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1 Uvod

Rostliny piedstavuji ohrani¢eny rezervoar biologicky aktivnich slou¢enin. Mnoho rostlin
syntetizuje sekundarni metabolity jako jsou terpenoidy, steroidy, karotenoidy, alkaloidy,
fenolické latky a dal$i. Funkce sekundarnich metaboliti je ekologicka, regulaéni — jako
Vv piipadé steroidd — anebo se jedna o vedlej$i produkty metabolismu. Biosyntéza
sekundarnich metabolitii navazuje na primdrni metabolismus, nicmén¢ vyznam téchto latek
neni vzdy uplné jasny.

Fytosteroly jsou pro své vlastnosti nepostradatelnymi slozkami buné¢nych membran,
maji ale i dalsi dulezité biologické funkce ve vyvojovych procesech a jsou vyznamnymi
prekurzory rostlinnych steroidi. Ekdysteroidy patii do téidy chemickych latek steroidni
povahy, které plni v Zivo¢isné #isi, zejména u tiidy hmyzu, fidici a regula¢ni funkci
hormont. Fytoekdysteroidy (PES) jsou analogy téchto latek syntetizovanymi rostlinami,
u kterych se predpoklada zapojeni do interakci mezi rostlinami a hmyzem. Jejich funkce
v rostlinach neni doposud ptesné znama. Jejich tlohou je pravdépodobné ochrana rostlin
pred fytofagnimi druhy. Pro své adaptogenni U¢inky na lidsky organismus maji PESs vyuZiti
ve farmakologii a jsou ¢asto uzivany jako dopliky stravy. Po chemicke strance jsou PEs
polyhydroxylované steroidy vyskytujici se u 5-6 % rostlinnych druhti. V soucasné dob¢ je
znamo okolo 500 analogu téchto vyznamnych piirodnich latek ve vech organismech.

Piedkladana prace ve své teoretické Casti rozsifuje uz diive zkoumanou skupinu péti
studovanych PEs o dalsi tii latky podobné povahy, a to isovitexiron, makisteron C a
turkesteron. Experimentalni ¢ast prace se zabyva optimalizaci metody extrakce a izolace PEs
zrostlinného materidlu. Cilem je porovnani vytéznosti metody extrakce na tuhe fazi a
disperzni extrakce na tuhé fazi svyuzitim piistupu metodou QUEChERS. Soucasti
experimentalni Casti je i stanoveni obsahu celkové osmi vybranych PEs u 12 raznych

rostlinnych druhu.



2 Cile prace

1. Provést literarni reSer$i na téma terpenoidy se zaméfenim na rostlinné steroly a

fytoekdysteroidy.

2. Rozsitit stavajici skupinu péti studovanych fytoekdysteroida o dalsi latky stejné povahy
ve smyslu optimalizace postupu jejich extrakce, izolace z rostlinnych pletiv

a instrumentalni metody jejich analyzy.

3. Provést srovnavaci studii obsahu biologicky vyznamnych fytoekdysteroidti v riznych

druzich rostlin.



3 Teoreticka Cast

Existuje n€kolik hledisek, dle kterych je mozné rozdélit velmi Sirokou skupinu pfirodnich
latek. Z biogenetického hlediska, tj. z pohledu toho, jakym zpusobem piirodni latka vznikla,
je lze rozdg¢lit nasledovné:

o lzoprenoidy

o Alkaloidy
o Sacharidy
o Glykosidy
o Lipidy

o Aromatické slouceniny a pribuzné latky

o Aminokyseliny, peptidy a proteiny

3.1 lzoprenoidy

Izoprenoidy, zvané také terpenoidy, jsou vyznamnou skupinou pfirodnich latek tvoienou
dvéma a vice jednotkami pétiuhlikaté molekuly izoprenu. Izopren (2-metyl-1,3-butadien) je
plynna latka, ktera se volné v ptirod¢ prakticky nevyskytuje. Ve vSech zivych organismech
(prokaryotech i eukaryotech) je ale ptitomna ve formé pétiuhlikatych difosfati; a to
dimetylallyl difosfatu (DMAPP) a jeho izomeru izopentenyl difosfatu (IPP) — Obr. 1.
Syntézou téchto pétiuhlikatych (Cs) sloucenin zptisobem ,hlava k paté™ vznikaji linearni
fetézce monoterpenoidi (Cio), diterpenoidi (Cao), triterpenoidi (Cao), tetraterpenoidil (Cao)
a polyterpenoidti (>Cao) —

Connolly a Hill, 1992. Tyto linearni molekuly podléhaji uvnitf bunék casto riznym
modifikaénim reakcim, nejcastéji cyklizacim, oxidacim anebo ptesmykim. Do soucasné
doby uz bylo identifikovano nékolik tisic izoprenoidi a dalsi jsou stale objevovany (Loomis
a Croteau, 1973).

CHs CHs CH,
)\/ )w O\\ 0 //o )\/\ O\\ i //o
P~ P P~ P
H,C s H,e? o © e N0 Yo ©
izopren izopentenyl difosfat (IPP) dimetylallyl difosfat (DMAPP)

Obréazek 1: Strukturni vzorce hlavnich pétiuhlikatych izoprenoidii.

Jak uz bylo zminéno, terpenoidy jsou pfirodnimi organickymi slou¢eninami nachazejicimi
se v rostlinach jako produkty sekundarniho metabolismu. Maji lipofilni charakter a hraji

dilezitou roli pfi ochrané¢ membranovych lipidii. Po chemické strance se jedna o Cisté

3



uhlovodiky nebo jejich oxoderivaty, jako jsou alkoholy, aldehydy, ketony a karboxylové
kyseliny (McMurry, 2015).

Mezi terpenoidy fadime silice (t€kavé aromatické kapaliny izolované z kvéti rostlin),
pryskyfice (tuhé latky vzniklé oxidaci silic) a balzamy (polotuhé smési silic a pryskyfic).
Mnohé z téchto latek nasly uplatnéni v pfipravé 1éki, parfémi, narkotik anebo pigmentt
(Loomis a Croteau, 1973). Nejvyznamnéj§imi zastupci této skupiny latek jsou napiiklad
karotenoidy (tetraterpeny), kaucuk (polyterpeny) a rostlinné hormony jako napft. kyselina
abscisova (seskviterpeny) a gibereliny (diterpenoidy). Nékteré z izoprenoidnich struktur
jsou soucasti vétsich biologicky aktivnich molekul (napt. chlorofyl, ubichinon, tokoferol
anebo fyllochinon).

Nemén¢ vyznamnymi piirodnimi organickymi slou¢eninami jsou steroidy, které dle
poctu uhliki v molekule fadime mezi triterpenoidy. Zakladni vychozi strukturou vsech
steroidd  je tetracyklicky izoprenoidni uhlovodik steran (gonan, cyklopentano-
perhydrofenanthren). Ten se sklada ze tii Sestiuhlikatych (A, B, C) a jednoho pétiuhlikatého
kruhu (D; Obr. 2).

Obrazek 2: Struktura steranu (gonanu, cyklopentano-perhydrofenanthrenu) s vyznacenym
cislovanim uhlikovych atomii (C1-C17) a popsanymi uhlikatymi kruhy (A, B, C a D) podle nazvoslovi.

Podle fyziologického vyznamu mtizeme steroidy rozdé¢lit na steroidni hormony, zluCové

kyseliny a steroidni alkoholy (steroly).

3.2 Steroly
Posledné zminéné steroly maji na C-3 uhliku v poloze B vzdy hydroxylovou skupinu
a v poloze C-17 navazany alifaticky fetézec rizné délky (Piironen a kol. 2000). Vyskytuji se
bud’ volné v organismu nebo jsou esterové vazany svou hydroxylovou skupinou na ur¢ité
mastné kyseliny (napf. laurova, myristova). Steroly se navzajem odliSuji stereochemii
v nékterych asymetrickych centrech, poctem atomt uhliku, polohou a poétem dvojnych
vazeb v kruhu B, a v postrannim fetézci na uhliku C-17. Plati, Ze ¢im je postranni fetézec
vétsi (obsahuje vice metylovych, resp. etylovych skupin), tim hydrofébnéjsim se sterol stava.
Steroly s napt. Czg nebo Cog jsou tedy hydrofobnéjsi nez napiiklad cholesterol (Cz7). Naopak
4
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pritomnost dvojnych vazeb v postrannim fetézci déla steroly hydrofilngjsimi (Armstrong a
Carey, 1987; Nes, 1987).

Steroly jsou nepostradatelnou slozkou bunéénych membran, nachazejici se u vsech
eukaryot (u rostlin i zvifat), kde zastupuji mnoho funkci. Jednou z nich je udrzovani
semipermeability membran a regulace jeji fluidity. Hlavni vlastnosti, kterd umoziuje
specifické interakce sterold s fosfolipidy a proteiny v membranach bunék, je pfitomnost
volné hydroxylové skupiny (Piironen a kol, 2000; Wojciechovski, 1992). Diky své délce,
kterd je stejna jako u fosfolipidové monovrstvy, se steroly snadno inkorporuji do buné¢nych
membran a reguluji jejich fluiditu a permeabilitu (Nes, 1987; Piironen a kol., 2000).
V zivocisnych bunikach je nejznaméj§im zastupcem z fad sterolt cholesterol (Obr. 3), u hub
nalezneme zejména ergosterol a v tisi rostlin nachdzime krom¢ cholesterolu celou paletu

riznorodych sterold (Laloi a kol., 2007; Vosolsobé, 2008).



3.3 Rostlinné steroly

Rostlinné steroly (fytosteroly) jsou vétsinou A® steroly (nebo jsou z nich syntetizovany),
strukturné jsou velmi podobné cholesterolu, lisi se pouze v postrannim fetézci.
Nejznaméj$imi zastupci z fad fytosterolt jsou sitosterol, stigmasterol, kampesterol (Obr. 3).
Sitosterol a stigmasterol maji v poloze C-24 etylovou skupinu, zatimco kampesterol ma

na stejném uhliku navazanu metylovou skupinu (Piironen a kol., 2000).

sitosterol

kampesterol cholesterol

Obrazek 3: Vzorec sitosterolu (24a-etylcholest-5-en-34-ol), stigmasterolu (24a-etylcholest-5,22-en-
3p-ol), kampesterolu (24a-metylcholest-5-en-34-ol) a cholesterolu (cholest-5-en-34-ol).

3.3.1 Vyznam a funkce fytosteroli
Nejvyznamnéj$i vlastnosti fytosterolii je regulace fluidity a semipermeability bunéénych
membran. V membranach bunék se fytosteroly zaclefiuji mezi acylové fetézce mastnych
kyselin fosfolipidt, kde tvofi mikrodomény, ¢imz dochazi k omezeni pohybu acylovych
fetézci mastnych kyselin a tim Kovlivnéni fluidity bunééné membrany. Jednotlivé
fytosteroly se pak lisi v efektivité usporadavani membranovych mikrodomeén (Piironen a
kol., 2000; Vosolsob¢, 2008).

V interakci sterol-membréana hraje roli stereochemie asymetrického centra uhliku
v poloze C-24, konformace dvojné vazby v poloze C-22, i celkové usporadani polycyklu.

Sitosterol a kampesterol jsou v regulaci fluidity ve srovnani se stigmasterolem G¢inng&;jsi.



Snizena ucinnost regulace fluidity bunéénych membran je u stigmasterolu dana jeho trans
orientovanou dvojnou vazbou v poloze C-22 (Obr. 3; Marsan a kol., 1996; Piironen a kol.,
2000). Zatimco napiiklad ergosterol (sterol hub) diky svému planarnéjsimu uspoiradani
polycyklu silng&ji indukuje v membréanach tvorbu domén (Xu a kol., 2001).

Kromé zminéné klicové funkce v bunéénych membranach jsou fytosteroly dulezitymi
signalnimi molekulami, které puisobi jako substraty u Siroké skaly sekundarnich metaboliti
— pro glykoalkaloidy, kardenolidy anebo saponiny (Brat, 2006; Dostalova a Pokorny, 2000;
Tarkowska, 2019). Dale ovliviuji aktivitu enzymi vazanych na membrany a nékteré z nich
maji specifické funkce jako je ptenos signalu. Pravdépodobné hraji fytosteroly roli i
v adaptaci membran vuci teploté (Piironen a kol., 2000). Studie vyuzivajici modelovych
membran, které obsahovaly rostlinné steroly, prokazaly, ze ptfitomnost fytosterol zptisobila
mensi senzitivitu téchto membran k teplotnimu Soku (Beck a kol., 2007; Vosolsobé&, 2008).

Fytosteroly hraji svou roli i v proliferaci a diferenciaci bunék. Akumuluji se
v semenech, kde poskytuji zasobu pro riist novych bunék a mladych vyhonki. Béhem kliceni
semen vzroste Vv rostlinach diky intenzivni syntéze membran obsah fytosteroli. Syntéza
sterold je v rostlinach spusténa po vykli¢eni semene a poté postupné klesa spolu s tim, jak
semeno zraje (Guo a kol., 1995; Piironen a kol., 2000).

Fytosteroly maji mnoho biologickych funkci nejen v rostlinach. Jiz od 50. let 20. stoleti
je zndmo, ze jsou prospesné pro lidské zdravi vzhledem ke své schopnosti snizovat hladiny
cholesterolu. Ke snizeni hladiny cholesterolu v séru dochazi prostfednictvim inhibice jeho
absorpce a kompenzacni stimulace jeho syntézy pii piijmu nad 1 g za den (Moghadasian a
Frohlich, 1999; Piironen a kol., 2000; Pollak, 1953).

Vyjma téchto funkci hraji steroly roli i v bunéénych a vyvojovych procesech u rostlin,
konkrétné jako prekurzory v biosyntéze signalizacnich molekul rostlinnych steroidd a
fytohormonti. Napiiklad kampesterol je vychozim bodem biosyntézy brassinosteroidi —
skupiny rostlinnych hormonti nachazejicich se hojné zejména v pylu fepky olejné Brassica
napus, kde zasadné reguluji vyvojové procesy (Benveniste, 2002; Gull a Amar, 2006).
Dalsim piikladem steroidii, jejichz prekurzory jsou fytosteroly, mohou byt testosteron,
progesteron a jeho derivaty (Tarkowska, 2019).



3.3.2 Biosyntéza fytosteroli

Fytosteroly jsou jednim z produkti mevalonatové drahy (MEV; Goldstein a Brown, 1990)
pouzivané K biosyntéze latek izoprenoidni povahy vedle drahy metylerytriol fosfatove
(MEP; Lichtenthaler, 1999; Rohmer, 1999).

V MEV draze vznikaji v cytosolu bunék Cs izoprenoidni prekurzory (IPP a DMAPP),
Které jsou stézejni pro pozdé&jsi syntézu fytosterolid. Biosyntéza probihd ze dvou molekul
acetyl-CoA, pricemz kyselina mevalonova (MVA), podle které je tato draha pojmenovana,
je jejim ttetim meziproduktem (Obr. 4).

Biosynteticka draha MEP, nékdy nazyvana také 1-deoxy-D-xylul6za 5-fosfat (DXP,
DOXP), je vedlejsi (alternativni) drahou biosyntézy fytosterolt a na rozdil od MEV dréhy,
kterd probiha v cytosolu, se MEP draha odehravd v plastidech fotosyntetizujicich
eukaryotnich organisma (Lichtenthaler, 1998; Chang a kol., 2013; Zhao a kol., 2013).
Predpokladalo se, ze stézejni roli v biosyntéze fytosteroli sehrdva MEV dréha. V ptipadé
nékterych fytosterolti bylo ale prokazano, ze jejich skelet je odvozen z IPP, ktery byl
vytvoren vyhradné z IPP pochazejicim z MEP drahy (Guo a kol., 1995). Proces biosyntézy
fytosteroli MEP drahou se sklada z osmi enzymaticky katalyzovanych reakci. Zacina
kondenzaci pyruvatu a glyceraldehyd-3-fosfatu za vzniku DXP. V nékolika krocich pak
dochazi k tvorbé meziproduktu 4-hydroxy-3-metyl-2-(E)-butenyl difosfatu (HMBDP), z ngj
pak vznika DMAPP a nasledné jeho izomer IPP (Eisenreich a kol., 2004; Chang a kol., 2013;
Kakimoto, 2003; Lichtenthaler, 1999; Wanke a kol, 2001) -Obr. 4.

MEV DRAHA
0 \\OH \\OH
/U\ s MOH MOPP
SCoA HO,C HO,C
Acetyl-CoA R Mevalonat difosfat ™ )\/\opp
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o MEP DRAHA
)]\ OH / N oPP
HO,,
CO,H 0\ ' i s /' —— X B IPP
Pyruvat N i oP ’/\‘Aop
i OH OH OH OH
OP DXP MEP HMBDP

OH
D-glyceraldehyd-3-fosfat

Obrazek 4: Schéma mevalonatové drahy (MEV) a metylerytriol fosfatové drahy (MEP) vedoucich

k biosyntéze izoprenoidnich prekurzorit DMAPP a IPP. Prevzato z Kakimoto, 2003 a upraveno.

MVA (kyselina mevalonova); DMAPP (dimetylallyl difosfat); IPP (izopentenyl difosfat);
DXP (deoxyxyluldza fosfat); HMBDP (4-hydroxy-3-metyl-2-(E)-butenyl difosfat).


https://en.wikipedia.org/wiki/1-Deoxy-D-xylulose_5-phosphate

Zéasadnimi meziprodukty obou drah jak MEV, tak MEP jsou izoprenoidni prekurzory IPP a
DMAPP, jejichz kondenzaci pies geranyl difosfat (GPP) na farnesyl difosfat (FPP) a
spojenim zpusobem ,,pata-pata® za soucasné redukce vznika linearni uhlovodik skvalen
(Obr. 5).

HyC CH,
HEC)\/\ OPP —= HSC/L%/\OPP

isopentenyl-difosfat dimethylallyl-difosfat
(IPP) (DMAPP)

-

CHy CHy
HSCM/\OPP — monoterpeny (C,,)

geranyl-difosfat

(GPP)
IPP
F PP
CH, CHy CHy
HC e T T opp —= seskviterpeny (C,.)

farnesyl-difosfat (FPP)

dimerace
CHy CHy CHy
T = . CHy
HaC = = = —= triterpeny (C,,)
CHy CHy CHy
skvalen

Obrézek 5: Biosyntéza skvalenu zizoprenoidniho prekurzoru izopentenyl difosfatu (IPP).
Prevzato z Prikrylovad, 2018.

Skvalen je kli¢ovym meziproduktem podléhajicim v biosyntetickych procesech cyklizaci
za spotieby energeticky vyznamnych latek. Je vychozim prekurzorem pro syntézu vsech
steroidnich latek jak u rostlin, tak i u zivoéichi v¢etné ¢lovéka (Piironen a kol., 2000;
Obr. 6). Vyjimku tvoii pouze ¢lenovci, kteti nejsou schopni skvalen cyklizovat, a musi tedy

steroly piijimat z rostlinné potravy (Nes a McKean, 1977).
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Obrazek 6: Zjednodusené schéma biosyntézy vybranych steroli ze skvalenu v rostlinach, Zivocisich
a houbach. Prevzato z Tarkowskd, 2019. IPP (izopentenyl difosfat); DMAPP (dimetylallyl difosfat).

Skvalen je oxidovan na 2,3-epoxid a dale cyklizovan bud’ na lanosterol anebo cykloartenol.
Houby bez fotosyntetického aparatu prevadé€ji skvalen na lanosterol a poté na ergosterol.
Ve fotosyntetizujicich rostlinach vedou k syntéze fytosterolii alkylaéni reakce A?* sterolu
cykloartenolu (Piironen a kol., 2000; Tammi a kol., 2001; Tarkowska, 2019).
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3.4 Fytoekdysteroidy

Kromé A°® sterolii (napf. sitosterol, kampesterol, stigmasterol, aj.; viz kapitola 3.2 Steroly) se
v rostlinach vyskytuji jesté A’ steroly (dvojna vazba mezi C-7 C-8; napf. lathosterol), které
jsou prekurzory rostlinnych steroidi zvanych fytoekdysteroidy (PES).

Fytoekdysteroidy jsou polyhydroxylované slouceniny, jejichz skelet tvofi
cyklopentano-perhydrofenantrenovy uhlikovy skelet spoleény pro steroidy — steran (viz
Obr. 2 na str. 4). Zakladem PEs je 7-en-6-on chromofor v B kruhu. Na uhliku C-14 ma
navazanu hydroxylovou skupinu v pozici a. a na C-17 alifaticky fetézec v pozici . Velka
¢ast PEs je biosynteticky odvozena od cholesterolu (Cy7), piipadné Cag nebo Cag Vv zavislosti
na tom, zjakych fytosterolii jsou syntetizovany. Podle toho si také nesou piipadnou
alkylovou skupinu na C-24. Méné obvykle se vyskytuji i rizné dlouhé PEs od Ci9 po Cso
(Dinan, 2001; Lafont, 1998).

Kondenzace ¢tyt kruhtt ve skeletu je charakteristicka: B/C a C/D kruhy zaujimaji
navzajem obecné trans konformaci, zatimco A/B obvykle cis (58-H) a jen vyjime¢né trans
(50-H). Variabilita ve struktufe steroidniho kruhu neni tolik podstatna, vyznamnéjsi zména
spociva v poctu, poloze a orientaci hydroxylovych skupin a konjugac¢nich zbytku, které jsou
s nimi spojeny (Obr. 7) Mezi obvykle hydroxylovana mista zahrnujeme pozice 2-, 3p -,
14a-, 20R- a 22R-, které pokud jsou hydroxylovany vSechny, definuji zaroven jeden
z vysoce aktivnich PEs ponasteron A (ponA; 25-deoxy-20-hydroxyekdyson; Dinan, 2001;
Nakanishi a kol., 1966). Naptiklad polypodin B (polB), ktery je druhym nejcastéji se
vyskytujicim PEs, nese celkem 7 hydroxylovych skupin (Jizba a kol., 1967).
Od 20-hydroxyekdysonu (20E) se lisi jen v jedné hydroxylové skupiné (C-5), proto byva
V literatuie uvadén jako 5p, 20-dihydroxyekdyson (Harmatha a Dinan, 1997).

Obrazek 7: Obecny skelet ekdysteroidii cholest-7-en, 6-on s ocislovanymi atomy uhliku C1-C29. PIné
Sipky oznacuji pozice hydroxylové skupiny v poloze B nebo a, carkované Sipky Vv pozici o.
Prevzato z Chaubey, 2018.
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3.4.1 Historie fytoekdysteroidi

Z historického hlediska byly nejprve pocatkem 50. let minulého stoleti izolovany
ekdysteroidy (ECs) v Zivocisné fisi z kukel bource morusového Bombyx mori L. (Butenandt
a Karlson, 1954). Prvnim takto izolovanym ECs byl ekdyson (E), jeho struktura byla
objevena az pozdé&ji metodou X-ray Kkrystalografie (Huber a Hoppe, 1965). Nazev byl
odvozen od jeho funkce, kdy ,.ekdyse je latinsky vyraz pro svlékani hmyzu (ekdyson —
svlékaci hormon; Tarkowskéa a Strnad, 2016).

Z rostlinného materidlu byly ECs izolovany poprvé v 60. letech 20. stoleti.
Nejprve byl pti studiu latek s protinadorovou aktivitou v jehli¢nanu Podocarpus nakaii
nahodné izolovan ponA, ponasteron B a C (Nakanishi a kol., 1966). Dalsim izolovanym ECs
vrostlinach byl 20E (Obr. 8) a ionokosteron zkofent rostliny Achyrantes fauriei
(Takemoto a kol., 1967a). V tomto obdobi byl 20E nalezen i v dalSich rostlinnych
materialech — ve dfevé borovice druhu Podocarpus elatus (Galbraith a Horn, 1966),
v oddencich kapradiny osladice obecného Polypodium vulgare (Heinrich a
Hoffmeister, 1967) a v listech dalsi z kapradin hasivky orli¢i Pteridium aquilinum (Kaplanis
a kol., 1967).

Ekdysteroidni latky byly postupné objevovany i1 v houbach, tasidch, motskych
organismech a ve vysSich rostlindich (nahosemennych a krytosemennych). Stejné tak i
Vv zivo¢i$né tisi u ¢lenovci a jinych bezobratlych (Dinan a kol., 2009). Od svého objevu bylo
ve vice nez 100 celedich riznych suchozemskych rostlin (jednoletych a viceletych) zjisténo
okolo 300 sloucenin ekdysteroidniho charakteru, z nichz nejvice rozsitenym z nich je 20E

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

O
Obréazek 8: Strukturni vzorec nejabundantnéjsiho ekdysteroidu 20-hydroxyekdysonu (20E).

Pro rozliSeni podle ptivodu izolovanych latek byla tato skupina rozdélena na ECs vyskytujici
se v zivocisich — tzv. zooekdysteroidy — a ECs pfirozené se nachazejici v rostlinach — PEs.

Ale vzhledem k tomu, Ze nékteré ECs se nachazeji jak v zivoc€iSich, tak i v rostlinAch
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(napft. E, 20E a ajugasteron C -ajuC), neni toto rozdéleni Giplné piesné. Databaze poskytujici
data o struktuie ECs, jejich vyskytu, aéincich a aplikaci jsou spolu s odkazy na piislusnou
literaturu dostupné volné online na www.ecdybase.org (Dinan a kol., 2009; Maskova, 2016;
Tarkowska a Strnad, 2016).

3.4.2 Vyznam a funkce fytoekdysteroidi
V zivocisné fisi plni ECs funkci steroidnich hormont fidicich rdst a metamorfézu hmyzu.
Zasadni roli sehravaji naptiklad jako iniciatory procesu svlékani (Henrich a kol., 1999).

Na rozdil od znamé hormonalni aktivity ECs u zvifat existuji divody pro to, abychom
povazovali PEs spiSe za sekundarni metabolity rostlin nez fytohormony. Hladiny
fytohormont byvaji zpravidla pfitomné ve stopovém mnozstvi, naproti tomu hodnoty PEs
byvaji v rostlinich fadové nékolikanasobné vyssi. Napiiklad v susiné parchy saflorové
Leuzea carthamoides se nachazi 1-2 % PEs (Koudela a kol., 1995). Dale bylo zjisténo, ze
pritomnost PEs Vv dosud testovanych druzich rostlin neni univerzalni, toto vSak mutze byt
zpusobeno tim, ze metody pouzivané k jejich detekci nejsou dostatecné citlivé (Dinan,
2001). Dosud nebyl objeven receptor vazajici se na PEs a hormonalni aktivita nebyla
prokézéana ani pii provedeni biotestll pro stanoveni citlivosti fytohormonli (Tarkowska a
Strnad, 2016).

I ptes popsané divody svédéici proti hormonalni funkci PEs v rostlindch vime, ze se
PEs podileji na regulaci vybranych fyziologickych procest ve fotosyntetizujicich
organismech. Je popsén vliv na velikost a rust bunék u fasy Chlorella vulgaris (Bajguz a
Dinan, 2004) a rast sinic rodu Nostoc (Marsalek a kol., 1992).

Ackoliv (i pfes pomérné vysoké koncentrace PEs v nékterych rostlinnych druzich) neni
jejich funkce doposud uspokojivé objasnéna, hlavni hypotéza predpoklada, ze poskytuji
rostlinam urc¢ity druh ochrany proti fytofignim bezobratlym predatorim. Tato hypotéza
pfedpoklada, ze PEs maji antifidantni UCinky, coZ znamend, Ze sniZuji pfitazlivost
pro fytofagni druhy. Je znamo, ze at’ uz PEs pusobi samostatné nebo spole¢né s jinymi
signdlnimi molekulami, mohou odvrétit napadeni rostlin nebo vést k endokrinni disrupci
a/nebo smrti fytofagnich bezobratlych (Bergamasco a Horn, 1983; Kokoska a Janovska,
2009; Kubo a Hanke, 1986). Mnohé rostliny maji schopnost ,,zapnout™ produkci PEs
Vv ptipad€, Ze jsou vystaveny Utoku zvifat, stresu anebo jinym specifickym podminkam
(Dinan, 2001). Studie od Lamhamdi a kol. naznacuje, ze 20E zvySuje antioxida¢ni ochranu
rostlin, konkrétné ovliviiuje askorbat-glutationovy cyklus, coz umoziiuje lepsi odolnost viici

stresim vyvolanym pusobenim téZkych kovi (Lamhamdi a kol., 2016).
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Bylo popsano nékolik experimentt zahrnujicich bud’ exogenni, nebo endogenni aplikaci s
pouzitim mutantt rostlin, jimz byla zvySena hladina PEs (Ajaha a kol., 2019; Soriano a kol.,
2004; Udalova a kol., 2004). Ajaha a kol. (2019) prokazali, ze aplikace 20E zpusobila u larev
hmyziho $kidce potemnika hnédého Tribolium castaneum indukci mortality, naruseni rastu
a vyvoje a zménu nékterych jeho fyziologickych parametra (Ajaha a kol., 2019).

Vliv exogenni aplikace PEs byl zkouman i u fytoparazitickych hlistic kmene
Nematoda. Pro piiklad Udalova a kol. (2004) zjistili, ze postiik rostlin rajéete Lycopersicon
esculentum roztokem ekdysonu signifikantné snizil poskozeni kofent zpiisobené had’atkem
Meloidogyne inkognita. Podobné Soriano a kol. ve stejném roce popsali, Zze exogenni
aplikace 20E na kofenové cysty obilovin tvofené had’atky rodu Heterodera avenae,
H. schachtii, Meloidogyne javaica a Pratylenchus neglectus vede k vyrazné redukci
invazivity, nehybnosti, zhorSeni vyvoje a smrti t€chto rostlinnych parazit. Soucasti stejné
studie byl i vyzkum na Spenatu setém Spinacia oleracea L., kteremu byla pomoci metyl-
jasmonatu endogenné zvySena koncentrace 20E. Bylo zjisténo, Ze PEs chrani Spenat
pred had’atky parazitujicimi na rostlinach a poskytuje tak rostlinam mechanismus rezistence
vuci parazitickym hlisticim kmene Nematoda (Soriano a kol., 2004). Pro tyto své vlastnosti
jsou PEs pifedmétem vyzkumu hledajicich alternativu/nahradu za syntetické insekticidy
(Ajaha a kol., 2019; Chaubey, 2018, Tarkowskéa a Strnad, 2016).

Krom¢ zminénych antifidantnich ucinkt se zda, Ze nékteré PEs produkované
rostlinami pisobi jako tzv. alelochemikalie, coz jsou latky, jejichz uvoliiovanim do pudy je
stimulovdn nebo narusovan rist a/nebo vyvoj jinych organismi Vv blizkosti. Z list
Chenopodium alba byly izolovany latky ovliviiujici kliceni a rist jak jednodéloznych,
tak i dvoudéloznych rostlin (Bakrim a kol., 2008; DellaGreca a kol., 2005). Intaktni semena
stejné Celedi Amaranthaceae, merliku ¢ilského Chenopodium quinoa vylucuji do vody
slouCeniny, ktera maji béhem pocatecnich stadii kliceni idajné antidiabetické vlastnosti
(Graf a kol., 2014).

Mnohé studie poukazuji na siroké spektrum farmakologickych G¢inkt PEs u savci —
napt. hepatoprotektivnich, antidiabetickych, hojivych anebo anti-osteoporotickych,
antimikrobialnich (Burdette, 1962; Kapur a kol., 2010; Kokoska a kol., 2002; Lafont a
Dinan, 2003; Seidlova-Wuttke a kol., 2010; Slama a Lafont, 1995; Syrov a Khushbaktova,
1996). Jsou také znamy jejich anabolické G¢inky na kosterni svalstvo, a to bez androgennich
vedlejsSich ucinki, z téchto divodl jsou mnohdy uzivany sportovci ve formé doplnku stravy
ke zlepSovani fyzického vykonu. Mezi dal$i Gcinky PEs u savcl patii zvyseni odolnosti
organismu vuci stresu a podpora vitality, jsou proto popisovany jako tzv. adaptogeny
(Tarkowska a Strnad, 2016).
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Nékteré z téchto latek jsou pro své Gcinky vyuzivany v tradiéni asijské mediciné. Na trhu
jsou Siroce dostupné doplnky stravy s vytazky rostlin obsahujicich PEs, napiiklad parcha
saflorova Leuzea carthamoides, rozchodnice rizova Rhodiola rosea a mnohé dalsi. Dale
experimenty s extrakty PES obsahujicimi 20E (pouzivané v tradi¢ni asijské mediciné hlavné
jako diuretikum a antiseptické ¢inidlo) naznacuji, ze 20E ma antibakteridlni a antifungalni
vlastnosti (Ahmad a kol., 1996; Kokoska a kol., 2002). V neposledni fadé existuji i naznaky,
ze se PEs podileji na regulaci fotosyntézy (Hola a kol., 2013).

3.4.3 Biosyntéza fytoekdysteroidi

Ackoliv byly PEs odhaleny ve zhruba 5-6 % analyzovanych druhii rostlin a jejich
koncentrace v nékterych druzich je pomérné vysoka, jsou znalosti o jejich biosyntéze
omezené (Dinan akol., 1995; Dinan, 2001; Imai a kol., 1969). V poslednich desetiletich bylo
uskutecnéno nékolik biosyntetickych studii, jejichz pfedmétem zajmu byl popis produkce
téchto ekdysteroidnich latek zejména u bezobratlych (Sommé-Martin a kol., 1988;
Grieneisen, 1994), rostlinam bylo v tomto ohledu vénovano jen velmi méalo pozornosti.
O ptesném pritbehu biosyntézy PEs je dosud znamo jen velmi malo informaci. Vime, ze
prekurzory v procesu biosyntézy PEs jsou fytosteroly, jejichz biosyntéza je popsana
v podkapitole 3.3.2 Biosyntéza fytosteroli (Tarkowska a Strnad, 2016).

Dosud napiiklad nejsou piesné znama piesna mista, kde dochazi k jednotlivym
krokiim v produkci PEs. V 90.letech bylo prokdzano, ze aktivni biosyntéza probiha
ve vyvijejicich se pletivech (Grebenok a kol., 1991, 1993) a nasledné jsou PEs
transportovany do jinych organt (Ripa a kol., 1990; Grebenok a kol., 1991). Nicméné
nevime, zda produkce PEs probihd ve vsech rostlinnych butikach, nebo jsou-li vyuzivany
jeste jiné, specializované buiky (Grebenok a kol., 1996; Canals a kol., 2005).

Na pielomu tisicileti bylo studium biosyntézy PEs zkoumano u rostlin, které jsou
znamé svym vysokym obsahem PEs, napf. na $penatu Spinacia oleracea L. (Grebenok a
Adler, 1993) a zbéhovci plazivém Ajuga reptans (Ohyama a kol., 1999; Hyodo a Fujimoto,
2000). Pro studium dé&ju odehravajicich se pii biosyntéze izoprenoidnich latek se v zasadé
pouzivaji metody s radioaktivné znacenymi molekulami prekurzorti ucastnicich se procesu
biosyntézy (Grebenok a Adler, 1993). Znacenymi/sledovanymi prekurzory, mohou byt
naptiklad acetat, mevalonat, lathosterol nebo jiné dostupné meziprodukty. Pro oznaceni
molekul 1ze pouzit napt. radioaktivni izotopy uhliku #C, 3C anebo tritium H a naslednou
analyzu pomoci nuklearni magnetické rezonance (NMR; Grebenok a Adler, 1993; Hyodo a
Fujimoto, 2000).
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Jisté je, Ze PEs jsou latky rozmanité nejen svym vyznamem, ale i svou strukturou a Kk jejich
poznani bude do budoucna piinosné provést biosyntetické studie vedouci k objasnéni celého

procesu (Dinan a kol., 2009).

3.4.4 Obsah fytoekdysteroidi v rostlinnych druzich

Ve skute¢nosti ma po genetické strance vétsina rostlinnych druhi schopnost produkce PEs.
Rozdilna regulace dosud ne zcela objasnéné biosyntetické drahy urcuje, zda a na jakych
arovnich bude ur¢ity druh akumulovat ekdysteroidy v riznych ¢astech rostlin a jaky bude
vysledny profil obsazenych PEs (Dinan, 2001).

V minulosti bylo pro pfitomnost PEs testovano na 6000 druhti rostlin. Toto mnoZstvi
predstavuje jen asi 2 % z celkového poctu vSech suchozemskych druht rostlin. Vysledkem
bylo hodnoceni obsahu PEs u raznych ¢asti rostlin v riznych stadiich vyvoje. Vime, ze
rostliny mohou obsahovat navzajem odlisné PEs a metoda mize tak detekovat pouze jejich
konkrétni typy (Dinan a kol., 2009). Je také tieba vzit v Uvahu rizné metody detekce, které
byly u téchto studii pouzity, a které se lisi svou selektivitou a citlivosti. Navic publikovana
literatura uvadi spiSe na PEs pozitivni druhy spise nez ty, u kterych nebyl jejich obsah
prokazan (Dinan a kol., 2020). Neschopnost detekovat tyto slou¢eniny u nékterych druhi by
mohla byt zptisobena potlacenim transkripce genu (Dinan a kol., 2009; Lafont a kol., 2002),
nedostate¢nou purifikaci béhem piipravy vzorku a/nebo instrumentalnimi omezenimi.

Co se tyCe vyssich rostlin, pfedpokladda se signifikantni vyskyt PEs
v semenech nahosemennych, a krytosemennych (jedno a dvou déloznych) mezi 5-6 %
(Imai a kol.,1969; Dinan a kol., 1995). Nicméné¢, pouzitim citlivé imunoeseje byla jejich
ptitomnost v listech u ndhodné vybranych druhi 40% (Dinan, 2001). Spolu s rozvojem
modernich instrumentadlnich metod analyzy muiZeme sndze detekovat latky obsazené
v rostlinach i o nizkych koncentracich. Diky tomu mizeme detekovat PEs i v druzich, které
byly dosud povazovany za negativni na obsah PEs (Dinan, 2001).

Nekteré studie naznacuji, Zze vyskyt PEs muze souviset s fylogenetickou pozici (Dinan
a kol., 1998; Savchenko a kol., 1998). Naptiklad v rodu Chenopodium jsou PEs ptitomny
u vétsiny druhd, ale v podrodu Ambrosia detekovany nebyly (Dinan a kol., 1998). Ackoli
druhy obsahujici PEs jsou v uréitych rodech cCastéjsi nez v jinych, plati ze tam kde byl
zkouman dostatek druhtt v rdmci rodu, byly obvykle nalezeny i na PEs pozitivni druhy.
Stejné tak neplati, Ze pfitomnost PES bude u vSech druhti jedné ¢eledé (napt. hvézdnicovité
Asteraceae), ktera obsahuje hned dva druhy s vysokymi hladinami PEs: parchu saflorovou
Leuzea carthamoides a srpici Serratula. Pokud byl vSak zkouman dostatek druha

v jedné ¢eledi napf. u merlikovitych Chenopodiaceae (nyni patiici mezi laskavcovité
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Amaranthaceae; Dinan a kol., 1998) nebo u velkych rodi jako jsou napi. silénky Silene
(Mamadalieva, 2012; Zibareva a kol., 2003), je sledovan uréity vzorec tykajici se
taxonomicke struktury, coz znaci, ze pfitomnost a profil PEs ma chemotaxonomicky vyznam
(Dinan a kol., 2020).

K dne$nimu datu (¢ervenec 2020) bylo identifikovano 520 ECs z bezobratlych, rostlin a hub
(data z databdze Ecdybase; Lafont a kol., 2002). Vétsina byla izolovana z rostlin, kde se
nachazely az v 1000 krat vyssich koncentracich (Dinan a kol., 2020). Nejzastoupengjs$im
analogem zivo¢isného ECs v rostlinach je 20E (Takemoto a kol., 1967b).

Vysoke hladiny PEs v rostlinach nejsou vysledkem intenzivné probihajici biosyntézy,
ale akumuluji se vrostlinaich postupné. Pfi srovnani distribuce PEs v jednoletych a
viceletych rostlinach se predpoklada, Ze jednoleté rostliny napiiklad $penat sety Spinacia
oleracea, prenaseji PEs do ¢asti klicovych pro pieziti rostlin, anebo pottebnych pro dalsi
generaci rostlin (Dinan a kol., 2009). Nejvyssi koncentrace PEs jsou V pfipadé jednoletych
rostlin pfitomny v mladych listech a reproduk¢nich organech, méné ¢asto potom u stonkd a
kofend (Dinan, 2001; Grebenok a kol., 1991). Na druhé strané pro viceleté rostliny jako je
parcha saflorova Leuzea carthamoides nebo srpice Serratula plati, Ze obsah PEs zavisi
naroénim obdobi. Zjara je nejvySsi obsah PES v nové se vyvijejicich listech, zatimco
na podzim jsou PEs transportovany z listd do kotfene, kde dochazi k jejich akumulaci
(Kholodova a kol., 1979).

Obe¢ vyse zminéné rostliny patii do ¢eledi hvézdnicovité Asteraceae, parcha saflorova
Leuzea carthamoides je zarovenn vibec nejbohatsi rostlinou na vyskyt PEs. SuSina této
rostliny obsahuje vice nez 1 %, v semenech pak az 2 % (Koudela a kol., 1995). Kofen parchy
ma mnoho vyuziti, pro vysoky obsah PEs je naptiklad vhodnym pfirozenym zdrojem
zakladnich PEs (napft. 20E, polB, ajuC, ionokosteron; Pi§ a Harmatha, 1992; Pi§ a kol., 1992;
Pis a kol., 1994). Piitomnost PEs je mén¢ Casta v pro ¢lovéka bézné konzumovanych
rostlinnych druzich, vyjimku tvoii $penat sety Spinacia oleracea L. (Bathori a kol., 1982;
Grebenok a kol., 1991). Ve své diplomové praci se touto rostlinou podrobné zabyvala
Maskova (2016).
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20-hydroxyekdyson (20E) ajugasteron C (ajuC)

0
isovitexiron (iso) makisteron C (makC)

0
polypodin B (polB) ponasteron A (ponA)

turkesteron (tur) stachysteron C (stachC)

Obrazek 9: Prehled strukturnich vzorcii vsech osmi fytoekdysteroidii (PEs), které jsou predmétem

v této préce.
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3.5 Metody extrakce a izolace fytoekdystreoidi

Prvnim krokem vedoucim K izolaci a stanoveni piirodnich latek z biologického vzorku je
obecné homogenizace. Tento krok byva nezbytny pro rozbiti bunééné stény pletiva
v rostlinném materialu (Harrison, 2011). Pro uéinnou extrakci latek nachazejicich se
zpravidla uvniti rostlinnych bunék, se v tomto kroku pouziva kulovy mlynek, piipadné
predchazi jest¢ homogenizace s ptidanim tekutého dusiku ve tfeci misce s tlouckem
(Tarkowska a kol., 2014).

Po homogenizaci, nasleduje vybér vhodné metody pro izolaci a purifikaci vzorku.
Jednim z moznych pfistupt vyuzivanych za ucelem purifikace PEs je extrakce kapalina-
kapalina (LLE; angl. liquid-liquid extraction). Timto zptisobem dochazi ke kvantitativni
extrakci do rozpoustédla zvoleného podle vlastnosti extrahovanych analyti, s cilem odstranit
prevaznou ¢ast polarnich a nepolarnich necistot. Nevyhodou tohoto pfistupu je tvorba emulzi
a relativné vysoka spotieba rozpoustédel (Lafont a Dauphin-Villemant, 2005).

Vzhledem k tomu, ze PEs tvofi skupinu pomérné polarnich sloucenin, provadi se jejich
extrakce do polarniho rozpoustédla. Casto je pouZivan napt. metanol (MeOH), jehoz
alternativou mtize byt jeho vodna smés, etanol (EtOH), aceton, anebo acetonitril (ACN).
Efektivita extrakce analytu do rozpoustédla zavisi na polarité vzorku, typu kontaminantt,
které maji byt odstranény, lokalizaci a rozsahu v jakém je spojovan s jinymi slouceninami
Vv pletivech. Zvolené extrakéni rozpoustédlo musi u¢inné extrahovat analyt a minimalizovat
pritomnost rusivych latek, zaroven je tfeba zajistit chlazeni, aby nedochézelo béhem procesu
k degradaci vzorku (Hillman, 1978; Lafont a Dauphin-Villemant, 2005).

V minulosti byla pfi odstrafiovani polarnich necistot pouZivana metoda protiproudé
extrakce (angl. courter-current distribution; CCD) mezi 1-butanol a vodu (Horn a
Bergamasco, 1985). V roce 1954 pouzili Butenand a Karlson tuto metodu pro purifikaci ECs
z kukel bource morusového Bombyx mori. Jako extrakéni rozpoustédla byla pouzita Smés
butanol/cyklohexan/voda (6:4:10 v/v/v). Tato metoda umoziiovala rozliseni dvou odlisnych
frakci E a 20E z velkého mnozZstvi v tomto piipad¢ Zivoc¢isného materialu (Lafont a
Dauphin-Villemant, 2005).

Pro izolaci PEs je mozné také vyuziti chromatografickych metod pracujicich
na principu déleni LLE. Metoda kapkové protiproudé chromatografie (angl. droplet counter-
current chromatography, DCCC) umozniuje Géinny zpusob purifikace vzorku v iadech
nékolika dnti. Za vhodnych podminek je s jejim vyuzitim mozné ziskat i ¢isté PEs (Kubo a
kol., 1986). Nov¢jsi alternativou DCCC je vysoce rychlostni protiprouda chromatografie,
kterd umoziuje separaci jiz v fddu nckolika hodin. Principem je, kapalnd stacionarni faze
vytlacovéana na koloné kapalnou mobilni fazi (MF) ptisobenim odstredivé sily (Ito, 1986).
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Pro izolaci PEs je mozné dale pouziti nizkotlaké kolonové chromatografie. Pouziva se bud’
v systému normalnich fazi, kdy je sorbentem napt. silikagel nebo alumina gel, anebo
v systému obracenych fazi (angl. reversed phase, RP). V tomto piipadé pak slouzi jako
sorbent nejcastéji linearnimi alkyly (C1s) modifikovany silikagel nebo polymerni pryskyfice.
Ziskané frakce je pak dale nutné separovat a analyzovat. Pro rychlé vy¢isténi malych vzorku
Ize vyuzit stiikaéek RP-HPLC, které obsahuji malé mnozstvi (0,2-1 g) sorbentu.

Popsané ptistupy jsou stale Cast&ji nahrazovany extrakci na pevné fazi (angl. solid-
phase extraction, SPE). Tato metoda ma v porovnani s jinymi fadu vyhod, napf. snizeni
spotieby organickych rozpoustédel, zvySeni vytéznosti, vyssi citlivost 1 mensi casovou

naroc¢nost (Moors a kol., 1994; Tarkowska a kol., 2014).

3.5.1 Extrakce na pevné fazi (SPE)

Tato metoda je Siroce vyuZzivanou technikou pouzivanou k pfeciSténi a zakoncentrovani
vzorka v laboratofich nejriznéjsiho zaméieni. Cilem této metody je sniZeni mnozstvi
interferujicich latek a necistot ze vzorkl, a tim ziskani co nejéistSsiho vzorku analytu.
Vyuziva rozdéleni slozek vzorku mezi kapalnou a pevnou fazi plisobenim nepolérnich,
polarnich anebo iontovych interakci. Vzorek je pfiveden do kontaktu s pevnym sorbentem,
ktery je umistén bud’ v kolon€ nebo na disku. Pouzity sorbent je pfizptisobovan vlastnostem
analytu tak, aby mél analyt vyssi afinitu k sorbentu nez k rozpoustédlu, ve kterém je pred
izolaci rozpustén. Sorbentem zachyceny analyt je nasledné¢ uvolnén vhodnym elu¢nim
¢inidlem a nasledné analyticky stanoven (Obr. 10). V zasad¢ rozliSujeme SPE na normalni

fazi, kdy je sorbent polarni, a ¢asté&ji vyuzivanou RP, kde je sorbent nepolarni povahy.

Prubéh SPE: — [ 1 [ _ o
¢ interferujici latky
o Aktivace ®@9 analyt
o Ekvilibrace
[ ]
o  Adsorpce vzorku el o .
; QO". 2 LK
o) Promyti D .,
o  Eluceanalytu [] i
oo sso
& .O.O.

Obrazek 10: Obecné schéma metody extrakce na pevné fizi (SPE). Prevzato a upraveno

z chem.libretexts.org.

20


https://chem.libretexts.org/

Pro izolaci PEs je pouzivana RP, ktera zadrzuje molekuly pomoci nepolarnich hydrofobnich
interakci. Typicky pouzivanym sorbentem pro polarni latky je polyamid, jehoz vyhodou je,
ze jsou z n¢j PEs eluovany dfive nez znecistujici latky — fenolické latky, pigmenty apod.
¢imz je snizeno riziko dals$i kontaminace na minimum (Bathori, 2002).

Pro cel této diplomové prace byla jako sorbent v SPE na RP pouzita polyamidova
pryskyfice (DPA-6S), ktera je navrzena pro odstranéni hlavnich kontaminantt rostlinnych
extrakti obsahujicich COOH a OH skupiny (polyfenoly, chlorofyl, karotenoidy, huminové
kyseliny a dal$i), nami analyzované PEs (Obr. 9) prosly kolonkou bez zachytu. Pro srovnani
SPE sjinou metodou se nabizi pouziti relativné nového ptistupu Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, and Safe (QUEChERS) vyuZivajici purifikaci na bazi disperzni SPE
(dSPE). Jak napovida i pieklad nazvu, prinasi dSPE oproti klasické SPE nékolik vyhod.
Umoznuje analyzu vétSiho mnozstvi vzorkt pii pouziti minimalniho mnozstvi rozpoustédla,
presné vysledky, a navic redukuje komplikované a ¢asové naro¢né analytické kroky
(Anastassiades a kol., 2003). Mezi dalsimi jesté naptiklad odpada nutnost pouziti tlakovych
zafizeni, neni nutné pfedem aktivovat ani kondicionovat kolonky, ¢imz se zkracuje doba

pripravy vzorku a snizuje cena (Kydlickova, 2016; Rejczak a Tuzimski, 2015).

3.5.2 lzolace a purifikace disperzni SPE, QUEChERS
Piistup QuEChERS byl popsidn v letech 2001-2002 némecko-kyperskym chemikem
Michelangelem Anastassiadem a americkym védcem Stevenem J. Lehotayem
(Anastassiades a kol., 2003a). Puvodné byla metoda vyvinuta pro veterinarni analyzu,
piedev§im anthelmintik a tyreostatik ve zvifecich tkanich. Metoda QUEChERS a jeji
modifikace se rychle vyvijeji nad ramec ptivodniho rozsahu aplikace, piedevsim pii analyze
pesticidt v rostlinnych pletivech. Moznost zavedeni modifikaci zalozenych na aplikaci
ruznych rozpoustédel, soli, pufri a sorbentdl umoznuje QuEChERS implementovat
do analyzy Sirokého spektra analytli a matric. Simultanni analyza muze byt provedena
pro stovky latek pomoci systémt plynové chromatografie (GC) ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii (GC-MS/MS) a kapalinové chromatografie taktéz ve spojeni
standemovou MS (LC-MS/MS; Anastassiadesa kol., 2003). Rozsah aplikaci tohoto
analytického pfistupu se neustale rozsifuje, cemuz odpovida i nartst poctu studii. Pro svou
variabilitu a charakter by mél QUEChERS byt povazovan spise za koncept piipravy vzorku
(metodiku), nez za samostatnou metodu (Knydlickova, 2016; Rejczak a Tuzimski, 2015).
Nedavné pokroky v separaci a detekci poskytované nastroji ultravysoce ucinné
kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (UHPLC-
MS/MS) nebo i GC-MS/MS umoziuji analyzu pii vhodnych detekénich limitech
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bez intenzivni piipravy vzorku. Nevyhodou muizZe byt vys$si nakladovost pozadovaného
vybaveni pro stanoveni analyti, nicméné schopnost simultanni detekce tak rozsahlého
mnozstvi analyti, kombinovana s vyhodami postupu ptipravy vzorki QuEChERS, dé¢la
celkovou analyzu efektivni i po strance nakladové (Rejczak a Tuzimski, 2015).

Samotny postup pristupu QUEChERS zahrnuje v zasadé &tyfi po sobé nasledujici
kroky vyuzivajici princip LLE a dSPE (Kydlickova, 2016; Majors, 2007).

Postup metodiky piistupu QUEChERS:
o  Extrakce vzorku

o Rozd¢leni fazi

o Ttepani a centrifugace

o Precisténi pomoci dSPE a centrifugace

1. Extraction L. Clean-up
[ [

—_ | —

Transfer

— ACN exiract — Clean extract
d— Plant matter 'ﬂ— Sorbents

— Waler

= Excess salt

Obrézek  11:  Schéma  pripravy  vzorku  metodickym  pristupem  QUECHERS.
Prevzato z Hengel a kol., 2020.

Principem je pouziti vysoké koncentrace soli, kterd efektivné donuti piejit hydrofobni latky
z predem dikladné homogenizovaného vzorku do organického rozpoustédla, které je
ke vzorku ptidano. V piipadé€, ze vzorek obsahuje méné nez 25 % vody, je nutné pridani
vody (Casto ve velkém nadbytku viiéi rozpoustédlu).

Pocateénim krokem je extrakce vzorku, kdy jako rozpoustédlo byva nejcastéji
pouzivan ACN, dale také etyl acetat nebo aceton. K extraktu je ptidana sul, pficemz
nejvhodnéj§i pomér siranu hotecnatého a chloridu sodného navrzeny autory pro krok
rozdé€leni je 4: 1 (Anastassiades a kol., 2003). Bezvody MgSOs je vybornym suSidlem a
pti jeho hydrataci dochazi k exotermni reakci, coz ma za nasledek zvySeni Gc¢innosti
extrakce. Teplota vzorku se mize zvysit az na 40 °C (Diéz a kol., 2006). Po centrifugaci se
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rostlinnych materiald, vodna faze a u dna je vrstva soli (Obr. 11). V dalsim kroku vyuzivame
principu dSPE, extrakt je prenesen do dSPE zkumavky (Obr. 12) obsahujici vhodné zvolené
dSPE sorbenty pro zachyt interferentt (Knydlickova, 2016; Rejczak a Tuzimski, 2015).
Sorbent v kroku purifikace nutné zvolit tak, aby zadrzoval nezadouci spole¢né extrahované
slou¢eniny z matrice a umoznil analytim setrvat kapalné fazi ve sbérné zkumavce
(Majors, 2013; Obr. 11 a 12). Ve fazi dSPE purifikace jsou hlavnimi otdzkami k feseni typ,
mnozstvi sorbentti a jejich selektivita (Anastassiades a kol., 2003; Anastassiades, 2006;
Lehotay a kol., 2010).

Product Number Contents
dSPE komora

150 mg MgSO, v e v
ECQUSF14CT 50 mg PSA - tésnici vicko
= /
150 mg MgSO, dSPE sorbent »
ECQUSF24CT 50 mg PSA q
50 mg C18 \ /f
150 mg MgSO, 0,2 um filtr —— ' ‘
ECQUSF34CT 25 mg PSA »
2.5 mg GCB V4
150 mg MgSO, ,-, ‘
50 mg PSA
ECQUSF44CT 50 mg C18 "
150 mg MgSO, S
ECQUSF54CT = e ’251: skerna k_> o
L
50 mg Chlorofiltr® Zkumavka ¢
S WS
150 mg MgSO, : G\),. 7 "
ECQUSF6ACT 50 mg C18 N ca®
50 mg Chlorofiltr® it
w £

150 mg MgSO,
50 mg C18

ECQUSF74CT

Obrézek 12: Zkumavka typu Spinfiltr® pro metodu QuEChERS a jeji soucdsti, zeleny ramecek
ohranicuje konkrétni typy dSPE sorbentii pouzitych v experimentalni casti této prdace, konkrétné
pro postupy B a C. Kromé sorbentit v ramecku proveden i postup A obsahujici smés sorbentii: 150 mg
MgS04; 50 mg PSA a 50 mg Chlorofiltr®. Prevzato a upraveno z Informacni brozury QuEChERS

[online].

Mezi druhy dSPE sorbentt se v piristupu QUEChERS pouziva ¢asto tzv. primarni sekundarni
amin (angl. primary secondary amine, PSA). Jeho hlavni funkci je odstranéni mastnych
kyselin, organickych kyselin, cukri a iontovych lipidi a n&kterych pigmentt z extraktu,

to déla PSA vhodnym pro ruzné rostlinné druhy (Anastassiades a kol., 2003).
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Dalsim sorbentem, ktery je vhodny pro purifikaci karotenoidd, chlorofylu a sterolt je C18
sorbent. Odstranuje z extraktu mastné kyseliny s dlouhym fetézcem, nepolérni interferenty
a poskytuje dobré vysledky pii purifikaci vzorki s vyraznym podilem tuka a voskt (Katalog
firmy UCT [online]; Lehotay a kol., 2005). Jeho nevyhodou je ztrata planarnich analyta.
Standartnim sorbentem, ktery byva pouzivan pro odstranovani pigmentu z extraktu je
grafitizovany uhlik (angl. graphitized carbon black, GCB). Sorbent GCB je pro odstranéni
chlorofylu z rostlinného extraktu dostate¢né ucinnym, ale jeho nevyhodou je, Ze muze
zachycovat ingkteré planarni analyty. Ztoho divodu byl firmou United Chemical
Technologies (UCT) vyvinut alternativni sorbent ChloroFiltr® zalozeny na polymeru, ktery
je ur¢en vyluéné pro odstranéni chlorofylu z acetonitrilovych extrakti. (Katalog firmy UCT
[online]; Popis produktu a technickych parametri u QUEChERS zkumavky [online]).

V nasem piipad¢ byly pro experiment v této praci vybrany smési sorbenti MgSQOs, C13, PSA
a Chlorofiltr®. Pro optimalizaci extrakce a izolace byl zamé&rné vybran rostlinny material
Spenatu setého Spinacia oleracea L. s vysokym obsahem pigmentti a merliku ¢ilského
Chenopodium quinoa, jehoz 4-denni semenacky obsahuji v porovnani se §penatem vyrazné
mén¢ pigmentl. Konkrétni mnozstvi sorbenti a extrakénich ¢inidel shrnuje

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

3.6 Metody stanoveni fytoekdysteroidi

V dnes$ni dobé se pro stanoveni PEs jevi nejvyhodnéji pouziti moderni chromatografické
metody UHPLC. Separace je zaloZena principu rozdélovani latek mezi kapalnou (mobilni)
a pevnou (stacionarni) fazi. Lze ji pouzit jak pro preparativni ucel, kdy jsou ptipravovany
Cisté PEs, tak pro analytickou chromatografii, kde je ur€ovana identita a koncentrace PES
ve smési. Pfi porovnani s jinymi piistupy je UHPLC vyhodna pro rychlost, pfesnost a
zejména schopnost detekovat i velmi malé mnozstvi PEs (citlivost metody). S ohledem
na zvyseny tlak (100 MPa), ktery je pro tento systém zapotiebi bylo zvoleno ¢inidlo ACN,
ktery je méné viskOzni a tedy vhodné&jsi v porovnani s MeOH.

Pro stanoveni PEs lze pouzit ale i dalsi metody. Naptiklad Demlova ve své bakalaiské
praci v roce 2015 kvantifikovala 5 vybranych PEs v 49 rostlinnych druzich a jejich ¢astech
(celkem 83 casti rostlin) s vyuzitim metody micelarni elektrokinetické chromatografie
(MEKC). Jedna se o elektromigra¢ni metodu na principu separace molekul PEs ve formé
micel (vytvofené pomoci detergentu dodecyl siranu sodného; SDS) separujicich se
v elektrickém poli. . Nejabundantnéjsi PEs byl detekovdn u ptiblizné 75 % zkoumanych

rostlin. Vysledkem bylo zjiSténi, Zze se tato metoda jevi jako vhodnd pro stanoveni PEs
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ve vzorcich s jejich vysokym obsahem. Vyhodou této metody v porovnani s LC/MS je
zkréceni analyzy protoze neni nutné provést SPE purifikaci (Demlova, 2015; Large a
kol., 1992; Davis a kol., 1993).

V roce 2016 pouzila Maskova pro stanoveni a detekci PEs v rostlinach $penatu setého
Spinacia oleracea L. metodu superkritické fluidni chromatografie ve spojeni s UV/IMS
detekci (SFC-UV-MS). Tato metoda pouziva jako MF superkritickou kapalinu (stladeny
plyn — CO3). Na podobném principu funguje i GC, divodem pro¢ se od této metody ustupuje
je nutnost derivatizace vzorku, ktera u SFC neni nutna (Lafont a Dauphin-Villemant, 2005).

V minulosti byla pro stanoveni PEs pouzita také metoda tenkovrstevné chromatografie
(angl. thin layer chromatography; TLC) s detekci pomoci ultrafialové denzitometrie
(TLC-UV). Po optimalizaci MF byla zvolena smés obsahujici benzen, chloroform a MeOH.
Pii detekci vyuzili znalost absorbance PEs vrozsahu UV spektra pii 254 nm (Bathori a
Kalasz, 2001; Lafont a kol., 2012). Déle lze pro detekci pouzit i detektor diodového pole,
ktery umoznuje odecitat absorpcni spektra vsech eluovanych pika. Pro stanoveni struktury
PEs lze s uspéchem pouzit metodu NMR (Lafont a kol., 2012).

Je mozné i pouziti imunoanalytickych metod analyzy pracujicich na odlisném principu
ve srovnani svysSe vypsanymi. V tomto piipadé byvaji pouzivany protilatky ziskané
imunizaci zvitat (Lafont et al., 2012). Pro stanoveni koncentrace PEs v extraktech rostlin
nebo byly dfive pouzivany i rizné druhy in vitro a in vivo biotesti (Butenand a Karlson,
1954). Ty zaroven slouzily i pro stanoveni relativni biologické aktivity riznych PEs (Lafont
a kol., 2012).
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Chemikalie

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

Destilovana a redestilovana voda (Aquaosmotic Tignov, CR)

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

Chlorid sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)

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

Kyselina mraven¢i LC-MS grade (>99%; Chromasolv®, Velka Britanie)
Metanol HPLC LC-MS grade (Merck KGaA, Némecko)

Siran hotfecnaty (Merck KGaA, Némecko)

Standardy:

20-hydroxyekdyson (20E; Sigma-Aldrich, Némecko; UOCHB AV CR, v.v.i., CR)
ajugasteron C (ajuC; UOCHB AV CR, v.v.i., CR)

isovitexiron (iso; UOCHB AV CR, v.v.i., CR)

makisteron C (makC; UOCHB AV CR, v.v.i., CR)

polypodin B (polB; Sigma-Aldrich, Némecko; UOCHB AV CR, v.v.i., CR)
ponasteron A (ponA; Sigma-Aldrich, Némecko; UOCHB AV CR, v.v.i., CR)
stachysteron C (stachC; UOCHB AV CR, v.v.i., CR)

turkesteron (tur; UOCHB AV CR, v.v.i, CR)

4.2 Rostlinny material

Pro ucely této diplomové prace bylo pouzito celkem 14 rostlinnych druhti nebo jejich ¢asti

uvedenych v Tab. 1A. V tabulce je zaznamenan jak rostlinny material ziskany jiz diive a

uchovany na pracovisti v hlubokomrazicim boxu pti -80 °C, tak material odebrany autorkou

této prace (oznaceno symbolem ,,a*). Data sbéru jiz uloZeného materialu je zaznamenan

v Tab. 1B. Spenat sety Spinacia oleracea L. a merlik ¢&ilsky Chenopodium quinoa byly

kultivovany ze semen na Ustavu rostlinné vyroby v.v.i. (viz kapitola 4.4.1 Kultivace

rostlinného materialu). Vsechen materidl — kromé& kapsli rozchodnice rizové — byl

extrahovan za pouziti ¢erstvé hmoty pletiva (FW).
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Tabulka 1A: Seznam analyzovanych rostlin.

Nézev rostliny

Celed’

Cast rostliny

Zbé&hovec plazivy (Ajuga reptans) @

Yzop lékatsky (Hyssopus officinalis)
Rozchodnice razova (Rhodiola rosea) 2
Hadinec obecny (Echium vulgare) @

Mésicek 1ékaisky (Calendula officinalis)
Rakytnik fesetlakovy (Hippophae rhamnoides)
Salvgj 1ékaiska (Salvia officinalis)
Hefmanek 1ékaisky (Matricaria chamomilla)
Hluchavka bila (Lamium album)

Levandule (Lavandula)

Kustovnice ¢inska (Lycium chinense)

Parcha saflorova (Leuzea carthamoides)

Spenat sety (Spinacia oleracea L.)
- kultivar New Japan, Japonsko

Merlik &ilsky (Chenopodium quinoa)
- kultivar Refineria, Bolivie

hluchavkovité (Lamiaceae)
hluchavkovité (Lamiaceae)
tlusticovité (Crassulacea)
brutnakovité (Boraginaceae)
hvézdnicovité (Asteraceae)
hlosinovité (Elacagnaceae)
hluchavkovité (Lamiaceae)
hvézdnicovité (Asteraceae)
hluchavkovité (Lamiaceae)
hluchavkovité (Lamiaceae)
lilkovité (Solanaceae)

hvézdnicovité (Asteraceae)

laskavcovité (Amaranthaceae)

laskavcovité (Amaranthaceae)

koften, stonek, kvéty
kvét, bez kvéta

extrakt v kapslich

koften, list+stonek, kvéty

semeno, list, kvéty
list, plod

list, kvéty

list, kvéty

list, kvéty
listy+kvéty
listy+kvéty

kofen, list

semenacky 15 DAG

semenacky 4 DAG

& — rostlinny material odebrany autorkou prace; DAG — pocet dnii od zaseti

Tabulka 1B: Datum sbéru jiz diive sebranych rostlin z mraziciho boxu.

Nazev rostliny

Datum sbéru

Mésicek 1ékaisky (C. officinalis)
Rakytnik fesetlakovy (H. rhamnoides)
Salvgj 1ékaiska (S. officinalis)
Hefmanek pravy (M. chamomilla)
Hluchavka bila (L.m album)
Levandule (Lavandula)

Kustovnice ¢inska (L. chinense)

Parcha saflorova (L. carthamoides)

9.10. 2014
2.10. 2014
24.9.2014
9.10. 2014
19.9. 2014
2.10. 2014
4.10. 2014
4.10. 2012
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4.2.1 Zbéhovec plazivy

Zbéhovec plazivy Ajuga reptans, byl sesbiran autorkou prace na slunném zahradnim
stanovisti v Konici dne 31. 5. 2018. Na tomto stanovisti Se jiz rostlina bohuzel nachazela
ve fazi odkvétu (viz fotografie na Obr. 13a-C). Z mista sbéru byla rostlina v obou pfipadech
prevezena do laboratoie, kde byla rozdélena na tii ¢asti: kofeny, stonky s listy a kvétni ¢ast.

Jednotlivé ¢asti byly ulozeny ve skiinovém mrazicim boxu pti -80 °C do doby analyzy.

Obrézek 13: Zbehovec plazivy Ajuga reptans, celd rostlina pred rozdélenim (a), detail nadzemni
casti v odkvétu (b) a koren (c). Kvetouci rostlina zbéhovce (d).
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4.2.2 Extrakt rozchodnice rizové

Extrakt rozchodnice rizové Rhodiola rosea byl ziskan z volné dostupného dopliiku stravy
Rhodiola BIO ESSENCE (Obr. 14), ktery dle udaju vyrobce obsahuje 100 mg extraktu
rozchodnice rizové Rhodiola rosea v jedné kapsli. Pro ucely této prace byl pouzit pouze
sypky obsah ziskany smisenim obsahu 10 kapsli, z nichZ bylo navazovano mnozstvi 25 mg

ve tiech technickych opakovanich.

Obrazek 14: Doplnek stravy Rhodiola BIO ESSENCE
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4.2.3 Hadinec obecny

Hadinec obecny Echium vulgare byl odebran autorkou prace na suché louce (Olomouc-
Horni lan) dne 29. 5. 2018 (Obr. 15). Z mista sbéru byla rostlina pfevezena do mista bydliste,
omyta a rozdélena na listy se stonkem, kvétni ¢ast a koten. Poté byla uskladnéna v mraznicce

pti teploté -20 °C do nésledujiciho dne, kdy byla ulozena ve sktifiovém mrazicim boxu

pti teploté -80 °C a skladovéana do doby analyzy.

Obrézek 15: Hadinec obecny Echium vulgare celd rostlina (vlevo), detail kvetouci nadzemni Cdsti

rostliny (vpravo).

4.3 Pristroje a material

Analytické vahy Ohaus Explorer Analytical EX224 (OHAUS Europe GmbH; Svycarsko)
Centrifuga VWR MICRO STAR 12 — ptistroj pro centrifugaci vzorkt (VWR, Némecko)
Centrifugacni nylonové filtry (Pall Co., USA; velikost porti 0,2 um)

Centrifugaéni zkumavky 50ml (Biofil, Cina)

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

Expandovany perlit EP AGRO (Perlit spol. s.r.o0., Senov u Nového Ji¢ina),

Filtraéni mikrozkumavky 2ml s microspin filtry 0,2 um (GraceDavison discovery science, USA)
Filtraéni papir

Hmotnostni spektrometr Xevo® TQ MS (Micromass, Velka Britanie)

Chladnicka Liebherr 269L (Liebherr, Svycarsko)

Infrared Digital Vortex Mixer TX4 (VELP Scientifica, Italie)

Kapalinovy chromatograf Acquity™ UPLC (Waters, USA)

Kolona Acquity UPLC® CSH™ (Cyg; 2,1x50 mm; 1,7pum (Waters, Irsko)
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Kolona Acquity UPLC® CSH™ HSS T3; 2,1x50 mm; 1,8um (Waters, Irsko)
Kolona Acquity UPLC® CSH™ Phenyl-Hexyl; 2,1x50 mm; 1,7um (Waters, Irsko)
Kolona Kinetex® EVO Cig; 2,1x50 mm; 1,7um (Phenomenex, USA)

Kolona Luna® Omega PS Cisg; 2,1x50 mm; 1,6um (Phenomenex, USA)

Konicky insert s pruzinkou (Supelco, USA)

Kuli¢ky ZrO,, 2 mm (Nést Radvance, Inc.; USA)

Kulovy mlynek MM 301; MM 400 (Retsch GmbH & Co. KG, Haan, Némecko)
laboratorni sklo: Petriho misky, porcelanova tireci miska s tlouckem kadinky, odmérné
baiiky, odmérné vélce

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

Mikrocentrifuga VWR MICRO STAR 12 (Thermo Electron LED GmbH, Némecko)
Mikrozkumavky Eppendorf2ml (Brand GmbH + Co KG, Némecko)

Millipore Simplicity 185 — zafizeni na pfipravu ultradisté vody (Millipore, USA)

PH metr pH 700 (Eutech Instruments, Singapur)

QUECHhERS 2ml kolonky CUMPSGG2CT (United Chemical, USA)

QUECHhERS 4ml kolonky ECQUSF54CT (United Chemical, USA)

QUECHhERS 4ml kolonky ECQUSF64CT (United Chemical, USA)

Rotator Stuart SB3® (Bibby Scientific Ltd., Staffordshire, Velka Britanie)

Skiinovy mrazici box MDF-DU502VH-PE (PHCDbi, Nizozemsko)

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

Spi¢ky a pipety Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

Uhlovy rotor 6x50 ml; 30x1,5/2,0 ml (HERMLE Labortechnik GmbH, Némecko)
Ultrazvukova lazen BANDELIN SONOREX RK510 (Bandelin, Némecko)
Vakuova komiirka Visiprep™ — Supelco (Sigma Aldrich, Némecko)

Vakuovy rotacni koncentrator Acid Resistant Centrivap (Labconco, USA)
Vysokovykonna centrifuga HERMLE Z36HK (HERMLE Labortechnik GmbH, Némecko)
Zkumavky z borosilikatového skla 12x75 mm (FisherBrand, USA)

Rustova komora

Kultivaéni komora PSI (Photon Systems Instruments spol. s.r.o0., Ceské republika)

Software

MassLynx (verze 4.1, Waters, Manchester, Velka Britanie)

MS Excel (verze 16.0.4966.1000, soudast balicku Microsoft® Office Professional Plus,
2016, USA)
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4.4 Metody

Pro izolaci PEs z rostlinného materialu byly pouzity dvé rizné metody: SPE a QuUEChERS.
Prvni z obou uvedenych je purifikace metodou SPE, ktera byla provedena na celkem
12 rostlinnych druzich (viz Tab. 1A, podkapitola 4.2 Rostlinny material). U zbyvajicich
dvou druht rostlin: $penatu setém Spinacia oleracea L. a merliku ¢ilském Chenopodium
quinoa byly PEs purifikovany pouzitim metody QuEChERS (viz podkapitola 3.5.2 1zolace
a purifikace disperzni SPE, QUEChERS). Po ziskani ptislusnych analytt byla provedena
kvantitativni analyza PEs s vyuzitim UHPLC-MS/MS. Naméiena data byla zprocesovana
pomoci softwaru MassLynx, v2 4.2 a vysledky byly zpracovany do grafi v programu
Microsoft Excel, verze 2016. Prezentované hodnoty piedstavuji vzdy aritmeticky pramér ti

nezavislych méteni.

4.4.1 Kultivace rostlinného materialu

Pro ucely této prace byl pouzit kultivar Spenatu setého Spinacia oleracea L. New Japan a
kultivar merliku ¢ilského Chenopodium quinoa Refineria pivodem z Bolivie. Oba byly
ziskany z genové banky Vyzkumného Gstavu rostlinné vyroby, v.v.i.(VURV) .

Semena $penatu setého Spinacia oleracea L. byla kultivovana na perlitu po dobu
15 dni v rtistové komote PSI (Photon Systems Instruments spol. s.r.o., Ceska republika
(VURV). Svételny rezim v komofe byl nastaven na 14 h pii intenzité ozafenosti
250 pmol'm?-s™* a 10 h tmy. Nastaveni teploty ve fytokomoie bylo 17 °C po dobu 16 h a
po zbytek dne (8 h) byla teplota snizena na 14 °C. Po dobu kultivace byly rostliny zalévany
roztokem Kristalon™ pti fedéni 1:1000 (10 g hnojiva na 10 | vody).

Semena merliku ¢ilského Chenopodium quinoa byla vyseta do Petriho misek
na filtra¢ni papir navlhéeny destilovanou vodou. Kultivace probihala opét v rastové komote
PSI (viz vyse, VURV) po dobu 4 dni pii intenzité ozafenosti 250 pmol-m2s™ a teploté23 °C
pii nastaveni délky dne 10 h. Po zbylych 14 h dne byl nastaven rezim tma, pii snizené teploté
15 °C.

Oba rostlinné materialy byly po kultivaci sesbirany do plastovych zkumavek,
oznateny a ulozeny Ve skfinovém mrazicim boxu MDF-DU502VH-PE (PHCHhi,
Nizozemsko) pii teploté -80 °C.
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4.4.2 Extrakce aizolace metodou SPE
Casti rostlinnych materiala byly — kromé& $penatu setého Spinacia oleracea L. a merliku
Cilského Chenopodium quinoa — zhomogenizovany ve tieci misce pod tekutym dusikem.
Ze ziskaného homogenatu bylo do 2ml mikrozkumavek na laboratornich vahach Ohaus
Explorer Analytical EX224 (OHAUS Europe GmbH; Svycarsko) navazeno 25 mg FW
ve ttech technickych replikétech.
Ke kazdému vzorku byl pfidan 1 ml 80 % MeOH vychlazeného na teplotu -20 °C
a homogenizacni kulicky ZrO; o priméru 2 mm pro uinnéjsi extrakci. Vzorky byly
umistény do kulového mlynku MM 400 (Retsch GmbH & Co. KG, Haan, Némecko), kde
byly 3 minuty homogenizovany pii frekvenci 27 Hz. Nasledné byly 5 minut extrahovany
v ultrazvukové lazni BANDELIN SONOREX RK510 (Bandelin, Némecko) a uloZeny
na dobu 60 minut pfi 17 rpm do laboratorniho rotatoru Stuart SB3® (Bibby Scientific Ltd.,
Staffordshire, Velka Britanie) v lednici Liebherr 269L (Liebherr, Svycarsko) pfi teploté
4 °C. Nakonec byla provedena centrifugace vzork pii teploté 4 °C a otackach 17000 rpm
po dobu 10 minut centrifugou HERMLE Z36HK (HERMLE Labortechnik GmbH,
Némecko). Ziskany supernatant byl odebran do borosilikatové zkumavky, piekryt alobalem
a uskladnén v lednici pfi teploté 4 °C.

Zbyly pelet v mikrozkumavkach byl reextrahovan pfidanim 1 ml 80 % MeOH a
5 minut ponechan v sonifikatoru a poté 30 minut na laboratornim rotatoru v lednici pii 4 °C
a otackach 17 rpm. Po reextrakci byly vzorky opét centrifugovany a supernatant ziskany
reextrakci vzorkt spojen s prvnim podilem extrakce.

Spojeny hruby extrakt (2x1 ml) byl nanesenim na SPE kolonku Discovery® DPA-6S
(50 mg/1ml; Supelco, USA) zbaven pigmentt, listovych barviv a dal$ich interferujicich latek

zatimco PEs prochazely kolonkou do cisté borosilikatové zkumavky bez retence.

33



Postup SPE:

o  Aktivace sorbentu kolonky nanesenim 1 ml 100 % MeOH
o Ekvilibrace nanesenim 1 ml 80 % MeOH

o  Naneseni spojenych supernatantt (2x1 ml)

o Sbér frakce do borosilikatovych zkumavek

* analyt
L 1] interferujici latky
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Obrazek 16: Schéma extrakce na pevné fazi. Prevzato z https://chem.libretexts.org/

a upraveno.

Sesbirané frakce vzorkt po purifikaci byly v borosilikatovych zkumavkach odpateny
dosucha pii 37 °C ve vakuovém rotaénim koncentratoru Acid Resistant Centrivap
(Labconco, USA).

Pro extrakci rostlinného materialu a ekvilibraci SPE kolonek byl pouzit 80 % roztok

MeOH, ktery byl piipraven smichanim 200 ml destilované vody a 800 ml 100 % MeOH.

4.4.3 Extrakce aizolace metodou dSPE, QUEChERS

Semenacky (15 DAG) Spenatu Spinacia oleracea L. a merliku cilského Chenopodium
quinoa (4 DAG) byly zhomogenizovany tlou¢kem ve tieci misce pod tekutym dusikem.
Ze ziskaného homogenatu bylo do 2ml mikrozkumavek na laboratornich vahach Ohaus
Explorer Analytical EX224 (OHAUS Europe GmbH; Svycarsko) navazeno mnoZstvi 5 mg
FW ve tiech technickych replikatech.

Piedem byla ptipravena extrakéni smés ACN a isopropanolu (iPrOH) v poméru 9:1
smisenim 900 ml 100 % ACN a 100 ml 100 % iPrOH vychlazena na -20 °C. Ke kazdému
vzorku homogenatu byl pfidan bud’ 1 ml 100 % ACN (protokol 1; P1) anebo 1 ml extrak¢ni
smési ACN:iPrOH 9:1 (protokol 2; P2 viz Tab. 2). Pro G¢inngjsi extrakci byly ke kazdému
vzorku ptidany 2-3 homogenizaéni kuli¢ky z ZrO» 0 priméru 2 mm. Vzorky byly umistény
do kulového mlynku MM 301 (Retsch GmbH & Co. KG, Haan, Némecko), kde byly

pii frekvenci 27 Hz homogenizovany po dobu 3 minut. Nasledné byly 5 minut sonifikovany
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v ultrazvukové lazni BANDELIN SONOREX RK510 (Bandelin, Némecko) a uloZeny
do laboratorniho rotatoru Stuart SB3® (Bibby Scientific Ltd., Staffordshire, Velka Britanie),
kde byly pii teploté 4 °C a otackach 17 rpm extrahovany pies noc. Nakonec byla provedena
centrifugace vzorkd centrifugou HERMLE Z36HK (HERMLE Labortechnik GmbH,
Némecko) pfi teploté 4 °C a otackach 10000 rpm po dobu 10 minut.

Zatimco byly vzorky centrifugovany, bylo do novych 2ml mikrozkumavek navazeno
400 mg siranu hoteénatého a 100 mg chloridu sodného. Po centrifugaci byl supernatant
pridan do mikrozkumavek k predem navazené smési MgSOs a NaCl. Vzorky byly umistény
do kulového mlynku, kde byly intenzivné tfepany 1 minutu pii frekvenci 15 Hz. Poté byly
vzorky centrifugovany (10000 rpm pti teploté 4 °C) po dobu 5 minut. Ziskany supernatant
byl purifikovan v piislusnych dSPE zkumavkach QUEChERS s vybranou smési sorbentt
podle typu postupu (A, B a C; viz Tab. 2). Postup D, resp. protokol 3 je podrobnéji popsan
Vv pfedchozi podkapitole 4.4.2 Extrakce a izolace metodou SPE.

Tabulka 2: Prehled slozeni dSPE a SPE sorbentii ve zkumavkach a extrakcnich roztokii pouZitych
pro izolaci fytoekdysteroidii ze vzorkii Spendtu setého Spinacia oleracea L. a merliku cilského

Chenopodium quinoa.

Postup A B C D

Druh metody dSPE dSPE dSPE SPE

SlozZeni MgSO4 (150 mg) MgSOa4 (150 mg) MgSOs4 (150 mg), polyamidova

sorbenti PSA (50 mg) PSA (50 mg) Chlorofiltr® (50 mg), pryskyfice
Chlorofiltr® (50 mg) Chlorofiltr® (50 mg)  EEC18 (50 mg), DPA-6S

EEC18 (50 mg),

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 ziskany supernatant z pfedchoziho kroku ptenesen do 2ml QUEChERS
zkumavky (Obr.17A), ve které byl 1 minutu intenzivné téepan pii frekvenci 15 Hz
na kulovém mlynku, poté byly vzorky v QUEChERS zkumavkach centrifugovany 5 minut
pii 4500 rpm a teploté 4°C.

Pro postupy B a C bylo nutné ptenést sypky dSPE sorbent z dSPE
komory QUEChERS zkumavek (Obr. 17B, C) do 2ml mikrozkumavek, aby bylo mozné je
umistit do kulového mlynku. Ve 2ml mikrozkumavkach byl ziskany supernatant

z predchoziho kroku intenzivné tiepan s dSPE sorbentem (1 minutu p#i frekvenci 15 Hz).
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Poté byly vzorky, obdobné jako pii postupu A, centrifugovany 5 minut pii 4500 rpm a teploté
4 °C. Po centrifugaci byl supernatant ptenesen do 4ml QUEChERS zkumavek, ve kterych
byl centrifugovan 2krat 5 minut pii 4500 rpm a 4 °C dokud nebyl zcela prefiltrovan
(ptes 0,2mm filtr) do sbérné zkumavky.

Smés standardid byla pfedem pfipravena smisenim jednotlivych standardi PEs a

100% MeOH.

Obrézek 17: Druhy zkumavek pouzitych pro izolaci fytoekdysteroidii ze Spendtu setého Spinacia
oleracea L. a merliku cilského Chenopodium quinoa. Zleva dSPE zkumavky pro postup A, Ba C
metody QuEChERS. Uplné napravo je SPE kolonka pro postup izolace D. Pismena v horni cdsti

odpovidaji pouzitému postupu izolace fytoekdysteroidii.

Ziskané frakce byly po izolaci podle piislusnych postupt A, B a C pieneseny ze sbérnych
zkumavek QUECHhERS do borosilikatovych zkumavek, ve kterych byly ve vakuovém
rotacnim koncentratoru Acid Resistant Centrivap (Labconco, USA) odpafeny dosucha
pti 37 °C.

Slepé vzorky sestavaly ze smési standardi a ptislusného mnozstvi 100 % MeOH.
Pti ptiprave slepych vzorkl bylo fedéni standardii upraveno pro kazdy postup zvlast. Slepé
vzorky pro postup A byly pfipraveny ze standardd o koncentraci 1-10° mol-I%, v kazdém
Z nich bylo latkové mnozstvi 100 pmol kazdého z osmi PEs. Pro ptipravu slepych vzorka
pro postupy B, C a D byla pouzita koncentrace standardii PEs 1-10* mol-I"t. Latkové
mnozstvi ve slepych vzorcich postupu B, C a D bylo 75 pmol kazdého PEs. Pti rekonstrukei
odparku v 50 pl 100 % MeOH a nastiiku 2 pl bylo latkové mnozstvi ve slepém vzorku
pro postup A 4 pmol, pro postup B, Ca D 3 pmol.
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4.4.4 Kvantifikace fytoekdysteroidi pomoci UHPLC MS/MS

Kvantitativni analyza na bazi LC-MS byla provedena u osmi nasledujicich PEs: 20E, polB,
stachC, ponA, ajuC, isovitexiron (iso), tur a makC. Sestava LC-MS pro tyto ucely se skladala
z kapalinového chromatografu spojeného s hmotnostnim spektrometrem. Data byla
vyhodnocena pomoci softwaru MassLynx. Separace osmi vybranych PEs byla provedena
pomoci bindrniho gradientu tvoreného ACN (mobilni fize A) a 10 mM kyselinou mravenci
ve vod¢ (mobilni faze B) na UHPLC koloné obsahujici polymerni sorbent typu C18
s pozitivnim nabojem (Acquity UPLC® CSH™, C18; 2,1x50 mm; 1,7um (Waters, Irsko)

dle programu uvedeného v Tab.3 pii pratoku 0,3 ml/min.

Tabulka 3: Program gradientové eluce pro analyzu fytoekdysteroidii na LC koloné.

Ciselné oznaceni tvaru gradientové

¢as (min) A (%) B (%) KFivky
0,0 15 85

05 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 latky eluované z UHPLC kolony vstupovaly do hmotnostniho spektrometru
(MS), kde byly ionizovany za pomoci elektrospreje pracujiciho v pozitivnim modu (ESI+).
Detekce latek byla provedena tandemovym MS operujicim v reZzimu vicendsobného
monitorovani rozpadu iontu (angl. multiple reaction monitoring; MRM) za nasledujicich
podminek: napéti na ESI kapilate 1,5 kV, teplota v iontovém zdroji byla nastavena
na 120 °C, desolvata¢ni teplota byla 550 °C, pratok desolvataéniho plynu (dusiku) byl
600 1/h a pritok kolizniho plynu (argonu) 0,21 ml/min.

Pro nedostupnost vnitiniho standardu byly vSechny analyzované latky kvantifikovany
metodou vné&jsi kalibrace (9 kalibracnich bodti) v rozsahu 0,01 az 10 pmol/nastiik.
Jednotlivé roztoky standardi pro kalibraci PEs byly piipraveny smisenim piislusného
mnozstvi jednotlivych standardi PEs a 100 % MeOH.

Reten¢ni ¢asy (RT), charakteristiky kalibraénich kiivek a MS podminky detekce
pro jednotlivé analyty jsou uvedeny v Tab.3 a 4A,B. Z namétenych hodnot ploch (A)

jednotlivych bodid pro danou latku byla sestrojena kalibracni kfivka v programu MS Excel
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jako log A =f (log npes) a mnozstvi PEs v realnych vzorcich pletiv bylo vypocitano z plochy

vzorku po jejim dosazeni do linearni rovnice kalibra¢ni kiivky standardu.

Tabulka 4A: Retencni cas a charakteristiky regresnich kalibracnich kiivek studovanych

fytoekdysteroidii.
PEs RT (min) rovnice kalibra¢ni piimky Korelaéni koeficient R
1 tur 1,22 logy =1,3298 (log x) + 3,2895 0,9935
2 20E 2,67 logy =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 logy =1,0447(log x) + 4,2361 0,9907
5 ajuC 3,89 logy =1,3679 (log x) +2,9602 0,9904
6 makC 3,96 logy =1,0673 (log x) + 4,1348 0,9967
7 stachC 4,10 logy =1,0338 (log x) + 4,6577 0,9928
8 ponA 4,25 logy =1,1164 (log x) + 3,9119 0,9956

Tabulka 4B: Podminky hmotnostni spektrometrie pro detekci studovanych fytoekdysteroidii.

PEs diagnosticky MRM piechod napéti na koné (V) kolizni 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 auC 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 — retencni ¢as,; PEs — fytoekdysteroidy

Odparky realnych vzorka rostlinného pltivodu byly po predchozi extrakci a purifikaci

rekonstruovany v 50 ul 100 % MeOH vychlazeného na -20 °C, zamichany pomoci piistroje

na michani vzorku — Infrared Digital Vortex Mixer TX4 (VELP Scientifica, Italie),

prefiltrovany pres centrifugaéni nylonové filtry, a po 5 minutadch sonifikace prevedeny

do konického insertu s pruzinkou umisténého v LC vialce. Nasledné byly vzorky v objemu

2 ul nadavkovany na RP kolonu a analyzovany stejnym zptisobem jako PEs standardy.

38



5 Vysledky

Tato kapitola shrnuje naméfené vysledky provadénych experimentt v ramci této diplomové
prace. Nejdiive byly ziskany vysledky z optimalizace LC-MS a UHPLC-MS/MS analyzy.
Ze ctyt typu RPsorbentl byl vybran nejvhodnéjsi z nich pro separaci PEs metodou UHPLC.
Sorbenty byly hodnoceny podle praimérné $ifky piku a u kritického blizce eluujiciho paru
20E a polB byla vypoc¢itana hodnota rozliseni Rs.

Déle byl stanoven obsah osmi vybranych PEs u celkem 24 ¢asti rostlinnych pletiv
ze 12 rostlinnych druhi (viz seznam Tab. 1A v podkapitole 4.2 Rostlinny materidl).
Pro extrakci a izolaci rostlinného materialu byla pouzita SPE se sorbentem DPA-6S. Postup
pripravy a zpracovani vzorkl probihal tak, jak je popsano v podkapitole 4.4.

Nésledovala optimalizace extrakce a izolace PEs ze S$penatu setého Spinacia
oleracea L. a merliku ¢ilského Chenopodium quinoa. U téchto dvou rostlin byla sledovanym
parametrem, ktery charakterizuje uc¢innost purifikace, navratnost neboli vytéznost
metody (%). Hodnoty vytéZznosti metody bylo dosazeno srovnanim dat z postupu D
(extrakce a izolace SPE na kolonce DPA-6S) a vysledkt ziskanych metodickym piistupem
QUEChERS s principem dSPE. Navratnost PEs byla sledovana pii pouziti dvou riznych
typu extrak¢nich ¢inidel (100% ACN a smési ACN:iPrOH v poméru 9:1) a smési sorbentl
postuptt A, B a C. Provedeny postup extrakce a izolace metodou SPE a stanoveni PEs
UHPLC-MS/MS je vrostlinnych vzorcich zavedeny (Demlovd, 2015). Podrobnéji jsou
postupy extrakce a izolace sepsany v podkapitole 4.4.3 Extrakce a izolace metodou dSPE,
QuEChERS. Ptehled uzitych metod je souhrné sepsan v Tab. 2 na str. 36.

5.1 Optimalizace LC-MS a UHPLC-MS/MS analyza fytoekdysteroidu

Vyvoj metody pro analyzu PEs v rostlinném materialu byl jiz diive feSen v bakalaiské praci
J. Demlové (Demlova, 2015) a diplomové praci K. Maskové (Maskova, 2016). Metoda byla
tehdy zamé&fena na studium péti PEs, a to konkrétné na 20E, polB, ajuC, stachC a ponA
pomoci MEKC, UHPLC ve spojeni sdetekci pomoci tandemového hmotnostniho
spektrometru (MS/MS) pracujiciho na principu trojitého kvadrupolu resp. SFC ve spojeni
s MS (jednoduchy kvadrup6l; SFC-MS). V této praci byla nové tato péti¢lenna skupina PEs
rozsifena o dalsi tii biologicky vyznamné PEs, a to iso, tur a makC — viz ptehled na str. 18;
Obr. 9. Vzhledem kK relativné nizkym hladindm téchto latek v rostlinnych pletivech napti¢
rostlinnymi druhy byla pro separaci a detekci téchto latek z vyse uvedenych metod vybrana
metoda UHPLC-MS/MS, ktera byla dale optimalizovana.

Separace osmi vybranych PEs tetracyklické struktury byla studovdna v systému RP, a to

na nasledujicich ctyfech typech sorbentt na péti kolonach:
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o polymerni sorbent typu Cig s pozitivnim ndbojem a obsahem uhliku 15 % (Acquity
UPLC CSH® 2,1x50 mm; 1,7 pm, Waters)

o polymerni sorbent typu Cis s pozitivnim nabojem a obsahem uhliku 17,5 % (Luna
Omega PS 2,1x50 mm; 1,6 um, Phenomenex)

o polymerni sorbent obsahujici kombinaci linedrniho a cyklického uhlovodiku (Acquity
UPLC CSH® Phenyl-Hexyl, 2,1x50 mm; 1,7 um, Waters)

o Cig sorbent na bazi silikagelu (Acquity HSS T3, 2,1x50 mm; 1,8 um, Waters)

o  Cig sorbent vyrobeny technologii core-shell (Kinetex EVO, 2,1x50 mm; 1,7 um,

Phenomenex)

Piky vSech PEs standardll byly symetrické na vSech typech kolon bez naznaku frontovani
nebo chvostovani. Primérna $ifka pikd byla nalezena v rozsahu 0,2030 az 0,2582 min
(Tab. 4), pticemz nejmensi byla pak na kolon¢ CSH a z tohoto pohledu je tedy kolonou
nejvhodnéjsi pro separaci uvedené skupiny latek. DalS§im parametrem, ktery byl u separace
na jednotlivych typech sorbenti kolon sledovan, bylo rozliseni Rs dvojice 20E a polB. Tyto
dvé latky se nepodafilo kompletné rozseparovat ani na jednom ze studovanych sorbentt,
pricemz sloZeni vodné mobilni faze ani nijak jeji pH separaci vyznamné neovlivnilo (PES
nejsou iontové slouceniny). Hodnota Rs byla vypoctena podle rovnice 1 (viz nize) a
pro jednotlive sorbenty se pohybovala v rozmezi 0,0667 az0,3073 (Tab. 4). Teoreticky zcela
rozlisené (rozdélené) latky maji hodnoty Rs > 1, tj. nejvhodnéjsi by byl ten sorbent, pro ktery
se hodnota Rs co nejvice blizi hodnoté 1, pfipadné je vyssi nez 1. V tomto ptipadé byla
nalezena nejvyssi hodnota Rs pro sorbent HSS (0,3073) a dale pro CSH (0,2992). Hodnoty
jsou tedy pro tyto dva sorbenty velice blizké. Vzhledem k rozdilnym MRM piechodiim 1ze
ovSem 1 tyto piky, koeluujici z cca 30 %, kvantifikovat, a proto jiz dile nebyla vyvijena
snaha 0 dosazeni Rs > 1. Primérna Sifka pikt téchto latek na obou sorbentech je taky velice
podobna (0,2030 min na CSH vs. 0,2070 min na HSS), takZe o kone¢ném vybéru kolony
rozhodla skutec¢nost, ze piky péti z celkoveé osmi sledovanych latek (iso, ajuC, makC, stachC
a ponA) byly uzsi na koloné¢ CSH (Tab. 4). Tato kolona byla tedy vybrana jako nejvhodné&jsi
pro separaci osmi vybranych PEs v redlnych vzorcich rostlinnych pletiv. Celkova délka
analyzy nepiekracuje 5 min a krom¢ ¢astecné koeluce zminéné dvojice 20E a polB jsou

vSechny ostatni latky zcela separovany — Obr. 22.
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Rovnice 1:

R = 2" (tpoiz — t20k)
* (Waop + Whpoi)

kde tpoig @ tooe jsou prislusné retencni ¢asy a hodnoty Waoe @ Whpois jsou piislusné Sitky pikt

u zékladny.

Tabulka 4: Chromatograficke charakteristiky studovanych PEs na UHPLC kolonach s riznym typem

sorbentu pri nastriku 1 pmol PEs do gradientu dle Tab. 2.

PE Reten¢ni ¢as (min) Siika piku (min)

Phenyl- Phenyl-
P CSH PS HSS Hexyl EVO CSH PS HSS Hexyl EVO
kolony

CSH CSH

tur 122 131 1,48 1,06 0,87 0,2543 10,2054 0,2152 0,2323 0,2641
20E 267 285 3,26 2,07 1,88 0,3291 0,3095 0,2677 0,3169 0,2751
polB 2,76 289 3,34 2,15 1,90 0,2726 10,3242 0,2530 0,3046 0,3242
iso 365 363 3,75 3,44 3,09 0,1859 10,2177 0,2103 0,2959  0,4060
ajuC 389 385 395 3,77 3,57 0,1302 0,1621 0,1818 0,1990 0,2014
makC 39 393 4,02 3,84 3,69 0,1523 10,1867 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 425 422 431 4,15 396 | 0,1400 0,1842 0,1621 0,1965 0,1769
Primeérna $irka piku (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 ucely MS/MS detekce bylo pro kazdou ze studovanych latek zméteno fullscan spektrum

Vv pozitivnim modu ES, aby byla zjisténa hodnota prekurzorového iontu (Tab. 5). Na zakladé

této hodnoty byla nasledn¢ pro kazdou latku zmétena i spektra produktovych iontii, u nichz

byl vybran iont ptislusného poméru m/z s nejvyssi intenzitou za ucelem nastaveni funkce a

v

kvantifikace dané latky (tzv. kvantifikaéni MRM piechod) a dale druhy nejintenzivnéjsi iont

v potradi pro ucely potvrzeni jeho identity (konfirmacni MRM pirechod) — oba prechody

viz Tab. 4B.
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Obrézek 18: (+)ESI-LC-MS/MS chromatogram separace osmi fytoekdysteroidii na koloné Acquity
CSH® 2,1x50 mm, 1,7 zm (Waters) pri koncentraci 3 pmol/néstiiku. Priitok mobilni fize 0,3 mi/min,
gradientové eluce dle programu uvedeného v Tab. 3 za pomoci acetonitrilu (mobilni faze A) a 10 mM

kyseliny mravenci ve vodé (mobilni faze B). Kolona byla termostatovana pri 40 °C.

Tabulka 5: Tabulované ES* hmotnostni spektra fytoekdysteroidii a spektra jejich produktovych ionti
normalizované k nejabundantnéjsimu z nich (vyznacen tucné). Hodnoty relativnich molekulovych

hmotnosti Mr jsou prevzaty z webu www.ecdybase.org.

m/z prekurzorového  m/z produktovych iontt v ES”

PE M (g-mol™) : . :
iontuv 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)

IS0 478 479 461 (80); 443 (100); 425 (70); 407 (30)
ajucC 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)

Nové nalezené MRM kvantifikaéni prechody byly pouzity pro méfeni kalibra¢nich kiivek
pro kazdou ze sledovanych osmi latek v rozsahu 0,01 az 40 pmol/néstiik. Kalibrac¢ni kiivky

byly v celém rozsahu linearni s charakteristikami uvedenymi v Tab. 3A.
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Limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ) pro kazdy PEs byl vypocitan
z experimentalnich dat (pét kalibra¢nich kiivek obecné rovnice y = kx + b) pomoci rovnice
2 a 3, kde sp je smérodatna odchylka posunuti b na ose y a k je primérna hodnota smérnice

péti nezavislych méteni (Araujo, 2009).

Rovnice 2:

LOD =3 x s /k

Rovnice 3:
LOQ =10 x s, /k

Hodnoty LOD a LOQ jsou uvedeny v Tab. 6 z niz vyplyva, ze hodnoty LOD se pohybuji
pro osmici PEs v rozmezi 0,0056 pmol (iso) az 0,1061 pmol (tur) a hodnoty LOQ pak
v rozmezi 0,0188 pmol (iso) az 0,3538 pmol (tur). V pfirod¢ nejcastéji se vyskytujici 20E
ma LOD/LOQ tieti nejnizsi ze studované skupiny PEs.

Tabulka 6: Validacni parametry metody — limit detekce (LOD), kvantifikace (LOQ) a dynamicky
rozsah LC-MS/MS metody pro studované fytoekdysteroidy (PES).

PE LOD (pmol) LOQ (pmol) Dynamicky 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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5.2 Vysledky stanoveni obsahu fytoekdysteroidi v rostlinnych druzich

5.2.1 Vysledky kvantifikace fytoekdysteroidi — extrakce a izolace SPE

Vysledkem kvantifikace PEs byly detekovatelné hladiny PEs pouze u 4 druhid rostlin
(parchy, zb&éhovce, hluchavky a hefmanku), coz je jen tfetina z 12 analyzovanych rostlinnych
druhti (viz piehled analyzovanych rostlinnych materialt Tab. 1A podkapitola 4.2).

Z celkem osmi vybranych PEs — 20E, polB, ajuC, tur, iso, makC, stachC, ponA — byl
ve v8ech analyzovanych rostlinnych materidlech detekovatelny obsah pouze u prvnich tfech
zminénych PEs (20E, polB a ajuC). Vyjimkou byla parcha saflorova Leuzea carthamoides,
u které bylo detekovano 6 z 8 PEs (20E, polB, ajuC, tur, makC, iso; Obr. 23). Zbylé dva
(stachC a ponA) byly v parse pfitomny jen ve velmi nizkych hodnotéch, jejich mnozstvi tedy
bylo povazovano za nedetekovatelné. V piipadé parchy byly PEs méfeny v listech a koteni
jedné rostliny. Nejhojné&ji byl zastoupen 20E, pti¢emz v listech parchy jej bylo téméf o 25 %
vice v porovnani s kofeny (66532 pg/mg v listech a 49647 pg/mg v kofenu). Obsah dalSich
PEs v parse byl v porovnani s 20E vyrazné niz$i. Druhym nejzastoupenéj§im PES v parSe
byl polB, kde v kofenu bylo zjisténo 10337 pg/mg a v listech 18421 pg/mg FW (Obr. 23).
Velmi podobné hodnoty byly naméfeny v kofenu u polB a ajuC, v piipadé polB byl jeho
obsah jen o necelych 18 pg/mg FW vyssi nez u ajuC. U listi byl tento rozdil mezi polB a
ajuC 11597 pg/mg FW. U zbylych tfi detekovanych PEs (tur, makC a iso) byl obsah PEs
ve srovnani s prvnimi tfemi PEs (20E, polB a ajuC) nizky. Nejniz$i naméfena hodnota byla
v listech iso (633 pg/mg FW), zatimco nejvyssi byl v listech parchy obsah tur (3602 pg/mg
FW; Obr. 23).

Obsah PEs v parse saflorové L. carthamoides
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Obréazek 19: Obsah fytoekdysteroidii v korenu a listech parchy saflorové Leuzea carthamoides;
Chybové usecky predstavuji prismernou smerodatnou odchylku 3 replikatii.
PEs — fytoekdysteroidy; FW — cerstva hmota, 20E — 20-hydroxyekdyson; polB — polypodin B;

ajuC — ajugasteron C; tur — turkesteron; makC — makisteronC; n.d. — nedetekovano
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Rostlinou s druhym nejvétsim obsahem PEs méfenych v této praci byl zb&hovec plazivy
Ajuga reptans. Obsah PEs byl méfen jak v kofenech, tak i listech a kvétech. U vsech
detekovanych PEs byl jejich nejvyssi obsah zjistén v kotenu rostliny. Nejvyssi byl obsah
20E (41310 pg/mg FW), o 23 % byl niZsi obsah polB a nejnizsi byl v kotfenech naméten
obsah ajuC — 20350 pg/mg FW, tj. o asi polovinu méné ve srovnani s obsahem 20E
(Obr. 24). Z grafu je ziejmé, Ze obsah vsech tfi PEs se v listech a kvétech lisi jen minimalné.
Obsah 20E byl o0 asi 3 % nizsi v kvétech nez v listech a o necela 4 % nizsi u ajuC. Obracené
tomu bylo v ptipadé polB, kde bylo naméfeno o 13 % vice v listech v porovnani s kvéty
(Obr. 24).

Obsah fytoekdysteroidl ve zbéhovci plazivém A. reptans
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Obrazek 20: Obsah t7i fytoekdysteroidii detekovanych v korenu, listii a kvétii zbéhovce plazivého
Ajuga reptans. Chybove usecky predstavuji priumérnou smérodatnou odchylku 3 replikati.

PEs — fytoekdysteroidy; FW — cerstva hmota;, 20E — 20-hydroxyekdyson; polB — polypodin B;
ajuC — ajugasteron C
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Hluchavka bila Lamium album spolu s hefmankem lékatfskym Matricaria chamomilla méla

Vv porovnani s ptredchozimi dvéma rostlinami vyrazné niz8i obsah PEs.

U hluchavky bilé Lamium album byl méfen obsah PEs v listech a kvétech. Zatimco

v listech bylo zjisténo nejvice 20E (2545 pg/mg), listy jej obsahovaly o vice nez polovinu

méné (1140 pg/mg FW). Naopak tomu bylo u polB a ajuC, kde byl naméfen vyssi obsah
Vv kvétech nez v listech 0 54 %, resp 47 % (Obr. 25).
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Obrazek 21: Obsah vybranych fytoekdysteroidii v extraktech z listit a kvétii hluchavky bilé Lamium

album. Chybové usecky predstavuji priimérnou smérodatnou odchylku 3 replikati.

PEs — fytoekdysteroidy; FW — cerstva hmota;, 20E — 20-hydroxyekdyson; polB — polypodin B;

ajuC — ajugasteron C; tur — turkesteron; makC — makisteronC; n.d. — nedetekovano
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U hetmanku byl pozorovan nejnizsi obsah 20E ze vSech Ctyf rostlin obsahujici PEs. Obsah
20E byl 824 pg/mg FW, coz je asi 1,2 % z mnozstvi nachazejicim se Vv listech parchy, kde
bylo naméfeno 66532 pg/mg FW (Obr. 23 a 26). Soucasti analyzovanych rostlinnych
materiali byly i listy hefmanku, nicméné naméfené hodnoty obsahu PEs byly pi#ili§ blizko
LOD a vobrazku jsou tudiz oznaCeny jako nedetekované (n.d.; Obr. 26). V kvétech
hefmanku byl nejvyssi obsah ajuC, a to 1781 pg/mg FW. Obsah polB byl o0 272 pg/mg FW

niZsi.

Obsah PEs v hermanku lékarském M. chamomilla

3,000 -

2,500 A

2,000 A
+ | listy

1,500 3
Okvéty

obsah PEs (pg/mg FW)

1,000 A

HH

500 A

n.d. n.d. n.d.

20E polB ajuC

Obrazek 22: Obsah vybranych fytoekdysteroidii v extraktu z kvétii hermanku Matricaria chamomilla.
PEs — fytoekdysteroidy; FW — cerstva hmota; 20E — 20-hydroxyekdyson; polB — polypodin B;

ajuC — ajugasteron C; n.d. — nedetekovano

V nésledujicich $esti grafech Obr. 27A-F jsou srovnany vSechny ¢tyti druhy rostlin (parcha,
zb&hovec, hluchavka a hefmanek) u nichz byl detekovan obsah PEs.

Z grafii je ziejmé, ze ve vEétSim mnozstvi byly PEs zastoupeny u parchy a zbéhovce
(Obr. 27A, Ca E), tadové mnohem nizSich hodnot dosahoval v hluchavce a hefmanku
(Obr. 27B, D a F). Protoze ne u vsech rostlin byly analyzovany vzdy vsechny ¢&asti (kofen,
stonek/listy a kvéty) byly do grafii na Obr. 27 umistény znaky *, které oznacuji ¢asti rostlin,
které nebyly v praci analyzovany. Z grafii je dobie patrné, Ze ve zb&hovci a parSe byly
naméfeny priblizné stejné hodnoty ajuC v listech (Obr. 27E). Podobné na Obr. 27F lze

pozorovat
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Obréazek 23: Obsah #7 fytoekdysteroidii detekovanych v rostlinnych druzich metodou SPE.

PEs — fytoekdysteroidy; FW — cerstva hmota;, 20E — 20-hydroxyekdyson; polB — polypodin B;

ajuC — ajugasteron C; n.d. — nedetekovano; * — cdst rostliny nebyla soucdsti stanoveni
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5.2.2 Navratnost stanoveni fytoekdysteroida — optimalizace extrakce a izolace dSPE
(QUEChERS)

Pro zhodnoceni navratnosti postupu extrakce a izolace piistupem QUECheERS
ve tiech riznych smésich sorbentt (postupy A, B a C; Obr. 29, 30 a 31) byly z osmi
analyzovanych PEs vybrany pouze dva nejzastoupenéjsi (20E a polB). Oba PEs byly
zastoupeny jak v pletivech $penatu setého Spinacia oleracea L., tak merliku ¢ilského
Chenopodium ginoa. U ostatnich péti méfenych PEs (ajuC, tur, makC, iso a ponA) nebyly
hladiny PEs ve vysledcich zahrnuty, protoZe nebyly detekované u obou rostlin.

Navratnost 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 porovnani
vytéznosti metodického piistupu QUEChERS a dSPE.

Z naméfenych vysledka je ziejmé, ze metodicky piistup QUEChERS neni vhodny
pro stopovou analyzu PEs v rostlinnych vzorcich $penatu a merliku. Pro ptiklad: extrakci a
izolaci SPE bylo z merliku ziskano 38 926 pg/mg FW 20E, s vyuzitim pfistupu QuEChERS,
dSPE (P2, postup C) jen 3 663 pg/mg FW, tj. nejvyssi zjisténa navratnost 9,41 %.

Na zakladé naméfenych dat 1ze nicméné jako vice vyhovujici oznacit smési sorbentt
obsahujici C18 (postup B a C; Obr. 29 a 30). U vzorku, které C18 obsahuji byla navratnost
témeéf Skrat vyssi nez u smési sorbentt bez této slozky (postup A, Obr. 28). V piipadé, ze by
byla zvolena tato smés sorbentli je vyhodngjsi pouziti P2, tedy extrakéniho cinidla
ACN:iPrOH (9:1) oproti 100 % ACN (P1; Obr. 28, 29 a 30). Z grafu je dale ziejmé, Ze
hodnoty navratnosti byly vyssi pro 20E nez u polB.
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Obrazek 28: Srovndni ndvratnosti Spendtu setého (Spinacia oleracea L.) a merliku cilského
(Chenopodium quinoa) metodiky QUEChERS (%), postupu A, kde smés sorbentii obsahovala
150 mg MgSO4/ 50 mg PSA/ 50 mg Chlorofiltru®.

20E — 20-hydroxyekdyson; polB — polypodin B; PSA — primarni sekundarni amin

P1 — protokol 1 — 100% ACN; P2 — protokol 2 — ACN:iPrOH (9:1)
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Obrazek 30: Srovndni ndavratnosti Spendtu setého (Spinacia oleracea L.) a merliku cilského

(Chenopodium quinoa) metodiky QUEChERS (%), postupu B, kde smés sorbenti obsahovala
150 mg MgSO4/ 50 mg PSA/ 50 mg Chlorofiltr ®/ 50 mg EEC18.

20E — 20-hydroxyekdyson; polB — polypodin B; PSA — primarni sekundarni amin;
P1 — protokol 1 — 100% ACN; P2 — protokol 2 — ACN:iPrOH (9:1)
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Obrazek 31: Srovndni ndvratnosti Spendtu setého (Spinacia oleracea L.) a merliku cilského

(Chenopodium quinoa) metodiky QUEChERS (%), postupu C, kde smés sorbentii 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 Siroké a vyznamné ucinky, které doposud nejsou plné
objasnény, predmétem vyzkumu nejen u rostlin, ale i u zivocichi ¢loveéka nevyjimaje
(Ajaha a kol., 2019; Burdette, 1962; Chaubey, 2018; Kapur a kol., 2010; Kokoska a
kol., 2002; Lafont a Dinan, 2003; Soriano a kol., 2004; Udalova a kol., 2004). Obsah téchto
latek je vrostlinach nékolikanasobné vyssi v porovnani s zivocichy, a proto jsou rostliny
vyznamnym piirozenym zdrojem PEs (Pi§ a Harmatha, 1992; Pi§ a kol., 1992).

Ziskané vysledky stanoveni v této praci prokazaly nejvyssi zastoupeni PEs
v rostlinnych pletivech u parchy saflorové Leuzea carthamoides. Z osmi stanovovanych PEs
(tur, 20E, polB, iso, ajuC, makC, stachC, ponA), bylo v pletivech parchy zastoupeno Sest
z nich (tur, 20E, polB, iso, ajuC, makC). Tento vysledek je ve shodé s literaturou. Souhrny
a aktualizovany seznam uvad¢jici 20 védeckych praci, v nichz bylo pfedmétem zdjmu
stanoveni PEs v této rostliné je dostupny online (Lafont a kol., [online]). Koudela a kol. 1995
uvadi, ze obsah v su$in¢ parchy je vice nez 1 %. Nami namétené vysledky uprokazuji
ptitomnost 20E na hladiné az cca 66 ng/mg FW v listech, coz ptedstavuje 1,5 % z mnozstvi
analyzovaneho vzorku lista. V literatufe je nejvyssi obsah PEs obecné uvadén v kofenech
parchy (napt. Girault a kol., 1988). S ohledem na vegeta¢ni obdobi se vSak distribuce
Vv jednotlivych ¢astech rostlin lisi. U trvalek se pfedpoklada se, Ze zjara je nejvysSsi obsah
PEs v nové vyvijejicich se listech, zatimco na podzim jsou signalni latky transportovany
do kotene, kde dochazi k jejich akumulaci (Kholodova a kol., 1979). V zimnich mésicich je
kofen vyznamnym zdrojem potravy, je vyhrabavan a pojidan jelenem maralem Cervus
elaphus sibiricus, a proto né¢kdy byva parcha oznacovana v literatuie jako marali koten.
Naméiené vysledky obsahu PEs u analyzovanych rostlin celedi hvézdnicovité Asteraceae
(parcha, hefmanek a mésicek) dokazuji, Ze pritomnost vysokého obsahu PEs u jednoho
druhu vurcité celedi neznamena vysoky obsah u vSech druhd této Celedi.
Obsah detekovanych PEs u hvézdnicovitych Asteraceae byl vyrazné niz$i v hefmanku
Iékaiském Matricaria chamomilla ve srovnani s parchou L. carthamoides (Dinan a kol.,
2020). V semenech, listech ani kvétech mésicku Iékaiského Calendula officinalis, ktery také
nalezi do zminéné celedi, nebyl detekovan zadny z méfenych PEs, coz je v souladu
s dostupnou literaturou (Lafont a kol., seznam literatury pro rostliny s obsahem PEs [online];
Demlovd, 2015). Hluchavkovité Lamiaceae byla dalsi ¢eled’ v fadé, u které byl zjistovan
obsah vybranych PEs. Z péti rostlinnych druhti (zbéhovec, yzop, $alv€j, hluchavka a
levandule) byla detekovana pfitomnost PEs u zbéhovce plazivého Ajuga reptans a hluchavky

bilé Lamium album, a i tyto vysledky jsou v souladu s dostupnou literaturou.
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V ptipad¢ zbyvajicich druhti (yzop, $alvéj a levandule) nebyly nalezeny zdroje prokazujici
pritomnost PEs (Lafont a kol., seznam literatury pro rostliny s obsahem PEs [online]).
V listech a kvétech zb€hovce A. reptans byl naméfen prakticky shodny obsah vsech tii
detekovanych PEs ziejmé proto, Ze rostlina se v dobé sbéru nachazela tésné pred koncem
vegetacniho obdobi (Obr. 24). V této fazi po odkvétu je u trvalek predpokladan transport
ve sméru z nadzemnich ¢asti a jejich akumulace v kofenech. Pravdépodobné tedy ochézelo
k ubytku signalnich latek z nadzemni ¢asti (Kholodova a kol., 1979; Taha a Salaime, 2019).
Analyzovany rostlinny material zahrnoval i doplnék stravy s extraktem rozchodnice rizové
Rhodiola rosea, ktera je zafazovana mezi modelové rostliny s adaprogennim uc¢inkem
podobné jako ZenSen a parcha. V tomto potravinovém dopliiku nicméné nebyl obsah PEs
prokéazan, coz je ve shod¢ s literaturou (Volodin a kol., 2002).

Dosud je znamo okolo 520 PEs a vzhledem k rozvoji modernich technik analyzy dalsi
postupné piibyvaji. Ptedpoklada se proto, ze redlny obsah PEs je vyssi nez bylo dosud
detekovano (Dinan a kol., 1995, 2009, 2020; Dinan, 2001; Imai a kol.,1969). Nemoznost
detekce PEs muize byt zpusobena n€kolika faktory, mezi které patii i nedostatecna extrakce
a purifikace vzorku pied vlastni analyzou. Samotnd Uprava vzorku pied stanovenim
vybranych analyta je dilezity ukon, ktery ma zejmeéna za cil odstranit interferujici latky
snizujici vyznamné signal nizkoabundantnich analytl, proto byla v této praci vyvoji
purifikaéni metody vénovana velka pozornost. Snahou bylo hlavné optimalizovat extrakci a
izolaci PEs z rostlinnych pletiv $penatu setého Spinacia oleracea L. a merliku ¢ilského
Chenopodium quinoa s vyuzitim metodiky QuEChERS. Tento metodicky piistup by mohl
vést ke snizeni interferentli z rostlinné matrice, urychleni a zefektivnéni procesu extrakce a
purifikace (Anastassiades a kol., 2003a; Rejczak a Tuzimski, 2015). Pro zhodnoceni tohoto
ptistupu byla metoda porovnavana se zavedenym postupem extrakce a izolace pomoci SPE.
Bylo pouzito dvou riznych extrak¢énich roztokli vybranych dle literarnich zdroji
v kombinaci stfemi druhy smési dSPE sorbentt (piehled v Tab. 2 na str. 35). Nicméné
po zhodnoceni byla nejvyssi ziskana navratnost 9,41 % pii extrakci do ACN:iPrOH (9:1) a
pii pouziti smési dSPE sorbentt obsahujiciho150 mg MgSQO4, 50 mg Chlorofiltru® a 50 mg
EEC18. Ze ziskanych vysledkt je ziejmé, ze metodika QuEChERS se nehodi pro stopovou

analyzu PEs v rostlinnych vzorcich Spenatu S. oleracea L. a merliku Ch. quinoa.
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7 Zavér

Tato prace nahlizi na téma PEs z pohledu jejich extrakce, izolace zrostlinnych pletiv a
nasledného stanoveni pomoci UHPLC-MS/MS. Stézejnim tikolem bylo rozsifeni dosavadni
sady péti studovanych PEs: 20E, polB, ajuC, stachC a ponA o dalsi tfi: tur, iso, makC.
Extrakce a izolace dvanacti rostlinnych druhtt byla provadéna pomoci SPE metody.
ProtoZe v piipadé nékterych rostlin bylo analyzovano vice jejich ¢asti (koten, stonek, kvéty),
bylo celkem kvantifikovano dvacet ¢tyfi rostlinych ¢asti. Vysledkem kvantifikace bylo
stanoveni obsaht u tii PEs, které se nachazely ve ¢tyfech analyzovanych druzich. Tyto tfi
PEs (20E, polB a ajuC) byly detekovany v rostlinnych pletivech parchy, zbéhovce,
hluchavky a hefmanku. Pfi kvantifikaci PEs u parchy saflorové Leuzea carthamoides bylo
detekovano sest z osmi studovanych PEs (20E, polB, ajuC, iso, makC, tur). Pouzity postup
SPE s vyuzitim polyamidové pryskyfice DPA-6S tedy vedl k uspésnému stanoveni PEs.
Soucasti experimentu byla i optimalizace piistupu extrakce a purifikace PEs
v rostlinach Spenatu setého Spinacia oleracea L. a merliku ¢ilského Chenopodium quinoa.
Pro tyto tucely bylo vyuzito relativné nové metodiky pro extrakci a purifikaci
QUEChERS, dSPE, ktera pfi vhodném provedeni vede ke zrychleni analyzy, sniZeni
mnozstvi rozpoustédel a presn&j$im vysledkam. Udelem tohoto experimentu bylo
zhodnoceni navratnosti s vyuzitim tohoto pfistupu ke stanoveni PEs. Vysledkem této
optimalizace postupu bylo zjisténi, Zze tento pfistup neni vhodny pro stanoveni obsahu
vybranych PEs, ato ani v jednom z celkem ti'i postupti uspofadani, kdy byly vyuzity tii rizné

smési dSPE sorbentl a dvé riizna extrakéni rozpoustédla.
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