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NMR jako nastroj k vyzkumu katabolismu polyfenoli v
lidském travicim traktu

Souhrn

Polyfenoly jsou ptijimany jako soucast rostlinné slozky stravy. Mizeme je rozdélit na
flavonoidy a neflavonoidni latky. Mezi neflavonoidni latky patii i kyselina ferulova, ktera
byla v praci pouzita jako zastupce rostlinnych polyfenoli. V procesu traveni a vstfebavani
polyfenoly obecné vétsinou prostupuji do tlustého stieva, kde jsou rozkladany na metabolity a
bioaktivni vsttebatelné latky. Ty vykazuji fadu ptiznivych G¢inki a mohou byt zodpovédné za
pozitivni efekt polyfenoli na lidské zdravi. Mohou také slouzit jako markery pfijmu ovoce a
zeleniny a markery metabolismu tlustého stteva pro klinické tucely.

Nukledrni magneticka rezonance (NMR) je rozvijejici se moderni nastroj vyuzivany
jak v potravinaistvi za G¢elem odhaleni falSovani potravin, tak také pro ucely metabolomické
analyzy, at’ uz na kvantifikaci nékterych metabolitii nebo na profilling. Cilem préace bylo
kromé zpracovani reSerSe ukdzat moznost vyuZziti nuklearni magnetické rezonance (NMR) pti
vyzkumu katabolismu polyfenoll v lidském travicim traktu.

Vzorky stolice 4 darct byly fermentovany v médiu s piidavkem kyseliny ferulové jako
zastupcem rostlinnych polyfenoli. Byly sledovany zmény ve spektrech a vznik metabolitt
kyseliny ferulové v riznych ¢asech fermentace ato v 0 h, 4 h, 8 h a 24 h. K pfifazeni signala
s kvantifikaci jsme pouzili software Chenomx. Zaroven bylo provedeno méfeni kontroly
(pouze inokulum) a pozitivni kontroly (pouze kyselina ferulova bez inokula).

Klicova slova: polyfenoly, kyselina ferulova, metabolismus, fermentace, NMR



Summary

The Polyfenols are part of vegetable meals. They can be divided into flavonoids and
non-flavonoids. Non-flavonoid substances includes ferulic acid, which was used in this work
as a representative of plant polyphenols. During digestion and absorption, polyphenols
generally go to the colon, where they are decomposed into metabolites and bioactive
absorbable substances. Former shows a lot of positive features and may have favourable
effect on human health. They can also be markers of fruit and vegetable intake and markers of
colon metabolism for clinical purposes.

Nuclear magnetic resonance (NMR) is an evolving modern tool both in the food
industry for the purpose of detecting food adulteration and for the purposes of metabolomics
analysis, where can be used for quantification some of the metabolites or for profilling

The aim of the work was to process the research and to show the possibility of using
nuclear magnetic resonance (NMR) in research into the catabolism of polyphenols in the
human gastrointestinal tract.

It was fermented stool samples from 4 donors in medium supplemented with ferulic
acid as a representative of plant polyphenols. It was monitored changes in spectra and
formation of ferulic acid metabolites at different fermentation times at O h, 4 h, 8 h and 24 h.
Chenomx software was used for evaluation. At the same time, control measurements
(inoculum only) and positive controls (ferulic acid without inoculum only) were measured.

Keywords: polyphenols, ferulic acid, metabolism, fermentation, NMR
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1 Uvod

Polyfenoly jsou sekundarni metabolity rostlin. Podileji se na jejich obrané proti
patogeniim nebo tieba proti ultrafialovému zatfeni. Jelikoz se vyskytuji v ovoci, zelening,
obilovinach nebo i napojich jsou tudiz nedilnou soucasti lidské stravy. Odhadem se piijem
polyfenolti pohybuje okolo 1 g/den. Pravé diky jejich pomérné vysokému piijmu v lidské
stravé se v poslednich letech stavaji cilem védeckych studii, které zkoumaji jejich ucinky a
vliv na lidské zdravi. Hlavni vlastnosti polyfenolti je antioxida¢ni aktivita, ale ptipisuji se jim
také antimikrobidlni u¢inky, kardioprotektivni nebo 1 protinddorové ucinky.

Kyselina ferulova, patfici mezi fenolové kyseliny, konkrétné do skupiny derivati
kyseliny skoficové, se kromé zeleniny hojné vyskytuje i v obilovinach, napf. v jeCmeni,
pSenici, také v ryzi nebo kukufici. Stejné jako vétSina polyfenoli vykazuje antioxidacni
ucinky a také antimikrobialni G¢inky, ¢ehoZ miZe byt vyuZito 1 v potravinafstvi (naptiklad
k ochrané proti kazeni).

Pro identifikaci metabolitd polyfenoli a dalSich latek, pfitomnych ve zkoumaném
biologickém vzorku, se v dneSni dob¢ Casto vyuzivaji 2 analytické metody a to nuklearni
magnetickda resonance (NMR) a hmotnostni spektrometrie (MS). NMR spektroskopie je
analytickd metoda, ktera na zakladé absorpce radiofrekvencniho zafeni vzorkem, ktery je
umistény v magnetickém poli poskytuje informace o struktufe zkoumané latky. Po svém
objevu byla vyuzivanna piedevsim ve fyzice, kde méla ovSem omezené pouziti. S vyvojem a
lepSim chdpanim chemie se NMR zacala a stale se pouziva jako analyticka metoda. V dnes$ni
dobé je vyuziti NMR velmi Siroké, nejznaméjsi je vyuziti v I¢kaistvi jako diagnosticka
metoda. V chemii mizeme pomoci NMR urCovat chemické struktury, ¢i studovat reakéni
kinetiku. Také miizeme urCovat prostorové struktury napt. polysacharidi ¢i DNA a RNA. Ve
fyzice mize byt NMR vyuzita ke studiu struktury materidlii. V potravinarstvi se NMR
vyuziva k odhalovani falSovani potravin (alkohol, dZzusy, med). V neposledni fad¢ se
Vv poslednich letech rozviji vyuziti NMR ke studiim metabolismu traviciho traktu a také v
metabolomice, kde je vyhodna diky svému vynikajicimu spektralnimu rozliSeni, které
umoziuje pomérné rychlou a presnou identifikaci metabolitti nejCastéji v moci, krevnim séru
a také ve stolici. Studie metabolismu pomoci NMR nam tak muze poskytovat informace
tykajici se metabolickych procest v lidskych organech, jako jsou jatra, ledviny, tenké a tlusté
stievo nebo dokonce mozek.



2 Védecka hypotéza a cile prace

2.1 Cil prace

Cilem prace bylo sledovat rozklad polyfenol, konkrétné kyseliny ferulové, stfevni
mikrobiotou a zaroven sledovat vznik potenciondlnich metabolitdi rozkladu pomoci NMR
spektroskopu, jakozto rychlé screeningové metody.

Vedlej$im cilem bylo zpracovani literarniho piehledu, zabyvajiciho se polyfenoly,
kyselinou ferulovou a NMR spektroskopii.

2.2 Hypotéza

Kyselina ferulova je ve stfevé rozkladdna a dale metabolizovana do vstfebatelnych
bioaktivnich forem.
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3 Polyfenoly

Epidemiologické studie poslednich let ndm ukazuji, Ze strava bohatd na rostlinné
produkty chrani c¢lovéka pied degenerativnimi chorobami, jako je rakovina nebo
kardiovaskularni onemocnéni. Rostlinnd strava obsahuje vlakninu, vitaminy, fytosteroly,
slouceniny siry, karotenoidy a organické kyseliny, které maji ptiznivy G¢inek na lidské zdravi,
obsahuji ale také fadu polyfenolu, které jsou stale vice povazovany za Gé¢inné ochranné latky.
Jednim z hlavnich cili studii biologické dostupnosti polyfenolt je stanovit mezi stovkami
riznych dieteticky vyznamnych polyfenoll, které jsou lépe vstiebavany a které vedou Kk
tvorbé aktivnich metabolitd. Biologickd dostupnost se mezi jednotlivymi polyfenoly vyrazné
1isi, coz znamena, Ze polyfenoly, nejvice se vyskytujici v nasi stravé nejsou nutné ty, které
vedou k nejvyssi koncentraci aktivnich metabolitti v cilové tkani (Manach et al. 2005).

Polyfenoly jsou slouceniny, které se piirozené vyskytuji ve velké mife v OvOCi,
zelening, obilovinach nebo napojich. Rizné druhy ovoce, napf. hrozny, jablka, hrusky nebo
tfeSn€¢ mohou obsahovat 200-300 mg polyfenoll na 100 g cisté vahy. Také produkty,
vyrobené z tohoto ovoce nebo zeleniny, obsahuji vyznamné mnozstvi polyfenolt (Pandey &
Rizv 2009). Polyfenoly patii mezi tzv. sekundarnim metabolity a jsou to derivaty
pentoézofosfatovych, shikimatovych a fenylpropanoidnich drah v rostlinach. Hraji dalezitou
roli v ristu a reprodukci, poskytuji ochranu proti patogenim a predatorum a prispivaji Kk
barevné a smyslové charakteristice rostlin. Kromé dulezitych funkci v rostlinach polyfenoly
také vykazuji Sirokou Skalu prospésnych vlastnosti pro lidské zdravi, jako jsou antialergenni,
protizanétlivé, antimikrobialni, antioxidaCni, antitrombotické, kardioprotektivni a
vazodilata¢ni uéinky (C.M. Ajila et al. 2010). Béhem poslednich 10 let se nejen védci, ale
také vyrobci potravin stale vice zajimaji o polyfenoly. Hlavni diivodem je velké mnozstvi
polyfenolt vyskytujicich se v lidské stravé, jejich antioxidac¢ni vlastnosti a pravdépodobna
role v prevenci rtiznych onemocnéni spojenych s oxida¢nim stresem, jako je rakovina nebo
kardiovaskularni choroby (Manach C, Scalbert A, Morand C 2004).

Fenolové slou¢eniny jsou latky, které maji alespon jeden aromaticky kruh s jednou nebo
vice ptipojenymi hydroxylovymi skupinami. Jejich struktura je velice rozmanitd, mohou se
vyskytovat od jednoduchych, nizkomolekularnich slouéenin s jednim aromatickym kruhem az
po velké slozit¢ komplexy jako taniny a také derivaty polyfenoli. Klasifikovany jsou na
zéklad¢ poctu a usporadani jejich atomt uhliku. Bézné se vyskytuji jako konjugaty
s organickymi kyselinami ¢i sacharidy (Crozier & Clifford 2006), kdy jeden nebo vice
cukernych zbytkd je spojen s hydroxylovymi skupinami, ale existuji i pifimé vazby cukru
(polysacharidu nebo monosacharidu) na aromaticky uhlik.
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3.1 Rozdéleni polyfenoli

Polyfenoly predstavuji jednu z nejpocetnéjSich skupin ptirodnich latek v rostlinné isi.
V soucasné dobé¢ je znamo vice nez 8 000 fenolickych struktur. Ackoli polyfenoly jsou
chemicky charakterizovany jako slouceniny s fenolickymi strukturami, je tato skupina velmi
riznorodd a obsahuje nékolik podskupin. Rozmanitost a Siroka distribuce polyfenoli v
rostlinach vede k riznym zpusobim kategorizace téchto sloucenin. Polyfenoly byly
klasifikovany podle zdroje ptivodu, biologické funkce a chemické struktury (Tsao 2010).
Polyfenoly mohou byt rozdéleny do riznych skupin v zavislosti na poctu kruht, které
obsahuji a na strukturnich prvcich, které tyto kruhy navzajem vazi (Manach C, Scalbert A,
Morand C, 2004). V této praci pouzivam rozdéleni na skupinu s flavonovym jadrem,
flavonoidy a neflavonoidni latky.

3.1.1 Flavonoidy

Flavonoidy jsou nejvice studovanou skupinou z polyfenold. Jsou pfitomny ve vysokych
koncentracich v epidermis list a pokozce plodi. V rostlinach jsou zapojeny do rlznych
procest, jako je UV ochrana, pigmentace, nebo odolnost vii¢i chorobam (Crozier & Clifford
2006). Doposud bylo zjisténo vice nez 4 000 druhti flavonoidl, z nichZz mnohé jsou
odpovédné za atraktivni barvy kvétin, ovoce a listd. V rostlinach se tvofi z aromatickych
aminokyselin fenylalaninu a tyrosinu (Pietta 2000).

Flavonoidy jsou polyfenolické latky s nizkou molekulovou hmotnosti, jejichz zakladem
je flavonové jadro. Obrazek 1 ukazuje obecnou strukturu flavonoidi a cCislovaci systém,
pouzivany k rozliSeni pozic uhliku kolem molekuly (Cook & Samman 1996). Spole¢nou
strukturou je difenylpropan (Ce-C3-Cs), ktery se sklada ze dvou aromatickych kruhd,
spojenych tfemi atomy uhliku, které obvykle tvoii okysli¢eny heterocykl (EI Gharras 2009).

Biochemické aktivity flavonoidu a jejich metabolit zavisi na jejich chemické struktuie
a relativni orientaci riznych skupin na molekule. V rostlinach najdeme flavonoidy v riznych
strukturnich formach a to jako aglykony (necukerna slozka), v této podon¢ se ovSem vyskytuji
nejméné, dale jako glykosidy, glykosidové derivaty a methylované derivaty (Tapas, Sakarkar
& Kakde 2008). Mezi hlavni tfidy flavonoidd patii flavonoly, flavony, flavan3-oly,
flavanony, antokyany a isoflavony.

Obriazek 1 Flavonové jadro
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3.1.1.1 Flavonoly

Flavonoly jsou nejrozsirenéjsi skupinou flavonoidl v potravindch. Bézné se vyskytuji
V relativné nizkych koncentracich a to 15 az 30 mg/kg Cisté hmotnosti. Nejbohat$imi zdroji
jsou cibule, porek, brokolice, kapusta a bortvky. Také ¢ervené vino a ¢aj mohou obsahovat az
45 mg flavonoli/lI (Manach C, Scalbert A, Morand C 2004).

Mezi hlavni zastupce patii kvercetin a kaempferol, dale pak je$té myricetin a
isorhamnetin. Na obrazku 2 je znazornéna zakladni struktura. Flavonoly se nejcastéji
vyskytuji ve formé O-glykosidia (Crozier & Clifford 2006). Pfipojena cukrova skupina je
velmi Casto glukoza nebo ramnodza, ale mohou byt zahrnuty 1 jiné cukry (napi. galaktdza,
arabindza, xyloza, kyselina glukuronova) (El Gharras 2009).

Obrazek 2 Flavonol

3.1.1.2 Flavony

Flavony jsou strukturalné velmi podobné flavonolim. Jejich zaladni struktura (obrazek
3) se od flavonola lisi pouze chybéjicim kyslikem na C3. Vétsina flavont se pak vyskytuje
piedevsim jako 7-O-glykosidy (Crozier & Clifford 2006).
zdroje téchto flavonl jsou identifikovany petrzel a celer. Kromé luteoninu a apigeninu byly
také identifikovany polymethoxylované flavony, mezi které patii tangeretin, nobiletin a
sinensetin. Tyto latky se ve vét§im mnoZstvi vyskytuji ve slupkach citrusovych ploda (EI
Gharras 2009).

Obrazek 3 Zakladni struktura Flavonu
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3.1.1.3 Flavan-3-oly

Flavan-3-oly nebo také flavanoly jsou nejslozitéjsi podtidou flavonoidt. Jde o Sirokou
skupinu latek, od jednoduchych monomeri-katechini a jejich izomerd epikatechint, po
oligomerni a polymerni proantokyanidiny, zndmé také jako kondenzované taniny. Na rozdil
od flavonu, flavonoli, iSoflavonti a antokyanidinti, coz jsou rovinné molekuly, flavan-3-oly,
proanthokyanidiny maji v heterocyklickém kruhu nasyceny C3 (obrazek 4) a proto rovinné
nejsou. Maji také dvé chiralni centra na C2 a C3, vytvaieji tedy Ctyfi izomery pro kazdou
uroven hydroxylace B-kruhu (Crozier & Clifford 2006). Flavan-3-oly se vyskytuji zejména ve
slupce hroznti, jablek a borGvek. Katechiny a epikatechiny a jejich derivaty jsou hlavnimi
flavonoidy v ¢ajovych listech a kakaovych bobech (Tsao 2010).

o
OH

Obrazek 4 Struktura flavan-3-olu

3.1.1.4 Flavanony

Flavanony se vyznacuji nasycenym tfiuhlikovym fetézcem a atomem kysliku na CA4.
Obvykle jsou glykosylovany disacharidem v poloze C7. Ve vysokych koncentracich jsou
pritomny pouze v citrusovych plodech, v mensSich mnozstvich se pak vyskytuji také v
rajéatech a nékterych aromatickych rostlinach, jako je mata (Kushwaha & Karanjekar 2011).
Hlavnimi aglykony jsou naringenin (obrazek 5) v grapefruitech, hesperetin v pomeranéich a
eriodictyol v citronech. Flavanony jsou obecné glykosylovany bud’ neohesperiddzou, ktera
dava hoikou chut’, nebo rutin6zou, ktera je bez chuti (El Gharras 2009).

OH
HO l O
OH

Obrazek 5 Naringenin

3.1.1.5 Anthokyanidiny
Anthokyanidiny patfi mezi jedny znejvice pouzivanych piirodnich barviv

zodpovédné za oranzové, rizové, Cervené, fialové a modré barvy kvétin ¢i plodd nekterych
rostlin (Castaneda-Ovando et al. 2009). Antokyanidiny v rostlinach existuji hlavné v
glykosidickych formach, které se bézné oznacuji jako antokyany. Antokyanidiny se skladaji z
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aromatického kruhu A vazaného na heterocyklicky kruh C, ktery obsahuje kyslik (obrazek 6)
a je také vazan vazbou uhlik-uhlik na tfeti aromaticky kruh B (Kushwaha & Karanjekar
2011).

Nejroziitenéjsi antokyanidiny jsou kyanidin, delfinidin a pelargonidin, spolu s dalsimi
monomernimi antokyanidiny (celkem znamych 31 antokyanidin). Barva antokyani je
zavisla na pH (Cervend v kyselych a modra v bazickych podminkéach), ale i na dalSich
faktorech, jako je stupen hydroxylace, methylace aromatickych kruhti nebo glykosylace (Tsao
2010).

Obrazek 6 Struktura anthokyanidinu

3.1.1.6 Isoflavony

Isoflavony patii do skupiny fytoestrogenti. Ty se vyskytuji pfirozené v mnoha rostlinach
a maji strukturalni a funkéni podobnost s lidskym estrogenem.

Isoflavony se vyskytuji téméf vyhradné v lusténinach, kdy nejvy$si mnozstvi je
obsazeno Vv s6ji. Mohou se vyskytovat v podobé aglykoni nebo glykosidd, vétSina vsak
obsahuje isoflavonové aglykony a to genistein, daidzein a glycitein. Jednim z dalSich
isoflavont je také coumestrol, ackoli je v sdji pfitomen v mnohem niz§ich koncentracich nez
genistein, daidzein a glycitein (Munro et al. 2003). Zakladni struktura isoflavond je zobrazena
na obrazku 7. Obsah isoflavont v soji a v produktech ze soje vyrabénych se velmi li§i v
zavislosti na zemépisné poloze, podminkach péstovani a zpracovani. S6jové boby obsahuji
mezi 580 a 3 800 mg isoflavont na kg ¢erstvé vahy a s6jové mléko obsahuje mezi 30 a 175
mg/l (El Gharras 2009).

Obrazek 7 Zakladni struktura isoflavonu
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3.1.2 Neflavonoidni latky

Hlavnimi neflavonoidnimi latkami s dietetickym vyznamem jsou fenolické kyseliny a
stilbeny.

3.1.2.1 Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny mtizeme rozdélit do dvou podskupin na hydroxybenzoové Kyseliny a
hydroxyskoticové kyseliny. Cisla a poloha hydroxylovych skupin na aromatickém kruhu
vytvari rizné struktury a slouceniny fenolickych kyselin. Hydroxybenzoové kyseliny maji
spole¢nou strukturu C6-C1 a patii mezi né kyselina gallova, p-hydroxybenzoova,
protokatechova, vanilova a syringova. Hydroxyskoficové kyseliny jsou naopak aromatické
slouceniny se tfemi uhlikovymi postrannimi fetézci (C6-C3). Nejrozsitenéj$imi zastupci jsou
kyselina kavova, ferulova, p-kumarova a sinapova (Ajila et al. 2011). Fenolové kyseliny se
mohou v rostlinach vykytovat ve volné formé, jedna se vSak o mensi Cast. Z vétsi ¢asti se
vyskytuji jako glykosidy nebo estery s jinymi slou¢eninami, jako jsou steroly, alkoholy, nebo
glukosidy (Ghasemzadeh & Ghasemzadeh 2011). Volné a vazané fenolové kyseliny se
nachazeji v obilovindch. Glykosidy kyseliny hydroxybenzoové jsou také charakteristické pro
nékteré byliny a kofeni (Ramawat & Mérillon 2013).

Hlavnim pfedstavitelem hydroxyskoficovychvych kyselin je kyselina kavova, ktera se
vyskytuje v potravinach hlavné jako ester s kyselinou chinovou. Tato slouCenina se pak
nazyva kyselina chlorogenova (5-kofeoylchinova Kkyselina). Hlavnim zdrojem kyseliny
chlorogenové v lidské stravé je kava. Denni pfijem u lidi pravideln¢ pijicich kavu je 0,5-1 g,
zatimco u kavovych abstinentd je pfijem méné nez 100 mg/den (Tapiero et al. 2002). Dalsim
predstavitelem je kyselina ferulova, o které bude vice napsano v dalsi kapitole.

Hlavnim pfedstavitelem hydroxybenzoovych kyselin je kyselina gallova (3,4,5-
trihydroxybenzoova kyselina). Tato kyselina je zakladni jednotkou gallotanint, zatimco jeji
¢ast spolu s hexahydroxydifenoylem jsou podjednotky ellagitanninti, které jsou klasifikovany
jako hydrolyzovatelné taniny (Ramawat & Meérillon 2013). Molekula kyseliny gallové je
planarni a sklada se z aromatického kruhu, na némz jsou tfi hydroxylové skupiny a skupiny
karboxylové kyseliny (obrazek 8). Tyto tii hydroxylové skupiny jsou vazany k aromatickému
kruhu v poloze ortho vzhledem k sobé navzijem. Pravé toto uspotfaddni je hlavnim
determinantem silné antioxida¢ni aktivity. Vyskytuje se ve volné formé nebo ve formé esterti
(Badhani et al. 2015). Kyselina gallova je endogenni rostlinny polyfenol, ktery se hojné
vyskytuje v caji, hroznech, bobulich a jinych plodech a také ve ving. Nachézi se také v
nékterych rostlinach z tvrdého dieva jako je dub, kastan a mnoho dalsich (Verma et al. 2013).

Fenolové kyseliny patii mezi skupinu latek, které jsou pfedmétem védeckého zkoumani.
Vysvétleni jejich role v rostlinném Zivoté je jednim aspektem vyzkumu, dal$im je pak jejich
uloha v kvalité potravin. Fenolové Kyseliny jsou spojovany s barevnymi, smyslovymi,
Nutriénimi a antioxida¢nimi vlastnostmi. Jednim z podnétu pro analyticka zkoumani je role,
kterou maji tyto slouceniny v organoleptickych vlastnostech (chut, astronomie a tvrdost)
potravin. Potravinaisky pramysl dale zkouma obsah a profil fenolovych kyselin, jejich vliv na
dozravani ovoce, prevenci enzymatického hnédnuti a jejich roli jako potravinaiskych
konzervacnich latek (Robbins 2003).
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OH
Obriazek 8 Kyselina gallova

3.1.2.2 Stilbeny

Stilbeny jsou mald skupina sekundarnich metabolitd rostlin, vzniklych z
fenylpropanoidli, charakteristické 1,2-difenylethylenovou strukturou. Vétsina stilbend je
derivatem zakladni jednotky trans-resveratrolu (3,5,4-trihydroxy-transstilben) (Chong et al.
2009). Takto se nachazeji v jatrovkach a nékterych kapradinach. Ve vyssich rostlinach jsou
potom Vv monomerni formé, a jako di-, tri- a polymerni stilbeny, nazyvany také jinak
viniferiny (Cassidy-Aedin & Rosa-M 2000). Mezi hlavni fyziologické role stilbenii patii role
fytoalexint a rastovych regulatord. Existujici stilbeny pomahaji chranit rostlinné tkané pied
napadenim houbami, hmyzem a jinymi organismy. Mezi tyto stilbenové fytoalexiny patii
resveratrol, jez je také neznaméjSim stilbenem vyskytujicim se v lidské stravé (obrazek 9) a
jeho derivaty (Pugatch & Schroeder 2018).

Stilbeny jsou syntetizovany Sirokou Skalou rostlinnych druhii, napf. Sachorovite,
borovicovité, bobovité, myrtovité, bukovité, liliovité nebo révovité a obvykle se vyskytuji v
kotenech, ktrach, oddencich a listech. Na zdklad¢ dostupnych udaja jsou hlavnimi zdroji

stilbeni ve stravé hrozny, hroznové $tavy, vino, arasidy a arasidové maslo (Chung at al.
1992).

OH

HO N

OH
Obrazek 9 Resveratrol
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3.2 Vyznam polyfenolu

3.2.1 Vyznam pro rostliny

Flavonoidy a fenolové kyseliny jsou univerzalni latky vyskytujici se v rostlinné fisi.
Spolu s chlorofyly a karotenoidy patfi mezi rostlinné pigmenty. Flavony, flavonoly a
antokyanidiny mohou pusobit jako vizualni signaly pro opylovace a to diky barvam, které
rostliné ¢i kvétu davaji. Katechiny a jiné flavanoly zpusobuji sviravou chut, mohou tedy
Vv rostliné predstavovat obranny systém proti hmyzu. Flavonoidy také chrani rostlinu pted
stresem a to tak, ze v rostlinnych bunkach odstranuji reaktivni druhy kysliku (Stalikas 2007).

Pokud je rostlina vystavena velkému mnozstvi abiotického stresu, neschopna
piizpisobit produkci a spektrum fenolovych sloucenin. Velké mnoZstvi polyfenolickych
struktur, produkovanych v ruznych organech, burikach a subcelularnich kompartmentech je
skute¢né pritomno v kazdém jednotlivém rostlinném druhu (Agati et al. 2012). Polyfenoly,
jako jsou fenolové glukosidy, derivaty kyseliny hydroxyskoficové a flavonoidy, se podileji na
zesileni bunécné stény, ¢imz se mechanicky zvysuje vyztuzeni tkani, coZ umoziuje rostlin¢
lépe snaset sucho (Gunnaiah et al. 2012). Nedavno bylo také zjisténo, ze biosyntéza
polyfenoll v rostlinach prudce roste v reakci na vysoké slunecni svétlo, za nepfitomnosti UV
zateni, pii nedostatku dusiku, vody, pii teplu ¢i naopak zimé a pii salinité kofenové zony
(Agati & Tattini 2010).

3.2.2 Vyznam pro ¢lovéka

3.2.2.1 Antioxida¢ni aktivita

Oxidacni stres mizeme definovat jako nerovnovdhu mezi tvorbou volnych radikala a
reaktivnich metabolitl, tzv. oxidantii nebo reaktivnich kyslikovych druhii (ROS), a jejich
eliminace ochrannymi mechanismy, oznacovanymi jako antioxidanty. Tato nerovnovaha
poskozuje diilezité biomolekuly a buiiky, coz ma potencionalni dopad na cely organismus.
Oxidacni stres mize v buiikach a tknanich poskozovat lipidy, proteiny nebo molekuly DNA.
Nasledkem je pak poSkozeni membran, fragmentace nebo nahodné zesiténi molekul, jako je
DNA, enzymy a strukturalni proteiny, a dokonce miize dojit az k bunécné smrti. Oxidacni
stres tak vede k vyvoji kardiovaskularnich chorob, rakoviny, neurodegenerativnich poruch
nebo cukrovky (Drahansky et al. 2016). Hlavnimi zdroji oxida¢niho stresu v butikach jsou
reaktivni druhy kysliku a reaktivni formy dusiku, jako je hydroxylova skupina (‘OH), peroxid
vodiku (H20,), superoxid (O;"), oxid dusnaty (NO), peroxynitrit (ONOO") (Orrenius,
Gogvadze, & Zhivotovsky 2007). Antioxidanty mohou zpozd'ovat, zpomalovat nebo branit
oxidaci vychytdvanim volnych radikdli a tim snizovat oxidacni stres. Polyfenoly mohou
pusobit jako antioxidanty fadou potencidlnich mechanismil a jsou vhodnymi slouc¢eninami pro
vychytavani volnych radikalt i diky své chemické struktute, protoze maji: (1) fenolové
hydroxylové skupiny, které jsou nachylné k darovani atomu vodiku nebo elektronu volnému
radikalu; (2) rozsifeny konjugovany aromaticky systém pro pfemisténi nesparovaného
pferusit fetézovou reakci volnych radikald, potlaceni tvorby volnych radikald regulaci
enzymové aktivity nebo také schopnost chelatace kovovych iontli, zapojenych do produkce
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volnych radikala (Fraga et al. 2010). Konkrétné naptiklad flavonoidy funguji jako terminatory
reakci volnych radikali a chelatory kovovych iontl, které jsou schopny katalyzovat
peroxidaci lipidéi. Uéinek téchto antioxidantii spo¢iva v tom, Ze daruji atom vodiku volnému
radikalu, jak mizeme vidét v nasledujicich reakcich:

ROOQOe + PPH—> ROOH + PPe

ROe + PPH— ROH + PPe
Meziprodukty jsou fenoxy-radikaly, které jsou relativné stabilni, proto nova fetézova reakce
neni snadno iniciovana (Bravo L., 1998).
Bylo prokazdno, ze polyfenoly inhibuji fetézovou reakci oxidacni degradace
polynenasycenych mastnych kyselin integrovanych do micel, emulzi, liposomd, lipoproteind s
nizkou hustotou a zivociSnych tkani, které byly difive indukovany riznymi prooxidanty
(hydroxylové radikaly, ionty zeleza, UV zafeni) (Vladimir-Kneevi et al. 2012).

3.2.2.2 Kardioprotektivni u¢inky

Rada studii nam ukazala, Ze konzumace polyfenolti omezuje vyskyt srde¢nich chorob.
Polyfenoly jsou silnymi inhibitory LDL oxidace, pficemz tento typ oxidace je povaZovan za
klicovy mechanismus ve vyvoji ateroskler6zy. Kromé toho také polyfenoly mohou ptispivat
ke stabilizaci vznikajicich aterosklerotickych platd (Aviram et al. 2000). Ukazalo se, Ze
kvercetin miize inhybovat expresy metaloproteaz a narusovat tak aterosklerotické platy ¢imz
nepiimo ptispiva ke sniZeni miry vyskytu srdeénich chorob. Cajové katechiny pak inhibuji
proliferaci bun¢k hladké svaloviny v arteridlni stén€, coz je mechanismus, ktery mtize ptispét
ke zpomaleni tvorby ateromatickych 1ézi (Maeda et al. 2003). U¢inky ¢aje na cévy a krevni
tlak po jeho konzumaci jsou Castym piedmétem ruznych studii. Bylo napiiklad pozorovano,
ze konzumaci 450 ml Cerného Caje dochazi ke zvySeni dilatace tepny 2 hodiny po piijmu.
V prifezové studii na skupiné 218 zen ve véku nad 70 let, bylo zjisténo, ze dlouhodoby a
pravidelny piijem ¢erného ¢aje snizuje krevni tlak. Bylo monitorovano vylucovani kyseliny 4-
O-methylgalové (4OMGA je biomarker pro ¢ajové polyfenoly v téle). Vyssi spotieba Caje a
tedy vyssi vylucovani 4OMGA, byla spojena s niz§im krevnim tlakem (Duffy et al. 2001).

Polyfenoly mohou také vykazovat antitrombotické ucinky, prostiednictvim inhibice
agregace desticek. Konzumace Cervené¢ho vina nebo hroznové $tavy snizuje ¢as krvaceni a
agregaci desticek. Zaroven také konzumace vina zmirfiuje trombozu, zpisobenou zizenim
koronarni tepny (Garcia-Lafuente et al. 2009). Resveratrol, polyfenol ve viné, zabraiuje
agregaci destiCek prostfednictvim inhibice aktivity cyklooxygendzy, ktera syntetizuje
tromboxan A2, induktor agregace desticek a vazokonstriktor. Kromé toho studie také ukazaly,
7e resveratrol potencidlné inhibuje LDL oxidaci chelataci médi nebo pfimym vychytdvanim
volnych radikali (Pirola & Fr6jdo 2008).

V né€kolika epidemiologickych studiich byla zkoumana souvislost mezi pifijmem
polyfenolli a konzumaci potravin bohatych na polyfenoly a vyskytem kardiovaskularnich
onemocnéni a bylo zjisténo, Ze konzumace stravy bohaté na polyfenoly byla spojena s niz§im
rizikem infarktu myokardu v obou ptipadech, jak u kohortovych studii tak u pfipadovych
studii (Pandey & Rizv 2009).
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3.2.2.3 Protinddorové ucinky

Uginky polyfenolti na linie nadorovych bundk jsou nejéast&ji ochranné a napoméhaji
zpomaleni ¢i omezeni rusti nadort. Tyto ucinky byly pozorovany diky in vitro studiim linii
nadorovych bungk z ust, zaludku, dvanactniku, tlustého stieva, jater nebo plic. Byla testovana
fada polyfenolli, jako je kvercetin, katechiny, isoflavony, lignany, flavanony, kyselina
ellagova, resveratrol a vSechny testované slouceniny vykazovaly u nekterych piipadi
ochranné u¢inky, ackoli jejich mechanismy pusobeni jsou odlisné (Johnson, Williamson, &
Musk 1994). Mezi mechanismy pisobeni polyfenolti proti nadorové aktivité patii estrogenni a
antiestrogenni aktivita, antiproliferace, zastaveni bunééného cyklu nebo apoptdzy, prevence

7R P4

aktivita a zmény v buné¢né signalizaci (Garcia-Lafuente et al. 2009).

Theaflaviny, vyskytujici se v ¢erném ¢aji, také vykazuji silné protirakovinné vlastnosti.
Tyto polyfenoly inhibuji proliferaci a zvysuji apoptézu bun€k u karcinomu prostaty. Vyssi
hladina rstového faktoru-1 podobného inzulinu (IGF-1) je spojena s vy$§im rizikem vzniku
rakoviny prostaty. Ptidani theaflavinu v davce 40 mg/ml blokuje progresi bunék
indukovanych IGF-1 do faze S bunééného cyklu v buiikach karcinomu prostaty (Sharma &
Rao 2009).

3.2.2.4 Antidiabetické a neuroprotektivni u¢inky

Jednim z dalSich G¢inkt, pFipisovanym polyfenolim, jsou antidiabeticky ucinek a
neuroprotektivni ucinek. Polyfenoly mohou ovliviiovat glykémii riznymi mechanismy a to
tak, Ze inhibuji absorpci glukézy ve stievech nebo jeji absorpci perifernimi tkanémi. Byly
pozorovany hypoglykemické uéinky diacetylovanych antokyant pii davce stravy 10 mg/kg u
maltozy jako zdroje glukosy. To naznaCuje, Ze tyto ucinky jsou zpusobeny inhibici a-
glukosidazy ve stfevni sliznici. Rovnéz byla pozorovana inhibice a-amylazy katechinem v
davce asi 50 mg/kg stravy (Garcia-Lafuente et al. 2009).

Neurodegenerativni onemocnéni jsou zpisobenad poskozovanim makromolekul mozku a
také oxida¢nim stresem. ProtoZe polyfenoly jsou vysoce antioxida¢ni, mize jejich konzumace
ctyti sklenky vina, maji o 80 % niz8i vyskyt demence a Alzheimerovy choroby ve srovnani s
témi, ktefi pili vina méné nebo vino nepili vitbec (Pandey & Rizv 2009).
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4 Kyselina ferulova

Kyselina ferulova, nebo taky 4-hydroxy-3-methoxyskoficova kyselina (obrazek 10) je
kyselina hojné se vyskytujici v rostlinné fi$i a mize byt mikrobidlné¢ pfeménovana na dalsi
hodnotné aromatické slouceniny. Vyskytuje se v rostlinach ve volné formé a v bunééné sténé
je kovalentné vazana na lignin a jiné polymery (Rosazza et al. 1995). Kyselina ferulova a jeji
prekurzory, kyselina p-kumarova (p-hydroxyskoticova kyselina) a kyselina kavova (3,4-
dihydroxyskoticova kyselina), jsou V rostlindich syntetizovany S$ikimatovou drahou z
fenylalaninu nebo L-tyrosinu (Bourne & Rice-Evans 1998). V rostlinaich ma tato kyselina
nékolik dulezitych roli. Bylo zjisténo, ze napomaha strukturdlni pevnosti bunécné stény a
posiluje jeji architekturu zesitovanim pentosanovych fetézci, arabinoxylani a hemiceluloz,
¢imz Cini tyto slozky méné nachylné k pusobeni hydrolytickych enzymti v obdobi béhem
kliceni rostliny. Volné formy kyseliny ferulové pisobi pfi zesiténi bunécnych stén rostlin a
jsou také prekurzory riznych antimikrobialnich sloucenin, signalnich molekul a fytoalexind,
které hraji dilezitou roli v obrannych mechanismech rostlin (Dixon & Paiva 1995).

Ferulova kyselina je V potravinich pfedev§im soucasti vlakniny. Vyskytuje se
V jednodéloZznych rostlindch (ryZe, pSenice, oves), zelenin€, kvétinach, ovoci, fazolich,
semenech kavy, artyCocich, arasSidech nebo ofeSich. Bunécné stény obilnych zrn a dalSich
potravinaiskych rostlin (ananas, bandny, Spenat a c{ervena fepa) obsahuji 0,5-2 %
extrahovatelného mnoZzstvi ferulové kyseliny, vétSinou v transizomerni formé a esterifikované
specifickymi polysacharidy (Kumar & Pruthi 2014). Obilné otruby obsahuji jak vyznamné
mnozstvi kyseliny ferulové, tak i jeji oxidaéné vazané produkty (diferulaty nebo
dehydrodimery kyseliny ferulové). Diferulaty jsou silné antioxidanty, esterové vazané na
polymery bunééné stény a vyskytuji se v riznych formach (Belobrajdic & Bird 2013). Tyto
slouc¢eniny jsou pfitomny ve vysokém obsahu Vv zitnych a pSeni¢nych otrubach. Diferulaty
mohou hrat dilezitou roli ve stravé, protoze napiiklad u vldkniny, ovliviiuji jeji chemické
struktury. Studie ukazaly, ze esterifikované diferulaity mohou byt z obilovin uvolnény
sttevnimi enzymy a volné diferulaty mohou byt absorbovany a poté vstupovat do obéhového
systému (Bunzel et al. 2001). Nékteré studie rovnéz prokazaly, Ze diferulaty jsou G¢innéjsi
antioxidanty nez samotna Kyselina ferulova. Obsah kyseliny ferulové v nékterych béznych
druzich ovoce a zeleniny shrnuje tabulka 1. Kyselina ferulova tvofi asi 1,4 g/kg v zrnech
jeCmene, 8 g/kg v bunié¢iné z cukrové fepy, 9 g/kg v bunééné sténé endospermu ryze, 6,6 g/kg
v pSeni¢nych otrubach a 31 g/kg v kukufiénych otrubach (Mathew & Abraham 2006).

Kyselinu ferulovou je mozné pfipravit z pfirodnich zdroji tfemi riiznymi zpisoby a to:
(1) z nizkomolekularnich ferulovych konjugatt, (2) z bunéénych stén rostlin a (3) tkanovou
kulturou nebo mikrobialni fermentaci. Taniguchi et al. (1999) ptipravili kyselinu ferulovou ve
velkém mnozZstvi z oleje, vypusténého pii produkei z ryZzovych otrub. V tomto procesu byl
odpad z otrubového oleje hydrolyzovan hydroxidem sodnym nebo hydroxidem draselnym pfti
90-100 °C po dobu 8 hodin za atmosférického tlaku, ¢imZ se ziské4 surové kyselina ferulova s
&istotou 70-90 %. Kyselina ferulova ma nizkou toxicitu, LDso pro krysy je 2445 mg.kg™ pro
samce, 2113 mg.kg™ pro samice. V Japonsku byla tato kyselina schvalena jako potravinaiské
aditivum a pouziva se jako pfirodni antioxidant do potravin, napoji a kosmetiky. Také v USA
a ve vétSin€ evropskych zemi se pro vysoky obsah kyseliny ferulové vybird fada ptirodnich
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vytazkl z bylin, kavy, vanilkovych bobi, kofeni a dalSich rostlin a ty se pak ptidavaji do
potravin jako antioxida¢ni smés (Graf 1992).

Jednou z dulezitych vlastnosti kyseliny ferulové pro ¢lovéka je jeji antioxidacni aktivita.
Kyselina ferulovd ma schopnost zachycovat volné radikaly peroxidu vodiku, superoxidd,
hydroxylové radikaly a oxid dusicity. Skupiny ptfitomné na benzenovém kruhu (3-methoxy a
4-hydroxyl skupina), které poskytuji elektrony, davaji kyselin¢ jednu z vlastnosti a to moznost
ukonceni reakce radikalovych fetézctu. Karboxylova skupina s ptilehlou nenasycenou dvojnou
vazbou také muze poskytnout dalsi mista pro zachyceni volnych radikalti a tim jim zabranit v
napadeni membrany. Navic tato skupina také pasobi jako kotva ferulové kyseliny, ¢imz se
vaze na lipidovou dvojvrstvu a poskytuje tak urCitou ochranu pied peroxidaci lipida
(Srinivasan et al. 2007). Ou et al. (1999) pozorovali, ze kyselina ferulova v koncentraci 250
mgl™ vychytavala 92,5 % hydroxylovych radikali pii Fentonové reakci. Zhouen et al. (1998)
ukazali pomoci pulzni radiolyzaéni techniky, Ze derivaty kyseliny hydroxyskoticove, véetné
kyseliny ferulové, kyseliny sinapové a kyseliny kavové také zachycuji radikaly oxidu
dusicitého. Kyselina ferulova nejen Ze vychytava volné radikaly, ale také zvysuje aktivitu
enzymd, zodpovédnych za toto vychytavani a inhibuje enzymy, které katalyzuji produkci
volnych radikald. Volné radikaly jsou povazovany za dilezité faktory ve vyskytu rakoviny.
ProtoZe antioxidanty (v€etné kyseliny ferulové) jsou potencidlni inhibitory n€kolika druht
rakoviny, je jim vénovana velka pozornost, predevsim co se tyka obsahu v potravinach.

Diky své antioxidacni aktivité a schopnosti snizovat oxida¢ni stres ma kyselina ferulova
1 antidiabeticky ucinek. Jako antioxidant pomahé neutralizovat volné radikaly produkované
streptozotocinem ve slinivce bfi$ni a tim snizovat jeho toxicitu. Takto snizeny antioxida¢ni
stres/toxicita na slinivce muze pomoci beta-buiikam proliferovat a vylucovat vice inzulinu.
Tato zvysSena sekrece mtize pak zvysit vyuziti glukdézy ve zluCovych cestach, a tim snizit
hladinu glukézy v krvi (Balasubashini et al. 2004).

V Ciné se byliny bohaté na kyselinu ferulovou jiz dlouho pouZivaji k 16¢bé trombozy.

Agregace desticek, jeden z mechanismil podilejicich se na opravé posSkozenych krevnich cév,
souvisi s nemocemi, jako je trombdza. Vyvoj slouceniny schopné inhibovat agregaci desti¢ek
muze tedy mit dulezity terapeuticky vyznam. Kayahara et al. (1999) syntetizovaly tti typy
derivatu kyseliny ferulové (benzyl ester feruloylové aminokyseliny, feruloylova kyselina a 4-
O-[N-(karbobenzyloxy)aminoacyl] ferulové kyseliny). Uvadi, ze pfedev§im kyselina 4-O- [N-
(karbobenzyloxy) aminoacyl] ferulové kyseliny miZze nejen zabranit trombodze, ale také
rozpoustét jiz vytvoiené tromby.
Chronicky nebo akutni zanét je proces, zprostiedkovany zaktivnénim zénétlivych nebo
imunitnich bunék. Bylo publikovano, Ze fada antioxidantii, vCetné kyseliny ferulové a
ptibuznych esterovych derivat,, snizuje hladiny nékterych zanétlivych mediatort, napf.
prostaglandinu E2 a faktor nekrozy nadort alfa (Ou et al. 2003) .

Kyselina ferulovd vykazuje Sirokou S$kalu terapeutickych vlastnosti. Kromé& vyse
zminénych se ji pfipisuji také antiaterogenni, antiageingové, neuroprotektivni,
radioprotektivni a hepatoprotektivni U¢inky. Mnoho z téchto aktivit lze pfipsat jeji silné
antioxida¢ni kapacit€. Snadno tvoii rezonan¢né stabilizovany fenoxylovy radikal, ktery prave
odpovidd za silny antioxida¢ni potencidl. Kyselina ferulovd dobfe funguje ve vSech
antioxida¢nich pftipravcich, vitaminovych a bylinnych dopliicich stravy. Lidsky imunitni
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systém tak muze t€zit z pfijmu této kyseliny. Tyto vyzkumy a zpravy tak podporuji myslenku,
ze pravidelna konzumace kyseliny ferulové muze organismu poskytnout podstatnou ochranu
pted riiznymi chorobami spojenymi s oxida¢nim stresem (Srinivasan et al. 2007).

0- 40
/

OCH,
OH

Obrazek 10 Kyselina ferulova

Tabulka 1 Obsah kyseliny ferulové v ovoci a zelening, upraveno dle Zhao a Moghadasian

2008
Zdroj obsah ferulové kyseliny (mg/0,1 kg)
Lilek 7,3-35
Cervena fepa 25
Sojové boby 12
Arasid 8,7
Spenét 7,4
Rajce 0,29-6
Redkev 4,6
Brokolice 4,1
Mrkev 1,2-2,8
Avokado 1,1
Grapefruit 10,7-11,6
Pomeranc¢ 9,2-9,9
Banan 5,4
Bobule 0,25-2,7
Ryze 24
Bunicina z cukrové fepy 800
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5 Absorbce a metabolismus kyseliny ferulové

V rostlindch dochazi k tvorbé ferulové kyseliny tzv. Sikimatovou cestou a to ze dvou
klicovych aromatickych sloucenin, kterymi jsou L-fenylalaninu a L-tyrosinu. Nejprve se
fenylalanin a tyrosin pfeméni na kyselinu skoficovou a p-kumarovou pomoci enzymt - lyaz
(fenylalanin amonium a tyrosin amonium lyaza). Kyselina p-kumarova se pak pfevede na
ferulovou kyseliu hydroxylaci a methylaci (Graf 1992). Krom¢ zkoumani metabolismu a
absorbce kyseliny ferulové v travicim traktu zvitat a ¢loveéka, je sledovana i jeji mikrobidlni
transformace. Kyselina ferulova a jeji mikrobialni metabolity totiz mohou hrat roli v kli¢eni a
rustu rostlin. Tyto slouceniny ovliviiuji slozeni mikroflory v pidé tim, Ze inhibuji rast
ur¢itych mikroorganismi a zaroven stimuluji ostatni (Shafer & Blum 1991). Hydroxystyreny
a dalsi aromatické mikrobidlni metabolity kyseliny ferulové jsou také dtlezitymi chutovymi
slozkami piva, vina, sojové omacky a ovocnych §tav. Kromé toho se kyselina ferulova také
pouziva jako ,.ligninovy fenolicky substrat* pro mikrobialni rozklad aromatickych slouéenin z
chemickych a ropnych primyslovych odpadi (Rosazza et al. 1995). Vyskyt kyseliny ferulové
v ptirodé dal podnét k vyzkumim ohledn€ moZznosti jejiho pouziti jako vychoziho materialu
pro mikrobidlni nebo enzymatickou syntézu uziteCnych aromatickych sloucenin, jako je
pfeména na vanillin (Huang, Dostal, & Rosazza 1993).

In vivo aktivita kyseliny ferulové siln¢ zavisi na jeji absorpci, dal§im metabolismu a
rozlozeni v tkanich. Absorbce kyseliny ferulové byla studovana in vivo jak u zvitat, tak u lidi
a to bud’ po pifijmu ve formé Cisté slouCeniny nebo obsazené v potravé (Silberberg et al.
2006). Kromé absorpce a metabolismu je pfedmétem studii také biologicka dostupnost. Ke
studiu biologické dostupnosti kyseliny ferulové byly pouzité kultury bun¢k Caco-2 jako in
vitro model pro epitel tenkého stteva (Konishi & Shimizu 2003).

Hlavnim a potencialné nejdalezitéjSim mistem absorpce kyseliny ferulové je tlusté
sttevo, protoze se tato kyselina uvoliuje z matetfskych sloucenin nebo potravinové matrice
pomoci cinnamoyl esterazami. Tyto cinnamoyl esterazy se nachazeji hlavné v lumen tlustého
stteva, pouze malé mnozstvi je pak v sliznici tenkého stfeva a ptipadné v pankreatickych
sekrecich (Couteau et al. 2001). Kyselina ferulova je navic metabolitem kyseliny kavové a po
methylaci kyseliny kavové katechol-O-methyltransferazou je vylucovana zpét do lumen
sttevnimi buiikami, jak ukazala perfuze kyseliny kavové do tenkého stfeva ve studiich na
potkanech (Lafay et al. 2006). Protoze kyselina kavova mize byt uvolnéna aktivitou
mikrobialni esterazy na chlorogenovou kyselinu, miize se tak kyselina ferulova vyskytovat v
tlustém stfevé po poziti jakéhokoli zdroje kyseliny chlorogenové. Kyselina ferulova nalezena
V potravinach, esterifikovana karboxylovymi kyselinami, jako je kyselina chinova, by také
mohla byt uvolnéna a absorbovana do tlustého stteva za piedpokladu, Ze tyto estery dojdou do
stieva neporusené (Poquet, Clifford, & Williamson 2008).

Hlavni transport kyseliny ferulové je pasivni difuze. Ta je pievazné transcelularni spise
nez paraceluldrni, protoZe se dle dostupnych studii zda, Ze kyselina ferulovad neni omezena
tésnymi spoji a neni ani zavisld na jejich té€snosti. Prostup fenolickych kyselin ptes stievni
epitel transcelularni diftzi se mize objevit také v jinych tkanich, tfeba v zalude¢ni sliznici,
ktera je mistem absorpce kyseliny ferulové, kavové, p-kumarové a gallovych kyselin
(Silberberg et al. 2006). Kromé pasivni transecularni difuze mtze byt kyselina ferulova
pfenasena usnadnénym transportem. Oba tyto mechanismy poskytuji volnou kyselinu
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ferulovou na serosalni stran¢ sliznice, pouze s malym mnozstvim konjugovanych forem.
Nejdostupnéjsi formou pro priichod stfevni bariérou v téle je volna forma kyseliny, ale také
malé procento konjugati, feruloylglukuronid jako hlavni metabolit, nasledovany siranem a
kyselinou dihydroferulovou. Volna 1 konjugovand forma by pak mohla byt dale
metabolizovana jatry (Poquet, Clifford & Williamson 2008).

In vivo studie metabolismu kyseliny ferulové naznacuji, ze se tato kyselina v epithelu
stieva pfeménuje na fadu metabolitd, jako je sulfat ferulové kyseliny, glukuronid ferulové
kyseliny, sulfoglukuronid ferulové kyseliny (hlavni metabolity v plazmé a moci potkant),
diglukuronid ferulové kyseliny, feruloylglycin, kyselina m-hydroxyfenylpropionova, kyselina
hydroferulova, kyselina vanilova a vanilloylglycin (Zhao a Moghadasian 2008). Udaje z této
studie naznacuji, ze hlavni metabolickou cestou kyseliny ferulové je konjugace s kyselinou
glukuronovou anebo siranem. Ke konjugaci dochazi hlavné v jatrech prostfednictvim
aktivnich sulfotransferaz a uridin difosfatu (UDP) glukuronosyltransferazy. V mensi miie
probiha konjugace také ve stfevni sliznici a ledvinach (Zhao et al. 2003). Po poziti je kyselina
ferulova metabolizovana a vyluCovana moci jako 3-hydroxyfenyl a 3-methoxy-4-
hydroxyfenyl, derivaty fenylpropionové kyseliny a glycinovych konjugatu.

Fyziologicky vyznam kyseliny ferulové a zejména antioxidacni vlastnosti zavisi na jeji
dostupnosti pro absorpci a nasledné interakci s cilovymi tkanémi. Je biologicky dostupnéjsi
nez jiné, dosud zkoumané flavonoidy a oproti ostatnim antioxidantim zistava déle v Krvi.
V krvi ztstava déle nez jiné antioxidanty, jako je tieba vitamin C. Pfedpoklada se, Ze kyselina
ferulova zistava v krvi dostateéné dlouho na to, aby pomohla zadrzovat tvorbu volnych
radikald (Beecher 1998). Za normalnich podminek 56,1 % perfundované ferulové kyseliny
vstupuje do enterocytl, kde je snadno konjugovana a vysledné metabolity opoustéji bunécné
stény pravé pouze k serdzni strané, jak jiz bylo uvedeno vySe v textu, protoze v stfevnim
lumen nejsou detekovany Zzadné konjugované formy. Za téchto podminek je 56,1 %
perfundované kyseliny, odpovidajici absorpci, vraceno do plazmy mezenterickou Zilou jako
konjugovany derivat. Cast téchto konjugatti vstupuje do hepatocytii a vyluduje se Zludi a 49,9
% perfundované davky je distribuovano do perifernich tkdni a mize mit biologické Uc¢inky
(Srinivasan et al. 2007).
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6 NMR jako analyticky nastroj

NMR neboli nuklearni magneticka rezonance, je dilezitym analytickym nastrojem pro
zjistovani struktury neznamych syntetickych a pfirodnich sloucenin. Je zalozena na absorpci
radiofrekvencniho elektromagnetického zareni (desitky-stovky MHz) jadry nékterych atomut
v molekulach analyzovanych latek (vzorkll) umisténych v magnetickém poli. NMR
spektroskopie s vysokym rozliSenim je kvantitativni a nedestruktivni technika. Jedna se o
robustni a spolehlivou analytickou metodu s nejvyssi reprodukovatelnosti a opakovatelnosti.

Jeho velka vyhoda spociva v tom, Ze poskytuje pfistup jak ke kvalitativnim, tak i
kvantitativnim informacim (Simmler et al. 2014). Na rozdil od hmotnostni spektrometrie je
NMR az o nékolik ¥adi méné citlivou technikou. Odstranéni této nevyhody je Vv soucasné
dobé mozné postupnym vylepSovanim v instrumentaci. VylepSenim Vv instrumentaci a
technologii NMR jsou stinéné magnety s vysokym polem, kryo-sondy, techniky potlacovani
rozpoustédel a vSestranné pulzni sekvence. To vSe vede k pronikani NMR do oblasti
metabolomiky a kvantifikace. V dnesni dobé jsou kvantitativni méfeni NMR (qNMR)
piinejmensim stejn¢ tak spolehlivd a pifesna jako méfeni bezné pouzivanymi
chromatografickymi technikami, piicemz NMR poskytuje né€kolik vyhod, vcetné
jednoduchého vyvoje metody a snadné piipravy vzorku (Bharti & Roy 2012). NMR je vysoce
selektivni nedestruktivni technika s pouze minimalnimi naroky na Upravu vzorku. NMR
spektra odrazeji vyhradné fyzikdIni vlastnosti studované latky a jsou jen minimaln€ ovlivnéna
vngjSimi faktory. Experimenty jsou tedy velmi dobie reprodukovatelné a k identifikaci lze
snadno pouzit databaze spekter (Pelantova H. 2015).

Mezi hlavni aplikace jednorozmérné (1D) kvantitativni protonové 1H NMR (qHNMR)
patii hodnoceni Cistoty organickych sloucenin a identifikace potencidlnich necistot. gHNMR
se také stala cennou technikou pro analyzu komplexnich smési a ke kvantifikaci vice slozek
bez potfeby chromatografické separace. Diky své téméf univerzalni detekéni schopnosti
nabizi gHNMR objektivni piehled o slozeni vzorku. Tato vyhoda je velmi uzite¢nd pro
metabolomické studie, které piedstavuji druhou hlavni aplikaci gHNMR (Kim, Choi &
Verpoorte 2010).

V soucasné dobé¢ roste zajem o pouziti gHNMR pfi analyze potravin piredevsim kvuli
mnoha vyhodam oproti béZzn¢ aplikovanym chromatografickym metodam. Vyhodou gNMR
pii studiu metabolickych a fermenta¢nich procesu, sloZeni potravin a technologii potravin je
jednoduchost a rychlost implementace. Nedavné studie ukazuji, Ze qHNMR je vhodna pro
monitorovani in situ riznych fermentaénich fazi u vina, mléka a caje; ke kvantifikaci
konzervacnich latek, benzoové a sorbové kyseliny, ve zpracovanych potravinach (Marcone et
al. 2013). Cilem studii na potravinach jsou dvé tiidy primarnich metabolitd. Na jedné strané
jsou to ve vod¢ rozpustné organické kyseliny, aminokyseliny a cukry a na druhé stran¢ mastné
kyseliny, které jsou dulezité pro vyzivu a organoleptické vlastnosti. Vsechny studie
prokazaly, ze qHNMR je dostate¢né piesna, reprodukovatelna a specificka, a to bud’ pro
kvantifikaci konzervaénich latek v komplexnich matricich, jako je tfeba margarin ¢i masné
vyrobky, nebo pro stanoveni sloZeni fetézcl mastnych kyselin v jinych potravinaiskych
vyrobcich (Ohtsuki et a. 2012).
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6.1 Metabolomika a chemometrika

Metabolomika, tj. komplexni analyza metabolomu za konkrétniho fyziologického nebo
vyvojového stadia organismu, tkdné ¢i bunky.

Profilovani metaboliti a fingerpreeting jsou dva pfistupy zaméfené na analyzu
metabolomu (celé sady metabolitl) v daném biologickém systému. Fingerpreeting je rychla a
kompletni analyza vzorku bez nutné identifikace a kvantifikace jednotlivych metabolitd.
Profilovani metabolitti oproti tomu zahrnuje identifikaci a ¢aste¢nou kvantifikaci vybraného
poctu metaboliti nalezicich do tfidy chemicky podobnych sloucenin (napt. polarni lipidy,
isoprenoidy nebo sacharidy) nebo spoleéné zapojenych do specifické metabolické drahy
(Usilova & Latz 2011). Metabolomika se stala jednou z hlavnich aplikaci gHNMR. Protoze
qHNMR obvykle pokryva pouze ¢ast metabolomu, ktera piesahuje urcitou hodnotu prahové
koncentrace (1-5 uM), je ¢asto kombinovan s citlivéj§imi analytickymi technikami (napf. LC
MS). K ziskani uzite¢nych informaci o toku materiali metabolickymi cestami jsou Casto
pouzivany izotopicky znacena jadra 13C a 15N. Metabolomika zahrnuje velké mnoZstvi
vzorkt a vysledna spektra byvaji obecné slozita, s mnoha piekryvajicimi se signaly. Proto je
dulezité a je vyzadovano zpracovani dat prostiednictvim multivaria¢ni analyzy v kombinaci
se statistikami (Savorani et al. 2013).

Chemometrika vyuziva matematické a statistické metody k uspotfadani velkého
mnozstvi experimentalnich dat. Chemometrické metody jsou nezbytné pro extrakci a popis
rozdili ve spektech a pro vyhodnoceni zmén ve velkych sadach NMR spekter pro skupinovou
Klasifikaci (tj. rozpoznavani vzoru). Nejpouzivanéj$§imi metodami rozpoznavani vzord jsou
Castecna analyza nejmensich ¢tverct (PLS-DA) a analyza hlavnich komponent (PCA) (Zhang
& Powers 2012).

6.2 NMR biologickych tekutin

Biologické tekutiny, jako je mo¢ a plazma, jsou snadno ziskatelné vzorky, které
nevyzaduji extrakci z tkan¢, odbér tedy neni invazivni. Ve vétSin¢ piipadi je lze analyzovat
bez dalsi koncentra¢ni upravy a lze dosahnout vysoké vzorkovaci frekvence. Diky tomu jsou
biologické tekutiny nejvhodnéjSi a nejcastéjSi vzorky pro metabolomickou analyzu.
V poslednich letech se vyznam lidské metabolomiky, zalozené na qHNMR, znacné zvysil,
protoze pomaha rozlisit nemocné a zdravé stavy, nebo rozliSeni mezi léCenymi a nelécenymi
skupinami. Krom¢ toho byla qNMR uspésné pouzita také pii identifikaci biomarkert
spojenych s riznymi onemocnénimi. Kromé klasické metabolomiky existuje také nutri¢ni
metabolomika. Nutri¢ni metabolomika byla aplikovana na studium lidského metabolomu,
jejim cilem je tedy zkoumat biomarkery ptijmu potravy a nemoci Zivotniho stylu. NMR, na
rozdil od jinych analytickych metod, ma jedine¢nou schopnost méfit lipoproteiny a obsah
triacylgridd ve vzorcich krve a to diky citlivosti na fyzikalni jevy, jako je diftize nebo rota¢ni
pohyb (A. Zhang et al. 2012). Neporusené tkané mohou byt analyzovany piimo, bez
komplikované ptipravy vzorku, a to s pouzitim NMR s vysokym rozliSenim magického tthlu
(HR-MAS). Ex vivo HR-MAS NMR poskytuje takova spektra, ktera umoziuji prostorové
rozliSeni metabolitd a také 1éCiv, proto nabizeji komplementarni pfistup k histologii. HR-
MAS NMR je tedy velmi ucinnou technikou pro identifikaci a kvantifikaci riznych
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biomarkert rakoviny, ale i pro klasifikaci a prognozu riznych nadorti a hodnoceni uc¢innosti
1écby (Serkova & Brown 2012).

Vyvoj Fourierovy transformace na konci 60. let a inplementace supravodivych magnetti
v 70. letech umoznily zacatek aplikace NMR spektroskopie pro profilovani metabolit
z biologickych tekutin. Prvni skute¢na aplikace NMR K jejich analyze pochazi z pocatku 80.
let. Dalsi technicka vylepSeni v 90. letech, konkrétné silngj$i magnetickd pole a zavedeni
kryochlazenych NMR sond, vedly k enormnimu zvyseni citlivosti NMR. Dnes se detekéni
limit koncentrace metaboliti pohynuje tadové v mikromolech (uM). Prestoze se citlivost
NMR enormné zvysila a stale se zlepSuje, ve srovnani s MS zistava slabym mistem. Moznym
slibnym fesenim tohoto problému je nedavny vyvoj spinové hyperpolarizace skrz dynamicko-
jadernou polarizaci nebo hyperpolarizaci indukovanou para-vodikem (Hamans et al. 2011).
Kromé toho zvySeni intenzity magnetického pole vyrazné zlepSilo rozliSeni. Dnes je
metabolomika exponencialné rostouci obor, ve kterém se vyuziva NMR spolu s MS rovnym
dilem. Jak jiz bylo zminéno, velmi dilezitou vyhodou NMR spektroskopie, a to nejen pro
metabolické profilovani, je kvantitativnost a to, ze nevyzaduje Casové naro¢nou piipravu
vzorku, jako je separace nebo derivatizace. Kromé toho nevyzaduje piedchozi znalosti o
slouceninach pfitomnych ve vzorku, a proto je idealni pro necilené profilovani (Smolinska et
al. 2012).

6.3 NMR stolice

Zkoumani metabolomu je zatim pievazné aplikovano na mo¢ a plazmu a poskytuje
informace o exogennim a endogennim metabolismu hostitele. Zkoumani metabolomu pies
stolici ma velky potencial pro posouzeni Vlivu stfevni mikrobioty na regulaci metabolismu
hostitele. Screening vzorku stolice ma oproti jinym screeningovym metodam nékolik vyhod.
Je neinvazivni a v zasadé odrazi stav celé délky stiev (Renema et al. 2007). Casto vyuZivanou
metodou pro analyzu polyfenoli ve stolici je cilena plynova chromatografie. 1H-NMR byla
vyvinuta nejen pro métfeni Sirokého spektra metaboliti ve sttevech, ale také k ziskani SirSiho
pohledu na zmény metaboliti v zavislosti na strave.

Stolice je vysoce heterogenni matici a rozdily mezi jednotlivymi vzorky jsou viditelné
na prvni pohled. Hlavnim zdrojem nehomogenity je nepravidelny vyskyt nestravenych zbytki
potravin. Nejzjevnéj$im rozdilem mezi vzorky riznych darcu je, variace barvy vzorku, ktera
mize byt zplisobena ménici se koncentraci barviv z potravy a vylu€ovanymi jaternimi
metabolity, jako jsou napi. derivaty bilirubinu. Rozdilna je samoziejmé také konzistence
jednotlivych vzorkl, kterd se miize ménit v zavislosti napiiklad na nedostatku pitné vody ¢i
niz8§im piijmu vldkniny jednotlivych déarct, coz ma poté velky vliv na obsah fekalni vody.
Tyto silné interindividualni rozdily obsahu vody mohou ztéZovat srovnavani koncentraci
metabolitt (Moosmang et al. 2019)

Protoze stolice je takto heterogenni, je nezbytné provést spravnou, optimalni a rychlou
ptipravu vzorku k nasledné analyze. Nejen u stolice ale obecné u biologickych vzorku je tieba
zabranit enzymatické degradaci, napt. prudkym zchlazenim vzorku v kapalném dusiku a poté
homogenizaci vzorku a denaturaci kyselinami ¢i organickymi rozpoustédly; lyofilizace pak
zbavi vzorek zbytkt vody (Pelantova H. 2015).
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Mezi nejcastéji zkoumané polyfenoly a jejich metabolity patii polyfenoly ¢erveného
vina nebo Caje a Castéji, nez ve stolici jsou zkoumany jejich metabolity v moc¢i, nebo také v
krvi. V soucasné dobé neni pfili§ mnoho dostupnych studii, vénujicich se in vitro analyze
metabolismu polyfenolii (a konkrétné i metabolismu kyseliny ferulové) v tlustém stieve,
respektive analyze stolice, pomoci NMR. Casto se k této analyze vyuzivaji analytické metody,
jako je kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem. Protoze piiprava vzorka
pro mefeni na NMR je pomérné rychld, stejné jako samotné méteni, zvolili jsme praveé tuto
metodu pro praktickou ¢ast diplomové prace s cilem ukazat, ze jde o rychlou a t¢innou
metodu K pozorovani metabolismu polyfenold v lidském travicim traktu.

29



7 Material a metody

7.1 Chemikalie, material, zaFizeni a software

Pouzité chemikalie pro ptfipravu vzorki:

NH4HCO3, NaHCO3,

NazHPO4, KH2P04, MgSO4

C&Clz, MnC|*4H20, MI’IC|2*4H20, COClz*GHzo, FeCI3
trypton, glukosa, maltosa, resazurin, vitamin K1, hemin
cystein hydrochlorid, 1M NaOH, Na,S*9H,0

plynny dusik OFN

6M HCI

kyselina Ferulova

dimethylsulfoxid

Pouzity spotfebni material:

Mikrozkumavky znacky VWR 1,5 ml (CZ)

Pipetovaci $picky znacky Eppendorf (CZ)

NMR kyvety Norell 5 mm, High-Throughput 7 Standard series (USA)
Jednorazova odberova sana na odbér stolice slozena z odbérového papiru TOKS
— Lab Mark (CZ), plastové zkumavky s vickem, jehoz soucésti je nabératko a
Z nitrilovych rukavic

Pouzité ptistroje:

Pipety VWR 20-200 pla 100-1000 ul (CZ)

Ultra mikrovaha Mettler Toledo XPR6UD5 (USA)

Vortex IKA MS 3 Basic (DE)

Centrifuga Rotanta 460R Hettich Zentrifugen (DE)

NMR spektrometr Avance III Bruker s 1H frekvenci 500,23 MHz (DE)
Topspin 3.5 pl7, Bruker (DE)

Chenomx NMR suite 8.4, Chenomx Inc. (CA)

IBM SPSS Statistic

Program Statistica (StatSoft CR s.r.o.)

Microsoft excel
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7.2 Fermentace

7.2.1 Suroviny pro fermentaci

Pro fermentaci byly pouzity vzorky stolice od ¢tyf darci a fermentacni roztok.
Fermentacni roztok byl slozeny z fosatového pufru, fermenta¢niho média a redukcéniho
roztoku viz tabulka 2. Zasobni roztoky byly pfipraveny smichanim jednotlivych slozek.

Tabulka 2 Potieba jednotlivych slotek pro pfipravu zasobnich roztokd, dle protokolu

COs pufr 4 g NH4HCO;

35 g NaHCO3;

voda do objemu 1 L
Makromineralni roztok 5,7 g Na;HPO,

6,2 g KH,PO,

0,3 g MgSO,

voda do objemu 1 L
Mikromineralni roztok 2,5 g CaCl,

2,5 g MnC|2 -4 H,0

0,25 g CoCl, - 6 H,O

1,25 g FeCl;

voda do objemu 25 ml.
Fosfatovy pufr (pH = 7,0 pti 20 °C) | 1/15M KH,PO4 (3,54 g/390 ml)
1/15M Na,HPO, (5,78 g/610 ml)

Fermentaéni médium 2,25 g tryptonu, 2,25 g glukosy,
1,125 g maltosy, 0,54 mg vit. K,
5,36 heminu, rozpusténé v 450 ml
destilované vody

112,5 pl mikromineralniho roztoku
225 ml CO;3 pufru

225 ml makromineralniho roztoku
1,125 pl 0,1% roztoku resazurinu
Redukéni roztok 312,5 mg cystein hydrochlorid

2 ml 1M NaOH

101,5 mg Na;S - 9 H,O

voda do objemu 50 ml

31



7.2.2 Postup fermentace

Vzorky stolice byly odebrany od ¢tyi zdravych dobrovolnikd. Tito dobrovolnici byli
bez anamnézy gastrointestindlniho onemocnéni a bez antibiotické 1é¢by po dobu alesponi 3
mesict pfed experimentem. Dobrovolnice nebyly téhotné ani kojici. VSichni ucastnici dali
svlj informovany souhlas se zatazenim dfive, nez se z(castnili studie. Vzorky byly odebrany
do 1 1 plastové nadoby, svazany v plastovém sacku s GENbag anaer (Biomérieux, Lyon,
Francie) a udrzovany pti 37 ° C po dobu maximalné 2 h.

Vzorek Cerstvé stolice od darce (48 g) byl homogenizovan ve stomacheru (Laboratory
Blender, Stomacher® 400 Circulator, EU) po dobu 30 s spole¢né¢ s fosfatovym pufrem (150
ml) a naledné prefiltrovan pfes nilonovy filtr. Vyslednd homogenizovand smés méla
koncentraci 32 %.

Kyselina ferulova (18 — 20 mg) byla rozpusténa v dimethylsulfoxidu (DMSO) na
koncentraci 10 mg/ml, kdy finalni koncentrace DMSO v roztoku byla 0,5 %.

Déle bylo povateno 120 ml fosfatového pufru a 500 ml fermenta¢niho média (7 minut).
Povateny roztok byl zchlazen na teplotu asi 37 °C a pH bylo upraveno pomoci 6M HCI na
hodnotu 7,0. V dalsim kroku bylo odpipetovano 16,8 ml piipraveného roztoku do 20ml
fermentacnich vialek, které byly uzavieny PTFE uzivérem a aluminiovym krimpovacim
vickem. Po uzavieni bylo pfes vicko pfidano 0,8 ml redukéniho roztoku. Nasledné bylo
pfidano 20 pl testované latky a 2 ml ptipravené 32% smési stolice.

V definovanych ¢asovych intervalech 0 h, 2 h, 4 h, 8 h, 24 h byly z fermentacnich
nadobek pifes septum odebirany vzorky (3 ml) pro analyzu do plastovych zkumavek.
Fermentace probihala na horizontalni tfepacce (Heidolph 100, DE) pfi télesné teploté 37 °C a
s frekvenci tfepani 100/min. Vzorky pro analyzu byly uchovavany pfi teploté — 80 °C.

7.3 Analyza a vyhodnoceni vzorki

Pro analyzu bylpouzity NMR spektrometr Bruker Avance III, s opera¢ni 1H frekvenci
500,23 MHz pii teploté 298 K, metodou 1D NOESY. Bylo potizeno celkem 128 skenti, pocet
datovych bodii 32k, Sitka spektra 164 ppm. Akvizi¢ni Cas byl 4 s, presaturacni ¢as 1 s a
sméSovaci ¢as 100 ms. Byl aplikovan zero-filling na 128k. Vysledna spektra byla manualné
upravena v programu Topspin, ve kterém byla provedena Fourierova transformace,
exponencialni amplifikace, korekce faze a baseline a iprava reference na signal TSP (0,000
ppm). Metabolity byly identifikovany u kazdého spektra databazi programu Chenomx
a pomoci dostupnych publikovanych védeckych €lankli. Data byla zpracovdna v programu
International Business Machines SPSS Statistics 25, Microsoft excel a programem Statistica.
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8 Vysledky a diskuze

Lidsky gastrointestinalni trakt (GIT) je vysoce komplexni mikrobidlni ekosystém, ktery
obsahuje n¢kolik stovek riznych druhi bakterii, z nichz vétSina se nachdzi v tlustém stieve.
Mikrobiota tlustého stieva ziskava energii, uhlik a dusik pro svij rast z fermentace potravy a
nékterych endogenné poskytnutych substratii. Metabolicka aktivita mikrobioty tlustého stfeva
je velmi rozmanita mize mit dopad na vyzivu a zdravotni stav ¢lovéka (Couteau et al. 2001).
Protoze pravé tlusté stievo obsahuje nejvice bakterii z celého GIT, predpokladame proto, Ze
nejvetsi mnozstvi metabolitd vznikne praveé v této oblasti.

K analyze metabolismu kyseliny ferulové v lidském tlustém stievé byl proveden in vitro
fermentacni systém, vyuzivajici stolice od ¢tyf riznych darct jako inokulum. Fermentace
probihala za danych podminek. Vzorky stolice s kyselinou ferulovou k méfeni na NMR byly
odebirané v Casovych intervalech 0 h, 2 h, 4 h, 8 h a 24 h. Zaroven bylo provedeno méteni
kontroly (pouze inokulum) a pozitivni kontroly (pouze kselina ferulova bez inokula). Pomoci
programu Chenomx byl sledovan rozklad kyseliny ferulové v ¢ase a dale byl sledovan vznik
metaboliti  katabolismem  kyseliny ferulové a plisobenim stfevni  mikrobioty.
V analyzovanych vzorcich bylo identifikovano né€kolik latek, které miZzeme vidét na obrazku
11. Jsou to 3-fenylpropionova kyselina, 3,4-dihydroxyhydroskoficova kyselina, 3-
hydroxyfenyloctova kyselina, hydroferulova kyselina, hydroisoferulova, ferulat a fenol.

Produkci fenolu je mozné vidét u vSech 4 darct (obrazek 12). U darcd 1 az 3 vznikl po
8 h, u dérce 4 aZ po 24 h a v daleko men$im mnoZstvi. NepoZavujeme jej ovSem za jeden
Z hlavnich metabolitt kyseliny ferulové, protoze piesné¢ nedokazeme uréit, zda vznikl
fermentaci kyseliny ferulové nebo zjiného substratu, napiiklad fermentaci nestravenych
proteinti. Pokud bychom méli vice darct a ptipadné znali jejich stravovaci navyky, bylo by
mozné urcit, zda mizeme fenol povazovat jako vyzmany metabolit kyseliny ferulové.

U tfi darct byla identifikovana také kyselina hydroisoferulova, redukovana forma
kyseliny isoferulové. Kyselina isoferulova, izomer kyseliny ferulové, se v rostlinach
vyskytuje jen vzacné a piedpoklada se, Ze stejné jako kyselina ferulova vykazuje antioxidacni
aktivitu (Wang, Li, & Chen 2011). Hydroisoferulova kyselina je izomer hydroferulové
kyseliny, pfedpokladame proto, Ze se ve vzorcich nevyskytuje, jednd se spi§ o zaménu
s hydroferulovou kyselinu, kterd je hlavnim metabolitem kyseliny ferulové. Vyvoj jeji
koncentrace je vidét na obrazku 12 a 14. Dle Zhao a Moghadasian 2008, patfi mezi hlavni
metabolity kyseliny ferulové hydroferulova kyselina, 3-fenylpropionova kyselina a 3,4-
dihydroxyhydroskoticova kyselina. Jako dal$i potencionalni metabolit jsme identifikovali 3-
hydroxyfenyloctovou kyselinu. Koncentrace jednotlivych metabolitii u jednotlivych déarct (1
az 4) a v jednotlivych ¢asech (0 h, 2 h, 4 h, 8 h a 24 h) jsou uvedeny v tabulce 3. Na obrazku
12 pak vidime trendy rustu a piipadného poklesu koncentrace hlavnich metabolitt kyseliny
ferulové u vSech darcli v zavislosti na Case.
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Darce M 3-phenylpropionic acid

DOt Do2 DO3 Do4 o
Koncentrace .?éréy?dioxyphenylacehc acid
80,00 W Hydroferulic acid
Hydroisoferulic Acid
M Ferulate
Phenol

60,00

40,00

20,00

0,00

Obrazek 11 Histogram identifikovanych metabolitd kyseliny ferulové u darct 1 az 4

vcase 0 haz24 h
Darce 1 3 4-dihydroxyhydracinnamic acic
IDBT .4
Do D02 Do3 Do4 1 ?éfé%_daoxyphenylacetic acid
Koncentrace I 3-phenylpropionic acid
I Ferulate

Hydroferulic acid

£0,00

40,00 —=

20,00 /

0,00 —=

Cas Cas Cas Cas

Errar Bars: 95% CI

Obrazek 12 Vyvoj koncentrace metabolit kyseliny ferulové u darct jednotlivych
v ase 0 haz24 h
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Tabulka 3 Koncetrace metabolitti kyseliny ferulové ve stolici darcu 1-4, v ¢ase 0 h - 24 h v mg/dl

Darce Cas Ferulat Hydroferulova 3,4- 3-hydroxyfenyloctova  3-fenylpropionova Fenol
(h) (mg/dl)  kyselina dihydroxyhydroskoricova  kyselina (mg/dl) kyselina (mg/dl) (mg/dl)
(mg/dl) kyselina (mg/dl)
D01 00 46,92 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
D02 00 61,06 0,00 0,00 0,00 9,58 0,00
D03 00 55,09 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
D04 00 67,75 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
D01 02 33,82 0,00 0,00 0,00 1,59 0,00
D02 02 32,32 18,59 0,00 0,00 0,00 0,00
D03 02 8,56 31,18 4,34 1,98 4,87 0,00
D04 02 15,04 30,81 4,91 1,46 0,00 0,00
D01 04 2,83 46,33 12,03 2,45 7,46 0,00
D02 04 3,23 42,39 1,63 2,86 5,81 0,00
D03 04 3,46 24,10 22,53 5,71 9,07 0,00
D04 04 5,75 39,08 1,87 3,05 8,51 0,00
D01 08 0,00 31,38 8,17 0,79 4,10 8,99
D02 08 0,00 36,30 7,41 1,09 6,63 26,15
D03 08 4,62 0,00 2,24 3,01 4,13 4,01
D04 08 2,19 10,95 13,31 2,73 32,80 0,00
D01 24 0,00 0,00 9,18 0,57 20,65 20,48
D02 24 0,00 4,05 35,62 0,46 4,30 25,57
D03 24 0,00 0,00 6,98 5,69 0,00 22,07
D04 24 0,00 0,00 4,17 4,54 60,10 5,79
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8.1 Ferulat

Hlavni sledovanou latkou ve vzorcich byl ferulat a jeho katabolismus. V ¢ase 0 h bylo
mnozstvi u vSech darcl v rozmezi 46 mg/dl - 67 mg/dl. V ¢ase 2 h mnozstvi viditeln¢ kleslo,
u darce 1 z 46,92 mg/dl na 33,82 mg/dl, u darce 2 témét o polovinu z hodnoty 61,06 mg/dl na
32,32 mg/dl, stejné jako u darce 4, kdy koncentrace klsela z z 67,75 mg/dl na 15,04 mg/dl. U
darce 3 dosSlo k nejrychlej$imu rozkladu z hodnoty 55,09 mg/dl na 8,56 mg/dl. V Case 4 h
hodnoty koncentraci opét viditelné klesly, u darce 1 na 2,83 mg/dl, u darce 2 na 3,23 mg/dl, u
darce 3 na 3,46 mg/dl a u darce 4 na 5,75 mg/dl. Po 8 h byl ferulat kompletn¢ katabolzovan u
darcii 1 a 2, u darce 4 byla koncentrace 2,19 mg/dl. Je zajimavé ze u darce 3 koncetrace
stoupla na 4,62 mg/dl. U tohoto vysledku je pravdépodobné, ze doSlo ke Spatné kvantifikaci
pti vyhodnocovani v programu Chenomx. Po 24 h je z tabulky 3 patrné, ze u vsech darct
doslo ke kompletnimu katabolismu feruldtu. Na obrazku 13 mulzeme vidét grafické
zpracovani klesajicich koncentraci ferulatu v case.

Kyselina ferulovd je v lidském travicim traktu Stépena feruloylesterazami, které
produkuji bakterie pfitomné ve stfevech, typicky Lactobacillus acidophilus. Ativita
feruloylesteraz je pak Casto silné¢ indukovdna hemicelul6zovymi latkami, pficemz nejvyssi
aktivita byla detekovéna, kdyz byly jako zdroj uhliku pouzity pSeni¢né otruby. Se zvySujicimi
se hladinami volné kyseliny ferulové se produkce feruroylesteraz zvysuje (Xiaokun Wang et
al 2005). Nedavné studie také ukazaly, ze stfevni mikrobiota ovliviiuje tvorbu kyseliny
ferulové, zatimco samotna kyselina ferulova miize nepfimo modulovat stfevni mikrobiotu.
Strevni mikrobiota hraje diilezitou roli v regulaci zdravi a riznych nemoci. Zména slozeni
stievni mikrobioty pak pravdépodobné¢ muze ovlivnit progndézu a vyvoj nemoci, naptiklad
kardiovaskularnich onemocnéni (Liu et al. 2019).

Darce

1 L Do
I Doz

Koncentrace L DO3
I Dod
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Error Bars: 95% CI

Obrazek 13 Vyvoj koncentrace ferulatu darcti 1 az 4 v ¢ase 0 haz 24 h
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8.2 Kyselina hydroferulova

Hlavnim metabolitem kyseliny ferulové je kyselina hydroferulova. V tabulce 3 vidime
vysledné koncetrace. V Case 0 h je u vSech darcti koncetrace 0 mg/dl. V Case 2 h je koncetrace
0 mg/dl pouze u darce 1, u dalSich darct jiz probihal katabolismus a zacaly vznikat
metabolity. U darce 2 byla koncetrace 18,59 mg/dl, u darce 3 31,18 mg/dl, u darce 4 30,81
mg/dl. V ¢ase 4 h byla koncetrace hydroferulové kyseliny u 3 darct nejvyssi z celého
pribéhu fermentace, pouze u darce 3 byla nizsi nez v ¢ase 2 h. U darce 1 byla 46,33 mg/dl, u
darce 2 42,39 mg/dl, u darce 3 24,10 mg/dl a u darce 4 39,08 mg/dl. V ¢ase 8 h koncetrace
zaCala klesat, prfedpokladame tedy, Ze se kyselina hydroferulova metabolizovala na dalsi
slouc¢eniny. U darce 1 byla koncetrace 31,38 mg/dl, u darce 2 36,30 mg/dl, u darce 3 jiz byla
pIn¢ matabolizovana a kocentrace byla 0 mg/dl, u darce 4 10,95 mg/dl. V Case 24 h byla u 3
darcu kyselina hydroferulova pln€ metabolizovand, koncetrace byla tedy 0 mg/dl, pouze u
darce 3 nedoslo k plné metabolizaci a koncetrace byla 4,05 mg/dl. Na obrazku 14 mizeme
vidét grafické zpracovani koncentraci kyseliny hydroferulové v case.

Jakmile je kyselina ferulova uvolnéna stievni mikrobiotou z bunééné stény, mize byt
dale metabolizovana hydrogenaci na p-nenasycené vazby, demetylaci a selektivni
dehydroxylaci na C4 za vzniku dalSich fenolovych metabolitti. Dalsi redukce dvojné vazby
kyseliny ferulové dava vzniknout kyseliné hydroferulové, ktera pokud vstoupi do cyklu p-
oxidace, muze produkovat kyselinu vanilovou (Rechner et al. 2001). Kyselina hydroferulova
je metabolitem kyseliny ferulové, jejim metabolickym pivodem mohou byt ovSem estery
kyseliny feruloyl chinové a nebo estery kyseliny caffeoyl chinové ptitomné v kaveé. Kyselina
ferulova a hydroferulova mohou byt tedy povazovany za specifické biomarkery biologické
dostupnosti a metabolismu esterti kyseliny kavové v potrave.
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Obrazek 14 Vyvoj koncentrace kyseliny hydroferulové darcti 1 az 4 v ¢ase 0 haz 24 h
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8.3 Kyselina 3,4-dihydroxyhydroskoricova

Dalsim identifikovanym metabolitem byla 3,4-dihydroxyhydroskoticova kyselina.
V case 0 h u zddného z darci nevznikala. V ¢ase 2 h v menSim mnozstvi vznikla u darce 3 o
koncetraci 4,34 mg/dl a u darce 4 o koncetraci 4,91 mg/dl. U darct 1 a 2 byla koncetrace 0
mg/dl. V case 4 h byla vytvofena jiz u vSech darct, u darct 2 a 4 byla koncentrace viditelné
mensi nez u darcti 1 a 3. U darce 1 byla koncetrace 12,03 mg/dl, u darce 2 1,63 mg/dl, u darce
3 22,53 mg/dl a u darce 4 1,87 mg/dl. V ¢ase 8 h u darci 1 a 3 koncetrace 3.,4-
dihydroxyhydroskoticové kyseliny oproti ¢asu 4 h klesla, u darce 1 na 8,17 mg/dl, u darce 3
na 2,24 mg/dl. U darct 2 a 4 naopak vzrostla, u darce 2 byla 7,41 mg/dl, u darce 4 13,31
mg/dl. V Case 24 h potom koncetrace opét vzrostla u darce 1, 9,18 mg/dl, u darce 2, 35,62
mg/dl, u darce 3, 6,98 mg/dl. Naopak u darce 4 koncetrace klesla na 4,17 mg/dl. Na obrazku
15 muzeme vidét grafické zpracovani koncentraci 3,4-dihydroxyhydroskoficové kyseliny
Vv Case jednotlivych darcti. Na obrazku vidime, Ze pouze u darce 2 koncetrace v ¢ase postupné
roste, u ostatnich darct roste, poté klesne a pak opét roste ¢i klesa. Je otazkou, zda za témito
vysledky stoji chyba v kvantifikaci pfi vyhodnocovani spekter nebo je tyto zmény mozné
vysvétlit rozdilnym slozenim stfevni mikrobioty jednotlivych darct.
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Obrazek 15 Vyvoj koncentrace kyseliny 3,4-dihydroxyhydroskoticové darci 1 az 4
v case O haz24 h
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8.4 Kyselina 3-hydroxyfenyloctova

Dalsim sledovanym metabolitem je kyselina 3-hydroxyfenyloctova. V ¢ase 0 h
nevznikala ani u jednoho dérce. V Case 2 h vznikla v menim mnoZzstvi u darct 3 a 4.
Koncentrace u darce 3 byla 1,98 mg/dl, u darce 4 pak 1,46 mg/dl. V ¢ase 4 h vznikala
kyselina 3-hydroxyfenyloctova u vSech ¢tyf darcti a u vSech darct byla jeji koncetrace
nejvyssi, jak vidime z tabulky 3 a také na obrazku 16. U darce 1 byla koncentrace 2,45 mg/dl,
u darce 2 2,86 mg/dl, u darce 3 5,71 mg/dl a u darce 4 3,05 mg/dl. V case 8 h u vSech darcu
koncetrace kyseliny klesla. U darce 1 na 0,79 mg/dl, u darce 2 na 1,09 mg/dl, u darce 3 na
3,01 mg/dl a u darce 4 na 2,73 mg/dl. V ¢ase 24 h koncetrace klesla u darcti 1 a 2 na 0,57
mg/dl a 0,46 mg/dl. Naopak u darcu 3 a 4 vzrostla a to na 5,69 mg/dl a 4,54 mg/dI.

Polyfenoly jsou biotransformovany stfevni mikrobiotou, nejprve deglykosylaci,
nasledovanou rozpadem flavonoidi na relativné jednoduché aromatické karboxylové
kyseliny, bézné¢ oznacované jako fenolové kyseliny (Parkar, Trower, & Stevenson 2013).
Kyselina 3-hydroxyfenyloctova mize tedy vznikat nejen z kyseliny ferulové, ale také
rozpadem flavonoidi, jako je tieba rutinu, kdy v plazmé byla tato kyselina detekovana po 4
hodinach a maximalni koncentrace byla detekova mezi 8 az 12 hodinami (Aura et al., 2002)
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Obrazek 16 Vyvoj koncentrace kyseliny 3-hydroxyfenyloctové darct 1 az 4 v ¢ase 0 h az 24
h
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8.5 Kyselina 3-fenylpropionova

Poslednim méfenym metabolitem byla kyselina 3-fenylpropionova. V ¢ase 0 h byla
detekovana pouze u darce 1 v koncentraci 9,58 mg/dl. Je mozné ze tato hodnota byla chybné
detekovana, protoze v Case 2 h je koncentrace 0 mg/dl. V ¢ase 2 h je u darce 1 koncetrace
1,59 mg/dl, u darce 3 4,87 mg/dl, u darcti 2 a 4 je to 0 mg/dl. V ¢ase 4 h koncetrace u vSech
darct vzrostla. U darce 1 na 7,46 mg/dl, u darce 2 na 5,81 mg/dl, u darce 3 na 9,07 mg/dl a u
darce 4 na 8,51 mg/dl. V Case 8 h byla koncetrace u darce 1 a 3 nizsi a to 4,10 mg/dl a 4,13
mg/dl. U darce 2 a 4 byla 6,63 mg/dl a 32,80 mg/dl. V ¢ase 24 h byla koncetrace u darce 1
20,65 mg/dl, coz je témét 5x vice nez v ¢ase 8 h. U darce 2 byla 4,30 mg/dl, u darce 3 pak
klesla na 0 mg/dl a u darce 4 vzrostla na 60,10 mg/dl. Na obrazku 17 mizeme vidét, Ze pouze
u darce 4 koncetrace kyseliny 3-fenylpropionové v ¢ase rostla.

Hlavni metabolické cesty kyseliny ferulové jsou redukce, demetylace a dehydroxylace
na C4. Dehydroxylace na C3 se vyskytuje jen ziidka. Vyslednym produktem dehydroxylace
je pak kyselina 3-fenylpropionova. Ta, stejné jako kyselina 3-hydroxyfenyloctova, miize
vznikat jak z kyseliny ferulové, tak i z dalsich polyfenoli, naptiklad flavanonu hesperidinu.
Metabolismem hesperidinu vznikne v tlustém sttevé kyselina 3,4-dihydroxyfenylpropionova,
ktera se dale dehydroxyluje na 3-hydroxyfenylpropionovou kyselinu (Aura et al., 2002).
Priichodem do tkani pak mize dochazet ke zkraceni postranniho fetézce a vzniku kyseliny 3-
hydroxybenzoove.

Darce
] — D01

= D02
Koncentrace — D03

=== D04

£0,00

40,00

20,00

0,00
Cas

Obrazek 17 Vyvoj koncentrace kyseliny 3-fenylpropionové darcti 1 az 4 v ¢ase 0 h az
24
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Kromé¢ analyzy vzorkt kyseliny ferulové sinokulem, bylo také provedeno méteni
kontroly, coz byly pouze vzorky inokula a mefeni pozitivni kontroly, coz byly vzorky,
obsahujici pouze kyselinu ferulovou bez inokula. U pozitivni kontroly byla sledovana
koncentrace kyseliny ferulové opét v ¢asech 0 h, 4 h, 8 h a 24. Koncetrace jsou uvedeny v
grafu v ptiloze ¢. 3. Pomoci programu Statictica byla provedena analyza rozptylu, viz ptiloha
¢.4, kde nebyl zaznamenan zadny statisticky vyznamny rozdil. Jelikoz se jednalo o pozitivni
kontrolu, kdy na kyselinu ferulovou neptisobila stfevni mikrobiota, pfedpokladem bylo, Ze
koncetrace se v ¢ase nebude ménit, ptipadné bude lehce klesat diky moznému samovolnému
rozpadu kyseliny.

Bakterie v gastrointestinalnim traktu ovliviiuji lidského hostitele mnoha zptisoby. Mezi
jejich ¢innosti patii fermentace potravy, které projde neztravena tenkym stievem, produkce
mastnych kyselin s kratkym fetézcem (octan, propionat, butyrat) a produkce plynti Hp, CO; a
CH,. Dale také modulace imunitniho systému, transformace zlucovych kyselin, tvorba
vitaminl a dalSich biologicky vyznamnych latek. Stfevni mikrobiota ma vSak také potencial
tvofit toxické, karcinogeni ¢i mutageni latky (Blaut, Schoefer, & Braune 2003).

Mnoho polyfenolti, navzdory jejich pfijimanému mnozstvi Vv rostlinné stravé, neni
biologicky dostupnych. Béhem traveni jsou Spatné vstiebavany, protoze podléhaji rozsahlému
metabolismu travicimi enzymy a stfevni mikrobiotou. Odhaduje se, ze 90 az 95 % polyfenold
ze stravy se v tenkém stievé neabsorbuje, a proto se hromadi ve stievé tlustém. Mezi tyto
polyfenoly patifi oligomerni a polymerni proanthokyanidiny, polyfenoly glykosylované
rhamnozou, estery kyseliny hydroxyskoficové (kyselina chlorogenova, kyselina kavova,
kyselina ferulova) a lignany. V tlustém stievé jsou metabolizovany stievni mikrobiotou a
vytvaieji fadu jednodussich, 1épe vstfebatelnych sloucenin. Stupent degradace polyfenoli
ovliviiuje nejen koncentrace substratu, ale i individualni zmény ve slozeni stfevni mikrobioty.
Vzniklé jednoduché fenolové slou¢eniny mohou byt povazovany za biomarkery metabolismu
tlustého stifeva. Metabolismus polyfenolu v tlustém stievé obecné zahrnuje biotransformaci na
jednoduché fenoly, fenolové kyseliny, aromatické latky a laktony s riznym stupném
hydroxylace a délky postranniho fetézce. Pisobenim mikrobioty mohou byt polyfenolové
metabolity absorbovany do enterocytti pasivni diftzi a vstoupit tak do jater, kde jsou dale
metabolizovany enzymy pied dalSim vstupem do obéhu nebo vylou¢enim moci.
Neabsorbované polyfenolové metabolity jsou vylu¢ovany stolici (Sanchez-Patan et al. 2011),
(Sadeghi Ekbatan et al. 2016).

SloZeni metabolitll zavisi tedy na riznych faktorech, jako je napiiklad zdravotni stav
nebo strava hostitele a také muize zaviset i na poCtu a rozmanitosti mikrobidlnich druht
Vv travicim traktu.
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9 Zavér

Cilem této prace bylo ukazat moznosti NMR spektroskopie pti sledovani katabolismu
polyfenoli v in vitro modelu tlustého stfeva. Pro tuto praci byl ze Siroké $kaly rostlinnych
polyfenoll vybran jeden zastupce a to kyselina ferulova. Byla stanove hypotéza, ze kyselina
ferulova je ve stifevech rozkladana za vzniku metabolitti a Ze pomoci NMR je mozno sledovat
jak tento rozklad, tak i vznik potencionalnich metabolitti. Pomoci knihovny Chenomx pak
byly tyto latky kvantifikovany.

Byly zjistény rozdily ve schopnostech mikrobioty tlustého stfeva metabolizovat, coz
naznacuje, ze u kazdého jedince mohou vznikat jiné metabolity v jiné koncentraci a poméru.
To poté mize vést i k jinym biologickym u¢inkim vzniklych metabolitta. Variabilita ve
vysledcich mezi jednotlivymi darci mize byt tedy obecné vysvétlena jednak rozdilnym
slozenim stftevni mikrobioty jednotlivych darch, tak také strukturou testované latky a
schopnosti této latky odolavat mikrobidlnimu rozkladu.

NMR je jednou znejvice efektivnich, robustnich a dobfe reprodukovatelnych
analytickych metod Kk ziskavani metabolickych profild v biologickych vzorcich a to bez
nutnosti rozsahlych a zdlouhavych ptiprav vzorkd. V kombinaci s dalsi analytickou metodou
a s vhodnou analyzou piedstavuje tato technika dobrou moznost zkoumani metabolismu a
mozné diagnostiky ¢i prognézy riznych onemocnéni. V soucasné dob¢ je NMR vyuzivano ke
sledovani metabolitd z krve ¢i mo¢i, sledovani metabolitt ze vzorkd stolice je teprve na
vzestupu. V poslednich letech bylo diky analytickym metodam dosazeno vyznamného
pokroku v porozuméni strukturalnich zmén, ke kterym dochazi pii vstiebavani flavonoida i
neflavonoidnich latek. Postupné také dochazi k objasnovani faktord, které ovliviuji
vstiebavani a miru metabolizace polyfenoll v gastrointestindlnim traktu.
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13 Samostatné prilohy

Priloha €. 1 Linearni souhrny graf koncetrace ferulatu
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Piiloha €. 2 Linearni souhrny graf koncentrace kyseliny hydroferulové
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Priloha €. 3 Linearni graf koncetrace kyseliny ferulové u pozitivni kontroly

time; Praméry MNC

Soucasny efekt: F(4, 14)=,36382, p=,83030
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Priloha €. 4 Analyza rozptylu kyseliny ferulové u pozitivni kontroly

C. buiky Pravdépodobnosti pro post-hoc testy

Chyba: meziskup. PC = 87,875, sv = 14,000

Scheffeho test; proménna Ferulate (concentrationsD1-D4)

time 1 2 3 4 5
52,699 50,459 48,515 49,866 45,031
1 0 0,998228 0,980820 0,996723 0,850194
2 2 0,998228 0,998980 0,999993 0,951322
3 4 0,980820 0,998980 0,999822 0,990302
4 8 0,996723 0,999993 0,999822 0,975464
5 24 0,850194 0,951322 0,990302 0,975464




