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ANOTACE

Tato bakalarska prace se zabyva stanovenim biologicky aktivnich latek v kustovnici
pomoci modernich analytickych metod. Na zacatku je uveden popis kustovnice ¢inské
a kustovnice cizi, vyuziti a chemické slozeni kustovnice. Dale jsou zminény informace
o pozitivnich ucincich kustovnice na zdravi lidského organismu, stru¢ny popis separace
a stanoveni latek a informace o metodach sledujicich antioxidac¢ni aktivitu. Posledni ¢ast
je vénovana analyze biologicky aktivnich latek v kustovnici ¢inské pomoci kapalinové

chromatografie a kapilarni elektroforézy.
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kustovnice cizi, kustovnice c¢inska, extrakce, kapalinova chromatografie, kapilarni

elektroforéza

TITLE

Analysis of biologically active substances in Chinese wolfberry crops

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the determination of biologically active substances in
wolfberry using modern analytical methods. In the beginning, there is a description
of Chinese wolfberry and foreign wolfberry, their use and chemical composition of.
Information on the positive effects of wolfberry on human health, a brief description
of the separation and determination of substances, and information on methods for
monitoring antioxidant effects are also mentioned. The last part is devoted to the analysis
of biologically active substances in the Chinese wolfberry using liquid chromatography and

capillary electrophoresis.
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electrophoresis
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UVOD

V poslednich letech byl pozorovan zajem o tzv. superpotraviny, které obsahuji
biologicky aktivni latky prospésné pro lidsky organismus. Popularnim zéstupcem v této
oblasti je kustovnice z celedi lilkovitych rostlin. Znamy nazev ,, goji* nebo také ,wolfberry*
oznacuje plody kustovnice ¢inské (Lycium chinense) a kustovnice cizi (Lycium barbarum,)
s prirozenym vyskytem v mirnych az subtropickych castech svéta. Plody goji byly
vyuzivany v tradi¢ni ¢inské mediciné, jako 1é¢ivy pripravek radu tisicileti, bez vykazujicich
toxickych ucinkia. Goji bylo konzumovano ve formé cerstvého ovoce, dale susSené
nebo varené.

Plody goji jsou bohatym zdrojem biologicky aktivnich latek, pfevazné sacharidi,
aminokyselin, lipida, vitamin, karotenoidd, mineralnich latek, fenold, polyfenola
a dalsich. Pozornost goji ziskalo predevsim pro vysoky obsah antioxidacnich latek,
které zmirnuji v téle oxidacéni stres. Kustovnice ¢inska vykazuje, kromé antioxidacéni
aktivity, také fadu pozitivnich Gc¢inkt pro lidsky organismus, naptiklad: hypoglykemické,
hypolipidemické, antiproliferativni, antibakterialni, neuroprotektivni a ucinky na
oci a zrak.

K analyze biologicky aktivnich latek obsazenych v kustovnici se pouzivaji separacni
metody. Nejvice pouzivané jsou kapalinova chromatografie se spektrofotometrickym
detektorem nebo hmotnostnim spektrometrem a kapilarni elektroforéza. Kromeé
separacnich metod lze vyuzit pri analyze kustovnice i spektrofotometrické metody,

konkrétné ke stanoveni antioxidacni aktivity ¢i celkového obsahu polyfenoli.
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1 KUSTOVNICE

1.1 Obecny popis a druhy

Kustovnice (Lycium) z celedi lilkovitych (Solanaceae) obsahuje priblizné 80 druhu
rostlin pochézejicich z mirnych az subtropickych ¢asti svéta [1]. Rod Lycium pojmenoval
Carl Linné v roce 1753. Néazev pochazi ze starovéké jizni Anatolské oblasti Lycia
nebo z latinského slova lychnus, coz v prekladu znamena ,svétlo“ nebo také ,lampa“,
pravdépodobné kvili barvé a tvaru ovoce [2]. Pod ndzvem ,wolfberry“ ¢i , goji“ (godzi)
jsou oznacovany plody dvou druht Lycia, kustovnice ¢inské (Lycium chinense) (obr. 1)

a kustovnice cizi (Lycium barbarum) (obr. 2) [1].

Obrézek 1: Lycium chinense [3]. Obréazek 2: Lycium barbarum [4].

V naésledujicich podpodkapitolach je uveden podrobnéjsi popis kustovnice cinské
(Lycium chinense) a kustovnice cizi (Lycium barbarum), jejich rozdily, zpracovani
a vyuziti.

1.1.1 Kustovnice ¢inska (Lycium chinense)

Lycium chinense je opadavy ket dortistajici vysky 0,5-1m. Listy jsou kosoc¢tverecné,

kopinaté, vzdy rapikaté a obvykle Sirsi nez listy kustovnice cizi. Kalich kvétu je obvykle
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rozdélen do 3-5 cipti. Kvete od ¢ervna do srpna, kvéty jsou oboupohlavné a opylovany
hmyzem [5]. Plody maji ¢ervenou barvu a velikost ptiblizné 1-2cm. Velikost semen je
2,5-3mm a jejich pocet se lisi podle velikosti plodia. Na rozdil od nékterych jinych
druhft nem4 kustovnice ¢inské trny. Vyskytuje se hlavné v Ciné, Tchaj-wanu, Japonsku,

Mongolsku, Nepalu, Korei a na nékterych mistech Evropy [1].

1.1.2 Kustovnice cizi (Lycium barbarum)

Lycium barbarum je opadavy ke dorustajici do délky 1-2m. Listy ma kopinaté nebo
dlouhé eliptické. Kalich kvétu je obvykle rozdélen do 2 cipti a kvét je oboupohlavny.
Plody jsou c¢ervené nebo oranzové, s podobnou velikosti jako u kustovnice ¢inské. Semena
jsou velkd piiblizné 2mm. Vyskytuje se prevazné v Ciné (Ningxia, Gansu, Qinghai,
Xinjiang) [1].

Lycium barbarum a Lycium chinense nelze rozeznat podle plodi, ale 1ze je rozeznat
podle tvaru listi, L. chinense je ma o néco Sirsi a zelenéjsi. Oba druhy rostlin L.
chinense a L. barbarum preferuji primé slunce, ale snaseji i mirny stin. Rostlindm se
dati v sirokém rozmezi pH pudy, nejlepsi jsou pro né pudy s vysokym podilem pisku.
Rostliny jsou mrazuvzdorné do -23°C. AvsSsak chladné pocasi mé negativni dopad na

kvalitu plodu ovoce [2].

1.1.3 Zpracovani a vyuziti kustovnice

Diky vysokému obsahu vitamini, minerala a dalsich cennych latek bylo L. barbarum
a L. chinense pouzivano pred vice nez 2500 lety jako bylinny 1ék v tradi¢ni ¢inské mediciné.
Dnes jsou plody goji (obr. 3 a 4) s oblibou zafazoviny mezi tzv. superpotraviny, které
obsahuji latky s biologickou aktivitou [6].

Goji je v potravinarském priumyslu nejéastéji zastoupeno ve formé susené a jeho chuf se
podoba brusinkam. Plody a listy se konzumuji ¢erstvé, hlavné v asijskych zemich a tvori
ptisadu fady pokrmu [2]. Z plodi se pripravuje pivo, vino, stavy, ¢aje, cereélie, tyc¢inky
a dalsi potravinové produkty.

Goji je pouzivano jako doplnék stravy k prevenci pred vznikem rakoviny, onemocnéni
ledvin, pohlavnich organt a oci. K lécivym tceliim se také pouziva odvar z kotenové kiry,
ktera obsahuje latky ptisobici antibakteridlné a antipyreticky. Toho se vyuziva pri 1éché

zanétu, koznich onemocnéni, horecce a kasli [5].
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Plody goji maji své uplatnéni i v kosmetice, jednim z prednich produktt je olej lisovany
za studena nebo rizna mydla a koupelové soli [7]. Kustovnice se vyuziva také jako okrasna

rostlina, diky rozsahlému kofenovému systému pro stabilizaci pud a piscitych brehi ek [2].

Obrazek 3: Plody kustovnice - goji [8]. Obrazek 4: Susené plody kustovnice - goji [9].

1.2 Chemické slozeni plodt kustovnice (goji)

1.2.1 Sacharidy

Sacharidy jsou fazeny mezi nejpocetnéjsi skupinu latek v rostlinach, zviratech
a mikroorganismech. Prevazné jsou sacharidy cyklické slouceniny odvozené od
polyhydroxyaldehydi a polyhydroxyketoni s minimalné tremi uhlikovymi atomy.
Rozdéluji se podle poctu atomt uhliku ve struktufe napf. na triosy, tetrosy nebo
podle pritomné funkéni skupiny na aldosy, ketosy a dle poc¢tu cukernych jednotek
vazanych v molekule na monosacharidy, oligosacharidy, polysacharidy a slozené sacharidy.
Oligosacharidy jsou slozeny ze 2—10 monosacharidovych jednotek a polysacharidy z deseti

a vice monosacharidovych jednotek [10].
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Goji obsahuje monosacharidy slozené prevazné z xylézy, glukozy, arabindzy, ramndzy,
mandzy a galaktézy. Z chemickych slozek je nejvice zkouména skupina ve vodé
rozpustnych glykokonjugat, coz jsou sacharidy spojené s lipidy glykosidickou vazbou.
Podle vyzkumiu jsou obsazeny v suseném ovoci z 5-8 % [6]. Polysacharidy extrahované
z goji prokazaly pozitivni ucéinky proti starnuti, zlepseni krevniho obéhu, imunitniho

systému a pii nddorovém onemocnéni [11].

1.2.2 Aminokyseliny a proteiny

Aminokyseliny patii mezi organické kyseliny obsahujici karboxylovou (-COOH)
a aminovou (-NH,) skupinu a rozdéluji se na esencidlni a neesencidlni. Esencidlni
aminokyseliny jsou do organismu dodavany z potravy. Neesencidlni aminokyseliny si
zivoCisny organismus sam syntetizuje. Plody goji obsahuji az 18 druhti aminokyselin [11].
Mezi hlavni obsazené a detekované aminokyseliny patii napiiklad kyselina glutamova,
kyselina asparagova, prolin, alanin, serin, glycin, lysin a tyrosin. Aminokyseliny se
podili na tvorbé bilkovin, neurotransmiterii, hormoni a také na vyrobé energie [12].
Aminokyseliny, konkrétné a-aminokyseliny, jsou navzajem spojovany pomoci peptidové
vazby za vzniku polypeptidi. Spojenim polypeptidii, pomoci peptidové vazby, vznikaji
molekuly proteint (bilkovin) [10]. Proteiny se v organismech podileji na fadé funkei:
obranné (imunoglobuliny), stavebni (kolagen), transportni (hemoglobin), katalytické

a Fidici naptiklad hormony (inzulin) [13].

1.2.3 Lipidy

Lipidy patti do skupiny latek s hydrofébni povahou, tedy latky nerozpustné v polarnich
rozpoustédlech (vodé), ale rozpustné v nepoldrnich rozpoustédlech. Nazev lipidy oznacuje
prevazneé latky ze skupiny esterii vyssich mastnych kyselin a alkoholti nebo jejich derivat,
jde tedy o takzvané zmydelnitelné lipidy. Dalsi skupinou latek jsou slouceniny slozené
ze zbytku isoprenu oznacované jako nezmydelnitelné lipidy. Dle zakladniho slozeni jsou
lipidy déleny na jednoduché (acylglyceroly, vosky), slozené (fosfolipidy, glykolipidy,
sfingolipidy) a odvozené. Lipidy maji v organismu fadu funkei. Jsou obsazeny v nervovych
tkanich, bunécnych sténach a jsou nezbytné pro vstfebavani vitaminti rozpustnych

v tucich [13].
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1.2.4 Vitaminy

Pojem vitamin oznacuje nizkomolekularni organické slouceniny, které jsou soucasti
rostlin i zivocichi a jsou nezbytné pro funkci zivych organismi. Rozdéluji se podle
struktury, funkce a rozpustnosti. Nejcastéjsi rozdéleni je podle rozpustnosti na vitaminy
rozpustné ve vodé a vitaminy rozpustné v tucich. V organismu jsou vitaminy nezbytné
pro rust a reprodukci, vétSinu z nich je nutno dodévat do organismu potravou nebo
pomoci ruznych doplika stravy [13]. Plody goji jsou bohaté zejména na vitamin C neboli
kyselinu askorbovou (obr. 5). Déle obsahuji vitamin B2 (riboflavin), vitamin B3 (kyselina
nikotinova a jeji amid) a vitamin B1 (thiamin) [2]. V listech kustovnice jsou obsazeny

vitaminy fady B a vitamin A (retinol) [5].

OH OH
HO—/ OH
O
//
O

Obrazek 5: Strukturni vzorec kyseliny L-askorbové.

1.2.5 Karotenoidy

Karotenoidy jsou prevazné lipofilni organické latky, razené do skupiny tetraterpent
s obsahem osmi izoprenovych jednotek. Vyskytuji se v rostlindch a organismech jako
pigmenty (barviva) Cervené, oranzové a zluté barvy. Rozdélujeme je na dvé zdkladni
skupiny: karoteny a xantofyly [13]. V plodech goji bylo detekovdno celkem 11 volnych
karotenoidii a 7 esterti karotenoidii. Prevladajicim karotenoidem, ktery spadéd pod skupinu
xantofylu, je zeaxanthin (obr. 6), coz je zluty pigment, izomer luteinu a derivat S-karotenu.
Zeaxanthin ma pozitivni G¢inek na oc¢ni sitnici a chrani makulu (zlutou skvrnu) pred
degeneraci. Ve formé dipalmitati pusobi jako ochrana pred poskozenim jater [6]. Goji

obsahuje dale S-karoten, lutein, lykopen, S-kryptozanthin a xantofyl [2].

g \Q\/\Q\/\V\(

HO

Obrazek 6: Strukturni vzorec Zeaxanthinu.
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1.2.6 Ostatni slouceniny

Plody goji obsahuji fadu dalsich sloucenin s pozitivnimi tc¢inky pro lidsky organismus.
Patii mezi né naptiklad kyselina ~-aminobutanovd, trimethylglycin, ktery je znam
pod ndzvem betain (obrazek 7). Betain pfispiva k regulaci homocysteinu v krvi. Déle
jsou obsazeny steroidni latky (cholesterol, cholest-7-enol, kampesterol) a fenolické latky
z nich je zéstupcem napiiklad kyselina p-kumarova (obrazek 8), kterd je zndmd svymi
antioxida¢nimi vlastnostmi [6]. Plody goji jsou bohaté také na bilkoviny, vladkninu

a minerdly (Zelezo, vapnik, fosfor, draslik, zinek, selen, mangan, kobalt a hotéik) [2].

CH;
AL

H;C O

H;C

Obrazek 7: Strukturni vzorec betainu.

HO

O// \\ \/}OH

Obrazek 8: Strukturni vzorec kyseliny p-kumarové.

1.3 Antioxidanty

Rada latek obsazenych v kustovnici a popsanych v podkapitole 1.2, ma antioxidacni
ucinky, tzn. fadime tyto latky mezi antioxidanty. Z toho duavodu je tato podkapitola
vénovana podrobnéjsimu popisu antioxidantu.

Antioxidant je latka zpomalujici nebo branici oxidaci jiné latky. Antioxidanty jsou
rozdéleny na primarni, které aktivné inhibuji oxidac¢ni reakce a sekundéarni antioxidanty,
které inhibuji oxidaci nepiimo mechanickymi procesy [14]. Déle jsou povazovany
za inhibitory peroxidace lipidi a diky tomu maji znacné uplatnéni i v potravinarském
prumyslu [15]. Maji funkeci konzervacnich latek pro prodlouzeni trvanlivosti a zachovani

kvality. Zavisi to vSak na mnoha faktorech, napriklad na celkovych podminkéach prostredi
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(pH, iontova sila) [14]. V mediciné jsou pouzivany pro ochranu lidského organismu pied
volnymi radikdly a reaktivnim kyslikem [15]. Vyzkumy ukazuji, ze doplnéné antioxidanty
mohou mit pozitivni uc¢inky pri oxidacnich reakcich a ptisobit na lidské télo protizanétlive
a antikarcinogenné [14]. Neplati to vSak pro vSechny latky, které se chovaji podobné
¢i stejné jako antioxidanty. Naptiklad diethylstilbestrol je silnym inhibitorem peroxidace
lipidt in vitro, avSak in vivo je ¢inidlem poskozujicim DNA s teratogennimi uéinky [15].

Potraviny obsahuji celou fadu antioxidant, které pozitivné ptsobi in vivo,
napriklad karotenoidy, vitaminy, dipeptidy, estrogeny, polyaminy, kyselina fytova, taurin,
kreatin a melatonin.

Fenolové a polyfenolové slouceniny patii mezi nejznaméjsi skupinu antioxidacnich
latek. Fenoly jsou slouceniny, které obsahuji hydroxy- substituovany aromaticky
kruh a jsou rozdéleny podle poctu obsazenych hydroxyskupin na jednosytné (fenol)
a vicesytné (pyrokatechol). Polyfenoly jsou rozdéleny podle poctu aromatickych kruhi
a zpusobu vazby mezi aromatickymi kruhy na flavonoidy, fenolové kyseliny, stilbeny
a lignany [14, 16]. Bohatym zdrojem fenoli a polyfenoli jsou rostliny, které tyto
slouc¢eniny obsahuji, napriklad ve formé pritomnych trislovin, kvercetinu, karnosolu,
tymolu a kyseliny ellagové [15]. Fenoly a polyfenoly maji pozitivni Gcéinky pii 1éché
degenerativnich onemocnéni, kardiovaskularnich chorob a nékterych druhti rakovin.
Vyzkumu, ktery sledoval vztah mezi strukturou fenoli a antioxidacni aktivitou prokazal,
ze nejlepsi fenolické antioxidanty jsou takové, které obsahuji skupinu donoriu elektront
primo navazanych na aromaticky kruh. Dale bylo urc¢eno, ze antioxidacni aktivita obecné
roste se zvysujicim se poc¢tem fenolovych kruhii. To znamend, Ze polyfenoly jsou tc¢innéjsi

antioxidanty, nez monofenoly [14].

1.4 Pozitivni Gc¢inek goji na lidsky organismus

Plody goji byly pouzivany k léC¢ivym a nutricnim ucelim tadu staleti, diky
vysokému obsahu zivin a biologicky aktivnim latkam s pozitivnim ptisobenim na lidsky
organismus [6, 17]. Plody vyuzivaly pfevazné obyvatelé asijskych zemi. V cinské
mediciné ma goji dlouhou historii, zejména v lécbé onemocnéni oci, ledvin, jater,
pri chfipce a rakoviné. Déle goji vykazuje antioxidacni, antibakteridlni, imunostimulacni,
hypoglykemické, antipyretické, neuroprotektivni a hepatoprotektivni téinky [17, 18, 19].

Goji je po staleti provérenou potravinou bez toxickych uc¢inki, avsak mohou se v nékterych
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pripadech objevit i nezadouci uc¢inky, naptiklad ve formé alergické a anafylaktické reakce.
Pozorovana interakce mezi goji a antikoagula¢nim lékem warfarinem potvrdila zvysené
krviceni z kone¢niku a nosu [20]. Jiné ohrozujici interakce nejsou v soucasnosti zndmé

a goji je stéle zcela bezpecnou potravinou [21].

1.4.1 Hypoglykemické tcinky

Sacharidy jsou nejvice obsazenou skupinou latek v plodech kustovnice. Pozitivni t¢inek
na snizeni hladiny glukézy v krvi je pripisovan prave polysacharidtim, které jsou v suSeném
ovoci zastoupeny z 5-8% [22, 23]. Ve studii [24] zaméfené na ucinek polysacharidu,
byl z plodt L.barbarum extrahovan a nasledné detekovan heteropolysacharid LBP-s-1.
Heteropolysacharid LBP-s-1 byl slozen z ramnozy, arabindzy, xylozy, manodzy, glukosy,
galaktézy a kyseliny galakturonové. Diky experimentiim in wvitro a in vivo byly ovéreny
hypoglykemické tucinky, zmirnénim inzulinové rezistence, zvySenim sekrece inzulinu
a vyuziti glukézy. Byla podporena proliferace bunék a zvysena aktivita klicovych enzymu
pri metabolismu glukézy. Studie potvrdila, ze LBP-s-1 byl i pti vysoké davce netoxicky
a stal se bezpecnym kandidédtem pro budouci 1é6¢bu diabetu (cukrovky) [24].

1.4.2 Hypolipidemické Gcéinky

Diabetes mellitus (cukrovka) je v soucasnosti stale castéjsim metabolickym
onemocnénim, které doprovazi i naslednd hyperlipidémie neboli zvySeni hladiny
cholesterolu a triglyceridi v krvi. ZvysSena hladina cholesterolu a triglyceridu zvysuje
v krvi hladinu nizkodenzitniho lipoproteinu LDL (Low Density Lipoprotein), coz nasledné
vede k ateroskleréze a pozdéji k srdecnimu infarktu nebo mozkové mrtvici. Biologicky
aktivni latky pritomné v kustovnici ptisobi hypolipidemickym tc¢inkem pro organismus,
prevazné se jedna o polysacharidy, vitaminy a antioxidanty. Testy na hyperlipidemickych
a diabetickych zvitatech potvrdily hypolypidemické ti¢inky po podani extrahovanych latek
z plodu kustovnice [22].

1.4.3 Ugcinek na sitnici oka a zrak

Vékem podminénd makuldrni degenerace (AMD) je onemocnéni v centralni oblasti

sitnice, ktera méa za nasledek zavazné poskozeni zraku a je hlavni pficinou nevratné ztraty
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zraku u lidi starsich padesati let [25]. Pri¢ina onemocnéni se pripisuje oxidacnim procestm
iniciovanych svételnym zarenim a redukei pigmentu sitnice [26]. Predevsim karotenoidy,
konkrétné zeaxanthin a lutein obsazeny v plodech goji spolecné s vitaminy chrani sitnici
pred poskozenim.

Studie zamérend na degeneraci sitnice a t¢innost suplementace plodt goji potvrdila,
ze po podavani goji dojde ke zvySeni koncentrace zeaxanthinu v sitnici. Déle bylo
pozorovano zvyseni optické hustoty pigmentu sitnice, coz je hlavni méritko pro zlepseni
funkce sitnice a véasného 1éceni AMD s pozitivnéjsim prubéhem a dopadem onemocnéni

na zrakovy organ [27].

1.4.4 Antiproliferativni acinky

Ptirodni latky hraji zdsadni roli pfi vyvoji mnoha léciv, véetné 1ékt na rakovinu [28].
Polysacharid L.barbarum (LBP) vykazoval antiproliferativni vlastnosti, coz jsou pozitivni
ucinky proti ristu a siteni rakovinnych bunek. Podrobnéjsi studie LBP naznacuji jeho
potencionalni vyuziti pro 1é¢bu rakoviny [28, 29].

Karcinom zaludku celosvétové patii mezi nejéastéjsi nadorové onemocnéni [30].
Vyzkum zabyvajici se vlivem LBP na rakovinu zaludku potvrdil jeho pozitivni uc¢inek
pri lécbé v zéavislosti na pouzité davce. Podavanim polysacharidu, doslo ke snizeni
hmotnosti nadoru a potlaceni ristu nadorovych bunék v zaludku. LBP dale ovliviiuje
syntézu DNA v bunkach rakoviny délozniho ¢ipku a zastavuje onkogenni aktivitu.
7 vyzkumu vyplyva, ze mechanismus plisobeni polysacharidu na nadorové bunky je
slozity komplex déji, ktery je potfeba hloubéji prozkoumat. Dale by mohl vyzkum
antiproliferativniho uc¢inku LBP v budoucnu prokazat pozitivni t¢inek i u jinych druht

rakovin [29].

1.4.5 Hepatoprotektivni acinky

Hepatotoxiny jsou latky, které poskozuji jaterni bunky a nasledné zpusobuji
onemocnéni jater. Mezi hepatotoxiny patii napriklad alkohol, tetrachlormethan,
pesticidy a také rizné druhy lé¢iv. VysSe zminéné biologicky aktivni latky obsazené
v kustovnici prokazatelné chrani jatra pied poskozenim [31, 32]. Utinky vodného extraktu
z plodi kustovnice ¢inské byly zkoumany na krysach s poskozenymi jatry vlivem

tetrachlormethanu. Vysledkem experimentu pri podévani extraktu z plodt kustovnice
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bylo snizeni hladiny aspartatu, alaninaminotransferazy a alkalické fosfatazy v séru. Tento
hepatoprotektivni uc¢inek byl potvrzen naslednym histologickym pozorovanim. Dale se
extrakt vyznamné podilel na aktivité zachycovani hydroxidovych radikalt, coz muze

na zakladé vysledku také souviset s hepatoprotektivnimi u¢inky [31].

1.4.6 Neuroprotektivni ucéinky

Ovoce kustovnice c¢inské je ve vychodni Asii tradicné pouzivano zejména proti
starnuti [33]. Neddvné studie popsaly ochranny ucinek proti poskozeni neuronovych
bunék a paméfovych deficiti vyvolanych trymethylcinem, ktery ptsobi jako silné
neurotoxikum [34]. Déle kustovnice ¢inskd vyznamné chrani neurony pred toxicitou
peptida [35]. Alzheimerova choroba je neurodegenerativni onemocnéni, které zptusobuje
pokles kognitivnich funkeci (mysleni, pamét, pozornost). Piiznaky se postupné zhorsuji
s narustajicim vékem [36]. V souCasné dobé jsou dostupné léky, které maji tadu
nezadoucich uc¢inki a nezaméruji se na patogenezi onemocnéni. Proto je potieba hledat
nové priznivéjsi potenciondlni lé¢iva. Provedené studie prokéazaly, Ze lécba pomoci
kustovnice vedla k obnoveni prostorového uceni a pamétové funkce u mysi. Diky

prokédzanym uc¢inkim je kustovnice ¢inska potencionalnim alternativnim lé¢ivem pro lécbu

Alzheimerovy choroby [37].

1.4.7 Antibakterialni ucinky

Vytazky =z listi kustovnice ¢inské jsou velmi dobrym zdrojem fenolovych
a polyfenolovych sloucenin i jinych, naptiklad mineralnich latek. Prave fenolové slouceniny
prokazaly ucinky proti Siroké skéle antimikrobidlnich latek a patogennim mikrobtim [38].
V nékolika studiich bylo pozorovano snizeni mikrobidlnich populaci po aplikaci extraktu
z kustovnice [39]. Napiiklad obsazend kyselina p-hydroxybenzoova t¢inné inhibovala
rust bakterie Staphylococcus aureus [40]. Jind studie potvrdila Gcinek pritomné kyseliny
chlorogenové proti bakteriim: Fscherichia coli, Staphylococcus aureus a Bacillus subtilis.
Pozorované slouceniny z kustovnice zptsobily zvyseni propustnosti plazmatické membrany

patogennich mikroorganismi, coz néasledné vedlo k jejich smrti [41].
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2 VYBRANE METODY PRO ANALYZU
LATEK V KUSTOVNICI

2.1 Stanoveni antioxidacni aktivity

Antioxidanty poméahaji chranit organismus pred volnymi radikaly. Pro stanoveni
antioxida¢ni aktivity byly navrzeny metody zalozené na ptimé reakci studované molekuly

s radikaly nebo reakcemi s prechodnymi kovy [42].

2.1.1 Metoda DPPH

Metoda zalozend na schopnosti volného radikdlu DPPH (2,2'-difenyl-1-pikrylhydrazylu)
reagovat s donorem vodiku [42]. Pfi tomto testu se roztok radikalu, ktery ma fialové
zbarveni odbarvi reakei s antioxidantem AH [43]. Reakce je sledovéna spektrofotometricky
a absorbance se méfi pti 515 nm vlnové délky [42]. Jako standardni antioxidant se pouziva
latka nazvand Trolox a vysledek méteni se vyjadiuje jako ekvivalent Troloxu [43]. NiZe se
nachdazi zapis radikalové reakce metody DPPH (rovnice 1 a 2) a strukturni vzorec reagujici

latky DPPH (obr. 9).

DPPH' + AH — DPPH-H + A (1)
DPPH’ + R" — DPPH-R (2)
N
NO, |
NH
NO, NO,

Obrézek 9: Strukturni vzorec DPPH.
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2.1.2 Metoda ATBS

Metoda ATBS, také oznacovand TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), je
zaloZena na schopnosti latky nebo vzorku zhéset radikdlovy kation ATBS'™ z ptivodni
modrozelené barvy na bezbarvou formu [42]. Tento radikdl vznikd oxidaci pomoci
peroxodisiranu draselného nebo oxidu mangani¢itého [43]. ZhaSeni radikdlu diky
antioxidanttim je sledovano spektrofotometricky pti 734nm [42]. Vyslednd antioxidacni
aktivita je prepoctena na koncentraci standardu Trolox [43]. Strukturni vzorec ATBS

[2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonové kyselina)| je uveden na obrazku 10.

O N
HO._
/S/ > N:< j©\ %
/ L / /)

Obrazek 10: Strukturni vzorec ATBS.

2.1.3 Metoda FRAP

Metoda FRAP (Feric Reducing Antioxidant Potential) stanovuje antioxida¢ni aktivitu
pomoci redukce zelezitych komplext, napiiklad 2,4,6-tripyridyl-s-triazinem (TPTZ)
s hexakyanozelezitanem draselnym Kj[Fe(CN)g] nebo chloridem zelezitym FeCly [42].
Antioxidanty mohou redukovat komplex Fe3*-TPTZ na modry komplex Fe?T-TPTZ.
Monitoruje se intenzita vznikajictho modrého komplexu pii absorbanci 593 nm [43, 44].
Tato metoda vSak neni schopna detekovat pomalu reaktivni polyfenolové slouceniny

a thioly [42].

2.1.4 Metoda ORAC

Metoda ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) je fluorescenéni metoda,
kterd je zalozena na schopnosti antioxidanti eliminovat kyslikové a peroxylové radikaly.

Peroxylovy radikél 1ze indukovat 2,2 “-azobis(isobutyrimidamid)-dihydrochloridem (AAPH)

24



[43, 45]. Reakce je detekovana pomoci sledovani ibytku fluorescence f-fykoerytrinu po

ataku radikaly [45].

2.2 Stanoveni celkového obsahu fenolu

2.2.1 Metoda dle Folin-Ciocalteu

Metoda je zalozena na chemické redukci smési oxidtt wolframu a molybdenu, pomoci
¢inidla Folin-Ciocalteu. Produkty redukce oxidu kovu maji modré zabarveni, které ma
sirokou absorpci svétla s maximem pfi vlnové délce 765nm [46]. Standardni latky
pro méfeni mohou byt kyselina gallovd, kyselina ferulovd nebo katechin [43]. Hlavni
vyhodou je rychlost testovani velkého pocétu vzorka pro stanoveni celkového obsahu
fenolickych sloucenin. Nevyhodou metody miize byt nespecificnost, kdy metodu muze

vyjimecné ovlivnit jind nefenolova redukéni latka [46].

2.3 Extrakce

Extrakce je separac¢ni metoda, ktera se Tidi Nernstovym zdkonem. Rozpusténa latka
je rozptylena mezi dvé navzajem nemisitelné faze ve stejném pomeéru za predpokladu
konstantni teploty a tlaku [47].

7 toho plyne, ze faze 1 obsahujici rozpusténou latku S se uvede do kontaktu s druhou

navzajem nemisitelnou fazi 2, latka S je nésledné rozdélena mezi dvé faze nasledovneé:

Sféze 1 = Sfé,ze 2 (3)

Rovnovazna konstanta pro reakci se nazyva distribu¢ni konstanta, nebo také rozdélovaci

koeficient Kp, ktery je vyjadien vztahem:

[SfézeZ]
[Sfézel] '

KD = (4)

Je-li rozdélovaci koeficient dostatecné velky, rozpusténa latka se presune z faze 1 do faze 2.

Pro zahrnuti odchylek pfi extrakei je pouzivan rozdélovaci pomér q [48]

C2
=2 5
.= (5)
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Extrakei 1ze rozdélit podle zpusobu provedeni na jednostupnovou (napf. protfepavani
smési nemisitelnych latek v délici nalevce), vicestupniovou a kontinudlni. Z hlediska typu
extrakcnich soustav a podle skupenstvi obou fazi, lze extrakci délit na: kapalina-kapalina
a pevna latka-kapalina. Polarita zvoleného rozpoustédla musi ptiblizné odpovidat
i polarité extrahované latky. Lipofilni latky lze extrahovat nasledujicimi zpusoby:
extrakce dle Soxhleta, zrychlena extrakce rozpoustédlem a extrakce kapalina-kapalina.
Hydrofilni latky jsou prevazné extrahovany pomoci extrakce tuhou fazi (SPE, Solid Phase
Extraction), diky vysoké selektivité metody a nizké spotfebé organickych rozpoustédel.
Déle mohou byt extrahovany pomoci metody disperzni extrakce tuhou fazi QuEChERS
(rychlé, jednoduché, levné, efektivni, robustni a bezpecné - Quick, Easy, Cheap, Effective,

Rugged, Safe) [49].

2.3.1 Extrakce z kapaliny do kapaliny

Extrakce kapalina-kapalina je nékdy nazyvina extrakce rozpoustédlem [47]. Je
to separacni metoda zalozend na prechodu rozpusténé latky v kapaliné do druhé
navzajem nemisitelné kapaliny [50]. Obvykle je rozpoustédlem vodny roztok a vzorek je
extrahovan do organického nemisitelného rozpoustédla (napr. hexan, ether, chloroform).
Po ustanoveni rovnovahy extrakce je pomér koncentraci rozpusténé latky v obou fazich
konstantni [49]. Mezi faktory ovliviiujici rovnovahu patii: tprava pH, piidavek soli,
pridavek kovovych ionti a pridavek komplexotvornych ¢inidel [51]. Nejcastéjsi zpuisob

provedeni extrakce kapalina-kapalina je pomoci tfepani v délici nélevce [49].

2.3.2 Extrakce tuhou fazi (metoda SPE)

Extrakce tuhou fazi je separacni technika, jejiz princip spociva v zachyceni molekul
latky na tuhém sorbentu, kterym protéka vzorek. SPE metoda zavisi na rozdilech afinity
ruznych slozek vzorku k sorbentu [47].

Ve srovnani s extrakci rozpoustédlem je SPE metoda relativné nova technika, kterd
se velmi rychle stala jednou z hlavnich metod pro predupravu i pro precisténi vzorku.
Jedna se o vzorky obsahujici vysoké mnozstvi slozek matrice jako jsou soli, proteiny,
polymery a dehty [52].

Metoda vyuziva prakticky identického mechanismu se sorpénim procesem, ktery

tvorii zdklad kapalinové chromatografické separace [48]. Mezi konkrétni piiklady
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pouziti metody patii stanoveni pesticidi a herbicidi v pudach i vodach. Také
stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodikii v pitnych vodéach nebo stanoveni 1ékt
v biologickych tekutinach [52].

Nejcastéji se pri SPE extrakei pouzivaji univerzalni sorbenty na bazi modifikovaného
silikagelu [47]. Obecna SPE metoda ma tyto kroky, nejprve priprava kolony (kondicionace
rozpoustédlem), dédle nandseni vzorku, promyvéani roztoku (eluce matrice) a v poslednim

kroku vymyti (eluce analytu) [48].

2.3.3 Extrakce tuhé latky kapalinou

Extrakce z pevné faze do kapaliny mtze probihat jako macerace, pri niz se tuha faze
rozmichd s rozpoustédlem a po néjaké dobé se zfiltruje. Pti extrakei mize byt pouzito
horké nebo studené rozpoustédlo a pribch je diskontinualni nebo kontinudlni [48].

Extrakce za pouziti Soxhletova extraktoru (obr. 11) patii mezi nejcastéjsi extrakce tuhé
latky kapalinou. Do stredni ¢asti pristroje je vlozena papirova extrakéni patrona naplnéna
vzorkem. Barnka je naplnéna vhodnym rozpoustédlem, v némz se rozpousti slozka, kterou
potfebujeme oddeélit. Zahtivanim banky vzniklé pary rozpoustédla kondenzuji a kapou
na vzorek v papirové patroné. Postupné hladina rozpoustédla stoupa v prepadové trubicce,
az roztok pretece do destilacni banky a cely proces se opakuje. V posledni fazi se
ziskany roztok obsahujici jednu nebo vice slozek neché odparit a tim se odstrani pouzité

rozpoustédlo [49, 48].

.

Obrazek 11: Soxhletiuv extraktor.
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2.4 Chromatografie

Chromatografie je separacni metoda pouzivand k oddélovani slozek smési, které
jsou rozdéleny mezi fazi nepohyblivou (staciondrni) a fazi pohyblivou (mobilni) [52].
Smés latek nadavkovanych do proudu mobilni faze je unéSena pres stacionarni fazi,
kde dochazi k interakcim latky jak s mobilni tak se stacionarni fazi. Jednotlivé latky
migruji mezi stacionarni a mobilni fazi v zavislosti na jejich distribu¢nim koeficientu
a dochazi k nekonecné rychlému ustavovani rovnovahy. Poradi eluce latek je zavislé
na afinité k jednotlivym fazim. Pokud ma latka silnou afinitu ke stacionarni fazi je silné
zadrzovana a eluuje pozdéji, pokud ma silnéjsi afinitu k mobilni fazi eluuje diive [47].
Chromatografii rozdélujeme na nékolik druhti, nejjednodussi a nejlevnéjsi je papirova
chromatografie (PC, Paper Chromatography) a tenkovrstva chromatografie (TLC, Thin
Layer Chromatography). Obé tyto metody jsou nizkondkladové na vybaveni a ¢inidla.
chromatografie (GC, Gas Chromatography) a vysokoucinna kapalinovd chromatografie

(HPLC, High-Performance Liquid Chromatography) [52].

2.4.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie je technika pouzivand pro separaci
netékavych latek ve smésich [52]. Rozdéleni smési je dano prichodem vzorku pres kolonu
obsahujici stacionarni fazi a tlakovym tokem kapalné mobilni faze. Pricemz poradi eluce
zavisi na sile interakei separovanych latek jak se stacionarni tak mobilni fazi [47].

Stacionarni faze je tvorena pevnymi adsorbenty, chemicky modifikovanymi adsorbenty
a iontomeniéi [52]. HPLC zafizeni se sklada ze zasobniku mobilni faze, vysokotlakého
cerpadla, davkovaciho zafizeni, kolony, detektoru a fidiciho pocitace. Zakladni schéma
vysokoucinné kapalinové chromatografie je na obr. 12.

Vybér vhodné mobilni faze je rozhodujici pro celou chromatografickou separaci. Podle
polarity pouzitych fazi lze kapalinovou chromatografii klasifikovat na chromatografii
v systémech s normalnimi fazemi a chromatografii v systémech s obracenymi fazemi.
Pro separace v systémech s normalnimi fazemi plati, Ze mobilni fize je nepolarni (napf.
hexan) a stacionarni faze je polarni. Chromatografie v systémech s obracenymi fazemi

pouzivd mobilni fazi poldrni (methanol nebo acetonitril s vodou) a stacionarni fazi
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Obrazek 12: Schéma separacni metody HPLC.

nepolarni [47]. Rozpoustédla jsou davkovana po odplynéni a filtraci pomoci vysokotlakého
¢erpadla s konstantnim pritokem [52].

Kapalné vzorky jsou davkovany pomoci injekéni stiikacky do nerezového davkovaciho
ventilu, ktery se sklada z rotujicitho centralniho bloku. V pozici ,plnéni“ se vzorek
nadavkuje do smycky o rizném objemu a mobilni faze je vedena piimo do kolony.
Otocenim centralntho bloku do pozice ,davkovani“ je vzorek vymyvan mobilni fazi
ze smycky na kolonu. Vraceni bloku do ptivodni polohy umoznuje analyzu dalsiho
vzorku [47]. Pro sériové rutinni analyzy jsou pouzivany automatické davkovace, neboli
autosamplery, které jsou Fizeny pocitacem bez manudlni obsluhy [52].

Kolony pro HPLC jsou rovné trubice o délce 5-25 cm vyrobené z nerezové oceli [52].
Kolony jsou plnény stacionarni fazi, ktera je na kazdém konci udrzovana pomoci tenké
frity. Jako stacionarni fazi je vhodné pouzit nemodifikovany nebo chemicky modifikovany
mikrocasticovy silikagel (3,5 nebo 10 um). Céstice, které jsou zcela porézni, mohou mit
sféricky nebo nepravidelny tvar. Je nezbytné, aby rozsah velikosti byl co nejuzsi, aby byla
zajisténa vysoka tc¢innost a propustnost kolony [47].

Detektor pro HPLC by mél mit rychlou odezvu na rozpusténé latky, vysokou
citlivost a stabilitu provozu [47]. Detektory sledujici koncentraci separovanych slozek
se v HPLC radi na: spektrofotometrické, fluorescencni, refraktometrické, vodivostni
a elektrochemické [52]. Nejcastéji pouzivané detektory jsou spektrofotometrické, které jsou
zalozené na absorpci ultrafialového nebo viditelného zéfeni [47]. Detektor generuje

elektricky signal, ktery muze byt zesilen a prezentovan ve formé chromatogramu [52].
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2.5 Elektroforéza

Elektroforéza je separacni technika, pri které je analyt rozdélovan pomoci migrace
castic, nesouci elektricky naboj v elektrickém poli. Elektrické pole je vytvoreno vlozenim
stejnosmérného napéti mezi dveé elektrody.

Elektroforézu lze rozdélit na volnou a zdénovou elektroforézu na nosicich. Volna
elektroforéza se provadi ve vodném roztoku, kde castice putuji k elektrodé s opacnou
polaritou. Zénova elektroforéza na nosicich pouziva nosice hydrofilni (nerozpustné ve vodé)
s co nejmensimi adsorpénimi vlastnostmi. Diive byl jako nosi¢ pouzivan papir, Skrob
nebo celuléza. Nyni jsou pouzivany prevazné gely napt. agardézovy a polyakrylamidovy.
Gelova elektroforéza se velmi casto pouzivd v oboru biochemie, konkrétné naptiklad

pro sekventaci DNA [48, 53].

2.5.1 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza CE (Capilary Electrophoresis) vyuziva elektrokineticky princip
elektroforézy a elektroosmozy k separacim latek uvnitt kapilary. Pristrojové vybaveni
pro kapildrni elektroforézu obsahuje zdroj elektrického pole, anodovou a katodovou
komoru obsahujici zasobnik roztoku pufru, kapilaru, detektor a vzorek, ktery chceme
analyzovat. Kapilara, ve které probiha separace je tvorena prevazné z kiemene a je
potazena vrstvou polyimidu. Konce kapilary se ponoii do zasobniku roztoku pufru.
Mezi ponorené elektrody v roztoku pufru je aplikovino napéti a nasledné vznika
elektroosmoticky tok kapaliny kapilarou. Analyzovany vzorek se davkuje na jeden
konec kapilary a na druhém konci je umistén detektor. Vysledkem je elektroforegram,
ktery zaznamena migrac¢ni cas latek a pomoci zobrazenych pikl, je urcena kvalita
i kvantita analytt. Hlavni vyhodou této techniky je moznost odvodu tepla béhem separace
a pouziti vysokého napéti v rozmézi 25-30 kV, coz zvysi separacni i¢innost a snizi dobu

separace [48, 53, 54].
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3 ANALYZA BIOLOGICKY AKTIVNICH
LATEK V KUSTOVNICI

Vyse v textu bylo zminéno, Ze vSechny ¢&asti rostliny kustovnice ¢inské (koreny,
stonky, listy a plody) obsahuji biologicky aktivni latky. Kustovnice je diky témto
latkam, vyuzivana v ¢inské mediciné jako doplnék stravy, v kosmetickych produktech
a v potravinarstvi [6, 7).

Nasledujici podkapitoly popisuji tpravu, podminky a tuc¢inné metody, kterymi lze

biologicky aktivni latky v kustovnici stanovit.

3.1 Uprava vzorku a extrakce latek z kustovnice

Pro analyzu biologicky aktivnich latek v kustovnici ¢inské jsou nejcastéji pouzivany
plody nebo listy. Plody i listy je nutné pred samotnou extrakci upravit. Lze pouzit Cerstvé
ovoce, které se nakraji, rozmélni nebo rozdrti [55]. Nicméné, nejcastéji jsou plody a listy
pred extrakci upravovany susenim, pii pokojové nebo zvysené teploté nebo lyofilizaci.
Pouzita susici technika mtize mit nasledné vliv na kvalitu obsahu extrahovanych slozek.
Klasické suseni se zvysujici teplotou ma napriklad negativni vliv na obsazeny [-karoten
a jeho ndslednou extrakei [56]. Nésledné jsou susené plody rozemlety na jemny prasek,
napiiklad v kulovém mlyné a je provedena extrakce [57].

Vybér vhodného rozpoustédla je zalozen na chemické podstaté a polarité extrahovanych
sloucenin. Pro extrakci jsou Siroce pouzivany polarni a stfedné polarni rozpoustédla, jako
je voda, ethanol, methanol, propanol, aceton a jejich vodné smési. Dalsi dulezitou roli
v ucinnosti extrakce hraje koncentrace extrakéniho rozpoustédla, teplota extrakce, doba
extrakce a pH, pficemz pouzité rozpoustédlo predstavuje nejvlivngjsi faktor [44, 58, 59].

Pro potraviny a léc¢ivé rostliny jsou pouzivany extrakce s horkou vodni lazni, macerace
a extrakce dle Soxhleta. Nevyhodou téchto extrakci je vysoka spotfeba organickych
rozpoustédel, ¢asovd naro¢nost a nizsi vytézky [44, 60]. Cilem extrakce je ziskat nejveétsi
vytézek s pouzitim ekonomicky nejvyhodnéjsiho zpusobu. Extrakce, které maji snizenou
spotfebu organickych rozpoustédel jsou naptiklad: ultrazvukové extrakce, mikrovinné
extrakce, extrakce za pouziti pulzniho elektrického pole, extrakce se superkritickou

tekutinou a dalsi [44].
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3.1.1 Extrakce antioxidant@i z plodt kustovnice

Antioxidanty lze rozdélit na rozpustné ve vodé a rozpustné v tucich. Antioxidanty
rozpustné ve vodeé se extrahuji napriklad s pouzitim vody, ethanolu, methanolu a acetonu.
Antioxidanty rozpustné v tucich se extrahuji napriklad s pouzitim hexanu, benzenu
a dalsich organickych rozpoustédel [44, 58, 59].

Studie zamérena na antioxidanty obsazené v plodech goji, testovala nékolik extrakénich
rozpoustédel (methanol, acetonitril, diethylether, smési organického rozpoustédla a vody
v ruznych pomérech). Bylo zkouméno, jak adekvatné oddélit antioxidacéni slouCeniny
v relativné kratkém case, aby postupy extrakce byly jednoduse proveditelné. Pro stanoveni
antioxidanti obsazenych v plodech goji bylo nejuc¢innéjsi extrakéni rozpoustédlo — smés

methanolu a vody v poméru (80:20) [57].

3.2 Separace a stanoveni latek z kustovnice

Nejbéznéjsi metodou, ktera se vyuziva pro stanoveni chemickych sloucenin v kustovnici
je kapalinova chromatografie. Jedna se prevazné o HPLC a ultra-vysokotuc¢innou
kapalinovou chromatografii UHPLC (Ultra-High Performance Liquid Chromatographic).
Pro detekci je pouzivin napiiklad spektrofotometricky detektor (UV), hmotnostni
spektrometr (MS) nebo detektor rozptylu svétla (ELSD) [57, 61, 62].

3.2.1 Analyza fenolickych latek v kustovnici

Fenolické a polyfenolické slouceniny patii mezi skupinu biologicky aktivnich latek
obsazenych v kustovnici ¢inské s prokdzanymi antioxida¢nimi vlastnostmi pro lidsky
organismus [61]. Analyza se nejcastéji provadi v systémech s obracenymi fazemi,
s pouzitim UV nebo MS detektoru [63]. Nejpouzivanéjsi mobilni faze pro separaci
polyfenolickych sloucenin je methanol, acetonitril, ethanol a dalsi [61]. V plodech i listech
kustovnice jsou zastoupeny flavonoidy, jako je napriklad kvercetin, rutin, kaempferol
a fenolové kyseliny [63].

V ethanolovém extraktu z listi kustovnice ¢inské (obr. 13) bylo pomoci HPLC/MS
identifikovano osm fenolickych sloucenin: kyselina chlorogenova, kyselina p-kumarova,
kyselina ferulova, isokvercitrin, rutin, kvercitrin, kvercetin a kaempferol. Béhem

chromatografie byla pouzita mobilni faze slozend z methanolu a 0,1% kyseliny octové.
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(5.59 + 019y65 éfgl/g)k%ggvgoap&gl\go[%i]data was found regarding its presence in L. barbarum leaves.
Cilem studie [57] byla optimalizace snadné a uc¢inné separace latek s antioxida¢nimi
ucinky, pomoci kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
LC-MS/MS (Liquid Chromatography - Tandem Mass Spectrometry). Pro separaci byly
testovany rtizné chemicky vazané stacionarni faze s poc¢tem uhlikit C8 nebo C18. Nejlepsich
vysledki bylo dosazeno na koloné s chemicky vazanou oktadecylsilikagelovou stacionarni

fazi a smésné kolony s vrstvou anorganického materialu.
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Déle byly testovany tékavé prisady do mobilni faze (kyselina mravenci a kyselina
octova) v ruznych koncentracich a pouziti acetonitrilu nebo methanolu, jako organického
rozpoustédla. Ackoli nebylo dosazeno uplného rozliseni pro vsechny piky testovanych
analyti, pouziti 0,25% kyseliny mravenéi poskytlo ve srovnani s jinymi roztoky
nejlepsi vysledky.

Pomoci LC-MS/MS byly separovany a stanoveny prevazné zastupci flavonoidi,
flavan-3-olli, fenolovych kyselin, karotenoidi, aminokyselin a jejich derivati. Fenolové

kyseliny a flavonoidy byly prokazatelné vice zastoupeny nez karotenoidy [57].

K separaci fenolickych latek obsazenych v kustovnici lze vyuzit i kapilarni elektroforézu.
Kapilarni elektroforéza je popularni analytickd metoda, kterd se vyznacuje malou
spotfebou vzorku, vysokym rozliSenim a rychlou analyzou [48, 54].

Ve studii zamérené na stanoveni flavonoidi v plodech goji s vyuzitim kapilarni
elektroforézy, byly nové kapilary pred mérenim stabilizovany promytim pomoci methanolu
a dale roztokem hydroxidu sodného, kyselinou chlorovodikovou a na zavér destilovaou
vodou. PTi analyze anionti je zpravidla zakladnim elektrolytem borax (oktahydrat
tetraboritanu sodného). Pro dosazeni optimdlni separace flavonoidia byl zde pouzit
boratovy pufr o pH 9,0, ktery byl obohacen pridavkem 10% roztoku methanolu [64].

Pro analyzu flavonoidii byl pouzit extrakt ziskany ze susenych plodi goji.
Systém kapilarni elektroforézy byl vybaven kapilarou z taveného oxidu kfemicitého
s ucinnou délkou 40cm a cely experiment se provadél pri teploté 20°C. Pomoci
kapilarni elektroforézy bylo detekovino Sest flavonoidi (obrazek 14): kvercetin dihydrat,
izorhamnetin, taxifolin, rutin, luteolin a kaempferol. Pro analyzu chemickych sloucenin

rostlinnych extrakti, predstavuje kapilarni elektroforéza alternativu k pouziti HPLC [64].

kvercetin dihydrat izorhamnetin
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Obrézek 14: Strukturn{ vzorce vybranych ldtek (kvercetin dihydrét, izorhamnetin, taxifolin,

rutin, luteolin, kaemferol).

3.2.2 Analyza karotenoidi obsazenych v kustovnici

Kustovnice cinskd je bohatym zdrojem karotenoidu, konkrétné se jedna napriklad
o [-karoten, zeaxanthin a zeaxanthin dipalmitat [6]. Karotenoidy jsou nejcastéji
analyzovany pomoci HPLC metody a detekovany spektrofotometrickym detektorem
nebo hmotnostnim spektrometrem. Optimalni mobilni faze pro stanoveni je naptiklad
acetonitril a dichlormethan v poméru 42:58 [65], nebo acetonitril a ethanol v poméru
70:30 [66]. NejCastéjsi staciondrni fazi predstavuje chemicky vazany octadecylsilikagel [57].

Karotenoidy lze snadno detekovat, avsak jejich analyza je v nékterych ohledech
narocna, napriklad z hlediska nestdlosti latek. Celkové ma skladovani, vzorkovani,
manipulace a doba analyzy rozhodujici vliv na celkovy vysledek [67]. Velkou pozornost
kustovnice ziskala diky obsazenému karotenoidu zeaxanthin dipalmitatu, ktery prokazal
pozitivni i¢inky v oblasti oénich onemocnéni [27].

Prévé analyzou tohoto karotenoidu se zabyval Karioti a kol. [68], kter{ vyuzili HPLC
ve spojeni se spektrofotometrickym detektorem s diodovym polem. Pii tupravé vzorku
byl pouzit kapalny dusik, ktery umoznil snadn&jsi mleti plodd goji. Upravou pomoci
ultrazvuku byly tc¢inné odstranény polysacharidy. Nasledné byly karotenoidy extrahovany

smeési hexanu a acetonu v pomeéru (50:50). Celd metoda byla v zavéru validovana [68].
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3.2.3 Priklady stanoveni antioxidac¢ni aktivity latek obsazenych

v kustovnici

Porovnanim riznych metod stanoveni antioxida¢ni aktivity (DPPH, ABTS, ORAC
a elektrochemickou metodou) se zabyvala studie [57].

Spektrofotometrickou metodou ABTS pro stanoveni antioxida¢ni aktivity, byly
zaznamenany hodnoty absorbance pri 732nm. Vysledna data byla zpracovana pomoci

procentualni inhibice:
[]- - szorek]
[Aslepy VZOI‘ek]

%A = -100. (6)

Vysledek testu byl vyjadien v umol vitaminu C, ekvivalentu g~! ke srovnani s kalibra¢ni
carou ziskanou pro zvoleny standard.

Metodou DPPH byla mérena schopnost vychytavani antioxidantt vaci stabilnimu
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylovému radikdlu se zaznamenanou hodnotou absorbance
pri 516 nm. Data byla zpracovana pomoci procentualni inhibice, jako v predchozim pripadé.

Metoda ORAC predstavovala typicky test zalozeny na prenosu vodiku s reakci mezi
antioxida¢nimi slouceninami a fluoresceinem. Intenzita emise byla zaznamenana v rozmezi
495-700 nm po dobu 45 minut [57].

Dale byla vyuzita elektrochemickda metoda vyuzivajici k zachytavani OH radikala
elektrochemicky senzor, ktery byl slozen z elektrody ze skelného uhliku potazené
polyfenolovym filmem. Kapacita antioxidanti v plodech goji byla hodnocena studiem
kinetiky a degradace polyfenolového filmu ve dvou riaznych konfiguracich. Ve vysledku
byl zaznamenan signal vztahujici se k redoxnimu systému [Ru(NH3)6]3+. Intenzita
redox signdlu je nepfimo umérna antioxidacni sile, ktera byla odhadnuta jako
procento inhibice [57].

Ve studii bylo prokézano, ze pri pouziti rtiznych metod pro stanoveni antioxidac¢ni
aktivity v plodech goji, bylo dosazeno podobnych vysledkt a tedy obsah v jednotlivych
vzorcich je srovnatelny [57]. Celkové jsou plody kustovnice ¢inské bohatym zdrojem
antioxidacnich latek. Hodnoty antioxidac¢ni kapacity jsou srovnatelné nebo dokonce vyssi,
nez hodnoty uvadéné pro ovoce obecné bohaté na antioxidanty, mezi které patii napriklad

jahody, boruvky a dalsi [69].
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ZAVER

Prace je zaméfena na analyzu biologicky aktivnich latek v kustovnici ¢inské. Mezi
nejvice zastoupené ucinné latky patii polysacharidy, karotenoidy a fenolické slouceniny.
Pred samotnou analyzou je dilezité latky izolovat v maximalnim mnozstvi a prevazné
formou extrakce. Nejcastéji vyuzivanymi metodami je extrakce dle Soxhleta, ultrazvukova
extrakce, mikrovinnd extrakce a extrakce superkritickou tekutinou. Pti extrakci je
dilezity vybér vhodného rozpoustédla, které se urcuje podle chemické povahy a polarity
extrahovanych latek. Nejcastéji jsou vyuzivany polarni a stfedné polarni rozpoustédla,
napriklad ethanol, methanol, voda a dalsi. Pro latky lipofilni povahy lze pouzit napiiklad
hexan. Extrakci ovliviiuje rada faktori, mezi které patii: teplota, rozpoustédlo, velikost
castic, extrakéni doba a tlak.

Pro stanoveni a separaci biologicky aktivnich latek je oblibenou metodou kapalinova
chromatografie, vetsinou v systému s obracenymi fazemi. K detekci se zpravidla
vyuziva spektrofotometricky detektor ¢i hmotnostni spektrometr. Pro stanoveni
fenolickych sloucenin pomoci kapalinové chromatografie je pouzivand mobilni faze
slozend prevazné z vodného roztoku methanolu nebo acetonitrilu s pridavkem
kyseliny octové nebo mravenci. Pouzivanou stacionarni fazi je nejcastéji kolona
C18. Mezi zastupce separovanych polyfenoli patii napriklad kyselina p-kumarova,
rutin, kvercitrin, kaempferol a dalsi. Pti analyze polyfenolickych a jinych polarnich
latek lze vyuzit 1 kapilarni elektroforézu. Latky vykazujici antioxida¢ni tucinky
jako jsou fenolické, polyfenolické slouceniny, karotenoidy a flavonoidy je mozné
stanovit pomoci spektrofotometrickych metod, napiiklad DPPH, ATBS ¢i ORAC nebo

elektrochemickou metodou.
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