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1. Uvod

Tradi¢ni 1écitelstvi patii i v dneSni dobé mezi Casto vyuzivané formy 1écby. I kdyz
ustoupilo pted farmaky produkovanymi farmaceutickymi spole¢nostmi, tak porad ma své
uplatnéni. Jako vSechno ostatni i tradicni medicina jde s dobou a postupné se modernizuje.
Uz to nejsou babky kofenarky, které za davnych dob sbiraly byliny v lese, susily a pomoci

nich 1é¢ily.

V dnesni dobé¢ jsou léCebné pripravky, které se vyrabé&ji z pfirodnich materiald,
testovany v laboratofich a jsou detailné¢ zkouméany jejich u¢inky na organismus. Napiiklad
v Japonsku jsou piipravky tradi€ni mediciny regulovany ministerstvem zdravotnictvi a
v Cing se vyzkumem v oblasti tradiéni mediciny se vénuje nejeden tym akademika.
V Evropé je uzivani téchto pripravkl prisné regulovano Evropskou unii a podle Nafizeni
ES 1924/2006 o zdravotnich tvrzenich a 1169/2011 o 1é¢ebnych tvrzenich neni umoznéno
podavat informace k lécebné rostliné. Na trhu se tedy vyskytuje mnoho (celda tada)
ptipravki, které nejsou nijak kontrolovany a mohou tudiz obsahovat jen mald mnozstvi
ucinnych latek nebo mohou byt dokonce zcela netcinné. Jelikoz se vyrobci a prodejci
nechtéji dostat do konfliktu se zakonem tak poskytuji velmi strohé informace o ucincich

ptipravku, takZe praktickeé vyuziti pii 1écbé je velmi malé.

Cilem této je prace provést analyzu ptipravkll a stanoveni mnozstvi ucinné latky
baicaleinu, ktery je ptitomen ve velkém mnozstvi v rostling $isak bajkalsky. Baicalein patii
mezi flavonoidy a je Siroce vyuzivan v tradi¢ni medicing, jelikoz vykazuje protizanétlivé,
antivirové, antibakterialni, protinadorové a sedativni G¢inky. Ke stanoveni baicaleinu byla
pouzita vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s coulometrickym detektorem.
Coulometrickd detekce se jevi jako vyhodnd, protoZe se baicalein velmi snadno oxiduje a
také proto, ze se vyznacuje vysokou selektivitou, kterd je dobife vyuzitelnd pro analyzu

vzorku rostlinnych materialt.



2. Teoreticka cast

2.1. Flavonoidy

Flavonoidy jsou skupina polyfenolickych sloucenin, které maji rizné chemické
struktury a charakteristiky. V piirod¢ se vyskytuji v ofesich, semenech, zelening, ovoci,
kvétech, kife a kotenech, a tim padem jsou nedilnou soucasti lidské stravy. V dnesni dobé

je znamo, ze flavonoidy vykazuji Sirokou Skalu biologickych ucinkli (antibakteridlni,

rrrrr

Chemicka struktura a relativni orientace rtiznych funkénich skupin na molekule
zasadné ovliviiuji biochemickou aktivitu flavonoidi a jejich metabolitl. Flavonoidy se
rozruziuji podle jejich chemickych struktur do hlavnich skupin, mezi které patii flavonoly,

flavony, flavonony, katechiny, anthokyanidy, isoflavony, dihydroflavonoly, chalkony [1].
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Obr. 1 - Struktury hlavnich skupin flavonoidu



V rostlinach plsobi jako antioxidanty, antimikrobialni latky, fotoreceptory, vizualni
atraktory a pro svételny screening. V posledni dobé vsak asi nejvétsi zajem o flavonoidy
vyvolava jejich antioxidac¢ni aktivita. Flavonoidy maji totiz schopnost bud tvorbu
Skodlivych volnych radikala potlacit, nebo je zcela eliminovat. Velmi dobie jsou popsany
antioxida¢ni ucinky flavonoida in vitro, zatimco antioxidac¢ni schopnost flavonoidi je
zdokumentovana mnohem méng. Vétsina flavonoidi se ve velké mife v téle rozklada na

rizné fenolové kyseliny, které maji schopnost odstrafiovat radikaly [2, 3].

Oxidace znamena pienos elektronli z jednoho atomu na druhy a je zakladnim
stavebnim kamenem aerobniho zivota a naSeho metabolismu, jelikoz je kyslik poslednim
akceptorem elektront v systému tokti elektrontl, ktery je producentem energie ve formé
ATP. Problém vsSak muze nastat, pokud se tok elektrond odpoji a vytvori se tim volné
radikaly. Ptiklady volnych kyslikovych radikali, které se nazyvaji reactive oxygen species
(ROS), jsou superoxid (O,"), peroxyl (ROO" ), alkoxyl (RO, hydroxyl (HO") a oxid
dusnaty (NO’). Mimo vySe uvedenych radikali se vyskytuji v zivych organismech dalsi
neradikaly ROS, coZ je singletovy kyslik (*O,), peroxid vodiku (H,05) a kyselina chlorna
(HCIO) [2,3].

Je obecné znamo, ze ROS maji rizné role in vivo. Nékteré vlivy jsou pozitivni a
souvisi sjejich ucasti na produkci energie, fagocytéze, regulaci bunécného rlstu a
mezibunécéné signalizaci a syntéze biologicky dllezitych sloucenin. AvSak néktera ROS
mohou byt velmi Skodlivé, jelikoz maji schopnost napadat lipidy v bunéénych
membranach, proteiny v tkanich nebo enzymech, uhlovodicich a DNA zptisobovat oxidaci,
coz zpusobuje poskozeni membrany, modifikaci proteinli nebo poSkozeni DNA. Tato

poskozeni jsou pfi¢inou nékolika degenerativnich onemocnéni [2].

Clovék méa dobfe vyvinuté antioxidaéni systémy, které ho ochraiiuji pted volnymi
radikély. Lidé si dokaZou syntetizovat n€které antioxidanty v téle, dalsi ¢ast antioxidantl
ziskavaji z potravy [2,3]. Lidé shromazduji byliny uz od starovéku a spousta
fytochemikalii byla vyextrahovana pravé z léCivych bylin a pouzita pii 1€cbé rtznych
onemocnéni. Hlavnim zdrojem polyfenolu je Sirokd S$kala potravin obsahujicich
fytonutrienty, jako je vétSina lusténin, ovoce vcetné jablek, ostruzin, tfesni, brusinek,
hroznt, hrusek, $vestek, malin a jahod a zeleniny v¢etné brokolice, zeli, celeru , cibule a

petrzel.
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Flavonoidy jsou hlavnimi funkénimi soucastmi mnoha bylinnych pfipravki
generacemi naSich predkd. I kdyz jsou flavonoidy ve svété rozsifeny, docela dobie
prozkoumané, tak diky velkému mnoZstvi rtznych struktur je pfesto jejich 1écebny
potencidl stale obrovsky. Funkéni slouceniny rostlin mohou poslouzit jako vychozi latky
pro vyvoj optimalnich derivatii. Stale existuje potieba vyvijet derivaty flavonoidd pro
konkrétn&jsi a u¢innéjsi 1éCbu a zaroven udrZet nizkou toxicitu. V blizké budoucnosti by

mohla byt fada nemoci 1é¢ena pomoci flavonoidt nebo jejich derivatu [4].

Od objevu, ze volné radikaly jsou odpoveédné za celou fadu patologii, byl obnoven
zajem o priipravky z rostlin jako zdroj pfirodnich antioxidantl, které nahrazuji syntetické

ptipravky pouzivané v medicing, kosmetice a jidle [5].
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2.2. Sisak bajkalsky (Scutellaria baicalensis)

Scutellaria maceantha. Fisch

Obr. 2 - 3isak bajkalsky[6]

2.2.1. Botanicky popis

Scutellaria baicalensis Georgi z ¢eledi hluchavkovitych (Lamiaceae) je vytrvala
kvetouci rostlina. Scutellaria baicalensis je 30-60 cm vysoka bylina. Ma vietenovity,
kolem 2 cm tlusty kofen na povrchu hnédy a na fezu bled¢ Zluty. Plod je vejcovita, plocha
a drobna tvrdka ¢ervenohnédé barvy.[7] Stonek je vzpfimeny, polopoléhavy, rozvétveny,
fidce a kratce chlupaty. Listy ma vstficné, pfisedlé, kopinaté, jasné zelené. Kvéty jsou
tvofeny vrchovitymi hroznovitymi kvétenstvimi a kvéty maji modrou az modrofialovou

barvu (viz. Obr. 26) [8].

Nazev Scutellaria nebo taktéz anglicky Skullcap je odvozen od tvaru kali$nich listkd,

které lezi na spodni Casti kvéth. Skladaji se ze dvou pyski, horni pysk je slozen z vicka
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(kapé, kapuce) a dolni pysk je slozen ze dvou meélkych lalokd. Celkove tvar listkt

pfipomina zmensenou verzi sttedovéké helmy [9].

Voln¢ v ptirod¢ se vyskytuje hlavné v lesich a lesostepich vychodniho Zabajkali, na
sttednim toku Amuru, v Severni Koreji, v Cing, Japonsku a Mongolsku. Nejéastéji roste na
pfimém slunci i v polostinu na susSich, kamenitych a $térkovitych svazich [7]. V mnoha

evropskych zemich doslo ke kultivaci této rostliny [10].

Nejdilezitéjsi ¢asti z hlediska obsahu ucinnych latek je kofen rostliny, ktery se
nazyva radix scutellarie. V kotenech (Scutellariae baicalensis radix) je obsazeno na 40
riznych flavonoidi v mnozstvi 4-4,5 %, napf. baicalin, wogonosid a jejich aglykony
baicalein a wogonin. Dale kofen obsahuje glykosid scutellarin, steroly (do 7%), napft. B-

sitosterol a kampestreol, kyselinu benzoovou, iridoidy, tfisloviny (pyrokatechiny),

pryskyftice (2-5 %) aj. [7].

2.2.2. Radix scutellarie

Kofen je 5-25 cm dlouhy, primér kotenu je 0,5 - 3,0 cm, ma kuzelovity, zplostély
nebo piekrouceny tvar (viz. Obr. 27). Zevné ma zluto-hnédou barvu, s hrubym a napadnym
podélnym zvrasnénim a roztrousenymi jizvami po boku kofene se zbytky hnédého
pedimermu[11]. Ma tvrdou strukturu, velmi snadno se lame a tfisti. Povrch kofene je Zluty
a vlaknity, ve stfedu je Gervenohnddy. Casto byva téméi bez zapachu, chuti nebo mirng

hotky. Ve starém kofeni je Casto pfitomen shnily xylem [6-8].

Sklizi se koteny ttiletych rostlin, pokud dosahuji alespoit hmotnosti 20 aZ 25 gramd,

nejlépe v fijnu. Poté se susi umélym teplem do 60 °C [8].
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2.2.3. Vyuziti v tradi¢ni mediciné

V tradi¢ni ¢inské mediciné (TCM) se vyuzivaji blahodarné ucinky suchého kofenu
této 1éCivé rostliny vice jak 2000 let. Prvni historicka zminka o vyuziti kofenu pochazi jiz z
2. stoleti pi.n.l. a je zaznamenana v Shennong Bencaojing (The Classic of Herbal
Medicine) z Dynastie Han. V tradi¢ni mediciné je znam jako Huang-Qin coz znamena
zlata rostlina, Huang ,,zluta“ a qin ,,zlata“. Radix scutellarie se pouziva pro 1écbu prijmu,

uplavice, vysokého tlaku, krvaceni, nespavosti a dychacim potizim [5,10].

V Severni Americe je $§iSdk vyuzivan domorodymi Ameri¢ankami k udrzeni
zdravych menstruacnich cyklii a po narozeni ditéte se uzivd jeho odvar z kotene ke
stimulaci reprodukovatelnosti. Dale je §iSak pouZzivan pii o¢istovacich ceremonialech pro
mladé divky, které zacinaji menstruovat. Jiné domorodé kmeny uzivaji ptibuzné druhy
jako hotka tonika pro ledviny. Taktéz se bylina uziva pfi slavnostech k vyvolani vizi nebo

je domorodymi Ameri¢any koufena jako tabak [13].

Mimo $iSaku bajkalského se pouziva i $isak vousaty (Scutellaria barbata), uziva se
pii krvaceni z nosu, Krvi v moci, krvavém prijmu, zanétu krku i Zloutence. Na Kavkaze a
v Azerbajdzanu roste na kamenitych svazich a pastvinach $i8ak vychodni ( Scutellaria
orientalis), ktery obsahuje 2,5 % flavonoidu, 0,68 % tiislovin, 4,5 % pryskyfice, sacharidy,

vitamin C a mineralni latky [7].

Kampo medicina patii v Japonsku mezi tradi¢ni bylinné 1é€ivé prostfedky a je zde
klasifikovana jako 1é¢ivo. Vychazi ze starovéké tradicni ¢inské mediciny a vyvijela se po
dlouhou dobu do japonského origindlniho stylu. Kampo medicina hraje v japonském
zdravotnim systému zasadni roli, v dnesni dob¢ je evidovano 294 piipravkii Kampo. Jsou
rozdéleny do dvou kategorii, kterymi jsou produkty Kampo a surové drogové produkty jiné
nez Kampo. Vyrobky Kampo jsou formulovany Kampo recepturami, které vydava

ministerstvo zdravotnictvi [14].

V Kampo medicing se Siroce vyuziva §iSak bajkalsky ve smési s dal§imi bylinami. Je
ptitomen ve smésich Saiko-keishi-to, Bofu-tsusho-san, a Hange-shashin-to. Tyto ptipravky

se pouzivaji na 1é¢bu horecky, kasle, uplavice, zloutenky, hepatitidy, hypertenze [15].
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2.2.4. Flavonoidy S. baicalensis

V Siséku bajkalském a dalSich druhii z rodu Scutellaria je obsazeno vice nez 295
latek. Mezi né patii flavonoidy, fenylethanoidni glykosidy, iridoidni glykosidy, diterpeny,
triterpeny, alkaloidy, fytosteroly a polysacharidy [16].

Bylo identifikovano na 40 flavonoidu, které se vyskytovaly i ve formé glykosidu.
Baicalein, baicalin (baicalein-7-glukuronid),wogonin, wogonosid (wogonin-7-glukuronid),
oroxylin A a oroxylin A-7-glukuronid jsou hlavni bioaktivni slozky RS. Mezi dalsi
minoritni  flavonoidy identifikované v RS patii viscidulin I1I-2'-ObD-glukosid,
5,7,2', 5'-tetrahydroxyflavon, (a) - eriodictyol a rivularin, chrysin 8-CbD-glukopyranosid a
5,2'-dihydroxy-6,7,8,3'-tetrametoxyflavon, skullcapflavon [11-14].

latka R1 R2 R3
Baicalin -H -O-Glu -OH
Baicalein -H -OH -OH
Wogonosid -OCHj3 -O-Glu -H
Wogonin -OCH; -OH -H

Obr. 3 - Nejvice prostudované flavonoidy z S. baicalensis[8]
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2.2.5. Farmakologické icinky hlavnich flavonoidii

Znamé jsou ucinky Sesti hlavnich bioaktivnich flavona (baicalein, baicalin, wogonin,
wogonosid, oroxylin A, oroxylin A-7-glukuronid). Jedna se pifedev§im 0 ucinky
K riznym metodam nebo modeltim, které byly pouzity v riznych studiich je relevantni

srovnani ucinku Sesti flavonti ponékud omezené [11-15].

Dale jsou uvadény rovnéz ucinky anti-alergické, anti-zanétlivé, anti-nadoroveé,
antioxidacni, antitrombo6zni, mocoptdny. Taktéz mize byt Sisdk bajkalsky pouzit proti
zvySenému cholesterolu, proti viru lidské imunitni nedostatecnosti (HIV) nebo
k hepatoprotekci. V dnesni dobé jsou flavonoidy $iSaku studovany pro moznou jejich
neuroprotektivni ucinky pomoci fady in vitro a in vivo modelt neurodegenerativnich
chorob [11]. Taktéz byla prokazana klinicka bezpecnost uziti extrakti Scutellaria

baicalensis [21].

Baicalein a baicalin jsou bioaktivni latky. Bylo zpozorovano, Ze baicalein zamezuje
tvorbé oxidu dusnatého, zatimco baicalin inhibuje vazby fady chemokinds na lidské
leukocyty nebo na bunky transfektované k expresi specifickych chemokinasovych
receptort, ¢imz jsou prokazany jeho protizanétlivé ucinky. Jelikoz baicalin a baicalein maji
antivirovy u¢inek, mohly by inhibovat virus lidské imunodeficience. baicalein ma také
schopnost blokovat syntézu lidského cytomegaloviru, kdezto baicalin snizuje produkeci viru

hepatitidy baicalein bez ti¢inkl na hostitelské bunky [11,15,17].

Wogonin a wogonosid jsou biologicky aktivni, maji antioxidacni a antivirové
ucinky. Wogonin ma protizanétlivé ucinky. Oba flavonoidy vykazuji vyznamné G¢inky na
peroxidaci lipidd indukovanych NADPH. Déle je wogonin silnym apoptotickym
induktorem mezi sedmi flavonoidy, které si jsou strukturné piibuzny (luteolin, nobiletin,

wogonin, baicalein, apigenin, myricetin a fisetin) v lidské bunééné linii [11,15,17].
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2.2.6. Droga a jeji vyuZziti

Protizanétlivy u¢inek

Baicalein a baicalin jsou G¢inné pfi 1écbé chronickych zanétlivych onemocnéni jako
je revmatoidni artritida, diabetes, respira¢ni onemocnéni, zanétlivé stievni onemocnéni,
kardiovaskularni onemocnéni, onemocnéni ledvin a dalsi. Flavonoidy SiSaku nemaji témer
zadnou toxicitu pro normalni lidské epitelidlni, periferni a myeloidni bunky. Jejich
antioxidacni a protizanétlivé ucinky jsou zplsobeny jejich schopnosti zachytit reaktivni
druhy kysliku (ROS) a zlepSenim antioxida¢niho stavu oslabenim aktivity NF-kB
a potlacenim exprese né€kolika zanétlivych cytokinti a chemokintli, véetné syntasy oxidu

dusnatého, cyklooxygenazy, lipoxygenazy [22,23].

Pouziti pfi 1é¢bé lymské borelidozy

Lymska boreliéza je nejcastéj$i onemocnéni prenasené vektory v USA a Evropé.
| pres uc¢innost lymskych antibiotik trpi 10-20% pacienti nadéle pretrvavajicimi ptiznaky.
V dnesni dobé je snaha pouziti bylinnych extrakti pro 1écbu pacientd ptetrvavajicimi
ptiznaky, ovSem neni stale jasné, zda je G€inek bylinnych extraktli zpiisoben jejich pfimou

antimikrobidlni aktivitou nebo jejich u¢inkem na imunitni systém hostitele.

Bylo zjisténo, ze 1% extrakt Scutellaria baicalensis ma dobrou aktivitu proti
stacionarni fazi kultury B. burgdorferi v kontrastu s kontrolnimi antibiotiky doxycyklinem
a cefuroximem. Ze vSech aktivnich slozek Scutellaria baicalensis nejvétsi aktivit in vitro

proti riznym morfologickym formam B. burgdorferi a B. garinii vykazuje baicalein [21].

Antibakterialni a antivirovy uéinek

Mnoho bylinnych a kofenovych extraktli vykazuje podstatné antibakterialni G¢inky
proti Bacillus cereus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella anatum a
Staphylococcus aureus. Vodné vyluhy se daji pouzit taktéZz proti infekcim zptsobenych
houbami. Baicalin vyizolovany ze $iSadku se da aplikovat jako pfirodni prostiedek proti
potravinovym patogeniim jako jsou bakterie rodu Salmonella a Stafylococcus. Extrakt ze
SiSdku miiZze byt pouzit pro zvySeni antimikrobidlni aktivity mnoha antibiotik. Nékteré
pfipravky z S. baicalensis jsou efektivni proti hepatitidé a u nékterych pacient 1écenych

pomoci Sho-saiko-to bylo pozorovano snizeni virové zatéze [10].

V nedavné dobé¢ se zacaly zkoumat uc¢inky pfirodnich latek pochazejicich z bylin,

které se uzivaji v tradi¢ni vychodni medicin¢ na virus HIV. Ukazalo se, Ze baicalin je
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dobry jako inhibitor HIV-1. Hlavnim mechanismem je zabranéni vstupu viru do
zivocisnych bunék naruSenim interakce mezi koreceptory HIV-1 Env a HIV-1 na povrchu
bunék [5,6].

Bylo zjisténo, Ze baicalein vykazuje inhibici sezonni replikaci viru chiipky A
Vv bunécné kultufe a u mysi dochazelo ke zvySovani antivirovych 0¢inkt ribavirinu. Taktéz
baicalein inhibuje replikaci dvou riznych kment H5N1. I kdyz nekteré flavonoidy byly
popsany jako naruSitelé hostitell bunécného piijmu chiipkovych vird, ukazalo se, ze
baicalein piisobi az po adsorpci viru. V ramci virového replikacniho cyklu inhibuje
baicalein kritické kroky, v¢etné virem indukované aktivace kaspazy-3 a jaderného exportu

virovych ribonukleoproteinovych komplexii. Baicalein narusuje replikaci HSN1 a H5N1-

[25].

Uginky proti COVID-19

Pii infikovani organismu skupinou vird SARS, dochazi k navazani viru na enzym
angiotenzin-konvertazy-2 (ACE-2) na povrchu bunék, ktery se nachazi v mnoha buikach
obecné zhorSujici funkci plic. Jednou z bylin, které dokazou chranit ACE-2 je i Sisak

bajkalsky, konkrétné baicalin [26].

Bylinny ptipravek TCM (Traditional Chinese Medicine), ktery je pfipravovan
z kotene $iSaku bajkalského, by mohl inhibovat SARS-CoV-2. U tohoto pfipravku byla jiz
drive prokdzana inhibice syndromu a 1 silné antivirové a imunomodula¢ni €inky. Nejenze
dokazal blokovat rand stddia infekce viru chiipky, ale dokdzal inhibovat i1 viroveé
indukovanou expresi. Tudiz by mohl byt tento piipravek pouZit pii prevenci virovych

infekci véetné SARS-Cov [27-29] .

Protinddorové u¢inky

Baicalein inhibuje rizné typy rakoviny (napf. rakovina mocového méchyie, rakovina
prsu, rakovina délozniho cipku, rakovina zaludku a dal$i). Mezi hlavni molekularni
mechanismy protinddorovych u¢inkidi baicaleinu patii inhibice nékolika cyklini nebo
cyklin-dependentnich kinaz (CdK) za Gcelem regulace bunécného cyklu, zeslabeni aktivit
MAPK (mitogenem aktivované proteinkinazy), inhibice nadorové invaze a metastazami

snizenim exprese MMP-2/-9 (matrix metalloproteinazy) [30].
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Pii vyvoji novych 1€kt proti rakoviné se bere zfetel na minimalizaci vedlejSich
ucinkii, ale zaroven maximalizaci ucinnosti piipravki. V poslednich par dekadéach se
ukazuje, ze wogonin, baicalein a baicalin jsou silnymi induktory apoptozy rakovinovych
bunék. Jelikoz je Radix Scutellaria zndma nizkou toxicitou pro Clovéka, tak diky Siroké
toxicité pro rizné typy naddorovych bunéénych linii a malé toxicité pro zdravé tkdné jsou
vySe zminéné latky zhavymi kandidaty na vyvoj novych IéCiv. Kromé wogoninu,
baicaleinu a baicalinu je v $isaku také fada minoritnich flavonoidu, napf. chrysin, luteolin,

apigenin, jenz maji taky silné protinadorové ucinky [31].

Mnozstvi dikaz ukazuji, Ze se wogonin zaméiuje na klicové molekuly, které hraji
dalezitou roli ve vyvoji nadort, ale také zvySuje protinadorovy ucinek
chemoterapeutickych 1é¢iv. Na zakladé vyzkumi in vitro a in vivo byly zahdjeny v Cinské
lidové republice preklinické a klinické testy 1éka s wogoninem. V roce 2015 se 1ék

nachazel v prvni fazi klinického vyvoje [32].

Sedativni 1¢inek

Vzhledem k tomu, Ze se flavonoidy S$iSaku bajkalského mohou vazat na
benzodiazepinové misto GABAa receptorti, vykazuji mnohé podobné vlastnosti jako
syntetick¢ benzodiazepiny. Diky této interakci dochazi ke zvySeni aktivity GABAa
receptori. Nejvétsi  vazebnou silu ma wogonin, ktery zvySuje pfitok Cl°

do intracelularni oblasti [25-27].

2.2.7. Toxicita

Existuji zpravy o vedlejSich ucincich po uzivani pfipravku oralné nebo pomoci
injekce. Mezi vedlejsi ucinky patii zaludecni problémy nebo prijem. Byly nahlaseny,
taktéZ alergické reakce doprovazené objevenim puchyrkii hlavné v obliceji a na
exponovanych ¢astech koncetin. VSechny tyto pfiznaky patfi mezi méné vazné a jsou

obvyklé u vétsiny latek [36].

Pii zkombinovani purifikované Scutellaria baicalensis a ktry Acacia catechu, jez
obsahuji koncentrovany baicalin a katechin, doSlo k reverzibilnimu poSkozeni jater
Vv nejméné 35 piipadech s vypoctenou odhadovanou incidenci ptiblizné 1 z 10 000. I pies
pfipady hepatotoxicity byla davka 1000 mg/kg identifikovdna jako hladina bez
pozorovaného nepfiznivého uC€inku. V neddvné studii nebyla zjiSténa hepatoxicita u

pacientu, ktefi uzivali 1 335 mg denné v priméru 444 dnt [22-24].
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2.3. Kapalinova chromatografie

Patii mezi separacni metody, tudiz rozd€luje délené latky ve smési na zakladé rtizné
distribuce separovanych latek ve smési mezi dvé nesmisitelné faze: mobilni (pohyblivou) a
stacionarni (nepohyblivou). Mobilni faze v kapalinové chromatografii je kapalina,
stacionarni faze je tvofena tuhou latkou nebo kapalinou, ktera je ukotvena na tuhém nosici.
Stacionarni faze se nachazi v chromatografické koloné ve formé sorbentu. Mobilni faze
potom protéka timto sorbentem, tzv. chromatografickym loZzem. Nejhojnéjsi usporadani
kapalinové chromatografie je vysokotc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC). V tomto

systému je kapalina (mobilni faze) piivadéna pomoci vysokotlakého Cerpadla.

Mobilni faze je tvofena bud CcCistym rozpoustédlem, nebo smési misitelnych
rozpoustédel. Nejcasteji se uzivad smes méné polarniho a polarnéjsiho rozpoustédla, napt.
hexan a isopropanol nebo methanol a voda. Pti chromatografii na reverznich fazich je
mobilni faze polarni. Obvykle je to smés vodné slozky (voda, pufr) s polarnimi
organickymi rozpoustédly, kterd jsou misitelna s vodou (methanol, acetonitril). Zatimco pfi
separaci na normalnich fazich se uziva mobilni faze s niz$i polaritou nez ma stacionarni
faze. VétSinou se jedna o bindrni smési dvou rozpoustédel s odliSnou polaritou (napf.

alifaticky uhlovodik-propanol, isopropanol)

Konstantni pritok mobilni faze systémem je zajistén vysokotlakou pumpou. Pistova
pumpa se sklada z jednoho az dvou pistl, které jsou pohanény vackou a tlumi¢em pulsi
pro dosazeni konstantniho pritoku nastavené hodnoty. Vlastnosti stacionarni faze (polarita,

ionizovatelnost) se rizni podle vyzadovaného mechanismu separace.

Vzorek, ktery musi byt rozpustny v mobilni fazi, nesmi nijak reagovat se stacionarni
fazi. Vzorek je nastfikovan do systému davkovacim ventilem, pficemz béhem davkovani

nesmi byt pferusen tok mobilni faze mezi pumpou a kolonou [40-43].

Jednotlivé slozky vzorku jsou separovany na zaklad¢ jejich interakce se stacionarni
fazi a mobilni fazi. Separované zony analytli vychazejici z kolony jsou zaznamenany pfi
prichodu detektorem a signal je pieveden do podoby chromatografického zaznamu
(chromatogram). Chromatograficky zdznam je tvofen kiivkami gaussovského tvaru, které

jsou nazyvany piky [42].
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Obr. 4 - Schéma HPLC[44]

2.3.1. Detektory

Spektrofotometrické detektory

Princip téchto detektord spociva v absorpci zafeni v oblasti 190-800 nm, pficemz

kvantitativni vyhodnoceni je zaloZzeno na Lambert-Beerové zakoné (A=1*g*c). Kde (1) je

tloustka absorbujici vrstvy, (c¢) je koncentrace absorbujici slozky a vlastni velikost

absorpce, vyjadienou jako (A).

Fluorescenéni detektory

Detektory jsou zaloZeny na principu fluorescence a méfeni sekundarniho emisniho

zateni, které latka vyda po absorpci primarniho excitaéniho elektromagnetického zareni.

Doba, pii které trva fotoluminiscence, je u fluorescence 10 az 10 sekundy.

Univerzalni detektory na bazi aerosolu

Jsou takové detektory, které jsou schopny detekovat jakékoliv analyty bez ohledu na

jejich fyzikalné-chemické vlastnosti. Dnesni detektory pracuji na podobném principu

Vv pocatecnich fazich, avsak 1isi se ve fazi finalni a to principem detekce vzniklych ¢astic.

1) ELSD (evaporative light scattering detector)- odpafovaci detektor rozptylu svétla

(zalozeny na bazi rozptylu svétla)

2) CAD (charged aerosol detector) - detektor nabitého aerosolu

3) NQAD (nano quantity analyte detector)
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Refraktometrické detektory

Refraktometrické detektory patii mezi nejstar$i pouzivané univerzalni detektory,
avSak majici fadu nevyhod napf.: nizké citlivost, teplotni zavislost, nutnost zachovani
konstantniho pratoku mobilni faze, nemozZnost pouziti gradientové eluce. Odezva
refraktometrického detektoru je imérna rozdilu indexu lomu eludtu v mérné cele a indexu
lomu mobilni faze v referencni cele detektoru. Detektor bude tudiz citlivejsi, ¢im vetsi

bude rozdil mezi indexem lomu eluatu a indexem lomu mobilni faze.

Vodivostni detektory

Vodivostni detektory se fadi do skupiny univerzalnich detektort, méfi elektrickou
vodivost eluatu v pritokové cele mezi dvéma elektrodami, na néz je vkladano stidavé
napéti, aby bylo zabranéno polarizaci téchto elektrod. U téchto detektort jsou kladeny
vysoké naroky na mobilni fazi (mé€la by byt nevodiva, rozpoustét vSechny délené latky a

mit dostateCné velkou permitivitu).

Hmotnostn€ spektrometricka detekce

Tato detekce patii do skupiny spojenych technik, poskytuje kromé tudaju
z chromatogramu spektralni tdaje o identité latky. V dne$ni dob&é maji (LC/MS) zasadni

vyznam v analytické chemii. Systém identifikace uskute¢ni ve tfech krocich:

1. ionizace vzorku
2. rozdé€leni iontd podle poméru m/z ( hmotnost/naboj), jejich urychleni v analyzatoru

3. zesileni signalu v detektoru [40, 42, 43]

Elektrochemické detektory

Princip elektrochemickych detektori spociva v meéteni urcité elektrické veliCiny
(elektrodovy potencial, proud), ktery je vyvolan prichodem latky pritokovou celou
detektoru (v cele jsou situovany elektrody s vlozenym pracovnim napétim, jenz je
nezbytny k pribéhu reakce). Elektricky signal, ktery je zméfen, je amérny latkovému
mnozstvi detekované slozky, proto je u elektrochemickych detektort sledovana zavislost
mezi elektrickou veli¢inou a koncentraci sledované slozky. Nejrozsitenéjsi je vyuziti
elektrochemické reakce redoxniho systému Ox"™ ne” <> Red. Elektrochemické

detektory se uzivaji pro detekci latek, které mohou elektrochemicky reagovat na faizovém

rozhrani elektroda - roztok (mobilni faze).
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Elektrochemické detektory se vyznacuji vysokou citlivosti, kterd se mize srovnavat
s citlivosti fluorescencnich detektorti. Paleta vyuziti elektrochemické detekce neni pfiilis
Sirokda, avsSak se vyuziva pro detekci latek ze skupiny dulezitych 1éCiv, polutanti a
pfirodnich produkti. Ovsem je kladen vét§i diraz na cistotu a dokonalost odplynéni
mobilni faze, coz je nutné k dosazeni stabilni nulové linie a reprodukovatelnosti vysledkd.
Mobilni faze musi byt samoziejme vodiva s co nejniz§im obsahem organické slozky ve
vodné-organickych mobilnich fazich. Také je velmi dualezité, aby mobilni faze

neobsahovala kyslik nebo ¢astecky kovu[40, 42, 43].

Amperometrické detektory tvoti nejpouzivanéj$i podskupinu elektrochemickych
detektorti. Tyto detektory méii proud, ktery je vyvolan prichodem redukované nebo
oxidované¢ latky priitokovou celou detektoru. Nejcastéji se pouzivaji tuhé mérné elektrody,
které jsou vyrobené nejcastéji z grafitovych vlaken, skelného uhliku, grafitu, nebo ptipadné

medi, platiny, zlata ¢i jinych kovi.

Pti technickém provedeni wall-jet je mérna elektroda pifimo omyvana eluatem, ktery
vytéka z trysky. Pritokové mérné cely Ize lehce transformovat pro praci s mikrokolonami
nebo s kapilarnimi kolonami. Vnitini objem pritokovych cel se miize snizit az na 1nl. Jako

referentni elektroda se pouZiva nejCastéji elektroda kalomelovd ¢i argentchloridova

[40, 42, 43].

Princip coulometrickych detektoru je méteni naboje, ktery je potiebny k oxidaci ¢i
redukci celkového mnozstvi latky pfi jejim pratoku mérnou celou. Diky tomu dosahuji
coulometrické detektory vétsi citlivosti detekce neZ amperometrické detektory. Pii
amperometrické detekci je ucCinnost elektrochemické reakce limitovana difuzi
elektroaktivnich komponent k povrchu pracovni elektrody rychlosti pritoku mobilni faze.
To je podstatny rozdil, protoZe coulometricky detektor na rozdil od amperometrického neni

na prutoku mobilni faze zavisly.

Dalsi vyhodou coulometrické detekce je jeji vysoka ucéinnost, stabilita a selektivita.
Pokud analyt je kvantitativné pfeménén na jedné z coulometrickych elektrod, neposkytuje
jiz signal na dalSich sériovych elektrodach. Oxida¢né-redukéni reakci na povrch elektrody

tak podléha vice nez 90 % piitomného analytu. Dal$i pozitivem pouziti coloumetrické
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detekce je moznost zvyseni selektivity pomoci zapojeni dvou a vice elektrod v sérii (na
elektrodach je vlozeno rizné napéti). Jelikoz je analyt 100% elektrolyzovan na
coulometrické elektrodé, tak potom neni zadna elektroaktivni komponenta v eluentu, ktera

by podléhala elektrochemické reakcei [40, 42, 43].
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2.4. Analytické metody pouzivané pri analyze baicaleinu

Pti analyze baicaleinu jsou zdaleka nejvyuzivanéjsi separacni metody a to zejména
HPLC ve spojeni se spektrochemickou detekci nebo elektrochemickou detekci. OvSem
svoje misto pfi analyze baicaleinu ma i voltametrie, jelikoz je baicalein velmi dobie

oxidovatelna latka, byl predmétem vyzkumii mechanismus oxidace pomoci této metody.

2.4.1. Voltametrie

Voltametrie patii mezi metody, pfi niz je méiena zavislost protékajiciho elektrického
proudu na vlozeném napéti. Tato zavislost se oznaCuje jako voltametrickd kiivka,
polarografickd ktivka nebo n¢kdy také jako polarizacni ktivka. Pouzivd se dvou nebo

tiielektrodové zapojeni[43].

V publikované praci [45] se baicalein stanovoval pomoci diamantové elektrody
dopované borem. Baicalein v roztoku Britton-Robinsonova pufru poskytoval dva oxidaéni
piky jeden pti +0,5 a druhy pii +0,8 V (vs. Ag/AgCI). Byl zvolen tiielektrodovy systém
skladajici se z borem dopované diamantové elektrody, referentni Ag/AgCI elektrody a
pomocné platinové elektrody. Jelikoz pH elektrolytu ovliviiuje vlastnosti analyzovaného
roztoku, tak bylo zkoumano elektrochemické chovani baicaleinu pti rizném pH. Nejlepsi
vysledky byly pii pH 2, naopak pfi vysSich hodnotach pH dochazelo k rozsifovani pikd.
Podle autorti dochazi v prvnim kroku oxidace baicaleinu k oxidaci dvou hydroxylovych

skupin a druhym krokem je oxidace tieti hydroxylové skupiny (Obr. 5).
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Obr. 5 - mechanismus oxidace baicaleinu, kdy se oxiduji tfi hydroxylové skupiny [45]

Voltametrickym stanovenim baicaleinu pomoci uhlikové pastové elektrody,
dopované mnohosténnymi uhlikovymi nanotrubicemi se zabyva [46]. Elektrochemicky
Clanek se skladal ze tii elektrod, jako pracovni elektroda byla pouzita karbonova
nanotrubi¢kova pastova elektroda (CNTPE), platinovy drat byl pouzit jako pomocna
elektroda a kalomelova elektroda jako referentni elektroda. Zasobni roztok byl pfipraven

rozpus$ténim baicaleinu v ethanolu.
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2.4.2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Pfi analyze baicaleinu se ze separacnich metod nejcastéji vyuziva vysokoucéinna
kapalinova chromatografie. Plynova chromatografie se pro analyzu baicaleinu potazmo
flavonoidi vétSinou nepouziva, protoze je nutné vzorky derivatizovat [47]. Velkou
vyhodou vysokoué¢inné kapalinové chromatografie je, Ze vzorky neni nutné slozité
upravovat. Jako detektor se pfi analyze vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

vétsinou pouziva UV detektor [46,47] nebo elektrochemicky detektor [15].

V praci se zabyval J. Gao a kol. [48] analyzou tinktur ze §iSaku bajkalského a §isaku
stranokvétého pomoci HPLC se spektrochemickou detekci. Byla provedena analyza
vzorovych tinktur bézné prodavanych ve Velké Britanii. Vzorky tinktur byly ptipraveny
tak, ze 50 pl tinktury bylo zifedéno 950 pl methanolu. Vysledné vzorky byly
centrifugovany pii 13 000 min™ po dobu 5 minut. Byla pouZita kolona Luna C18, 5 pm
(150 x 4,6 mm i.d.). Detekce probihala pti 270 nm. Bylo zji§téno, Ze se jednotlivé tinktury
lis$i obsahem ucinnych latek v zavislosti na obsahu ethanolu. Ptipravky s 45 % obsahem
ethanolu obsahovaly Skrat vice baicaleinu a 2krat vice baicalinu nez ptipravky s 25 %

procenty ethanolu.

L. Zhang a kol. [49] se zabyval vyvinutim jednoduché metody stanoveni pro
baicalinu a baicaleinu v plazmé za pomoci HPLC s UV detekci. Jako vnitini standard (IS)
byl pouzit 6-Hydroxyflavon (6-HF). K chromatografickému oddéleni baicaleinu, baicalinu
a vnitiniho standardu bylo dosazeno pouzitim kolony s reverzni fazi (BDS- deaktivovana
silikatova faze, 25 cm x 4,6 mm id; velikost ¢astic 5 um). Mobilni faze se skladala ze
smési methanolu, acetonitrilu @ 20 mM pufru dihydrogenfosfore¢nanu sodného (pH 4,6).
Detekce byla provadéna pti 320 nm. Zasobni roztoky baicaleinu a baicalinu (1 mg/ml) byly

pfipraveny rozpusténim pfislusného mnozstvi vzorku v methanolu.
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Elektrochemicky detektor je vhodny pro analyzu baicaleinu, jak bylo uvedeno
v kapitole 2.4.1, baicalein je velmi snadno oxidovatelny. Elektrochemicka detekce je

vvvvvv

podminky separace.

Zkoumanim farmakinetika baicalinu a baicaleinu v krevni plazm¢ potkana pomoci
HPLC s elektrochemickou detekci se zabyval A. Kotani a kolektiv [15]. Detekce byla
provadéna s pHPLC-ED skolonou Capcell Pak C18 UG 120 microbore ODS
(150 x 1 mm i.d., 3 um), termostatem a elektrochemickym detektorem. Elektrochemicky
clanek byl zkonstruovan ze sklenéné wuhlikové pracovni elektrody, referentni
argentchloridové elektrody a pomocné elektrody z nerezavéjici oceli. Mobilni faze byla
sloZena z kyseliny fosfore¢né, methanolu a vody (0,5:60:40, v/v/v), pritok byl nastaven na
25 pl/min. Detekéni potencidl pro monitorovani baicalinu a baicaleinu byl nastaven na
+0,6 V (vs. Ag/AgCI). Pro stanoveni koncentraci baicalinu a baicaleinu byla pouzita

metoda vnitiniho standardu a jako vnitini standard byl pouzit diethylstilbestrol (1.S.).

Pii elektrochemické reakci dochazi k oxidaci u baicaleinu produkci orto-chinonu na
A-kruhu. Pro stanoveni optimalnich detek¢nich potencidlii pro baicalin a baicalein byly
sestrojeny hydrodynamické voltamogramy. Baicalin a baicalein se oxidovaly v
potencialech pozitivnéjsich nez +0,4 V (vs. Ag/AQCI). V piipadé baicaleinu byly
pozorovany dvé oxidaé¢ni viny v hydrodynamickém voltammogramu: jedna pti +0,5 V a
druha pfi +0,9 V. Pfi potencialech vétSich nez +0,8V, byla senzitivita vyssi, ale
reprodukovatelnost nizsi, pravdépodobné kvili kontaminaci povrchu elektrody. V studii

byl tedy detek¢ni potencial nastaven na +0,6 V (vs. Ag/AgCl) (viz.Obr. 6).
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Obr. 6- hydrodynamicky voltamogram[15]
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3. Experimentalni ¢ast
3.1. Instrumentalni vybaveni

HPLC systém se skladal z ESA isokratické pumpy (Model 582), (ESA Inc.,
Chelmsford, MA, USA) s tlumi¢em pulst, manualniho davkovace s 20 ul smyckou a ESA
coulometrického detektoru III s dvouelektrodovou standardni analytickou celou (Model
5010A). Byla pouzita kolona C8 Gravity 5 um (250x2 mm i.d.). Pro vyhodnoceni dat byl
pouzit program Clarity (DataApex, Ceska republika). Vzorky byly vpravovany do systému
pomoci sklenéné 25 ul stiikacky (Hamilton, Reno, NV, USA).

3.2. Chemikalie

Acetonitril  (HPLC-super gradient, VWR Chemicals, Francie), Methanol
(HPLC-gradient grade, Fisher Scientific, UK), potravinafsky ethanol (PENTA, Ceské
republika), dihydrogenfosforeénan sodny (Sigma-Aldrich, Ceska republika), kyselina
fosfore¢na (PENTA, Ceska republika), hydroxid sodny (PENTA, Ceska republika),
baicalein (Sigma-Aldrich, USA), deionizovana voda (Milipore, Francie), ultra ¢ista voda

(Biosan)

3.2.1. Rostlinny material
e nafezany a usuSeny kofen S$iSdku bajkalského (vyrobce: Nanga, krajina

pivodu: Cina)

3.2.2. Vzorky tinktur
e Sigak bajkalsky, originalni bylinné kapky (vyrobce: Dr. Popov)
e Si3ak bajkalsky kofen - bylinna tinktura (vyrobce: Bylinné kapky, s.r.o.)

3.2.3. Informace o tinkturach uvadéné vyrobcem

Sigak bajkalsky, originalni bylinné kapky, 50 ml

Vyrobce: Dr. Popov

Udaje o vyrobku uvedené na strankich vyrobce: Sisdk bajkalsky patii k velmi
znamym adaptogentim, coz jsou rostliny, které udrzuji dusevni a fyzickou rovnovahu
naseho organismu a je tedy vhodné je uZivat napf. pii inavé, vyderpani &i stresu. Sisak

bajkalsky se také podili na zdravém stavu kloubt a svald. Staci 2-3x denn¢ uzivat 20 kapek
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tinktury. Tinkturu je mozno nakapat i do napoje, napt. vody, Caje. Maximalni doporucena

denni davka (60 kapek) obsahuje extrakt z 51 mg Sisaku.
Slozeni: voda, jemny kvasny lih (alk. 30% obj.), §iSak bajkalsky koten [50].

Sigak bajkalsky kofen - bylinna tinktura 50 ml

Vyrobce: Bylinné kapky, s.r.o.

Udaje o vyrobku uvedené na strankach vyrobce: Sisak kofen (bylinna tinktura -
Pavlovy kapky bylinné kapky). Pfirodni bylinny extrakt z kofene 1éCivé rostliny SiSaku
bajkalského. Davkovani: 3x denn¢ 20 kapek. Z divodu obsahu alkoholu nevhodné pro

déti, t¢hotné a kojici zeny.

Omezeni uzivani: Pfi 1écbé hypotenze (SiSdk vyrazné snizuje krevni tlak),

nekombinovat s pivonkou.
SlozZeni tinktury: velejemny melasovy ethanol 40%, 1éciva rostlina $isak bajkalsky [51].
3.3. Pracovni postup

3.3.1. Zpracovani a priprava vzorki

Priprava vlastni tinktury

Bylo navdZeno 10 g nasekané¢ho kofene SiSdku bajkalského, ktery byl dan do
reagenCni lahve s polypropylenovym uzavérem, poté bylo pfidino 50 ml
50% potravinarského ethanolu. Takto pfipraveny vzorek byl po dobu 12 tydna
za obCasného protiepani uloZen na tmavém mist€. Po uplynuti 12 tydni byl roztok
dekantovan, zbavil se tak velkych kouskii kofenli a potom byl roztok jesté protlacen pies

diskovy filtr.

Piiprava vzorku tinktur pro kvantifikaci metodou pfidavku standardu

Vzorky tinktur byly nejprve centrifugovany pii 10 000 ota€kach po dobu 5 minut.
Poté bylo do jednotlivych eppendorfek odpipetovano 50 ul tinktury od vyrobce Dr. Popov,
10 pl tinktury od vyrobce Bylinné kapky, s.r.o. a 10 ul vlastni tinktury. Jednotlivé vzorky
tinktur byly nasledné natedény na 1 ml methanolem. Vzorek vlastni tinktury byl jeSté€ navic

fedén tak, ze bylo odebrano 400 pl vzorku a k nému bylo ptidano 600 pl mobilni faze.
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Pfiprava vzorku tinktur pro kvantifikaci metodou vnéjSiho standardu

Vzorky tinktur byly nejprve centrifugovany jako u predesliého postupu, poté bylo od
vSech vzorkti odpipetovano 10 pl ze supernatantu a ziedéno 990 ul methanolu. VVzorek
vlastni tinktury byl jesté nafedén tak, ze bylo odebrano 100 pul 100krat zfedéného vzorku a
k nému bylo pridano 400 pul mobilni faze.

3.3.2. Piiprava standardu

Do sklenéné vialky bylo odvazeno 2,38 mg standardu baicaleinu a k nému bylo
pfidano 1,5 ml methanolu. Dale bylo do sklenéné vialky odebrano 100 pl roztoku
standardu a zfedéno 1,4 ml methanolu (vysledna c=0,106 mg/ml). Pro kvantifikaci vzorka
metodou ptidavku standardu byl piipraven standard odpipetovanim 240 ul standardu,
k nému bylo piidano 260 pl mobilni faze (vysledna c=0,05088 mg/ml). Pro kvantifikaci
vzorkd metodou vné&jsiho standardu byl ptipraven standard odpipetovanim 20 ul standardu
baicaleinu (c=0,05088 mg/ml), dale bylo piidano 180 upl mobilni faze (vysledna
¢=0,005088 mg/ml). Pro sestrojeni hydrodynamického voltamogramu byl pfipraven
standard z 50 ul standardu baicalenu (c=0,106 mg/ml) a 450 pl methanolu (vysledna
¢=0,0106 mg/ml).

3.3.3. Piiprava mobilni fiaze

Pufr byl pfipraven piesnym navazenim odpovidajiciho mnozstvi NaH,PO, a
rozpusténim v ultra ¢isté vod&. Takto piipraveny pufr byl nasledné vakuové piefiltrovan na
filtru o porozité 0,2 um, pH bylo upraveno HzPO, (u pufra s pH=2, 3, 4) a © NaOH (pro
pH=5) na pozadovanou hodnotu a doplnéno po rysku. Jako optimalni sloZzeni mobilni faze

byla zvolena smés acetonitril (ACN):pufr (pH=4) (40:60, v/v).

3.3.4. Metody pouzité pri kvantifikaci baicaleinu

Ke kvantifikaci vzorkl tinktur byla zvolena metoda standardniho ptidavku. Tato
metoda je vyhodna pro analyzu slozitych matric, mate-li k dispozici ¢isty standard. Metoda
standardniho pfidavku je zaloZena na provedeni dvou a vice analyz. Prvni je analyza

samotného vzorku a poté se analyzuje vzorek, ke kterému bylo pfidano zndmé mnozstvi
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stejné latky, kterou stanovujeme. Tato metoda se vyznacuje vysokou spolehlivosti, jelikoz
standard pfiddvame piimo ke vzorku, a tudiz analyt i standard reaguji za totoznych
podminek. Bylo nutné zvolit koncentraci standardu baicaleinu, aby se plocha piku
po prvnim piidavku zvétSila aspont o 20 %, jako ideélni jevila koncentrace standardu

baicaleinu 0,05088 mg/ml.

Tabulka I - systém piipravy pti kvantifikaci

vzorek tinktury mobilni faze standard
0. pfidavek 160 pl 40 pl 0wl
1. ptidavek 160 ul 20 pl 20 pl
2. pridavek 160 pl 0ul 40 pl

Pii stanoveni baicaleinu metodou standardniho ptidavku se pouZzilo vyhodnoceni
pomoci extrapolace pifimky zpét na prinik osou x. Jelikoz na osu x je vyndSen objem
pridavaného standardu, tak hodnota priniku osou x se rovna mnozstvi standardu. Dale je

pocitano podle vzorce:  Vizorek * Cvzorek = Vstandard * Cstandard.

Pro srovnani bylo provedeno vyhodnoceni pomoci metody vnéjsiho standardu.
Metoda vnéjsi standardu patii mezi jednodussi metody kvantitativni analyzy. Vyhoda je, Ze
se mohou provést dva nastiiky, a to nasttik samotného vzorku a roztoku standardu o znamé
koncentraci. Vyhodnoceni mnozstvi analytu ve vzorku se provadi pomoci troj¢lenky. Tato
metoda neni vhodna pro vzorky, kde dulezitou roli hraje matrice, jelikoz standard

nereaguje za identickych podminek jako analyt.

Koncentrace baicaleinu metodou vnéjsiho standardu byla vypocitana podle vzorce:

_A@) - c(s)

‘W=—U®

kde c(i) je stanovovana koncentrace baicaleinu ve vzorku, A(i) je plocha signalu
baicaleinu ve vzorku, A(s) je plocha standardu ziskana proméfenim standardu o znamé

koncentraci c(s).
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3.4. Experimentalni podminky

Pro HPLC byly zvoleny nésledujici podminky: mobilni faze ACN:pufr (40:60, v/v) o
pH=4, priitok mobilni faze 0,2 pl/min, tlak systému se drzel stabiln¢ na 99 Bar, nastiik 5 pl

(provadén manualng).

Detekéni podminky byly zvoleny nasledujici: detekéni potencial na prvnim kanale
byl 20 mV a na druhém 500 mV (vs. Pd/Hy), citlivost (proudovy rozsah) byl 5 uA/V pro
oba kanaly.
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4. Vysledky a diskuse

4.1. Hydrodynamicky voltamogram

Pro testovani hydrodynamického voltamogramu baicaleinu byl zvolen roztok
standardu o koncentraci 0,0106 mg/ml. Byla méiena zavislost vysky piku baicaleinu
na velikosti vlozeného napéti na pracovni elektrodé. Méteni probihalo v mobilni fazi o
slozeni ACN:fosfatovy pufr (40:60, v/v). Jako pocatecni napéti bylo zvoleno - 60 mV
(vs. Pd/H,), dale se hodnoty napéti navySovaly o 40 mV do hodnoty 100 mV, a pak se
napéti navySovalo o 80 mV az do hodnoty 660 mV (vs. Pd/H,).

Hydrodynamicky voltamogram

vyska piku (h)

-100 0 100 200 300 400 500 600 700

vloZzené napéti (mV)

Obr. 7 - hydrodynamicky voltamogram

Na Obr. 7 vidime, Ze nejvEtsi proudové odezvy je dosaZeno pii napéti 600-700 mV
(vs. Pd/Hy), ovsem pii takto velkém napéti dochazi ke snizeni selektivity reakce. Pro dalsi
experimenty bylo zvoleno napéti 20 mV (vs. Pd/H;). Podobné jak je uvedeno v praci [15],
mizeme pozorovat dvé oxidacni viny baicaleinu, pficemz ziejmé V prvni vIin¢ dochazi
k oxidaci dvou hydroxylovych skupin a ve druhé viné dochazi k oxidaci tfeti hydroxylové

skupiny (viz. Obr. 5 str. 26).
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Obr. 8 - chromatogram standardu baicaleinu, kde na prvni elektrodé (¢erna barva) je napéti 20 mV

(vs. Pd/H,) a na druhé elektrodé (Gervena barva) je napéti 120 mV (vs. Pd/H,)

Obr. 8 ukazuje, ze pti 20 mV (vs. Pd/H,) dochazi ke kvantitativni oxidaci baicaleinu,
tudiz nedochéazi na druhé elektrodé k zadné dalsi oxidaci. Pfi vybéru vhodného napéti
vkladaného na elektrodu byla zohlednéna selektivita pfi daném napéti, a taktéz mnozstvi

zoxidovaného baicaleinu.
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Obr. 9 - chromatogram vzorku tinktury pii dvou ruznych potencialech, kde na prvnim elektrodé
(Cervena barva) bylo vlozené napéti 20 mV (vs. Pd/H,) a na druhé elektrodé (Cerna barva) bylo
vloZené napéti 500 mV (vs. Pd/H,).

Z Obr. 9 je evidentni, Ze vyssi selektivita je dosazena pii napéti 20 mV (vs. Pd/Hy).
Pfi napéti 500 mV je odezva signalu baicaleinu vétsi, ale soucasné dochazi k detekci

I jinych komponent s vy$$imi oxida¢nimi potencialy.
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4.2. Vliv pH pufru
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Obr. 10-chromatogram standardu baicaleinu pii pH 2-5, vlozené napéti je 20 mV (vs. Pd/Hy)
Piky: 1-baicalein pifi pH=5, 2-baicalen pii pH=4, 3-baicalein ptfi pH=3, 4-baicalein pii
pH=2

Obr. 10 demonstruje vliv pH pufru na vySku, plochu a tvar piku. Vysledny a zde
zobrazeny chromatogram byl vytvofen slouenim ¢tyf chromatogramt standardu
baicaleinu pti rizném pH. Jasn¢ zde vidime, Zze pii pH= 4 je odezva detektoru nejvyssi.
Zatimco pii snizovani nebo zvySovani pH dochazi ke snizeni odezvy signalu a u pH= 2

dochazi ke zméné reten¢niho ¢asu.
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4.3. Vliv slozeni mobilni faze
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Obr. 11 - chromatogram standardu baicaleinu pfi riizném slozeni mobilni faze
Piky: 1-ACN:fosfatovy pufr (48:52, v/Vv), 2-ACN:fosfatovy pufr (40:60, vIV),
3-methanol:fosfatovy pufr (60:40, v/v), 4-methanol:fosfatovy pufr (50:50, v/v)

Na Obr. 11 Ize vidét vliv sloZzeni mobilni faze na tvar piku a na retencnim case.
Mobilni faze methanol:pufr poskytovala SirS$i a méné symetrické piky. Zatimco pfi pouziti
mobilni faze ACN:pufr byly piky uzsi a vice symetrické. Pfi optimalizaci mobilni faze byla
mensi selektivita pii slozeni ACN:pufr (48:52, v/v) nez pii slozeni ACN:pufr (40:60, v/v).
V ptipad¢ analyzy tinktur, kde je pfitomno vice latek, je vyhodnéjs$i mit lepsi selektivitu.
DalSim krokem urceni mnozstvi ACN v mobilni fazi je vliv na retenci a rozliSeni pika

(viz. Obr. 12)
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A: ACN:fosfat (48:52, vIv)
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B: ACN:fosfat (40:60, v/v)
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Obr. 12- separace vzorku tinktury pfi rizném poméru ACN:fosfatovy pufr a napéti 20 mV (vs.

Pd/Hy)

Piky: 1 - neznama latka, 2 - baicalein

Na Obr. 12 Ize vidét, ze pti pouziti mobilni faze A je retence i rozliSeni pikti nizsi nez

pfi pouziti mobilni faze B. Pfi pouZziti mobilni faze B dochazi k lepsi separaci mezi piky 1

a 2, nez pii pouziti mobilni faze A. Taktéz lze na obrazku vidét, ze na zacatku piku

baicaleinu je pfitomen maly signdl neznamé latky, ktery je 1épe separovan pii pouziti

mensiho mnoZstvi organického modifikatoru.

Tabulka I1- vliv slozeni mobilni faze na faktor selektivity pfi analyze vzorku tinktury

mobilni faze tr - neznama | tg -baicalein | ty -mrtvy cas | a-faktor
latka (min) (min) (min) selektivity

acetonitril:fosfatovy pufr | 3,897 5,510 1,992 1,85

(48:52 viv)

acetonitril:fosfatovy pufr | 4,757 7,857 1,992 2,12

(40:60 viv)
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4.4. Analyza vzorki tinktur

Pro piiblizné srovnani téchto tii tinktur byl zvolen stejny postup fedéni pro vsechny
tii vzorky. Pfi analyze vzorku tinktur se latky dostate¢né od sebe separovaly. Z Obr. 13-15
lze vidét, ze jednotlivé chromatogramy jsou si podobné, co do obsahu pfitomnych latek
Vv tinktufe. Z toho Ize usoudit, ze jednotlivé tinktury byly pravdépodobné ptipraveny ze
stejného materialu (kofen SiSaku) a podobnym zplsobem jaky byl zvolen pii piipravé
vlastni tinktury. I kdyZz maji jednotlivé vzorky podobny fingerprint, li§i se v mnoZzstvi

ucinnych latek.

[rmiv]

baicalein

v

Yoltage

AN

0,0+

Time [min.]

Obr. 13 - chromatogram vzorku vlastnoru¢né ptipravené tinktury
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Obr. 14 - chromatogram vzorku tinktury Bylinné kapky, s.r.o.
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Obr. 15 - chromatogram vzorku tinktury Popov
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4.5. Kvantifikace vzorku tinktur

Vzorek tinktury Bylinné kapky, s.r.o.

[miv]

‘Voltage

0,0

Obr. 16 - analyza vzorku tinktury Bylinné kapky, s.r.o.
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Obr. 17 - graf pfidavkt standardu pro vzorek tinktury Bylinné kapky, s.r.o.
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Vzorek tinktury Popov
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Obr. 18 - analyza vzorku tinktury Popov se v§emi ptidavky, zobrazena je prvni elektroda s

napétim 20 mV (vs. Pd/Hy)
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Obr. 19 - graf pfidavkt standardu pro vzorek tinktury Popov
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Vlastni vzorek tinktury
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Obr. 20 - analyza vlastniho vzorku tinktury se v§emi piidavky, zobrazena je prvni elektroda s

napétim 20 mV (vs. Pd/Hy)
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Obr. 21 - graf piidavki standardu pro vlastni vzorek tinktury
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4.5.1. Shrnuti vysledki
Tabulka 11 - nazev vzorku, hodnoty koncentraci baicaleinu vypoétené metodou ptidavkl
standardu a metodou vn¢jsiho standardu, smérodatné odchylky a relativni smérodatné odchylky

(RSD)

Obsah baicaleinu (mg/ml) N ,
smérodatna RSD
vzorek metoda standardniho metoda vnéjsiho odchylka
tinktury pridavku standardu
viastni 4,016 4,467 0,2255 | 532%
vzorek
vzorek
Bylinné 3,070 3,135 0,0325 1,05%
kapky, s.r.o.

vzorek 0,337 0,348 0,0055 | 1,61%
Popov

jsou uvedeny primérné hodnoty n=3

4,5

3,5 A

® Obsah baicaleinu (mg/ml)
metoda pfidavku standardu

2,5 -

B Obsah baicaleinu (mg/ml)
metoda vnéjsiho standardu

1,5 4

0,5 -

vlastni vzorek vzorek Bylinné vzorek Popov
kapky, s.r.o.

Obr. 22 - graf zobrazujici mnozstvi baicaleinu v jednotlivych vzorcich tinktur

Na Obr. 22 1ze, taktéz vidét srovnani dvou metod kvantifikace baicaleinu ve vzorcich
tinktur, a to metody standardniho pfidavku a metody vnéjsiho standardu. Dle ocekéavani se
nalezeny obsah baicaleinu zjistény obéma metodami nejvice 1i$i u nejkoncentrovanéjsiho
extraktu (vlastni tinktura), kde lze i pfedpokladat nejsilnéjsi vliv matrice. Nicmén¢ zjisténé

hodnoty RSD ukazuji, Ze obé metody poskytuji prakticky velmi podobna data. Ptestoze
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k dispozici standard identicky s analytem), vzhledem Kk jeji vyrazné vétsi casové a
ekonomické narocnosti lze konstatovat, ze pro tento typ vzorkll je rovnéz i metoda

vnéjsiho standardu dobie pouzitelnou kvantifika¢ni metodou.

Pti analyze bylo zjisténo, ze jednotlivé tinktury obsahuji rizné mnozstvi baicaleinu a
dalsich latek obsazenych v kofenu baicaleinu Uz z Obr. 22 je vidét, Ze jeden ze vzorkl
komer¢nich tinktur obsahuje minimalni mnozstvi baicaleinu oproti druhému komerénimu
vzorku. Nejvetsi mnozstvi baicaleinu je pfitomno ve vlastnim vzorku tinktury, ktera byla
piipravena tradi¢ni metodou pomoci macerace. Potvrdila se hypotéza z prace Gao a kol.

[48], Ze tinktura s vy$§im obsahem alkoholu obsahuje vice baicaleinu.

Pii srovnavani vlastni tinktury s komer¢nimi preparaty je dulezité vyzdvihnout fakt,
ze ptiprava vlastni tinktury je pracngjsi i Casove naro¢néjsi, ale zpravidla bude poskytovat
lepsi produkt. V neposledni fadé miize byt i ptiprava vlastni tinktury levnéjsi nez komercni

tinktury.
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5.Zavér

Cilem této prace bylo podat S$ir§$i informace o méné¢ zndmé rostliné S$iSaku
bajkalském, ale Siroce vyuzivané v tradi¢nich medicindch a navrhnout vhodny postup ke
stanoveni baicaleinu v tinkturdch pomoci HPLC s coulometrickym detektorem.
Elektrochemicky detektor je svou selektivitou vhodny pro analyzu vzorka podobného typu.
Experimentalné bylo potvrzeno, ze baicalein se oxiduje jiz pii nizkych potencialech.
Postupnou optimalizaci podminek separace (od slozeni mobilni faze s optimalnim pH, az
po vhodny detekéni potencial) byla navrzena metoda kvantifikace baicaleinu

v ethanolickych extraktech kofene §iSaku bajkalského.

Ke kvantifikaci baicaleinu v realnych vzorcich byly pouzity dvé metody. A to

vvvvvv

metoda vnéjsiho standardu.

Z analyz vyplynulo, ze jednotlivé latky se neli§i spektrem obsazenych latek, ale
obsahem ucinnych latek. Vyrazné nejvyssi obsah baicaleinu je pfitomen ve vlastni tinktufe,
rovnéz tinktura Bylinné kapky s.r.o. obsahuje velké mnoZzstvi baicaleinu, zatimco
Vv tinktufe Dr. Popov bylo pfitomno malé mnozstvi této Ucinné latky. Z vySe uvedené¢ho
vyplyva, Ze draz§i preparat je kvalitnéjSi, avSak idedlni variantou je domaci pfiprava

tinktury. V takovém ptipad¢ je nutné zatidit si kvalitni suroviny pro pfipravu tinktury.
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/. Obrazova priloha

Obr. 23 - tinktura od vyrobce Dr. Popov (foto autor)

Obr. 24 - vlastni tinktura vyrobena maceraci (foto autor)
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Obr. 25 - tinktura od vyrobce Bylinné kapky s. r. o. - Pavlovy kapky (foto autor)
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Obr. 26 - kvét giséku bajkalského[52]

Obr. 27 - usu$eny koten §isaku[16]
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