétSiné pfipadlu prevzata od jména drogy
v originalnim jazyce [40]. Napfiklad schisandrin je ¢asto v literatufe uvadén jako schisandrol
A, gomisin A jako schisandrol B, deoxyschisandrin jako schisandrin A nebo wuweizu A [41].
Podle tymu vedeného prof. Ikeyou jsou v japonstiné nazyvany ,Hoku-gomishi“ nebo ,Kita-
gomishi“ (napf. gomishin) a ,Wu-wei-zi“ napf. (wuweizisu C) [42]. Prvni lighan schisandry
schizandrin byl izolovan v roce 1961 Ko¢etkovem ze semen.

Deng et al. uvadéji, ze 90 % celkovych lignant obsazenych v plodech klanoprasky
predstavuje pouze 15 lignanu a jejich zastoupeni se velmi lisi [26].

Za hlavni lignany Lu a Chen povazuji schisandrin, gomisin A a schisandrin B.
Deoxischisandrin uz neni tak hojné zastoupen, jako v ostatnich druzich rostlin rodu
Schisandra. V roce 2004 zjistili Schwarzinger a Kranawetter hlavni podil lignan v semenech,
osemeni a plodech, kde bylo celkové mnozstvi lignanu 3,21 %, 1,87 % a 1,43 %. Listy a kofeny
obsahovaly lignany jen v nizkych koncentracich — 0,43 % a 0,44 %. V plodech zaznamenali
pétkrat vySSi koncentrace gomisinu N neZ bylo mnozstvi ostatnich lignand, zatimco
v semenech a osemeni byla vyssi koncentrace gomisinu N a schisandrinu [43].
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U evropskych rostlin byly v semenech zjistény pfedevSim schisandrin (0,75-1,86%),
gomisin A (0,13-0,90%), deoxyschisandrin (0,07-1,09%), gomisin N (0,24-1,49%) a wiweizisu
C (0,01-0,34%), pficemz jednotlivé zastoupeni lignanl v rostliné striktné zavisi na misté
puvodu a podminkach rustu a i dobé sbéru. Nejvétsi mnozstvi lignand bylo zaznamenano
v plodech nasbiranych v srpnu [23], [44]. V semenech rostliny z Jizni Koree byl identifikovan
kromé& hojné zastoupeného schisandrinu, gomisinu A i tigloylgomisin H [13].

CH
3 H.C
0
0
HaC
O CH, : OH
H.C
™0 HaC g CHj
0 CH,
HaC oH
.--"'CI 3
0 HaC ‘
HaC d 0
“CH, \—o
schizandrin A gomisin A

Obrazek 7: Hlavni lignany obsazené v S. chinensis - schizandrin A a gomisin A
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Tabulka 2: Shrnuti struktur bioaktivnich lignand obsazenych v rostliné Schisandra chinensis [6], [13]

Jméno Vzorec M, Ry R: Ri R Rs Rs Rz Ra Ry Run
Schizandrin CaHa0y 432 OH Me H Me  Me Me Me Me Me  Me
Isoschizandrin CauHa0y 432 H Me OH Me Me Me Me Me Me Me
Deoxyschizandrin =~ CaHa:0s 418 H Me H Me Me Me Me Me Me Me
Schisanhenol CzaHaoOs 402 H Me H Me Me Me Me H Me Me
Gomisin N CzHz0s 400 H Me H Me -CHz- Me Me Me Me
Angeloygomisin H =~ CpeHaeOyy 500 OH Me H Me Me Me Me  Angeloyl Me Me
Tigloylgomisin H CasHae0e 500 OH Me H Me  Me Me  Me  Tigloyl Me Me
Schisandrol B CuHnO; 416 OH Me H Me  Me Me Me Me -CH;z -
Gomisin M1 CauHeOs 386 H Me H Me -CH; - Me H Me  Me
Gomisin M2 CxHxO, 388 H Me H Me -CH; - H Me Me  Me
y-Schizandrin CasHzOx 400 H e H Me -CH:z - Me Me Me Me
Schizandrin C CpH0s 384 H Me H Me -CH; - Me Me -CH; -
Gomisin J CzH»0s 388 H Me H Me H Me Me Me Me H
Gomisin L1 CpHxO; 388 H Me H Me -CH; - Me H Me  Me
Gomisin L2 CzH0s 388 H Me H Me -CHz - Me Me Me H

RyC
Rg0
Jméno Vzorec M: Ri R: R: R Rs Rs Rz Rs Rs Ri Ria
Gomisin R CiHa0; 400 Me H Me H -CH;- Me Me -CH,- R-OH
Gomisin O CiHyOp; 416 Me H Me H Me Me Me Me -CH;- R-OH
Epi-gomisin O CasHwOr; 416 Me H Me H Me Me Me Me -CH;- a-0OH
Schisantherin A CagHi:0s 536 OH Me Me H Me Me Me Me -CH;- B-0-Benzoyl
Schisantherin B CzHi0: 514 OH Me Me H Me Me Me Me -CH;- R-0-Angeayl
Schisantherinn G CasHa0e 514 OH Me Me H Me Me Me Me -CH:- R-O-Tigloyl
Gomisin F CaHiO: 514 OH Me Me H -CH:z- Me Me Me  Me [R-O-Angeoyl
Gomisin G CaHa:0: 536 OH Me Me H -CH:z- Me Me Me  Me [(-O-Benzoyl
Angeoylgomisin P CypHaOs 514 Me OH Me H Me Me Me Me -CH;- R-O-Angeloyl
Tigloylgomisin P CzH:0: 514 Me  OH Me H Me Me Me Me -CH;- &-O-Tigloyl
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Pozn.: Deoxyschisandrin = Schizandrin A; Schisandrin = Schisandrol A; Schisandrin B = y-schisandrin; Gomosin
A = Schisandrol B; Gomisin K3 = Schisanthenol, Gomicin C = Schisanterin A; Gomisin B = Schisanterin B



1.3.4.Schisandrin A

Je to bioaktivni lignan nachazejici se v plodech nékolika druh rodu Schisandra, nejvice ve
Fructus Schisandrae a Schisandra chinensis, které maji ochranné ucinky pro jatra
a i protinadorové, antioxidacni u€inky a antiischemické ucinky in vivo. Jedna se o organickou
heterotetracyklickou, konkrétnéji dibenzocyklooktadienovou slouceninu inhibujici apoptézu
u organismu s vice burikami a také je fazen mezi rostlinné metabolity [32],

1.3.5.Chlorofyl

Zelené rostliny ziskavaji energii pfedevsim pohlcenim svételného zafeni o uritych vinovych
délkach (pfedevSim Cerveného svétla). Pravé pohlceni svételné energie a jeji pfeména na
chemickou energii (fotolyza vody) je zprostfedkovana rostlinnymi pigmenty pfitomnymi
v chloroplastech. Jsou to obvykle hydrofobni barviva obtizné rozpustna ve vodé a v burice jsou
proto vazana v membranach a slozitych proteinovych komplexech [45].

Chlorofyl je pigment obsazeny v zelenych rostlinach, sinicich a nékterych fasach. Barva
chlorofylu je zelena, nebot absorbuje modrou a Cervenou &ast svételného spektra a ostatni
odrazi, tim se nam jevi jako zeleny. Je zjisténo, Zze v prlibéhu fotosyntézy absorbuje energii
svételného zareni ze Slunce a vyuziva ji k syntéze sacharidi z oxidu uhli¢itého a vody [46].
Pravé pro fotosyntézu maiji rozhodujici vyznam predevsim chlorofyly a, b a také karotenoidy.

Chlorofyl vyborné absorbuje energii svételného zareni diky aromaticité, tzn. pozici
delokalizovanych 1r-elektrond nad a pod planarmim strukturovym kruhem. Molekuly chlorofyl{
jsou sloZzeny ze dvou komponent: substituovany porfinovy kruh s centralné navazanym
kationten Mg?* a dlouhy uhlovodikovy fetézec — fytol [47].

VétSina vyextrahovanych barviv se pozvolna rozklada na vzduchu a na svétle, pokud je
nutné extrakt rostlin skladovat, je nejlepsi jej dat do lednicky.

1.1.1.3 Chlorofyl a

Chlorofyl a je zakladni fotosynteticky pigment, ktery obsahuji pouze autotrofni organismy
schopné primarni produkce, tj. fotosyntézy (vySsi rostliny, sinice, fasy).

1.1.1.4 Chlorofyl b

Chlorofyl b je identicky chlorofylu a s vyjimkou C-7 pozice, kde je formylova skupina nahrazena
methylovou skupinou. Dostaneme ho oxidaci chlorofylu a. Tato zména posune hodnotu
maximalni absorpce na kratsi vinovou délku.

Feopigmenty jsouprodukty rozkladu chlorofylu. Hodnota koncentrace feopigmentu slouzi
jako indikace stavu organismu [48].

Chilorofyl a R=CHq
Chlorofyl b , BE=CHD

Porfyrinovy kruh je zaznamenan
cervené

Obrazek 8: Struktura chlorofylu a a chlorofylu b
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1.4.Potravinové doplrky

Oznaceni doplnék stravy, potravni doplnék neboli také nutraceutika, je oznaéeni pro pfipravek
vypadajici podobné jako |éCivy pFipravek, av8ak spada do zvlastni kategorie potravin. Maji za
ukol dodat organismu chybéjici Ziviny, které nejsou dostate¢né pfijimany v bézné stravé [49].

I na Ceském trhu poptavka po potravnich doplficich kazdym rokem roste a objevu;ji se i
doplriky s pfimési schisandry, které v minulosti byly pouze dovazeny z ciziny. Diky rozmanitym
farmakologickym vlastnostem se setkavame s lihovymi extrakty, také se suSenymi plody
Schisandry, které jsou obsazeny v mnoha polykomponentnich pfipravcich.

Pravé kvali horko-trpko-kyselé chuti neni moc pfijemna samostatna konzumace.
V pfipadé jak vodného extraktu, sirupu, &i prasku, se mi jevi chutna kombinace v podobé
pridavku do smootie napoju, €i kasi, kde zaboduje pravé kysela chut. Jako tonizujici slozka by
schisandra mohla byt obsaZena v nealkoholickych nekvasenych napojich v mnoZstvi
nepfesahujicim 20 mg na 1 | napoje. Takovy napoj by se dale skladal z minimalné 5 obj. % a
maximalné 70 obj. % hroznové Stavy (Vitis vinifera) a minimalné 5 obj.% a maximalné 25 obj.%
Stavy pfipadné diené rakytniku feSetlakového (Hippophae Rhamnoides). Toto sloZzeni muze
byt doplnéno pitnou nebo mineralni vodou, v pfipadé rychlého dodani energie v podobé
sacharidll pridavkem fruktézy pfipadné fruktézového sirupu (neni nutné). Jako regulator
kyselosti mize obsahovat také pridavek kyseliny askorbové v mnozstvi nepfesahujicim 25 mg
na 11 napoje. Obsah rozpustné susSiny musi byt minimalné 5 hmotnostnich %, obsah
veskerych kyselin minimalné 2 g v jednom litru napoje. Napoj muze byt variantné sycen oxidem
uhli€itym.

Nejznaméjsi pripravek v Ciné, jakozto v kolébce &inské mediciny a pouZivani schisandry,
je Shend Mai San. Je to kombinace Panax ginseng, Schisandra chinensis a Ophiopogon
japonicus. Pouziva se pfi vyCerpani organismu a ztraté télesné energie [50]. Jiny pfipravek S-
113m skladajici se z Panax ginseng, Schisandra chinensis a Biota orientalis byl navrzen pro
zlepSeni procesu u€eni a paméti, coz Uzce souvisi s ovlivnénim fyziologického starnuti a pfi
deficitech paméti spojenych s vékem [51]. Spolu s pikolinatem chromu jsou plody schisandry
doporucovany k I1é¢bé zhorSené glukézové tolerance. Jiz po tfitydennim uzivani se objevuje
vyrazné zlepSeni tolerancniho testu [6]. Mangolka je spolu s dal§imi osmi rostlinami soucasti
korejské mediciny Dae Jo Whan, ktera tuto smés vyuziva pfi |éCbé ischemické choroby
srde¢ni. Mezi nejvice prostudovanou aktivitu plod patfi aktivita hepatoprotektivni, kdy bylo
prokazano, ze antioxidaéni aktivita (nejvice schizandrin B) vede ke snizeni poSkozeni jaterni
tkané, kdy dojde ke zvySeni kapacity jaterniho antioxidacné detoxikacniho systému. Pfifyzické
zatéZi se zvySuje obsah oxidu dusnatého a hydrokortisonu v krvi a ve slinach, v pfipadé podani
adaptogenu se koncentrace NO a hydrokortisonu ve slinach nezvysila. Lze tedy pouzivat
klanoprasku jak pro hodnoceni fyzické zatéze, tak ochranného ucinku vidi stresu [52].

1.5.Technologie izolace bioaktivnich latek

Obecné je extrakce separacni metoda, pfi které pfechazi slozka ze smési latek v kapalné Ci
pevné fazi do jiné kapalné faze. Je velmi vyhodna, protoze ji zle provadét i pfi laboratorni
teploté nebo za chladu. Extrakce (vyluhovani) je délici metoda, ve které se vyuziva rozdilné
rozpustnosti latek v rozpoustédlech. Tudiz extrahovana latka mize pfechazet do roztoku
z kapalné faze (vytfepavani) nebo pevné faze (extrakce). Podle podminek vyluhovani
a zvoleného postupu ziskavame ruzné vyluhy, pro které je také ddlezity hmotnostni pomér
mezi drogou a vyluhovadlem: nalevy a odvary 1:10, tinktury 1:5 nebo extrakty 1:1. Uplatfiuji
se v zasadé dva mechanismy: difuze a permeace. Obsahové latky z rozruSenych bunék
pfechazeji do luhovadla prostym rozpousténim, které je v principu fizeno mechanismem difuze
a probiha podle koncentracniho spadu. Rychlost vyluhovani se fidi stejnymi principy jako
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rychlost rozpousténi a podobné jako rozpousténi je tedy i extrakce ovlivnéna mnoha faktory,
mezi néZ patfi zejména: povrch rozpousténych &astic, teplota, doba extrakce a koncentraéni
proniknout pfes bunéCnou membranu do buriky a roztok musi naopak pfFestoupit pfes
bunéénou membranu do buriky (permeovat) [53].

Vlastnosti vyluhovaného roztoku zalezi na vlastnostech pouzZitého rozpoustédia.
NejCastéji se pouziva voda nebo ethanol rizné koncentrace (60—-90 %), k extrakci Ize pouzit
i stlaCeny plyn, napfiklad oxid uhli€ity.

Extrakéni postupy se v zasadé rozdéluji podle dvou kritérii: teploty a pohybu vyluhovadla.
Spadaji sem metody macerace, perkolace a vytfepavani [54]. Tyto extrakéni metody jsou
jednoduché a neni potfeba drahych pfistroji, postaci jednoduché laboratorni vybaveni,
bohuzel béhem nich dochazi ke ztraté fady sloucenin kvali izomeracim a oxidacim bé&éhem
probihajici extrakce. Proto byly vyvinuty nové metody extrakce a izolace lignand, které Setfi
C¢as a maiji nizsi spotfebu rozpoustédel [36]. K témto metodam patfi napfiklad ultrazvukova
extrakce, ktera poskytuje krati extrakéni Cas, prokazuje lepsi reprodukovatelnost a i nizsi
spotfebu rozpoustédel. Vybrané lignany, napfiklad schizandrin, schizantherin A
a deoxyschizandrin, jsou extrahovany pomoci homogenni iontové kapalinové mikroextrakce,
ktera nevyuziva tékava organicka rozpoustédla a postacdi pouze malé mnozstvi vzorku.
Extrakeni €as je srovnatelny s ultrazvukovou extrakci a Soxhletovou extrakci [55]. Gao a You
(2012) vyuzili tlakovou extrakci kapalinou (PLE), kdy je jako extrakéni €inidlo pouZzit methanol
za teploty 125 °C. Principem této metody je zvySeni extrakéni kinetiky pravé diky zvySené
teploté rozpoustédla, k cemuz je potfeba i zvySeny tlak, aby se rozpoustédlo udrzelo
v kapalném stavu a nepfechazelo do stavu plynného [56].

Mezi novéjSi techniky extrakce jednotlivych lignant z klanoprasky patfi superkriticka
fluidni extrakce oxidem uhliCitym (SFE). Tato metoda je vhodna pro extrakci Cistych latek
z pfirodnich material(. Je zaloZzena na rozpustnosti dané slozky v rozpoustédle, ktera je
v superkritickém stavu. Rozpoustédlo v tomto stavu je velmi mobilni, schopnost rozpousténi
se pfiblizuje kapalnym rozpoustédilim, zatimco penetrace do pevné matrice je usnadnéna
transportnimi vlastnostmi blizici se plynu. Vyhodou je Cistota extraktu, kdy zde nejsou
detekovany zbytky toxickych rozpoustédel. Alternativou SFE je superkriticka fluidni
mikroextrakce (SFME) liSici se od SFE menSim mnozstvim vzorku. Dal§i metodou je
mikrovinna extrakce (MAE) a v praxi je vyuzivana k extrakci rostlin s vyuzitim v mediciné.
Vyuziva zvysSeni efektivity klasické extrakce. Vzorek je béhem extrakce promichavan
a ohfivan. Mikrovinné zafreni pronika do materialu spolu s polarnimi molekulami rozpoustédila
a dochazi k tvorbé tepla, poté se cely material ohfiva stejnomérné. Zvysuje se tim migracni
rychlost rozpusténych iontd a tim penetrace rozpoustédla do tuhé matrice, tim je usnadnéno
uvolnéni cilovych analytt [57]. Vyhodou je rychlost a nizka spotfeba rozpoustédel, oproti tomu
je aplikace této metody mozna pouze u termostabilnich slouceni, kvuli vysSi teploté. Také je
mozno pouzit pouze polarni rozpoustédla, protoZze nepolarni nejsou mikrovinami ovliviiovany
[58]. Mimo jiné se pro extrakci pouziva i on-line dynamicka mikrovinna extrakce (DMAE).

VétSinu ligandl z klanopraSky Cinské Ize izolovat a extrahovat podobnym postupem.
V experimentalni ¢asti bude vyuzita extrakce v Soxhletové extraktoru.
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1.5.1.Extrakce v Soxhletové extraktoru

Tato technika je vyuzivana pro extrakci latek z tuhych matric. Jedna se o extrakci typu tuha
latka — kapalina. Pouziva se vétSinou k izolaci jedné nebo vice slozek z pfirodniho materialu
nebo z technickych produktd. Extrahuje se vétSinou v pfistroji, ve kterém se jednoduchym
zpusobem realizuje opakovana extrakce, aby byl vytéZek izolace co nejvétsi. Do destilaéni
barky se nalije vyluhovadlo, na bariku se nasadi extrakéni nastavec, ve kterém je vlozena
patrona s extrahovanou latkou. Vrchni €ast tvofi zpétny kulickovy chladi¢, kterym proudi
studena voda. Po zahfati destila¢ni bafky pary vyluhovadla stoupaji bo&ni trubici do chladice,
kde kondenzuji a stékaji na extrahovanou latku v extraktoru. Hladina kapaliny v extraktoru
stoupd, az dosahne urovné piepadové trubice. V tomto okamziku extrakt pfeteCe na principu
spojenych nadob zpét do bariky a cely déj se opakuje. Extrakt se hromadi v destilaCni barice.
V Soxhletové extraktoru se droga extrahuje nékolik hodin az dni.

Rozpoustédlo volime tak, aby se v ném co nejselektivnéji rozpoustéla izolovana slozka.
Je vhodné, ma-li pouzité rozpoustédlo nizky bod varu, aby je bylo mozno odstranit destilaci od
izolované slozky, aniz by doSlo k jejim ztratdm tékanim [54].

Vyhody extrakce dle Soxhleta jsou v nizké pofizovaci cené extraktoru, extrakce za
atmosférického tlaku, minimalni naroky na obsluhu extraktoru, robustnost, av8ak nevyhodou
je Casova narocnost, kdy extrakce trva 6 az 48 hodin, také velka spotfeba organickych
rozpoustédel (250-500 ml) [59; 60]. Tato extrakce byla nejvice pouzivana v 80. letech
20. stoleti a pfestozZe tuto klasickou extrakéni metodu v sou¢asné dobé& nahradily moderné&jsi
extrakéni techniky, je extrakce dle Soxhleta dodnes vyuzivana jako srovnavaci metoda pro
jiné extrakéni techniky.

Soxhletav extraktor se sklada ze tfi hlavnich ¢asti:

a) Barika s kulatym dnem
b) Soxhletlv nastavec
¢) Chladi¢ zpétny kulickovy

Odvod studené vody «—

Chladi¢ ———»

<+— Privod studené vody

/ Soxhletuv nastavec

Barika s kulatym dnem

Celulozova patrona

Extrahovany tuhy material

Extrahovany material
prochazejici pres partonu 3

¥ Kapalné
rozpustédlo

rozpoustédlo
Obrazek 9: Schéma aparatury pro Soxhletovu extrakci.
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1.6. Instrumentalni metody

1.6.1.Spektrofotometrie

Metoda vyuzivajici jev, ke kterému dochazi pfi interakci zafeni s hmotou. Pfi absorpci zafeni
v ultrafialové a viditelné oblasti dochazi k excitaci valen¢nich a nevazebnych elektron(, ale
i ke zménam rotacnich a vibra¢nich stavii molekuly. Takto vzniklé absorpéni pasy se daji
vyuzit ke kvalitativni a strukturnim analyze, ale hlavné ke kvantitativni analyze organickych
latek.

Svétlo, které projde vzorkem, je Castecné timto télesem pohiceno (absorbovano). Tuto
fyzikalni vlastnost popisuje veli€ina absorbance. Opakem je transmitance, ktera vyjadfuje miru
schopnosti télesa propoustét zareni. Dllezitym vztahem, nejen pro spektrofotometrii, je
Lambert — Beerllv zakon, podle kterého se absorbance rovna soucinu molarniho absorpéniho
koeficientu, koncentraci méfeného roztoku a tloustku absorbujici vrstvy, tudiz je absorbance
pfimo uméma tloustce absorbujici vrstvy a koncentraci latky. Zakon zle pouzit pouze na
zfedéné roztoky pfi pouziti pfisné monochromatického svétla, kdy absorbujici Castice
nepodléhaji Zddnym interakcim [57].

1.1.1.5 Spektrofotometr

K méfeni v oblasti viditelného a ultrafialového zafeni slouzi spektrofotometry, kde jsou jako
monochromatory pouzity hranoly nebo mrizky. U téchto pfistroju Ize libovolné ménit vinovou
délku. Konstrukéné se déli na jednopaprskové a dvoupaprskové. U jednopaprskového
spektrofotometru Ize zméfit pouze vystupujici tok zafeni, proto je nutné nejdfive proméfit
srovnavaci roztok a nasledné roztok analyzovany. Dvoupaprskovy spektrofotometr méfi
v prostoru dvéma paprsky — referenCni a srovnavaci. Do drahy srovnavaciho paprsku se
vklada standard (nejCastgji Cisté rozpoustédlo), do drahy méficiho svazku kyveta s méfenym
vzorkem. Spektrofotometr vyhodnocuje podil signalu, ktery je umérny intenzité dopadaijiciho
srovnavaciho svazku po priichodu standardem. Vysledny podil je hodnota propustnosti vzorku
[58].

Zdrojem svételného zareni paprsku slouzi elektricka zarovka s wolframovym viaknem
(viditelna oblast — 400-800 nm), vodikova vybojka (ultrafialova oblast —10-400 nm), Nernstova
tyCinka nebo rlizné zafiCe. Pozadavkem je, aby zareni bylo ¢asové stalé a intenzivni po dobu
méreni [58].

Polychromatické zareni zdroje se po prachodu kondenzorem odrazi od zrcadla do vstupni
Stérbiny monochromatoru. Po rozkladu na reflexni mfizce nebo hranolu vychazi svazek témér
monochromatickych paprsku, z nichz je vybrana pozadovana vinova délka. Po prachodu
absorpénim prostfedim (kyveta se zkoumanym roztokem), kde dochazi k jeho Castecné
absorpci, dopada monochromatické zareni na fotoelektricky detektor, ktery na principu
diodového pole prevadi zafivy tok na elektricky signal [61].

Pro dalSi kvalitativni a kvantitativni vyhodnoceni obsahu ucinnych latek Ize pouzit citlivéjsi
analytické metody jako je vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), tenkovrstva
kapalinova chromatografie (TLC), spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (HPLC - MS), déle také spojeni vysokoucinné kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii za pouziti analyzatoru doby letu (HPLC-TOF-MS),
spojené plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS). A analyze struktur
lignanl se pouziva UV spektroskopie, IR spektroskopie, hmotnostni spektrometrie a nuklearni
magneticka rezonance (NMR) [11].
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1.6.2.Vysokouéinna kapalinové chromatografie (HPLC)

Separacni technika HPLC (High performance liquid chromatography) je pouZivana ke
kvalitativni a kvantitativni analyze latek organického puvodu. Separace slouc€enin je zaloZzena
na retenci latek v chromatografickém systému. Ruzna retence slozek latky zpUsobuje to, ze
jednotlivé slozky opoustéji chromatograficky systém v rliznych Casech (elu¢ni Casy), které
umoznuji jednotlivé slozky latky identifikovat. Chromatograficky systém se sklada ze
stacionarni a mobilni faze. Stacionarni fazi je sorbent v kolonovém uspofadani. Volba mobilni
faze je dllezita nejen z hlediska separace latek v koloné, ale i z hlediska detekce [62].

Vysokouc&inna reps. ultrau€inna kapalinova chromatografii (HPLC reps. UPLC) dosahuje
vysoké ucinnosti a rychlosti zejména pouzitim kolon napinénych sorbentem s velmi malymi
Casticemi 1,5 az 5 ym a pomémé velkym pritokem mobilni faze [63; 64].

1.6.3.Soucasti spektrofotmetru

Kapalinovy chromatograf je sloZzen z jednoho €i vice zasobnik( mobilni faze, z Cerpadel
mobilni faze, tlumiCe pulzl, sméSovace mobilni faze, odplynovace, davkovaci zafizeni,
analytické kolony, detektoru a zaznamového zafizeni (obr. €. 11). Mize byt doplnén i o dalsi
volitelné doplriky napf. kolektor frakci.

Cerpadla mobilni faze v HPLC jsou duleZitou souéasti chromatografu z diivodu vysokych
odporovych tlakt kolony. Proto je potfeba pouziti kvalitnich ¢erpadel, které jsou dvojiho druhu.
Prvni na principu velkoobjemové stfikacky a druhy na principu stfikacky s malym objemem
¢inné ¢asti. Vyhodou ¢erpadla na principu velkoobjemové stfikacky je absence tlakovych pulzt
tzv. bezpulzni rezim, ale nevyhodou je zdlouhava vyména a promyvani mobilni faze. Cerpadla
s malym objemem ¢&inné ¢asti naopak vyuzivaji rychlejsi vymény mobilni faze a nevyhodou je
pritomnost tlakovych pulzl mobilni faze.

Davkovani vzorku Ize provadét manualné pfesnou stfikackou (napf. znacky Hamilton)
pomoci Sesticestného ventilu s vyuzitim smycky nebo vnitiniho prostoru. DalSi moznosti
davkovani jsou automatické injektory.

NejdulezitéjSi soucasti chromatografického systému je kolona, v niz se uskuteériuje
samotny separacni proces. Kolona je trubice z inertniho materialu vyplnéna casticemi
stacionarni faze. Primérna kolona pro HPLC ma délku 10 az 25 cm s vnitinim primérem 3 az
5 mm a velikosti ¢astic mezi 2 az 5 ym. Existuji rizné typy stacionarnich fazi. NejCastéji se
uzivaji pIné porézni a povrchové porézni ¢astice.

KliCovou soucasti HPLC je detektor, ktery vyuziva rGznych fyzikalné chemickych
vlastnosti analyzovanych latek. Detektor méfi konkrétni vlastnost eluatu, u které dochazi ke
zméné pfi eluci analytu [65].

1.6.4.Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie je spektralni analyticka metoda slouzici k méfeni poméru hmotnosti
a naboje iontl analyzovanych latek. Je zalozena na pfevodu molekul na ionty, rozliSeni iontd
podle poméru jejich hmotnosti a naboj a naslednému zaznamu relativnich intenzit téchto iontad.
Vysledkem je hmotnostni spektrum, které vyjadfuje zavislost relativni intenzity iontového
proudu na efektivni hmotnosti m/z. Hmotnostni spektrometrie je metoda destruktivni, ale k
analyze je potfeba pouze malé mnoZstvi vzorku.

Hmotnostni spektrometr se sklada z iontového zdroje, ktery slouzi k ionizaci vzorku,
hmotnostniho analyzatoru, kde dochazi k separaci iontl na zakladé poméru m/z, detektoru,
ktery slouzi k detekci vzorku a vyhodnocovaciho zafizeni. DalSi sou€asti hmotnostniho
spektrometru je vakuovy systém. Separace a detekce iontu probiha ve vakuu [66].
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2 CIiL PRACE

Cilem predlozené diplomové prace byla identifikace rostlinnych adaptogenu v rostliné
Schisandra chinensis. Na zakladé reSers$ni analyzy bylo popsano pisobeni téchto adaptogent
na organismus a predikovano mozné vyuziti v potravnich doplfcich. Byly vytipovany vhodné
regionalni péstebni klimatické zony pro rostlinu a k jeji analyze také vhodné extrakéni techniky
pro izolaci adaptogenu a chlorofylu. DalSim dil¢im cilem diplomové prace byla extrakce plod
a listd rostliny S. chinensis pomoci Soxhletovy extrakce a acetonové extrakce a nasledna
kvalitativni analyza lignanu Schisandrinu A. Zpracovani a vyhodnoceni kvantity chlorofylu a,
chlorofylu b z extraktu listd pomoci spektrofotometrie, zpracovani kvantitativnich vysledku
Schisandrinu A a jejich diskuze byla kone€nym cilem diplomové prace.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Tématem experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo porovnani extrakce dle Soxhleta
a extrakce ultrazvukem suSenych plodu a nasledna identifikace, kvalifikace a kvantifikace
lignanu Schisandrinu A prostfednictvim HPLC, dale extrakce Cerstvych zelenych listd metodou
acetonové extrakce a identifikace a kvantifikace chlorofylu pomoci UV-VIS spektrometru.

Pro vyhodnoceni nejlepSiho extrakéniho €inidla pro zjisténi obsahu rostlinnych barviv,
specialné chlorofylu, byla provedena extrakce 99,98% ethanolem a dalsi extrakce
80% acetonem. Byly extrahovany CcZerstvé listy ze zahrady Ing. Josefa Kotlika, CSc.
NejvhodnéjSim eluentem byl 80% aceton, z duvodu pfesnéjSiho absorpéniho spektra
chlorofylu, proto jsou dale popsany vysledky pouze z této extrakce.

Extrakce suSenych plodu rostliny Schisandra chinensis z roku 2018 byla provedena
celkem u 2 vzorki, a to 3x u vzork(l piivodem z CR ze zahrady Ing. Josefa Kotlika, CSc a 3x
u vzork(l ptivodem z Ciny. Té&chto $est extraktd bylo nejprve extrahovano ultrazvukem, poté
extrakce dle Soxhleta probé&hla pouze 1x u kazdého vzorku. Navic byl analyzovan ultrazvukovy
extrakt z roku 2013 od Ing. Soni Kozakové. VSech celkem 9 roztokl bylo nakonec analyzovano
pomoci HPLC s vyhodnocenim kvality a kvantity adaptogenu Schisandrinu A.

3.1 Rostlinny material a chemikalie
VZORKY

e Schisandra chinensis, plivodem z Ruska, pé&stovana v Ceské republice, Ing. Josef
Kotlik, CSc. (susené plody z roku 2018)

e Schisandra chinensis, Cina — Dongbei, e-shop Salvia paradise (susené plody 2018)

e Schisandra chinensis, Ceska republika, Ing. Josef Kotlik (Cerstvé listy otrhany
30. 4. 2019)

CHEMIKALIE

e Ethylalkohol (Lachema, Brno; pro UV spektroskopii)
¢ Methanol (Biosolve, Francie; pro LC-MS)

¢ Uhli¢itan hofe¢naty (Lachema, Brno)

e Destilovana voda

3.2 Instrumentace

3.2.1 Zafizeni pro pripravu a extrakci

¢ Analytické vahy Scaltec SPB 52, Scaltec Instruments, Germany
e Extrakéni celulézova patrona, 30/100 mm, Filtrak-VEB-Specialfilterfabrik
e Soxhletlv extraktor
e Pristroj EVATERM pro su$eni pod dusikem (LABICOM s.r.o0., CR)
e Ultrazvukova lazen, typ Teson 4, Tesla, Ceska republika
e Zafizeni pro pfipravu MilliQ vody Millipore QGARD
e Filtry: Cronus syringe filter, Nylon, 4 mm, 0,2 ym
LUT syringe filter, PTFE, 13 mm, 0,45 ym
e Bézné laboratorni vybaveni

3.2.2 Pristroje

e Jednopaprskovy UV-VIS spektrofotometr Specord 50 PLUS
e Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series, Agilent Technologies, USA (HPLC)
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3.2.3 Softwarové vybaveni

e WInNASPECT PLUS

e Microsoft Office Word 2016

e Microsoft Office Excel 2013

e Instrument 1 (online): Method & Run control
e Instrument 1 (offline 2): Data analysis

3.3 Postupy a podminky méreni
3.3.1 Extrakce
3.3.1.1 Listy S. chinensis

0,0501 g Cerstvé natrhanych listt bylo navazeno na analytickych vahach a pfevedeno do treci
misky. V misce byly listky tfeny s pfidavkem uhli€itanu hofecnatého (dvé Spachtlicky 0,1038 g)
a se 3 mililitry 80% acetonu. Tfeni bylo ukonéeno, kdyZz byly rozdrceny veskeré listky a v misce
jiz nebyl Zadny pevny zeleny podil. Takto pfipraveny extrakt byl dvakrat prefiltrovan pres
filtraéni papir a pfeveden do malé kadinky. Tfeci miska byla nékolikrat vymyta malym
mnozstvim 80% acetonu a z kadinky byl extrakt pfeveden do malé odmérmé bariky (10 ml) a
ta byla doplnéna po rysku 80% acetonem.

Chlorofyl je citlivy na svétlo a kyslik, pfedevSim v prub&hu extrakce. Vzorky nesmi byt
vystaveny pfimému svétlu nebo vzduchu, aby nedochazelo k oxidacnimu a fotochemickému
rozkladu. Proto byl pfi tfeni do misky pfidavan uhli€itan hofe¢naty, ktery zabranuje pfeméné
chlorofylu na feopigmenty. Homogenizace vzorku muze v nékterych pfipadech zvysit G¢innost
extrakce.

Doba mezi extrakci a naslednym spektrofotometrickym méfenim by méla byt co nejkratsi.
Extrakt vS§ak muze byt pfed méfenim skladovan pfes noc v chladni¢ce pfi teploté 4 °C (doba
skladovani by neméla byt delSi nez 3 dny). Skladovat extrakty pfi teploté -25 °C je mozné az
30 dni.

3.3.1.2 Plody S. chinensis — extrakce ultrazvukem

SuSené CZ plody Schisandry chinensis byly rozdrceny v tfeci misce a castecné
homogenizovany. Dale bylo navazeno mnozstvi 0,1248 g, 0,1265g a 0,1257 g plodl
a spole¢né s 9 ml methanolu pfevedeno do vialky. Vzorky byly nasledné extrahovany
v ultrazvuku pfi pokojové teploté 30 minut. Vznikla smés byla Zfiltrovana pfes papirovy filtr a
filtraty byly zkoncentrovany dusikem do sucha. Takto zkoncentrované vzorky byly poté
rozpustény v 1 ml methanolu a Zfiltrovany pres 0,45 um (PTFE) membranovy filtr a potom pres
0,2 um nylonovy filtr.

Ususené plody ptvodem z Ciny byly rozdrceny a homogenizovany v tfeci misce, nasledné
bylo odvazeno mnozstvi 0,1250 g, 0,1263 g, 0,1252 g plodu a spole¢né s 9 ml methanolu
pfevedeno do vialky. Vzorky byly potom extrahovany v ultrazvuku pfi pokojové teploté
30 minut. Vznikla smés byla Zfiltrovana pfes papirovy filtr a filtraty byly zkoncentrovany
dusikem do sucha. Takto zkoncentrované vzorky byly nasledné rozpustény v 1 ml methanolu
a Zfiltrovany pfes 0,45 ym (PTFE) membranovy filtr a potom pfes 0,2 um nylonovy filtr.

3.3.1.3 Plody S. chinensis — extrakce dle Soxhleta

2,5023 g nedrcenych sudenych plodd bylo navazeno na analytickych vahach s pfesnosti
+ 0,0001 a pfesypano do extrakeni patrony z Cisté celuldzy (d = 3 cm, | = 10 cm). Celulézova
extrakéni patrona byla spolu se vzorkem vlioZena do Soxhletova extraktoru a za pouziti celkové
180 ml rozpoustédla - methanolu a suSené nedrcené plody byly extrahovany za stalého
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mirného varu rozpoustédla po dobu 5 hodin. Vznikly extrakt byl pfefiltrovan pfes filtracni papir,
zkoncentrovan dusikem do sucha a opét rozpustén v 1 ml methanolu. Dale byl extrakt filtrovan
pfes 0,45 um (PTFE) membranovy filtr a potom pfes 0,2 pym nylonovy filtr.

2,5249 g nedrcenych usu$enych plodd ptvodem z Ciny bylo navaZeno na analytickych
vahach a dale bylo postupovano podle pfedeslého postupu — lyofilizované CZ plody. Piehled
jednotlivych navazek ku vzorkiim a zpusobu extrakce je uvedeno v Tabulka 3.

VSechny vzorky byly pfed samotnou analyzou zfedény do 1,8 ml vialky 10krat (100 pl
extraktu + 900 pl MilliQ vody)

Roztok standardu byl pfipraven v methanolu o koncentraci 1 mg/ml. Nasledné byl zasobni
roztok rozfedén na koncentrace 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,01 mg/mla 0,001 mg/ml.
Objem kazdé koncentrace byl 1 ml.

Tabulka 3: Hmotnost navazky v jednotlivych realnych vzorcich

vzorek metoda extrakce vzorek navazka [g]
1 Cz 2,5249
2 soxhlet CH 2.4986
3 Cz 0,1248
4 Cz 0,1265
5 Cz 0,1257
6 ultrazvuk CH 0,1250
7 CH 0,1263
8 CH 0,1252
9 kozakova 0,1250

3.3.2 Stanoveni chlorofylu na UV-VIS spektrofotometru

Mira fotosyntetické aktivity je podminéna mnozstvim fotosynteticky aktivnich pigmentu.
Jednou z metod jejich kvantifikace je spektrofotometrické méfeni absorbance vinovych délek
ve smési pigmentl vyextrahovanych z asimilacénich organli. Metoda je pouzitelna pro smési
pigmentu, které se spektralné vyrazné lisi, tzn. nelze uréit obsahy jednotlivych slozek ve smési
chlorofyld nebo obsahy jednotlivych karotenoidu v jejich smési (Lichtenthaler 1987). Tuto
metodu Ize pouzit jen pro stanoveni celkového obsahu chlorofylu-a (Chl,) i chlorofylu-b (Chly).

Obsah odmérné banky byl pfeveden do kyvety o optické délce 1 cm a proméfen na
spektrofotometru Specord 50 PLUS v intervalu vinovych délek od 400 nm do 800 nm proti
referenci 80% acetonu. Hodnoty absorbance pfi nastavenych vinovych délkach 647 nm,
663 nm a 750 nm byly dosazeny do rovnic pro vypocet koncentrace chlorofylu-a a chlorofylu-
b.

Rovnice pro vypocet obsahu pigmentu (Lichtenthaler 1987) byly upraveny podle Makeena
et al. (2007) o odeCet absorbance pfi 750 nm, kde jiz chlorofyly neabsorbuji a hodnota
absorbance je zpUsobena rozptylem nedistot v extraktu. Koncentrace chlorofylu-a, chlorofylu-
b a souctu celkového chlorofylu byla vyjadiena na zakladé vypoctu podle rovnice(1). Dale byla
pouzita rovnice (2) bez odeétu absorbance, pro srovnani vysledka.

Rovnice 1: Vypocet koncentrace chlorofylu v 80% acetonu [67]

Chly(ug/ml) = 12,25 - (Age3 — A7s0) — 2,79 - (Aga7 — A750)
Chly(ug/ml) = 21,50 - (Aga7 — A750) — 5,10 - (Age3 — A750) (1)
Chlgyp(ug/ml) = 7,15 - (Age3 — A7s0) + 18,71 - (Agay — A7s0)
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Rovnice 2: Vypocet koncentrace chlorofylu [68]

Chla(ug/ml) = 12,7 - Agez — 2,69 - Agss )
Chl,(ug/ml) = 22,9 - Agss — 4,68 - Age3

Vysledek je udavan v mikrogramech na 1 mililitr extraktu. Poté byly vysledky pfepoéteny

na celé mnozstvi extraktu a nasledné uvedeny jako mnozstvi pigmentt v ug-g* Cerstvé hmoty.

3.3.3 Podminky pro identifikaci chlorofylu na UV-VIS spektrofotometru

Chlorofyl-a, chlorofyl-b a celkovy chlorofyl byl ve vzorcich listi stanoven na jednopaprskovém
UV-VIS spektrofotometru Specord 50 PLUS za podminek uvedenych v Tabulka 4.

Tabulka 4: Podminky UV-VIS spektrofotometru

range [nm] 600-800
delta lambda 1,0

speed 10,0
integration time 0,1

cycle mode none
display absorbance
correction reference

3.3.4 Podminky pro identifikaci schisandrinu A na HPLC

Schisandrin byl ve vzorcich plodud stanoven na kapalinovém chromagrafu Agilent 1100
Series (Agilent, USA) za podminek uvedenych v Tabulka 5.

Tabulka 5: Parametry stanoveni schisandrinu A na HPLC

Kolona Kinetex® 2.6 ym C18 100A, LC Column 150 x 2.1 mm
Pratok mobilni faze 0,16 ml/min
Objem nastiiku 2 pl
Teplota kolony 35 °C
Slozeni mobilni faze Slozka B — voda (MilliQ)
Slozka C - MeOH
Gradient 0—-5min 70 % C

5-10min70% C
10 -22 min 100 % C
22 —-25min 100 % C
25-27min70 % C

UV spektra

Vinova délka

Post time

Celkova doba analyzy

190 — 400 nm
225, 254, 260 nm
8 minut

27 minut
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

V ramci diplomové prace byl analyzovan jeden vzorek Cerstvych listl a dva vzorky suSenych
plodd Schisandra chinensis. Jeden vzorek pochazi z roku 2018 z rostliny pivodem z Ruska,
ale péstovana je v Ceské republice v Jihomoravském kraji, konkrétné na zahradé Ing. Josefa
Kotlika, CSc., dal$i plody jsou ze sbéru také v roce 2018, ale pavodem z Ciny, pfesnéiji z
oblasti Dongbei.

Zjisténé hodnoty absorbance extraktu z listd pfi nastavené vinové délce byly pouzity pro
vypocet koncentrace chlorofylu-a, chlorofylu-b.

Identifikace schisandrinu A probéhla pomoci kapalinového chromatografu Agilent 1100
Series, kdy bylo analyzovano celkem 9 realnych extraktl. Z toho 2 vzorky byly extrakty ze
Soxhletovy extrakce (1x CZ, 1x CH), dalSich 6 vzork(l plodd bylo extrahovano pomoci
ultrazvuku (3x CZ, 3x CH) a posledni vzorek z roku 2013 z diplomové prace Ing. Soni
Kozakové byl pouZit ke srovnani obsahu schisandrinu A.

4.1 Identifikace chlorofylu

Pfipravena navazka Cerstvych listd byla zpracovana v tfeci misce a poté prevedena do
odmémé bariky. Po extrakci 80% acetonem byl extrakt po Zfiltrovani pfes filtraéni papir
spektrofotometricky promérfen.

Pro analyzu chlorofylu v mnou méfeném redlném vzorku bylo nejdfive proméfeno
referencni extrakéni Cinidlo, tj. 80% aceton jako slepy vzorek, poté vzorek listd. Hodnoty
absorbance pfi vinovych délkach 647 nm, 663 nm a 750 nm uvadi Tabulka 6.

Obrazek 10 zobrazuje absorpéni spektrum (zavislost absorbance na vinové délce) mého
vzorku.

Tabulka 6: Hodnoty absorbance pfi vybranych vinovych délkach

A [nm] Al
Asa7 0,2034
Ass3 0,4868
Arso 0,0038
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Obrazek 10: Absorpéni spektrum realného vzorku listll Schisandra chinensis

Analyza fotosynteticky aktivniho pigmentu ve vzorku z dubnového odbéru dospéla
k méfitelnym koncentracim chlorofylu-a i chlorofylu-b (Chl,, Chly). Dosazenim naméfenych
absorbanci do vyse uvedenych rovnic pro vypocet koncentrace pigmentu bylo zjisténo jejich
mnoZzstvi.

Obsah chlorofylu-a se podle prvniho vypoétu pohybuje mirné pod hodnotou 1100 ug-g*,
obsah chlorofylu b pak lehce pfes 350 ug-g* Cerstvé hmoty. Pomér celkového mnoZstvi
chlorofyl(i (Chl./Chly) skoro dosahl hodnoty 3 pug-g* a u druhého zplsobu vypoétu tento pomér
dosahl hodnoty pouze o néco mensi, tj. 2,98 ug-g*. VSechny mnou zpracované hodnoty
fotosynteticky aktivnich pigmentl jsou uvedeny a prepocteny v tabululkach: Tabulka 7 -
Tabulka 9.

Tabulka 7: Obsahy fotosyntetickych pigmentd (v ug-ml* extraktu) v listech Schizandry chinensis a
poméry fotosyntetickych pigmentu.

30.4.2019 ug-mit
Vzorek  Chl, Chl,  Chlas  Chlo/Chly
1 542 182 7,24 2,97
2 560 1,90 7,59 2,99

Tabulka 8: Obsahy fotosyntetickych pigmentd (v ug na celé mnozstvi extraktu — 10 ml) v listech
Schizandry chinensis a poméry fotosyntetickych pigmentu.

30.4.2019 Mg na 10ml (cely extrakt)
Vzorek Chla  Chly  Chlasww  Chla/Chly
1 54,20 18,20 72,40 2,98
2 56,90 19,00 75,90 2,99
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Tabulka 9: Obsahy fotosyntetickych pigmentd (v ug-g* erstvych plod() v listech Schizandry chinensis
a poméry fotosyntetickych pigmentu.

30.4.2019 ug-gl
Vzorek Chla Chl, Chlass  Chla/Chly
1 1081,83 363,27 1445,10 2,98
2 1135,72 379,24 1514,96 2,99

Postup pfepodtu znazornény na vzorku 1 chlorofylu-a:

542 ug..cccoiinnnn. 1Tml
XUGeieeuennnn. .. 10 ml
10 x 5,42
Xx=—7 = 54,2 pgna 10 ml

Xml..oooo...... 19
= 1 x 10 = 199,6 ml
0,0501 om
54,2 ug............ 10 ml
el V[ 199.6 ml
199,6 x 54,2
R T 1081,8 pg- g1t

Mnou namérené pomeéry chlorofylu-a a chlorofylu-b (Chl./Chly) z téchto dubnovych odbéru
se pohybuji v hodnotach tésné pod 3 a odpovidaji v literatufe uvadénému poméru 3:1 az 4:1
u rostlin rostoucich za optimalnich podminek (Ryplova, 2014). Jak ukazuji Sarijeva et al.
(2007), pomér Chl./Chl, nejen u Schizandry vyznamné zavisi na svételné pohodé a mnozstvi
dopadajiciho svétla. U zastinénych a svételné stresovanych listll mlze tato hodnota spadnout
pod spodni hranici vySe uvedeného rozmezi (autofi uvadi hodnotu 2,68), tudiz byly potvrzeny
idealni podminky pro rostlinu p&stovanou v Ceské republice v dubnu roku 2019.

4.2 Identifikace shisandrinu A na HPLC

Schisandrin A byl identifikovan na chromatografu Agilent 1100 Series (Agilent USA). Po
provedeni analyzy a proméfeni standardu za podminek uvedenych v Tabulka 5 byl zjistén
obsah adaptogenu ve vSech realnych vzorcich.

Proméreni standardu i vzorkl probéhlo ve tfech vinovych délkach 225, 254 a 260 nm.
Tyto vinové délky byly uréeny na zakladé vysledku z diplomové prace Ing. Soni Kozakové
z roku 2013, kdy bylo méfeno spektrum pouze ve vinové délce 254 nm za predpokladaného
maxima. Pfi zhodnoceni vysledného absorpéniho spektra byla urCena jini dvé maxima, a to
225 a 260 nm, tudiz byly mé vzorky proméfeny ve v8ech délkach.
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Nejprve byla proméfena kalibracni zavislost (Obrazek 11) a absorpcni (UV) spektrum
(Obrazek 12), ze kterého byla vybrana vinova délka 225 nm z divodu nejvyssiho maxima.
Pravé kvali tomu byly nasledné analyzy vyhodnocovany pouze pfi A=225 nm.

14000
y =23817x + 91,02
R?=0,9976
12000
10000
>
< 8000
= y =9080,8x + 12,334
5 R? = 0,9987
S 6000
o
4000
2000 y =7212,4x + 9,5136
R? = 0,9987
0
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

obsah standardu [mg/ml]

Obrazek 11: Kalibraéni zavislost standardu schisandrinu A pfi vybranych vinovych délkach

*DADL, 3.900 (1650 mAU, - ) Ref=3.719 & 4.766 of SCHIZ000005.D
mAU -
1600 —
1400 —
1200 —
1000 —

800
600 —
400 —

200 J

0;

T ——— — T T —— ——— —— ——— ———
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

Obrazek 12: Absorpéni UV spektrum standardu schisandrinu A

PFi porovnani chromatogrami obou extraktl ze Soxhletovy extrakce bylo zjisténo, ze pfi
zfedénych extraktech plodd CH je vysledek nulovy. Proto bylo provedeno dalSi méfeni
s nefedénym vzorkem, kde byl zjiStén obsah schisandrinu 0,0455 mg/ml. Oproti tomu v 10%
ziedéném vzorku CZ plodu byl stanoven obsah skoro trojnasobny 1,4473 mg/ml. Pro
identifikaci adaptogenu bylo pouzito absorp&ni spektrum v8ech tfech méfenych vzorkd (viz
prilohy: Absorpéni spektra vzorkd 1 — 9). Oba vzorky pochazi ze sklizné roku 2018.
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V tomto pfipadé hraje velkou roli podnebi, kdy se klimatické podminky obou rostlin od
sebe vyrazné lisi, avSak splfiuji dostatecnou potfebu rustu rostliny.

4932

_=-%865 - schizandrin
G,
%
‘}'v

Obrazek 13: Chromatogram vzorku Sox CZ

o
%]
0
e

3.852 - schizandrin

2.960

3605

Obrazek 14: Chromatogram vzorku 1 - Sox CH fedéné

38



DAD1 A, Sig=2254 Ref=360,50 (19_05_16_LM\SCHIZ000004.0)

schizandrin

3.923 -

’ ! ’ ’ [ ’ : ! ’ I ’ ‘ : ’ [
o 25 5 75

Obrazek 15: Chromatogram vzorku 2 — Sox CH nefedéné

Chromatogramy vzork( podrobenych ultrazvukové extrakci jsou zobrazeny na obrazcich:
Obrazek 16 az Obrazek 22. Nejprve jsou uvedeny vzorky pochazejici z Ceské republiky (CZ),
které jsou navic oproti vzorkim z Ciny 10krat zfedény, u kterych je pik schisandrinu dobfe
rozeznatelny. Oproti tomu vzorky pochazejici z Ciny neobsahuji aZ takové mnoZstvi
adaptogenu, jak by se dalo prfedpokladat.

DAD1 A, Sig=225 4 Ref=360,50 (18_05_15_LM\SCHIZ000003.0)
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Obrazek 16: Chromatogram vzorku 3 — ultrazvuk CZ 1
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Obrazek 17: Chromatogram vzorku 4 — ultrazvuk CZ 2

Obrazek 18: Chromatogram vzorku 5 — ultrazvuk CZ 3
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Obrazek 19: Chromatogram vzorku 6 — ultrazvuk CH 1
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Obrazek 20: Chromatogram vzorku 7 — ultrazvuk CH 2
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DAD1 A, Sig=225,4 Ref=360,50 (19_05_16_LM\SCHIZ000003.D)
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Obrazek 21: Chromatogram vzorku 8 — ultrazvuk CH 3

DAD1 A, Sig=225 4 Ref=360 50 (19_05_16_LM\SCHIZ000005.D)
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Obrazek 22: Chromatogram vzorku 9 — ultrazvuk Kozakova

V tabulce Tabulka 10 jsou uvedeny vysledky obsahu schisandrinu A ve vSech
proméfenych vzorcich. PFi porovnani téchto vysledki je zfejmé, Ze vétSi obsah lignani
obsahuji plody z Ceské republiky i pfes to, Ze e-shop Salvia paradise popisuje tyto plody
Klanopra$ky z oblasti Dongbei nasledovné: ,Schizandra €inska neboli klanopraska pochazi ze
severocCinské oblasti Dongbei, ktera je znama chladnym podnebim. Nepfiznivé podminky sice
zpusobuji pomalejSi vyvoj plodl, avSak vétsi kumulaci ucinnych latek. Plody plvodem
z Dongbei jsou drobné, ale velmi ucinné“. BohuZzel jiz pfi dodani zboZi pfevladala tmava az

cerna b
jak se také pfi méfeni potvrdilo. Pfesnou dobou sbéru za optimalniho stavu pocasi a Setrnym

arva plodud, coz znadi nizSi kvalitu a ve vétSiné pfipadl i nizky obsah ucinnych latek,
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suSenim se ziskava syté tmava rubinova barva, ktera je ukazatelem vyssi kvality plodu a s ni
i spojené vysSi mnozstvi ucinnych latek. S tim souvisi i ma Soxhletova extrakce, kdy bylo vidét,
Ze z CZ plodu se vyextrahovalo skoro véechno barvivo jiz po 5 hodinach, kdezto u plodd z Ciny
nebyl vidét po stejné dobé& extrakce skoro zadny rozdil v barvé ani ve zméné objemu, coz
muze byt zpusobeno pravé nespravnym susenim &i presusenim. V takovych pfipadech by byla
ucinnéjsi delsi extrakce vice nez 10 hodin, dale vy3Si teplota rozpoustédla nebo také extrakce
za vysSiho tlaku. LepSimu vyextrahovani latek by také pomohlo rozdrceni susenych plodl na
jemny prasek.

Takovéto rozdily v obsahu lignanu mohou mit nékolik divodu. Jako prvni je potfeba dbat
na vitalitu rostliny, tzn. na jeji klimatické, podnebni a péstebni podminky, jak se ji na daném
misté dafi, zda kvete a plodi kazdy rok, jestli jsou listy zdravé, zelené, neusychaji atd. Také
stafi rostliny udava kvalitu plodd. Jak jiz bylo zminéno v experimentalni ¢asti, velky vliv hraje
nejnizsi teplota, kterou rostlina muze snést, avSak nizka teplota neni jediny faktor ovliviujici
preziti rostlin. Stejné dulezita je i vysoka letni teplota, srazky, padni reakce, pudni teplota.
Mnohé rostliny, aby kvetly, a tedy mohly vytvofit semena a na daném uzemi tak dlouhodobé
prezivat, potfebuji urCity pomér dne a noci.

Po sbéru plodu je také rozdilny obsah adaptogenut dan odliSnym zpusobem a podminkami
sudeni. V8echny tyto jednotlivé informace bohuZel neni mozno u plodd z Ciny zjistit a porovnat
je s plody vypéstovanymi v Ceské republice.

Po vyhodnoceni vysledku nelze zcela jasné fici, ktera extrakce je vyhodnéjsi pro izolaci
adaptogenu schisandrinu A. Obé extrakce maji podobnou U¢innost extrakce danych lignant z
plodd, avSak mnohem vice zalezi na kvalité plod. Soxhletova extrakce je vétSinou pouzivana
k izolaci jedné nebo vice slozek pfirodniho materialu nebo z technickych produktd. Jedna se
0 opakovanou extrakci, kdy Ize dosahnout maximalniho vytézku. Jeji vyhoda je v nizké
pofizovaci cené extraktoru a extrakce za atmosférického tlaku. Také klade minimalni naroky
na obsluhu, proto mlze extrakce probihat pfes noc, az 48 hodin. Nicméné extrakce
ultrazvukem se diky jeji rychlosti, mnozstvi potfebného materialu a tim i finanénimu hledisku
jevi vyhodnéji. Kdybychom chtéli porovnat tyto dvé extrakce, musela by se prodlouzit doba
extrahovani materialu az do Uplného vyextrahovani vzork(l u obou extrakci.

Tabulka 10: Shrnuti vysledk( obsahu schisandrinu A v susenych plodech rostliny Schisandra
chinensis

& metoda 10x vzorek retenéni Cas obsah schisandrinu obsah bez fedéni  obsah schisandrinu
" extrakce zfedéno [min] [mg:ml?] -10? [mg-ml?] v 1 g plodli [mg-g?!] 10!
1 soxhlet ANO Ccz 3,866 1,447 1,447 2,477
2 NE CH 3,923 0,455 0,046 0,079
3 ANO Ccz 3,854 2,057 2,057 3,562
4 ANO Ccz 3,893 1,207 1,207 2,061
5 ANO Ccz 3,854 1,256 1,256 2,159
6 ultrazvuk  NE CH 3,847 2,362 0,236 0,408
7 NE CH 3,900 1,998 0,200 0,342
8 NE CH 3,916 1,829 0,183 0,316
9 ANO Kozakova 3,930 1,567 1,567 2,708
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5 ZAVER

V teoretické Casti diplomové prace byl proveden literarni prizkum pusobeni téchto adaptogent
na organismus a popsano jedno z mnoha vyuZiti v potravinovych doplficich. Nejvhodné;si
regionalni p&stebni klimatické zény spadaji do oblasti 5, 6 a 7. Typ podnebi v Ceské republice
je obdobny podnebi v lokalitach pfirozeného vyskytu rostliny Schisandra chinensis. Zejména
vhodné mohou byt lokality s pfistinénym spodnim rostlinnym patrem a dostateCnym
mnozstvim vlahy bez periodickych pfisusku. Tomuto charakteru nejlépe vyhovuji polohy okraju
vodnich ploch a tok.

Dale byla vytipovana vhodna extrakéni technika pro chlorofyl, a to extrakce 80%
acetonem. Extrakt byl podroben spektrofotometrické analyze na pfistroji Specord 50 PLUS pfi
vybranych vinovych délkach (647 nm, 663 nm a 750 nm). Hodnoty byly odedteny
k identifikovani mnozstvi fotosynteticky aktivnich pigment (Chls, Chl, ) a byly potvrzeny
idealni podminky pro rostlinu pé&stovanou v Ceskeé republice v dubnu roku 2019.

Pro vypracovani experimentalni &asti prace byly pouzity vzorky pochéazejici z Ciny a
vzorky plodu vypéstovanych v jihomoravském podnebnim pasmu, ale rostlina je plvodem
z Ruska. Z téchto plod Schisandra chinensis z roku 2018 byly vyextrahovany vzorky, které
byly nasledné proméreny na HPLC. Z vysledk(l obsahu adaptogenu schisandrinu A neni
jednoznacné, ktera ze dvou testovanych extrakci je nejucinnéjsi, ale Ize porovnat kvalitu plod(
v rdmci obsahu adaptogenu. Z vysledkil je zfejmé, Ze plody z Ciny obsahuji az 6x méné
lignanu schisandrinu A za stejnych podminek pfipravy i extrakce, jako plody vypéstované
v Ceské republice.

Predmétem dalSiho vyzkumu by mohlo byt méfeni obsahu chlorofylu a karotenoidu
v jednotlivych ¢astech rostliny v zavislosti na ¢ase a sledovat tak ménici se poméry pigmentu
bé&hem roku. Dale porovnani u€innych latek v plodech s odlisnym plivodem, pro zjisténi kvality
plodid. Ohledné puvodu a kvality plodd bych navrhovala i klinické testy na skupiné
dobrovolniku, nejlépe sportovct a vyhodnoceni Gcinnosti.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

°C
atd.

cm

DMAE
g

GC
HPLC
HPLC-MS
IR

I

MAE
ml

MS
nm
NMR
SFE
SFME
TLC
TOF

ty

uv

stupné celsia

a tak dale

centimetr

Cislo

prameér

Dynamicka mikrovinna extrakce

gram

Plynova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
infra red, infra Cerveny

vy8ka, délka

Mikrovinna extrakce

mililitr

Hmotnostni spektrometrie

nanometr

Nuklearni magneticka rezonance
Superkriticka fluidni extrakce
Superkriticka fluidni mikroextrakce
Tenkovrstva kapalinova chromatografie
Detektor doby letu

teplota varu

Ultra violet, ultra fialovy
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8 PRILOHY

8.1 Fotografie rostliny Schisandra chinensis

Obrazek 23: Fotografie celé rostliny S. chinensis (léto - Botanickd zahrada Masarykovy univerzity,
jaro — zahrada Ing. Josefa Kotlika)

Obrazek 24: Fotografie rostliny Schisandra chinensis (kvét, list, plody), Botanicka zahrada Masarykovy
univerzity
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8.2 Fotografie v prabéhu extrakce

Obrazek 26: Vyextrahovaneé listy rostliny Schisandra chinensis po extrakci dle soxhleta.

Obrazek 25: Pfipravené nefedéné vzorky pro analyzu HPLC
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8.3 Absorp¢ni spektra vzorklti 1 — 9

*DADL, 3.900 (1650 mAU, - ) Ref=3.719 & 4.766 of SCHIZ000005.0
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Obrazek 27: Absorpéni UV spektrum standardu schisandrinu A (vlevo) a Sox CH nefedéného (vpravo).

DAD1, 3,868 (386 mAU.Apx) Ref=1.648 £8.054 of SCHIZI00D06.D

DAD1, 3.854 (10.9 MAU,ApX) Refe1221 & 6.807 of SCHIZDO0O7.D

Obrazek 28: Porovnani absorp&nich UV spekter vzorku Sox CZ (vlevo) a Sox CH red (vpravo)

“DADI, 3853 (554 AU, -) Ref=1.226 & 6.806 of SCHIZ000008.0 “DAD1, 3891 (320 MAU, -) Ref=1.217 & 6.957 of SCHIZ000009.D
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Obrazek 30: Absorp¢ni UV spektrum vzorku CZ 3 (vlevo) a CH 1 (vpravo).



*DAD1, 3.901 (468 mAU,Apx) Ref=0.001 & 24.074 of SCHIZ000002.D

*DADL, 3.916 (425 mAU, - ) Ref=1.476 & 22.796 of SCHIZ000003.D
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Obrazek 31: Absorpéni UV spektrum vzorku CH 2 (vlevo) a CH 3 (vpravo).

*DAD1, 3.929 (363 mAU, - ) Ref=1.275 & 8.189 of SCHIZ000005.D
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Obrazek 32: Absorpéni UV spektrum vzorku z roku 2013 od p. Kozakové.



