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1 Úvod 

Rostliny představují ohraničený rezervoár biologicky aktivních sloučenin. Mnoho rostlin 

syntetizuje sekundární metabolity jako jsou terpenoidy, steroidy, karotenoidy, alkaloidy, 

fenolické látky a další. Funkce sekundárních metabolitů je ekologická, regulační – jako 

v případě steroidů – anebo se jedná o vedlejší produkty metabolismu. Biosyntéza 

sekundárních metabolitů navazuje na primární metabolismus, nicméně význam těchto látek 

není vždy úplně jasný. 

Fytosteroly jsou pro své vlastnosti nepostradatelnými složkami buněčných membrán, 

mají ale i další důležité biologické funkce ve vývojových procesech a jsou významnými 

prekurzory rostlinných steroidů. Ekdysteroidy patří do třídy chemických látek steroidní 

povahy, které plní v živočišné říši, zejména u třídy hmyzu, řídící a regulační funkci 

hormonů. Fytoekdysteroidy (PEs) jsou analogy těchto látek syntetizovanými rostlinami, 

u kterých se předpokládá zapojení do interakcí mezi rostlinami a hmyzem. Jejich funkce 

v rostlinách není doposud přesně známa. Jejich úlohou je pravděpodobně ochrana rostlin 

před fytofágními druhy. Pro své adaptogenní účinky na lidský organismus mají PEs využití 

ve farmakologii a jsou často užívány jako doplňky stravy. Po chemické stránce jsou PEs 

polyhydroxylované steroidy vyskytující se u 5-6 % rostlinných druhů. V současné době je 

známo okolo 500 analogů těchto významných přírodních látek ve všech organismech.  

Předkládaná práce ve své teoretické části rozšiřuje už dříve zkoumanou skupinu pěti 

studovaných PEs o další tři látky podobné povahy, a to isovitexiron, makisteron C a 

turkesteron. Experimentální část práce se zabývá optimalizací metody extrakce a izolace PEs 

z rostlinného materiálu. Cílem je porovnání výtěžnosti metody extrakce na tuhé fázi a 

disperzní extrakce na tuhé fázi s využitím přístupu metodou QuEChERS. Součástí 

experimentální části je i stanovení obsahu celkově osmi vybraných PEs u 12 různých 

rostlinných druhů.  
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2 Cíle práce 

1. Provést literární rešerši na téma terpenoidy se zaměřením na rostlinné steroly a 

fytoekdysteroidy. 

 

2. Rozšířit stávající skupinu pěti studovaných fytoekdysteroidů o další látky stejné povahy 

ve smyslu optimalizace postupu jejich extrakce, izolace z rostlinných pletiv 

a instrumentální metody jejich analýzy. 

 

3. Provést srovnávací studii obsahu biologicky významných fytoekdysteroidů v různých 

druzích rostlin.  
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3 Teoretická část  

Existuje několik hledisek, dle kterých je možné rozdělit velmi širokou skupinu přírodních 

látek. Z biogenetického hlediska, tj. z pohledu toho, jakým způsobem přírodní látka vznikla, 

je lze rozdělit následovně: 

o Izoprenoidy 

o Alkaloidy 

o Sacharidy 

o Glykosidy 

o Lipidy 

o Aromatické sloučeniny a příbuzné látky 

o Aminokyseliny, peptidy a proteiny 

 Izoprenoidy 

Izoprenoidy, zvané také terpenoidy, jsou významnou skupinou přírodních látek tvořenou 

dvěma a více jednotkami pětiuhlíkaté molekuly izoprenu. Izopren (2-metyl-1,3-butadien) je 

plynná látka, která se volně v přírodě prakticky nevyskytuje. Ve všech živých organismech 

(prokaryotech i eukaryotech) je ale přítomna ve formě pětiuhlíkatých difosfátů; a to 

dimetylallyl difosfátu (DMAPP) a jeho izomeru izopentenyl difosfátu (IPP) – Obr. 1. 

Syntézou těchto pětiuhlíkatých (C5) sloučenin způsobem „hlava k patě“ vznikají lineární 

řetězce monoterpenoidů (C10), diterpenoidů (C20), triterpenoidů (C30), tetraterpenoidů (C40) 

a polyterpenoidů (C40) – 

 Connolly a Hill, 1992. Tyto lineární molekuly podléhají uvnitř buněk často různým 

modifikačním reakcím, nejčastěji cyklizacím, oxidacím anebo přesmykům. Do současné 

doby už bylo identifikováno několik tisíc izoprenoidů a další jsou stále objevovány (Loomis 

a Croteau, 1973). 

 

   

izopren izopentenyl difosfát (IPP) dimetylallyl difosfát (DMAPP) 

Obrázek 1: Strukturní vzorce hlavních pětiuhlíkatých izoprenoidů.  

Jak už bylo zmíněno, terpenoidy jsou přírodními organickými sloučeninami nacházejícími 

se v rostlinách jako produkty sekundárního metabolismu. Mají lipofilní charakter a hrají 

důležitou roli při ochraně membránových lipidů. Po chemické stránce se jedná o čisté 
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uhlovodíky nebo jejich oxoderiváty, jako jsou alkoholy, aldehydy, ketony a karboxylové 

kyseliny (McMurry, 2015). 

Mezi terpenoidy řadíme silice (těkavé aromatické kapaliny izolované z květů rostlin), 

pryskyřice (tuhé látky vzniklé oxidací silic) a balzámy (polotuhé směsi silic a pryskyřic). 

Mnohé z těchto látek našly uplatnění v přípravě léků, parfémů, narkotik anebo pigmentů 

(Loomis a Croteau, 1973). Nejvýznamnějšími zástupci této skupiny látek jsou například 

karotenoidy (tetraterpeny), kaučuk (polyterpeny) a rostlinné hormony jako např. kyselina 

abscisová (seskviterpeny) a gibereliny (diterpenoidy). Některé z izoprenoidních struktur 

jsou součástí větších biologicky aktivních molekul (např. chlorofyl, ubichinon, tokoferol 

anebo fyllochinon). 

Neméně významnými přírodními organickými sloučeninami jsou steroidy, které dle 

počtu uhlíků v molekule řadíme mezi triterpenoidy. Základní výchozí strukturou všech 

steroidů je tetracyklický izoprenoidní uhlovodík steran (gonan, cyklopentano-

perhydrofenanthren). Ten se skládá ze tří šestiuhlíkatých (A, B, C) a jednoho pětiuhlíkatého 

kruhu (D; Obr. 2). 

 

 

Obrázek 2: Struktura steranu (gonanu, cyklopentano-perhydrofenanthrenu) s vyznačeným 

číslováním uhlíkových atomů (C1-C17) a popsanými uhlíkatými kruhy (A, B, C a D) podle názvosloví. 

Podle fyziologického významu můžeme steroidy rozdělit na steroidní hormony, žlučové 

kyseliny a steroidní alkoholy (steroly).  

 Steroly  

Posledně zmíněné steroly mají na C-3 uhlíku v poloze ß vždy hydroxylovou skupinu 

a v poloze C-17 navázaný alifatický řetězec různé délky (Piironen a kol. 2000). Vyskytují se 

buď volně v organismu nebo jsou esterově vázány svou hydroxylovou skupinou na určité 

mastné kyseliny (např. laurová, myristová). Steroly se navzájem odlišují stereochemií 

v některých asymetrických centrech, počtem atomů uhlíku, polohou a počtem dvojných 

vazeb v kruhu B, a v postranním řetězci na uhlíku C-17. Platí, že čím je postranní řetězec 

větší (obsahuje více metylových, resp. etylových skupin), tím hydrofóbnějším se sterol stává. 

Steroly s např. C28 nebo C29 jsou tedy hydrofóbnější než například cholesterol (C27). Naopak 

https://vydavatelstvi-old.vscht.cz/knihy/uid_es-002_v1/hesla/chlorofyly.html
https://vydavatelstvi-old.vscht.cz/knihy/uid_es-002_v1/hesla/ubichinon.html
https://vydavatelstvi-old.vscht.cz/knihy/uid_es-002_v1/hesla/tokoferol.html
https://vydavatelstvi-old.vscht.cz/knihy/uid_es-002_v1/hesla/fyllochinon.html
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přítomnost dvojných vazeb v postranním řetězci dělá steroly hydrofilnějšími (Armstrong a 

Carey, 1987; Nes, 1987).  

Steroly jsou nepostradatelnou složkou buněčných membrán, nacházející se u všech 

eukaryot (u rostlin i zvířat), kde zastupují mnoho funkcí. Jednou z nich je udržování 

semipermeability membrán a regulace její fluidity. Hlavní vlastností, která umožňuje 

specifické interakce sterolů s fosfolipidy a proteiny v membránách buněk, je přítomnost 

volné hydroxylové skupiny (Piironen a kol, 2000; Wojciechovski, 1992). Díky své délce, 

která je stejná jako u fosfolipidové monovrstvy, se steroly snadno inkorporují do buněčných 

membrán a regulují jejich fluiditu a permeabilitu (Nes, 1987; Piironen a kol., 2000). 

V živočišných buňkách je nejznámějším zástupcem z řad sterolů cholesterol (Obr. 3), u hub 

nalezneme zejména ergosterol a v říši rostlin nacházíme kromě cholesterolu celou paletu 

různorodých sterolů (Laloi a kol., 2007; Vosolsobě, 2008).  
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 Rostlinné steroly 

Rostlinné steroly (fytosteroly) jsou většinou 5 steroly (nebo jsou z nich syntetizovány), 

strukturně jsou velmi podobné cholesterolu, liší se pouze v postranním řetězci. 

Nejznámějšími zástupci z řad fytosterolů jsou sitosterol, stigmasterol, kampesterol (Obr. 3). 

Sitosterol a stigmasterol mají v poloze C-24 etylovou skupinu, zatímco kampesterol má 

na stejném uhlíku navázánu metylovou skupinu (Piironen a kol., 2000).  

 

  

sitosterol stigmasterol 

  

kampesterol cholesterol 

Obrázek 3: Vzorec sitosterolu (24α-etylcholest-5-en-3β-ol), stigmasterolu (24α-etylcholest-5,22-en-

3β-ol), kampesterolu (24α-metylcholest-5-en-3β-ol) a cholesterolu (cholest-5-en-3β-ol). 

3.3.1 Význam a funkce fytosterolů 

Nejvýznamnější vlastností fytosterolů je regulace fluidity a semipermeability buněčných 

membrán. V membránách buněk se fytosteroly začleňují mezi acylové řetězce mastných 

kyselin fosfolipidů, kde tvoří mikrodomény, čímž dochází k omezení pohybu acylových 

řetězců mastných kyselin a tím k ovlivnění fluidity buněčné membrány. Jednotlivé 

fytosteroly se pak liší v efektivitě uspořádávání membránových mikrodomén (Piironen a 

kol., 2000; Vosolsobě, 2008).  

V interakci sterol-membrána hraje roli stereochemie asymetrického centra uhlíku 

v poloze C-24, konformace dvojné vazby v poloze C-22, i celkové uspořádání polycyklu. 

Sitosterol a kampesterol jsou v regulaci fluidity ve srovnání se stigmasterolem účinnější. 
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Snížená účinnost regulace fluidity buněčných membrán je u stigmasterolu dána jeho trans 

orientovanou dvojnou vazbou v poloze C-22 (Obr. 3; Marsan a kol., 1996; Piironen a kol., 

2000). Zatímco například ergosterol (sterol hub) díky svému planárnějšímu uspořádání 

polycyklu silněji indukuje v membránách tvorbu domén (Xu a kol., 2001).  

Kromě zmíněné klíčové funkce v buněčných membránách jsou fytosteroly důležitými 

signálními molekulami, které působí jako substráty u široké škály sekundárních metabolitů 

– pro glykoalkaloidy, kardenolidy anebo saponiny (Brát, 2006; Dostálová a Pokorný, 2000; 

Tarkowská, 2019). Dále ovlivňují aktivitu enzymů vázaných na membrány a některé z nich 

mají specifické funkce jako je přenos signálu. Pravděpodobně hrají fytosteroly roli i 

v adaptaci membrán vůči teplotě (Piironen a kol., 2000). Studie využívající modelových 

membrán, které obsahovaly rostlinné steroly, prokázaly, že přítomnost fytosterolů způsobila 

menší senzitivitu těchto membrán k teplotnímu šoku (Beck a kol., 2007; Vosolsobě, 2008).  

Fytosteroly hrají svou roli i v proliferaci a diferenciaci buněk. Akumulují se 

v semenech, kde poskytují zásobu pro růst nových buněk a mladých výhonků. Během klíčení 

semen vzroste v rostlinách díky intenzivní syntéze membrán obsah fytosterolů. Syntéza 

sterolů je v rostlinách spuštěna po vyklíčení semene a poté postupně klesá spolu s tím, jak 

semeno zraje (Guo a kol., 1995; Piironen a kol., 2000). 

Fytosteroly mají mnoho biologických funkcí nejen v rostlinách. Již od 50. let 20. století 

je známo, že jsou prospěšné pro lidské zdraví vzhledem ke své schopnosti snižovat hladiny 

cholesterolu. Ke snížení hladiny cholesterolu v séru dochází prostřednictvím inhibice jeho 

absorpce a kompenzační stimulace jeho syntézy při příjmu nad 1 g za den (Moghadasian a 

Frohlich, 1999; Piironen a kol., 2000; Pollak, 1953). 

Vyjma těchto funkcí hrají steroly roli i v buněčných a vývojových procesech u rostlin, 

konkrétně jako prekurzory v biosyntéze signalizačních molekul rostlinných steroidů a 

fytohormonů. Například kampesterol je výchozím bodem biosyntézy brassinosteroidů – 

skupiny rostlinných hormonů nacházejících se hojně zejména v pylu řepky olejné Brassica 

napus, kde zásadně regulují vývojové procesy (Benveniste, 2002; Güll a Amar, 2006). 

Dalším příkladem steroidů, jejichž prekurzory jsou fytosteroly, mohou být testosteron, 

progesteron a jeho deriváty (Tarkowská, 2019). 
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3.3.2 Biosyntéza fytosterolů 

Fytosteroly jsou jedním z produktů mevalonátové dráhy (MEV; Goldstein a Brown, 1990) 

používané k biosyntéze látek izoprenoidní povahy vedle dráhy metylerytriol fosfátové 

(MEP; Lichtenthaler, 1999; Rohmer, 1999).  

V MEV dráze vznikají v cytosolu buněk C5 izoprenoidní prekurzory (IPP a DMAPP), 

které jsou stěžejní pro pozdější syntézu fytosterolů. Biosyntéza probíhá ze dvou molekul 

acetyl-CoA, přičemž kyselina mevalonová (MVA), podle které je tato dráha pojmenována, 

je jejím třetím meziproduktem (Obr. 4). 

Biosyntetická dráha MEP, někdy nazývána také 1-deoxy-D-xylulóza 5-fosfát (DXP, 

DOXP), je vedlejší (alternativní) dráhou biosyntézy fytosterolů a na rozdíl od MEV dráhy, 

která probíhá v cytosolu, se MEP dráha odehrává v plastidech fotosyntetizujících 

eukaryotních organismů (Lichtenthaler, 1998; Chang a kol., 2013; Zhao a kol., 2013). 

Předpokládalo se, že stěžejní roli v biosyntéze fytosterolů sehrává MEV dráha. V případě 

některých fytosterolů bylo ale prokázáno, že jejich skelet je odvozen z IPP, který byl 

vytvořen výhradně z IPP pocházejícím z MEP dráhy (Guo a kol., 1995). Proces biosyntézy 

fytosterolů MEP dráhou se skládá z osmi enzymaticky katalyzovaných reakcí. Začíná 

kondenzací pyruvátu a glyceraldehyd-3-fosfátu za vzniku DXP. V několika krocích pak 

dochází k tvorbě meziproduktu 4-hydroxy-3-metyl-2-(E)-butenyl difosfátu (HMBDP), z něj 

pak vzniká DMAPP a následně jeho izomer IPP (Eisenreich a kol., 2004; Chang a kol., 2013; 

Kakimoto, 2003; Lichtenthaler, 1999; Wanke a kol, 2001) -Obr. 4. 

 

 

Obrázek 4: Schéma mevalonátové dráhy (MEV) a metylerytriol fosfátové dráhy (MEP) vedoucích 

k biosyntéze izoprenoidních prekurzorů DMAPP a IPP. Převzato z Kakimoto, 2003 a upraveno.  

MVA (kyselina mevalonová); DMAPP (dimetylallyl difosfát); IPP (izopentenyl difosfát);  

DXP (deoxyxylulóza fosfát); HMBDP (4-hydroxy-3-metyl-2-(E)-butenyl difosfát). 

https://en.wikipedia.org/wiki/1-Deoxy-D-xylulose_5-phosphate
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Zásadními meziprodukty obou drah jak MEV, tak MEP jsou izoprenoidní prekurzory IPP a 

DMAPP, jejichž kondenzací přes geranyl difosfát (GPP) na farnesyl difosfát (FPP) a 

spojením způsobem „pata-pata“ za současné redukce vzniká lineární uhlovodík skvalen 

(Obr. 5). 

 

 

Obrázek 5: Biosyntéza skvalenu z izoprenoidního prekurzoru izopentenyl difosfátu (IPP).  

Převzato z Přikrylová, 2018. 

Skvalen je klíčovým meziproduktem podléhajícím v biosyntetických procesech cyklizaci 

za spotřeby energeticky významných látek. Je výchozím prekurzorem pro syntézu všech 

steroidních látek jak u rostlin, tak i u živočichů včetně člověka (Piironen a kol., 2000; 

Obr. 6). Výjimku tvoří pouze členovci, kteří nejsou schopni skvalen cyklizovat, a musí tedy 

steroly přijímat z rostlinné potravy (Nes a McKean, 1977). 
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Obrázek 6: Zjednodušené schéma biosyntézy vybraných sterolů ze skvalenu v rostlinách, živočiších 

a houbách. Převzato z Tarkowská, 2019. IPP (izopentenyl difosfát); DMAPP (dimetylallyl difosfát). 

Skvalen je oxidován na 2,3-epoxid a dále cyklizován buď na lanosterol anebo cykloartenol. 

Houby bez fotosyntetického aparátu převádějí skvalen na lanosterol a poté na ergosterol. 

Ve fotosyntetizujících rostlinách vedou k syntéze fytosterolů alkylační reakce 24 sterolu 

cykloartenolu (Piironen a kol., 2000; Tammi a kol., 2001; Tarkowská, 2019). 
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 Fytoekdysteroidy 

Kromě 5 sterolů (např. sitosterol, kampesterol, stigmasterol, aj.; viz kapitola 3.2 Steroly) se 

v rostlinách vyskytují ještě 7 steroly (dvojná vazba mezi C-7 C-8; např. lathosterol), které 

jsou prekurzory rostlinných steroidů zvaných fytoekdysteroidy (PEs). 

Fytoekdysteroidy jsou polyhydroxylované sloučeniny, jejichž skelet tvoří 

cyklopentano-perhydrofenantrenový uhlíkový skelet společný pro steroidy – steran (viz 

Obr. 2 na str. 4). Základem PEs je 7-en-6-on chromofor v B kruhu. Na uhlíku C-14 má 

navázánu hydroxylovou skupinu v pozici α a na C-17 alifatický řetězec v pozici β. Velká 

část PEs je biosynteticky odvozena od cholesterolu (C27), případně C28 nebo C29 v závislosti 

na tom, z jakých fytosterolů jsou syntetizovány. Podle toho si také nesou případnou 

alkylovou skupinu na C-24. Méně obvykle se vyskytují i různě dlouhé PEs od C19 po C30 

(Dinan, 2001; Lafont, 1998).  

Kondenzace čtyř kruhů ve skeletu je charakteristická: B/C a C/D kruhy zaujímají 

navzájem obecně trans konformaci, zatímco A/B obvykle cis (5β-H) a jen výjimečně trans 

(5α-H). Variabilita ve struktuře steroidního kruhu není tolik podstatná, významnější změna 

spočívá v počtu, poloze a orientaci hydroxylových skupin a konjugačních zbytků, které jsou 

s nimi spojeny (Obr. 7) Mezi obvykle hydroxylovaná místa zahrnujeme pozice 2β-, 3β -, 

14α-, 20R- a 22R-, které pokud jsou hydroxylovány všechny, definují zároveň jeden 

z vysoce aktivních PEs ponasteron A (ponA; 25-deoxy-20-hydroxyekdyson; Dinan, 2001; 

Nakanishi a kol., 1966). Například polypodin B (polB), který je druhým nejčastěji se 

vyskytujícím PEs, nese celkem 7 hydroxylových skupin (Jizba a kol., 1967).  

Od 20-hydroxyekdysonu (20E) se liší jen v jedné hydroxylové skupině (C-5), proto bývá 

v literatuře uváděn jako 5β, 20-dihydroxyekdyson (Harmatha a Dinan, 1997). 

 

 

Obrázek 7: Obecný skelet ekdysteroidů cholest-7-en, 6-on s očíslovanými atomy uhlíku C1-C29. Plné 

šipky označují pozice hydroxylové skupiny v poloze β nebo α, čárkované šipky v pozici α.  

Převzato z Chaubey, 2018. 
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3.4.1 Historie fytoekdysteroidů 

Z historického hlediska byly nejprve počátkem 50. let minulého století izolovány 

ekdysteroidy (ECs) v živočišné říši z kukel bource morušového Bombyx mori L. (Butenandt 

a Karlson, 1954). Prvním takto izolovaným ECs byl ekdyson (E), jeho struktura byla 

objevena až později metodou X-ray krystalografie (Huber a Hoppe, 1965). Název byl 

odvozen od jeho funkce, kdy „ekdyse“ je latinský výraz pro svlékání hmyzu (ekdyson – 

svlékací hormon; Tarkowská a Strnad, 2016). 

Z rostlinného materiálu byly ECs izolovány poprvé v 60. letech 20. století. 

Nejprve byl při studiu látek s protinádorovou aktivitou v jehličnanu Podocarpus nakaii 

náhodně izolován ponA, ponasteron B a C (Nakanishi a kol., 1966). Dalším izolovaným ECs 

v rostlinách byl 20E (Obr. 8) a ionokosteron z kořenů rostliny Achyrantes fauriei  

(Takemoto a kol., 1967a). V tomto období byl 20E nalezen i v dalších rostlinných 

materiálech – ve dřevě borovice druhu Podocarpus elatus (Galbraith a Horn, 1966), 

v oddencích kapradiny osladiče obecného Polypodium vulgare (Heinrich a 

Hoffmeister, 1967) a v listech další z kapradin hasivky orličí Pteridium aquilinum (Kaplanis 

a kol., 1967).  

Ekdysteroidní látky byly postupně objevovány i v houbách, řasách, mořských 

organismech a ve vyšších rostlinách (nahosemenných a krytosemenných). Stejně tak i 

v živočišné říši u členovců a jiných bezobratlých (Dinan a kol., 2009). Od svého objevu bylo 

ve více než 100 čeledích různých suchozemských rostlin (jednoletých a víceletých) zjištěno 

okolo 300 sloučenin ekdysteroidního charakteru, z nichž nejvíce rozšířeným z nich je 20E 

(Lafont a kol., 2002; Tarkowská a Strnad, 2016; Obr. 8). 

 

 

Obrázek 8: Strukturní vzorec nejabundantnějšího ekdysteroidu 20-hydroxyekdysonu (20E). 

Pro rozlišení podle původu izolovaných látek byla tato skupina rozdělena na ECs vyskytující 

se v živočiších – tzv. zooekdysteroidy – a ECs přirozeně se nacházející v rostlinách – PEs. 

Ale vzhledem k tomu, že některé ECs se nacházejí jak v živočiších, tak i v rostlinách 
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(např. E, 20E a ajugasteron C -ajuC), není toto rozdělení úplně přesné. Databáze poskytující 

data o struktuře ECs, jejich výskytu, účincích a aplikaci jsou spolu s odkazy na příslušnou 

literaturu dostupné volně online na www.ecdybase.org (Dinan a kol., 2009; Mašková, 2016; 

Tarkowská a Strnad, 2016). 

 

3.4.2 Význam a funkce fytoekdysteroidů 

V živočišné říši plní ECs funkci steroidních hormonů řídících růst a metamorfózu hmyzu. 

Zásadní roli sehrávají například jako iniciátory procesu svlékání (Henrich a kol., 1999).  

Na rozdíl od známé hormonální aktivity ECs u zvířat existují důvody pro to, abychom 

považovali PEs spíše za sekundární metabolity rostlin než fytohormony. Hladiny 

fytohormonů bývají zpravidla přítomné ve stopovém množství, naproti tomu hodnoty PEs 

bývají v rostlinách řádově několikanásobně vyšší. Například v sušině parchy saflorové 

Leuzea carthamoides se nachází 1-2 % PEs (Koudela a kol., 1995). Dále bylo zjištěno, že 

přítomnost PEs v dosud testovaných druzích rostlin není univerzální, toto však může být 

způsobeno tím, že metody používané k jejich detekci nejsou dostatečně citlivé (Dinan, 

2001). Dosud nebyl objeven receptor vázající se na PEs a hormonální aktivita nebyla 

prokázána ani při provedení biotestů pro stanovení citlivosti fytohormonů (Tarkowská a 

Strnad, 2016). 

I přes popsané důvody svědčící proti hormonální funkci PEs v rostlinách víme, že se 

PEs podílejí na regulaci vybraných fyziologických procesů ve fotosyntetizujících 

organismech. Je popsán vliv na velikost a růst buněk u řasy Chlorella vulgaris (Bajguz a 

Dinan, 2004) a růst sinic rodu Nostoc (Maršálek a kol., 1992).  

Ačkoliv (i přes poměrně vysoké koncentrace PEs v některých rostlinných druzích) není 

jejich funkce doposud uspokojivě objasněna, hlavní hypotéza předpokládá, že poskytují 

rostlinám určitý druh ochrany proti fytofágním bezobratlým predátorům. Tato hypotéza 

předpokládá, že PEs mají antifidantní účinky, což znamená, že snižují přitažlivost 

pro fytofágní druhy. Je známo, že ať už PEs působí samostatně nebo společně s jinými 

signálními molekulami, mohou odvrátit napadení rostlin nebo vést k endokrinní disrupci 

a/nebo smrti fytofágních bezobratlých (Bergamasco a Horn, 1983; Kokoška a Janovská, 

2009; Kubo a Hanke, 1986). Mnohé rostliny mají schopnost „zapnout“ produkci PEs 

v případě, že jsou vystaveny útoku zvířat, stresu anebo jiným specifickým podmínkám 

(Dinan, 2001). Studie od Lamhamdi a kol. naznačuje, že 20E zvyšuje antioxidační ochranu 

rostlin, konkrétně ovlivňuje askorbát-glutationový cyklus, což umožňuje lepší odolnost vůči 

stresům vyvolaným působením těžkých kovů (Lamhamdi a kol., 2016). 
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Bylo popsáno několik experimentů zahrnujících buď exogenní, nebo endogenní aplikaci s 

použitím mutantů rostlin, jimž byla zvýšena hladina PEs (Ajaha a kol., 2019; Soriano a kol., 

2004; Udalova a kol., 2004). Ajaha a kol. (2019) prokázali, že aplikace 20E způsobila u larev 

hmyzího škůdce potemníka hnědého Tribolium castaneum indukci mortality, narušení růstu 

a vývoje a změnu některých jeho fyziologických parametrů (Ajaha a kol., 2019).  

Vliv exogenní aplikace PEs byl zkoumán i u fytoparazitických hlístic kmene 

Nematoda. Pro příklad Udalova a kol. (2004) zjistili, že postřik rostlin rajčete Lycopersicon 

esculentum roztokem ekdysonu signifikantně snížil poškození kořenů způsobené háďátkem 

Meloidogyne inkognita. Podobně Soriano a kol. ve stejném roce popsali, že exogenní 

aplikace 20E na kořenové cysty obilovin tvořené háďátky rodu Heterodera avenae, 

H. schachtii, Meloidogyne javaica a Pratylenchus neglectus vede k výrazné redukci 

invazivity, nehybnosti, zhoršení vývoje a smrti těchto rostlinných parazitů. Součástí stejné 

studie byl i výzkum na špenátu setém Spinacia oleracea L., kterému byla pomocí metyl-

jasmonátu endogenně zvýšena koncentrace 20E. Bylo zjištěno, že PEs chrání špenát 

před háďátky parazitujícími na rostlinách a poskytuje tak rostlinám mechanismus rezistence 

vůči parazitickým hlísticím kmene Nematoda (Soriano a kol., 2004). Pro tyto své vlastnosti 

jsou PEs předmětem výzkumu hledajících alternativu/náhradu za  syntetické insekticidy 

(Ajaha a kol., 2019; Chaubey, 2018, Tarkowská a Strnad, 2016).  

Kromě zmíněných antifidantních účinků se zdá, že některé PEs produkované 

rostlinami působí jako tzv. alelochemikálie, což jsou látky, jejichž uvolňováním do půdy je 

stimulován nebo narušován růst a/nebo vývoj jiných organismů v blízkosti. Z listů 

Chenopodium alba byly izolovány látky ovlivňující klíčení a růst jak jednoděložných, 

tak i dvouděložných rostlin (Bakrim a kol., 2008; DellaGreca a kol., 2005). Intaktní semena 

stejné čeledi Amaranthaceae, merlíku čilského Chenopodium quinoa vylučují do vody 

sloučeniny, která mají během počátečních stadií klíčení údajné antidiabetické vlastnosti 

(Graf a kol., 2014).  

Mnohé studie poukazují na široké spektrum farmakologických účinků PEs u savců – 

např. hepatoprotektivních, antidiabetických, hojivých anebo anti-osteoporotických, 

antimikrobiálních (Burdette, 1962; Kapur a kol., 2010; Kokoška a kol., 2002; Lafont a 

Dinan, 2003; Seidlova-Wuttke a kol., 2010; Sláma a Lafont, 1995; Syrov a Khushbaktova, 

1996). Jsou také známy jejich anabolické účinky na kosterní svalstvo, a to bez androgenních 

vedlejších účinků, z těchto důvodů jsou mnohdy užívány sportovci ve formě doplňků stravy 

ke zlepšování fyzického výkonu. Mezi další účinky PEs u savců patří zvýšení odolnosti 

organismu vůči stresu a podpora vitality, jsou proto popisovány jako tzv. adaptogeny 

(Tarkowská a Strnad, 2016).  
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Některé z těchto látek jsou pro své účinky využívány v tradiční asijské medicíně. Na trhu 

jsou široce dostupné doplňky stravy s výtažky rostlin obsahujících PEs, například parcha 

saflorová Leuzea carthamoides, rozchodnice růžová Rhodiola rosea a mnohé další. Dále 

experimenty s extrakty PEs obsahujícími 20E (používané v tradiční asijské medicíně hlavně 

jako diuretikum a antiseptické činidlo) naznačují, že 20E má antibakteriální a antifungální 

vlastnosti (Ahmad a kol., 1996; Kokoška a kol., 2002). V neposlední řadě existují i náznaky, 

že se PEs podílejí na regulaci fotosyntézy (Holá a kol., 2013). 

  

3.4.3 Biosyntéza fytoekdysteroidů 

Ačkoliv byly PEs odhaleny ve zhruba 5-6 % analyzovaných druhů rostlin a jejich 

koncentrace v některých druzích je poměrně vysoká, jsou znalosti o jejich biosyntéze 

omezené (Dinan a kol., 1995; Dinan, 2001; Imai a kol., 1969). V posledních desetiletích bylo 

uskutečněno několik biosyntetických studií, jejichž předmětem zájmu byl popis produkce 

těchto ekdysteroidních látek zejména u bezobratlých (Sommé-Martin a kol., 1988; 

Grieneisen, 1994), rostlinám bylo v tomto ohledu věnováno jen velmi málo pozornosti. 

O přesném průběhu biosyntézy PEs je dosud známo jen velmi málo informací. Víme, že 

prekurzory v procesu biosyntézy PEs jsou fytosteroly, jejichž biosyntéza je popsána 

v podkapitole 3.3.2 Biosyntéza fytosterolů (Tarkowská a Strnad, 2016).  

Dosud například nejsou přesně známa přesná místa, kde dochází k jednotlivým 

krokům v produkci PEs. V 90. letech bylo prokázáno, že aktivní biosyntéza probíhá 

ve vyvíjejících se pletivech (Grebenok a kol., 1991, 1993) a následně jsou PEs 

transportovány do jiných orgánů (Ripa a kol., 1990; Grebenok a kol., 1991). Nicméně 

nevíme, zda produkce PEs probíhá ve všech rostlinných buňkách, nebo jsou-li využívány 

ještě jiné, specializované buňky (Grebenok a kol., 1996; Canals a kol., 2005).  

Na přelomu tisíciletí bylo studium biosyntézy PEs zkoumáno u rostlin, které jsou 

známé svým vysokým obsahem PEs, např. na špenátu Spinacia oleracea L. (Grebenok a 

Adler, 1993) a zběhovci plazivém Ajuga reptans (Ohyama a kol., 1999; Hyodo a Fujimoto, 

2000). Pro studium dějů odehrávajících se při biosyntéze izoprenoidních látek se v zásadě 

používají metody s radioaktivně značenými molekulami prekurzorů účastnících se procesu 

biosyntézy (Grebenok a Adler, 1993). Značenými/sledovanými prekurzory, mohou být 

například acetát, mevalonát, lathosterol nebo jiné dostupné meziprodukty. Pro označení 

molekul lze použít např. radioaktivní izotopy uhlíku 14C, 13C anebo tritium 3H a následnou 

analýzu pomocí nukleární magnetické rezonance (NMR; Grebenok a Adler, 1993; Hyodo a 

Fujimoto, 2000).  
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Jisté je, že PEs jsou látky rozmanité nejen svým významem, ale i svou strukturou a k jejich 

poznání bude do budoucna přínosné provést biosyntetické studie vedoucí k objasnění celého 

procesu (Dinan a kol., 2009). 

 

3.4.4 Obsah fytoekdysteroidů v rostlinných druzích  

Ve skutečnosti má po genetické stránce většina rostlinných druhů schopnost produkce PEs. 

Rozdílná regulace dosud ne zcela objasněné biosyntetické dráhy určuje, zda a na jakých 

úrovních bude určitý druh akumulovat ekdysteroidy v různých částech rostlin a jaký bude 

výsledný profil obsažených PEs (Dinan, 2001). 

V minulosti bylo pro přítomnost PEs testováno na 6000 druhů rostlin. Toto množství 

představuje jen asi 2 % z celkového počtu všech suchozemských druhů rostlin. Výsledkem 

bylo hodnocení obsahu PEs u různých částí rostlin v různých stádiích vývoje. Víme, že 

rostliny mohou obsahovat navzájem odlišné PEs a metoda může tak detekovat pouze jejich 

konkrétní typy (Dinan a kol., 2009). Je také třeba vzít v úvahu různé metody detekce, které 

byly u těchto studií použity, a které se liší svou selektivitou a citlivostí. Navíc publikovaná 

literatura uvádí spíše na PEs pozitivní druhy spíše než ty, u kterých nebyl jejich obsah 

prokázán (Dinan a kol., 2020). Neschopnost detekovat tyto sloučeniny u některých druhů by 

mohla být způsobena potlačením transkripce genu (Dinan a kol., 2009; Lafont a kol., 2002), 

nedostatečnou purifikací během přípravy vzorku a/nebo instrumentálními omezeními.  

Co se týče vyšších rostlin, předpokládá se signifikantní výskyt PEs 

v semenech nahosemenných, a krytosemenných (jedno a dvou děložných) mezi 5-6 % 

(Imai a kol.,1969; Dinan a kol., 1995). Nicméně, použitím citlivé imunoeseje byla jejich 

přítomnost v listech u náhodně vybraných druhů 40% (Dinan, 2001). Spolu s rozvojem 

moderních instrumentálních metod analýzy můžeme snáze detekovat látky obsažené 

v rostlinách i o nízkých koncentracích. Díky tomu můžeme detekovat PEs i v druzích, které 

byly dosud považovány za negativní na obsah PEs (Dinan, 2001).  

Některé studie naznačují, že výskyt PEs může souviset s fylogenetickou pozicí (Dinan 

a kol., 1998; Savchenko a kol., 1998). Například v rodu Chenopodium jsou PEs přítomny 

u většiny druhů, ale v podrodu Ambrosia detekovány nebyly (Dinan a kol., 1998). Ačkoli 

druhy obsahující PEs jsou v určitých rodech častější než v jiných, platí že tam kde byl 

zkoumán dostatek druhů v rámci rodu, byly obvykle nalezeny i na PEs pozitivní druhy. 

Stejně tak neplatí, že přítomnost PEs bude u všech druhů jedné čeledě (např. hvězdnicovité 

Asteraceae), která obsahuje hned dva druhy s vysokými hladinami PEs: parchu saflorovou 

Leuzea carthamoides a srpici Serratula. Pokud byl však zkoumán dostatek druhů 

v jedné čeledi např. u merlíkovitých Chenopodiaceae (nyní patřící mezi laskavcovité 
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Amaranthaceae; Dinan a kol., 1998) nebo u velkých rodů jako jsou např. silénky Silene 

(Mamadalieva, 2012; Zibareva a kol., 2003), je sledován určitý vzorec týkající se 

taxonomické struktury, což značí, že přítomnost a profil PEs má chemotaxonomický význam 

(Dinan a kol., 2020). 

K dnešnímu datu (červenec 2020) bylo identifikováno 520 ECs z bezobratlých, rostlin a hub 

(data z databáze Ecdybase; Lafont a kol., 2002). Většina byla izolována z rostlin, kde se 

nacházely až v 1000 krát vyšších koncentracích (Dinan a kol., 2020). Nejzastoupenějším 

analogem živočišného ECs v rostlinách je 20E (Takemoto a kol., 1967b). 

Vysoké hladiny PEs v rostlinách nejsou výsledkem intenzivně probíhající biosyntézy, 

ale akumulují se v rostlinách postupně. Při srovnání distribuce PEs v jednoletých a 

víceletých rostlinách se předpokládá, že jednoleté rostliny například špenát setý Spinacia 

oleracea, přenášejí PEs do částí klíčových pro přežití rostlin, anebo potřebných pro další 

generaci rostlin (Dinan a kol., 2009). Nejvyšší koncentrace PEs jsou v případě jednoletých 

rostlin přítomny v mladých listech a reprodukčních orgánech, méně často potom u stonků a 

kořenů (Dinan, 2001; Grebenok a kol., 1991). Na druhé straně pro víceleté rostliny jako je 

parcha saflorová Leuzea carthamoides nebo srpice Serratula platí, že obsah PEs závisí 

na ročním období. Zjara je nejvyšší obsah PEs v nově se vyvíjejících listech, zatímco 

na podzim jsou PEs transportovány z listů do kořene, kde dochází k jejich akumulaci 

(Kholodova a kol., 1979). 

Obě výše zmíněné rostliny patří do čeledi hvězdnicovité Asteraceae, parcha saflorová 

Leuzea carthamoides je zároveň vůbec nejbohatší rostlinou na výskyt PEs. Sušina této 

rostliny obsahuje více než 1 %, v semenech pak až 2 % (Koudela a kol., 1995). Kořen parchy 

má mnoho využití, pro vysoký obsah PEs je například vhodným přirozeným zdrojem 

základních PEs (např. 20E, polB, ajuC, ionokosteron; Píš a Harmatha, 1992; Píš a kol., 1992; 

Píš a kol., 1994). Přítomnost PEs je méně častá v pro člověka běžně konzumovaných 

rostlinných druzích, výjimku tvoří špenát setý Spinacia oleracea L. (Báthori a kol., 1982; 

Grebenok a kol., 1991). Ve své diplomové práci se touto rostlinou podrobně zabývala 

Mašková (2016). 
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20-hydroxyekdyson (20E) 

 

ajugasteron C (ajuC) 

 

  

isovitexiron (iso) 

 

makisteron C (makC) 

  

polypodin B (polB) 

 

ponasteron A (ponA) 

  

turkesteron (tur) 

 

stachysteron C (stachC) 

Obrázek 9: Přehled strukturních vzorců všech osmi fytoekdysteroidů (PEs), které jsou předmětem 

v této práce. 
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 Metody extrakce a izolace fytoekdystreoidů 

Prvním krokem vedoucím k izolaci a stanovení přírodních látek z biologického vzorku je 

obecně homogenizace. Tento krok bývá nezbytný pro rozbití buněčné stěny pletiva 

v rostlinném materiálu (Harrison, 2011). Pro účinnou extrakci látek nacházejících se 

zpravidla uvnitř rostlinných buněk, se v tomto kroku používá kulový mlýnek, případně 

předchází ještě homogenizace s přidáním tekutého dusíku ve třecí misce s tloučkem 

(Tarkowská a kol., 2014).  

Po homogenizaci, následuje výběr vhodné metody pro izolaci a purifikaci vzorku. 

Jedním z možných přístupů využívaných za účelem purifikace PEs je extrakce kapalina-

kapalina (LLE; angl. liquid-liquid extraction). Tímto způsobem dochází ke kvantitativní 

extrakci do rozpouštědla zvoleného podle vlastností extrahovaných analytů, s cílem odstranit 

převážnou část polárních a nepolárních nečistot. Nevýhodou tohoto přístupu je tvorba emulzí 

a relativně vysoká spotřeba rozpouštědel (Lafont a Dauphin-Villemant, 2005). 

Vzhledem k tomu, že PEs tvoří skupinu poměrně polárních sloučenin, provádí se jejich 

extrakce do polárního rozpouštědla. Často je používán např. metanol (MeOH), jehož 

alternativou může být jeho vodná směs, etanol (EtOH), aceton, anebo acetonitril (ACN). 

Efektivita extrakce analytu do rozpouštědla závisí na polaritě vzorku, typu kontaminantů, 

které mají být odstraněny, lokalizaci a rozsahu v jakém je spojován s jinými sloučeninami 

v pletivech. Zvolené extrakční rozpouštědlo musí účinně extrahovat analyt a minimalizovat 

přítomnost rušivých látek, zároveň je třeba zajistit chlazení, aby nedocházelo během procesu 

k degradaci vzorku (Hillman, 1978; Lafont a Dauphin-Villemant, 2005).  

V minulosti byla při odstraňování polárních nečistot používána metoda protiproudé 

extrakce (angl. courter-current distribution; CCD) mezi 1-butanol a vodu (Horn a 

Bergamasco, 1985). V roce 1954 použili Butenand a Karlson tuto metodu pro purifikaci ECs 

z kukel bource morušového Bombyx mori. Jako extrakční rozpouštědla byla použita směs 

butanol/cyklohexan/voda (6:4:10 v/v/v). Tato metoda umožňovala rozlišení dvou odlišných 

frakcí E a 20E z velkého množství v tomto případě živočišného materiálu (Lafont a 

Dauphin-Villemant, 2005). 

Pro izolaci PEs je možné také využití chromatografických metod pracujících 

na principu dělení LLE. Metoda kapkové protiproudé chromatografie (angl. droplet counter-

current chromatography, DCCC) umožňuje účinný způsob purifikace vzorků v řádech 

několika dnů. Za vhodných podmínek je s jejím využitím možné získat i čisté PEs (Kubo a 

kol., 1986). Novější alternativou DCCC je vysoce rychlostní protiproudá chromatografie, 

která umožňuje separaci již v řádu několika hodin. Principem je, kapalná stacionární fáze 

vytlačována na koloně kapalnou mobilní fází (MF) působením odstředivé síly (Ito, 1986).  
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Pro izolaci PEs je možné dále použití nízkotlaké kolonové chromatografie. Používá se buď 

v systému normálních fází, kdy je sorbentem např. silikagel nebo alumina gel, anebo 

v systému obrácených fází (angl. reversed phase, RP). V tomto případě pak slouží jako 

sorbent nejčastěji lineárními alkyly (C18) modifikovaný silikagel nebo polymerní pryskyřice. 

Získané frakce je pak dále nutné separovat a analyzovat. Pro rychlé vyčištění malých vzorků 

lze využít stříkaček RP-HPLC, které obsahují malé množství (0,2-1 g) sorbentu.  

Popsané přístupy jsou stále častěji nahrazovány extrakcí na pevné fázi (angl. solid-

phase extraction, SPE). Tato metoda má v porovnání s jinými řadu výhod, např. snížení 

spotřeby organických rozpouštědel, zvýšení výtěžnosti, vyšší citlivost i menší časovou 

náročnost (Moors a kol., 1994; Tarkowská a kol., 2014). 

 

3.5.1 Extrakce na pevné fázi (SPE) 

Tato metoda je široce využívanou technikou používanou k přečištění a zakoncentrování 

vzorků v laboratořích nejrůznějšího zaměření. Cílem této metody je snížení množství 

interferujících látek a nečistot ze vzorků, a tím získání co nejčistšího vzorku analytu. 

Využívá rozdělení složek vzorku mezi kapalnou a pevnou fázi působením nepolárních, 

polárních anebo iontových interakcí. Vzorek je přiveden do kontaktu s pevným sorbentem, 

který je umístěn buď v koloně nebo na disku. Použitý sorbent je přizpůsobován vlastnostem 

analytu tak, aby měl analyt vyšší afinitu k sorbentu než k rozpouštědlu, ve kterém je před 

izolací rozpuštěn. Sorbentem zachycený analyt je následně uvolněn vhodným elučním 

činidlem a následně analyticky stanoven (Obr. 10). V zásadě rozlišujeme SPE na normální 

fázi, kdy je sorbent polární, a častěji využívanou RP, kde je sorbent nepolární povahy. 

  

Průběh SPE: 

o Aktivace 

o Ekvilibrace 

o Adsorpce vzorku 

o Promytí 

o Eluce analytu 

 

Obrázek 10: Obecné schéma metody extrakce na pevné fázi (SPE). Převzato a upraveno 

z chem.libretexts.org. 

 

 

interferující látky 

 
analyt 

 

https://chem.libretexts.org/
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Pro izolaci PEs je používána RP, která zadržuje molekuly pomocí nepolárních hydrofobních 

interakcí. Typicky používaným sorbentem pro polární látky je polyamid, jehož výhodou je, 

že jsou z něj PEs eluovány dříve než znečišťující látky – fenolické látky, pigmenty apod. 

čímž je sníženo riziko další kontaminace na minimum (Báthori, 2002).  

Pro účel této diplomové práce byla jako sorbent v SPE na RP použita polyamidová 

pryskyřice (DPA-6S), která je navržena pro odstranění hlavních kontaminantů rostlinných 

extraktů obsahujících COOH a OH skupiny (polyfenoly, chlorofyl, karotenoidy, huminové 

kyseliny a další), námi analyzované PEs (Obr. 9) prošly kolonkou bez záchytu. Pro srovnání 

SPE s jinou metodou se nabízí použití relativně nového přístupu Quick, Easy, Cheap, 

Effective, Rugged, and Safe (QuEChERS) využívající purifikaci na bázi disperzní SPE 

(dSPE). Jak napovídá i překlad názvu, přináší dSPE oproti klasické SPE několik výhod. 

Umožňuje analýzu většího množství vzorků při použití minimálního množství rozpouštědla, 

přesné výsledky, a navíc redukuje komplikované a časově náročné analytické kroky 

(Anastassiades a kol., 2003). Mezi dalšími ještě například odpadá nutnost použití tlakových 

zařízení, není nutné předem aktivovat ani kondicionovat kolonky, čímž se zkracuje doba 

přípravy vzorku a snižuje cena (Kydlíčková, 2016; Rejczak a Tuzimski, 2015). 

 

3.5.2 Izolace a purifikace disperzní SPE, QuEChERS 

Přístup QuEChERS byl popsán v letech 2001-2002 německo-kyperským chemikem 

Michelangelem Anastassiadem a americkým vědcem Stevenem J. Lehotayem 

(Anastassiades a kol., 2003a). Původně byla metoda vyvinuta pro veterinární analýzu, 

především anthelmintik a tyreostatik ve zvířecích tkáních. Metoda QuEChERS a její 

modifikace se rychle vyvíjejí nad rámec původního rozsahu aplikace, především při analýze 

pesticidů v rostlinných pletivech. Možnost zavedení modifikací založených na aplikaci 

různých rozpouštědel, solí, pufrů a sorbentů umožňuje QuEChERS implementovat 

do analýzy širokého spektra analytů a matric. Simultánní analýza může být provedena 

pro stovky látek pomocí systémů plynové chromatografie (GC) ve spojení s tandemovou 

hmotnostní spektrometrií (GC-MS/MS) a kapalinové chromatografie taktéž ve spojení 

s tandemovou MS (LC-MS/MS; Anastassiadesa kol., 2003). Rozsah aplikací tohoto 

analytického přístupu se neustále rozšiřuje, čemuž odpovídá i narůst počtu studií. Pro svou 

variabilitu a charakter by měl QuEChERS být považován spíše za koncept přípravy vzorku 

(metodiku), než za samostatnou metodu (Knydlíčková, 2016; Rejczak a Tuzimski, 2015). 

Nedávné pokroky v separaci a detekci poskytované nástroji ultravysoce účinné 

kapalinové chromatografie ve spojení s tandemovou hmotnostní spektrometrií (UHPLC-

MS/MS) nebo i  GC-MS/MS umožňují analýzu při vhodných detekčních limitech 
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bez intenzivní přípravy vzorku. Nevýhodou může být vyšší nákladovost požadovaného 

vybavení pro stanovení analytů, nicméně schopnost simultánní detekce tak rozsáhlého 

množství analytů, kombinovaná s výhodami postupu přípravy vzorků QuEChERS, dělá 

celkovou analýzu efektivní i po stránce nákladové (Rejczak a Tuzimski, 2015). 

Samotný postup přístupu QuEChERS zahrnuje v zásadě čtyři po sobě následující 

kroky využívající princip LLE a dSPE (Kydlíčková, 2016; Majors, 2007). 

 

Postup metodiky přístupu QuEChERS: 

o Extrakce vzorku  

o Rozdělení fází  

o Třepání a centrifugace  

o Přečištění pomocí dSPE a centrifugace 

 

        

Obrázek 11: Schéma přípravy vzorku metodickým přístupem QuEChERS. 

Převzato z Hengel a kol., 2020. 

Principem je použití vysoké koncentrace soli, která efektivně donutí přejít hydrofobní látky 

z předem důkladně homogenizovaného vzorku do organického rozpouštědla, které je 

ke vzorku přidáno. V případě, že vzorek obsahuje méně než 25 % vody, je nutné přidání 

vody (často ve velkém nadbytku vůči rozpouštědlu). 

Počátečním krokem je extrakce vzorku, kdy jako rozpouštědlo bývá nejčastěji 

používán ACN, dále také etyl acetát nebo aceton. K extraktu je přidána sůl, přičemž 

nejvhodnější poměr síranu hořečnatého a chloridu sodného navržený autory pro krok 

rozdělení je 4: 1 (Anastassiades a kol., 2003). Bezvodý MgSO4 je výborným sušidlem a 

při jeho hydrataci dochází k exotermní reakci, což má za následek zvýšení účinnosti 

extrakce. Teplota vzorku se může zvýšit až na 40 °C (Diéz a kol., 2006). Po centrifugaci se 
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vytvoří jednotlivé vrstvy, kde nejsvrchnější je vrstva ACN extraktu, pod ní zbytky 

rostlinných materiálů, vodná fáze a u dna je vrstva soli (Obr. 11). V dalším kroku využíváme 

principu dSPE, extrakt je přenesen do dSPE zkumavky (Obr. 12) obsahující vhodně zvolené 

dSPE sorbenty pro záchyt interferentů (Knydlíčková, 2016; Rejczak a Tuzimski, 2015). 

Sorbent v kroku purifikace nutné zvolit tak, aby zadržoval nežádoucí společně extrahované 

sloučeniny z matrice a umožnil analytům setrvat kapalné fázi ve sběrné zkumavce 

(Majors, 2013; Obr. 11 a 12). Ve fázi dSPE purifikace jsou hlavními otázkami k řešení typ, 

množství sorbentů a jejich selektivita (Anastassiades a kol., 2003; Anastassiades, 2006; 

Lehotay a kol., 2010).  

 

 

Obrázek 12: Zkumavka typu Spinfiltr® pro metodu QuEChERS a její součásti, zelený rámeček 

ohraničuje konkrétní typy dSPE sorbentů použitých v experimentální části této práce, konkrétně 

pro postupy B a C. Kromě sorbentů v rámečku proveden i postup A obsahující směs sorbentů: 150 mg 

MgSO4; 50 mg PSA a 50 mg Chlorofiltr®. Převzato a upraveno z Informační brožury QuEChERS 

[online]. 

Mezi druhy dSPE sorbentů se v přístupu QuEChERS používá často tzv. primární sekundární 

amin (angl. primary secondary amine, PSA). Jeho hlavní funkcí je odstranění mastných 

kyselin, organických kyselin, cukrů a iontových lipidů a některých pigmentů z extraktu, 

to dělá PSA vhodným pro různé rostlinné druhy (Anastassiades a kol., 2003). 

dSPE komora 

 těsnící víčko 

 

0,2 μm filtr

 

 

dSPE sorbent  
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Dalším sorbentem, který je vhodný pro purifikaci karotenoidů, chlorofylu a sterolů je C18 

sorbent. Odstraňuje z extraktu mastné kyseliny s dlouhým řetězcem, nepolární interferenty 

a poskytuje dobré výsledky při purifikaci vzorků s výrazným podílem tuků a vosků (Katalog 

firmy UCT [online]; Lehotay a kol., 2005). Jeho nevýhodou je ztráta planárních analytů. 

Standartním sorbentem, který bývá používán pro odstraňování pigmentů z extraktu je 

grafitizovaný uhlík (angl. graphitized carbon black, GCB). Sorbent GCB je pro odstranění 

chlorofylu z rostlinného extraktu dostatečně účinným, ale jeho nevýhodou je, že může 

zachycovat i některé planární analyty. Z toho důvodu byl firmou United Chemical 

Technologies (UCT) vyvinut alternativní sorbent ChloroFiltr® založený na polymeru, který 

je určen výlučně pro odstranění chlorofylu z acetonitrilových extraktů. (Katalog firmy UCT 

[online]; Popis produktu a technických parametrů u QuEChERS zkumavky [online]).  

 

V našem případě byly pro experiment v této práci vybrány směsi sorbentů MgSO4, C18, PSA 

a Chlorofiltr®. Pro optimalizaci extrakce a izolace byl záměrně vybrán rostlinný materiál 

špenátu setého Spinacia oleracea L. s vysokým obsahem pigmentů a merlíku čilského 

Chenopodium quinoa, jehož 4-denní semenáčky obsahují v porovnání se špenátem výrazně 

méně pigmentů. Konkrétní množství sorbentů a extrakčních činidel shrnuje 

Tab. 2; v podkapitole 4.4.3 Extrakce a izolace metodou dSPE, QuEChERS. 

 Metody stanovení fytoekdysteroidů 

V dnešní době se pro stanovení PEs jeví nejvýhodněji použití moderní chromatografické 

metody UHPLC. Separace je založena principu rozdělování látek mezi kapalnou (mobilní) 

a pevnou (stacionární) fází. Lze ji použít jak pro preparativní účel, kdy jsou připravovány 

čisté PEs, tak pro analytickou chromatografii, kde je určována identita a koncentrace PEs 

ve směsi. Při porovnání s jinými přístupy je UHPLC výhodná pro rychlost, přesnost a 

zejména schopnost detekovat i velmi malé množství PEs (citlivost metody). S ohledem 

na zvýšený tlak (100 MPa), který je pro tento systém zapotřebí bylo zvoleno činidlo ACN, 

který je méně viskózní a tedy vhodnější v porovnání s MeOH.  

 Pro stanovení PEs lze použít ale i další metody. Například Demlová ve své bakalářské 

práci v roce 2015 kvantifikovala 5 vybraných PEs v 49 rostlinných druzích a jejich částech 

(celkem 83 částí rostlin) s využitím metody micelární elektrokinetické chromatografie 

(MEKC). Jedná se o elektromigrační metodu na principu separace molekul PEs ve formě 

micel (vytvořené pomocí detergentu dodecyl síranu sodného; SDS) separujících se 

v elektrickém poli. . Nejabundantnější PEs byl detekován u přibližně 75 % zkoumaných 

rostlin. Výsledkem bylo zjištění, že se tato metoda jeví jako vhodná pro stanovení PEs 
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ve vzorcích s jejich vysokým obsahem. Výhodou této metody v porovnání s LC/MS je 

zkrácení analýzy protože není nutné provést SPE purifikaci (Demlová, 2015; Large a 

kol., 1992; Davis a kol., 1993). 

 V roce 2016 použila Mašková pro stanovení a detekci PEs v rostlinách špenátu setého 

Spinacia oleracea L. metodu superkritické fluidní chromatografie ve spojení s UV/MS 

detekcí (SFC-UV-MS). Tato metoda používá jako MF superkritickou kapalinu (stlačený 

plyn – CO2). Na podobném principu funguje i GC, důvodem proč se od této metody ustupuje 

je nutnost derivatizace vzorku, která u SFC není nutná (Lafont a Dauphin-Villemant, 2005). 

V minulosti byla pro stanovení PEs použita také metoda tenkovrstevné chromatografie 

(angl. thin layer chromatography; TLC) s detekcí pomocí ultrafialové denzitometrie  

(TLC-UV). Po optimalizaci MF byla zvolena směs obsahující benzen, chloroform a MeOH. 

Při detekci využili znalost absorbance PEs v rozsahu UV spektra při 254 nm (Báthori a 

Kalász, 2001; Lafont a kol., 2012). Dále lze pro detekci použít i detektor diodového pole, 

který umožňuje odečítat absorpční spektra všech eluovaných píků. Pro stanovení struktury 

PEs lze s úspěchem použít metodu NMR (Lafont a kol., 2012).  

Je možné i použití imunoanalytických metod analýzy pracujících na odlišném principu 

ve srovnání s výše vypsanými. V tomto případě bývají používány protilátky získané 

imunizací zvířat (Lafont et al., 2012). Pro stanovení koncentrace PEs v extraktech rostlin 

nebo byly dříve používány i různé druhy in vitro a in vivo biotestů (Butenand a Karlson, 

1954). Ty zároveň sloužily i pro stanovení relativní biologické aktivity různých PEs (Lafont 

a kol., 2012).  
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4 Experimentální část 

 Chemikálie 

Acetonitril HPLC LC-MS grade (Merck KGaA, USA) 

Destilovaná a redestilovaná voda (Aquaosmotic Tišnov, ČR) 

Hnojivo Kristalon™ Start (Agro CS a.s., ČR) 

Chlorid sodný (Sigma-Aldrich, Německo) 

Isopropanol HPLC LC-MS grade (Merck KGaA, Německo) 

Kyselina mravenčí LC-MS grade (≥99%; Chromasolv®, Velká Británie) 

Metanol HPLC LC-MS grade (Merck KGaA, Německo)  

Síran hořečnatý (Merck KGaA, Německo) 

 

Standardy:   

20-hydroxyekdyson (20E; Sigma-Aldrich, Německo; ÚOCHB AV ČR, v.v.i., ČR) 

ajugasteron C (ajuC; ÚOCHB AV ČR, v.v.i., ČR) 

isovitexiron (iso; ÚOCHB AV ČR, v.v.i., ČR) 

makisteron C (makC; ÚOCHB AV ČR, v.v.i., ČR) 

polypodin B (polB; Sigma-Aldrich, Německo; ÚOCHB AV ČR, v.v.i., ČR) 

ponasteron A (ponA; Sigma-Aldrich, Německo; ÚOCHB AV ČR, v.v.i., ČR) 

stachysteron C (stachC; ÚOCHB AV ČR, v.v.i., ČR) 

turkesteron (tur; ÚOCHB AV ČR, v.v.i., ČR) 

 Rostlinný materiál 

Pro účely této diplomové práce bylo použito celkem 14 rostlinných druhů nebo jejich částí 

uvedených v Tab. 1A. V tabulce je zaznamenán jak rostlinný materiál získaný již dříve a 

uchovaný na pracovišti v hlubokomrazicím boxu při -80 °C, tak materiál odebraný autorkou 

této práce (označeno symbolem „a“). Data sběru již uloženého materiálu je zaznamenán 

v Tab. 1B. Špenát setý Spinacia oleracea L. a merlík čilský Chenopodium quinoa byly 

kultivovány ze semen na Ústavu rostlinné výroby v.v.i. (viz kapitola 4.4.1 Kultivace 

rostlinného materiálu). Všechen materiál – kromě kapslí rozchodnice růžové – byl 

extrahován za použití čerstvé hmoty pletiva (FW). 
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Tabulka 1A: Seznam analyzovaných rostlin. 

Název rostliny Čeleď Část rostliny 

 

Zběhovec plazivý (Ajuga reptans) a 

 

hluchavkovité (Lamiaceae) 

 

kořen, stonek, květy 

 

Yzop lékařský (Hyssopus officinalis) hluchavkovité (Lamiaceae) květ, bez květů 

 

Rozchodnice růžová (Rhodiola rosea) a tlusticovité (Crassulacea) extrakt v kapslích 

 

Hadinec obecný (Echium vulgare) a brutnákovité (Boraginaceae) kořen, list+stonek, květy 

 
Měsíček lékařský (Calendula officinalis) hvězdnicovité (Asteraceae) semeno, list, květy 

 

Rakytník řešetlákový (Hippophae rhamnoides)  hlošinovité (Elaeagnaceae) list, plod 

 

Šalvěj lékařská (Salvia officinalis) hluchavkovité (Lamiaceae) list, květy 

 

Heřmánek lékařský (Matricaria chamomilla)  hvězdnicovité (Asteraceae) list, květy 

 

Hluchavka bílá (Lamium album) 

 

hluchavkovité (Lamiaceae) list, květy 

 

Levandule (Lavandula) hluchavkovité (Lamiaceae) listy+květy 

 

Kustovnice čínská (Lycium chinense)  lilkovité (Solanaceae) listy+květy 

 

Parcha saflorová (Leuzea carthamoides)  hvězdnicovité (Asteraceae) kořen, list 

 

Špenát setý (Spinacia oleracea L.) 
- kultivar New Japan, Japonsko 

laskavcovité (Amaranthaceae) semenáčky 15 DAG 

   

Merlík čilský (Chenopodium quinoa) 

- kultivar Refineria, Bolívie   

 

laskavcovité (Amaranthaceae) 

 

semenáčky 4 DAG 

 

a – rostlinný materiál odebraný autorkou práce; DAG – počet dnů od zasetí 

 

Tabulka 1B: Datum sběru již dříve sebraných rostlin z mrazicího boxu. 

Název rostliny Datum sběru 

  

Měsíček lékařský (C. officinalis) 9. 10. 2014 

Rakytník řešetlákový (H. rhamnoides)  2. 10. 2014 

Šalvěj lékařská (S. officinalis) 24. 9. 2014 

Heřmánek pravý (M. chamomilla) 9. 10. 2014 

Hluchavka bílá (L.m album) 19. 9. 2014 

Levandule (Lavandula) 2. 10. 2014 

Kustovnice čínská (L. chinense)  4. 10. 2014 

Parcha saflorová (L. carthamoides)  4. 10. 2012 

 

 

https://cs.wikipedia.org/wiki/Brutn%C3%A1kovit%C3%A9
https://cs.wikipedia.org/wiki/Hlo%C5%A1inovit%C3%A9
https://cs.wikipedia.org/wiki/Lilkovit%C3%A9
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4.2.1 Zběhovec plazivý  

Zběhovec plazivý Ajuga reptans, byl sesbírán autorkou práce na slunném zahradním 

stanovišti v Konici dne 31. 5. 2018. Na tomto stanovišti se již rostlina bohužel nacházela 

ve fázi odkvětu (viz fotografie na Obr. 13a-c). Z místa sběru byla rostlina v obou případech 

převezena do laboratoře, kde byla rozdělena na tři části: kořeny, stonky s listy a květní část. 

Jednotlivé části byly uloženy ve skříňovém mrazicím boxu při -80 °C do doby analýzy. 

 

 

  

Obrázek 13: Zběhovec plazivý Ajuga reptans, celá rostlina před rozdělením (a), detail nadzemní 

části v odkvětu (b) a kořen (c). Kvetoucí rostlina zběhovce (d). 

a) 

c) 

b) 

d) 
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4.2.2 Extrakt rozchodnice růžové  

Extrakt rozchodnice růžové Rhodiola rosea byl získán z volně dostupného doplňku stravy 

Rhodiola BIO ESSENCE (Obr. 14), který dle údajů výrobce obsahuje 100 mg extraktu 

rozchodnice růžové Rhodiola rosea v jedné kapsli. Pro účely této práce byl použit pouze 

sypký obsah získaný smísením obsahu 10 kapslí, z nichž bylo navažováno množství 25 mg 

ve třech technických opakováních. 

 

  

Obrázek 14: Doplněk stravy Rhodiola BIO ESSENCE 
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4.2.3 Hadinec obecný  

Hadinec obecný Echium vulgare byl odebrán autorkou práce na suché louce (Olomouc-

Horní lán) dne 29. 5. 2018 (Obr. 15). Z místa sběru byla rostlina převezena do místa bydliště, 

omyta a rozdělena na listy se stonkem, květní část a kořen. Poté byla uskladněna v mrazničce 

při teplotě -20 °C do následujícího dne, kdy byla uložena ve skříňovém mrazicím boxu 

při teplotě -80 °C a skladována do doby analýzy.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 15: Hadinec obecný Echium vulgare celá rostlina (vlevo), detail kvetoucí nadzemní části 

rostliny (vpravo). 

 Přístroje a materiál 

Analytické váhy Ohaus Explorer Analytical EX224 (OHAUS Europe GmbH; Švýcarsko) 

Centrifuga VWR MICRO STAR 12 – přístroj pro centrifugaci vzorků (VWR, Německo) 

Centrifugační nylonové filtry (Pall Co., USA; velikost pórů 0,2 μm)  

Centrifugační zkumavky 50ml (Biofil, Čína) 

Dewarova nádoba KL7 (Worthington Industries, Inc.; USA) 

Expandovaný perlit EP AGRO (Perlit spol. s.r.o., Šenov u Nového Jičína),  

Filtrační mikrozkumavky 2ml s microspin filtry 0,2 μm (GraceDavison discovery science, USA)  

Filtrační papír 

Hmotnostní spektrometr Xevo® TQ MS (Micromass, Velká Británie) 

Chladnička Liebherr 269L (Liebherr, Švýcarsko) 

Infrared Digital Vortex Mixer TX4 (VELP Scientifica, Itálie) 

Kapalinový chromatograf Acquity™ UPLC (Waters, USA)  

Kolona Acquity UPLC® CSH™ C18; 2,1×50 mm; 1,7μm (Waters, Irsko) 
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Kolona Acquity UPLC® CSH™ HSS T3; 2,1x50 mm; 1,8μm (Waters, Irsko) 

Kolona Acquity UPLC® CSH™ Phenyl-Hexyl; 2,1×50 mm; 1,7μm (Waters, Irsko) 

Kolona Kinetex® EVO C18; 2,1×50 mm; 1,7μm (Phenomenex, USA) 

Kolona Luna® Omega PS C18; 2,1×50 mm; 1,6μm (Phenomenex, USA) 

Kónický insert s pružinkou (Supelco, USA) 

Kuličky ZrO2, 2 mm (Nést Radvance, Inc.; USA)  

Kulový mlýnek MM 301; MM 400 (Retsch GmbH & Co. KG, Haan, Německo) 

laboratorní sklo: Petriho misky, porcelánová třecí miska s tloučkem kádinky, odměrné 

baňky, odměrné válce 

LC vialky (J.G. Finneran Associates, USA) 

Mikrocentrifuga VWR MICRO STAR 12 (Thermo Electron LED GmbH, Německo)  

Mikrozkumavky Eppendorf 2ml (Brand GmbH + Co KG, Německo)  

Millipore Simplicity 185 – zařízení na přípravu ultračisté vody (Millipore, USA) 

PH metr pH 700 (Eutech Instruments, Singapur) 

QuEChERS 2ml kolonky CUMPSGG2CT (United Chemical, USA) 

QuEChERS 4ml kolonky ECQUSF54CT (United Chemical, USA) 

QuEChERS 4ml kolonky ECQUSF64CT (United Chemical, USA) 

Rotátor Stuart SB3® (Bibby Scientific Ltd., Staffordshire, Velká Británie) 

Skříňový mrazicí box MDF-DU502VH-PE (PHCbi, Nizozemsko) 

SPE kolonky Discovery® DPA-6S (50 mg/1ml; Supelco, USA) 

Špičky a pipety Eppendorf (Eppendorf, Německo)  

Úhlový rotor 6×50 ml; 30×1,5/2,0 ml (HERMLE Labortechnik GmbH, Německo)  

Ultrazvuková lázeň BANDELIN SONOREX RK510 (Bandelin, Německo) 

Vakuová komůrka Visiprep™ – Supelco (Sigma Aldrich, Německo) 

Vakuový rotační koncentrátor Acid Resistant Centrivap (Labconco, USA)  

Vysokovýkonná centrifuga HERMLE Z36HK (HERMLE Labortechnik GmbH, Německo)  

Zkumavky z borosilikátového skla 12×75 mm (FisherBrand, USA) 

 

Růstová komora 

Kultivační komora PSI (Photon Systems Instruments spol. s.r.o., Česká republika) 

 

Software 

MassLynx (verze 4.1, Waters, Manchester, Velká Británie) 

MS Excel (verze 16.0.4966.1000, součást balíčku Microsoft® Office Professional Plus, 

2016, USA) 
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 Metody 

Pro izolaci PEs z rostlinného materiálu byly použity dvě různé metody: SPE a QuEChERS. 

První z obou uvedených je purifikace metodou SPE, která byla provedena na celkem 

12 rostlinných druzích (viz Tab. 1A, podkapitola 4.2 Rostlinný materiál). U zbývajících 

dvou druhů rostlin: špenátu setém Spinacia oleracea L. a merlíku čilském Chenopodium 

quinoa byly PEs purifikovány použitím metody QuEChERS (viz podkapitola 3.5.2 Izolace 

a purifikace disperzní SPE, QuEChERS). Po získání příslušných analytů byla provedena 

kvantitativní analýza PEs s využitím UHPLC-MS/MS. Naměřená data byla zprocesována 

pomocí softwaru MassLynx, v2 4.2 a výsledky byly zpracovány do grafů v programu 

Microsoft Excel, verze 2016.  Prezentované hodnoty představují vždy aritmetický průměr tří 

nezávislých měření. 

  

4.4.1 Kultivace rostlinného materiálu 

Pro účely této práce byl použit kultivar špenátu setého Spinacia oleracea L. New Japan a 

kultivar merlíku čilského Chenopodium quinoa Refineria původem z Bolívie. Oba byly 

získány z genové banky Výzkumného ústavu rostlinné výroby, v.v.i.(VÚRV) .  

Semena špenátu setého Spinacia oleracea L. byla kultivována na perlitu po dobu 

15 dní v růstové komoře PSI (Photon Systems Instruments spol. s.r.o., Česká republika 

(VÚRV). Světelný režim v komoře byl nastaven na 14 h při intenzitě ozářenosti  

250 µmol∙m-2∙s-1 a 10 h tmy. Nastavení teploty ve fytokomoře bylo 17 °C po dobu 16 h a 

po zbytek dne (8 h) byla teplota snížena na 14 °C. Po dobu kultivace byly rostliny zalévány 

roztokem Kristalon™ při ředění 1:1000 (10 g hnojiva na 10 l vody).  

Semena merlíku čilského Chenopodium quinoa byla vyseta do Petriho misek 

na filtrační papír navlhčený destilovanou vodou. Kultivace probíhala opět v růstové komoře 

PSI (viz výše, VÚRV) po dobu 4 dní při intenzitě ozářenosti 250 µmol∙m-2∙s-1 a teplotě 23 °C 

při nastavení délky dne 10 h. Po zbylých 14 h dne byl nastaven režim tma, při snížené teplotě 

15 °C.  

Oba rostlinné materiály byly po kultivaci sesbírány do plastových zkumavek, 

označeny a uloženy ve skříňovém mrazicím boxu MDF-DU502VH-PE (PHCbi, 

Nizozemsko) při teplotě -80 °C. 
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4.4.2 Extrakce a izolace metodou SPE  

Části rostlinných materiálů byly – kromě špenátu setého Spinacia oleracea L. a merlíku 

čilského Chenopodium quinoa – zhomogenizovány ve třecí misce pod tekutým dusíkem. 

Ze získaného homogenátu bylo do 2ml mikrozkumavek na laboratorních vahách Ohaus 

Explorer Analytical EX224 (OHAUS Europe GmbH; Švýcarsko)  naváženo 25 mg FW 

ve třech technických replikátech. 

Ke každému vzorku byl přidán 1 ml 80 % MeOH vychlazeného na teplotu -20 °C 

a homogenizační kuličky ZrO2 o průměru 2 mm pro účinnější extrakci. Vzorky byly 

umístěny do kulového mlýnku MM 400 (Retsch GmbH & Co. KG, Haan, Německo), kde 

byly 3 minuty homogenizovány při frekvenci 27 Hz. Následně byly 5 minut extrahovány 

v ultrazvukové lázni BANDELIN SONOREX RK510 (Bandelin, Německo) a uloženy 

na dobu 60 minut při 17 rpm do laboratorního rotátoru Stuart SB3® (Bibby Scientific Ltd., 

Staffordshire, Velká Británie) v lednici Liebherr 269L (Liebherr, Švýcarsko) při teplotě 

4 °C. Nakonec byla provedena centrifugace vzorků při teplotě 4 °C a otáčkách 17000 rpm 

po dobu 10 minut centrifugou HERMLE Z36HK (HERMLE Labortechnik GmbH, 

Německo). Získaný supernatant byl odebrán do borosilikátové zkumavky, překryt alobalem 

a uskladněn v lednici při teplotě 4 °C.  

Zbylý pelet v mikrozkumavkách byl reextrahován přidáním 1 ml 80 % MeOH a 

5 minut ponechán v sonifikátoru a poté 30 minut na laboratorním rotátoru v lednici při 4 °C 

a otáčkách 17 rpm. Po reextrakci byly vzorky opět centrifugovány a supernatant získaný 

reextrakcí vzorků spojen s prvním podílem extrakce. 

Spojený hrubý extrakt (2×1 ml) byl nanesením na SPE kolonku Discovery® DPA-6S 

(50 mg/1ml; Supelco, USA) zbaven pigmentů, listových barviv a dalších interferujících látek  

zatímco PEs procházely kolonkou do čisté borosilikátové zkumavky bez retence.   
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Postup SPE:  

o Aktivace sorbentu kolonky nanesením 1 ml 100 % MeOH  

o Ekvilibrace nanesením 1 ml 80 % MeOH 

o Nanesení spojených supernatantů (2×1 ml)  

o Sběr frakce do borosilikátových zkumavek  

 

 

Obrázek 16: Schéma extrakce na pevné fázi. Převzato z https://chem.libretexts.org/  

a upraveno. 

Sesbírané frakce vzorků po purifikaci byly v borosilikátových zkumavkách odpařeny 

dosucha při 37 °C ve vakuovém rotačním koncentrátoru Acid Resistant Centrivap 

(Labconco, USA). 

Pro extrakci rostlinného materiálu a ekvilibraci SPE kolonek byl použit 80 % roztok 

MeOH, který byl připraven smícháním 200 ml destilované vody a 800 ml 100 % MeOH. 

 

4.4.3 Extrakce a izolace metodou dSPE, QuEChERS 

Semenáčky (15 DAG) špenátu Spinacia oleracea L. a merlíku čilského Chenopodium 

quinoa (4 DAG) byly zhomogenizovány tloučkem ve třecí misce pod tekutým dusíkem. 

Ze získaného homogenátu bylo do 2ml mikrozkumavek na laboratorních vahách Ohaus 

Explorer Analytical EX224 (OHAUS Europe GmbH; Švýcarsko) naváženo množství 5 mg 

FW ve třech technických replikátech.  

Předem byla připravena extrakční směs ACN a isopropanolu (iPrOH) v poměru 9:1 

smísením 900 ml 100 % ACN a 100 ml 100 % iPrOH vychlazená na -20 °C. Ke každému 

vzorku homogenátu byl přidán buď 1 ml 100 % ACN (protokol 1; P1) anebo 1 ml extrakční 

směsi ACN:iPrOH 9:1 (protokol 2; P2 viz Tab. 2). Pro účinnější extrakci byly ke každému 

vzorku přidány 2-3 homogenizační kuličky z ZrO2 o průměru 2 mm. Vzorky byly umístěny 

do kulového mlýnku MM 301 (Retsch GmbH & Co. KG, Haan, Německo), kde byly 

při frekvenci 27 Hz homogenizovány po dobu 3 minut. Následně byly 5 minut sonifikovány 

interferující látky 

 

analyt 

 

https://chem.libretexts.org/Bookshelves/Analytical_Chemistry/Supplemental_Modules_(Analytical_Chemistry)/Analytical_Sciences_Digital_Library/Active_Learning/Contextual_Modules/Sample_Preparation/03_Solid-Phase_Extraction
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v ultrazvukové lázni BANDELIN SONOREX RK510 (Bandelin, Německo) a uloženy 

do laboratorního rotátoru Stuart SB3® (Bibby Scientific Ltd., Staffordshire, Velká Británie), 

kde byly při teplotě 4 °C a otáčkách 17 rpm extrahovány přes noc. Nakonec byla provedena 

centrifugace vzorků centrifugou HERMLE Z36HK (HERMLE Labortechnik GmbH, 

Německo) při teplotě 4 °C a otáčkách 10000 rpm po dobu 10 minut.  

Zatímco byly vzorky centrifugovány, bylo do nových 2ml mikrozkumavek naváženo 

400 mg síranu hořečnatého a 100 mg chloridu sodného. Po centrifugaci byl supernatant 

přidán do mikrozkumavek k předem navážené směsi MgSO4 a NaCl. Vzorky byly umístěny 

do kulového mlýnku, kde byly intenzivně třepány 1 minutu při frekvenci 15 Hz. Poté byly 

vzorky centrifugovány (10000 rpm při teplotě 4 °C) po dobu 5 minut. Získaný supernatant 

byl purifikován v příslušných dSPE zkumavkách QuEChERS s vybranou směsí sorbentů 

podle typu postupu (A, B a C; viz Tab. 2). Postup D, resp. protokol 3 je podrobněji popsán 

v předchozí podkapitole 4.4.2 Extrakce a izolace metodou SPE.  

 

Tabulka 2: Přehled složení dSPE a SPE sorbentů ve zkumavkách a extrakčních roztoků použitých 

pro izolaci fytoekdysteroidů ze vzorků špenátu setého Spinacia oleracea L. a merlíku čilského 

Chenopodium quinoa. 

Postup A B C D 

Druh metody dSPE dSPE dSPE SPE 

     

Složení  

sorbentů 

MgSO4 (150 mg) 

PSA (50 mg) 

Chlorofiltr® (50 mg) 

MgSO4 (150 mg) 

PSA (50 mg) 

Chlorofiltr® (50 mg) 

EEC18 (50 mg), 

MgSO4 (150 mg), 

Chlorofiltr® (50 mg), 

EEC18 (50 mg), 

polyamidová 

pryskyřice 

DPA-6S 

     

Protokol 1 100% ACN 100% ACN 100% ACN  

Protokol 2 ACN:iPrOH (9:1) ACN:iPrOH (9:1) ACN:iPrOH (9:1)  

Protokol 3    80% MeOH 

 

Pro postup A byl získaný supernatant z předchozího kroku přenesen do 2ml QuEChERS 

zkumavky (Obr. 17A), ve které byl 1 minutu intenzivně třepán při frekvenci 15 Hz 

na kulovém mlýnku, poté byly vzorky v QuEChERS zkumavkách centrifugovány 5 minut 

při 4500 rpm a teplotě 4°C.  

Pro postupy B a C bylo nutné přenést sypký dSPE sorbent z dSPE 

komory QuEChERS zkumavek (Obr. 17B, C) do 2ml mikrozkumavek, aby bylo možné je 

umístit do kulového mlýnku. Ve 2ml mikrozkumavkách byl získaný supernatant 

z předchozího kroku intenzivně třepán s dSPE sorbentem (1 minutu při frekvenci 15 Hz). 
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Poté byly vzorky, obdobně jako při postupu A, centrifugovány 5 minut při 4500 rpm a teplotě 

4 °C. Po centrifugaci byl supernatant přenesen do 4ml QuEChERS zkumavek, ve kterých 

byl centrifugován 2krát 5 minut při 4500 rpm a 4 °C dokud nebyl zcela přefiltrován 

(přes 0,2mm filtr) do sběrné zkumavky.  

Směs standardů byla předem připravena smísením jednotlivých standardů PEs a 

100% MeOH. 

 

 

Obrázek 17: Druhy zkumavek použitých pro izolaci fytoekdysteroidů ze špenátu setého Spinacia 

oleracea L. a merlíku čilského Chenopodium quinoa. Zleva dSPE zkumavky pro postup A, B a C 

metody QuEChERS. Úplně napravo je SPE kolonka pro postup izolace D. Písmena v horní části 

odpovídají použitému postupu izolace fytoekdysteroidů. 

Získané frakce byly po izolaci podle příslušných postupů A, B a C přeneseny ze sběrných 

zkumavek QuEChERS do borosilikátových zkumavek, ve kterých byly ve vakuovém 

rotačním koncentrátoru Acid Resistant Centrivap (Labconco, USA) odpařeny dosucha 

při 37 °C.  

Slepé vzorky sestávaly ze směsi standardů a příslušného množství 100 % MeOH. 

Při přípravě slepých vzorků bylo ředění standardů upraveno pro každý postup zvlášť. Slepé 

vzorky pro postup A byly připraveny ze standardů o koncentraci 1·10-5 mol·l-1, v každém 

z nich bylo látkové množství 100 pmol každého z osmi PEs. Pro přípravu slepých vzorků 

pro postupy B, C a D byla použita koncentrace standardů PEs 1·10-4 mol·l-1. Látkové 

množství ve slepých vzorcích postupu B, C a D bylo 75 pmol každého PEs. Při rekonstrukci 

odparku v 50 μl 100 % MeOH a nástřiku 2 μl bylo látkové množství ve slepém vzorku 

pro postup A 4 pmol, pro postup B, C a D 3 pmol. 

A D C B 
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4.4.4 Kvantifikace fytoekdysteroidů pomocí UHPLC MS/MS  

Kvantitativní analýza na bázi LC-MS byla provedena u osmi následujících PEs: 20E, polB, 

stachC, ponA, ajuC, isovitexiron (iso), tur a makC. Sestava LC-MS pro tyto účely se skládala 

z kapalinového chromatografu spojeného s hmotnostním spektrometrem. Data byla 

vyhodnocena pomocí softwaru MassLynx. Separace osmi vybraných PEs byla provedena 

pomocí binárního gradientu tvořeného ACN (mobilní fáze A) a 10 mM kyselinou mravenčí 

ve vodě (mobilní fáze B) na UHPLC koloně obsahující polymerní sorbent typu C18 

s pozitivním nábojem (Acquity UPLC® CSH™, C18; 2,1×50 mm; 1,7μm (Waters, Irsko) 

dle programu uvedeného v Tab.3 při průtoku 0,3 ml/min. 

 

Tabulka 3: Program gradientové eluce pro analýzu fytoekdysteroidů na LC koloně.  

čas (min) A (%) B (%) 
číselné označení tvaru gradientové 

křivky 

0,0   15 85  

0,5   15 85 1 

2,5   17 83 6 

4,0   50 50 6 

4,5 100   0 6 

5,0 100   0 1 

5,2   15 85 6 

7,0   15 85 1 

 

Separované látky eluované z UHPLC kolony vstupovaly do hmotnostního spektrometru 

(MS), kde byly ionizovány za pomocí elektrospreje pracujícího v pozitivním módu (ESI+). 

Detekce látek byla provedena tandemovým MS operujícím v režimu vícenásobného 

monitorování rozpadu iontu (angl. multiple reaction monitoring; MRM) za následujících 

podmínek: napětí na ESI kapiláře 1,5 kV, teplota v iontovém zdroji byla nastavena 

na 120 °C, desolvatační teplota byla 550 °C, průtok desolvatačního plynu (dusíku) byl 

600 l/h a průtok kolizního plynu (argonu) 0,21 ml/min.  

Pro nedostupnost vnitřního standardu byly všechny analyzované látky kvantifikovány 

metodou vnější kalibrace (9 kalibračních bodů) v rozsahu 0,01 až 10 pmol/nástřik. 

Jednotlivé roztoky standardů pro kalibraci PEs byly připraveny smísením příslušného 

množství jednotlivých standardů PEs a 100 % MeOH. 

Retenční časy (RT), charakteristiky kalibračních křivek a MS podmínky detekce 

pro jednotlivé analyty jsou uvedeny v Tab. 3 a 4A,B. Z naměřených hodnot ploch (A) 

jednotlivých bodů pro danou látku byla sestrojena kalibrační křivka v programu MS Excel 
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jako log A = f (log nPEs) a množství PEs v reálných vzorcích pletiv bylo vypočítáno z plochy 

vzorku po jejím dosazení do lineární rovnice kalibrační křivky standardu. 

 

Tabulka 4A: Retenční čas a charakteristiky regresních kalibračních křivek studovaných 

fytoekdysteroidů. 

 PEs RT (min) rovnice kalibrační přímky korelační koeficient R
2
 

1 tur 1,22 log y = 1,3298 (log x) + 3,2895 0,9935 

2 20E 2,67 log y = 0,9719(log x) + 3,7781 0,9916 

3 polB 2,76 log y = 0,9070(log x) + 4,0992 0,9934 

4 iso 3,65 log y = 1,0447(log x) + 4,2361 0,9907 

5 ajuC 3,89 log y = 1,3679 (log x) + 2,9602 0,9904 

6 makC 3,96 log y = 1,0673 (log x) + 4,1348 0,9967 

7 stachC 4,10 log y = 1,0338 (log x) + 4,6577 0,9928 

8 ponA 4,25 log y = 1,1164 (log x) + 3,9119 0,9956 

 

Tabulka 4B: Podmínky hmotnostní spektrometrie pro detekci studovaných fytoekdysteroidů. 

 PEs diagnostický MRM přechod napětí na kóně (V) kolizní energie (V) 

1 tur 497,20> 461,20 20 12 

2 20E 480,90> 445,10 30 20 

3 polB 497,20> 443,20 40 18 

4 iso 479,30> 443,33 25 14 

5 ajuC 481,98> 464,30 30 14 

6 makC 509,80> 473,30 30 14 

7 stachC 463,20> 445,30 35 14 

8 ponA 465,10> 447,50 35 14 

RT – retenční čas; PEs – fytoekdysteroidy 

Odparky reálných vzorků rostlinného původu byly po předchozí extrakci a purifikaci 

rekonstruovány v 50 μl 100 % MeOH vychlazeného na -20 °C, zamíchány pomocí přístroje 

na míchání vzorků – Infrared Digital Vortex Mixer TX4 (VELP Scientifica, Itálie), 

přefiltrovány přes centrifugační nylonové filtry, a po 5 minutách sonifikace převedeny 

do kónického insertu s pružinkou umístěného v LC vialce. Následně byly vzorky v objemu 

2 l nadávkovány na RP kolonu a analyzovány stejným způsobem jako PEs standardy.  
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5 Výsledky 

Tato kapitola shrnuje naměřené výsledky prováděných experimentů v rámci této diplomové 

práce. Nejdříve byly získány výsledky z optimalizace LC-MS a UHPLC-MS/MS analýzy. 

Ze čtyř typů RPsorbentů byl vybrán nejvhodnější z nich pro separaci PEs metodou UHPLC. 

Sorbenty byly hodnoceny podle průměrné šířky píků a u kritického blízce eluujícího páru 

20E a polB byla vypočítána hodnota rozlišení Rs. 

Dále byl stanoven obsah osmi vybraných PEs u celkem 24 částí rostlinných pletiv 

ze 12 rostlinných druhů (viz seznam Tab. 1A v podkapitole 4.2 Rostlinný materiál). 

Pro extrakci a izolaci rostlinného materiálu byla použita SPE se sorbentem DPA-6S. Postup 

přípravy a zpracování vzorků probíhal tak, jak je popsáno v podkapitole 4.4.  

Následovala optimalizace extrakce a izolace PEs ze špenátu setého Spinacia 

oleracea L. a merlíku čilského Chenopodium quinoa. U těchto dvou rostlin byla sledovaným 

parametrem, který charakterizuje účinnost purifikace, návratnost neboli výtěžnost 

metody (%). Hodnoty výtěžnosti metody bylo dosaženo srovnáním dat z postupu D 

(extrakce a izolace SPE na kolonce DPA-6S) a výsledků získaných metodickým přístupem 

QuEChERS s principem dSPE. Návratnost PEs byla sledována při použití dvou různých 

typů extrakčních činidel (100% ACN a směsi ACN:iPrOH v poměru 9:1) a směsi sorbentů 

postupů A, B a C. Provedený postup extrakce a izolace metodou SPE a stanovení PEs 

UHPLC-MS/MS je v rostlinných vzorcích zavedený (Demlová, 2015). Podrobněji jsou 

postupy extrakce a izolace sepsány v podkapitole 4.4.3 Extrakce a izolace metodou dSPE, 

QuEChERS. Přehled užitých metod je souhrně sepsán v Tab. 2 na str. 36. 

 Optimalizace LC-MS a UHPLC-MS/MS analýza fytoekdysteroidů 

Vývoj metody pro analýzu PEs v rostlinném materiálu byl již dříve řešen v bakalářské práci 

J. Demlové (Demlová, 2015) a diplomové práci K. Maškové (Mašková, 2016). Metoda byla 

tehdy zaměřena na studium pěti PEs, a to konkrétně na 20E, polB, ajuC, stachC a ponA 

pomocí MEKC, UHPLC ve spojení s detekcí pomocí tandemového hmotnostního 

spektrometru (MS/MS) pracujícího na principu trojitého kvadrupólu resp. SFC ve spojení 

s MS (jednoduchý kvadrupól; SFC-MS). V této práci byla nově tato pětičlenná skupina PEs 

rozšířena o další tři biologicky významné PEs, a to iso, tur a makC – viz přehled na str. 18; 

Obr. 9. Vzhledem k relativně nízkým hladinám těchto látek v rostlinných pletivech napříč 

rostlinnými druhy byla pro separaci a detekci těchto látek z výše uvedených metod vybrána 

metoda UHPLC-MS/MS, která byla dále optimalizována. 

Separace osmi vybraných PEs tetracyklické struktury byla studována v systému RP, a to 

na následujících čtyřech typech sorbentů na pěti kolonách:  
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o polymerní sorbent typu C18 s pozitivním nábojem a obsahem uhlíku 15 % (Acquity 

UPLC CSH® 2,1x50 mm; 1,7 m, Waters) 

o polymerní sorbent typu C18 s pozitivním nábojem a obsahem uhlíku 17,5 % (Luna 

Omega PS 2,1x50 mm; 1,6 m, Phenomenex)  

o polymerní sorbent obsahující kombinaci lineárního a cyklického uhlovodíku (Acquity 

UPLC CSH® Phenyl-Hexyl, 2,1x50 mm; 1,7 m, Waters)  

o C18 sorbent na bázi silikagelu (Acquity HSS T3, 2,1x50 mm; 1,8 m, Waters) 

o C18 sorbent vyrobený technologií core-shell (Kinetex EVO, 2,1x50 mm; 1,7 m, 

Phenomenex)  

Píky všech PEs standardů byly symetrické na všech typech kolon bez náznaku frontování 

nebo chvostování. Průměrná šířka píků byla nalezena v rozsahu 0,2030 až 0,2582 min 

(Tab. 4), přičemž nejmenší byla pak na koloně CSH a z tohoto pohledu je tedy kolonou 

nejvhodnější pro separaci uvedené skupiny látek. Dalším parametrem, který byl u  separace 

na jednotlivých typech sorbentů kolon sledován, bylo rozlišení Rs dvojice 20E a polB. Tyto 

dvě látky se nepodařilo kompletně rozseparovat ani na jednom ze studovaných sorbentů, 

přičemž složení vodné mobilní fáze ani nijak její pH separaci významně neovlivnilo (PEs 

nejsou iontové sloučeniny). Hodnota Rs byla vypočtena podle rovnice 1 (viz níže) a 

pro jednotlivé sorbenty se pohybovala v rozmezí 0,0667 až 0,3073 (Tab. 4). Teoreticky zcela 

rozlišené (rozdělené) látky mají hodnoty Rs  1, tj. nejvhodnější by byl ten sorbent, pro který 

se hodnota Rs co nejvíce blíží hodnotě 1, případně je vyšší než 1. V tomto případě byla 

nalezena nejvyšší hodnota Rs pro sorbent HSS (0,3073) a dále pro CSH (0,2992). Hodnoty 

jsou tedy pro tyto dva sorbenty velice blízké. Vzhledem k rozdílným MRM přechodům lze 

ovšem i tyto píky, koeluující z cca 30 %, kvantifikovat, a proto již dále nebyla vyvíjena 

snaha o dosažení Rs  1. Průměrná šířka píků těchto látek na obou sorbentech je taky velice 

podobná (0,2030 min na CSH vs. 0,2070 min na HSS), takže o konečném výběru kolony 

rozhodla skutečnost, že píky pěti z celkově osmi sledovaných látek (iso, ajuC, makC, stachC 

a ponA) byly užší na koloně CSH (Tab. 4). Tato kolona byla tedy vybrána jako nejvhodnější 

pro separaci osmi vybraných PEs v reálných vzorcích rostlinných pletiv. Celková délka 

analýzy nepřekračuje 5 min a kromě částečné koeluce zmíněné dvojice 20E a polB jsou 

všechny ostatní látky zcela separovány – Obr. 22. 
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Rovnice 1:  

𝑅𝑠 =
2 ∙ (𝑡𝑝𝑜𝑙𝐵 − 𝑡20𝐸)

(𝑊20𝐸 + 𝑊𝑝𝑜𝑙𝐵)
 

kde tpolB a t20E jsou příslušné retenční časy a hodnoty W20E a WpolB jsou příslušné šířky píků 

u základny.  

Tabulka 4: Chromatografické charakteristiky studovaných PEs na UHPLC kolonách s různým typem 

sorbentu při nástřiku 1 pmol PEs do gradientu dle Tab. 2. 

PE Retenční čas (min) Šířka píku (min) 

typ 

kolony 
CSH PS HSS 

Phenyl-

Hexyl 

CSH 

EVO   CSH  PS  HSS 

Phenyl-

Hexyl 

CSH 

  EVO 

tur 1,22 1,31 1,48 1,06 0,87 0,2543 0,2054 0,2152 0,2323 0,2641 

20E 2,67 2,85 3,26 2,07 1,88 0,3291 0,3095 0,2677 0,3169 0,2751 

polB 2,76 2,89 3,34 2,15 1,90 0,2726 0,3242 0,2530 0,3046 0,3242 

iso 3,65 3,63 3,75 3,44 3,09 0,1859 0,2177 0,2103 0,2959 0,4060 

ajuC 3,89 3,85 3,95 3,77 3,57 0,1302 0,1621 0,1818 0,1990 0,2014 

makC 3,96 3,93 4,02 3,84 3,69 0,1523 0,1867 0,1769 0,1891 0,2063 

stachC 4,10 4,07 4,16 3,99 3,89 0,1597 0,1667 0,1891 0,2063 0,2112 

ponA 4,25 4,22 4,31 4,15  3,96 0,1400 0,1842 0,1621 0,1965 0,1769 

           

Průměrná šířka píku (min) 0,2030 0,2196 0,2070 0,2426 0,2582 

Rs (20E a polB) 0,2992 0,1262 0,3073 0,2574 0,0667 

 

Pro účely MS/MS detekce bylo pro každou ze studovaných látek změřeno fullscan spektrum 

v pozitivním módu ES, aby byla zjištěna hodnota prekurzorového iontu (Tab. 5). Na základě 

této hodnoty byla následně pro každou látku změřena i spektra produktových iontů, u nichž 

byl vybrán iont příslušného poměru m/z s nejvyšší intenzitou za účelem nastavení funkce a 

kvantifikace dané látky (tzv. kvantifikační MRM přechod) a dále druhý nejintenzívnější iont 

v pořadí pro účely potvrzení jeho identity (konfirmační MRM přechod) – oba přechody 

viz Tab. 4B. 
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Obrázek 18: (+)ESI-LC-MS/MS chromatogram separace osmi fytoekdysteroidů na koloně Acquity 

CSH® 2,1x50 mm, 1,7 m (Waters) při koncentraci 3 pmol/nástřiku. Průtok mobilní fáze 0,3 ml/min, 

gradientová eluce dle programu uvedeného v Tab. 3 za pomocí acetonitrilu (mobilní fáze A) a 10 mM 

kyseliny mravenčí ve vodě (mobilní fáze B). Kolona byla termostatována při 40 °C. 

Tabulka 5: Tabulované ES+ hmotnostní spektra fytoekdysteroidů a spektra jejich produktových iontů 

normalizované k nejabundantnějšímu z nich (vyznačen tučně). Hodnoty relativních molekulových 

hmotností Mr jsou převzaty z webu www.ecdybase.org. 

PE Mr (gmol
-1

) 
m/z prekurzorového 

iontu v ES
+
 

m/z produktových iontů v ES
+
 

(rel. intenzita, %) 

tur 496 497 479 (20); 461 (100); 443 (60); 363 (20) 

20E 480 481 445 (100); 427 (40); 409 (20); 371 (95) 

polB 496 497 443 (100); 425 (80); 407 (50) 

iso 478 479 461 (80); 443 (100); 425 (70); 407 (30) 

ajuC 480 481 464 (100); 446 (75); 428 (25)  

makC 508 509 491 (10); 473 (100); 455 (30); 357 (90) 

stachC 462 463 445 (100); 427 (40); 371 (20) 

ponA 464 465 447 (100); 426 (75); 411 (25) 

 

Nově nalezené MRM kvantifikační přechody byly použity pro měření kalibračních křivek 

pro každou ze sledovaných osmi látek v rozsahu 0,01 až 40 pmol/nástřik. Kalibrační křivky 

byly v celém rozsahu lineární s charakteristikami uvedenými v Tab. 3A.  

http://www.ecdybase.org/
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Limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ) pro každý PEs byl vypočítán 

z experimentálních dat (pět kalibračních křivek obecné rovnice y = kx + b) pomocí rovnice 

2 a 3, kde sb je směrodatná odchylka posunutí b na ose y a k je průměrná hodnota směrnice 

pěti nezávislých měření (Araujo, 2009). 

 

Rovnice 2: 

𝐿𝑂𝐷 = 3 × 𝑠𝑏/𝑘 

 

Rovnice 3: 

𝐿𝑂𝑄 = 10 × 𝑠𝑏/𝑘 

Hodnoty LOD a LOQ jsou uvedeny v Tab. 6 z níž vyplývá, že hodnoty LOD se pohybují 

pro osmici PEs v rozmezí 0,0056 pmol (iso) až 0,1061 pmol (tur) a hodnoty LOQ pak 

v rozmezí 0,0188 pmol (iso) až 0,3538 pmol (tur). V přírodě nejčastěji se vyskytující 20E 

má LOD/LOQ třetí nejnižší ze studované skupiny PEs. 

 

Tabulka 6: Validační parametry metody – limit detekce (LOD), kvantifikace (LOQ) a dynamický 

rozsah LC-MS/MS metody pro studované fytoekdysteroidy (PEs). 

PE LOD (pmol) LOQ (pmol) Dynamický rozsah (pmol) 

tur 0,1061 0,3538 0,50 - 50 

20E 0,0294 0,0979 0,04 - 40 

polB 0,0536 0,1788 0,04 - 40 

iso 0,0056 0,0188 0,01 - 50 

ajuC 0,1046 0,3488 0,04 - 40 

makC 0,0725 0,2416 0,01 - 50 

stachC 0,0441 0,1469 0,01 - 50 

ponA 0,0127 0,0423 0,04 - 40 
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 Výsledky stanovení obsahu fytoekdysteroidů v rostlinných druzích  

5.2.1 Výsledky kvantifikace fytoekdysteroidů – extrakce a izolace SPE 

Výsledkem kvantifikace PEs byly detekovatelné hladiny PEs pouze u 4 druhů rostlin 

(parchy, zběhovce, hluchavky a heřmánku), což je jen třetina z 12 analyzovaných rostlinných 

druhů (viz přehled analyzovaných rostlinných materiálů Tab. 1A podkapitola 4.2). 

Z celkem osmi vybraných PEs – 20E, polB, ajuC, tur, iso, makC, stachC, ponA – byl 

ve všech analyzovaných rostlinných materiálech detekovatelný obsah pouze u prvních třech 

zmíněných PEs (20E, polB a ajuC). Výjimkou byla parcha saflorová Leuzea carthamoides, 

u které bylo detekováno 6 z 8 PEs (20E, polB, ajuC, tur, makC, iso; Obr. 23). Zbylé dva 

(stachC a ponA) byly v parše přítomny jen ve velmi nízkých hodnotách, jejich množství tedy 

bylo považováno za nedetekovatelné. V případě parchy byly PEs měřeny v listech a kořeni 

jedné rostliny. Nejhojněji byl zastoupen 20E, přičemž v listech parchy jej bylo téměř o 25 % 

více v porovnání s kořeny (66532 pg/mg v listech a 49647 pg/mg v kořenu). Obsah dalších 

PEs v parše byl v porovnání s 20E výrazně nižší. Druhým nejzastoupenějším PEs v parše 

byl polB, kde v kořenu bylo zjištěno 10337 pg/mg a v listech 18421 pg/mg FW (Obr. 23). 

Velmi podobné hodnoty byly naměřeny v kořenu u polB a ajuC, v případě polB byl jeho 

obsah jen o necelých 18 pg/mg FW vyšší než u ajuC. U listů byl tento rozdíl mezi polB a 

ajuC 11597 pg/mg FW. U zbylých tří detekovaných PEs (tur, makC a iso) byl obsah PEs 

ve srovnání s prvními třemi PEs (20E, polB a ajuC) nízký. Nejnižší naměřená hodnota byla 

v listech iso (633 pg/mg FW), zatímco nejvyšší byl v listech parchy obsah tur (3602 pg/mg 

FW; Obr. 23). 

 

Obrázek 19: Obsah fytoekdysteroidů v kořenu a  listech parchy saflorové Leuzea carthamoides; 

Chybové úsečky představují průměrnou směrodatnou odchylku 3 replikátů.   

PEs – fytoekdysteroidy; FW – čerstvá hmota; 20E – 20-hydroxyekdyson; polB – polypodin B; 

ajuC – ajugasteron C; tur – turkesteron; makC – makisteronC; n.d. – nedetekováno 
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Rostlinou s druhým největším obsahem PEs měřených v této práci byl zběhovec plazivý 

Ajuga reptans. Obsah PEs byl měřen jak v kořenech, tak i listech a květech. U všech 

detekovaných PEs byl jejich nejvyšší obsah zjištěn v kořenu rostliny. Nejvyšší byl obsah 

20E (41310 pg/mg FW), o 23 % byl nižší obsah polB a nejnižší byl v kořenech naměřen  

obsah ajuC – 20350 pg/mg FW, tj. o asi polovinu méně ve srovnání s obsahem 20E 

(Obr. 24). Z grafu je zřejmé, že obsah všech tří PEs se v listech a květech liší jen minimálně. 

Obsah 20E byl o asi 3 % nižší v květech než v listech a o necelá 4 % nižší u ajuC. Obráceně 

tomu bylo v případě polB, kde bylo naměřeno o 13 % více v listech v porovnání s květy 

(Obr. 24). 

 

  

Obrázek 20: Obsah tří fytoekdysteroidů detekovaných v kořenu, listů a květů zběhovce plazivého 

Ajuga reptans. Chybové úsečky představují průměrnou směrodatnou odchylku 3 replikátů.   

PEs – fytoekdysteroidy; FW – čerstvá hmota; 20E – 20-hydroxyekdyson; polB – polypodin B; 

ajuC – ajugasteron C 
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Hluchavka bílá Lamium album spolu s heřmánkem lékařským Matricaria chamomilla měla 

v porovnání s předchozími dvěma rostlinami výrazně nižší obsah PEs.  

U hluchavky bílé Lamium album byl měřen obsah PEs v listech a květech. Zatímco 

v listech bylo zjištěno nejvíce 20E (2545 pg/mg), listy jej obsahovaly o více než polovinu 

méně (1140 pg/mg FW). Naopak tomu bylo u polB a ajuC, kde byl naměřen vyšší obsah 

v květech než v listech o 54 %, resp 47 % (Obr. 25).  

 

 

Obrázek 21: Obsah vybraných fytoekdysteroidů v extraktech z listů a květů hluchavky bílé Lamium 

album. Chybové úsečky představují průměrnou směrodatnou odchylku 3 replikátů.   

PEs – fytoekdysteroidy; FW – čerstvá hmota; 20E – 20-hydroxyekdyson; polB – polypodin B; 

ajuC – ajugasteron C; tur – turkesteron; makC – makisteronC; n.d. – nedetekováno 
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U heřmánku byl pozorován nejnižší obsah 20E ze všech čtyř rostlin obsahující PEs. Obsah 

20E byl 824 pg/mg FW, což je asi 1,2 % z množství nacházejícím se v listech parchy, kde 

bylo naměřeno 66532 pg/mg FW (Obr. 23 a 26). Součástí analyzovaných rostlinných 

materiálů byly i listy heřmánku, nicméně naměřené hodnoty obsahu PEs byly příliš blízko 

LOD a v obrázku jsou tudíž označeny jako nedetekované (n.d.; Obr. 26). V květech 

heřmánku byl nejvyšší obsah ajuC, a to 1781 pg/mg FW. Obsah polB byl o 272 pg/mg FW 

nižší. 

 

 

Obrázek 22: Obsah vybraných fytoekdysteroidů v extraktu z květů heřmánku Matricaria chamomilla. 

PEs – fytoekdysteroidy; FW – čerstvá hmota; 20E – 20-hydroxyekdyson; polB – polypodin B; 

ajuC – ajugasteron C; n.d. – nedetekováno 

V následujících šesti grafech Obr. 27A-F jsou srovnány všechny čtyři druhy rostlin (parcha, 

zběhovec, hluchavka a heřmánek) u nichž byl detekován obsah PEs.  

Z grafů je zřejmé, že ve větším množství byly PEs zastoupeny u parchy a zběhovce 

(Obr. 27A, C a E), řádově mnohem nižších hodnot dosahoval v hluchavce a heřmánku 

(Obr. 27B, D a F). Protože ne u všech rostlin byly analyzovány vždy všechny části (kořen, 

stonek/listy a květy) byly do grafů na Obr. 27 umístěny znaky *, které označují části rostlin, 

které nebyly v práci analyzovány. Z grafů je dobře patrné, že ve zběhovci a parše byly 

naměřeny přibližně stejné hodnoty ajuC v listech (Obr. 27E). Podobně na Obr. 27F lze 

pozorovat   
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Obrázek 23: Obsah tří fytoekdysteroidů detekovaných v rostlinných druzích metodou SPE.  

PEs – fytoekdysteroidy; FW – čerstvá hmota; 20E – 20-hydroxyekdyson; polB – polypodin B; 

ajuC – ajugasteron C; n.d. – nedetekováno; * – část rostliny nebyla součástí stanovení 
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5.2.2 Návratnost stanovení fytoekdysteroidů – optimalizace extrakce a izolace dSPE 

(QuEChERS) 

Pro zhodnocení návratnosti postupu extrakce a izolace přístupem QuECheERS 

ve třech různých směsích sorbentů (postupy A, B a C; Obr. 29, 30 a 31) byly z osmi 

analyzovaných PEs vybrány pouze dva nejzastoupenější (20E a polB). Oba PEs byly 

zastoupeny jak v pletivech špenátu setého Spinacia oleracea L., tak merlíku čilského 

Chenopodium qinoa. U ostatních pěti měřených PEs (ajuC, tur, makC, iso a ponA) nebyly 

hladiny PEs ve výsledcích zahrnuty, protože nebyly detekované u obou rostlin. 

 Návratnost metody extrakce a izolace SPE se sorbentem DPA-6S (postup D) byla 

84,6 % pro 20E; a 66,56 % pro polB, proto byla tato metoda zvolena pro porovnání 

výtěžnosti metodického přístupu QuEChERS a dSPE. 

 Z naměřených výsledků je zřejmé, že metodický přístup QuEChERS není vhodný 

pro stopovou analýzu PEs v rostlinných vzorcích špenátu a merlíku. Pro příklad: extrakcí a 

izolací SPE bylo z merlíku získáno 38 926 pg/mg FW 20E, s využitím přístupu QuEChERS, 

dSPE (P2, postup C) jen 3 663 pg/mg FW, tj. nejvyšší zjištěná návratnost 9,41 %.  

 Na základě naměřených dat lze nicméně jako více vyhovující označit směsi sorbentů 

obsahující C18 (postup B a C; Obr. 29 a 30). U vzorků, které C18 obsahují byla návratnost 

téměř 5krát vyšší než u směsí sorbentů bez této složky (postup A, Obr. 28). V případě, že by 

byla zvolena tato směs sorbentů je výhodnější použití P2, tedy extrakčního činidla 

ACN:iPrOH (9:1) oproti 100 % ACN (P1; Obr. 28, 29 a 30). Z grafů je dále zřejmé, že 

hodnoty návratnosti byly vyšší pro 20E než u polB.   
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Obrázek 28: Srovnání návratnosti špenátu setého (Spinacia oleracea L.) a merlíku čilského 

(Chenopodium quinoa) metodiky QuEChERS (%), postupu A, kde směs sorbentů obsahovala  

150 mg MgSO4/ 50 mg PSA/ 50 mg Chlorofiltru®.  

20E – 20-hydroxyekdyson; polB – polypodin B; PSA – primární sekundární amin 

P1 – protokol 1 – 100% ACN; P2 – protokol 2 – ACN:iPrOH (9:1)  

 

  

Obrázek 30: Srovnání návratnosti špenátu setého (Spinacia oleracea L.) a merlíku čilského 

(Chenopodium quinoa) metodiky QuEChERS (%), postupu B, kde směs sorbentů obsahovala  

150 mg MgSO4/ 50 mg PSA/ 50 mg Chlorofiltr ®/ 50 mg EEC18.  

20E – 20-hydroxyekdyson; polB – polypodin B; PSA – primární sekundární amin; 

P1 – protokol 1 – 100% ACN; P2 – protokol 2 – ACN:iPrOH (9:1) 
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Obrázek 31: Srovnání návratnosti špenátu setého (Spinacia oleracea L.) a merlíku čilského 

(Chenopodium quinoa) metodiky QuEChERS (%), postupu C, kde směs sorbentů obsahovala  

150 mg MgSO4/ 50 mg Chlorofiltr®/ 50 mg EEC18.  

20E – 20-hydroxyekdyson; polB – polypodin B; 

P1 – protokol 1 – 100% ACN; P2 – protokol 2 – ACN:iPrOH (9:1)  
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6 Diskuze 

Fytoekdysteroidy jsou pro své široké a významné účinky, které doposud nejsou plně 

objasněny, předmětem výzkumu nejen u rostlin, ale i u živočichů člověka nevyjímaje  

(Ajaha a kol., 2019; Burdette, 1962; Chaubey, 2018; Kapur a kol., 2010; Kokoška a 

kol., 2002; Lafont a Dinan, 2003; Soriano a kol., 2004; Udalova a kol., 2004). Obsah těchto 

látek je v rostlinách několikanásobně vyšší v porovnání s živočichy, a proto jsou rostliny 

významným přirozeným zdrojem PEs (Píš a Harmatha, 1992; Píš a kol., 1992).  

Získané výsledky stanovení v této práci prokázaly nejvyšší zastoupení PEs 

v rostlinných pletivech u parchy saflorové Leuzea carthamoides. Z osmi stanovovaných PEs 

(tur, 20E, polB, iso, ajuC, makC, stachC, ponA), bylo v pletivech parchy zastoupeno šest 

z nich (tur, 20E, polB, iso, ajuC, makC). Tento výsledek je ve shodě s literaturou. Souhrný 

a aktualizovaný seznam uvádějící 20 vědeckých prací, v nichž bylo předmětem zájmu 

stanovení PEs v této rostlině je dostupný online (Lafont a kol., [online]). Koudela a kol. 1995 

uvádí, že obsah v sušině parchy je více než 1 %. Námi naměřené výsledky uprokazují 

přítomnost 20E na hladině až cca 66 ng/mg FW v listech, což představuje 1,5 % z množství 

analyzovaného vzorku listů. V literatuře je nejvyšší obsah PEs obecně uváděn v kořenech 

parchy (např. Girault a kol., 1988). S ohledem na vegetační období se však distribuce 

v jednotlivých částech rostlin liší. U trvalek se předpokládá se, že zjara je nejvyšší obsah 

PEs v nově vyvíjejících se listech, zatímco na podzim jsou signální látky transportovány 

do kořene, kde dochází k jejich akumulaci (Kholodova a kol., 1979). V zimních měsících je 

kořen významným zdrojem potravy, je vyhrabáván a pojídán jelenem maralem Cervus 

elaphus sibiricus, a proto někdy bývá parcha označována v literatuře jako maralí kořen. 

Naměřené výsledky obsahu PEs u analyzovaných rostlin čeledi hvězdnicovité Asteraceae 

(parcha, heřmánek a měsíček) dokazují, že přítomnost vysokého obsahu PEs u jednoho 

druhu v určité čeledi neznamená vysoký obsah u všech druhů této čeledi. 

Obsah detekovaných PEs u hvězdnicovitých Asteraceae byl výrazně nižší v heřmánku 

lékařském Matricaria chamomilla ve srovnání s parchou L. carthamoides (Dinan a kol., 

2020). V semenech, listech ani květech měsíčku lékařského Calendula officinalis, který také 

náleží do zmíněné čeledi, nebyl detekován žádný z měřených PEs, což je v souladu 

s dostupnou literaturou (Lafont a kol., seznam literatury pro rostliny s obsahem PEs [online]; 

Demlová, 2015). Hluchavkovité Lamiaceae byla další čeleď v řadě, u které byl zjišťován 

obsah vybraných PEs. Z pěti rostlinných druhů (zběhovec, yzop, šalvěj, hluchavka a 

levandule) byla detekována přítomnost PEs u zběhovce plazivého Ajuga reptans a hluchavky 

bílé Lamium album, a i tyto výsledky jsou v souladu s dostupnou literaturou.  
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V případě zbývajících druhů (yzop, šalvěj a levandule) nebyly nalezeny zdroje prokazující 

přítomnost PEs (Lafont a kol., seznam literatury pro rostliny s obsahem PEs [online]). 

V listech a květech zběhovce A. reptans byl naměřen prakticky shodný obsah všech tří 

detekovaných PEs zřejmě proto, že rostlina se v době sběru nacházela těsně před koncem 

vegetačního období (Obr. 24). V této fázi po odkvětu je u trvalek předpokládán transport 

ve směru z nadzemních částí a jejich akumulace v kořenech. Pravděpodobně tedy ocházelo 

k úbytku signálních látek z nadzemní části (Kholodova a kol., 1979; Taha a Salaime, 2019). 

Analyzovaný rostlinný materiál zahrnoval i doplněk stravy s extraktem rozchodnice růžové 

Rhodiola rosea, která je zařazována mezi modelové rostliny s adaprogenním účinkem 

podobně jako ženšen a parcha. V tomto potravinovém doplňku nicméně nebyl obsah PEs 

prokázán, což je ve shodě s literaturou (Volodin a kol., 2002). 

Dosud je známo okolo 520 PEs a vzhledem k rozvoji moderních technik analýzy další 

postupně přibývají. Předpokládá se proto, že reálný obsah PEs je vyšší než bylo dosud 

detekováno (Dinan a kol., 1995, 2009, 2020; Dinan, 2001; Imai a kol.,1969). Nemožnost 

detekce PEs může být způsobena několika faktory, mezi které patří i nedostatečná extrakce 

a purifikace vzorku před vlastní analýzou. Samotná úprava vzorku před stanovením 

vybraných analytů je důležitý úkon, který má zejména za cíl odstranit interferující látky 

snižující významně signál nízkoabundantních analytů, proto byla v této práci vývoji 

purifikační metody věnována velká pozornost. Snahou bylo hlavně optimalizovat extrakci a 

izolaci PEs z rostlinných pletiv špenátu setého Spinacia oleracea L. a merlíku čilského 

Chenopodium quinoa s využitím metodiky QuEChERS. Tento metodický přístup by mohl 

vést ke snížení interferentů z rostlinné matrice, urychlení a zefektivnění procesu extrakce a 

purifikace (Anastassiades a kol., 2003a; Rejczak a Tuzimski, 2015). Pro zhodnocení tohoto 

přístupu byla metoda porovnávána se zavedeným postupem extrakce a izolace pomocí SPE. 

Bylo použito dvou různých extrakčních roztoků vybraných dle literárních zdrojů 

v kombinaci s třemi druhy směsí dSPE sorbentů (přehled v Tab. 2 na str. 35). Nicméně 

po zhodnocení byla nejvyšší získaná návratnost 9,41 % při extrakci do ACN:iPrOH (9:1) a 

při použití směsi dSPE sorbentů obsahujícího150 mg MgSO4, 50 mg Chlorofiltru® a 50 mg 

EEC18. Ze získaných výsledků je zřejmé, že metodika QuEChERS se nehodí pro stopovou 

analýzu PEs v rostlinných vzorcích špenátu S. oleracea L. a merlíku Ch. quinoa.   
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7 Závěr 

Tato práce nahlíží na téma PEs z pohledu jejich extrakce, izolace z rostlinných pletiv a 

následného stanovení pomocí UHPLC-MS/MS. Stěžejním úkolem bylo rozšíření dosavadní 

sady pěti studovaných PEs: 20E, polB, ajuC, stachC a ponA o další tři: tur, iso, makC. 

Extrakce a izolace dvanácti rostlinných druhů byla prováděna pomocí SPE metody.  

Protože v případě některých rostlin bylo analyzováno více jejich částí (kořen, stonek, květy), 

bylo celkem kvantifikováno dvacet čtyři rostliných částí. Výsledkem kvantifikace bylo 

stanovení obsahů u tří PEs, které se nacházely ve čtyřech analyzovaných druzích. Tyto tři 

PEs (20E, polB a ajuC) byly detekovány v rostlinných pletivech parchy, zběhovce, 

hluchavky a heřmánku. Při kvantifikaci PEs u parchy saflorové Leuzea carthamoides bylo 

detekováno šest z osmi studovaných PEs (20E, polB, ajuC, iso, makC, tur). Použitý postup 

SPE s využitím polyamidové pryskyřice DPA-6S tedy vedl k úspěšnému stanovení PEs. 

 Součástí experimentu byla i optimalizace přístupu extrakce a purifikace PEs 

v rostlinách špenátu setého Spinacia oleracea L. a merlíku čilského Chenopodium quinoa. 

Pro tyto účely bylo využito relativně nové metodiky pro extrakci a purifikaci 

QuEChERS, dSPE, která při vhodném provedení vede ke zrychlení analýzy, snížení 

množství rozpouštědel a přesnějším výsledkům. Účelem tohoto experimentu bylo 

zhodnocení návratnosti s využitím tohoto přístupu ke stanovení PEs. Výsledkem této 

optimalizace postupu bylo zjištění, že tento přístup není vhodný pro stanovení obsahu 

vybraných PEs, a to ani v jednom z celkem tří postupů uspořádání, kdy byly využity tři různé 

směsi dSPE sorbentů a dvě různá extrakční rozpouštědla.  
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