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Mak jako potencidlné vyznamny zdroj vitaminu E

Souhrn

Mak sety je fazen mezi nejpestovanéjsi olejniny na nasem uzemi a jeho péstovani je
spojovano s dlouhodobou tradici. Podle zptisobu vyuziti je tato plodina d€lena na dvé
zemédelsky vyznamné skupiny — mak opiovy a mak semenny. Mak opiovy je zdrojem
alkaloidt, diky kterym nachazi uplatnéni v medicin¢ a ve farmacii pro analgetické, sedativni
a narkotické ucinky. Semenny mdk slouzi k produkci semene a je hojné¢ vyuZivan
v potravinafstvi. Makova semena maji vybornou vyzivovou hodnotu, protoze jsou vyznamnym
zdrojem lipidu (40,5 %), bilkovin (18 %), sacharidi (26 %), mineralnich latek a vitamint.
V makovych semenech je ve velké mife zastoupena kyselina linolova, a kromé toho jsou
bohatym zdrojem vlakniny, vapniku a hot¢iku a vitaminu E.

Vitamin E je souhrnny nazev pro osm strukturné velmi podobnych lipofilnich latek ze
skupiny tokochromanolt, které jsou charakteristické svou amfipatickou povahou. Ve své
struktufe obsahuji chromanolovy kruh s postrannim isoprenoidnim fetézcem. Tokochromanoly
jsou déleny na tokoferoly a tokotrienoly podle nasycenosti postranniho fetézce. Obé tyto
skupiny existuji ve ¢tyfech rtiznych forméach (a, f3, y, ) dle pozice a poctu methylovych skupin
na chromanolovém kruhu. Biosyntéza téchto latek probihd pouze ve fotosyntetizujicich
organismech. Hlavni funkei vitaminu E u rostlin i u ¢lovéka jsou jeho antioxida¢ni schopnosti,
tedy schopnosti zabranovat oxida¢nimu stresu zptisobenému volnymi radikaly. Antioxida¢ni
pusobeni vitaminu E spoc¢iva v zabranéni peroxidace lipidti buné¢nych membran.

K extrakei lipofilnich latek z rostlinné matrice lze vyuzit riznych metod, které jsou
obecné déleny na metody klasické a moderni. Mezi klasické metody jsou fazeny macerace,
Soxhletova extrakce a extrakce na pevnou fazi. K modernim metoddm pak ultrazvukova
extrakce, mikrovinnd extrakce nebo extrakce superkritickou tekutinou. K vlastnimu
analytickému stanoveni vitaminu E je mozné vyuzit chromatografickych metod, pti kterych
dochdzi oddéleni (separaci) slozek obsaZzenych ve vzorku. V praxi jsou nejcastéji vyuzivany

plynové chromatografie (GC) a vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC).

Kli¢ova slova: vitamin E, Papaver somniferum, tokoferoly, tokotrienoly, HPLC-FLD



Poppy as a potentially significant source of vitamin E

Summary

Poppy is one of the most commonly grown oil crops in the Czech Republic, a country
with a long tradition of poppy growing. According to the kind of use, this crop has been
classified into two agriculturally significant groups — Opium Poppy and Seed Poppy. The
Opium Poppy is a source of alkaloids and therefore it is used in medicine and pharmaceutics
due to its analgesic, sedative and narcotic effects. The Seed Poppy is utilized to produce seeds
and is widely used in food industry. Poppy seeds have excellent nutritional value, as they are a
significant source of lipids (40,5 %), proteins (18 %), carbohydrates (26 %), mineral substances
and vitamins. Poppy seeds contain a large amount of Linoleic acid and they are also rich in
fibre, calcium, magnesium and vitamin E.

Vitamin E is an umbrella term for eight structurally very similar lipophilic substances
of the tocochromanol group that are characterized by their amphipathic nature. Their structure
includes a chromanol ring with an isoprenoid side chain. Tocochromanols are divided into two
groups - tocopherols and tocotrienols, according to side chain saturation. Both groups occur in
four different forms (a, B, v, 8), according to the position and number of methyl groups on the
chromanol ring. The biosynthesis of these substances only occurs in photosynthetic organisms.
The main function of vitamin E, both in plants and humans, is its antioxidant capacity, i.e. the
ability to prevent the oxidative stress caused by free radicals. The antioxidant effect of vitamin
E consists in preventing the peroxidation of cell membrane lipids.

Lipophilic substances can be extracted from the plant matrix by various methods. These
are generally divided into classic and modern. Classic methods include maceration, Soxhlet
extraction and solid phase extraction. Modern methods include ultrasound assisted extraction,
microwave assisted extraction and supercritical fluid extraction. The actual analysis of vitamin
E can be performed by chromatographic methods which include the separation of components
contained in the sample. The methods most commonly used in practice are the Gas

Chromatography (GC) and High Performance Liquid Chromatography (HPLC).

Keywords: vitamin E, Papaver somniferum, tocopherols, tocotrienols, HPLC-FLD
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1 Uvod

Mak sety je starou kulturni plodinou, kterd byla pro své tiSici ucinky vyuzivéna jako
1é¢ivo jiz ve starovékych civilizacich. Mk je péstovan pro sviij obsah alkaloidt nebo pro sva
olejnatd semena. Alkaloidy jsou vyuzivany ptfedev§im v medicin€é nebo farmaceutickém
pramyslu pro své analgetické a antitusické G¢inky. Semena méaku nachézeji uplatnéni zejména
v potravinatském pramyslu, kde se vyuzivaji pro vyrobu fady tradi¢nich pochutin, jako jsou
makovy zavin a makové buchty. Makova semena ptitahuji pozornost svoji dobrou vyzivou
hodnotou. Jsou zdrojem nenasycenych mastnych kyselin, bilkovin, mineralnich latek, a také
lipofilniho vitaminu E. Vyznam vitaminu E v lidské vyzivé spocivd zejména v jeho
antioxida¢nich vlastnostech. Latkam s antioxida¢nim potencidlem je pficitana fada piiznivych
ucinki na lidské zdravi, kdy chrani buiky pfed oxidaénim stresem. Mak ptedstavuje
potencidlné vyznamny zdroj tohoto antioxidantu. Z tohoto diivodu by $lechténi novych odrid
sjeho vys$sim obsahem mohlo pfedstavovat vhodnou strategii, jak rozsifit trh o funkéni
potraviny s vysokym obsahem vitaminu E.



2 Cil prace

Cilem bakaléatské prace je vypracovat literarni piehled obecné charakteristiky méaku
seté¢ho a popsat chemické sloZeni semene této plodiny se zaméfenim na lipofilni latky, zejména
na tokoly a uvést jejich vyznam pro lidské zdravi. Déle popsat princip extrakce a vlastniho
analytického stanoveni lipofilnich latek z matrice semen maku.



3 Literarni resSerse

3.1 Mak sety

Mak sety (Papaver somniferum L.) je fazen do fadu Ranunculales a celedi Papaveraceae,
ktera ¢ita okolo 40 rodd a 800 druhti (Labanca et al. 2018). Kromé& maku setého v Ceské
republice rostou i dal$i druhy maku, a to naptiklad méak vI¢i (P. rhoeas), mék pochybny (P.
dubium) a méak polni (P. argemone) (Baranyk 2010).

Mak sety je velmi starou kulturni rostlinou (Baranyk 2010). Prvni nalezy semen divokych
forem maku pochazeji, podle archeologickych zaznamii, z obdobi neolitu a k domestikaci této
plodiny pravdépodobné doslo v oblasti zapadniho Stfedomoti v poloviné 6. tisicileti pt. n. 1.
(Jesus et al. 2021). Nejcast&jsi nalezy maku setého vSak pochdzi z oblasti kultur s linearni
keramikou a objevuji se také v alpské oblasti, coZ nasvédcuje rozptyleni méku podle vzorce
z jihu na sever (Salavert et al. 2018). Na nasem uzemi, u Ostrova u Stiibra, byl nalezen mak
pochazejici z pozdni doby bronzové se stafim asi 2800 let (Cesky modry mék 2020). Jiz
staroveéké civilizace znaly tiSici u¢inky maku a vyuzivaly ho jako 1é¢ivo. V Evropé dlouhou
dobu nebyly ucinky opia znamy a mak zde byl péstovan jako zahradni rostlina a pro produkci
semen. V 16. stoleti zacal 1ékaf Paracelus pouzivat opium jako 1ék a k vyraznému rozvoji doslo
v 19. stoleti, kdy byla opiova tinktura, nazyvana jako laudanum, povazovana za univerzalni 1¢k
(Baranyk 2010).

Péstovani maku setého je v Ceské republice dlouhodobou tradici (Vasék 2010) a po fepce
je mak druhou nejvice péstovanou olejninou na naSem uzemi. Ve skliziiovém roce 2021/22 bylo
olejninami oseto 442,3 tis. ha. Z toho nejvétsi podil (77,4 %) tvotila fepka nésledovana makem
(9,9 %), poté séjou (4,4 %) a slunecnici (4,1 %) (Dvotdkova 2021). Osevni plocha maku
dosdhla v uvedeném obdobi 43,87 tis. ha. V porovnani s ostatnimi u nas péstovanymi
olejninami jsou vynosy méku relativné nizké. V roce 2021 se vynos pohyboval kolem 0,68 t/ha
a celkova produkce semene v tomto roce predstavovala 29 691 t. Pro srovnani vynos fepky
olejné dosahoval vtomto roce 2,99 t/ha (Cesky statisticky tfad 2022). Vétsina produkce
semene maku (73 %) je exportovana do zahranic¢i, zejména do Ruska, Rakouska, Polska, na
Ukrajinu a do Némecka (Konvalina 2014; Sindelkova 2020).

3.1.1 Rozdéleni maku podle zpusobu vyuziti

Mak je rostlina hojné vyuzivand v medicing, potravinaistvi, ale slouzi 1 k dekoracnim
ucelim. Lisovanim lze ze semen ziskat olej, nebo lze makova seminka konzumovat
nezpracovana (Jesus et al. 2021). Oleje vysoké kvality jsou vhodné pro potravinaisky primysl
a kosmetiku (Lancari¢ova et al. 2016). Podle vyuziti je mozné mak d¢lit do nékolika skupin,
pricemz zeméde€lsky nejvyznamnéjsi je déleni maku na opiovy a semenny (olejny) (Vasak
2010).

3.1.1.1 Mak opiovy

Opiovy mak je  zdrojem  alkaloidd  zedvou chemicky  rozdilnych
skupin — fenanthrenovych, kam je fazen mortin, kodein nebo thebain a benzylisochinolinovych,
mezi které patii papaverin a noskapin (Obrazek 1) (Beaudoin & Facchini 2014; Sharopov et al.
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2018; Hedayati-Moghadam et al. 2022). Alkaloidy jsou sekundarnimi metabolity, které se
nepodileji na rdstu a vyvoji rostliny, ale hraji vyznamnou roli pfi obranych mechanismech
rostliny proti byloZzraveiim a patogentim (Hagel & Facchini 2013). Tyto sekunddrni metabolity
jsou hromadény v riznych typech rostlinnych bunék a bunéénych kompartmentech. Primarnim
mistem akumulace alkaloidii ve zralych rostlinach jsou laticifery (mlé¢nice) nadzemnich
organti, kde dochdzi k zavérecnym krokim biosyntézy téchto latek ze specifickych
meziprodukti. K mobilizaci a pfeméné meziproduktd na biologicky aktivni formy alkaloidt
dochdzi az v reakci na stres zpisobeny biotickymi i abiotickymi vlivy, ¢imz je rostlina chranéna
ptred cytotoxickymi u€inky téchto latek (Ozber & Facchini 2022). Z maku opiového, nejvice
péstovaného v Asii, je produkovan bily latex (opium), ve kterém jsou alkaloidy obsazeny
(Vasak 2010). Opium je ziskavano ze zelenych makovic. Jakmile je rostlina dostate¢né vzrostla,
tobolky nezralych makovic jsou opatrné natiznuty vodorovnym fezem. Z fezu vytéka bily latex,
ktery na vzduchu rychle hnédne. Pro 1ékaiské ucely je vyuzivan latex obsahujici alespon 10 %
morfinu, ktery je po seskrabnuti ususen a vytvarovan do riznych tvarti (Kaboudin & Sohrabi
2021). Vyextrahované a izolované slou¢eniny obsazené v opiu nachazeji Siroké uplatnéni ve
farmaceutickém primyslu pro své sedativni, analgetické a narkotické u¢inky (Sharopov et al.
2018). Z diivodu vysokého obsahu alkaloidi je ¢asto péstovani opiového maku zneuzivano
1 pro vyrobu heroinu (Vasak 2010). V globalnim métitku se legalni produkce opiového maku
#idi podle licenci Utadu OSN pro drogy a kriminalitu (Presley & Lindsley 2018).

H;CO

H;CO

H;CO ‘

morfin kodein thebain papaverin noskapin

Obrazek 1. Chemicka struktura péti hlavnich alkaloidii v opiu (upraveno dle Kaboudini & Sohrabi
2021).

Morfin je medicinsky velmi vyznamnou psychoaktivni latkou a jednou z hlavnich slozek
opia (Devereaux et al. 2018; Kaboudin & Sohrabi 2021). Je Iékem prvni volby pti 1écbe
chronické, stfedné silné a silné bolesti a je jednim z nejucinngjSich klinicky dostupnych 1€kt na
tlumeni silné bolesti spojené s nadorovym onemocnénim (Kim et al. 2016; Sharopov et al.
2018). Dlouhodoba 1é¢ba morfinem vede k toleranci na analgeticky tc¢inek, coz omezuje jeho
ucinnost v klinické praxi (Kim et al. 2016). Morfin je pfimym prekurzorem heroinu (Devereaux
et al. 2018).

Kodein, ptirodni izomer methylovaného morfinu, je povazovan za druhy hlavni opiovy
alkaloid (Kaboudin & Sohrabi 2021; Mohammad et al. 2021). V praxi je pouZivan k tlumeni
mirné az stfedn¢ silné bolesti, véetné chronické nadorové bolesti. Ma antitusické, antistresové
a proti prijmové ucinky (Pratiwi et al. 2021).
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Nejméné zastoupenym hydrofenanthrenovym alkaloidem v opiu je thebain. Od ostatnich
hlavnich opiovych alkaloidi je rozdilny tim, Ze nema terapeutické ani 1écebné vyuziti, ale je
klicovym meziproduktem pfi syntéze fady opidtovych derivat. Diky tomu je thebain pouzivan
jako prekurzor pro primyslovou vyrobu lé¢iv, mezi které patii napt. oxykodon, hydrokodon,
nebo naloxon a buprenorfin. Pii vysokych davkach zpisobuje kieCe a je povaZovan za
nejjedovatéjsi alkaloid (Kaboudin & Sohrabi 2021).

Do skupiny benzylisochinolinovych alkaloidi je fazen papaverin, ktery je diky
nespecifickym vazodilatacnim wG¢inkiim jiz po mnoho let pouzivan jako piimy relaxant
hladkého svalstva. Diive byl vyuzivan k 1é¢bé mozkovych vazospazmi, dokud nebyl nahrazen
modernimi 1éky. Papaverin je dosud pouZivan lokélné a injekéné k 1écbé erektilni dysfunkce
a spole¢né s morfinem také ke zvySeni analgetického uc€inku slabsich 1€¢iv, napiiklad aspirinu
(Hagel & Facchini 2013; Kaboudin & Sohrabi 2021). PiestoZe je papaverin pti dlouhodobém
podavani vysokych davek potencialné navykovy, zejména u kojenct, déti a starSich osob, tak
nepodléha mezinarodni kontrole omamnych latek, jako je tomu u ostatnich zastupct opiovych
alkaloidt (Kaboudin & Sohrabi 2021).

Noskapinu diive nebyly pfisuzovany zadné 1é¢ebné ucinky. Pozdéji vsak byl objeven jeho
antitusicky u¢inek a nedavno byla rovnéz prokazana protinddorova aktivita (Hagel & Facchini
2013). Diky tomu, Ze noskapin nema analgeticky potencidl, a tedy ani potencial ke zneuzivani,
je Siroce pouzivan jako prostiedek tlumici kasel. Vykazuje minimalni nezadouci a toxické
ucinky a naSel uplatnéni jako protinddorové 1é¢ivo a 1é¢ivo proti mrtvici, nebot je dobie
snasenlivy (Kaboudin & Sohrabi 2021).

3.1.1.2 Semenny mdk

Semenny mak, ktery je nejvice péstovany v evropskych podminkach, je vyuzivan
predevsim v potravinafstvi. Semena potravinafského maku jsou diky své specifické chuti
zakladem fady pekérenskych produktl, a to zejména ve stfedni Evropé, ale vyskytuji se
i v jidelni¢ku obyvatel vychodnich &asti tohoto kontinentu (Blahovec 2002). Casto jsou semena
vyuzivana jako naplné do kolacli a moucnikd, ale také slouzi jako posyp sladkého a slaného
peciva. Pro vétsinu slovanskych zemi je nejznaméjsi pochutinou makovy zavin, ktery ma rtizné
zpusoby provedeni a odli$na pojmenovani (Sabolova 2020). Semena jsou nejc¢astéji modra, ale
mohou mit i Zlutou, bilou nebo hnédou barvu (Vasak 2010). Nejvyraznéj$i makova chut’ a viiné
je typickd pro modrosemenné odrudy, oproti tomu odridy s bilymi semeny pfipominaji chuti
a vini vla$ské otechy (Sabolova 2020).

Péstovani méaku v Ceské republice je podminéno Zakonu o navykovych latkach 167/1998
Sb., kdy podle § 24 je zakazano péstovat odriidy méku seté¢ho, které mohou v susin¢€ z tobolek
obsahovat vice nez 0,8 % morfinu. Vyjimku ptedstavuji odridy maku, které slouzi pro
vyzkumné a pokusné ucely, nebo pro Slechténi novych odrud. Péstitelé maku téz maji podle
§ 29 tohoto zakona ohlaSovaci povinnost mistné pfislusnému celnimu afadu, jakmile celkova
plocha péstovaného maku piesahne 100 m? (Parlament Ceské republiky 2022).

3.1.2 Botanicka charakteristika

Mak (Obrazek 2a) je jednoletd, az pes 1 m vysoka bylina (Vasédk 2010; Jahodat 2018),
jejiz kotenova soustava je tvofena hlavnim duznatym kofenem a ten se dale vétvi do nékolika
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vedlejsich kofent s velkym mnoZstvim kofenovych vlaskli (Baranyk 2010). Lodyha méku je
jednoduché nebo chudé vétvena a fidce pokryta stétinkami. Pocet vétvi je odridovym znakem
a je také velmi ovliviiovan sponem, ve kterém jsou rostliny péstovany (Vasak 2010; Jahodat
2018). Vyska lodyhy se nejcastéji pohybuje v rozmezi 80—150 cm (Baranyk 2010). Podlouhle
vejcité listy jsou vétsinou prisedlé az objimavé a maji mirn€ zvinény az zubovity okraj. Povrch
je pokryty jemnou voskovou vrstvi¢kou, jejiz sila kolisa podle kultivaru. Pfimé, jednotlivé
kvéty maku maji dva kalisni listky a ¢tyfi korunni platky, které mohou byt rizné zbarvené.
Nékteré odrady maji kvéty celé bilé, ve vétsine ptipadi je vSak na spodni ¢asti korunnich platkt
napadna skvrna. Barva skvrny je bud’ tmavsi nebo svétlejsi ve srovnani se zékladni barvou
kveétu. Kvéty byvaji v riznych odstinech fialové nebo rtizové a cervené. Plodem maku je
tobolka, také nazyvana jako makovice (Obrazek 2b). Tvar a velikost tobolek je odrtidovée
variabilni a ma vliv na mnoZstvi a velikost semen. Tobolka je bud’ zcela uzavirena (mak slepak),
nebo mize mit pod paprsky blizny otvory, kterymi se semena mohou sypat na zem (mak
hled’ak) (Vasak 2010; Jahodar 2018; Novak & Novakova 2018).

Obrazek 2. Mak sety; a — celd rostlina; b — tobolka (upraveno dle Egan et al. 2012).
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3.1.3 Morfologie semena maku

Semena maku se vyvijeji uvniti tobolky na lameléch, které rozdéluji jeji vnitini prostor.
Pti zralosti se semena uvolnuji a zistavaji na dné tobolky. V jedné tobolce muze byt pres 20
tisic semen, ale v priméru jich je zhruba 5 tisic. Zpravidla maji ledvinovity a mirn¢ zplostély
tvar a dosahuji délky 1-1,5 mm. Hmotnost tisice semen je v rozmezi 0,25-0,75 g.

Povrch semen je drsny s polygonalnimi vystouplymi liStami tvofici sitovitou strukturu
(Obréazek 3). Osement je sloZeno z péti vrstev — epidermis, krystalické vrstvy, vldknité, pticné
a pigmentové vrstvy. Osemeni je velmi tenké, ¢imz je snadno ptistupné vodé. Barva semene
je ovlivnéna pigmentaci, ktera je v uzkém vztahu se zbarvenim korunnich listkd. Rostliny
s bilou skvrnou na korunnich listcich vyristaji z bilych, svétle Zlutych a Zlutych semen. Naopak
rostliny s barevnou skvrnou pochazi z tmavé zbarvenych semen. Pro nase odrudy je typické
modré, Sedomodré nebo bilé az nazloutlé zbarveni, ale vyskytuji se i odridy s jinym zabarvenim
semen. Maly zarodek lokalizovany uvnitf semene je obklopen vrstvou zasobnich latek,
nepostradatelnych pro vyzivu a vyvoj rostliny (Novak & Novakova 2018).

Obrazek 3. Makové semeno; celé (vlevo), vertikalni fez (vpravo) (upraveno dle Watson &
Dallwitz 1999).

3.1.4 Chemické slozeni semena maku

Obecné jsou olejnatd semena méaku vyznamnym zdrojem lipidl, ale také bilkovin
a sacharidi (Bozan & Temelli 2008). Makova semena, a zvlast¢ makovy olej pfitahuji
pozornost diky své vyborné vyzivové hodnoté. Krome zakladnich zivin obsahuji dalsi zdravi
prospésné latky jako jsou mineralni latky nebo antioxidanty, mezi které jsou fazeny také
tokoferoly. In vitro antioxidacni potencial maku, ktery by mohl byt vyznamny z hlediska
prevence patogeneze ruznych onemocnéni, jako je napf. hypertenze, nebo rakovina, je
aktualnim pfedmétem vyzkumu (Aksoylu Ozbek & Giing Ergoniil 2020; Muhammad et al.
2021).

3.1.4.1 Lipidy

Lipidy jsou rGznorodou skupinou latek vymezenou na zéklad¢ jejich rozpustnosti. Jejich
spole¢nou vlastnosti je nerozpustnost ve vodé, ale rozpustnost v organickych rozpoustédlech
nemisitelnych s vodou. Lipidy jsou obecné déleny na jednoduché, slozené a isoprenoidni lipidy.
Mezi jednoduché lipidy jsou fazeny tuky a oleje, coz jsou chemicky estery nasycenych
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1 nenasycenych mastnych kyselin a glycerolu a vosky, estery vyssich alifatickych mastnych
kyselin a vyssich jednosytnych alkohold (Waisser & Palat 2001; Gurr et al. 2016). Struktura
sloZenych lipidi se od jednoduchych lisi tim, Ze je v ni kromé alkoholu a karboxylovych kyselin
obsazena jest¢ dalsi slozka, podle které jsou rozliSovany jednotlivé typy slozenych lipidd.
Vyznamnou skupinou jsou fosfolipidy, charakteristické pfitomnosti slozky obsahujici zbytek
kyseliny fosfore¢né (Sikorski & Kotakowska 2011; Hernandez & Kamal-Eldin 2013).
Isoprenoidni lipidy ptedstavuji rozsahlou skupinu slouéenin, zahrnujici mimo jiné terpeny
a steroidy. Pfestoze se jednd o velmi rozmanité slouceniny, maji spole¢ny strukturni ptivod.
Zakladem je biosyntéza pétiuhlikatych stavebnich celkll tzv. isoprenovych jednotek, které se
mohou rizné¢ kombinovat a tim vznikd Sirokd Skdla rozmanitych struktur (Sikorski &
Kotakowska 2011).

V semenech maku je pomérné vysoky obsah tuku, ktery se pohybuje mezi 28-53 %.
Obsah tuku muze kolisat v zavislosti na odride¢, lokalité, kde je péstovan a dalsich podminkach
prostiedi (Dabrowski et al. 2020). Makovy olej je pfevazné slozen z polynenasycenych
mastnych kyselin (PUFA), které jsou cennou slozkou lidské vyzivy (Lancaricova et al. 2016).
Dominantni je kyselina linolova, jejiz podil se pohybuje mezi 53—74 %, a ktera je vyznamna
pro syntézu esencialni arachidonové mastné kyseliny. V mensi mife jsou v makovém oleji
zastoupené kyseliny olejova (13—24 %), palmitova (8—19 %) a stearova s linoleovou (1-2 %)
(Aksoylu Ozbek & Giing Ergoniil 2020; Dabrowski et al. 2020). Mastné kyseliny se v makovém
oleji vyskytuji prevazné ve formé triacylglycerolti, znichz nejhojnéji je zastoupen
trilinoleylglycerol (39,543,5 %), nasledovany  1,2-dilinoleyl,3-palmitoylglycerolem
(23,5-27,1 %) a 1,2-dilinoleyl,3-oleoylglycerolem (12,5-15,1 %) (Dabrowski et al. 2020).

3.1.4.2 Bilkoviny

Bilkoviny neboli proteiny jsou makromolekuly slozené z jednoho nebo vice
polypeptidovych fetézci. Kazdy polypeptid se skladd zfetézce aminokyselin, které jsou
spojené peptidovymi (amidovymi) vazbami. Sekvence aminokyselin v polypeptidovém fetézci
je urena genem, ktery konkrétni polypeptid koduje. V pribéhu syntézy je polypeptidovy
fetézec skladan do specifické trojrozmérné konformace, ktera je pro kazdy protein jedine¢na.
Proto je mozné strukturu proteinu popsat ve ¢tyfech urovnich — primarni, sekundarni, terciarni
a kvarterni, pfi¢emz terciarni a kvarterni struktura izce souvisi s funkci dané bilkoviny (Walsh
2014; Antony et al. 2022). Primarni struktura je tvofena specifickou sekvenci, tedy pofadim
jednotlivych aminokyselin v polypeptidovém fetézci. Sekundarni strukturu lze popsat jako
lokélni prostorovou konformaci primarni struktury s vyjimkou postrannich fetézci
aminokyselin. RozliSovany jsou dva zdkladni typy sekundarni struktury, konkrétné a-helix
a B-struktura, téz zndma jako B-skladany list (Walsh 2014). Sekundarni struktura proteint je
udrzovana pomoci vodikovych vazeb mezi amidovymi a C=0O skupinami peptidovych vazeb.
Terciarni struktura jiz oznacuje trojrozmérné usporadani vSech atomu podilejicich se na vzniku
polypeptidu. Tvar terciarni struktury je uréen interakcemi mezi skupinami pfitomnymi
v postrannich fetézcich jednotlivych aminokyselin. Mezi nepolarnimi postrannimi fetézci
aminokyselin se uplatiiuji interakce hydrofobni, a naopak mezi polarnimi skupinami
postrannich fetézci aminokyselin mlize dochdzet ke vzniku interakci hydrofilnich. Z tohoto
pohledu je vyznamny vznik vodikovych mustkii u prostorové blizkych aminokyselin, ale také
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iontovych vazeb mezi nabitymi skupinami kyselych nebo zasaditych aminokyselin. Tercidrni
struktury proteintl jsou navic stabilizovany disulfidovymi mustky mezi vedlej$imi fetézci dvou
molekul cysteinu (McMurry 2015; Haim et al. 2021). Kvarterni struktura urcuje celkové
prostorové usporadani polypeptidovych podjednotek v rdmcei bilkoviny slozené ze dvou nebo
vice polypeptidi (Walsh 2014).

Obsah proteini v semenech maku se pohybuje v rozmezi 12-24 % celkového obsahu
susiny. Z pohledu zastoupeni jednotlivych aminokyselin je typicky relativné vysoky obsah
kyseliny glutamové (36 %) a asparagové (17 %) a také argininu (20 %) (Muhammad et al. 2021;
Melo et al. 2022).

3.1.4.3 Sacharidy

Sacharidy jsou molekuly slozené z atomi uhliku, vodiku a kysliku (Zhang et al. 2021).
Jsou povaZzovany za nejvétsi a nejrozsitené]si skupinu organickych molekul na Zemi. Nachazeji
se v rostlinnych a zivoc¢is$nych tkanich, v bakteriich 1 houbach (Kurzyna-Szklarek et al. 2022).
Sacharidy jsou na zakladé¢ rtizné délky opakujicich se strukturnich jednotek déleny do tfech
velkych strukturalnich tiid, a to na monosacharidy, oligosacharidy a polysacharidy (Quellette
& Rawn 2014; Zhang et al. 2021). Monosacharidy, znamé také jako jednoduché cukry, obvykle
obsahuji tfi az Sest atomt uhliku. Podle poctu atomu uhliku v molekule jsou déleny na triosy,
tetrosy, pentosy a hexosy (Wrolstad 2012). Vyskytuji se jako aldosy nebo ketosy, podle jejich
nejvice oxidované funkéni skupiny. Aldosy obsahuji aldehydovou funkéni skupinu na prvnim
uhliku a ketosy ve své struktufe maji karbonylovou funkéni skupinu, které je lokalizovana na
druhém uhliku (Wrolstad 2012; Quellette & Rawn 2014). Mohou existovat jako Sesticlenné
kruhy (pyranosy) nebo péticlenné kruhy (furanosy) (Gray et al. 2019). NejbéZnéjSim
monosacharidem je glukosa, kterd je konecnym produktem fotosyntézy a hlavnim zdrojem
energie pro rostlinné i Zzivocisné organismy. DalSimi zndmymi monosacharidy jsou
galaktosa, neboli mlé¢ny cukr a fruktosa, neboli ovocny cukr. Jak galaktosa, tak i fruktosa maji
stejny molekulovy vzorec jako glukosa, coZ je ¢ini jejimi izomery (Kurzyna-Szklarek et al.
2022). Oligosacharidy nejcastéji obsahuji 2—10 monosacharidi. V zavislosti na poctu
monosacharidovych jednotek jsou rozliSovany disacharidy, trisacharidy atd. Polysacharidy
obsahuji tisice kovalentn¢ spojenych monosacharidovych jednotek. Pokud jsou vSechny
monomerni jednotky stejné, jednd se o homopolysacharidy. Prikladem jsou amylosa
a amylopektin ve Skrobu, v jejichz struktufe jsou obsazeny pouze monomerni jednotky glukosy.
V ptipadé, kdy molekula obsahuje dvé a vice odliSnych monosacharidovych jednotek, jedna se
o heteropolysacharidy, jako je naptiklad kyselina hyaluronovd nebo heparin. V oligo-
a polysacharidech jsou monosacharidy vzijemné spojeny glykosidickymi vazbami,
které vznikaji spojenim aldehydové nebo ketonové skupiny jednoho monosacharidu
a hydroxylové skupiny jiného monosacharidu (Quellette & Rawn 2014).

Maji celou fadu funkci, z nichZ nejvyznamnéjsi je, Ze slouzi jako zasobni molekuly
energie. Piikladem je zasobni polysacharid rostlin, Skrob, slozeny ze dvou polymert — amylosy
a amylopektinu v poméru piiblizné 1:3 (Wrolstad 2012; Zhang et al. 2021). U zZivocichi
zastava tuto funkci glykogen. Sacharidy plni i strukturalni funkei, kdy poskytuji oporu bunikam.
U rostlin se jedna o celulosu u Zivoc¢ichli potom o chitin (Zhang et al. 2021).
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Makova semena obsahuji primérné 26 % sacharidi, z cehoz vétSinu (22 %) tvoii vlaknina
(Sabolova 2020). Vldkninu lze délit dle jeji rozpustnosti na rozpustnou a nerozpustnou.
Rozpustnd vldknina podléhd v tlustém stieve fermentaci a vytvaii gelovitou strukturu. Ma
pfinosny vliv pro lidské zdravi tim, Ze snizuje hladinu glukosy v krvi, zlepSuje citlivost na
inzulin v krvi a snizuje hladinu cholesterolu. Nerozpustna vlaknina, ktera je v tlustém stieve
$patné fermentovatelnd, travicim systémem jen prochazi. Pfesto napomaha ke zdravi stiev tim,
7e podporuje pravidelnost stolice, zpomaluje vyprazdiovani Zaludku a mize mit projimavy
ucinek (Ljubicic et al. 2017; Kog et al. 2020).

Rozpustné sacharidy v maku predstavuji pouze 3 % a z toho 1,8 % tvoti cukry (Sabolova
2020).

3.1.4.4 Minerdlni latky

Mineralni latky jsou nezbytné pro spravné fungovani kazdého organismu na Zemi.
K uspokojeni metabolickych potfeb lidského organismu je zapotiebi nejméné 49 nutrientd,
z nichz 23 je mineralnich latek (de la Guardia & Garrigues 2015). Denni piijem minerdlnich
prvki je ve srovnani s ostatnimi zivinami (sacharidy, bilkoviny, lipidy) nizky, ale kvili jejich
nepostradatelnosti musi byt stravou pravidelné piijimany (de la Guardia & Garrigues 2015).
Podle riznych kritérii, jako je jejich mnozstvi, biologicky a nutri¢ni vyznam ¢i jejich ptivod, 1ze
minerdlni latky rozdé€lit do rozsahlych skupin, a to na majoritni mineralni prvky -
makroelementy a stopové prvky — mikroelementy (Velisek 2002; Gaur & Agnnihotri 2017,
Shilpa et al. 2018).

Z pohledu biologického a nutricnitho vyznamu jsou mezi makroelementy, s denni
pottebou vyssi nez 100 mg/den, fazeny sodik (Na), draslik (K), vapnik (Ca), hot¢ik (Mg), fosfor
(P) a sira (S). K zastupcim mikroelementt, s denni potiebou nizs$i nez 100 mg/den, patii zelezo
(Fe), zinek (Zn), selen (Se), méd’ (Cu), jod (1), fluor (P), kobalt (Co), chrom (Cr), mangan (Mn)
a molybden (Mo) (Gaur & Agnnihotri 2017).

Makova semena jsou bohatym zdrojem véapniku, drasliku, hof¢iku a sodiku (10 455;
2833; 1528 a 425 mg/kg). Ze stopovych prvki je pak v maku obsazeno Zelezo, zinek a meéd’
(47,40 a 17 mg/kg) (Senila et al. 2020). Vapnik hraje kli¢ovou roli ve struktufe kosti, srazlivosti
krve, adhezi krevnich desti¢ek, endokrinnich i exokrinnich sekre¢nich funkci a nervosvalové
¢innosti (Kraft 2015; Shilpa et al. 2018). Draslik je vyznamny z hlediska udrzovani
osmotického tlaku vné i uvnitt bun€k, ¢imz podporuje normalni funkei bun€k a ptisobi proti
zvySovani krevniho tlaku zptisobeného nadmérnym piijmem sodiku. Sodik rovnéz ovliviiuje
osmoticky tlak vné bunek, ¢imz podobné jako draslik ptispiva k jejich normalni funkci a dale
se podili na kontraktilité svalii (de la Guardia & Garrigues 2015). Hoi¢ik se ucastni vice nez
300 enzymatickych reakci. Ovlivitluje metabolismus Zivin, jako napf. syntézu mastnych kyselin
a proteintl a také se podili na pfenosu nervovych impulzi (Shilpa et al. 2018). Zelezo, jehoz
snizend absorpce vede k anémii, ma zasadni vyznam pro erytropoézu a tvorbu hemoglobinu
v kostni dfeni, nebot’ je centralnim atomem struktury hemu. Kromé& toho je Zelezo slozkou
hormon §titné zlazy a celé fady enzymd. (de la Guardia & Garrigues 2015; Gaur & Agnnihotri
2017). Zinek je dulezitym kofaktorem vice nez 50 enzymu podilejicich se na metabolismu
makrozivin, ovliviiuje pohlavni dozravéani, funkci imunitniho systému a je dualezity pro
normalni funkci chutovych vjemu (de la Guardia & Garrigues 2015; Shilpa et al. 2018). Méd’
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je nezbytna pro spravné fungovani metabolickych procest, stimuluje imunitni systém, a kromée
toho mize vykazovat i antioxida¢ni ucinky (de la Guardia & Garrigues 2015; Gaur &
Agnnihotri 2017; Gharibzahedi & Jafari 2017).

U maéku také mize dochazet ke kontaminaci tézkymi kovy, které se v disledku toho
mohou vyskytovat i v makovych semenech (Muhammad et al. 2020). Akumulace t€zkych kovi
v rostliné mize byt obecné zplisobena béhem péstovani nasledkem zavlazovani znecisténou
vodou nebo pouzitim pesticidii a hnojiv (Moghaddam et al. 2020). V CR / EU jsou pro t&zké
kovy v semenech potravinaiského maku stanoveny nésledujici limity v mg/kg cerstvé hmoty:
kadmium 0,8; olovo 1,0; arsen 0,1; rtut’ 0,012 (Ministerstvo zemédélstvi 1997).

3.1.4.5 Vitaminy

Vitaminy jsou heterogenni organické latky, které maji vyznamny vliv na normalni
fungovani organismu. Kromé toho, Ze mohou vyrazné zvySovat vyuzitelnost ostatnich Zivin,
podili se na udrzovani tkanovych struktur. V lidské vyzivé je zndmo tfinact vitaminl
rozdélenych do dvou skupin dle jejich rozpustnosti —na hydrofilni vitaminy (rozpustné ve vod¢)
a lipofilni vitaminy (rozpustné v tucich). Vitaminy rozpustné ve vod¢ jsou vitamin C a vitaminy
skupiny B, mezi které jsou fazeny thiamin (B1), riboflavin (B2), niacin (B3), kyselina
panthotenova (BS5), pyridoxin (B6), biotin (B7), kyselina listova (B9) a kobalamin (B12).
V organismu mohou pisobit jako koenzymy, zasadni pro pribéh celé fady biochemickych
reakci, naptiklad v ramci energetického metabolismu (Shilpa et al. 2018; Yaman et al. 2021).
Velice Sirokou skupinou jsou vitaminy rozpustné v tucich, predev§im diky jejich poctu
a rozmanitosti forem. Lipofilni vitaminy jsou klasifikovany v rdmci skupin vitaminu A, D, E,
K, pti¢emz kazda z nich zahrnuje velké mnozstvi homologii a metabolitli a vSechny maji riiznou
biologickou dostupnost a t¢innost (Fanali et al. 2017). Jejich vyznam byl prokazan jiz pted vice
nez sto lety, kdy bylo zjisténo, Ze nemoci jako kurdé€je nebo kiivice, souvisi pravé s nedostatkem
vitamint (Shilpa et al. 2018; Yaman et al. 2021).

Mak, respektive makova semena jsou zdrojem vitaminu E, pti¢emZ jeho celkovy obsah
uvadény v riznych studiich se liSi v zavislosti na pouzité extrakéni metodé, podminkach
prostiedi a odridé. Dabrowski et al. (2020) ve své studii uvadi, Ze olej z makovych semen
obsahuje 122 mg/kg vitaminu E. Vyssi hodnoty (175 mg/kg) uvadi Melo et al. (2022) a podle
autoril Kostadinovi¢ Velickovska et al. (2018) olej z makovych semen obsahuje az 182 mg
vitaminu E/kg.
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3.2 Vitamin E
3.2.1 Chemicka struktura

Pod tento souhrnny nazev byva fazeno osm rtznych, strukturné velmi podobnych latek,
jejichz zakladni struktura je tvofena chromanolovym cyklem s postrannim isoprenoidnim
fetézcem rdzné substituovanym methylovymi skupinami. Podle nasycenosti postranniho
fetézce, jsou deleny na tokoferoly a tokotrienoly, souhrnné nazyvany jako tokochromanoly
(Banks et al. 2010; Lu et al. 2015; Me¢ne-Saffrané 2018). Ve struktute tokoferolt je plné
nasyceny boc¢ni fetézec, na kterém jsou lokalizovana tfi chiralni centra v poloze C2, C4" a C8'
(Obrazek 4). Diky piitomnosti téchto tii chirdlnich center Ize teoreticky od kazdé formy
ocekavat celkem osm opticky aktivnich stereoisomerd. V piirodé se vSak vyskytuji pouze
tokoferoly s konfiguraci 2R, 4'R a 8'R, coz je zpiisobeno specificky vedenou biosyntézou téchto
latek (Fu et al. 2017). U tokotrienolti se v bo¢nim fetézci vyskytuji tii dvojné nekonjugované
vazby v polohach C3’, C7" a C11" a pouze jedno chirdlni centrum v pozici C2. V piirod¢ jsou
pfirozené pfitomny tokotrienoly vyhradné s konfiguraci 2R, 3'E a 7'E (Lu et al. 2015; Fu et al.
2017). Podle pozice a poc¢tu methylovych skupin na chromanolovém kruhu, jsou rozliSovany
¢tyfi formy tokochromanol, konkrétné o-, se tfemi, p- a 7vy-, sedvéma
a d-tokoferoly/tokotrienoly s jednou methylovou skupinou (Banks et al. 2010; Méne-Saffrané
2018; Zheng et al. 2020; Almagro et al. 2021). Pouze - a y- formy tokoferoli a tokochromanold
lze nazvat izomery, nebot’ maji stejny sumarni vzorec, tedy stejny pocet danych atomd, ale jiné
strukturni uspotadani téchto atomi v molekule (Azzi 2019).

Hs ;

CHj Tokotrienoly
Tokoferoly Tokotrienoly Ry R,
a-tokoferol a-tokotrienol CH3 CH3
B-tokoferol B-tokotrienol CH; H
v-tokoferol y-tokotrienol H CH3
o-tokoferol o-tokotrienol H H

Obrazek 4. Chemicka struktura tokochromanoli (upraveno dle Fu et al. 2017)
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3.2.2 Biosyntéza

Tokoferoly a tokotrienoly jsou syntetizovany rostlinami a jinymi fotosyntetizujicimi
organismy, jako jsou nékteré kyanobakterie nebo fasy (Almagro et al. 2021).

Syntéza vitaminu E (Obrazek 5) probiha v plastidech, kde jsou prostfednictvim dvou
metabolickych cest formovany prekurzory dvou zékladnich ¢ésti struktury tokochromanoli.
Sikimatovou cestou dochézi ke vzniku chromanolového kruhu zhomogentisatu (HGA)
a v ramci methylerythritolové drahy je syntetizovan isoprenoidovy ocas tokotrienold
z geranylgeranyldifosfatu (GGDP) a z fytyldifosfatu (PDP) v pfipadé tokoferolt (Mufloz &
Munné-Bosch 2019). Biosyntéza je zahijena kondenzaci polarni aromatické hlavy HGA
s raznymi lipofilnimi polyprenylpyrofosfaty (GGDP nebo PDP), které urcuji typ
tokochromanolu. Kondenzace je katalyzovana tiemi typy HGA prenyltrasferas (Méne-Saffrané
2018). Kondenzaci HGA a PDP vznika prekurzor pro tvorbu tokoferolti 2-methyl-6-fytyl-1,4-
benzochinol, zatimco kondenzace HGA s GGDP vede ke vzniku 2-methyl-6-geranylgeranyl-
1,4-benzochinolu potifebného pro syntézu tokotrienolll. Tyto vzniklé slou¢eniny jsou piimymi
prekurzory pro 6- a f-tokochromanoly nebo mohou byt methylovany methyltransferasou za
vzniku 2,3-dimethyl-6-fytyl-1,4-benzochinolu pro tokoferoly a 2,3-dimethyl-6-geranylgeranyl-
1,4-benzochinol pro tokotrienoly. Methyl- i dimethylbenzochinoly jsou nasledné cyklizovany
tokoferolcyklazou a tim transformovany na 9d-, respektive y-tokochromanoly. Poslednim
krokem syntézy je methylace 98- a y-forem, pisobenim y-tokoferolmethyltransferazy za vzniku
a- a B-tokochromanold (Meéne-Saffrané 2018; Almagro et al. 2021).
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Obrazek 5. Biosyntéza tokoferolt a tokotrienolti (upraveno dle Hunter & Cahoon 2007).

DMGGBQ 2,3-dimethyl-6-geranylgeranyl-1,4-benzochinol; DMPBQ 2,3-dimethyl-6-fytyl-1,4-
benzochinol; GGDP geranylgeranyldifosfat; HGA homogentisat; PDP fytyldifostat; MGGBQ 2-
methyl-6-geranylgeranyl-1,4-benzochinol; MPBQ 2-methyl-6-fytyl-1,4-benzochinol
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3.2.3 Vyznam vitaminu E pro rostliny

Ke studiu funkei tokochromanolt ¢i dalSich antioxidantt v rostlinach lze pouzit rtizné
pristupy — exogenni aplikace na urovni celé rostliny ¢i bunky, studium rozdilu v mnozstvi
sledovanych antioxidantl pfed a béhem studovaného fyziologického procesu nebo za pouziti
mutantd a transgennich linii se zménénou aktivitou enzymil zodpovédnych za pribéh
biosyntézy a tim ovlivnénou hladinou tokochromanolti. Exogenni aplikaci tokochromanolii
byla zjisténa jejich role pti ochrané thylakoidii nebo jinych membran pted oxida¢nim stresem.
Timto pfistupem byla objevena funkce a-tokoferolu pifi ochrané fotosystému II pied
singletovym kyslikem. Druhym pfistupem, kdy byla sledovdna koncentrace tokochromanolid
pied a béhem studovaného fyziologického procesu, byl prokdzan vliv téchto latek na fadu
fyziologickych procesti, mezi néZ patii kliceni semen, kveteni, starnuti listt, ale i reakce rostlin
na mnohé abiotické stresy (Falk & Munné-Bosch 2010). K radikalni zméné chapani biologické
ulohy tokochromanolii doslo s vyuZzitim mutantt a transgennich rostlin, které zpisobilo pievrat
v porozuméni fyziologickych procesti v rostlinach (Falk & Munné-Bosch 2010; Méne-Saffrané
& DellaPenna 2010), nebot’ umoznilo ptimé posouzeni funkci tokoferolil ve fotosyntetizujicich
organismech. V reakci na rizné abiotické faktory, véetné nadmérného pisobeni svétla, sucha,
toxickych kovl ¢i vysokych a nizkych teplot dochazi ke zvySovani hladiny tokoferolti
v rostlin€. Souvislost mezi zvySenou hladinou tokoferoli v plastidech a oxida¢nim stresem
vedla k predpokladu, Ze primarni funkci tokoferold v rostliné je ochrana membran
fotosyntetickych pletiv obsahujici PUFA pied oxida¢nim stresem (Maeda & DellaPenna 2007).

3.2.3.1 Oxidacni stres

VétSina zivych organismu ke svému preziti potfebuje kyslik, ktery ma tendenci vytvaret
volné radikély, presnéji reaktivni formy kysliku (ROS). Volné radikdly jsou z chemického
pohledu atomy, molekuly nebo ionty s neparovym ¢i vice neparovymi elektrony ve své valen¢ni
vrstvé. Volné radikaly jsou schopné kratkodobé existence, ale kvili snaze ziskat elektron do
své valen¢ni vrstvy, jsou velmi reaktivni. Mohou reagovat jak s jinymi volnymi radikaly, tak
i s lipidy buné¢nych membran, sacharidy, nukleovymi kyselinami i bilkovinami, coz miize vést
k vyraznému posSkozeni tkani organismii. Krom& ROS jsou pro organismus vyznamné
ireaktivni formy dusiku (RSN) (Platenik 2009; Lushchak 2014; Poprac et al. 2017).
Nejrozsifenéjsimi ROS a RNS jsou peroxid vodiku (H207), hydroxylovy radikal (-OH)
a superoxidovy radikal (O;-"), oxid dusnaty (NO-) a peroxynitrit (ONOQO") (Sinha et al. 2013;
Pisoschi et al. 2021).

V zivych organismech je za aerobnich podminek vice nez 90 % spotiebovaného kysliku
redukovano pfimo na vodu cytochromoxidasou v mitochondridlnim dychacim fetézci Ctyt
elektronovym systémem bez uvolnéni ROS. Tato ¢innost je bezprostiedné spojena s oxidativni
fosforylaci za ucelem produkce energie ve formé adenosintrifostatu (ATP). Méné nez 10 %
spotfebovaného kysliku je redukovéno na superoxidovy radikal a naslednou jednoelektronovou
redukei se soucasnym piijetim dvou protoni dochazi ke vzniku peroxidu vodiku. Peroxid
vodiku sice neni volnym radikalem, ale diky jeho vétsi reaktivité ve srovnani s molekuldrnim
kyslikem je fazen mezi ROS. V piipadé, kdy molekula peroxidu vodiku pfijme dalsi elektron,
dojde k jeho $tépeni na hydroxylovy aniont a hydroxylovy radikal, ktery je povazovan za agens
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startujici oxida¢ni poskozeni biomolekul organismu. Hydroxylovy aniont reaguje s dalSim
elektronem a protonem, ¢imZ dochéazi ke vzniku molekuly vody. V organismech k této reakci
dochdzi hlavné diky odebirani atomu vodiku z riiznych sloucenin — z lipiddi, proteint, aj. a tim
dochazi k zahajeni fetézové reakce (Platenik 2009; Lushchak 2014).

K oxida¢nimu stresu dochazi pfi nerovnovaze antioxidantii a prooxidacnich agens.
Nadbytek prooxidantti vyvolava oxidacni stres dvéma zpusoby. Bud’ generovanim ROS nebo
inhibici antioxida¢nich systémti (Mohd Mutalip et al. 2018). Dusledkem obou zminénych
mechanismt dochézi k rliznym zménam biomolekul, které definuji patologicky stav (Pisoschi
et al. 2021). Rada latek, jako jsou naptiklad t&7ké kovy nebo jina xenobiotika a mnoho dalgich
exogennich faktort, jako je UV zafeni, mohou indukovat nadmérnou tvorbu ROS (Sinha et al.
2013). V organismu jsou ROS bézné vytvaieny v omezeném mnoZstvi, nebot” jsou nezbytné
napiiklad pro udrzeni homeostazy bunék, pfenos signall, genovou expresi, rozpoznavani
patogent aj. (Pisoschi et al. 2021). V mitochondriich je rozsah produkce ROS ovliviiovan
fyziologickymi i1 patologickymi podminkami organismu, pficemz jejich koncentrace je
udrzovana zejména pomoci enzymatického mitochondridlniho antioxida¢niho systému.
Jakmile produkce ROS piekro¢i kapacitu mitochondridlnich antioxidantd, muze dojit
k inaktivaci Krebsova cyklu a slozek dychaciho fetézce. V disledku této mitochondridlni
dysfunkce muize dochdzet k vdznym poskozenim bunéénych struktur i celého organismu
(Ciarcia et al. 2022).

Podle intenzity lze oxidacni stres charakterizovat jako fyziologicky (eustres), kdy
v systému mezi produkci ROS a jejich neutralizaci existuje rovnovaha, nebo jako toxicky
oxida¢ni stres (distres), kdy bunééné slozky podléhaji vaznému oxida¢nimu stresu
a v kone¢ném dusledku dochazi k poskozeni a ohrozeni Zivotaschopnosti bunék (Sinha et al.
2013; Pisoschi et al. 2021).

3.2.3.2 Antioxidacni funkce vitaminu E

Tokochromanoly jsou pfitomny v bunéénych membranach, véetné mitochondridlnich,
kde jako soucast antioxida¢niho systému (Ciarcia et al. 2022) ochrafiuji membranové lipidy
pred oxida¢nim poskozenim. Tato ochrana je zprostfedkovana dvéma mechanismy. U prvniho
mechanismu dochazi k prenosu atomu vodiku z hydroxylu tokochromanolového kruhu
na vysoce reaktivni peroxyradikal, ¢imz dojde k jeho pfeméné na méné reaktivni hydroperoxid.
Tim dojde k pteruseni fetézové radikdlové reakce vedouci k peroxidaci lipidi. Vznikly,
stabiln¢jsi tokochromanolovy radikdl muze byt zpétné¢ recyklovdn na odpovidajici
tokochromanol reakci sjinym bunéénym reduktantem, jako je napiiklad askorbat nebo
ubichinol (DellaPenna & Mene-Saffrané 2011). Druhym mechanismem je fyzikalni zhaSeni
vysoce reaktivniho singletového kysliku pomoci pfenosu naboje a tepelného rozptylu uvolnéné
energie. Timto zptisobem je singletovy kyslik navracen do zakladniho stavu bez poSkozeni
struktury tokochromanolu. Singletovy kyslik je produktem fotosystému II, proto tyto ochranné

Hlavnim faktorem urcujicim antioxida¢ni G¢innost tokochromanoli v homogennich
roztocich je ptitomnost hydroxylové skupiny v blizkosti chromanolového kruhu, ze které je pti
substituci uvoliiovan elektron. Z toho vyplyva, ze a-tokochromanoly jsou jako donory vodiku
ucinnéjsi nez B-, y- a 6-tokochromanoly. Nicméné biologické membrany jsou slozeny ze Siroké
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Skaly sloZenych lipidid s odliSnymi polarnimi skupinami a uhlovodikovymi substituenty, které
nejsou v membrané homogenné rozlozeny. Proto 1ze predpoklédat, Ze antioxidacni G¢innost
nezavisi pouze piimo na chemické struktute, ale také na jinych faktorech, jako je mobilita
a pristupnost v bunééné membrang, které jsou do znacné miry strukturou ovlivnény, a kromé
toho muZze zna¢nou roli hrat i prostedi, ve kterém k reakcim dochazi (Falk & Munné-Bosch
2010).

3.2.4 Vyskyt u rostlin

Zatimco tokoferoly jsou pfitomny ve vSech fotosyntetizujicich rostlinach, tokotrienoly se
vyskytuji pouze u nékterych druhti rostlin. Stejné tak i kdyz jsou v rostling ptitomny tokoferoly
i tokotrienoly, nemusi se nachazet ve stejnych tkanich, coz miize naznacovat jejich rozdilnou
funkci (Falk & Munné-Bosch 2010; Méne-Saffrané & DellaPenna 2010). Tokoferoly jsou
v rostling lokalizovany v rtznych pletivech — v listech, semenech, plodech, stoncich, aj. a to
predevsim v plastidech, konkrétné v chloroplastech fotosyntetizujicich pletiv, amyloplastech
semen a hliz, leukoplastech okvétnich listki nebo v chromoplastech plodi. Riiznorodé je také
jejich slozeni i obsah, pti¢emz v semenech byva akumulovano az dvakrat vice tokoferolt nez
v listech (Falk & Munné-Bosch 2010; Méne-Saffrané & DellaPenna 2010; Hussain et al. 2013).
Semena jsou bohata na y-tokoferol, zatimco a-, - a 3-tokoferol jsou u vétsiny rostlinnych druhti
v semenech pfitomny ve vyrazné niz§im mnozstvi. V listech a jinych fotosyntetizujicich
pletivech obecné pievlada a-tokoferol. a-tokoferol byva lokalizovan zejména ve vnitinich
obalovych membranach chloroplastl, v thylakoidnich membranach a v nékterych piipadech
v plastoglobulech (Hussain et al. 2013). Tokotrienoly jsou, ve srovnani s tokoferoly, v rostlinné
ii81 rozsiteny méné a jejich piitomnost ve fotosyntetizujicich orgédnech byva vzéacna. Piesto
mohou byt rizné tokotrienoly pifitomny ve vyznamném mnozstvi v semenech jednodéloznych
rostlin (Falk & Munné-Bosch 2010; Méne-Saffrané & DellaPenna 2010).

Mezi hlavni potravinové ptirodni zdroje tokoferold a tokotrienolt patii lipidové frakce
semen a ofechd. Jejich ochrannd funkce mulize vysvétlovat jejich vysokou koncentraci ve vysoce
nenasycenych jedlych olejich. Tokoferoly jsou ptitomny v oleji mandlovém, slune¢nicovém
nebo Inéném. Vysoky podil tokotrienoll oproti tokoferoliim je charakteristicky pro palmovy
olej (45:55), olej z ryzovych otrub (30:70) a semena annatto (0:100), kterd jsou vyhradnim
obsahem tokotrienold (pfevazné 3-tokotrienolu) jedine¢na. Udaje o piitomnosti tokold v ovoci
a zeleniné jsou cCasto rozporuplné. Obecné je to dano tim, Ze rostlinné potraviny s nizkym
obsahem lipidi obvykle obsahuji zanedbatelna mnozstvi tokoll, ale jisty vliv mize mit
i riznorodost analytickych metod, které se pro jejich stanoveni pouzivaji. V bézné stravé jsou
prijimany predevsim tokoferoly, a to hlavné a- a y-tokoferol (Peh et al. 2016; Shahidi & de
Camargo 2016; Szewczyk et al. 2021). V semenech méaku jsou pfitomny zejména a- a y-
tokoferoly s pfevazujicim podilem y-tokoferolu. Mnozstvi a-tokoferolu byva az desetkrat nizsi
oproti y-tokoferolu (Dabrowski et al. 2020).

3.2.5 Biologicka dostupnost

K rozsiteni studia metabolismu a nutri¢nich pozadavka vitaminu E vedlo popsani faktoru
X v rostlinnych produktech Evansem a Bishopem v roce 1922, kdy tento faktor vylécil sterilitu
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u potkant (Clarke et al. 2008). Vyzkum spocival v pozorovani potkand, kteti byli krmeni
stravou skladajici se z mlé¢ného kaseinu, kukuficného skrobu a smési soli a davek vitaminu A
a B. U takto krmenych potkanii dochazelo k projevim sterility jiZ v prvni generaci, pfi¢emz
zakladni pfi¢inou pozorovanych poruch reprodukce byl oznacen neznamy dietni faktor. Po
zkrmovani zeleného salatu, vojtésky, psSenice, ovsa, masa a plnotu¢ného mléka (tedy krmiva
s obsahem vitaminu E) doslo vice ¢i mén¢ k u¢innému udrzeni plodnosti a zabranéni sterilité
(Brigelius-Flohé 2021). Dalsi zkoumani vedla k ziskani zna¢ného mnozstvi informaci o roli
tohoto vitaminu nejen ve zdravi ¢lovéka, ale i o jeho vlivu na rostlinné organismy (Clarke et al.
2008).

Ptestoze maji jednotlivé formy vitaminu E podobnou strukturu, lisi se jejich biologicka
dostupnost a zptisob jakym jsou v organismu metabolizovany (Shahidi & de Camargo 2016;
Szewczyk et al. 2021). Vysledky mnoha studii prokézaly, ze Zivocichové vcetné clovéka
prednostné vstiebavaji piirodni stereoizomer RRR-o-tokoferol, a to hlavné diky afinité
a-tokoferolového transportniho proteinu (a-TTP) k R formam. Studie zaroven ukazaly,
7e RRR-a-tokoferol je biologicky nejaktivnéjsi a aktivita jinych forem je vyjadfovana
v ekvivalentu a-tokoferolu v procentech. To piedstavuje pro B-tokoferol 50 %, pro y-tokoferol
10 %, 3 % pro o6-tokoferol, 30 % pro a-tokotrienol, 8 % pro y-tokotrienol a 5 % pro
B-tokotrienol. Pro y-tokoferol nebyl ekvivalent stanoven (Szewczyk et al. 2021).

Mnozstvi vstiebaného vitaminu E zdvisi na rozdilech v matrici potravin, které tento
vitamin dodavaji. Je zndmo, Ze kyselina retinova, rostlinné steroly, kyselina eikosapentaenova,
alkohol a vlaknina vstiebavani vitaminu E inhibuji. Fragmentace matrice potraviny mize zvysit
biologickou dostupnost tokochromanolti a jejich pienos do micel. Stfevni absorpce vitaminu E
uzce souvisi s travenim tukd obsazenych ve stravé, pro které je zasadni produkce Zluc¢ovych
kyselin v jatrech a tvorba micel (Clarke 2008; Szewczyk et al. 2021).

Ke vstiebavani vitaminu E obsaZzeného ve formé micel spole¢né s triacylglyceroly
a cholesterolem mize dochézet pasivni difuzi pfes membranu enterocytii. Kromeé toho kli¢ovou
roli ve stievni absorpci téchto latek hraji transmembranové proteiny (Clarke 2008; Szewczyk
et al. 2021). Ve stievnich epitelidlnich burnkach je vitamin E zaélenén do vznikajicich
chylomikront. V krvi vitamin E nésleduje lipoproteinovy transport ostatnich lipidi a je
transportovan bud’ do extrahepatalnich tkani nebo do jater. Transport vitaminu E probiha
prostfednictvim chylomikroni, lipoproteinii nizké, stfedni nebo vysoké hustoty. V jatrech
prochéazi vitamin E nékolika tfidicimi kroky, které vedou rizné formy vitaminu E bud’ ke
katabolickym procestiim nebo k jejich zaclenéni do lipoproteinovych ¢éstic prostiednictvim
caste¢né¢ neznamych mechanismi. a-TTP rozliSuje odlisné formy vitaminu E ve prospéch
a-tokoferolu a tim nedochazi k jeho nadmérnému katabolismu. S ostatnimi formami vitaminu
E je pfednostné nakladdno jako s xenobiotiky a kone¢né produkty jejich rozkladu
(karboxyethyl-hydroxychromany) jsou ve formé& sulfati a glukuronidovych konjugatt
vylouceny moc¢i nebo zlué¢i. Tim je pasobeni jinych homologli nez a-tokoferolu v lidském téle
omezené, nebot” jsou okamzité metabolizovany a vylucovany (Galli et al. 2017; Szewczyk et
al. 2021).

Absorpce tokoferolli a tokotrienold ve stfevech se pohybuje v rozmezi 20-80 %
celkového piijatého mnozstvi. Uroveri vstiebatelnosti je niZ$i neZ u ostatnich lipofilnich
vitaminli a koncentrace tokoferold a tokotrienoli v plazmé je ovlivnéna jejich obsahem ve
strave, absorpei a metabolismem (Szewczyk et al. 2021).
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3.2.6 Vyznam vitaminu E pro ¢lovéka

Stejné jako u rostlin pisobi i v lidském organismu tokochromanoly jako antioxidanty
(Falk & Munné-Bosch 2010). Oxidac¢ni stres u lidi mize byt pfi¢inou patogeneze fady
neurodegenerativnich a metabolickych onemocnéni (Ciarcia et al. 2022). Na piiklad v Zenském
reprodukénim systému mohou ROS naruSovat rany embryonélni vyvoj, ovliviiovat oplozeni
oocytu a zpisobit inhibici implantace embrya (Mohd Mutalip et al. 2018). U muzi je skodlivé
pusobeni ROS spojovano s muzskou neplodnosti, kdy vyznamné ovliviiuji funkci a kvalitu
spermii (Zerbinati et al. 2020). Vitamin E ma svoji aktivitou (popsanou v podkapitole 3.2.3.2)
prospeésné ucinky na pribéh tehotenstvi, coz uzce souvisi se zdravim novorozenct (Mohd
Mutalip et al. 2018), a také proti porucham reprodukce, kdy zachovava a obnovuje pohyblivost
a morfologii spermii (Bisht et al. 2017).

Kromé¢ ucinku na plodnost, studie na zvifatech dolozily nezbytnost tohoto vitaminu pro
vyvoj tkani a organd, jako jsou mozek, svaly a kosti. Nékteré z téchto funkci byly u lidi
potvrzeny, jiné jsou stale predmétem zkoumani (Galli et al. 2017). Proto je nutné brat v uvahu
i jeho dal§i potencidlni role (Falk & Munné-Bosch 2010), jako jsou naptiiklad jeho
antiproliferacni, proapotické, antiangiogenni a protizanétlivé ucinky (Clarke et al. 2008;
Szewczyk et al. 2021).

3.3 Extrakce lipofilnich latek z rostlinné matrice

Extrakce je klasicka metoda, kterou se ziskava ¢ista slou¢enina z ptivodni matrice pomoci
ruznych rozpoustédel. MiZe byt pouzito jedno nebo kombinace vice rozpoustédel, podle
charakteru izolované latky. Dilezitym rozdilem mezi jednotlivymi metodami extrakce jsou ¢as
a mnozstvi pouzitého rozpoustédla potiebné pro extrakci. Dal$im vyznamnym faktorem je
teplota, kterd ovliviiuje jak rozpustnost slouceniny, tak schopnost rozpoustédla pronikat do
vzorku a tim i vyslednou uc¢innost extrakce. Volba metody extrakce ovlivni jeji vysledky
(Kumar 2016).

Prvnim krokem je vybér spravného rozpoustédla, pfipadné smeési rozpoustédel. Sladéni
polarity zkoumané slouceniny a extrak¢niho €inidla je dilezité pro optimalni priibéh extrakce.
Pro extrakci lipofilnich latek jsou vhodné nepolédrni rozpoustédla, jako je naptiklad petroléter
nebo hexan. Dilezitymi faktory pii vybéru vhodného rozpoustédla jsou toxicita, solubiliza¢ni
schopnost, selektivita a chemicka reaktivita. Rozpoustédlo by mélo byt v idedlnim piipade
netoxické a melo by mit vysokou solubiliza¢ni silu, kterd uruje schopnost rozpoustét danou
latku a prevést ji tak zpevné matrice do roztoku. Selektivita je schopnost rozpoustédla
rozpoustét ur€ité slouceniny s podobnou polaritou (Kumar 2016). Pii vybéru vhodného
rozpoustédla mohou pomoci riizna métitka chemickych vlastnosti rozpoustédla a slouceniny.
Pro hodnoceni a porovnavani polarit je bézné¢ pouzivan rozdé€lovaci koeficient log Kow.
Rozdélovaci koeficient stanovuje nejlepsi rozpustnost slouceniny v polarnim (vodném) nebo
nepolarnim (oktanolovém) rozpousteédle. log Ko,w je vypocitan podle vztahu:

C
log Kow — log oktanol

Cvoda
Kde cokanol @ Cvoda jsou zmétené koncentrace slouceniny v obou fazich. Selektivita

riznych rozpoustédel zavisi na charakteru cilovych slouceninach. Naptiklad hexanem lze
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extrahovat alkany a methylestery bez karboxylovych kyselin, zatimco ethanol je vhodny pro
extrakci karboxylovych kyselin bez alkanti nebo methylestert (Lefebvre et al. 2021).

Existuje mnoho technik extrakce, které se 1is$i moznosti a efektivitou jejich vyuziti pro
izolaci riznych analyti z rozdilnych material. Tyto techniky je mozné rozdélit do nékolika
skupin podle rtiznych parametri. Rozdéleni mtize byt podle vlastnosti vzorku, jeho latkového
skupenstvi, viskozity nebo te€kavosti (Bielicka-Daszkiewicz 2016). Podle vyvoje 1ze dostupné
techniky extrakce rozdélit do dvou skupin na klasické a moderni. U klasickych technik, jako
jsou extrakce v tiepaci baiice (macerace), Soxhletova extrakce a extrakce na pevnou fazi (SPE),
ucinnost extrakce zavisi predev§im na typu pouzitého rozpoustédla a dob¢ extrakce (Wilga et
al. 2007; Usman et al. 2022). Klasické techniky se snadno provadéji a nevyzaduji zadné
specialni vybaveni (Tzanova et al. 2020). U modernich metod, kam lze zatadit napiiklad
ultrazvukovou extrakci (UAE), mikrovinnou extrakci (MAE), extrakci pomoci enzymi (EAE)
a extrakci superkritickou tekutinou (SFE), nezavisi u¢innost extrakce pouze na druhu pouzitého
rozpoustédla a dob¢ extrakce, ale i na dalSich riiznych parametrech, které jsou typické pro danou
metodu. V poslednich letech bylo vyvinuto mnoho pokrocilych a a¢innych extrakénich metod,
které klasické konvenéni metody piekonavaji. Pouzitim modernich technik lze vyrazné zkratit
dobu extrakce, snizovat spotfebu rozpoustédel a soucasné zvysSovat extrakéni ucinnost. Tyto
nové techniky jsou téz znamy jako metody ,,zelené extrakce™ (Wilga et al. 2007; Khongthaw et
al. 2023).

3.3.1 Macerace

Macerace je jednou znejjednodusSich extrakénich metod, pii které je vyuzivano
rozpoustédla v kombinaci s teplem a michanim, ¢imz dochazi ke zlepSeni pienosu hmoty
a rozpustnosti sloucenin (Picot-Allain et al. 2021; Khongthaw et al. 2023). Pfi maceraci je
rostlinny material nejprve rozemlety na malé ¢astice. Tim dojde ke zvétSeni povrchu a lepSimu
smiseni s rozpoustédlem. Nasledné je homogenni matrice v uzaviené nadob&€ smichéana
s vhodnym rozpoustédlem a za obcasného protiepani se nechd stat nékolik dnti pii pokojové
teploté. Timto procesem dochazi ke zméekceni a rozkladu bunéénych stén, cozZ mize znacné
napomoci uvolilovani extrahované latky (Azmir et al. 2013; Khongthaw et al. 2023). Tato
metoda se bézné pouziva pro izolaci net€kavych rostlinnych sloucenin, ale své vyuziti nachazi
i pii extrakci termolabilnich slozek. Nevyhodou této metody je dlouhd doba extrakce, nizka
vytéznost a spotieba velkého mnozstvi rozpoustédel (Zhang et al. 2018; Khongthaw 2023).

3.3.2 Soxhletova extrakce

Jednou z nejstarSich a nejpouzivanéjSich extrak¢énich metod (Danlami et al. 2014) je
extrakce provadéna na Soxhletove pfistroji, pii které je homogenizovany vzorek umistén do
extrakéni patrony. V destilatni banice dochdzi k zahfivani extrak¢énich rozpoustédel. Tim
dochazi k jejich odpafovani a pary rozpoustédel stoupaji do kondenzatoru (chladice), kde
kondenzuji a odkapavaji do extrakéni patrony se vzorkem. Kdyz hladina rozpoustédla dosahne
hladiny ptepadu, tece rozpoustédlo piepadovou trubici zpét do destila¢ni banky (Obrazek 6).
Roztok rozpoustédla s sebou odvadi i extrahované rozpusténé latky, které zlistavaji v destila¢ni
barice. Operace se opakuje, dokud neni dosazeno uplné extrakce (Danlami et al. 2014; Tzanova
et al. 2020; Khongthaw 2023). Soxhletova extrakce je bézn¢ pouzivanou konven¢ni metodou
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k extrakei tepelné stabilnich sloucenin z pevnych materiald, naptiklad tuk a olejii semennych
matric. Jednd se o zasadni zafizeni pouzivané ve farmakognozii pro extrakci farmakologicky
aktivnich sloucenin. Tato metoda je vyuzivana i jako referenéni metoda pro hodnoceni ostatnich
extrakénich metod na principu tuha latka-kapalina (Danlami et al. 2014; Khongthaw 2023).
Vyhodou Soxhletovy extrakce je jeji vysoka extrakéni uéinnost, ktera vyzaduje méné Casu
a spotieby rozpoustédel, nez je tfeba u macerace. Nevyhodou této metody je vysoka teplota
zvySujici pravdépodobnost tepelné degradace extrahovanych slouc¢enin (Zhang et al. 2018).
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© | «——Topné hnizdo

Obrazek 6. Soxhletova aparatura (upraveno dle Danlami et al. 2014).

3.3.3 Extrakce na pevnou fazi

SPE probiha na zékladé adsorpce analytii na pevné sorbenty. Pozadovanou chemickou
slozku lze nasledné z pevného sorbentu ziskat eluci vhodnym rozpoustédlem. Timto typem
extrakce dochazi k diikladnému odstranéni chemickych slozek z kapaliny. Vybér vhodného
sorbentu je velmi dilezity a zavisi na interakci mezi sorbentem a samotnym analytem (Silva et
al. 2015; Usman et al. 2022). Dilezitym faktorem pro UspéSnou extrakci je vybér elu¢niho
rozpoustédla, které zajisti kvantitativni vymyti veSkerého mnoZstvi analytu z pevného sorbentu
(Usman et al. 2022). SPE nasla vyuziti pro extrakci znecistujicich latek a je povazovana za
vhodnou metodu pro monitorovani pesticidi v riznych formach matric (Samsidar et al. 2018).
Jedna se o relativné levnou, snadnou a opakovatelnou metodu. Nedostatkem SPE je omezena
kapacita pevného sorbentu, kdy mohou po extrakci zlistavat v extraktu kontaminanty (Silva et
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al. 2015). K odstranéni malych ¢astic je potteba po SPE vyuzit filtra¢nich procest (Usman et
al. 2022).

3.3.4 Ultrazvukova extrakce

Ultrazvuk je mechanické vinéni, které prekonava frekvenci nad 20 kHz a tim je pro lidské
ucho neslysitelné (Danlami et al. 2014). Je povaZovan za vynikajici zdroj energie pro podporu
extrakce (Kumar 2016). Extrakce probihd v ultrazvukové lazni a podobné jako u jinych
zvukovych viln, dochazi i u ultrazvuku k sériim kompresnich a nizkotlakych vin. Tyto viny
prochézi prostfedim média, kde se rozptyluji a zplisobuji akustickou kavitaci. Kavitace je jev,
pti kterém dochdzi ke vzniku, ristu a kolapsu mikroskopickych bublin (Kumar 2016; Tzanova
et al. 2020). Rozpadem téchto bublin je uvolnovano velké mnozZstvi energie ve formé tepla
a tlaku, coz mize vést k naruseni bunéénych stén, degradaci rostlinné matrice a zvySenému
prenosu hmoty, ¢imz zpravidla dochéazi k ucinnéjsi extrakci cilové slouceniny (Azmir et al.
2013; Tzanova et al. 2020). Podobné jako u Soxhletovy extrakce existuje u UAE riziko
poskozeni tepelné labilnich slou¢enin v dtsledku ptisobeni uvoliiovaného tepla, ale diky kratsi
dobé¢ pribéhu miize byt tato metoda vhodnou alternativu pravé k extrakei Soxhletoveé (Azmir
et al. 2013; Tzanova et al. 2020; Picot-Allain et al. 2021; Khongthaw et al. 2023). UAE
ptedstavuje jednoduchou, levnou a u¢innou metodu pro extrakci Siroké Skaly biologicky
aktivnich latek (organickych i anorganickych) z rostlinné matrice (Azmir et al. 2013; Manzoor
et al. 2019; Tzanova et al. 2020). Krom¢ zkraceni doby extrakce jsou vyhodami UAE nizka
spotieba rozpoustédla a snizeni teploty extrakce. Ultrazvuk navic pii extrakci umoziuje
ucinnéjsi michani a rychlejsi pienos energie a mize zvySovat ucinnost extrakce (Azmir et al.
2013; Tzanova et al. 2020). Hlavni nevyhodou této metody je vznik volnych radikalt pii pouziti
vysoké frekvence ultrazvukovych vin. Proto je nutné, aby vSechny parametry UAE extrakce
byly dikladné optimalizovany, aby se zabranilo tepelné degradaci analyzovanych slouc¢enin
(Tzanova et al. 2020; Khongthaw et al. 2023).

3.3.5 Mikrovinna extrakce

Pti této metodé dochazi k extrakci vhodnym rozpoustédlem v kombinaci s pisobenim
mikrovinného zafeni (Kumar 2016). Mikroviny patii do tfidy neionizujiciho zafeni s rozsahem
frekvence 300 MHz—300 GHz (Khongthaw et al. 2023). Béhem MAE dochazi k zahtivani
rozpoustédla vlivem absorpce mikrovinného zafeni dipoly existujicimi v rozpoustédle nebo
v materialu vzorku (Kumar 2016). To vede ke vzniku elektrického pole, které zplisobuje posun
polarnich molekul, vytvofeni dip6lové rotace a iontové vodivosti. Prostiednictvim
mechanismt, kterymi se molekuly snazi pfizplsobit vzniklému elektrickému poli, je
uvoliovana energie ve formé tepla, ¢imZ dochazi k rychlému zvysSeni teploty rozpoustédla.
V rostlinné buiice vlivem odpatujici se vlhkosti vznika tlak, ktery zptisobuje prasknuti bunééné
stény a burika je tak vystavena okolnimu rozpoustédlu. (Manzoor et al. 2019; Picot-Allain et al.
2021; Khongthaw et al. 2023). MAE lze povazovat za selektivni metodu pro extrakci
organickych a organokovovych sloucenin, které jsou stabilni pii vystaveni mikrovinnému
ohievu. MAE miiZe rychleji extrahovat bioaktivni latky a v porovnani s konven¢nimi metodami
lze dosdhnout leps$i vytéznosti, sniZzeni mnozstvi pouzitych rozpoustédel a ndkladi na
zpracovani (Azmir et al. 2013; Tzanova et al. 2020). Z pouziti MAE vsak vyplyvaji i nevyhody,
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kdy pfi nevhodné nastaveném vykonu mikrovinného zéateni dochazi k prehtati, které mize vést
k rozsahlé degradaci analytu (Kumar 2016).

3.3.6 Extrakce pomoci enzymu

EAE je enzymaticka pireduprava, kdy jsou béhem extrakéniho kroku ptidavany specificky
hydrolyzujici enzymy, naptiklad celulasy, a-amylasy, pektinasy apod. (Tzanova et al. 2020).
Rostlinné bunécné stény jsou tvoreny makromolekulami jako jsou zejména polysacharidy, na
které mohou byt nékteré fytochemikélie pevne vazany a je tedy obtizné je odstranit tradi¢nimi
metodami extrakce. Pfiddnim enzymu do rozpoustédla a jejich hydrolytickym plisobenim na
komponenty bunéénych stén, 1ze dosdhnout uvolnéni nekterych vazanych molekul a zvysit tak
vytéznost dané metody (Manzoor et al. 2019; Picot-Allain et al. 2021; Khongthaw et al. 2023).
Tento zpisob extrakce predstavuje ucinnou techniku pro extrakci velké skupiny sekundarnich
rostlinnych metabolitii s antioxida¢nimi vlastnostmi (Tzanova et al. 2020). V fadé studii,
v nichZ byla srovnavana ucinnost riiznych extrakénich metod, prokazala tato metoda vyssi
vytéznost, rychlejsi extrakci a nizsi spotfebu energie a rozpoustédla (Manzoor et al. 2019; Picot-
Allain et al. 2021; Khongthaw et al. 2023). EAE je ovlivnéna fadou faktort, jako je pH média,
teplota, doba zpracovani a v neposledni fad¢ vybér enzymu (Manzoor et al. 2019; Picot-Allain
et al. 2021; Khongthaw et al. 2023).

3.3.7 Extrakce superkritickou tekutinou

V zavislosti na piisobeni tlaku a teploty mohou latky ptechéazet do ti riznych fazi — plynu,
kapaliny a pevné latky (Kumar 2016). Specifickym stavem je tzv. trojny bod (Obrazek 7), ve
kterém koexistuji vSechny tfi faze. Nad timto kritickym bodem se nachazi oblast teploty a tlaku,
kdy superkritické kapaliny vykazuji fyzikalni tzv. dualistické vlastnosti podobné jak kapaling,
tak plynu (Azmir et al. 2013; Kumar 2016; Tzanova et al. 2020). Superkritick4 kapalina se
chova jako plyn, ale ma rozpoustéci vlastnosti kapaliny (Tzanova et al. 2020). Z téchto
vlastnosti vypliva princip SFE, ktery je zaloZen na zvySeni teploty a tlaku rozpoustédla, nad
jeho kritickou hodnotu. Vzorek je umistén do extrakéni nadoby, ve které se v pribéhu extrakce
udrzuje stala teplota a tlak. Poté je extrakéni nadoba naplnéna superkritickou tekutinou a po
rozpusténi obsahovych latek vzorku jsou tyto latky oddé€leny separatorem pevné faze
(Khongthaw et al. 2023). Idedlnim rozpoustédlem pro SFE je oxid uhli¢ity (COz). Kriticka
teplota COz je blizka pokojové teploté (31 °C) a jeho nizky kriticky tlak (74 bart) (Obrazek 7)
nabizi moZnost pracovat pii mirnych tlacich mezi 100 a 450 bary (Azmir et al. 2013). Pouziti
CO> jako superkritické tekutiny ma tadu podstatnych vyhod, jako je dobra solvatace
nepoléarnich analytl, nizké naklady, nizka toxicita CO> a ziskani koncentrované susiny, diky
snadnému odpaieni CO> (Tzanova et al. 2020). Nevyhodou CO: je jeho nizka polarita, ktera je
idedlni pro extrakci nepoléarnich latek, ale ¢ini jej nevhodnym pro vétSinu farmaceutickych
pripravki. Z tohoto diivodu se k CO, mohou ptiddvat modifikatory (napt. dichlormethan), ktery
vyrazn¢ zvySuji jeho polaritu. SFE je vyuzivana v oblasti zivotniho prostiedi, ve
farmaceutickém primyslu, pfi analyze polymerd a potravin (Azmir et al. 2013). Velkou
nevyhodou této extrakéni metody je finanéni naro¢nost pii potfizovani zatizeni (Tzanova et al.
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2020). Krom¢ oxidu uhli¢itého jsou dalS$imi pouzivanymi rozpoustédly ethylen, dusik, xenon
nebo methan (Khongthaw et al. 2023).
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Obrazek 7. Trojny bod a superkriticka oblast pro CO» (upraveno dle Uwineza & Waskiewicz 2020).

3.4 Chromatografické metody stanoveni lipofilnich latek

Vétsina vzorkt jsou komplexni smési stovek nebo tisici chemickych latek. K oddéleni
jednotlivych slozek ze slozitych smési je vyuzivano separacnich metod, mezi které je fazena
chromatografie, jeZ je jednou znejvice vyuzivanych instrumentdlnich analytickych metod
(Vitha 2016). Chromatografie je zaloZena na principu, kdy jsou molekuly dané smési vneseny
mezi stacionarni (nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou) fazi. K oddéleni slozek smési dochézi
pohybem mobilni faze, ktera vzorek unasi pies stacionarni fazi. Rozdilna afinita a interakce
molekul ve vzorku se stacionarni fazi vede k jejich separaci. Slozky vzorku, které maji siln¢jsi
interakce se stacionarni fazi se kolonou pohybuji (eluuji) pomaleji ve srovnani se slozkami,
které maji ke stacionarni fazi slabsi afinitu. Po separaci lze oddélené slozky identifikovat
a kvantifikovat (Coskun 2016; Kumar 2016; Vitha 2016). Chromatografické metody I1ze podle
riznych kritérii rozdelit do n€kolika skupin. Zakladni je rozdéleni podle povahy mobilni faze.
Pokud je mobilni faze plynnd jedna se o plynovou chromatografii (GC) a v ptipad¢ kapalné
mobilni faze jde o kapalinovou chromatografii (LC) (Coskun 2016).

3.4.1 Plynova chromatografie (GC)

V plynové chromatografii je mobilni faze oznaCovana jako nosny plyn. Nejvice
pouzivanym plynem je helium, ale lze vyuzit také dusik, argon nebo vodik (Vitha 2016). Diky
relativni inertnosti téchto plynli sloZeni mobilni faze nijak vyrazné neovliviiuje separacni
proces. Analyza je omezena pouze na relativné tékavé a polotékavé slouceniny, které jsou pfi
pokojové teploté bud’ plynné nebo kapalné, ale s bodem varu niz§im, nez je teplota, pii které
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mohou byt vzorky vstfikovany do kolony (Laajimi et al. 2022). Operativni teplota je v rozpéti
mezi 40400 °C (Vitha 2016). Zékladni soucasti typického moderniho plynového
chromatografu jsou zdroj nosného plynu, davkovaé, kolona, termostat, detektor
a vyhodnocovaci zafizeni (Laajimi et al. 2022). GC funguje na principu, kdy inertni plyn
kontinualné proudi z velké plynové lahve ptes davkovac, kolonu a detektor, pficemz priatok
nosného plynu je peclivé regulovan. Vzorek je vstfiknut do davkovace, ze kterého je po
odpateni pienesen proudem nosného plynu do kolony. Obvykle se vyuziva kapilarni kolona
15-30 cm dlouhd. Vnitini strana kolony je potaZena tenkou vrstvou kapaliny s vysokym bodem
varu, ta predstavuje staciondrni fazi. Vzorek je néasledné rozdélen na jednotlivé slozky mezi
mobilni a staciondrni fazi na zaklad€ rozpustnosti v kapalné stacionarni fazi a relativnich tlakt
par. Za kolonou prochdzi nosny plyn a vzorek detektorem, ktery generuje elektricky signal
(McNair et al. 2019). Pouzivanymi detektory v GC jsou napiiklad plamenové ionizacni
detektory, detektory teplené vodivosti, detektor elektronového zachytu a casté je také spojeni
GC s hmotnostni spektrometrii (Laajimi et al. 2022).

3.4.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Kapalinova chromatografie je jednou z nejrozsitenéjsich technik pro analyzu chemickych
smési (Fanali et al. 2017), pomoci které 1ze oddé€lovat, identifikovat a kvantifikovat jednotlivé
slozky ve smési (Schieppati et al. 2021). Systém HPLC je obvykle slozen z komponentd, jako
jsou zasobnik mobilnich fazi, ¢erpadlo, systém vstiikovani vzorku, kolona, detektor a pocita¢
slouzici pro vyhodnoceni dat z detektoru (Kumar 2016).

3.4.2.1 Mobilni faze

Mobilni faze jsou vétSinou tvofeny smési organickych nebo anorganickych rozpoustédel,
ktera zajist'uji a¢innou separaci. Mobilni fadze Casto obsahuji organické rozpoustédlo, jako je
napiiklad acetonitril nebo methanol a anorganické rozpoustédlo, kterym je nejcastéji voda.
SloZeni mobilni faze, zejména mnozstvi a povaha organického rozpoustédla zna¢né ovliviiuje
zachycovani (retenci) analytil na fazi stacionarni (Schieppati et al. 2021). Mobilni faze je do
systému vhanéna pii urcité pritokové rychlosti (Siddhant et al. 2018). K udrzeni kontinualniho
pratoku mobilni faze jsou pouzivany systémy cerpadel. Vlastni HPLC analyza zacina
vstiiknutim vzorku do mobilni faze, kterou je unaSen na kolonu (Kumar 2016). Vstiikovani
vzorku do proudu mobilni faze je provadéno bud’ za pomoci injekéni stiikacky nebo fizenym
infuznim systémem (Siddhant et al. 2018).

3.4.2.2 Kolona

Pouzita kolona je jadrem celé HPLC, nebot’ v kolon¢ dochazi k separaci sloZek analytu.
Kolony pouzivané pii HPLC analyze jsou nejcastéji ocelové trubice, uvnitt kterych je uloZena
stacionarni faze (Kumar 2016). Stacionarni faze je vybirana na zaklad¢ fyzikalné-chemickych
vlastnosti adsorbentu a analytu. Na zakladé Siroké skaly selektivit, je dostupné velké mnozstvi
stacionarnich fazi, pti¢emz kazda ma sva specifika. Klasické separacni systémy na tzv.
normalnich fazich jsou zaloZeny na pouziti polarni stacionarni faze, jako je napf. ¢isty oxid
kiemicity, které oddeluji polarni molekuly pomoci mobilnich fazi o niz$i polarité, neZ ma faze
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stacionarni. V souc¢asné dob¢ jsou pievazné vyuzivany systémy HPLC na reverznich fazich, ve
kterych se pouzivaji nepolarni stacionarni faze na bazi modifikovaného oxidu kiemicitého.
Podle typu kolony a pouZité mobilni faze 1ze pomoci HPLC na reverznich fazich separovat fadu
nepolarnich az stfedné polarnich analytti. Dal§i vyznamnou roli hraje i pdrovitost kolony.
Stacionarni faze o malé velikosti ¢astic zabranuji stagnaci mobilni faze v porech a zajist'uji lepsi
prenos hmoty, ale na druhou stranu je pfi jejich pouziti cely systém vystaven mnohem vys$simu
tlaku, coz muze vést k rychlejsimu opotiebeni jeho jednotlivych soucasti (Corradini 2010;
Schieppati et al. 2021).

3.4.2.3 Detektor

Na konci kolony je umistén detektor, ktery detekuje jednotlivé analyty pfi jejich eluci
z kolony. Detektory byvaji navrzeny tak, aby selektivné a s vysokou citlivosti vyuzivaly
specifické fyzikalni nebo chemické vlastnosti analytu. Pfi zméné sloZzeni mobilni faze, tedy pfi
eluci analytu generuje detektor elektricky signal imérny koncentraci eluované molekuly.
Odezva detektoru je dale zpracovana HPLC softwarem a dojde k vytvoteni chromatogramu,
coz je graf zndzornujici zavislost intenzity signalu na koncentraci analytu (Siddhant et al. 2018;
Schieppati et al. 2021). Casto pouzivanymi detektory jsou UV-Vis detektory, fluorescenéni
detektory a elektrochemické detektory (Swartz 2010; Siddhant et al. 2018; Schieppati et al.
2021). UV-Vis detektor je nejbéznéji pouzivanym typem, u kterého je princip detekce zaloZen
na schopnosti absorpce sledovanych sloucenin v UV (10-380 nm) a viditelné oblasti spektra
(380—780 nm). Principem fluorescenc¢nich detektorii je schopnost fluorescence, kdy tyto
detektory méti emitované zateni, které analyt vyzaii po absorpci excitaéniho zafeni, jehoz zdroj
je v detektoru umistén. Pfedpokladem jejich pouziti je schopnost fluorescence sledovanych
latek, jako je tomu i v piipadé€ tokochromanold. Fluorescenéni detektory mohou byt az tisickrat
citlivéjsi nez UV detektory (Swartz et al. 2010; Schieppati et al. 2021). Stejné jako u GC je
iuLC casté spojeni s hmotnostni spektrometrii (Swartz 2010), kterd predstavuje vysoce
citlivou a univerzalni metodu detekce (Schieppati et al. 2021).
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4 Zavér

Mak sety je druhou nejpéstovanéjsi olejninou péstovanou v Ceské republice hned po
fepce. Podle zeméd¢elského zplisobu vyuziti 1ze mak rozdélit na mak opiovy a mak semenny.
morfin, kodein a noskapin. Pro CR je viak vyznamng&jsi produkce méku semenného, ktery zde
ma dlouholetou tradici a své uplatnéni nachazi v potravinaistvi. Péstovani maku je navic
podminéno legislativné a az na vyjimKy stanovené zakonem nelze jiny nez semenny mak u nas
péstovat.

Z chemického slozeni makového semene 1ze vyzdvihnout vysoky obsah tuk, sacharidi,
nékterych mineralnich latek a vitaminti. Makova semena jsou diky svému vysokému obsahu
lipidd, ktery se pohybuje v rozmezi 28—53 %, dobrym zdrojem polynenasycenych mastnych
kyselin, nejvice vSak linolové kyseliny, ktera tvoii vice nez polovinu (53—74 %) obsahu. Ze
sacharidd, jejichZ podil na celkovém obsahu v semeni se pohybuje kolem 26 %, 1ze zminit
vysoky obsah vlakniny, ktera z nich tvoti 22 %. Z mineralnich latek je v semeni vysoky obsah
vapniku (10 455 mg/kg) a z vitamint je v makovém semeni obsazen vitamin E, jehoZ obsah
v makovém oleji se pohybuje v rozmezi 122—182 mg/kg. Pfitomnost vitaminu E v maku mize
uzce souviset pravé s vysokym obsahem nenasycenych mastnych kyselin.

Vitamin E, ktery zahrnuje ¢tyfi formy tokoferold a tokotrienold, je syntetizovan vyhradné
fotosyntetickymi organismy. Lidsky organismus si jej nedovede sam syntetizovat, a proto je
odkazan na jeho ptijem z potravy. To znéj Cini latku esencidlni povahy. Vitamin E ma
antioxidaéni ucinky, které jsou vyznamné jak pro rostliny, tak i pro ¢lovéka. Jeho plisobeni
spociva zejména v ochrané bunéénych membran pred poskozenim volnymi radikaly. U rostlin
ptitomnost téchto latek napomaha ochrané fotosyntetického aparatu a u lidi ma ptiznivé ucinky
z pohledu prevence patogeneze nadorovych, kardiovaskularnich a jinych onemocnéni.

K extrakei lipofilnich latek 1ze pouzit fadu extrakénich metod. Existuji metody klasické
a moderni. Vybér vhodné metody extrakce je pro analyzu kli¢ovy, nebot’ vyznamné ovliviiuje
jeji uspésnost. Vhodnou extrakéni metodou pro lipofilni latky se jevi extrakce superkritickou
tekutinou.

Vzhledem k tomu, Ze tokochromanoly vykazuji schopnost fluorescence, by analyticka
metoda HPLC s fluorescencni detekci v kombinaci s vhodnou extrakéni technikou mohla
ptedstavovat vhodnou metodu pro stanoveni obsahu vitaminu E v raznych typech
matric, v€éetné makového semene.
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