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Alkaloidy v semenech maku

Souhrn

Tato prace je vénovana vyvoji metodiky stanoveni majoritnich morfinant — morfin, ko-
dein, thebain, papaverin a noskapin — v semenech maku setého. V teoretické ¢asti byla pozor-
nost vénovana alkaloidim obsazenym v maku setém (Papaver somniferum) a jejich vyuziti,
pfipadnym vedlej$im uc¢inktim.

V praktické ¢asti pak byla pozornost vénovana vyvoji metodiky stanoveni majoritnich al-
kaloidi metodikou kombinujici piipravu vzorka pro vlastni analyzu vysoce citlivou a selektivni
metodou kombinujici separacni techniku vysoko G¢innou kapalinovou chromatografii s de-
tekEni metodou pracujici na bazi hmotnostni spektrometrie (HPLC-MS). Metodika zahrnovala
dvé metody ptipravy vzorki, které spocivaly v extrakci semen primarné rozemletych a extrakci
semen bez namleti (,,oplach®). Tyto metodiky byly porovnany, pfi¢emz bylo nalezeno, ze tento
krok neni statisticky vyznamny, jelikoz vlastni semena neobsahuji morfinany, ale jsou jimi
pouze povrchové znecisténa, jelikoz alkaloidy jsou obsazeny pouze v makoving. Pro stanoveni
jednotlivych morfinanti byla vyvinuta vlastni HPLC-MS metoda, ktera byla validovana. Takto
vyvinutd metodika byla nasledné vyuzita pro stanoveni morfinani v semenech méaku setého 18
riznych odrad ¢eskych malopéstitelt. Bylo zjiSténo, ze jednotlivé odriidy se vyrazné lisi co
do zastoupeni a obsahu jednotlivych morfinant, nicméné veSkeré odridy splnily vy-
hlasku €. 399/2013 Sb., kterou je stanoven nejvyssi ptipustny limit obsahu morfinant
na 25 mg/kg pro potravinaisky mak. Nejvy$si obsah alkaloidi byl stanoven v odradé Orel,
na druhém misté co do obsahu morfinant byla odriida Major a tfeti nejvyssi obsah méla odrtida
Aplaus.

Klic¢ova slova: Kodein, LC-MS, makovina, morfin, opium, Papaver somniferum



Alcaloids in Poppy seeds

Summary

This work is devoted to the development of a methodology for the determination of ma-
jor morphinan - morphine, codeine, thebaine, papaverine and noscapine - in the seeds of
the sown poppy. In the theoretical part, attention was paid to the alkaloids contained in poppy
seeds (Papaver somniferum) and their use, possible side effects.

In the practical part, attention was paid to the development of methodology for the de-
termination of major alkaloids by a method combining sample preparation for the analysis
by highly sensitive and selective method combining separation technique by high performance
liquid chromatography with detection method based on mass spektrometry (HPLC-MS).
The methodology included two methods of sample preparation, which consisted in extraction
of s primarily ground seeds and in extraction of seeds without grinding (,,rinsing*). These me-
thodologies were compared, and it was found that this step is not statistically significant, as
the seeds themselves do not contain morphinates, but are only surface contaminated with them,
as alkaloids are contained only in poppy seeds. For the determination of individual morphina-
nes, a proprietary HPLC-MS method was developed and validated. The methodology develo-
ped in this way was subsequently used for the determination of morphinan in poppy seeds of 18
different varieties of Czech small growers. It was found that individual varieties differ signifi-
cantly in terms of representation and content of individual morphinan, however, all varieties
complied with Decree No. 399/2013 Coll., which sets the maximum allowable limit of morphi-
nan content at 25 mg / kg for food poppy. The highest content of alkaloids was determined
in the variety Orel, in second place in terms of morphinan content was the variety Major and
the third highest content was in the variety Aplaus.

Keywords: Codeine, LC-MS, poppy, morphine, opium, Papaver somniferum



L VOM. s 8
2 Védecka hypotéza a Cile Prace............ccoooiiiiiiiiiiiii e 9
3 LAtEIAIT FESEISE .....ooviiiiiiiiit ettt st b e b b e b e 10
.l MIAK oo 10
3. L1 RO PAPAVEL ... 10
.12 MK SLY ittt 10
3.1.3  Pé&stovani maku v Ceské republice .........ocvvrrrvrereesreriessieiessseeeeseseneenen, 11
3.14  Kovalitativni pozadavky potravinaiského maku ............cccceviiiiiiiinnnnn 11

3i2  OPIALY .o 12
3.2.1  HiStOTI€ OPIATH .evveveeiieieisieesiee s 12
322 HEIOMN coeiee s 14
3221 Neptizniveé UCINKY heroinu ........cocceevieiiiiiiiiise e 14

3.3 AIKAIOIAY ... 15
3.3.1  Opiove alkaloidy........ccooiiiiiiiiiiiii 16
33.11 IMIOTTIN o 17
3.3.1.2 KOGEIN .o 17
3.3.1.3 PAPAVETIN ..ottt re e 18
3.3.14 TREDAIN ... 19
3.3.15 NOSKAPIN ...t bbb e 19

3.4  Pusobeni opiovych alkaloidi v lidském téle .................ccooooeiiiiiiiiniieen. 20
341  Antagonisté opioidli..........ccoviiiiiiiiiiiiiii 20
3.4.2  PUSODENT MOTTINU...cuiiiiiiiiiieiie et 20
3421 Vedlejs$i UCINKyY MOTTINU .....ocvviiiiiiicce e 21

3.4.3  PUSODENT KOACINU......viiiiiiiiiiiieie s 22
3.4.3.1 Vedlej$i UCINKY KOA@INU .....ocveeiiiiiiiiicicce s 22

3.4.4  PUsobeni thebainU.........ccoooiiiiiiiiiiii e 23
3441 Toxicita theDAINU ..o 23

3.4.5  PUSODENT PAPAVETINU ....cuviiiiiieiiiiieiiieie et 23
3451 POUZItT . 24

3.4.6  PUsObeni NOSKAPINU ........coviiiiiiiiiiciiee e 24
346.1 POUZItT . 24

O V1< 0o 1] S ST OO S U SRR P PO 25
41 ChemiKAlie ...........cocooiiiiiie e 25
4.2  Pouzité aparaty K pripraveé vzorkii..............cccooviiiiiiiiiie 25

4.3 PFPrava VZOTKU ........cccoiiiiiiiiii it 25



4.4  Stanoveni alkaloidiu HPLC-MS analyzou ..............ccccccooieniiniiiiiiiesiesinn, 26

A5 VZOTKY oottt bbb 31
451  Odriida Major.......ccooiiiiiiiiiieiiei e 31
452  Odrida Diospegi Elit .....cccoiiiiiiiiiiiiieii e 31
453  Odrida MS HarleKyn........oooeiiiiiiiiiiiiiieee s 31
454  Odrida Orel ......ccooiiiiiiiiiiii e 31
455  Odrida MalSar .......c.c.ceeeiiiiiie i 32
456  Odrida LAzZur........cccoeeeiiiiiiiei et 32
457  Odrida AIDIN ....ccooiiiire e 32
458  Odrida Opal.......cccooiiiiiiiiii e 32
459  Odrida Gerlach......c.ccooooiiiiiiiiiie e 32
4510  Odriida ONYX.....coooiiiiiiiiiiieii e 33
4511 Odriida OPEX...ccveviiieeiiiiiiiiesie et 33
4.5.12 Odrida Borowski bily.......c.ccoviiiiiiiiiiii 33
4513  Odriida Bergam..........cccooiiieiiiiiiieiice e 33
4.5.14  Odrida ZENO .....cccocuiiee et ccteee et e e e e nees 33
4.5.15  Odrida AGAt......c.ooiiiiiieiieiiese e 33
4516  Odrida RedY .....c.oeieiiiiiiiiiiieiie ettt 33
4.5.17  Odriida Maraton ..........ccoccuuieeiiiiiie et siree e sare e e e e e snre e e e 33
4518  Odrlida APIaus .......occveiiiiiiiieiie e 34

D VSLEAKY ..ot b et b e nare e nnreas 35
5.1 Porovnani pripravy semen k analytickému zpracovani............................. 36
5.2  Porovnani obsahu alkaloidui v semenech maku ...................ccccoeoeennnennn. 39

I B TE) (U 4= PO SRPRRORRON 46

FAY 7 ) R PRPR 48

ST I (<] =1 (1 VSRS RUTSSN 49



1 Uvod

Mak sety (Papaver somniferum) pati mezi nejstarsi 1€¢ivé rostliny. Tato rostlina je pésto-
vana pro potravinaisky, ale také pro farmaceuticky primysl. Semena maku se ziskavaji z maku
set¢ho a pouzivaji se nejen v potravinaistvi, ale pokud z nich vyrobime olej, da se mimo potra-
vinarstvi vyuzivat napt. v kosmetice. Mak sety mizeme rozdé¢lit dle pozivatelnosti na 4 druhy:
potravinaisky, primyslovy, opiovy a okrasny mak.

Farmaceuticky priamysl vyuziva makovinu. Mak sety obsahuje piiblizné 30 riznych alka-
loidt. Mezi hlavni alkaloidy patii morfin, kodein, thebain, papaverin a noskapin. Semena maku
neobsahuji opiové alkaloidy, ale mohou jimi byt kontaminovana v dusledku poskozeni sktdci
a béhem sklizné. Morfin a kodein jsou uc¢inna analgetika, papaverin ma vazodilata¢ni funkci a
noskapin je dobry k potlaceni kasle (= antitusikum). Jejich uzivani mtze vést k vedlej$im Géin-
ktm, jako je naptiklad nevolnost nebo bolest hlavy a dochazi k vyvolani zavislosti fyzické
| psychické.

Prace se zabyva stanovenim obsahu alkaloidii (morfinantl) v riiznych odrididch maku
setého od malovyrobcii z Ceské republiky. Také obsahuje ovéteni, zda odridy splituji limit ma-
ximalniho povoleného obsahu morfinani. Ceska republika je jednim z hlavnich producenti po-
travinaiského maku. Proto je prace vénovana vyvoji metodiky na ptipravu vzorkl a jejich sta-
noveni a nasledné vyuziti tohoto néstroje pro porovnani obsahu ve zkoumanych odriidach jed-
notlivych morfinant — morfin, kodein, thebain, papaverin a noskapin. Takto pfipravena meto-
dika bude poté vyuzitelna pro kvalitativni a kvantitativni kontrolu maku setého.



2 Védecka hypotéza a cile prace
H1: Mék obsahuje morfin, kodein, papaverin, thebain a noskapin.

C1: Stanovit obsahy alkaloidii v semenech maku riznych typt (potravinatsky, ptipadné pra-
myslovy).

H2: Odrida (typ) méku ma vliv na obsah alkaloidt.
C2: Zjistit, zda odrida (typ) méku ma vliv na obsah alkaloidt.



3 Literarni reSerse
3.1 Mak

3.1.1 Rod Papaver

Rod Papaver pojima 50 az 120 druht, které mizeme roztiidit do jedenacti sekci: Arge-
monorhoades, Californicum, Carinatae, Horrida, Macrantha, Meconella, Mecodium, Papaver,
Pilosa, Pseudopilosa a Rhoeadium (Kadereit 1988).

Vyznamnym znakem tohoto rodu je produkce latexu, ktery obsahuje alkaloidy speci-
fické pro danou sekci. Alkaloidy rodu Papaver patii mezi isochinolinové alkaloidy a od nich
odvozené varianty (Novak & Preininger 1981).

3.1.2 Maik sety

Mak sety (Papaver somniferum L.) je jednoleta robustni rostlina, ktera patii do ¢eledi ma-
kovitych (Papaveraceae) (Hejny & Slavik 1997). Patii mezi nejstarsi 1é¢ivé rostliny (Roayaei
et al. 2020). Makova rostlina produkuje jednu plodinu, to znamena 5-8 tobolek, po dobu 3 az 5
meésict ve slunnych, vlhkych oblastech bez mrazu (Barceloux 2012). Tato rostlina pochazi
ze Sumeru, oblast ve starovéké Mezopotamii (soucasny Irdk a Kuvajt) (Carlin et al. 2020).

Casto se péstuje pro potravinafské uziti, ale také se vyuziva pro sva olejnata semena k li-
sovani oleje. Olej ze semen je zakladem pro vyrobu lakd a barev (Hejny & Slavik 1997). Se-
mena maku se pouzivaji pfevazné ve stfedni Evrop€ v potravinach, jako jsou pekatské vyrobky,
polevy do pokrmi, do naplni kolaci a dezertii (Lopez et al. 2018). Latex se z méku ziskava
nejdiive za deset dni po odkvétu. Kdyz se latex vysusi, mluvime o opiu. Pokud se vSak mak
necha plné vyzrat, rostlina tvoii semena, ktera pak lze ruéné ¢i mechanicky sklizet. Ukazalo se,
ze metody sklizné vyrazné ovliviiuji hladinu alkaloid v kone¢ném produktu — opiu. Pokud je
opium sklizeno pfili§ brzy, tak je opium vodnaté, pokud je sklizeno pfili§ pozdé, tak obsahuje
vyrazné niz$i hladiny alkaloidi (Carlin et al. 2020). Surové opium obsahuje vice nez 30 riznych
alkaloidii, z nichz je nejhojnéjs$i morfium, kodein, noskapin, papaverin a thebaine (Reid et al.
2007). Alkaloidy, ziskané extrakci z tobolek maku (tzv. makoviny), se uzivaji ve farmaceutic-
kém pramyslu. Pro tyto tcely se extrahuje morfin, paramorfin, oripavin a kodein (Quesada-
Moraga et al. 2009). Opioidy maji celosvétoveé nejvyssi miru konzumace nelegalnich drog
po konopi. Je pozoruhodné, Ze opium je po tabdku stale nejcastéji zneuzivanou latkou na Stied-
nim vychodé¢. Jednim z diivodi vysokého uzivani opia v tomto regionu mize byt snadny piistup
a také umisténi, které je v hlavni cesté piepravy opia hlavnich zemi produkujicich opium,
jako je Afghanistan (Roayaei et al. 2020).

Makovina, ktera obsahuje opiové alkaloidy, je vedlejsim produktem vyroby makového se-
mene. Predpoklada se, Ze alkaloidy vznikly v diisledku obrannych mechanismil rostlin proti
byloZravclim ¢i parazitim nebo mohou byt odpadnimi latkami. Jednotlivé alkaloidy se vytvari
postupné béhem vyvinu rostliny. Jako prvni se vytvoii kodein, thebain a noskapin, pozdéji mor-
fin a papaverin. Makovina je definovéana jako zrald nadzemni ¢ast rostliny méku, pfesnéji to-
bolka bez semen a pfiblizn¢ 10 cm dlouhy stonek pod tobolkou. Péstitelé makovinu chapou
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jako smés podrcenych vyzralych tobolek a ¢asti stonkd pod tobolkou, dlouhych asi 15 cm. Na-
rokl na kvalitu pro vykup makoviny je hned n¢kolik. Makovina musi byt zdrava, sucha, bez
plisni a Skidct, hnédozluté barvy se svétlejsim nebo tmavsim odstinem, sklizena v obdobi bi-
ologické zralosti (LarySova et al. 2015).

Nejvétsim producentem méku na svété je Turecko (90000 ha), poté Ceska republika (70000
ha) a Ukrajina (14930 ha) (Quesada-Moraga et al. 2009).

Miék mizeme rozdélit dle pozivatelnosti na 4 druhy: potravinaisky, primyslovy, opiovy
a okrasny mak. Méky potravinaiské (odriidy olejnatého, semenného typu maku) neprodukuji
ve veétsi mife latex a maji nizkou koncentraci alkaloidd. U maka primyslovych (Sedo-cerno
a modrosemennych) je produktem péstovani pro farmaceuticky primysl makovina, ktera se
uziva pro extrakci alkaloidt (hlavné morfinu). Semeno primyslového maku nemtzeme vyuzit
pro potravinarské ucely, protoze ma vyssi obsah alkaloidi a nepifijemnou chut’ a vini. Maky
opiove se péstuji v Asii (Afghanistan). Diky tomu, Ze mlé¢nice tvoii latex s vysokym obsahem
alkaloidd, se jedna 0 nelegalni produkci opia (“Typy maku — Cesky modry mak” 2020).

Po sedmi letech vyzkumu védci oznamili, Ze objevili prvni mék bez opia na svété. Védci
z Ustiedniho tistavu 1é¢ivych a aromatickych rostlin (CIMAP) dokézali vyvinout odriidu méaku
bez opia a bez alkaloidu, a tim je odruda Sujata. Byla vyvinuta pomoci mutagenizace. Vysled-
kem odridy muaze byt nenarkotickd verze semennych plodin s vysokym obsahem mastnych
kyselin (Stokes 2001).

3.1.3 Péstovani maku v Ceské republice

Podle dat z Ceského statistického tifadu se sklizena plocha maku od roku 2012 zvétsila
pfiblizn€ o dvojnasobek (r. 2012: 18363 ha; r. 2020: 40255 ha). Hektarovy vynos semen z roku
2012 ¢inil 0,7 t/ha a v letosnim roce to bylo 0,73 t/ha. Dvacetilety primér vynosu z hektaru je
0,69 t/ha, takze leto$ni vynosy jsou srovnatelné (“Cesky statisticky Gitad” 2020).

Ceska republika spoleéné s Tureckem Vv soucdasnosti nalezi k nejvyznamnéj$im evrop-
skym péstitelim maku setého a v oblasti konzumniho méku patii k nejvétSim svétovym produ-
centim (LarySova et al. 2015).

3.1.4 Kovalitativni poZadavky potravinarského maku

Dle vyhlasky ¢. 399/2013 Sb. je dodrzovani senzorickych vlastnosti zbozi povazovano
za samoziejmost. V dnesni dob¢ je pozornost vénovana piedevsim zdravotni nezdvadnosti po-
travin.

Alkaloidy v rostlinach maku, které jsou ¢asto ozna¢ovany jako alkaloidy opia, jsou ob-
sazeny predevSim v perikarpu makovych tobolek. Morfin je jednim z téchto alkaloidd,
mezi dalsi patii naptiklad kodein, thebain, papaverin, oripavin, noscapin a dalsi. Tyto alkaloidy
spole¢né tvori latku, kterou nazyvame opium. Od 1. 1. 2014 je stanoven maximalni povoleny
limit obsahu morfinovych alkaloidi na 25 mg/kg na povrchu makového semene podle vyhlasky
¢.399/2013 Sb. Zda je tento limit dodrZzovan, dnes kontroluje Statni zemedélska a potravinaiska
inspekce (SZPI). SZPI provadéla kontroly méaku dodavaného do maloobchodni sité i pted plat-
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nosti vyhlasky. Ode dne platnosti vyhlasky SZPI provadi kontrolu i dovozi maku, protoze do-
vozci maji povinnosti hlasit SZPI importy vybranych komodit (Ministerstvo zemédélstvi 2013;
Havel et al. 2018).

Cesky mék ve srovnani s maky z jinych zemi obsahuje podstatné méné morfinu. Obsah
morfinu v tuzemském maku byva obvykle v rozmezi 1 — 22 mg/kg makového semene. Z toho
divodu se ¢esky mak povazuje za bezpecnou potravinu. Tato nizka hodnota opiového alkaloidu
morfinu v ¢eském maku spole¢né s charakteristickymi smyslovymi vlastnostmi semen odrud,
které jsou povolené a péstované v Ceské republice, je zakladni vyhodou proti konkurenci, ktera
produkuje maky s vy$§im obsahem morfinu a zarovein nizsi kvalitou. V dnesni dobé pravdépo-
dobn¢ dochazi k falsovani. Mak dovezeny ze tietich zemi se micha s ¢ekym makem a tyto do-
davky jdou do zahrani¢i i na tuzemsky trh, a poskozuji tak zajmy Ceskych péstitelti. Takovy
mak muize byt oznacen statnimi organy prislusné zeme jako zdravotn¢ zdvadny, proto musi byt
nasledné zlikvidovan, a vytvafi tak nepfiznivy dojem o kvalit¢ ¢eského maku u spotiebitele
(Havel et al. 2018).

3.2 Opiaty

Opium je produkt z maku setého. Spotieba opia a jeho 1é¢iva aplikace saha az do neolitu
a staroveéku. UZivani opia zlstava duilezité ze zdravotnich a kulturnich divodu v Thajsku, Viet-
namu a Laosu. Je také soucasti mistnich ekonomik domorodého obyvatelstva v Kolumbii, Gua-
temale a Mexiku (Martinez & Ballesteros 2019).

Od pocatku 20. stoleti podléha opium a jeho derivaty mezinarodni kontrole drog. Ob-
lastmi nedovolené vyroby jsou fran, Indie, tzv. ,,Zlaty ptilm&sic” (Afghanistan a Pakistan), dale
»Zlaty trojihelnik* (Myanmar, Laos a Thajsko), Kolumbie, Mexiko a Guatemala. Afgha-
nistan je pfednim svétovym producentem nezakonného opia a hlavnim dodavatelem pro Ev-
ropu, ackoliv nejvétsi mnoZstvi opia zachyceného na svété pochazi z {ranu (Martinez & Ball-
esteros 2019).

vvvvvv

jehoz ptiznaky zahrnuji problémy s dychanim, srde¢ni selhani, mrtvice a dokonce i smrt. Uzi-
vani jinych latek tlumicich CNS (napf. alkohol, benzodiazepiny) spolu s opioidy dramaticky
zvysuje pravdépodobnost vzniku utlumu CNS (Green & Doe-Simkins 2016).

3.2.1 Historie opiati

Jednou z prvnich knih, ktera se konkrétné a velmi podrobné zabyvala akutnimi a chro-
nickymi u¢inky opia, je ,,The Mysteries of Opium Reveal d* od doktora Johna Jonese. V roce
2020 uplynulo od vzniku této knihy 320 let. V dobg, kdy Jones psal zminénou knihu, se opium
¢asto michalo s vinem a fadou dalSich ingredienci, aby se zakryla jeho hotka chut’. Jeho hlavni
hypotéza mechanismu plsobeni opia spocivala v tom, Ze navozoval piijemny pocit, ktery vedl
K uvolnéni vSech citlivych ¢asti t€la (Miller & Tran 2000).

Mala Asie byla kolébkou uzivani opia. V Sumersku (5000 pi. n. 1.) se objevuji prvni
zminky o péstovani maku, o ,,péstovani $tésti* a tézbe opia. V papyru z Eberu (Tebas 1550 pt.
n. 1.) se piSe o pouziti opia a dalSich latek pro ulevu od bolesti a uklidnéni détského place.
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Pouzivali ho také ke zmirnéni bolesti stfev, které méli od Cervii. Egyptané opium péstovali
a obchodovali s nim po celém Stfednim vychodé a az do Evropy (Aragon-Poce et al. 2002;
Dasgupta 2020).

V Recku byly znamé piijemné a 16¢ivé sily opia. V mytologii existuji odkazy, jak opium
pouziva Demeter ke zmirnéni bolesti své dcery Persefony. Kolem roku 850 pi.n.l. uz Homer
povazoval opium za omamnou latku, kterd ma za uCinky ulevu od bolesti a vlastnosti, které
vyvolavaji spanek. Prvni, kdo se zminil o uZivani opia, byl Theophrastos (300 pi. n. L.). V té
dob¢ se pouzivalo opium jako antikonvulzivum, na oc€istu a jako narkotikum. V prvnim stoleti
pt. n. l. Dioscorides zkoumal mnoho rostlin, které obsahovaly vytazky a mély lékarské vlast-
nosti. Napsal pojednani s ndzvem ,,Of Medical Matter*, které popisuje pouZziti mandragory smi-
chané s vinem k 1é¢b¢ bolesti pti amputacich koncetin (Aragon-Poce et al. 2002; Dasgupta
2020).

Rimska civilizace pohltila znalosti mést, ktera si podmanila, a timto zpiisobem znalost
fecké kultury pokraGovala v Rimé&. Tam mimo jiné i nadale uZivali alkohol a opium. Opium se
také objevuje v textech basnikt Ovidia a Vergilia. Na konci druhého stoleti pf. n. I. populari-
zoval opium Galenos, a to piedevsim pro jeho 1ékaiské pouziti. Bylo tak nakonec distribuovano
Vv cestovnich obchodech. Aulus C. Celsus navrhl jeho pouziti k ptipravé pacienta pred chirur-
gickym zakrokem a k odstranéni bolesti. Plinius stanovil rozdily mezi u€inky, které opium vy-
volalo, na zaklad¢ riznych piipravka ziskanych z opia.

Po upadku fimské civilizace a po dlouhé dob& omezeného 1€karského pokroku se arabska
kultura stala dal§im velkym kulturnim centrem, které vyuzivalo opium. Arabové shromazdili
existujici znalosti a pozoruhodné je rozvinuli, takze nakonec popsali vice nez 2000 riznych
drog. Souhrn téchto latek tvofi fady, pfiCemz Avicena je jednou z nejznaméjSich osobnosti,
které se na tvorbé€ fadu ucastnily. Doporucil pouziti opia k 1é€b€ prijmi a ocnich dysfunkei.
Arabové uzivali opium velmi rozsdhle a Casto k jiz zminéné 1é¢bé priiymu. Prostfednictvim ob-
chodnich cest ho rozsifili nejdiive do Persie a odtud do orientalnich kultur, jako je Indie a Cina.

V zapadni kultufe v devatém stoleti pouzivali uspavaci houbu, jejimz zakladem je opium,
jako analgetikum pfi urCitych chirurgickych zakrocich. Béhem renesance Paracelsus obnovil
pouzivani opia v chirurgii a odkazoval na néj jako na kamen nesmrtelnosti. Od této doby (re-
nesance) se setkavali s laudanem nebo s barvivem opia, coz byly smési riznych latek,
mezi které patiilo opium a alkohol (whisky, rum), které dostavali pacienti jako pfipravu na ope-
raci. Laudanum bylo vytvotfeno v 17. stoleti anglickym Iékafem Thomasem Sydenhamem.
Laudanum se Siroce pouzivalo v Evropé a Severni Americe do pocatku 20. stoleti. Jednim z nej-
znamgjsich je Sydenhamovo laudanum, které obsahuje Safran, skofici a dalsi latky. Zjistili,
ze cokoliv je vice efektivni ke zmirnéni bolesti nez opium. Sydenhamské laudanum bylo pou-
zivano v Evropé a Severni Americe aZ do zacatku dvacatého stoleti. T. Dover vyvinul dalsi
smés pro ulevu od bolesti, nazvanou Doverav prasek, ktery kromé opia obsahoval alkohol a ipe-
cahuanu (hlavénku davivou). Anglicky chirurg J. Moore byl prvni, kdo navrhl, praktikoval po-
uziti opia jako 1écby bolesti, jakmile byl chirurgicky zakrok ukoncen, takze jako pooperacni
1é¢bu (Aragon-Poce et al. 2002; Dasgupta 2020).

Béhem primyslové revoluce bylo opium vyuzivano délnickou tfidou. V némecky mlu-
vicich zemich se extrakty z maku ptidavaly do polévek a dudlikt. V anglicky mluvicich zemich
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1éky s opiem byly uvadény na trh pod nazvy, jako jsou anodyna, ochranné 1éky a prodavany
byly pomoci podomniho prodeje nebo v obchodech se smisenym zbozim (Dasgupta 2020).

Ve Spojenych statech v 19. stoleti bylo dost lidi zavislych na opiu. Bylo to hlavné v ob-
dobi obc¢anské valky, kdy byl nejmocnéj$im Iékem proti bolesti znamy morfin. Ten Sel pomoci
injek¢ni stiikacky snadno dostat do téla. Nebo kavkavské zeny legalné koupily sirup, ktery ob-
sahoval morfin, nebo ziskaly laudanum. Tato 1é¢ba zranénych vojak béhem obcanské valky
produkovala mnoho zavislych (Dasgupta 2020).

3.2.2 Heroin

Heroin byl syntetizovan jako prvni navrzeny l€k britskym lékarnikem Alderem Wrightem
z morfinu v roce 1874.

Po chemické strance je heroin diacethylmorfin, coz je acethylovana forma morfinu. Mo-
tivaci pro syntézu heroinu bylo objevit novou slouceninu se stejnymi analgetickymi vlastnostmi
jako morfin, ale bez jakéhokoliv zneuzivaciho potencidlu. Alder Wright produkt pojmenoval
,heroin® diky jeho hrdinskym vlastnostem jako analgetikum.

Heroin byl poprvé uveden na trh jako antitusikum pro pacienty s astmatem a tuberkulo-
zou V roce 1898. Nicméné po témét 12 letech jeho 1€ékatkého pouzivani dospéli k zavéru, ze
jeho dalsi uzivani je nebezpecné z hlediska mozného zneuziti a navyku, protoze heroin je
asi dvakrat siln&jsi nez morfin, a pozdg&ji zjistili, ze je | vysoce navykovy. Heroin je v soucasné
dob¢ klasifikovan jako droga podle Planu I. bez 1ékaiského pouziti, ale s velmi vysokym po-
tencidlem zneuzivani.

Ackoliv byl heroin zneuzivan vice nez 100 let, v letech 2002 az 2013 se imrtnost na pie-
davkovani heroinem zvysila ve Spojenych statech americkych témét ¢tyfnasobné (Dasgupta
2020).

3.2.2.1 Nepftiznivé Ucinky heroinu

Heroin miize zménit normalni strukturu mozku a jeho funkce. Chronické zneuzivani he-
roinu ma za nasledek dlouhotrvajici poSkozeni kognitivnich funkci a alteraci v normalnich
funkcich centralniho nervového systému. Studium prokazalo, ze chronické pouziti heroinu ma
nepiiznivé G¢inky na prefrontdlni kiiru, temporalni lalok, thalamus, bazalni ganglia koncového
mozku a na senzomotorické struktury mozku. Prilisné uzivani heroinu je spojeno s poklesem
hustoty §edé hmoty v prefrontalni a temporalni kortikalni oblasti mozku. Seda hmota je spojena
s ovladanim svall, smyslovym vnimanim, emocemi, paméti, fe¢i a rozhodovanim. Proto sni-
zeni Sed¢ hmoty zhorSuje tyto mozkové funkce.

DalSimi nepiijemnostmi pii uZivani heroinu jsou bakterialni infekce, naptiklad endokar-
ditida a osteomyelitida. Infek¢éni endokarditida je Zivotu ohrozujici stav, ktery ma vysokou miru

umrtnosti. Toto se muze stat pfi intravendznim uzivani drogy.

Botulismus je vzacna, 1é¢itelna, ale potencialné smrtelnd porucha, kterd je zptisobena to-
xiny produkovanymi nékterymi bakteriemi. Vyskyt botulismu je spojen s intramuskuldrnim
a subkutannim podanim injekce s drogami, zejména heroinu (Dasgupta 2020).
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3.3 Alkaloidy

Termin alkaloid byl poprvé zminén v roce 1819 némeckym lékarnikem Carlem Friedri-
chem Wilhemem MeiBnerem. Poznamenal totiz, ze tyto slouceniny vypadaly jako alkalické,
atak je pojmenoval alkaloidy (Aniszewski 2007). Vytazky a smési z rostlin se pouzivaji
uz od pradavna jak pro 1é¢ebné ucely, tak i pro rekreacni pouziti. Je zndmo, Ze v Mezopotamii
vyuzivali 1é¢ivé rostliny jiz kolem roku 2000 let pfed nasim letopoctem (Koskinen 2012).

Z biologického hlediska je alkaloid jakakoli biologicky aktivni a heterocyklickéd chemicka slou-
¢enina, ktera obsahuje dusik a mize mit ur¢itou farmakologickou aktivitu a v mnoha ptipadech
i 1é¢ebné nebo ekologické pouziti (Aniszewski 2007). Podileji se na biologickych procesech
rostlin, zvitat a mikroorganismuti (Xu et al. 2011). Alkaloidy v rostlinach vznikaji metabolickou
cestou (Kries & O’Connor 2016). Zakladni charakteristikou chemické struktury téchto slouce-
nin je heterocyklicky dusik — je spojen s alespon dvéma atomy uhliku a v molekule se vyskytuje
alespon jeden kruh, ktery ale nemusi byt nutné heterocyklicky (Xu et al. 2011). Mezi dalsi
vlastnosti alkaloidd patii napf. vétsi ¢i mensi mira toxicity, ktera ptisobi primarné na centralni
nervovy systém (CNS), syntéza z aminokyselin nebo z jejich bezprostifednich derivati a ome-
zena distribuce v ptirodé (Aniszewski 2007).

Pro I¢kare jsou alkaloidy jakakoliv skupina dusikatych latek rostlinného ptivodu, které maji
casto slozitou strukturu a vysokou molekulovou hmotnost. Jsou to heterocykly, které mohou
mit primarni, sekundarni nebo terciarni baze nebo mohou obsahovat kvartérni amoniové sku-
piny. Pro Iékate je také dileZité, Ze alkaloidy jsou jen mirné rozpustné ve vode¢, ale tplné roz-
pustné v ethanolu, benzenu, etheru a chloroformu. Medicina upozoriuje na fakt, ze alkaloidy
maji intenzivni fyziologicky t¢inek. V Iékaiskych oborech se pouzivaji jako 1é¢ivé latky (Ani-
szewski 2007). N¢které alkaloidy mohou byt siln¢ toxické a to uz i ve velmi malych davkach
(Xu et al. 2011). Bez alkaloidd by nebylo mozné dosahnout izasnych uspéchi v boji proti ma-
larii, leukémii, rakoviné a Parkinsonové nemoci. Ve farmaceutickém pramyslu pouzivaji pii-
rodni rostlinné alkaloidy na vyvoj antimalarickych ¢inidel (chinin a chlorchinin), protinadoro-
vych ¢inidel (taxol, vinblastin a vinkristin) a ¢inidel podporujicich krevni obéh v mozku (vinca-
mine) (Aniszewski 2007).

V soucasné dobé existuje vice nez 10000 ptirodnich sloucenin a jejich derivati, které jsou
uznavany jako alkaloidy. Védci z celého svéta objevuji kazdy rok nejméné 100 novych mole-
kul. Casto se vyskytuji jako kyselé soli, ndkteré se vyskytuji také v kombinaci s cukry a jiné
se objevuji jako amidy nebo estery (Koskinen 2012).

Alkaloidy lze klasifikovat podle biologické a ekologické aktivity, chemické struktury
a biosyntetické cesty. Z hlediska biologické aktivity je mozné rozd¢lit alkaloidy na neutralni
nebo slabé bazické molekuly (napft. laktamy, jako je ricinin, urcité N-oxidy, jako je indicin),
alkaloidy ziskané ze zvitat (napf. anuranové, savci a alkaloidy z €lenovetll), moiské alkaloidy,
mechové alkaloidy, plisiiové a bakterialni alkaloidy a nepfirodni alkaloidy (strukturné modifi-
kované nebo analogické). Ze strukturdlniho hlediska se alkaloidy déli podle svého tvaru a pli-
vodu (Aniszewski 2007).

Pravé alkaloidy pochazeji z aminokyselin a sdili heterocyklicky kruh s dusikem. Tyto latky
jsou velmi reaktivni s biologickou aktivitou i v nizkych davkach. VSechny tyto alkaloidy maji
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hotkou chut, vypadaji jako bild pevna latka s vyjimkou nikotinu, ktery je hnéda tekutina.
Ve vodé tvori rozpustné soli. VEétsina z nich jsou krystalické latky, které se spojuji s Kyselinami
za vzniku soli. Tyto latky se mohou vyskytovat v rostlinach ve volném stavu ve formé soli
nebo jako aminooxidy.

Primarnimi prekurzory pravych alkaloidu jsou aminokyseliny, jako napf. L-ornitin, L-ly-
sin, L-fenylalanin, L-tyrosin, L-tryptofan a L-histidin. Mezi pravé alkaloidy patii napi. kokain,
chinin, dopamin, morfin a usambaresin (Aniszewski 2007).

Protoalkaloidy jsou slouceniny, ve kterych je atom dusiku odvozeny od aminokyseliny
a neni soucasti heterocyklu. Tyto slou¢eniny jsou odvozené od L-tyrosinu a od L-tryptofanu.
Maji uzavieny kruh, a tak jsou to dokonalé latky s jednoduchou strukturou.

Tato skupina tvofi mensinu vSech alkaloidi, patii sem napt. hordein, meskalin, johimbin
a stachyndrin (Aniszewski 2007).

Pseudoalkaloidy jsou slouceniny s uhlikovou kostrou, ktera neni odvozena od aminokyse-
lin. Tyto latky jsou derivaty prekurzorti nebo postkurzort (derivata procesu degradace) amino-
kyselin. Mohou vzniknout jako vysledek amina¢nich nebo transaminaénich reakci s prekurzory
nebo postkurzory aminokyselin nebo z prekurzori neaminokyselin.

Tyto alkaloidy mohou byt acetatové, fenylalaninové nebo terpenoidni, stejné jako steroi-
dové. Mezi pseudoalkaloidy patii napf. coniin, kapsaicin, efedrin, solanidin, kofein, teobromin
a pinidin (Aniszewski 2007).

3.3.1 Opiové alkaloidy

Némecky lékarnik Sertiirner v roce 1806 vyli¢il izolaci €istého krystalického morfinu
jako prvni odborné popsanou organickou latku ziskanou z rostliny. V roce 1832 Robiquet po-
kracoval, vzhledem k piedchozimu objevu, a izoloval kodein. V roce 1835 Pelletier izoloval
thebain. Nésledujici 1éta skoro vSechny izolace morfinu a kodeinu probihaly Gregoryho postu-
pem, ktery byl popsan poprvé v roce 1833. Vysvétleni struktury morfinovych alkaloidt dale
postupovalo pomalu popsanim spravného vzorce morfinu Laureatem (1847) a vysvétlenim jed-
noduchych transformaci Wrightem v roce 1847, jako je acethylace morfinu na heroin, a Gri-
mauxem Vv roce 1881 methylace morfinu na kodein (Phillipson et al. 1985). V roce 1923 Gu-
lland a Robinson zvetejnili strukturni vzorec morfinu, ovS§em neméli nastroje k jeho potvrzeni.
To bylo provedeno az v roce 1955 MacKayem a Hodgkingem za pouziti rentgenové strukturni
analyzy (Guguta et al. 2008).

Dulezitost maku jako 1é¢ivé rostliny je odvozena od jeho péti hlavnich alkaloidi — morfinu,
kodeinu, thebainu, noskapinu a papaverinu. Tyto alkaloidy jsou ve velké mife vyrabény a kon-
zumovany farmaceutickym primyslem. Jsou pouZivany pfimo 1 nepfimo pomoci polosyntézy
jako cenné Iéky diky svym silnym farmakologickym aktivitdim. Mezi tyto aktivity patii napti-
klad analgetické vlastnosti kodeinu a morfinu, koronarni vazodilata¢ni funkce papaverinu
a vlastnosti noskapinu, ktery potlacuje kasel (Bagheri et al. 2017).

vvvvvv

ropsky ufad pro bezpecnost potravin provedl v roce 2011 posouzeni rizik opiovych alkaloidl
z méku urcenych k lidské spotiebé a stanovil akutni referencni davku 10 pg morfinu/kg zivé
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hmotnosti (EFSA 2011). Namaceni, tepelné zpracovani a mleti semen byly nejucinnéjsi metody
ke snizeni koncentraci opiovych alkaloidt (Lopez et al. 2018).

3.3.1.1 Morfin

nem je pravé mak sety (Guguta et al. 2008).

Morfin mé jadro podle L-tyrosinu, a proto je to biologicky velmi silna pfirodni slou¢enina
(Aniszewski 2007). Chemicka struktura morfinu je struktura fenanthrenového alkaloidu
(viz. Obrazek 1), ktery se sklada z péti kondenzovanych kruhti a dvou hydroxylovych skupin
(fenolové a alkoholové) na C3 a C6. Morfin je slaba baze, ktera ma silu kyseliny (pKa) 7,9.
Diky dvéma -OH skupindm na C3 a C6 je to latka relativné rozpustna ve vodé a Spatné roz-
pustné v tucich. Morfin je k dispozici pro terapeutické pouZiti jako hydrochloridové, siranové
a vinanové soli v Siroké $kale pouziti (Davis et al. 2009).

HO

H

.
W

HO'
Obrazek 1 Strukturni vzorec morfinu

Morfin je nejvic zndm pro své silné analgetické vlastnosti. UZ pouhych 10 mg morfinu,
ktery je podan oralné, sniZi prah bolesti o 50 %, 30 mg dokéze bolest snizit az 0 90 %. Vyssi
davky ucinkuji jako narkotikum a sedativum. Analgetické u€inky kodeinu dosahuji jedné dese-
tiny uc¢inktt morfia (Bentley 1954).

3.3.1.2 Kodein

Kodein byl objeven v roce 1832 Robiquetem (Kavina 1940). V rostlin¢ ho najdeme tticet
dni po vykliceni semene. V poradi je to druhy vytvoreny alkaloid (Bentley 1954).
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Kodein, stejné¢ jako morfin, obsahuje v molekule tfi atomy kysliku. Jeden kyslik je
ve form¢ hydroxylové skupiny a druhy ve formé methoxy skupiny (Dolezal 2013).

_0O

H,C

H

HO™"

Obrazek 2 Strukturni vzorec kodeinu

Je omezené rozpustny ve studené vode, ale 1épe rozpustny v horké vodé€. Dobie rozpustny
je také v alkoholu, etheru a chloroformu. Jeho roztoky jsou pfilis hotké a reaguji zasadité (Ka-
vina 1940).

Utinky kodeinu jsou velmi podobné tém morfinu, oviem kodein je méné jedovaty. Pomaha
k vétsi sekreci pridusek a zklidnuje drazdivost kasle. Proto se v 1ékafstvi pouziva jako hypno-
tikum a sedativum pfi kasli, zanétech pridusek a podobnych onemocnénich (Kavina 1940).
Je to relativné slabé analgetikum, které se nejCastéji pouziva pii mirné€ az sttedné silné bolesti,
a to samostatné nebo v kombinaci s 1éky neopioidové povahy, jako je aspirin a paracetamol
(Davis et al. 2009). Dfive byl kodein obsazen v sirupu proti kasli, ale poté byl nahrazen dextro-
methorfanem (Howard & Howard 2014).

3.3.1.3 Papaverin

V maku setém je papaverin obsazen piedevs§im pred dobou zrani. Proto se tézi z opia, po-
kud ho chceme ziskat z pfirodniho materialu (Stan¢k 1957).

= O/‘
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Obrazek 3 Strukturni vzorec papaverinu

Papaverin patii mezi nejjednodussi benzylisochinolinové alkaloidy. V roce 1910 byl po-
prvé biosyntetizovan Pictetem a Gamsem. Jeho pfiprava je velmi jednoducha, a proto se pro far-
maceutické ucely neziskava z ptrirodniho materialu (Bhat et al. 2005).
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Utinek papaverinu spo¢iva v uvolnéni hladkého svalstva, a tim ke zmirnéni lidského utr-
peni (Cao et al. 2007). Okamzité vyvolava uvolnéni mozkovych tepen, vyuziva se toho pii ope-
recich ke zvraceni vzniku vazospazmu (Pennings et al. 2009).

3.3.1.4 Thebain

Thebain, nebo také mizeme fict paramorfin, je farmokologicky aktivni alkaloid, ktery je
ptitomny v maku setém. S dal$imi alkaloidy je dulezitou aktivni slozkou opia neboli suseného
latexu nezralych makovych tobolek. Stejné jako morfin a kodein patii do skupiny fenantreno-
vych alkaloidi. Thebain vykazuje srovnatelné strukturni vlastnosti jako morfin a kodein.
Ovsem pfii pohledu na trojrozmérnou molekularni strukturu je thebain diky dalsi dvojné vazbé
na uhlikovém kruhu morfinanu rovnéj$i nez morfin a kodein (Eisenreich et al. 2020).

Obrazek 4 Strukturni vzorec thebainu

Thebain je kli¢ovou slozkou biosyntézy narkotinovych analgetik, jako je morfin a kodein.
Také mtize byt pouzit jako povinny prekurzor pii chemické syntéze pii vyrobé terapeutickych
opiatl, jako je oxykodon, oxymorfon, buprenorfin a naloxon. Je to alkaloid, ktery neni navy-
kovy (Chen et al. 2020). Thebain ma spiSe stimula¢ni nez depresivni ucinky. Pfi vysokych dav-
kach muze zpusobit kie¢e (Howard & Howard 2014).

3.3.1.5 Noskapin

Vedle morfinu je noskapin druhym nejvice zastoupenym alkaloidem v opiu. Malo se po-
doba ostatnim alkaloidim po chemické i farmakologické strance. Noskapin, dfive znamy
jako narkotin, je derivat isocholinu, a je tedy ptibuzny s papaverinem (Segal et al. 1957). Spolu
s narcotolinem je klasifikovan jako typicky ftalideisochinolin, protoZze maji neporuseny tet-

O---ECH3 Obriazek 5 Strukturni vzorec noskapinu
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racyklicky skelet (Chen et al. 2015). Jeho molekula zahrnuje tfi methoxy-, jednu methylendi-
oxy- a jednu N-methyl skupinu. Je oznacovan jako nejméné toxicky z opiovych alkaloidl
(Segal et al. 1957).

Poprvé byl izolovan z opia v roce 1803 francouzskym vyrobnim chemikem Charlesem De-
rosnem. Produkty hydrolyzy noskapinu, hydrokotarninu a kyseliny opianové byly pozdé&ji po-
uzity ke konstrukei strukturniho vzorce pro alkaloid, ktery byl pozdé&ji potvrzen syntézou noska-
pinu z mekoninu a kotarninu nebo syntézou isonoskapinu z kyseliny opianové a hydrokortaninu
(Chen et al. 2015).

Je snadno absorbovatelny po peroralnim nebo po parentalnim podani a rychle zmizi z krev-
niho ob&hu, v moci se ukazuji pouze stopy. Zpomaluje peristaltiku zaludku a stiev. M4 stejné
ucinky proti kasli jako kodein, pti velkych davkach mize zpisobit paralyzu nervového centra
dychani. Také ma spasmolytické G¢inky na hladkou svalovinu (Segal et al. 1957).

3.4 Pisobeni opiovych alkaloidii v lidském téle

Opiové alkaloidy maji dlouhou a bohatou historii ve farmakologii. Jsou Siroce pouzivany
ve vétsiné oborti mediciny, a jsou proto neocenitelné. Bohuzel s nimi pfichdzeji i problémy
véetné vedlejSich ucinkd, jako je zacpa, dechova deprese a sedace, stejné jako jejich potencio-
nalni zneuziti. Vztahy mezi strukturou a aktivitou u velkého poctu latek tak vedly k zavéru,
Ze pro tyto léky musi existovat specifickd rozpoznavaci mista nebo receptory. Studie naznacuji
specifické molekularni interakce mezi ligandem a jeho vazebnym mistem. Tato vazebna mista
jsou vysoce selektivni pro opiodni analgetika a jejich antagonisty (Davis et al. 2009).

Chronicka bolest je rozsifeny problém, ktery postihuje ptiblizné€ 20 % dospélych a vyza-
duje dlouhodobou 1écbu. Opioidy jsou Siroce predepisovany a bézné se pouzivaji pii chronické
bolesti. Jsou povazovany za jedno z nejicinnéjSich analgetik pro 1é¢bu akutni sttedné silné
az silné bolesti. Jejich dlouhodobé uzivani je vSak komplikovano rozvojem tolerance, ktera vy-
zaduje zvySovani davek, a zvysuje tak riziko zavislosti a nezadoucich vedlejsich G¢inka (Rod-
gers et al. 2020).

3.4.1 Antagonisté opioidi

Antagonisté jsou nesmirn¢ cenni, a to jak klinicky, tak ve studiich opioidnich mecha-
nismil. Antagonisté, jako je naloxon, u¢inné potlacuji piisobeni tradi¢nich opioidi. Cim vice je
subjekt fyzicky zavisly na opioidech, tim vice se zvySuje citlivost vici jejich antagonistim.
Ptestoze se naloxon klinicky pouziva, jeho trvani je relativné kratké a plisobeni agonistii trva
déle (Davis et al. 2009).

3.4.2 Pisobeni morfinu

Po poziti se morfin relativné rychle absorbuje v gastrointestinalnim traktu, hlavné€ v horni
¢asti tenkého stfeva, a v mensi mife se absorbuje v Zaludku. Maximalniho t¢inku morfinu je
dosazeno po 30 minutach po poziti. Uginek jedné davky trvé p¥iblizné 4 aZ 6 hodin (Zentai et
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al. 2012). Morfin je metabolizovan hlavné v jatrech, kde se podrobi konjugaci s glukoronovou
kyselinou na 3-hydroxylové skupiné (Zentai et al. 2012). Metabolismus se také vyskytuje v ji-
nych organech, zejména v CNS (Davis et al. 2009). Morfin je vyluCovan moc¢i prevazné
jako morfin-3-glukuoronid. Kromé 3,6-diglukuronidu byly identifikovany dalsi vedlej$i meta-
bolity zahrnujici normorfin a 3-etherovy siran. K sekundarni konjugaci dochazi také na 6-hyd-
roxylové skupiné za vzniku 6-glukuronidu, ktery je farmokologicky aktivni, a vV omezené mife
3,6-diglukuronidu (Zentai et al. 2012). Metabolity morfin-3-glukuronid a morfin-6-glukuronid
tvoii asi 50—60 % davky (Davis et al. 2009).

Opium muze byt také kouteno po piimém zahtati spalovanim dfevéného uhli ve speciali-
zovanych zafizenich, jako je opiova trubka (Vafour). V ptipad¢ koufeni opia se morfin dostane
do mozku béhem nékolika sekund diky rychlé absorpci jeho pary pies plicni kapilary do krev-
niho fecisté. Nastup ucinku je tedy po koufeni mnohem rychlejsi a intenzivnéjsi, ale doba
ucinku je po peroralnim podéani delsi, protoze absorpce ze stieva, 1 kdyZ je pomalejsi, trva delsi
dobu (Roayaei et al. 2020).

Trvani u¢inku morfinu se sniZuje s rozvojem tolerance Kk jeho antinociceptivnim vlastnos-
tem (Taskiran & Avci 2020). Protoze je morfin u¢inné analgetikum, vyuziva se pii rakovinnych
bolestech. Jeho dlouhodobé pouzivani vSak muize vést ke stavu tolerance na n¢j. Morfin je za-
pojen do receptorti v centralnim a perifernim nervovém systému a gastrointestinalnim traktu,
které jsou odpovédné za jeho blahodarné tcinky tlevy od bolesti, ale také za toleranci k mor-
finu (Tu et al. 2020).

Nizka biologicka dostupnost (20—40 %) v piipadé oralniho podavani morfinu muze byt
pfi¢itana eliminaci prostfednictvim metabolismu ve stfevni sliznici a v jatrech (Zentai et al.
2012).

Podle né€kolika studii spravné ¢isténi, myti, mleti a pe€eni by mohlo vyrazné snizit obsah
alkaloidi v méaku. Zentai et. al. (2012) zjistili, Ze optimalni 1é¢ba redukce spoc¢iva v prani, su-
Seni a mleti. Pouze studenou vodou bylo odstranéno asi 60 % morfinu. Pfi teplotach nad 60 °C
muze byt odstranéno az 90 % morfinu (Zentai et al. 2012).

Systematické studie ukéazaly, Ze 1ze tolerovat fadu modifikaci morfinové struktury, aniz by
doslo ke ztraté analgetického ucinku, véetné eliminace vyznamnych ¢asti molekuly. Naptiklad
eliminace uhlikového kruhu poskytla skelet pro benzomorfany, jako je ketocyklazocin, ethylke-
tocyklazocin a pentazocin. Dalsi zjednoduseni struktury vedlo k dal§im opiodiim s podobné;j-
$imi Gc¢inky jako mé morfin, v€etné metadonu, pethidinu (meperidinu), a k opiodiim fentany-
lové fady (Davis et al. 2009).

3.4.2.1 Vedlejsi ucinky morfinu

Podle dostupnych informaci ze stranky Statniho ustavu pro kontrolu 1é¢iv mezi mozné ve-
dlejsi nezadouci ucinky morfinu patii: nejdulezitéjsi je zavazna alergicka reakce, ktera zpiso-
buje potize s dychanim nebo zavraté, poté zvysena citlivost na bolest, poceni, sucho v tstech,
abstinencni pfiznaky nebo zavislost. V ojedinélych ptipadech (7 %) se mize objevit nevolnost,
zvraceni, zacpa (3—4 %), utlum dechu, ospalost, zmatenost (2 %), mén¢ pak nizky krevni tlak
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(0,5 %), zadrZzovani moce, zCervenani v obliceji, zavraté, snizeni nebo zvyseni dechové frek-
vence, buseni na srdci, sniZeni télesné teploty, zmény nalady, t€lesna slabost, bolest hlavy, po-
ruchy spéanku, zastfené vidéni, ziizeni zornice, poruchy chuti, snizeni chuti k jidlu, alergicka
reakce v misté vpichu (jako svédéni a kopiivka) i celkova reakce (ziZeni prudusek) a bronchos-
pasmus u astmatikl (“Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv”’ 2020).

Morfin se béZn¢ pouziva u pacienti se srde¢nim selhanim Kk 1é¢bé dusnosti a bolesti
na hrudi. OvSem studiemi bylo zji$téno, Ze pii jeho podavani se objevila zvySena reaktivita
krevnich desti¢ek, snizena spontanni reperfuze myokardu a vétsi velikost infarktt (Gaweda et
al. 2020).

Studie Rogerse et al. (2020) dokazala, ze pti chronické bolesti je dobré pti podavani mor-
finu podavat také bud’ antagonistu receptoru dopaminu D1, nebo agonistu receptoru D3.
Tato kombinace zabrani toleranci vic¢i morfinu a zkrati dobu trvani abstinencnich ptiznaki
pfi ukonceni 1écby. Modulatory dopaminovych receptorti tak mohou ptedstavovat zivota-
schopny doplnék k dlouhodobé 1é¢bé morfinem chronické bolesti (Rodgers et al. 2020).

3.4.3 Pisobeni kodeinu

Kodein patii mezi slabé analgetikum, které plisobi centraln€. Jeho analgeticky Ucinek je
mozny po pfemén¢ na morfin, kvtli jeho slabé afinité k opiatovym receptorim. Bylo dokazano,
ze pti kombinaci s jinymi analgetiky (paracetamol) piisobi pii 1é€b¢ akutni nociceptivni bolesti
(“‘Statni Gstav pro kontrolu 1€civ’ 2020).

Kodein se po podani usty dobie vstiebava z travici soustavy. Obvykle se podava oralné
a jeho biologicka dostupnost je podobna té morfinu. Jeho uc¢inek trva 1,5 — 4,5 hodin (Davis et
al. 2009). Po peroralnim podani je jeho relativni biologicka dostupnost na zaklad¢é vyrazného
efektu v jatrech piiblizné 54 %. Vaze se na bilkoviny plasmy ve 25-30 %. Kodein ptechazi
do krevniho obé&hu, takze i ptipadné do plodu (“Statni tstav pro kontrolu 1é¢iv” 2020).

Metabolismus kodeinu probihé v jatrech. Primérni cesta metabolismu kodeinu je na ko-
dein-6-glukuronid. Vedlejsi metabolické cesty vedou O-demethylaci na morfin a N-demethy-
laci na narkodein. Kodein ma 6 hlavnich metabolitt: kodein-6-glukuronid (81 %), narkodein (2
%), morfin (0,6 %), morfin-3-glukuronid (2 %), morfin-6-glukuronid (0,8 %) a normorfin (2,4
%) (Davis et al. 2009). Kodein a jeho metabolity jsou vyluc¢ovany moci ptiblizn¢ do 48 hodin
(“Statni ustav pro kontrolu lé¢iv” 2020).

3.4.3.1 Vedlejsi ucinky kodeinu

Podle dostupnych informaci ze stranky Statniho tstavu pro kontrolu 1é€iv mezi nej€asté;si
vedlejsi ucinky kodeinu patii: zdvraté (vertigo), bolest hlavy, nauzea, zvraceni a zécpa.
Mezi méné Casté vedlejsi ucinky se fadi poruchy spanku, vyrazka, kopiivka a mezi vzacné ve-
dlejsi ucinky zatadili trombocytopenii, euforii, itlum dechového centra (na tento vedlejsi uci-
nek jsou citlivéjsi predevsim déti), poruchy zraku, midzu, poruchy sluchu a sucho v ustech
(“Statni ustav pro kontrolu lé¢iv” 2020).

Vedlejsi tcinky chronického davkovani jsou podobné jako u ostatnich opioidii a patii
mezi n¢ zacpa, utlum (sedace), zavraté, nevolnost, zazeni zorni¢ek (mi6za), sucho v ustech
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a svédéni. Nezadouci Uc¢inky se zdaji byt zavislé na davce, takze jejich pocet roste s rostouci
davkou kodeinu. Orélni podavani kodeinu v davce do 90 mg vedl k zddnému az mirnému ko-
gnitivnimu nebo psychomotorickému poskozeni a mirnému snizeni koordinace o¢i a rukou,
zrakové ostrosti a schopnosti fidit (Davis et al. 2009).

3.4.4 Pisobeni thebainu

Biologicka dostupnost thebainu je snizena extenzivnim presystémovym metabolismem,
za prvé demethylaci a nebo za druhé glukuronidaci v gastrointestinalnim traktu a v jatrech.

Thebain zprostiedkovava prevazné stimulacni Gi€inky na centralni nervovy systém, jako je
zvySena podrazdénost a reflexni drazdivost (excitabilita) a stejné tak zvySena motoricka aktivita
(Eisenreich et al. 2020).

Distribuce thebainu v tkanich byla charakterizovana in vivo u potkand. Bylo to prokazano
radioaktivné oznacenych thebainem, ktery byl distribuovan krvi potkanti a byl detekovan
V plazmé a mozku (zejména ve stftednim mozku a hypotalamu) az po dobu 16 hodin. Dale bylo
zji$téno, Ze je thebain zaclenény do jinych tkani, jako je Zaludek, tlusté stievo, micha a prostata.
Studie na potkanech a opicich ukézaly, Ze subkutanni injekce thebainu je intenzivné metaboli-
zovana v jatrech. To vedlo ke generovani riznych metabolitli, jako hlavni metabolit je oripavin
a dalsi metabolity jsou norkodein, kodein a v niz§ich mnozstvich morfin. Oripavin vznika en-
zymatickou O-demethylaci thebainu (Eisenreich et al. 2020).

Podle studii in vivo na rtiznych druzich bylo prozkoumano vylucovani thebainu z téla.
U potkanil byl thebain vylu¢ovan hlavné moci, ale také stolici do 48—96 hodin po podani sub-
kutanni injekce. Kromé thebainu byly v moci a stolici detekovany také metabolity, jako je ori-
pavin, a také glukuronidové konjugaty normorfinu a norkodeinu. U opic prokazali renalni ex-
kreci thebainu a metabolitd (napf. oripavin) po 24-48 hodinach. Thebain a jeho metabolity jsou
vyluc¢ovany z t€la hlavné moci savct (Eisenreich et al. 2020).

3.4.4.1 Toxicita thebainu

Ze studii na zvitatech bylo zjisténo, ze thebain vykazuje vyssi akutni toxicky potencial
nez morfin. Aplikace vysokych davek vede ke zvySenému vyskytu malformaci plodu. Vysledky
studii naznacuji, ze jeho podavani mize vyvolat teratogenni ucinky in vivo (Eisenreich et al.
2020).

3.4.5 Pusobeni papaverinu

Papaverin se piednéji podava parentalné nebo rektalné, a to z divodu, protoze z traviciho
traktu se absorubuje Spatn¢ (Dolezal 2013). Po oralnim podléha totiz efektu prvniho prachodu,
a to znamena, ze jeho koncentrace je velmi sniZena, nez se dostane do systémového ob¢hu.
Pti vsttebavani je metabolizovan v jatrech. V téle je traven pomoci demethylace a poté je kon-
jugovan. Jeho metabolity jsou vylu¢ovany moci béhem 48 hodin, a to jako 6-hydroxypapaverin
a 4-hydroxypapaverin. Malinky zbytek je vyloucen jako Cisty papaverin (<1 %) (Moffat et al.
2011).
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3.4.5.1 Pouziti

Papaverin je uz vice nez 70 let pouzivan jako vazodilatacni latka k 1é¢bé vazospasmu moz-
kovych a koronarnich tepen. Muze tak zvysit intracelularni hladinu cyklického adenosin-
mohofosfatu (cAMP) a cyklického guanosinmonofosfatu (¢cGMP) inhibici odpovidajicich fos-
fodiesteraz v hladkém svalu. Také muze blokovat iontové kandly vapniku a inhibovat
tak jeho uvolnovani (Guan et al. 2020).

Diky své relaxa¢ni aktivit¢ hladkého svalstva se jako vazodilatator pouzival ke zmirnéni
renalnich kolik a impotence muzu (Fusi et al. 2016). Jeho vazodilata¢ni ucinek také zptsobuje
pokles krevniho tlaku a to je nezddoucim efektem, jestlize ho pouzijeme jako spasmolytikum
(Dolezal 2013). Dnes je schvalen k 1é¢bé¢ kieéi gastrointestinalniho traktu, zlu¢ovodi a moco-
vodu (Fusi et al. 2016).

Bylo dokazéano, Ze papaverin snizuje rozmér infarktu u ischemického mozkového infarktu.
Také muize plsobit jako ucinné pluripotentni protizdnétlivé ¢inidlo proti mozkovému ische-
micko-reperfuznimu poskozeni se zaméfenim na vicero imunomodula¢nich procesi neuro-
vaskularniho zanétu (Guan et al. 2020).

3.4.6 Pusobeni noskapinu

v

Noskapin je druhy nejhojné&jsi opiovy alkaloid, ktery z nich ma nejnizsi toxicitu. Na rozdil
od morfinu neni noskapin navykovy ani narkoticky. V padesatych letech objevili jeho vlastnost
proti kasli a od té doby se pouzival jako nizkotoxicky antitusicky 1ék (Nemati et al. 2020).

3.4.6.1 Pouziti

V soucasné dobé¢ je ve tazi 1. a 2. klinickych studii. Pfitahuje pozornost védeckych komunit
po celém svété kvlli svym prominentnim protirakovinnym vlastnostem, které jsou spojeny
s nizkou toxicitou. Je dok4zano, Ze noskapin a jeho derivaty jsou u¢inné proti lékovym rezis-
tentnim bunéénym linim. Noskapin interferuje s polymeraci tubulinu, a to ovliviiuje dynamiku
mikrotubulll. Léky zaméfené na mikrotubuly mohou inhibovat bunéénou proliferaci, a zastavit
tak bunécny cyklus ve stadiu mitdzy. Studie déland Nematinem et al. (2020) odhalila, ze deri-
vaty noskapinu na bézi triazolu mohou predstavovat cenné cytotoxické latky a jsou zajimavé
V oblasti objevovani novych protirakovinnych sloucenin, které jsou zaméfené na B-tubulin (Ne-
mati et al. 2020).
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4 Metodika

V predkladané diplomové praci bylo feSeno nékolik na sebe navazujicich ukold, kterym se
budou vénovat nasledujici podkapitoly. A to vyvoj metodiky a vlastni stanoveni alkaloida v se-
menech maku setého od vybranych producentt v Ceské republice. Vyvijena metodika se skla-
dala ze dvou kroku - piipravy vzorku pro analytické stanoveni a vlastni HPLC-MS metodu.

Ptiprava vzorki pro vyhodnoceni se sestavala z logicky navrzenych krokt, které respekto-
valy charakter vzorku a zaroven vlastnosti stanovovanych latek. Cilem bylo stanovit alkaloidy
ze skupiny morfinand, které jsou v semenech maku set¢ho kontrolovany legislativnimi organy
— Statni zeméd¢lskou a potravinarskou inspekci — a jsou regulovany na hladiny nejvyssich pfi-
pustnych limit pro vybrané morfinany: morfin, kodein, thebain, papaverin a noskapin.

4.1 Chemikalie

Pro analyzu obsahu alkaloidi v semenech maku pomoci metody LC-MS jsem pouzila tyto
chemikalie ve vypsanych koncentracich a ¢istoté:

Methanol p.a. CH30OH
Kyselina sirova p.a. 3 % H2S04
Diethylether p.a. C2Hs5-0-CzHs
Chloroform p.a. CHCI3
Hydroxid amonny NH4OH
Siran horecnaty MgSOs4

Vyrobce chemikalii je Lach-Ner s.r.o., jediny siran hotecnaty je od vyrobce Lab-Ho-
neywell.com.

4.2 Pouzité aparaty k pripravé vzorki

Ultrazvukova lazen

Vakuova odparka

Délici aparat: délici nalevka, kruh, stojan, kadinka

Filtra¢ni aparat: frita, odsavaci baiika, pojistna lahev, vodni vyvéva, gumové propojeni

Elektricky mlynek na mak
4.3 Priprava vzorki

Pouzili jsme dve pfipravy semen ke stanoveni. Prvni typ pfipravy — oplachem byl, Ze jsme
pouze navazili 1 g semen vzorku do plastové zkumavky o objemu 50 ml s uzdvérem. Druhy typ
pfipravy byl, Ze semena jsme rozemleli v elektrickém mlynku na mak a ze vzniklé kase jsme
navazili 1 g do plastové zkumavky o objemu 50 ml s uzavérem.
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Poté jsme do zkumavky ptidali 25 ml methanolu, zkumavku jsme uzavteli a dali do ultra-
zvukové lazn€ na 20 minut. Methanolovy podil jsme ptefiltrovali pomoci odsavaci banky s fri-
tou. Prefiltrovany podil jsme pielili do Cisté kadinky. Dale jsme ke vzorku znovu ptidali 25 ml
methanolu a dali opét na 20 minut do ultrazvukové lazné. Filtraci jsme opakovali stejnym zpt-
sobem. Poté jsme znovu k vzorku piidali 25 ml methanolu a cely postup jsme naposledy opa-
kovali. Vzniklé tii podily jsme spojili, prefiltrovali pomoci odsavaci banky s fritou. V dalsi fazi
jsme extrakt pielili do 250 ml bariky a dali odpafovat do sucha do vakuové rota¢ni odparky.

Po odpateni jsme destilacni zbytek 3x vytiepali 10 ml kyseliny sirové 3 %. Vzniklé podily
jsme spojili. Pii tomto kroku alkaloidy piesly ve formé soli do kyselého roztoku. Tento kysely
roztok jsme prelili do délici nalevky, do které jsme ptidali 15 ml diethyletheru, roztok jsme
protiepali a oddélili podily. Vodnou vrstvu jsme vratili do dé€lici nalevky a znovu piidali 15 ml
diethyletheru, protiepali a znovu oddé¢lili vodny podil. Tento krok jsme ucinili kvli odstranéni
tukl ze vzorku. Vzniklou vodnou vrstvu jsme alkalizovali ptidavanim hydroxidu amonného.
Aciditu/alkalitu roztoku jsme kontrolovali pomoci pH papirka do zeleného zbarveni, které od-
povida pH 8. Zalkalizovanim doslo k pfevedeni alkaloidi z jejich soli na volné baze, které jsou
rozpustné v chlorovanych organickych rozpoustédlech. K odstranéni vody obsahujici vodo-
rozpustné necistoty ve vzorku jsme extrakt 2x protrepali 15 ml chloroformu v délici nalevce.
Chloroformové podily jsme oddélili a oba spojili dohromady.

K chloroformovému podilu jsme ptidali siran hofe¢naty za ucelem vysuseni. Déle jsme
extrakt piefiltrovali, pielili do 250 ml bariky a dali do vakuové rotac¢ni odparky, kde jsme ho
nechali odpafit do sucha. Poté jsme destilacni zbytek rozpustili 3x 1 ml methanolu.

4.4 Stanoveni alkaloidi HPLC-MS analyzou
Kvalitativni a kvantitativni stanoveni morfinantt — morfinu, kodeinu, papaverinu, theba-

inu a noskapinu — bylo realizovano metodou kombinujici separacni metodu — vysokoucinna
kapalinova chromatografie s vysoce citlivou detekéni metodou — hmotnostni spektrometrii.

Analytické podminky HPLC-MS systému:

Instrument: Hmotnostni spektrometr - 3200 Q-Trap (Applied Bio-systems,
Kanada).
Chromatograficky systém HPLC — Ultimate 3000 (Di-onex,
USA).
Analytickda HPLC kolona - Synergi Fusion-RP 10, 100 x 2,0 mm,
2,5 um (Phenomenex, USA).
lonizace: ESI + - pozitivni ioniza¢ni mod
Skenovaci rezim: Full scan — 100-2000 Da
Prttok kolonou: 200pl/min
Pfima infuze: 10ul/min roztoku vzorku o koncentraci 100 pg/ml
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Teplota kolony:
Objem nastiiku:

Doba analyzy:

lon Spray Voltage:

Curtain gas:
Collision gas:
Temperature:
lon source gas 1:

lon source gas 2:

(optimalizace MRM pftechodit)

40°C

Sul

25 min

IS = 5500V
CUR =25 psi
CAD = medium
TEM = 600°C
GS1 =50 psi
GS2 =50 psi

Parametry MRM ptechodii:

Prechod 1 — kvantifika¢ni 286,2 — 1523

Ptechod 2 — potvrzujici (,,konfirmaéni®) 286,2 — 1654

“Declustering potential” DP (V) 53V
“Enterance Potential” EP (V) 12V
Cell Enterance Potential (CEP) 15V
Collision Energy (CE); piechod 1 75V
Collision Energy (CE); pfechod 2 S0V
Cell Exit Potential (CXP) 4V
Kodein

Piechod 1 — kvantifikaéni 300,2 — 152,3

Ptechod 2 — potvrzujici (,,konfirma¢ni®) 300,2 — 215,2
“Declustering potential” DP (V) 45V
“Enterance Potential” EP (V) 10V
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Cell Enterance Potential (CEP)
Collision Energy (CE); ptechod 1
Collision Energy (CE); piechod 2
Cell Exit Potential (CXP)

Noskapin

Piechod 1 — kvantifika¢ni

Ptechod 2 — potvrzujici (,,konfirmacni®)

“Declustering potential” DP (V)
“Enterance Potential” EP (V)
Cell Enterance Potential (CEP)
Collision Energy (CE); ptechod 1
Collision Energy (CE); pfechod 2
Cell Exit Potential (CEP)

Papaverin

Ptfechod 1 — kvantifikaéni

Ptechod 2 — potvrzujici (,,konfirmacéni)

“Declustering potential” DP (V)
“Enterance Potential” EP (V)
Cell Enterance Potential (CEP)
Collision Energy (CE); ptechod 1
Collision Energy (CE); ptechod 2
Cell Exit Potential (CEP)

Piechod 1 — kvantifika¢ni
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25V
80V
40V
4V

414,2 — 220,3
414,2 — 2533

45V
sV
20V
26V
25V
4V

340,1 —202,3
340,32 — 308,2

60V
sV

312,3 — 1523



Ptechod 2 — potvrzujici (,,konfirmacni®) 3123 - 2514

“Declustering potential” DP (V) 110V
“Enterance Potential” EP (V) 2V
Cell Enterance Potential (CEP) 25V
Collision Energy (CE); ptechod 1 80V
Collision Energy (CE); pfechod 2 35V
Cell Exit Potential (CXP) 4V

Typicky chromatogram HPLC-MS
Chromatograficka kolona

Na obrédzku je uveden chromatogram, ktery byl ziskan optimalizaci analytické metody
s cilem zajistit separaci jednotlivych komponent, které byly monitorovany v semenech méaku
setého: morfin, kodein, papaverin, thebain a noscapine.

Byla vyvinuta HPLC-MS metoda, ktera spliovala prvni uvedeny pozadavek na idealni
separaci, nicméné doba analyzy se pohybovala kolem 25 minut. Upravou podminek se piilis
nedafilo zkratit celkovy ¢as analyzy pti zachovani uplné separace vSech komponent. Podminky
analyzy byly nasledujici a separace je zachycena na nasledujicim chromatogramu (Obrazek 6).
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Obrazek 6 Chromatogram separace

Analyt Retenéni ¢as
Morfin 8.07 min.
Kodein 11.33 min
Thebain 20.89 min
Papaverin 22.47 min
Noskapin 23.37 min
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Optimalizované analytické podminky:

Chromatograficky systém:

Hmotnostni spektrometr:

HPLC Ultimate 300 RS, Dionex, USA
3200 QTRAP, AB-Sciex, Kanada

Chromatograficka kolona a podminky:

Kolona:

Ptedkolona:

Objem nastriku:

Slaby promyvaci roztok:
Silny promyvaci roztok:
Mobilni faze A:

Mobilni faze B:

Pritok mobilni faze:

Gradient mobilni faze:

ACQUITY UPLC BEH C18 (50 mm x 2,1 mm x 1,7 um)
ACQUITY UPLC BEH C18 (S mm x 2,1 mm x 1,7 pm)
2 ul

Deionizovana voda/ methanol (90/10)

Methanol

0,1% kyselina octova v deionizované vod¢

0,1% kyselina octova v methanolu

0,6 ml/min

0 min (10 % B) — 4 min (100 % B) — 7 min (100 % B) — 7,1 min
(10 % B) — 10 min (10 % B)

Validaéni parametry HPLC-MS:

Byla provedena validace metody a nalezeny dulezité valida¢ni parametry:

Morfin

Limit detekce (LOD)
Limit kvantifikace (LOQ)
Linearita

Kodein

Limit detekce (LOD)
Limit kvantifikace (LOQ)
Linearita

Papaverin

Limit detekce (LOD)
Limit kvantifikace (LOQ)
Linearita

Thebain

1,2 ng/ml extraktu
3,6 ng/ml extraktu
5ng—500 ug

0,1 ng/ml extraktu
0,3 ng/ml extraktu
1 ng— 500 pg

0,03 ng/ml extraktu

0,09 ng/ml extraktu
0,1 ng—500 pg
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Limit detekce (LOD) 2,5 ng/ml extraktu

Limit kvantifikace (LOQ) 7,5 ng/ml extraktu
Linearita 10 ng — 500 pg
Noskapin

Limit detekce (LOD) 0,03 ng/ml extraktu
Limit kvantifikace (LOQ) 0,09 ng/ml extraktu
Linearita 0,1 ng—500 pg

Interference: Volbou selektivnich MRM ptechodt a jejich testovanim se spikovanymi redlnymi

vzorky a spikovanymi ,,blanky®, bylo ovéteno, ze k interferencim nedochazi.
4.5 Vzorky

Vzorky semen maku zkoumanych odrid dodal Ing. Vlastimil Miksik, Ph. D. Mnohé jsou
potravinaiské a vyhovuji cechovni normé Cesky modry mék, druhou skupinou jsou maky po-
travinaiské kvality, ale s jinou barvou semen nez modrou a nakonec vysokomorfinova odriida
Lazur, ktera se diive u nas péstovala i za ucelem ziskani makoviny.

451 Odrida Major

Tato odriida pochazi ze Slovenské republiky. Barva semen je modra. Je to sttednémor-
finova odrtida (pro potravinarsky a diive se makovina vyuZivala i pro farmaceuticky primysl),
kterd ma vysoky vynosovy potencial a je stitedné rand. Znaci se vysokou odolnosti proti helmi-
tosporioze a plisni makové. Tato odrida je dosud nejvice péstovana. Barva kvétu je bila (Brant
et al. 2010; “Odridy MAKU SETEHO” 2021; “Mak sety - ELITA semenafska, a.s.” n.d.).

4.5.2 Odrida Diospegi Elit

Odrtda je mad’arského ptavodu, avsak nikdy nebyla registrovana. Ma vyrazné Sedé zbar-
veni semen. Kvete fialove a kvét je velmi podobny odridam typu Zeno (Miksik, osobni sd¢-
leni).

45.3 Odrida MS Harlekyn

Puvod této sttednémorfinové odridy je ze Slovenské republiky. Barva semen je modra.
Kvete bile. Odruda je stfedn¢ rana, stfedn€ vysoka rostlina a ma vysoky vynos semen (Brant et
al. 2010; “Odrady MAKU SETEHO” 2021).

45.4 Odrida Orel
Odriida je pivodem z Ceské republiky. Barva semen je bila. Jde o stfedné ranou odrtidu.

Rostliny jsou stfedné¢ vysoké az vysoké. Znaci se stiedni odolnosti proti helmintosporioze
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a proti plisni makové. Jde o typ slepak, coz znamena, ze nema otvirky pod korunkou, a tudiz
z n¢j nemohou semena vypadavat. Obsah oleje v semeni je stiedné vysoky. Tato odriida Se pés-
tuje pro potravindisky primysl, vynikd, podobn¢ jako vSechny bélosemenné odriidy, ofiskovou
chuti semen (Brant et al. 2010).

455 Qdrida Malsar

Barva semen je modra. Tato sttednémorfinova odrada je vhodna do vSech vyrobnich

oblasti, nejvhodnéjsi jsou humidnéjsi ptidy. Znaci se vysokou odolnosti k herbicidiim. Semena
maji vynikajici chutové vlastnosti (Brant et al. 2010; “Typy méku — Cesky modry mak” 2020).

456 Odrada Lazur

Tato odriida pochazi z Polska. Barva semen je modra. Jde o stfedné ranou odriidu, kde
jsou rostliny stfedné vysoké az vysoké a jsou stfedné odolné proti helmintosporidze a plisni
makové. Jde o typ slepak. Obsah oleje v semeni je stiedné vysoky. Pievazné se péstovala k pro-
dukci makoviny pro farmaceuticky pramysl kvuli vy$simu obsahu morfinu (“Odridy maku a
jejich vysledky” 2001; Brant et al. 2010). V soucasné dob¢ se tato odriida u né s nepéstuje,
nebot’ poztravinarské vyuziti této odridy je zakazano — viz vyhlaska ¢. 399/2013 Sb. (Minis-
terstvo zemedélstvi 2013).

457 Odrada Albin

Piivod této odrtdy je ze Slovenské republiky. Barva semen je bila. Barva kvétu je ri-
zova. Tato odriida se péstuje v omezeném rozsahu, protoZze ma niz8i vynosy, je vice citliva
na herbicidy. Jeji ptfednosti je ovSem ofiskova ptichut’ semen (“Odriidy méku a jejich vysledky”
2001).

45.8 Odriada Opal

Tato odriidda pochazi ze Slovenské republiky. Barva semen je modra. Tato odruda je
velmi plasticka. Je vhodna do vSech vyrobnich oblasti, nemé vyrazna péstitelska rizika. Jde
0 stiedné ranou odridu. Rostliny jsou stfedné vysoké. Je dobfe odolna vii¢i helmintosporioze
a plisni makové. Odrtda je silné€ rezistentni proti u¢inkim herbicida. Jde o typ slepak. Obsah
oleje v semenech je stfedné vysoky. V Ceské republice je tato odriida znaéné rozsifena (“Od-
rady méku a jejich vysledky” 2001; “Odrady MAKU SETEHO” 2021).

45.9 Odruda Gerlach

Odrtda pivodem ze Slovenské republiky. Barva semen je modra. Je to stiedn€ rana
odrida se stfedné vysokymi rostlinami, kterd se hodi do vSech péstitelskych oblasti. Jde o typ
slepak. Obsah oleje v semeni je stfedné vysoky. Jednd se o kombinovanou odrtidu, tedy potra-
vinafskou s vyuzitim makoviny pro farmaceuticky primysl (“Odridy méku a jejich vysledky”
2001; Brant et al. 2010).
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4.5.10 Odrida Onyx

Tato odriida pochazi z Ceské republiky. Barva semen je modra a ma bilé kvéty. Jde
0 jarni odrtdu, kterd ma vysokou odolnost proti chorobam a polehani. Jde o typ slepak. Semena
se vyuzivaji v potravinaiském pramyslu (Brant et al. 2010; “Mak sety — ONY X - Osiva - PRO
SEEDS s.r.0. - ryze Ceska osivaiska spolecnost” n.d.).

4.5.11 Odrida Opex

Odriida je pivodem z Ceské republiky. Barva semen je modra. Vykazuje se velmi dob-
rou odolnosti proti helmintosporiéze. Semena jsou vyuzivdna potravinafskym primyslem
(Brant et al. 2010; “Typy maku — Cesky modry mak” 2020).

4.5.12 Odrida Borowski bily

Tato odriida pochazi z Polska. Barva semen je bila. Jde o nizkomorfinovou odradu (Mi-
ksik, osobni sdéleni).

4.5.13 Odrida Bergam

Ptivod této odrudy je ze Slovenské republiky. Barva semen je modra. Jde o adaptabilni
odrudu, ktera dozrava jednotné. Ma dobré vynosy semen (Brant et al. 2010).

45.14 Odruda Zeno

Barva semen neni vyrovnana, ale pifevazné je modrosemennd. Rakouska nizkomorfi-
nova ozima odruda s fialovou barvou kvétu, s dobrou odolnosti k nékolikahodinovym mrazim
a s vysokym vynosem semen. Je tolerantni vii¢i herbicidim a méa dobrou odolnost proti helmin-
tosporioze (Brant et al. 2010).

4.5.15 Odriada Agat

Tato odrida pochazi z Polska. Barva semen je modra. Jde o nizkomorfinovou odriidu
(Miksik, osobni sd¢lent).

4.5.16 Odrida Redy

Ptivodem pochazi z Ceské republiky. Barva semen je okrova. Je to rana odrida
se stfedn¢ vysokymi az vysokymi rostlinami, které jsou stfedn¢€ odolné proti helmintosporioze
a proti plisni makové. Jde o typ slepak. Obsah oleje v semenech je vysoky. Semena jsou vyu-
Zivana v potravinaiském pramysl kvuli jiné chuti semen (ofiSkova piichut’) (Brant et al. 2010).

45.17 Odruda Maraton

Piivod této odridy je ze Slovenské republiky. Barva semen je modra. Jde o druhou nej-
vice péstovanou odriidu. Tato odrida je vhodna do vSech vyrobnich oblasti. Ma dobré vlast-
nosti, které se daji dobte vyuzit v malo ptiznivych péstitelskych podminkéch. Je to sttedné rana
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odriida. Vyznacuje se vysokou odolnosti proti helmintosporidze a viic¢i herbicidim (Brant et al.
2010; “Odrady MAKU SETEHO” 2021; “Mak sety - ELITA semenaiska, a.s.” n.d.).

4.5.18 Odrida Aplaus

Tato odrida pochazi z Ceské republiky. Barva semen je modra. Jde o stfedné ranou odradu
se stitedné vysokym vynosem semen a s bilou barvou kvéti. Je méné az stfedné odolna proti hel-
mintosporidze a plisni makové. Semena jsou vyuzita v potravinarském priimyslu a makovina
ve farmaceutickém pramyslu (Brant et al. 2010; “M3ék sety - ELITA semenaiska, a.s.” n.d.).
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5 Vysledky

Byla provedena piiprava vzorki k HPLC-MS analyze a nasledné stanoveni obsahti vybra-
nych morfinant s cilem jejich kvantitativniho stanoveni.

Vysledky stanoveni pomoci metody HPLC-MS ve formé obsahu morfinu, kodeinu, theba-
inu, papaverinu a noskapinu semen, ktera byla pfipravena oplachem jsou uvedeny v tabulce
¢islo 1 a vysledky semen, ktera byla pfipravena rozemletim semen jsou uvedeny v tabulce

¢islo 2.

Tabulka 1 Vysledky stanoveni obsahu vzorkt odrid - oplach semen

Odrida Morfin | Kodein | Thebain | Papaverin | Noskapin Ceiﬁﬁ:ﬁ; ﬂ:.fah
(mgkg) | (mg/kg) | (mgkkg) | (mgkkg) | (mgkg) | o

Major 0,32 0,34 0,044 0,01 0,44 1,16
Diospegi Elit 0,001 0,01 0,358 0,001 0,04 0,41
MS Harlekyn 0,02 0,37 0,171 0,001 0,01 0,57
Orel 0,36 0,32 0,352 0,91 1,85 3,79
Malsar 0,06 0,04 0,062 0,12 0,41 0,69
Lazur 0,02 0,01 0,016 0,02 0,22 0,29
Albin 0,01 0,03 0,015 0,25 0,71 1,01
Opal 0,04 0,10 0,261 0,03 0,10 0,53
Gerlach 0,01 0,03 0,061 0,004 0,04 0,15
Onyx 0,002 0,01 0,086 0,003 0,01 0,10
Opex 0,01 0,04 0,244 0,003 0,003 0,30
Borowski bily 0,002 0,005 0,035 0,004 0,002 0,05
Bergam 0,01 0,03 0,043 0,001 0,01 0,08
Zeno 0,02 0,01 0,033 0,14 0,02 0,23
Agat 0,002 0,02 0,094 0,01 0,01 0,14
Redy 0,01 0,02 0,024 0,003 0,05 0,11
Maraton 0,002 0,002 0,024 0,003 0,01 0,04
Aplaus 0,17 0,08 0,81 0,001 0,005 1,07
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Tabulka 2 Vysledky stanoveni obsahu vzorkt odrd - rozemletim semen

. Morfin | Kodein | Thebain | Papaverin | Noskapin Celkovy .Obosah
Odrida 1 (mgikg) | (myrkg) | (morkg) | (mglkg) | (mgkg) | Ao
(mg/kg)
Major 0,47 0,47 0,04 0,002 0,542 1,53
Diospegi Elit 0,001 0,01 0,42 0,001 0,035 0,46
MS Harlekyn 0,03 0,29 0,14 0,001 0,007 0,46
Orel 0,81 0,55 0,39 0,94 1,605 4,28
Malsar 0,15 0,06 0,03 0,10 0,383 0,72
Lazur 0,07 0,01 0,01 0,01 0,195 0,29
Albin 0,03 0,05 0,01 0,26 0,839 1,19
Opal 0,12 0,17 0,17 0,02 0,093 0,58
Gerlach 0,01 0,04 0,03 0,001 0,029 0,11
Onyx 0,002 0,00 0,05 0,001 0,003 0,06
Opex 0,01 0,02 0,17 0,001 0,001 0,21
Borowski bily | 0,002 0,003 0,02 0,001 0,001 0,02
Bergam 0,01 0,04 0,02 0,001 0,006 0,09
Zeno 0,06 0,02 0,02 0,12 0,012 0,23
Agat 0,01 0,01 0,05 0,01 0,004 0,08
Redy 0,04 0,01 0,01 0,002 0,055 0,12
Maraton 0,004 0,003 0,01 0,001 0,004 0,03
Aplaus 0,57 0,04 0,65 0,00 0,002 1,27

5.1 Porovnani pripravy semen k analytickému zpracovani

K tomuto hodnoceni jsem pouzila analyzu rozptylu Anovu v programu STATISTICA 12,
dostupném diky CZU. Podstatou tohoto testu je zhodnotit vliv faktoru na vysledny znak. Po-
rovnavam dvé mozné piipravy semen k samotnému vyhodnoceni. Prvni zptsob je oplachem
ze semen. Druhy zplsob je rozemletim semen.

Tabulka 3 Vystup z programu statistika, Anova - morfin

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro obsah morfinu (Vysledky

Efekt DP)

Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

SC Stupné PC F p
volnosti

Abs. ¢len 337842 1| 337842,5| 10,09398| 0,003160
zpusob pfipravy semene 49494 1 49494,3 1,47878| 0,232341
Chyba 1137970 34 33469,7
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Tabulka 4 Vystup z programu statistika, Anova, Scheeffeho test - morfin

Scheffeho test; promé&nna obsah morfinu (Vysledky DP)

C. buriky Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 33470,, sv = 34,000
zpuUsob pFipravy semene 1 2
59,795 133,95
1 oplach 0,232341
2 rozemleti 0,232341

Podle vysledki testu Anova muzeme fict, Ze u obsahu morfinu ve vzorcich v pfipravé
vzorkl, zda semena rozemeleme nebo udélame pouhy oplach z nich, neni statisticky vyznamny

rozdil.

Tabulka 5 Vystup z programu statistika, Anova - kodein

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro obsah kodeinu (Vysledky

Efekt DP)

Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

sC Stupné PC F p
volnosti

Abs. ¢len 295955,0 1[ 295955,0| 13,85061| 0,000713
zpUsob pfipravy semene 3097,9 1 3097,9 0,14498| 0,705746
Chyba 726500,1 34 21367,6

Tabulka 6 Vystup z programu statistika, Anova, Scheffeho test - kodein

Scheffeho test; promé&nnd obsah kodeinu (Vysledky DP)

C. buriky Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 21368,, sv = 34,000
zpusob pFipravy semene 1 2
81,393 99,946
1 oplach 0,705746
2 rozemleti 0,705746

Podle vysledki testu Anova mlZeme fict, Ze mezi pfipravou semen k vyhodnoceni neni

statisticky vyznamny rozdil u obsahu kodeinu ve vzorcich.

Tabulka 7 Vystup z programu statistika, Anova - thebain

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro obsah thebainu (Vy-

Efekt sledky DP)

Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

SC Stupné PC F p
volnosti

Abs. ¢len 687945 1 6879450 18,87924| 0,000119
zpusob pFipravy semene 6507 1 6507,5 0,17858| 0,675254
Chyba 1238934 34 36439,2
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Tabulka 8 Vystup z programu statistika, Anova, Scheffeho test - thebain

Scheffeho test; promé&nna obsah thebainu (Vysledky

C. bunky DP)
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 36439,, sv = 34,000
zpUsob pfipravy semene 1 2
151,68 124,79
1 oplach 0,675254
2 rozemleti 0,675254

Podle vysledkt testu Anova muzeme fict, Ze mezi piipravou vzorkl neni statisticky vy-

znamny rozdil u obsahu thebainu ve vzorcich.

Tabulka 9 Vystup z programu statistika, Anova - papaverin

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro obsah papaverinu (Vy-

Efekt sledky DP)

Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

SC Stupné PC F p
volnosti

Abs. ¢len 247924 1| 247924,3| 5,112101| 0,030273
zpUusob pFipravy semene 69 1 69,0 0,001422| 0,970135
Chyba 1648916 34 48497,5

Tabulka 10 Vystup z programu statistika, Anova, Scheffeho test - papaverin

Scheffeho test; proménna obsah papaverinu (Vysledky

C. buriky DP)
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 48498,, sv = 34,000
zpUsob pfipravy semene 1 2
84,371 81,602
1 oplach 0,970135
2 rozemleti 0,970135

Podle vysledkii testu Anova mizeme fict, Ze neni statisticky vyznamny rozdil v pfipravé

semen k vyhodnoceni obsahu papaverinu ve vzorcich.

Tabulka 11 Vystup z programu statistika, Anova - noskapin

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro obsah noskapin (Vy-

Efekt sledky DP)

Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

SC Stupné PC F p
volnosti

Abs. Elen 1664367 1| 1664367| 8,768891| 0,005554
zpusob pFipravy semen 327 1 327| 0,001725| 0,967110
Chyba 6453322 34 189804
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Tabulka 12 Vystup z programu statistika, Anova, Scheffeho test - noskapin

Scheffeho test; promé&nna obsah noskapin (Vysledky
C. burky DP)

Pravdépodobnosti pro post-hoc testy

Chyba: meziskup. PC = 1898E2, sv = 34,000

zpUsob pFipravy semen 1 2
218,03 212,00
1 oplach 0,967110
2 rozemleti 0,967110

Podle vysledku testu Anova mizeme Fict, Ze mezi pfipravou semen oplachem nebo roze-
mletim neni statisticky vyznamny rozdil u obsahu noskapinu ve vzorcich.

Celkové tedy miizeme fict, Ze mezi zpluisoby piipravy semen oplachem a rozemletim k vy-
hodnoceni alkaloidt neni statisticky vyznamny rozdil. A to z divodu, Ze samotna semena alka-
loidy neobsahuji, ale semena jsou pokryta vrstvou opia v disledku sklizeni maku, ve kterém
jsou alkaloidy obsaZeny. V naSem piipad¢ veSkeré vzorky byly sklizeny ruéné (nikoliv stro-
jové), proto jsou obsahy makoviny, a tudiz i alkaloidii minimdlni.

5.2 Porovnani obsahu alkaloida v semenech maku

K porovnani obsahi jednotlivych alkaloid (morfin, kodein, thebain, papaverin, noskapin)
jsem pouzila grafické znazornéni.

Obsah Morfinu v odrtidach maku (mg/kg)
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Obrazek 7 Graf zobrazujici obsah morfinu v odridach maku
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Na obrazku ¢islo 7 mizeme vidét obsahy morfinu v mg/kg maku v jednotlivych zkouma-
nych odridach. Hodnoty jsou dvé pro kazdou odridu, protoze jsme pouzili dva typy piipravy
semen — oplach a rozemleti. Mezi zpisoby pfipravy semen neni statisticky vyznamny rozdil
podle testu Anova.

Nejvice morfinu je v odriid€ Orel, poté v odriidé Aplaus a odrtida s tfetim nejvét§im mnoz-
stvim morfinu je Major. Nejméné morfinu je v odridach: Borowski bily, Diospegi Elit, Onyx,
Maraton, Agat.

Obsah Kodeinu v odrtidach maku (mg/kg)
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Obrazek 8 Graf zobrazujici obsah kodeinu v odradach maku

Na obrazku ¢islo 8 je zobrazen obsah kodeinu v mg/kg maku v jednotlivych zkoumanych
odrtidach. Hodnoty jsou zobrazeny dvé, protoze k piipravé vzorkli jsme pouzili dva typy pfi-
pravy semen — oplach a rozemleti semene. Mezi zplisobem piipravy semen neni statisticky vy-
znamny rozdil podle testu Anova.

Nejvice kodeinu je obsazeno v odridé Orel (mleta semena), druhy nejvetsi obsah ma od-
ruda Major (mleta semena) a tieti nejvetsi obsah ma odrida MS Harlekyn. Nejméné kodeinu je
V odridach: Onyx, Maraton, Diospegi Elit a Borowski bily.
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Obsah Thebainu v odriidach maku (mg/kg)
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Obrazek 9 Graf zobrazujici obsah thebainu v odridach maku

Na obrazku ¢islo 9 jsou zobrazeny obsahy thebainu v mg/kg jednotlivych odrid maku.
Obsah je zobrazen v semenech, ktera byla zpracovana oplachem a rozemletim semen. Mezi té-
mito dvéma zplsoby piipravy semen podle testu Anova neni statisticky vyznamny rozdil.

Nejvice thebainu je v odriidé Aplaus. Druhy nejvétsi obsah thebainu mé odrida Diospegi
Elit a tfeti nejvetsi obsah ma odrida Orel. Nejméné thebainu je v odriidach: Lazur, Albin, Redy
a Maraton.
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Obsah Papaverinu v odriadach maku (mg/kg) = oplach
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Obrazek 10 Graf zobrazujici obsah papaverinu v odradach méaku

Obrazek ¢islo 10 zobrazuje obsah papaverinu v mg/ kg maku v jednotlivych zkoumanych
odridach maku. Hodnoty zobrazuji obsah papaverinu pii pouziti dvou zptisobti pfipravy semen.
U prvni pfipravy jde o oplach ze semen a u druhé ptipravy se semena rozemlela elektrickym
mlynkem na mak. Podle testu Anova mezi jednotlivymi pfipravami semen neni statisticky vy-
znamny rozdil.

Nejvice papaverinu je obsazeno v odriadé Orel. Druhy nejvétsi obsah ma odriida Albin,
treti nejveétsi obsah ma odriida Zeno a ¢tvrty nejveétsi obsah ma odrida Malsar. Ostatni odridy
maji stopové mnozstvi papaverinu.
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Obriazek 11 Graf zobrazujici obsah noskapinu v odriadach maku

Na obrazku ¢islo 11 vidime obsah noskapinu v mg/kg maku v jednotlivych zkoumanych
odriidach. Hodnoty zobrazuji oba zptisoby pfipravy semen k vyhodnoceni. Prvni zptisob pfi-
pravy byl oplachem ze semen a druhy zptisob zahrnoval rozemleti semen elektrickym mlyn-
kem. Podle testu Anova mezi témito dvéma zplisoby piipravy neni statisticky vyznamny rozdil.

Nejveétsi obsah noskapinu je v odridé Orel. Druhy nejvétsi obsah noskapinu ma odriida
Albin, tfeti nejvétsi obsah mé odrida Major. Stopovy obsah noskapinu je v odriiddach: Aplaus,
Borowski bily, Opex, Bergam, Agat, Maraton, Onyx a MS Harlekyn.
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Obriazek 12 Graf zobrazujici obsah vsech alkaloidi v odriidach maku ziskanych oplachem

4,5
4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

11 I = 0
N X \ > < \S
¢ & & @ ¢ &
N 2 2 N )
SN S A
R (_;2* <
N

- n
N - -
& @ ¢
Q.o\‘(/ \Q\F\ b(o* N \/’b’\’
& & S @
& o o)
N

Obsah alkaloidd v odriidach maku ziskanych oplachem

B Morfin
(mg/kg)
W Kodein
(mg/kg)
B Thebain
(mg/kg)
Papaverin
(mg/kg)
B Noskapin
(mg/kg)

Obsah alkaloidd v odriidach maku ziskanych

mletim

B Morfin
(mg/kg)
H Kodein
(mg/kg)
M Thebain
(mg/kg)
Papaverin
(mg/kg)
B Noskapin
(mg/kg)

Obriazek 13 Graf zobrazujici obsah vsech alkaloidi v odriidach maku ziskanych mletim semen
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Celkovy obsah alkaloid v odriidach maku (mg/kg)
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Obrazek 14 Graf zobrazujici celkovy obsah alkaloidi v odridach maku

Na obrazku 12 a 13 jsou zobrazena zastoupeni jednotlivych alkaloidti v odridach maku.
Obrazek 12 zobrazuje hodnoty, které byly ziskany oplachem ze semen. Obrazek 13 ukazuje
hodnoty, které byly ziskany po rozemleti semen maku. Kazdé odrida ma jiné obsahy jednotli-
vych alkaloidil a i celkovy obsah vsech téchto alkaloidi (morfin, kodein, thebain, papaverin
a noskapin). Ackoliv mezi zptsoby piipravy vzorkl (oplach/ rozemleti) neni statisticky vy-
znamny rozdil, tak se ukazalo, Ze po rozemleti jsou vysledky vétSinou vétsi, nékdy stejné, pro-
toze kazdy vzorek odridy je original a je nehomogenni. Semena mohou byt rizn¢€ kontamino-
vana, nékde byly kousky makoviny a zaleZi tedy na odbéru vzorku k vyhodnoceni.

Obrazek ¢islo 14 zobrazuje celkovy obsah alkaloidl v jednotlivych odridach u obou typt
ptipravy vzorkd. Z tohoto obrazku mizeme vidét, Ze nejveétsi obsah alkaloidii ma odriida Orel,
ktera pti mleti semen mé obsah 4,28 mg/kg a po oplachu ze semen obsahuje 3,79 mg/kg. Druhy
nejvetsi obsah alkaloidit ma odriida Major, kterd po oplachu obsahuje 1,16 mg/kg a pfi roze-
mleti semen obsahuje 1,53 mg/kg. Tieti nejvétsi obsah alkaloidi mé odrida Aplaus, kterd
po oplachu ze semen obsahuje 1,07 mg/kg a po rozemleti semen obsahuje 1,27 mg/kg. Nej-
mensi obsah alkaloidii maji tyto odridy: Gerlach, Onyx, Opex, Borowski bily, Bergam, Zeno,
Agat, Redy a Maraton.

Zajimavosti je, ze odruda Orel vynika v obsahu vsech alkaloidii kromé thebainu, kde ma
nejvetsi obsah odriida Aplaus.

VSechny zkoumané odriidy patii mezi mak, ktery se pouziva k potravinaiskym tcellim,
a proto jsou jejich obsahy alkaloidl nizké. VSechny tyto odridy splituji maximalni limit, ktery
je 25 mg/kg dany vyhlaskou ¢. 399/2013 Sb.
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6 Diskuze

V piedchozi kapitole (kapitola 5 vysledky) miizeme v tabulkach 1 a 2 a na obréazcich ¢islo
7 az 14 vidét obsah jednotlivych alkaloidl v jednotlivych konkrétnich odridach méku a také
celkovy obsah alkaloidi v odridach. Podle literatury mezi vysokoobsahové (nad 1 mg/kg) od-
rudy patii: Orel, Major, Aplaus, Albin. Mezi nizkoobsahové (pod 1 mg/kg) odriidy patii: Dio-
spegi Elit, MS Harlekyn, Malsar, Lazur, Albin, Opal, Gerlach, Onyx, Opex, Borowski bily,
Bergam, Zeno, Agat, Redy a Maraton.

Dle namétenych vysledkit ma nejvétsi obsah alkaloidd odrida Orel, ktera po oplachu se-
men obsahuje 3,79 mg/kg a po rozemleti semen obsahuje 4,28 mg/kg. Druhy nejvétsi obsah ma
odrida Major, a to po oplachu 1,16 mg/kg a po rozemleti ma 1,53 mg/kg. Treti nejvétsi obsah
alkaloidii ma odrtida Aplaus, kterd po oplachu obsahuje 1,07 mg/kg a po rozemleti ma 1,27
mg/kg. Ctvrty nejvétsi obsah ma odriida Albin s obsahem 1,01 mg/kg po oplachu semen
a po rozemleti ma 1,19 mg/kg. Podle téchto hodnot mlizeme fict, Ze vSechny nase zkoumané
odridy spliuji vyhlasku €. 399/2013 Sb., ktera stanovuje nejvyssi piipustny obsah morfinant
potravinaiského maku na povrchu semen na 25 mg/kg.

Podle tabulek ¢islo 1 a 2 a obrazkt 7 az 14 mizeme vidét, Ze obsah jednotlivych alka-
loid se v odrudach 1isi. Z vysledkd je patrné, ze odrudy maku se lisi na obsah alkaloidu.
Podle statistického zhodnoceni zptisobu pfipravy semen neni statisticky vyznamny rozdil mezi
oplachem semen a rozemletim. To je zpGsobeno tim, Ze alkaloidy nejsou obsazeny v semenech
maku, ale semena jsou pokryta opiem z makoviny, ve kterém jsou alkaloidy obsazeny.
U 18 zkoumanych odriid jsme naméfili nejvySsi obsah alkaloidu thebainu. Nejméné zastoupe-
nym alkaloidem napti¢ v§emi odridami byl papaverin.

Morfin se ve zkoumanych odriidach pohybuje po oplachu semen v rozmezi od 0,001 mg/kg
(Diospegi Elit) do 0,36 mg/kg (Orel). Po rozemleti se pohybuje od 0,002 mg/kg (Diospegi Elit)
do 0,81 mg/kg (Orel). Kodein ve zkoumanych vzorcich po oplachu semen se pohybuje v roz-
mezi od 0,002 mg/kg (Maraton) do 0,37 mg/kg (MS Harlekyn). Po rozemleti semen se mnozstvi
kodeinu pohybuje mezi 0,002 mg/kg (Borowski bily) a 0,55 mg/kg (Orel). Mnozstvi thebainu
po oplachu semen je v rozmezi 0,015 mg/kg (Albin) az 0,81 mg/kg (Aplaus). Mnozstvi thebainu
po rozemleti semen Se pohybuje v rozmezi 0,01 mg/kg (Albin) do 0,65 mg/kg (Aplaus). Pa-
paverin je ve vzorcich obsazen v mnozstvi od 0,001 mg/kg (Bergam) do 0,91 mg/kg (Orel)
po oplachu semen. Po rozemleti semen se obsah papaverinu pohybuje mezi 0,0004 mg/kg
(Aplaus) a 0,94 mg/kg (Orel). Mnozstvi noskapinu ve vzorcich je v rozmezi 0,0025 mg/kg (Bo-
rowski bily) do 1,85 mg/kg (Orel) po oplachu semen. Po rozemleti semen je mnozstvi noska-
pinu od 0,0007 mg/kg (Borowski bily) do 1,6 mg/kg (Orel).

Casopis Vyziva a potraviny uvadi, ze Statni zemé&délska a potravinatska inspekce provedla
vyzkum, kde stanovili primérny obsah alkaloidti v maku péstovaném v Ceské republice a pro-
davaném v trzni siti. Vysledky analytickych méfeni fikaji, Ze primérny obsah morfinu byl
6,0 mg/kg, primérny obsah kodeinu byl 0,67 mg/kg, primérny obsah papaverinu byl
0,18 mg/kg a primérny obsah noskapinu byl 0,3 mg/kg (Kubik & Cuhra 2015). Z toho miizeme
vidét, ze nase hodnoty se velmi odlisuji. Nase maximalni namétend hodnota morfinu je deset-
krat mensi nez jejich primérna hodnota. Nase maximalni hodnota obsahu kodeinu je o polovinu
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mensi nez jejich priimérna hodnota. Nami naméfeny nejvyssi obsah papaverinu je skoro deset-
krat vetsi nez jejich primérna hodnota. U noskapinu je nase nejvétsi namétend hodnota Sestkrat
vEtsi nez jejich prumérné hodnota. Od roku 2015 se Giprava a ¢isténi madku mohlo zménit. U na-
Sich vzorkli mohlo dojit k tomu, Ze seminka se analyzovala také s ¢asti makoviny, coz mohlo
zpusobit vyssi hodnoty. Vzhledem k tomu, ze v ¢lanku nebyly zminény konkrétni zkoumané
odridy maku, neni mozné pfimo porovnat naSe naméfené hodnoty alkaloidd, jelikoZ autofi
mohli vyuzit ke studii vysokoobsahové odrtidy maku, a proto oproti nam maji tak vysoké pra-
mérné hodnoty. Nase nizké primérné hodnoty mohly byt také zpiisobeny slozitou ptipravou
vzorkl, kde nemusela byt ¢ast mnozstvi alkaloidd vyizolovana, ale vzhledem k tomu, Ze mnoz-
stvi alkaloidii po oplachu a rozemleti se vyrazné nelisi, tak to neni moc pravdépodobné.
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[ Zavér

Cilem prace bylo vyvinout metodu HPLC-MS ke stanoveni obsahu alkaloidii v semech
maku. Tuto metodu jsme zvalidovali a uréili hodnoty meze detekce a kvantifikace. Odezva
detektoru (kalibrace metody) je linearni. U piipravy vzorki semen k samotnému stanoveni jsme
pouzili dva zpusoby. Prvni zplisob byl oplachem, to znamend, Zze semena zistala celd.
Jako druhy zpusob jsme pouzili rozemleti semen na elektrickém mlynku. Porovnanim naméie-
ného mnozstvi alkaloida jsme zjistili, ze mezi témito dvéma zplsoby piipravy vzorki neni sta-
tisticky vyznamny rozdil. Je to zplsobeno tim, Ze samotnd semena alkaloidy neobsahuji,
ale jsou potiisnéna opiem a znecisténa zbytkovou makovinou, ktera alkaloidy obsahuje.

K analyze obsahu alkaloidii v semenech maku bylo pouzito 18 vzorki odriid potravinai-
ského maku, ktery pochazi od malovyrobcti z Ceské republiky.

Podle namétenych hodnot alkaloidii zkoumanych vzorkd mizeme potvrdit hypotézu,
ze odriida ma vliv na obsah alkaloidl. Kazda odrtda se lisila v jednotlivém zastoupeni morfinu,
kodeinu, thebainu, noskapinu a papaverinu. I kdyZz semena alkaloidy neobsahuji, tak jejich
mnozstvi po rozemleti semen bylo v nékterych ptipadech vyssi. To mohlo byt zpisobeno zane-
Senim makoviny do vzorkd semen pii odbéru, nebo je to otdzka toho, jak moc byla semena
potiisnéna opiem makoviny v celém vzorku.

Celkové nejvyssi mnozstvi alkaloidd méla odrida Orel (3,79 mg/kg po oplachu
a 4,28 mg/kg pii rozemleti). Odrida s druhym nejvyssi hodnotou alkaloidt byla Major (1,16
mg/kg po oplachu a 1,53 mg/kg po rozemleti). Tteti nejvyssi mnozZstvi jsme naméftili v odridé
Aplaus (1,07 mg/kg po oplachu a 1,27 mg/kg po rozemleti). Ostatni odrady mély i méné
neZ 1 mg/kg alkaloidii. Proto mizeme fici, Ze vSechny zkoumané odriidy splnily limit dany
vyhlaskou €. 399/2013 Sb. Kdyby doslo ke zptisnéni této maximalni hodnoty, ostatni zkoumané
odridy by byly schopny splnit i limit 1 mg/kg.

Touto praci jsme také ovéftili, Ze je mozné tuto vyvinutou metodu pouzit pro kvalitativni
a kvantitativni kontrolu maku setého.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

C
CIMAP

CNS
HPLC-MS
LC-MS
SZPI

uhlik

Central Institute of Medical and Aromatic Plants (Ustiedni ustav
1é¢ivych a aromatickych rostlin)

Centralni nervovy systém
Vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnosti detekci
Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

Statni zemédélska a potravindiské inspekce
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