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ANOTACE 

V rámci této bakalářské práce je řešena problematika farmakologicky aktivních látek 

v rostlinách z čeledi jitrocelovitých. Úvod teoretické části je věnován jitroceli kopinatému 

(Plantago lanceolata), který je uveden jako jeden ze zástupců této čeledi. V další části byl 

detailně popsán iridoidní glykosid aukubin, a to především jeho farmakologické a 

farmakokinetické parametry. Zvláštní pozornost pak byla věnována jednotlivým analytickým 

metodám ke stanovení aukubinu v jitroceli. Poté je zmíněno správné skladování vzorků 

jitrocele, tak aby nedošlo ke ztrátě analytu. V experimentální části je popsáno stanovení 

aukubinu v reálných vzorcích jitrocele pomocí HPLC (vysokoúčinná kapalinová 

chromatografie).  
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ANNOTATION 

This bachelor thesis works with the issue of pharmacologically active substances in 

plants of the plantain family. The introduction to the theoretical part is devoted to plantain 

(Plantago lanceolata), which is listed as one of the member of this family. In the next part, the 

iridoid glycoside aucubin was described in detail, especially its pharmacological and 

pharmacokinetic parameters. Special attention was paid to individual analytical methods for the 

determination of aucubin in plantain. How to storage plantain samples properly is then 

mentioned so that no analyte is lost. The experimental part describes the determination of 

aucubin in real samples of plantain by HPLC (high performance liquid chromatography). 

 

KEYWORDS 

HPLC, aucubin, sample preparation, storage, extraction, plaintain, pharmacokinetics, 

pharmacology, iridoid glycoside 

  



 

 

OBSAH 
 

SEZNAM OBRÁZKŮ ................................................................................................................ 9 

SEZNAM TABULEK .............................................................................................................. 10 

ÚVOD ....................................................................................................................................... 11 

1. TEORETICKÁ ČÁST ...................................................................................................... 12 

1.1. Čeleď jitrocelovité...................................................................................................... 12 

1.2. Rod jitrocel ................................................................................................................. 12 

1.3. Bioaktivní sloučeniny obsažené v jitroceli ................................................................ 13 

1.3.1. Fenolické sloučeniny – flavonoidy ..................................................................... 13 

1.4. Ostatní bioaktivní sloučeniny ..................................................................................... 15 

1.5. Těžké kovy ................................................................................................................. 15 

1.6. Iridoidní glykosidy ..................................................................................................... 17 

1.7. Aukubin ...................................................................................................................... 17 

1.8. Farmakokinetika ......................................................................................................... 20 

1.9. Farmakologie .............................................................................................................. 22 

1.9.1. Antioxidační a protizánětlivé účinky .................................................................. 22 

1.9.2. Hepatoprotekce ................................................................................................... 23 

1.9.3. Neuroprotekce ..................................................................................................... 23 

1.9.4. Působení na pohybové ústrojí ............................................................................. 24 

1.10. Analytické metody využitelné pro stanovení aukubinu ......................................... 24 

1.11. Extrakce .................................................................................................................. 25 

1.12. Vysokoúčinná kapalinová chromatografie ............................................................. 27 

1.13. Jednotlivé analytické metody ke stanovení aukubinu ............................................ 28 

1.14. Skladování vzorků jitrocele .................................................................................... 30 

2. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST ............................................................................................ 32 

2.1. Vzorky ........................................................................................................................ 32 



 

 

2.2. Příprava vzorků k analýze .......................................................................................... 32 

2.3. Optimalizace parametrů HPLC pro stanovení aukubinu ........................................... 33 

2.4. Optimalizované parametry HPLC .............................................................................. 33 

2.5. Kalibrační závislost .................................................................................................... 36 

3. VÝSLEDKY A DISKUZE ............................................................................................... 37 

3.1. Kalibrace .................................................................................................................... 39 

3.2. Reálné vzorky ............................................................................................................. 40 

ZÁVĚR ..................................................................................................................................... 46 

POUŽITÁ LITERATURA ....................................................................................................... 47 

 

  



 

 

SEZNAM OBRÁZKŮ 

 

Obrázek č. 1:  Strukturní vzorec luteolinu a luteolin-7-glukosidu .......................................... 13 

Obrázek č. 2: Strukturní vzorec apigeninu a apigenin 6,8-di-C-glukosidu ............................. 14 

Obrázek č. 3: Strukturní vzorec kyseliny 4-hydroxyskořicové ............................................... 14 

Obrázek č. 4: Schéma degradace aukubinu ve vodném prostředí ........................................... 18 

Obrázek č. 5: HPLC-UV chromatogram standardu aukubinu  v okolí vlnové délky 210 nm 34 

Obrázek č. 6: Detail analytické čáry aukubinu ........................................................................ 35 

Obrázek č. 7: HPLC-UV chromatogram demi vody v okolí vlnové délky 210 nm ................ 35 

Obrázek č. 8: HPLC-UV chromatogram demi vody a metanolu v okolí vlnové délky 210 nm

 .................................................................................................................................................. 36 

Obrázek č. 9: Graf zobrazující kalibrační křivku závislosti plochy píku na koncentraci 

aukubinu (mg/ml) ..................................................................................................................... 40 

Obrázek č. 10: Analytická čára aukubinu (okolí vlnové délky 210 nm), vzorek 1 – jitrocel 

řezanka ...................................................................................................................................... 41 

Obrázek č. 11: Analytická čára aukubinu (okolí vlnové délky 210 nm), vzorek 2 – jitrocel 

řezanka ...................................................................................................................................... 42 

Obrázek č. 12: Analytická čára aukubinu (okolí vlnové délky 210 nm), vzorek A – jitrocel 

listy ............................................................................................................................................ 42 

Obrázek č. 13: Analytická čára aukubinu (okolí vlnové délky 210 nm), vzorek C – jitrocel 

listy ............................................................................................................................................ 43 

Obrázek č. 14: Analytická čára aukubinu (okolí vlnové délky 210 nm), vzorek D – jitrocel 

listy ............................................................................................................................................ 43 

Obrázek č. 15: Analytická čára aukubinu (okolí vlnové délky 210 nm), vzorek B – jitrocel 

listy ............................................................................................................................................ 43 

Obrázek č. 16: Analytická čára aukubinu (okolí vlnové délky 210 nm), vzorek I – jitrocel nať

 .................................................................................................................................................. 44 

Obrázek č. 17: Analytická čára aukubinu (okolí vlnové délky 210 nm), vzorek II – jitrocel 

nať ............................................................................................................................................. 44 

Obrázek č. 18: Analytická čára aukubinu (okolí vlnové délky 210 nm), vzorek III – jitrocel 

nať ............................................................................................................................................. 44 

Obrázek č. 19: Analytická čára aukubinu (okolí vlnové délky 210 nm), vzorek IV – jitrocel 

nať ............................................................................................................................................. 45 

https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76923989
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76923990
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76923991
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76923992
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76923993
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76923994
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76923995
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76923996
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76923996
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76923997
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76923997
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76923998
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76923998
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76923999
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76923999
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76924000
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76924000
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76924001
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76924001
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76924002
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76924002
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76924003
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76924003
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76924004
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76924004
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76924005
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76924005
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76924006
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76924006
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76924007
https://d.docs.live.net/06604d29018089e1/ANNA%20RYLICHOVA%20BP.docx#_Toc76924007


 

 

 

SEZNAM TABULEK 

 

Tabulka 1: Obsah těžkých kovů (mg/kg) v listech jitrocele kopinatého pěstovaného v půdách 

pocházejících z městské a postindustriální oblasti ................................................................... 16 

Tabulka 2: Závislost poločasu rozpadu aukubinu na pH při různých teplotách ..................... 19 

Tabulka 3: Závislost poločasu rozpadu aukubinu na iontové síle média při stabilní hodnotě 

pH = 4.01 a teplotě 37 °C ......................................................................................................... 19 

Tabulka 4: Postupy extrakce aukubinu pro následnou analýzu pomocí HPLC ...................... 25 

Tabulka 5: Údaje o analytických postupech stanovení aukubinu ........................................... 29 

Tabulka 6: Vliv složení mobilní fáze a objemu nástřiku na parametry analytické čáry 

aukubinu při teplotě 25 °C a průtoku 0,8 ml/min ..................................................................... 37 

Tabulka 7: Vliv teploty a složení mobilní fáze na retenční čas analytické čáry aukubinu ...... 38 

Tabulka 8: Vliv průtoku a složení mobilní fáze na retenční čas analytické čáry aukubinu .... 38 

Tabulka 9: Srovnání vlivu průtoků a složení mobilní fáze na retenčním času analytické čáry 

aukubinu .................................................................................................................................... 38 

Tabulka 10: Analytické údaje pro aukubin při použití 4 % acetonitrilu, průtoku 0,6 ml/min, 

teplotě 30 °C a dávce 20 μL ...................................................................................................... 39 

Tabulka 11: Závislost koncentrace kalibračního roztoku aukubinu na průměrné ploše píku 39 

Tabulka 12: Změřené analytické údaje pro reálné vzorky – řezanka ..................................... 41 

Tabulka 13: Změřené analytické údaje pro reálné vzorky – jitrocel listy (granule) ............... 41 

Tabulka 14: Změřené analytické údaje pro reálné vzorky – jitrocel nať (granule) ................ 41 

 

 

  



11 

 

ÚVOD 

 

V této bakalářské práci bylo zpracováno téma: Stanovení farmakologicky účinných 

látek ve vzorcích jitrocele. V rešeršní části jsou zmíněny informace o čeledi jitrocelovitých a 

rodu jitrocel. Zvláštní pozornost je věnována bioaktivním sloučeninám v jitroceli, především 

pak samotnému iridoidnímu glykosidu aukubinu. Jsou zde diskutovány zejména jeho 

farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti.  

Další část je zaměřena na analytické metody, kterými lze aukubin v jitroceli stanovit. 

Zmiňována je také příprava a skladování vzorků, tak aby nedošlo ke ztrátám analytu.  

V rámci experimentální práce byla podle zdrojů z literatury navržena a optimalizována 

metodika stanovení aukubinu z jitrocele kopinatého pomocí vysokoúčinné kapalinové 

chromatografie. Její funkčnost byla následně ověřena na reálných vzorcích.  
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1.   TEORETICKÁ ČÁST 

 

1.1.    Čeleď jitrocelovité 

 

Do čeledi jitrocelovitých se řadí bezmála 90 rodů a přes 1900 druhů rostlin. Tato čeleď je 

velice rozmanitá a je rozšířena téměř kosmopolitně. Rostliny z této čeledi se vyskytují hlavně 

v mírném podnebném pásu, jedná se převážně o byliny nebo keře. Významným rodem z této 

čeledi je rod jitrocel. Mezi jeho nejvýznamnější zástupce patří: jitrocel kopinatý (Plantago 

lanceolata), jitrocel prostřední (Plantago media), jitrocel černavý (Plantago atrata), jitrocel 

větší (Plantago major), jitrocel přímořský (Plantago matinima) a jitrocel asijský (Plantago 

asiatica). [1] [2] 

 

1.2.    Rod jitrocel 

 

Jitrocel je nenáročná rostlina, schopná se přizpůsobit širokému rozsahu životních 

podmínek, proto se v mnoha zemích vysévá na pastviny a přidává se do krmných směsí pro 

hospodářská zvířata – především ovce, nebo koně. Díky přítomnosti bioaktivních složek působí 

v bachoru zvířat jako inhibitor fermentace, a tudíž účinkuje jako prevence proti nadýmaní. 

Obsahuje též vysoké procento nutričně významných prvků, jako je vápník, hořčík, sodík, fosfor, 

zinek a měď. [3] 

V mnoha oblastech světa je jitrocel součástí tradiční medicíny. Přípravky z jitrocele se 

podávají k léčbě široké škály nemocí. Nejčastěji je jitrocel užíván pro léčbu respiračních 

onemocnění, onemocnění pokožky, reprodukční soustavy, trávicí soustavy, ke snížení horečky 

nebo k tlumení bolesti. Pro terapeutické účely jsou využívány zejména vodné či alkoholové 

extrakty připravené z listů, kořenů, či semen dané rostliny. [4] 

Jitrocel je hojně terapeuticky využíván zejména proto, že obsahuje velké množství 

bioaktivních látek. Jedná se například o flavonoidy, alkaloidy, terpenoidy, fenolické sloučeniny 

(deriváty kyseliny kávové), iridoidní glykosidy, mastné kyseliny, tříslové kyseliny, 

polysacharidy a vitamíny. [5] 

Jedním ze zástupců tohoto rodu je například jitrocel kopinatý. Jitrocel kopinatý (latinsky 

Plantago lanceolata) je krátkověká trvalka z čeledi jitrocelovitých (Plantaginaceae) a z řádu 
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hluchavkotvaré (Lamiales). Jitrocel kopinatý dorůstá do výšky 10–50 cm a je charakteristický 

svislým krátkým přímým podélně pětihranným stvolem, krátkým oddenkem a rozsáhlým 

kořenovým systémem. Listy kopinatého tvaru tvoří přízemní růžici, ze které vychází jeden nebo 

více stvolů. Listy jsou po celém okraji zubaté. Každý list bývá 3–7 žilný, vzpřímený a špičatý. 

Z každého stvolu vyrůstá jedno květenství, které je tvořeno z krátkých klasů válcovitého nebo 

kulovitě vejčitého tvaru. Z klasů vystupují hnědé suchomázdřité listeny. Bílé tyčinky, 

vyrůstající z kalichů tvořících klas, mají na konci žluté prašníky. Na vrcholu klasu se nachází 

semeník. Jitrocel kvete od května do září, opylován je nejčastěji větrem. Plody jitrocele, které 

dozrávají po odkvětu, mají podobu vejčitých tobolek obsahujících dvě načervenalá semena. 

Obal semen slizovatí. [6] [7] [8] 

Mezi místa s nejvyšším výskytem jitrocele patří louky a pastviny Evropy, ale také mírná 

pásma Asie, jihu Austrálie, severu Afriky nebo území Severní Ameriky. Oblasti výskytu 

jitrocele se postupem času rozšířily a v dnešní době ho lze nalézt téměř po celém světě. [9] 

 

1.3.    Bioaktivní sloučeniny obsažené v jitroceli 

1.3.1.   Fenolické sloučeniny – flavonoidy 

 

Flavonoidy patří mezi polyfenolické přírodní sloučeniny, tvořené dvěma 

substituovanými benzenovými cykly a jedním pyranovým, který je kondenzovaný s jedním 

z benzenových cyklů. Tyto sloučeniny jsou charakteristické svými výraznými antioxidačními 

účinky a celkově příznivými účinky na zdraví. [10] Mezi nejvýznamnější flavonoidy 

vyskytující se převážně v listech jitrocele patří takzvané flavony, což jsou flavonoidy, které 

obsahují dvojnou vazbu mezi 2. a 3. uhlíkem. V pozici 4 je na uhlíku navázán dvojnou vazbou 

kyslík. [11] Z těchto flavonů jsou v jitroceli nejvíce zastoupené luteolin (respektive luteolin-7-

glukosid a luteolin-7-glukogalaktosid) a apigenin (respektive apigenin-6,8-di-C-glukosid). [12]  

 

 

Obrázek č. 1:  Strukturní vzorec luteolinu a luteolin-7-glukosidu 
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Druhou nejvíce zastoupenou látkou ze skupiny fenolů v jednotlivých částech jitrocele 

je kyselina 4-hydroxyskořicová. Její obsah činí přibližně 10–18 % celkových fenolických 

sloučenin přítomných v této rostlině. Nejvyšší obsah kyseliny 4-hydroxyskořicové byl 

zaznamenán v listech (12,3 % z celkového obsahu fenolických látek), následoval květ, stonek, 

kořeny a semena. Kyselina 4-hydroxyskořicová má také velice silné antioxidační účinky. [13] 

 

 

 

 

 

 

 

 

Jak flavonoidy, tak kyselina 4-hydroxyskořicová jsou rozpustné ve vodě, proto se v tradiční 

medicíně využívají hlavně vodné odvary z rostlin, které tyto sloučeniny obsahují. Terapeutický 

účinek těchto látek souvisí zejména s jejich antioxidačními účinky. Dané látky jednak přímo 

urychlují terminační reakce volných radikálů v organismu a dále též zvyšují aktivitu 

antioxidačních enzymů. Fenolické sloučeniny také vykazují výrazné protizánětlivé vlastnosti a 

jsou schopné vyvolat apoptózu rakovinných buněk. Epidemiologické studie prokázaly, že 

strava bohatá na polyfenolické sloučeniny (speciálně flavonoidy) má pozitivní účinky z 

hlediska výskytu kardiovaskulárních onemocnění a rakoviny. [14] 

 

Obrázek č. 2: Strukturní vzorec apigeninu a apigenin 6,8-di-C-glukosidu 

Obrázek č. 3: Strukturní vzorec kyseliny 4-hydroxyskořicové 
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1.4.    Ostatní bioaktivní sloučeniny   

 

Dalšími bioaktivními látkami vyskytujícími se v jitroceli (zejména listech) jsou alkaloidy 

indikain a plantagonin. Tyto látky pozitivně působily proti průjmu, vyvolanému ricinovým 

olejem. K léčbě průjmu přispívala i přítomnost tříslovin, které jsou také obsaženy v listech 

jitrocele. V jitroceli byly dále nalezeny deriváty kyseliny kávové, jmenovitě verbaskosid a 

plantamajosid. Plantamajosid účinně působil proti aktivitě volných radikálů způsobujících 

oxidativní stres a také dokázal působit příznivě při hojení ran.  

Další skupinou látek, které se hojně vyskytují v jitroceli, zejména v listech a semenech, jsou 

mastné kyseliny. Pomocí plynové chromatografie a spektrofotometrie byla v jitroceli 

detekovány kyselina palmitová, stearová, olejová, linolová a linolenová. Ze semen pak byla 

izolována i kyselina myristová. Ze semen jitrocele byly také izolovány sacharidy. Jmenovitě se 

jednalo o aldózy arabinózu, xylózu a galakturonovou kyselinu. Z ketóz se v jitroceli vyskytuje 

například sorbitol, a to v množství až 2 % suché hmotnosti extrahovaného vzorku. Jitrocel je 

také zdrojem vitamínu C a karotenoidů.  Z jitrocele byly izolovány kyselina askorbová a 

provitamin vitamínu A: β-karoten. [2] [3] [4] [5] [15]  

 

1.5.    Těžké kovy  

 

Obsah těžkých kovů (Cu, Pb, Zn, Cd, Cr, Ni) v listech jitrocele byl zjišťován ve studii Levei 

a spol. (2018) u rostlin pěstovaných v půdách pocházejících ze dvou oblastí v Rumunsku. První 

vzorky pocházely z půdy městské oblasti (Kluž), kde k hlavním zdrojům znečištění patřila 

doprava, lokální topeniště a skládkování komunálního odpadu. Druhou oblastí bylo 

postindustriální město Baia-Mare, kde docházelo k největšímu znečištění půdy těžkými kovy 

díky bývalým závodům na zpracování rud vzácných kovů. Jak je zřejmé z Tab. 1., průměrná 

koncentrace Zn a Pb byla vyšší v rostlinách pěstovaných v půdách z postindustriální oblasti 

(73,8 mg/kg a 2,4 mg/kg), oproti rostlinám pěstovaným v půdách z městské oblasti (26,5 mg/kg 

a 0,49 mg/kg). Mohlo to být zapříčiněno vyšší mírou znečištění postindustriální oblasti, a to jak 

z městských, tak z průmyslových zdrojů. Obsahy Ni, Cr a Cd byly pro obě oblasti srovnatelné, 

a výrazně nižší než obsah Cu a Zn, což naznačuje, že má jitrocel toleranci k výše zmíněným 

kovům, a i při jejich vysoké koncentraci v půdě nedochází k jejich kumulování v rostlině. [16] 
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Tabulka 1: Obsah těžkých kovů (mg/kg) v listech jitrocele kopinatého pěstovaného v půdách pocházejících z 

městské a postindustriální oblasti 

Koncentrace těžkého kovu [mg/kg] 

 

 Městská oblast /Kluž/ Postindustriální oblast /Baia Mare/ 

Cu 7,15 9,61 

Pb 0,49 2,4 

Zn 26,5 73,8 

Cd 0,14 0,49 

Cr 1,50 1,25 

Ni 2,88 2,67 

 

V další studii zaměřující se na detekci těžkých kovů v jitroceli (Bekteshi a spol., 2013) 

bylo porovnáváno množství těžkých kovů v listech jitrocele z různých oblastí v regionu Durrës 

v Albánii. Také v rámci této studie byly nejvyšší obsahy Pb a Zn (74,3 mg/kg a 154, 3 mg/kg) 

zjištěny ve znečištěné průmyslové oblasti, a naopak nejnižší ve vzorcích pocházejících z oblasti 

neobydlené (22,3 mg/kg a 47,3 mg/kg). Koncentrace niklu v jitroceli se ve vzorcích 

z jednotlivých oblastí téměř nelišila (46 mg/kg a 39,5 mg/kg). Stanovené koncentrace Cu byly 

u vzorků z průmyslové oblasti 24 mg/kg a z neobydlené oblasti 5,3 mg/kg, což jsou hodnoty o 

něco vyšší, než jaké uváděli autoři výše zmíněné rumunské studie. [17] 

Ve třetí studii na dané téma (Nadgórska – Socha a spol., 2013) byl porovnáván obsah 

těžkých kovů v jitroceli kopinatém z oblasti v severní části Polska. Byly porovnávány vzorky 

listů z rostlin sesbíraných v oblasti s půdou kontaminovanou těžkými kovy a 

nekontaminovanou půdou. Nejvyšší rozdíl v koncentraci byl zjištěn v případě Pb, 

přičemž v kontaminované oblasti byl obsah Pb v jitroceli 107,2 mg/kg oproti 0,03 mg/kg 

v oblasti nekontaminované. V případě Zn byl rozdíl v koncentracích také značný a to 372,9 

mg/kg a 101,3 mg/kg. V této studii bylo také stanovováno Fe. Obsah Fe v jitroceli z 

kontaminované a nekontaminované oblasti byl přibližně stejný a to 232 a 218,7 mg/kg. [18] 

V poslední studii (Galal a spol., 2015) byl sledován vliv vzdálenosti stanoviště od dálnice 

(Zagaziz – Banha, Egypt) na obsah těžkých kovů v jitroceli. Nejvyšší koncentrace v mg/kg Cu 

(77,9), Pb (5,6), Zn (68,7), Cd (0,5), Cr (73,4) a Ni (9,2) byly detekovány ve vzorcích z jitrocelů 

rostoucích ve vzdálenosti 20–100 m od dálnice. V této studii byl také stanovován obsah dalších 
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kovů, přičemž nejvyšších koncentrací v mg/kg dosahoval Mn (98,5), Al (24 215) a Fe (3774,5). 

Hlavním zdrojem kontaminace bylo v daném případě dlouhodobé a intenzívní dopravní zatížení 

studované lokality  [19]  

 

1.6.    Iridoidní glykosidy  

 

Nejvíce zastoupenými iridoidními glykosidy v jitroceli kopinatém jsou aukubin a katalpol. 

Z jitrocele však byly izolovány i další zástupci této skupiny látek jako například verbaskosid, 

asperulosid, 10-O-(3,4-dimetoxy-(E)-cinnamoyl)-katalpol a metylester kyseliny deacetyl-

asperulosidové. Ve studii Ronsted a spol. (2003) byl stanovován obsah iridoidních glykosidů 

přítomných v jitroceli větším (Plantago major) Ve vzorku se vyskytovaly následující látky: 

aukubin (0,1 hm%), gardosid (0,02 hm%), mellitosid (0,01 hm%) a již výše zmíněný 

plantamajosid (0,4 hm%). [2] [15] 

Ve studii Hasan a spol. (2018) a ve studii Jurišić a spol. (2004) bylo uvedeno, že nejvyšší 

množství aukubinu je obsaženo listech jitrocele. Jeho celkový obsah závisí na době sběru, 

podmínkách růstu a stáří rostliny. Naměřené množství aukubinu v listech jitrocele se 

v některých případech dostalo až na hodnotu 4,8 hm% v závislosti na době sklizně, přičemž 

průměrné množství se v literatuře uvádí kolem 2 %. [20] [21] [22] 

Menší množství aukubinu pak obecně obsahují plody jitrocele (kolem 1 hm%) a kořeny 1 - 2 

hm%.  [23] [24] 

Ve studii Sertić a spol. (2015) bylo porovnáváno množství aukubinu v jednotlivých částech 

rostlin z rodu Globularia (Koulenky), které patří do čeledi jitrocelovitých. Nejvyšší podíl 

aukubinu obsahovaly listy a květy, kdy bylo detekované množství v některých případech 2 

mg/g suchého vzorku (0,2 %). Co se týče stonku průměrná hodnota koncentrací aukubinu 

z různých druhů Koulenek byla 0,6 mg/kg suchého vzorku (0,06 %). Detekované množství 

z kořenů rostlin z rodu Globuralia bylo naměřeno takto: 0,71 mg/g (0,071 hm %). [25] 

 

1.7.    Aukubin 

 

Aukubin, systematickým názvem 1,4,5,7a-tetrahydro-5-hydroxy-7-

hydroxymetylcyklopenta(c)pyran-1-yl-β-D-glukopyranosid, je látka přírodního původu, patřící 

do skupiny iridoidních glykosidů. Vyskytuje se ve tkáních celé řady rostlin jako je například 
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gumojilm jilmový (Eucommia ulmoides), aukuba japonská (Aucuba japonica) nebo jitrocel 

asijský (Plantago asiatica). Pro farmakologické vlastnosti je aukubin hojně využíván mimo 

jiné i v tradiční Čínské medicíně. [26]  

Tento glykosid působí jako antioxidant, což se na buněčné úrovni a na úrovni organismu 

projeví potlačením zánětlivých reakcí a zpomalením rozvoje fibrózy plic [27] či stárnutím pleti. 

[26] Aukubin je také využíván jako významné antidotum při otravě hepatotoxickými látkami 

jako jsou α-amanitin nebo tetrachlormetan (CCl4). Jak α-amanitin tak CCl4 způsobují 

v hepatocytech inhibici biosyntézy RNA, proti které aukubin účinně zasahuje. [28] 

 

Aukubin má ve své struktuře glykosidovou vazbu. V kyselém prostředí dochází k její 

degradaci a oxidaci a aukubin se štěpí na aglykon aukubigenin, glukózu a další produkty. 

Schéma degradace je znázorněno na Obr. 4. V případě aglykonu dochází ve vodném prostředí 

k rozštěpení poloacetálové vazby a otevření kruhu vede ke vzniku dialdehydu. Následně může 

dojít k intramolekulárnímu přesmyku na stabilní izomer. [26]  

Ve vodném prostředí také snadno dochází k hydrolýze glykosidové vazby pomocí 

enzymatického štěpení β-glykosidázou, která je přítomna v lidském těle. [29] 

 

 

Ve studii Chun a Cho (1995), která se zaměřovala se na vliv pH, teploty, iontové síly a 

iontů na rozpad aukubinu, bylo zjištěno, že aukubin je nejvíce stabilní při pH kolem 10. 

Aukubin se rozpadal podle kinetiky I. řádu, jelikož závislost logaritmu koncentrace na čase 

měla lineární průběh. Se snižujícím se pH byl rozpad aukubinu rychlejší. V silně kyselém 

prostředí byla stabilita aukubinu nejnižší a aukubin zde byl degradován nejrychleji, jak dokazují 

hodnoty v Tab. č. 2. [30] 

 

 

Obrázek č. 4: Schéma degradace aukubinu ve vodném prostředí  
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Tabulka 2: Závislost poločasu rozpadu aukubinu na pH při různých teplotách  

pH t1/2 (dny); 37 °C t1/2 (dny); 60 °C t1/2 (dny); 70 °C 

2,1 0,543 0,056 0,0106 

4,9 134,86 19,15 1,557 

7,16 607,19 330,27 34,6 

9,07 1270,38 936,6 164,61 

9,65 1062,53   205,46 

 

Z výsledků v tabulce lze odvodit, že při měření rozpadu aukubinu v prostředích o 

stejném pH, se aukubin za vyšší teploty rozpadá rychleji než při teplotě nižší. 

 

Ve studii Wang a spol. (2020) byl také sledován vliv pH na degradaci aukubinu. Jako 

v předchozí studii byly nejnižší hodnoty poločasů rozpadu aukubinu stanoveny při kyselém pH. 

Poločasy rozpadu aukubinu při pH 1,2, 1,6 a 2 měly následující hodnoty: 5,02, 5,78 a 14,84 

hodiny (měřeno při teplotě 37 °C).  Při pH nad 3 se již poločas rozpadu pohyboval v řádech 

několika dní. [13] 

 

Na hodnotu poločasu rozpadu aukubinu má také vliv iontová síla média. Se zvyšující se 

iontovou silou se snižuje stabilita aukubinu. [30] 

 

 

Tabulka 3: Závislost poločasu rozpadu aukubinu na iontové síle média při stabilní hodnotě pH = 4.01 a teplotě 

37 °C 

Iontová síla (mol/l) 0,345 0,5 0,7 1 1,5 

t1/2 (dny) 15,09 12,89 10,49 7,83 5,94 

 

Aukubin je špatně rozpustný v nepolárních rozpouštědlech (ether, chloroform, benzen), 

což dokazuje nízká hodnota rozdělovacího koeficientu oktanol/voda 5,6234 x 10-3. Z polárních 

rozpouštědlech je pak dobře rozpustný v metanolu, etanolu a dimetylsulfoxidu, Nejsnadněji se 

aukubin rozpouští v různých pufrech v rozmezí  pH od 3 do 10. [28] [30] [31] 

Rozpustnost aukubinu ve vodě při 25 °C je odhadována na 15 mg/mL [32] 
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1.8.    Farmakokinetika  

 

Přestože existují některé studie zaměřené na popis distribuce aukubinu v těle, komplexní 

studie zabývající se celkovou farmakokinetikou aukubinu nebyla, v rámci odborné literatury, 

doposud zveřejněna. 

Ve studii Suh a kol. (1991) byla sledována závislost koncentrace aukubinu v krevní plazmě 

na čase u potkanů, kterým bylo podáno 40–400 mg/kg látky intravenózně. Hodnoty 

farmakokinetických parametrů se po podání různě velkých dávek významně nelišily. Výjimkou 

byl parametr AUC (area under the curve; plocha pod křivkou), jehož hodnota byla na velikosti 

podané dávky závislá. Při podání 40 mg/kg látky byla stanovena hodnota biologického poločasu 

(t1/2) 42,5 minuty a při dávce 100 mg/kg 50,9 minuty, celková plazmatická clearance (CLt) 7,2 

ml/min/kg a 7,4 ml/min/kg, distribuční objem (Vd) 347 ml/kg a 383 ml/kg a plocha pod křivkou 

(AUC) 6110 µg · min/ml a 13 550 µg · min/ml. Podobná kinetika vylučování byla zjištěna i 

v rámci studie na laboratorním králíkovi (plemeno novozélandský bílý), kdy byl aukubin 

podáván intravenózně a žaludeční sondou. Po intravenózní aplikaci 100 mg/kg aukubinu bylo 

dosaženo těchto hodnot farmakokinetických parametrů: t1/2 40,2 minuty, CLt 6 ml/min/kg, Vd 

215 ml/kg a AUC 15 360 µg · min/ml.  [28] 

V další studii Zhang a kol. (2014) byl potkanům perorálně podán vodný roztok extraktu 

z listů Eucommia ulmoides Oliv. (2 g/kg) Maximální koncentrace aukubinu v plazmě (Cmax) o 

hodnotě 26,786 ng/mL bylo dosaženo zhruba po jedné a po deseti hodinách od podání. Křivka 

závislosti koncentrace aukubinu v plazmě na čase měla dva vrcholy. Bimodální charakter 

uvedené závislosti může mít několik příčin. První možností může být rozdělení vylučované 

látky na dvě frakce, z nichž jedna je z místa vylučování (ledviny, játra) opět vstřebána do krve, 

což vede k opětovnému nárůstu koncentrace látky v krevní plazmě. Další možností může být 

enterohepatální cirkulace, kdy je látka opětovně vstřebávána přes játra zpět do krve.[33] 

Bimodální charakter závislosti koncentrace látky v krevní plazmě na čase byl pozorován i 

v případě podávání 50 g/kg extraktu Eucommia cortex samcům a samicím potkanů. Prvního 

vrcholu bylo dosaženo zhruba po 10-25 minutách (Cmax u samců – přibližně 3900 ng/ml a u 

samic 1700 ng/ml) a následně dosažení druhé maximální hodnoty koncentrace po 6–10 h od 

podání dávky. Ani po deseti hodinách od podání extraktu Eucommia cortex neklesla 

koncentrace aukubinu v krevní plazmě pod 1000 ng/ml.[34]  
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Při podání čistého aukubinu bez doprovodných látek, které se obvykle nacházejí v extraktu 

z Eucommia ulmoides, bylo dosaženo Cmax látky v krevní plazmě pouze jednou. Lze 

předpokládat, že dochází k různým interakcím mezi látkami vyskytujícími se v extraktu 

Eucommia ulmoides a aukubinem. Toto tvrzení ale doposud nebylo experimentálně ověřeno. 

[26] V rámci jednotlivých studií byl pozorován i rozdílný biologický poločas aukubinu, 

přičemž v případě samotného aukubinu byla naměřena hodnota t1/2 1,073 ± 0,241h [35], oproti 

Du-zhong extraktu 6,959 ± 0,28 [33] nebo pak hodnota 2,68 ± 1,17 v případě extraktu z byliny 

štětky drsné (Dipsacus esperoides).[36] 

  

Výrazné odlišnosti ve farmakokinetice aukubinu byly pozorovány i mezi pohlavími.  

V případě samců potkanů byl aukubin z krve eliminován rychleji než u samic, protože hodnoty 

CLT, t 1/2 a Vd aukubinu bývají u samců nižší než u samic. Naopak v případě Cmax byla změřena 

vyšší hodnota u samců než u samic (3,9 µg/ml oproti 1,77 µg/ml). Jednou z možných příčin 

rozdílných hodnot mohly být anatomické a fyziologické odlišnosti jednotlivých pohlaví, jako 

je procento tuku v těle, celkový objem krevní plazmy, průtok krve, střevní mikroflóra nebo 

působení různých endogenních látek. Druhým faktorem, který musí být brán v potaz je odlišná 

exprese genů pro tvorbu enzymů zajišťujících metabolismus léčiv. [34] 

Absorpce aukubinu probíhala u zvířat poměrně rychle. Doba, za kterou byla dosažena 

maximální koncentrace aukubinu v krvi, se pohybovala v rozmezí 0,20 – 1,58 h. Biologická 

dostupnost aukubinu byla výrazně nižší při perorálním podání (19,3 %), než při podání 

intraperitoneálním (76,8 %) či hepatoenterálním (83,5 %). [26] [28] 

V rámci in–vivo studie na potkanech bylo zjištěno, že distribuční objem aukubinu je 

mnohem nižší než celkový objem tělních tekutin. To poukazuje na nízký stupeň distribuce látky 

do jednotlivých tkání. Na plazmatické proteiny bylo navázáno méně než 9 % podané látky a až 

91 % aukubinu se v krvi nacházelo v nenavázané formě. [28] 

Aukubin je obvykle distribuován pouze ve vysoce prokrvených tkáních. Po 5–ti minutách 

od podání byla největší koncentrace látky naměřena v ledvinách, dále pak v játrech, srdci, 

slezině a nejméně v plicích. I po 1 h od podání bylo měřitelné množství aukubinu ve všech 

těchto orgánech. Bylo též zjištěno, že téměř ihned po podání byl aukubin rychle transportován 

do mozku, přičemž nejvyšší koncentrace byla detekována po 0,083 h. Po uplynutí 1 h již byla 

koncentrace aukubinu v mozku velice nízká a dále docházelo k jeho postupné eliminaci. [35]  
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1.9.    Farmakologie  

1.9.1.    Antioxidační a protizánětlivé účinky  

 

Pokud je tělo vystaveno nepříznivým podmínkám, může docházet ke snížení účinnosti 

antioxidačních mechanismů.  Nárůst koncentrace reaktivních forem kyslíku (ROS) v buňkách 

následně vede k rozvoji oxidativního stresu. 

Z literatury je známo, že oxidativní stres může za vznik řady kardiovaskulárních a 

neurologických onemocnění či onemocnění pohybové soustavy. Aukubin dokáže působit jako 

účinný antioxidant. Interakcí aukubinu s ROS dochází k jejich rychlejšímu zániku, tím pádem 

ROS nemohou způsobit peroxidaci lipidů a nedojde tak ke zvýšení koncentrace biomarkerů 

oxidativního stresu v buňkách. Dále aukubin dokáže zvyšovat aktivitu antioxidačních enzymů, 

a to především enzymu kataláza, superoxid dismutáza (SOD), glutathion peroxidáza (Gpx) 

nebo glutathion-S-transferáza (GST). Studie prokázaly pozitivní antioxidační účinky aukubinu 

při poškození žaludeční sliznice způsobené etanolem, dále při dysfunkci endotelu nebo 

remodelaci myokardu. [37] [38] [39] 

Aukubin také aktivuje Nrf2 (nuclear factor erythroid-2 related factor) transkripční faktor, 

který reguluje buněčnou odpověď na oxidativní stres. Díky aktivaci Nrf2 dochází ke 

zvýšené expresi antioxidačních a detoxikačních proteinů jako jsou hemeoxygenáza-1 (HO-1) a 

chinon oxidoreduktáza-1. [13] 

Ve studii Ho a kol (2005) byla na kožních buňkách fibroblastech studována role aukubinu 

při vzniku oxidativního stresu způsobeného UVB zářením. Aukubin opět snižoval hladinu 

ROS, která byla díky UVB záření zvýšená a též došlo ke vzrůstu množství koenzymu 

glutathionu (GSH). UVB záření způsobuje zvýšenou aktivitu enzymu β-galaktosidázy u 

senescetních buněk (SA-β-gal), přičemž podání aukubinu inhibovalo aktivitu tohoto enzymu a 

tím pádem se snížil celkový počet buněk obsahujících β-galaktosidázu spojenou se 

senescencí.[40] 

U aukubinu byly prokázány i výrazné protizánětlivé účinky. V jedné ze studií byl 

demonstrován účinek aukubinu na produkci prozánětlivého faktoru nádorové nekrózy alfa 

(TNF-α) a interleukinu 6 (IL-6) u žírných buněk krysí bazofilní leukemie (RBL-2H3) 

aktivovaných antigenem. Aukubin blokuje transkripční faktor NF-ĸB (nukleární faktor kappa 

B), tím, že nedovolí degradaci a fosforylaci IkB kinázy, díky čemuž by se spustila kaskáda 

reakcí vedoucí až k expresi prozánětlivých cytokinů TNF-α a IL-6. [41] 
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Ve studii Zhang a spol. (2014) byla sledována distribuce aukubinu spolu s kyselinou 

geniposidovou po orálním podaní extraktu z listu keře Gumojilmu jilmového (Eucommia 

ulmoides Oliver) potkanům. [33] Extrakt z listů Eucommia ulmoides Oliv. je v čínské medicíně 

též známý jako čaj Du – zhong. Využívá se zde především pro jeho antioxidační [42], 

protizánětlivé[43] nebo antibakteriální účinky. [44] Snižuje též množství glukózy v krvi[45]. 

Dlouhodobé užívání extraktu podávaného hypertenzním krysám vedlo ke zvýšení hladiny 

oxidu dusnatého v plazmě, který se zásadně podílí na vasodilataci cév. [46] 

 

1.9.2.   Hepatoprotekce  

 

Jednou z dalších pozitivních vlastností aukubinu je jeho hepatoprotektivní účinek. 

Výraznou roli hraje např. při léčbě otravy α-amanitinem. Po intraperitoneálním podání 

aukubinu se zvýšilo množství přeživších myší ve skupině exponované α-amanitinu oproti 

negativní kontrole. Αlfa-amanitin působí v organismu jako inhibitor biosyntézy RNA v 

hepatocytech. Aukubin sám o sobě nijak biosyntézu RNA neovlivňoval. Naopak při podání 

aukubinu spolu s α-amanitinem, působil aukubin proti potlačení syntézy RNA vyvolané α-

amanitinem. [47] [48] 

Podobné výsledky byly zjištěny i ve studii zaměřené na sledování účinku aukubinu při 

intoxikaci potkanů tetrachlormetanem (CCl4). Tato látka způsobuje poškození jater. Aukubin 

opět snižoval míru inhibice biosyntézy RNA vyvolanou CCl4. [49] 

 

1.9.3.   Neuroprotekce 

 

U aukubinu byl prokázán výrazný anti-diabetický efekt. Jinými slovy aukubin snižoval 

hladinu glukózy v krvi a zvyšoval tělesnou hmotnost u potkanů, u kterých byl experimentálně 

indukován diabetes. Aukubin také dokázal efektivně zvyšovat hladinu anti-apoptického 

proteinu Bcl-2. Díky tomu nedocházelo ke zvýšené expresi pro-apoptického faktoru BAX a 

bylo tak zajištěno výrazné snížení množství neuronů, které by podlehly apoptóze. Nedošlo tak 

ke ztrátě neuronů v hipokampu v oblasti CA-1 při diabetické encefalopatii. [50] 

Aukubin značně redukoval hladinu NOS (syntáza oxidu dusného) ve tkáni hypotalamu u 

diabetických potkanů. Zvýšená hladina NOS by vedla k nadprodukci NO (oxid dusný), který 
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by reakcí se superoxidovým radikálem vytvořil vysoce toxický anion peroxynitritu, který by 

způsoboval oxidativní stres. [51] 

 

1.9.4.   Působení na pohybové ústrojí  

 

Z dostupných studií vyplývá, že účinky aukubinu proti osteoartróze úzce souvisí s jeho 

protizánětlivými vlastnostmi, a to například schopností regulovat hladinu pro-zánětlivého 

faktoru NF-ĸB (nukleární faktor kappa B). [26] 

 

Osteoartróza je onemocnění kloubů, které vede k postupnému částečnému poškozování až 

(v některých případech) k úplnému zničení kloubní chrupavky. Hlavní příčinou je porušení 

regulace metabolismu chrupavky (jejímu neustálému odbourávání a novotvorby). [52] Díky 

zvýšené aktivitě cytokinů IL-1β (Interleukin 1 – beta) dochází k inhibici syntézy katabolických 

faktorů ze skupiny metaloproteináz. Aktivita IL-1β se také podílí na uvolňování dalších 

mediátorů, které poškozují kloubní tkáň. Celá tato škála prozánětlivých dějů vedoucích 

k osteoartróze je řízena transkripčním faktorem NF-ĸB. Aukubin vykazoval antagonistické 

účinky při tvorbě prozánětlivých mediátorů vyvolaných IL-1β u chondrocytů studovaných 

potkanů. Podání aukubinu dokázalo potlačit fosforylaci a translokaci (indukovanou cytokinem 

IL-1β) prozánětlivého faktoru NF-ĸB do jádra. [53] 

Osteoporóza, tedy porucha tvorby kostní tkáně, je spojena s redukcí proliferace a 

diferenciace osteoblastů. Toto onemocnění se projevuje řídnutím kostní tkáně. Pokud byl 

v buňkách MG63 (lidské osteoblasty) pomocí H2O2 a dexametazonu indukován oxidativní 

stres, dokázal aukubin tyto buňky ochránit před apoptózou. Aukubin zvýšil expresi cytokinů 

podílejících se na diferenciaci osteoblastů. Ze zmíněných cytokinů se jednalo zejména o 

kolagen I, osteokalcin a osteopontin. Aukubin také indukoval expresi genů protizánětlivých 

faktorů zmírňujících dopady oxidativního stresu.[54] [55] 

 

1.10.   Analytické metody využitelné pro stanovení aukubinu  

 

K detekci aukubinu v rostlinných vzorcích je hojně využívána zejména vysoce účinná 

kapalinová chromatografie. (HPLC). Ve studii Janković a spol. (2010) bylo porovnáváno 

množství aukubinu ve vzorcích různých druhů jitrocele. Největší množství aukubinu bylo 
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zjištěno ve tkáních jitrocele kopinatého (Plantago lanceolata) a jitrocele černavého (Plantago 

atrata). [56] 

Celkový obsah aukubinu v listech jitrocele kopinatého ovlivňuje celá řada parametrů. 

V jedné ze studií se obsah aukubinu pohyboval v rozmezí 0,2 – 2,1 % v závislosti na místě 

sklizně. [57] Dalším významným parametrem je doba sklizně. V jedné ze studií se uvádí, že 

nejvyšší obsah aukubinu byl zjištěn u jitrocele sesbíraného v červenci. Dosahoval hodnoty 3,1 

hm%. [58] Na obsah aukubinu má též vliv hustota porostu. V jedné ze studií bylo konstatováno, 

že nejvyšší hodnota koncentrace aukubinu byla zjištěna v listech jitrocele, který pocházel 

z porostu, kde plošná hustota aplikovaného osiva nepřevyšovala 3 kg/ha. V rámci dané studie 

byly vzorky odebrány na konci dubna a maximální koncentrace aukubinu dosahovala hodnoty 

2,08 hm% . Dalším vlivným faktorem bylo stádium vývoje rostliny. Nejvyšší obsah aukubinu 

v listech jitrocele byl získán z rostlin, které měly již zralá semena. Průměrný obsah v tomto 

případě dosáhl hodnoty 2,59 hm%. [59] 

 

1.11. Extrakce 

 

V případě analýzy aukubinu je třeba nejprve oddělit analyt od pevného podílu tvořeného 

nerozpustnými částmi rostlinných tkání. V následující tabulce uvádím příklady postupů 

extrakce aukubinu ze vzorků rostlin pro následnou analýzu látky.  

 

Tabulka 4: Postupy extrakce aukubinu pro následnou analýzu pomocí HPLC 

Analytická 

metoda 

použitá po 

extrakci 

Zdroj Příprava vzorku Extrakce Následná 

separace 

Citace 

HPLC 

 

Jitrocel 

kopinatý 

(listy) 

sušení vzduchem  

 

mletí na prášek 

(nespecifikováno) 

50 % (v/v) 

etanol  

(UV lázeň)  

centrifugace 

 

[56] 

HPLC 

 

Jitrocel 

kopinatý 

(listy) 

lyofilizace  

 

25 ml 

metanolu  

třepání  [60] 
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drcení hmoždířem a 

tloučkem 

(koncentran

ce 

nespecifiko

vána) 

HPLC 

 

Rehmánie 

lepkavá 

(listy) 

zmrazení vzorků při –80 °C 

 

kryogenní mletí v kapalném 

dusíku  

25 ml 30 % 

metanolu 

(UV lázeň)  

centrifugace [61] 

HPLC 

 

Jitrocel 

kopinatý 

lyofilizace 

 

mletí na prášek 

(nespecifikováno) 

10 ml 

metanolu 

(koncentran

ce 

nespecifiko

vána) 

třepání  [22] 

 

V této části bych se ráda zaměřila na různé postupy přípravy vzorků pro následnou 

analýzu aukubinu pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie. Jak bylo uvedeno výše, 

největší množství aukubinu se v případě jitrocele kopinatého vyskytuje v listech (až 3 hm% 

v závislosti na čase a místě sklizně). V rámci většiny zde citovaných prací byla k extrakci 

použita právě tato část rostliny. Výjimku tvoří studie Navarrete a spol (2016), kde část rostliny 

nebyla přesně specifikována. [22] 

Před samotným procesem extrakce byly vzorky vysušeny a následně lyofilizovány. 

Sušení vzorků bylo ve sledovaných studiích prováděno následovně: ve studii Tamura a spol. 

(2002) bylo sušení prováděno v peci s nuceným oběhem vzduchu při 60 °C. Jiný způsob sušení 

byl zaznamenán ve studii Janković a spol. (2010), kdy byly vzorky sušeny pouze vzduchem za 

teploty okolí kolem 22 °C a normálního tlaku.  

Po procesu sušení bylo nutné vzorek zamrazit. Tato operace byla nutná pro dlouhodobé 

skladování vzorků s cílem zabránit degradaci analytu. Vzorky byly v jednotlivých studiích 

mrazeny za různých teplot. V případě studie Navarette a spol. (2016) byla teplota – 20 °C. 

V některých studiích teplota zmrazení nebyla specifikována, jako například ve studii Tamura a 

spol. (2002).  

Poté bylo možné připravit vzorky k následné analýze. Nejprve probíhal proces mletí. 

Vzorky byly mlety na prášek, buď kryogenním mletím v kapalném dusíku (mrazení vzorku na 
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teplotu - 80 °C) nebo ručně hmoždířem s tloučkem. Ve studiích Janković a spol. (2010) a 

Navarrete a spol. (2016) provedení mletí nebylo nijak specifikováno.  

Ve studii Janković a spol. (2010) byla zvolena po předchozích pokusech s jinými 

rozpouštědly metoda extrakce v 5 ml 50 % etanolu. Oproti tomu studie Navarrete a spol. 2016 

a studie Tamura a spol. (2002), které zmiňovaly jako rozpouštědlo metanol. Z výsledků studie 

Suomi a spol. (1999), kde byly porovnávány extrakce za použití různých rozpouštědel, je 

zřejmé, že vyšších výtěžků bylo dosaženo při extrakci metanolem než etanolem. Aukubin je 

v metanolu rozpustnější, jelikož jde o polárnější rozpouštědlo.     

Poté co byly vzorky převedeny do roztoku rozpouštědla byla provedena samotná 

extrakce. Buď centrifugací (Janković a spol. (2010) a Wang a spol. (2016)) nebo třepáním na 

třepačce za pokojové teploty po dobu 2 hodin (Tamura a spol. (2002) a Wang a spol. (2016)). 

Po centrifugaci byl k následné analýze použit supernatant bez následného filtrování. Po třepání 

na třepačce následovala v obou zmiňovaných studiích několikanásobná filtrace pevných vzorků 

nejprve přes papírové filtry a poté přes stříkačkové filtry o různých rozměrech pórů (0,22 μm, 

20 μm, 22 μm). Alikvotní část bylo nutné přefiltrovat, aby došlo k odstranění zbytkových částic 

vzorku, které by mohly způsobovat zanesení kolony při samotné analýze pomocí HPLC. [22] 

[56] [60] [61] [62] 

 

1.12. Vysokoúčinná kapalinová chromatografie  

 

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) neboli vysokoúčinná kapalinová 

chromatografie, je separační metoda velice často využívaná ke kvantitativní a kvalitativní 

analýze látek. Mezi výhody HPLC patří zejména její rychlost a citlivost.  Dále také spotřeba 

malého množství vzorku a možnost ji automatizovat. Pomocí HPLC lze analyzovat jak 

individuální látky, tak i celkem komplikované směsi. K základním prvkům zařízení pro LC 

patří autosampler (automatický dávkovač vzorků), kolona, termostat, ve kterém je kolona 

umístěna, detektor a počítač, který výsledná data zpracovává a ukládá. Systém pro HPLC je 

dále vybaven i vysokotlakým čerpadlem, které umožňuje průtok mobilní fáze kolonou a celým 

systémem za vysokého tlaku.  Běžně jsou využívány tlaky v rozmezí 40–100 MPa. Díky tomu 

lze využít kratší kolony (než v případě kapalinové chromatografie – LC) s náplní tvořenou 

velice malými částicemi (<10 µm). V HPLC je proto dosahováno velké účinnosti a rychlosti 

separace. [63] [64] 
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1.13. Jednotlivé analytické metody ke stanovení aukubinu  

 

V Tab. č. 5 jsou shrnuty údaje o postupech stanovení aukubinu v různých typech rostlin 

z několika řádů (hluchavkotvaré a lomikamenotvaré). 
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Tabulka 5: Údaje o analytických postupech stanovení aukubinu 

Zdroj Metoda 

separace 

Kolona 

Mobilní fáze Detekce Kalibrační 

data 

Citace 

Jitrocel 

kopinatý 

(listy) 

HPLC: 

C18 

(150 mm x 

4.6 mm, 5 

µm) 

A: 

Orthofosforečná 

kyselina 1 % 

(v/v voda) 

B: ACN 

(gradient. eluce) 

UV/VIS–

DAD 

(210 nm) 

y = 1583,1x + 

9,0 

r> 0.9995 

LOD = 16.06 

μg/ml 

LOQ = 53.33 

μg/ml 

[56] 

Jitrocel 

kopinatý 

(listy) 

 

HPLC: 

C18 

(100 nm x 

6 nm, 3 

µm) 

ODS-A 

1 % ACN 

(izokratická 

eluce) 

UV/VIS–

DAD 

(204 nm) 

r2> 0,989 

recovery>99,3 

% 

[60] 

Rehmánie 

lepkavá 

(listy) 

HPLC: 

C18 

(100 mm x 

4.6 mm, 

2.6 µm) 

ACN: H2O 

(5:95) 

UV/VIS–

DAD 

(210 nm) 

y = 0.9952x + 

6.8458 

r2 = 0,9999 

[61] 

Jitrocel 

kopinatý 

 

HPLC: 

C18 

(100 nm x 

6 nm) 

1 % ACN UV/VIS–

DAD 

(240 nm) 

 [22] 

Pivoňka 

mléčnokvětá 

HPLC: 

C18 

(250 mm x 

4.6 mm, 5 

µm) 

A: vodný 

roztok 20mM 

KH2PO4 

B: 100 % ACN 

UV/VIS-PDA 

(210 nm) 

 [65] 

Jitrocel 

kopinatý 

(listy) 

LC-MS: 

C18 

(50 mm x 

4.6, 1.8 

µm) 

A: 1 % 

HCOOH 

B: metanol 

MS (atomová 

spektrometrie) 

 [56] 
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Ve všech zmíněných studiích se shodoval výběr kolony, kdy nejúčinnější byla kolona 

C18, lišící se pouze v jednotlivých studiích svými rozměry. 

Mobilní fáze se ve studiích uvedených v Tab. č. 5 lišila jak složením, tak způsobem 

eluce. Nejčastěji byla využívána mobilní fáze ve formě různě koncentrovaného vodného 

roztoku acetonitrilu. Jako vhodnější se prokázalo použití roztoku acetonitrilu s koncentrací 

nižší než 5 %, protože nedocházelo k interferencím s čárou pro rozpouštědlo metanol. Jak je 

uvedeno ve studii Wang a spol. (2016), analytická čára pro aukubin v oblasti píku vykazovala 

v případě izokratické eluce ze začátku hladší průběh, oproti eluci gradientní, proto byla 

izokratická eluce považována za vhodnější.  

Ke stanovení aukubinu byly využívány různé analytické čáry o vlnových délkách v rozmezí 

204–240 nm. Za nejvhodnější byla považována vlnová délka 210 nm. Při nižší hodnotě vlnové 

délky by mohlo dojít k nežádoucím interferencím s čárou metanolu, který byl použit jako 

rozpouštědlo (absorbuje záření UV-VIS detektoru při podobné vlnové délce jako aukubin 

(okolo 200 nm)). Naopak vyšší hodnota vlnové délky by způsobila špatné oddělení píku pro 

aukubin a píků ostatních analytů přítomných v jitroceli. [20] [22] [56] [61] [65] 

 

1.14. Skladování vzorků jitrocele 

 

O uchovávání vzorků jitrocele nebyly konkrétní odborné články doposud publikovány, 

avšak existuje řada publikací, ve kterých je zmiňováno uchovávání vysušených listů (v tomto 

případě Eucommia ulmoides) obsahujících aukubin. Články se shodují hlavně v tom, že vzorky 

obsahující aukubin je nutné skladovat v suchu a ve tmě. [66] [67] [26] [68] 

Jak je zmíněno výše, čím nižší teplota, tím byla degradace aukubinu pomalejší. Studie 

popisují uchování suchých vzorků především při pokojové teplotě. [69] V jedné studii byly 

vzorky skladovány při nižší než pokojové teplotě, a to při 5 °C. [70] 

Sušené listy mohou být po absorpci určitého množství vody vhodným prostředím pro 

mikrobiální proliferaci. V rostlinných vzorcích byla zjištěna přítomnost velkého množství 

běžně se vyskytujících druhů hub, jako jsou například plísně z rodu Aspergilius. Tyto plísně 

Jitrocel 

kopinatý 

(listy) 

LC–MS A: ACN  

B: H2O 

(gradient. eluce) 

MS  [20] 
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jsou schopné produkovat enzymy (především β–glykosidázu), které ovlivňují stabilitu 

některých bioaktivních látek, včetně aukubinu.  

Ve studii Gonda a spol. (2012) byl sledován vliv relativní vlhkosti na proliferaci 10 

odlišných kolonií hub, které byly izolovány z vysušených listů jitrocele, a následného vlivu 

těchto hub na degradaci aukubinu. 7 z 10 izolovaných kolonií ovlivňovalo degradaci aukubinu. 

Při relativní vlhkosti 75 % došlo přibližně po 10 týdnech k nárůstu těchto kolonií o 3–4 řády. 

To mělo za následek zvýšení množství enzymů, jež působily na látky ve vzorcích. Po 24 

týdnech byl při relativní vlhkosti 75 % aukubin již z 95,7 % degradován. V případě vystavení 

vzorků relativní vlhkosti 45 %, se množství fungálních kolonií prakticky nelišilo, oproti 

kontrolní skupině vzorků (0 % vlhkost). Degradace aukubinu proběhla po 24 týdnech v tomto 

případě pouze ze 4,5 %.  

Z výsledků lze usuzovat, že samotná vlhkost nemá na degradaci aukubinu vliv (nebo 

má minimální), avšak vodné prostředí poskytuje vhodné podmínky pro nárůst fungálních 

kmenů, které nepřímo ovlivňují degradaci aukubinu. 

Aby se zamezilo vlivu vlhkosti na vysušené vzorky, a tím pádem se zamezilo mikrobiální 

proliferaci, doporučuje se uchovávat vzorky v suchu, nejlépe v nádobách bez přístupu vzduchu. 

Spolehlivým upozorněním na působení vody na vzorky je jejich zhnědnutí. Změna barvy však 

byla pozorována až při vystavení vzorků 75 % relativní vlhkosti. [71] [72] 

Ve studii Tamura a spol. (2012) byla sledována stabilita aukubinu v metanolovém 

extraktu, kdy proběhly stanovení koncentrací aukubinu ve vzorcích v intervalech 0, 2, 4, 8, 12, 

16, 24 hodin po extrakci. Relativní směrodatná odchylka byla po 24 hodinách 2,38 %, z čehož 

lze usuzovat, že je aukubin v metanolu minimálně po dobu 24 hodin relativně stabilní.  
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2.   EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

2.1.    Vzorky 

 

Reálné vzorky jitrocele byly dodány firmou Plavnická s.r.o. z Březí u Českých 

Budějovic. Jednalo se o granule a sušenou sypanou směs řezaných nadzemních částí rostlin. 

Dodané granule byly dvojího druhu: jitrocel list a jitrocel nať. Listy jitrocele k výrobě granulí 

byly sesbírány v září 2020, nať byla sečena na začátku srpna 2020. 

Analytický standard Aukubinu pro HPLC v čistotě ≥98 % a hmotnosti 5 mg byl 

zakoupen od firmy Merck (CAS-479-98-1). Práškový standard byl dodán ve skleněné ampuli 

se zataveným dnem. Při manipulaci se standardem byly dodrženy veškeré pokyny 

dodavatele.[73] 

 

2.2.    Příprava vzorků k analýze 

 

Reálné vzorky jitrocele bylo nejprve nutné zhomogenizovat. Homogenizace probíhala 

pomocí kryogenního mletí v prostředí kapalného dusíku. K danému účelu bylo využito zařízení 

Freezer/Mill 6775 od firmy SPEX. [74] Navážka zpracovávaného suchého rostlinného 

materiálu se pohybovala v rozmezí 1 až 4 g a byla volena tak, aby daný materiál zaujímal mezi 

1/3 a 1/2 objemu pracovní nádobky mlýnu. Parametry mletí byly zvoleny na základě zkušeností 

školícího pracoviště se zpracováním podobných typů vzorků. Pracovní program kryogenního 

mlýnu vypadal následovně: doba chlazení před zahájením mletí – 25 minut, doba mletí – 1 

minuta, doba chlazení mezi jednotlivými mlecími cykly – 2 minuty, počet mlecích cyklů – 3 a 

frekvence pohybu mlecího tělesa – 10 Hz. 

 

 Práškové vzorky získané kryogenním mletím výchozího rostlinného materiálu byly 

následně podrobeny extrakci. 100 ± 0,2 mg každého vzorku bylo smícháno s 10 ml metanolu 

(koncentrace >99,9 %). Vzorky byly umístěny do třepačky (Heidolph-Vibramax 100) a třepány 

po dobu 2 hodin při pokojové teplotě, za normálního tlaku a otáčkách 300 rpm. Získané směsi 

byly přefiltrovány do Erlenmayerových baněk přes kvalitativní papírový filtr KA 4 (průměr 

110 mm, Papírna Pernštejn Keseg & Rathouzský). Filtrát byl převeden do kádinky, ze které byl 

odfiltrován přes stříkačkový filtr (velikost pórů: 1 μm, Minisart® Syringe Filter-Sartorius) do 
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odměrné baňky. Vzorky byly takto uloženy do lednice, kde byly až do samotné analýzy 

ponechány.  

Pro kalibraci HPLC byl z analytického práškového standardu od firmy Merck připraven 

standardní roztok aukubinu o koncentraci 0,2 mg/ml.  

 Poté byly připraveny 2 roztoky o koncentraci 0,04 mg/ml k přípravě kalibrační řady. Ze 

standardního roztoku bylo odpipetováno 2 × 5 ml do 25 ml odměrných baněk. Z jedné 25 ml 

baňky byly pak následně rozředěny jednotlivé kalibrační roztoky, které po smíchání s demi 

vodou měly koncentrace 0,04; 0,02; 0,01; 0,005; 0,0025; 0,00125 mg/ml. 

 

2.3.    Optimalizace parametrů HPLC pro stanovení aukubinu  

 

Při výběru optimalizačních kritérií a postupu optimalizace jsem vycházela z práce Wang 

a spol. (2016). [61]  

Ke stanovení aukubinu byla použita metoda vysokoúčinné kapalinové chromatografie 

na přístroji Agilent 1260 Infinity II Prime LC System, s vyhodnocením na DAD detektoru 

(1260 Infinity II Diode Array Detector WR). V rámci optimalizace HPLC metody byl sledován 

vliv složení mobilní fáze, průtoku mobilní fáze kolonou, objemu nástřiku a teploty na hodnotu 

retenčního času (RČ) a na tvar, výšku a plochu píku pro aukubin. Kromě vizuálního hodnocení 

tvaru píku byly sledovány i objektivní parametry jako faktor asymetrie a tailing faktor.  

Analytická čára použitá pro stanovení aukubinu měla vlnovou délku 210 nm. Tato čára 

byla zvolena v souladu s prací Janković a spol. (2010) kde se uvádí, že intenzivnější čára 

aukubinu o vlnové délce okolo 200 nm interferuje s čárou metanolu, který byl v našem případě 

použit jako rozpouštědlo. [56] 

 

2.4.    Optimalizované parametry HPLC  

 

Optimalizace podmínek pro kapalinovou chromatografii byla prováděna s využitím 

nejkoncentrovanějšího kalibračního roztoku aukubinu o koncentraci 0,04 mg/ml. 

Na základě údajů ze studie Wang a spol. (2016) byl jako mobilní fáze zvolen systém 

acetonitril (ACN)–voda. [61] Tento systém by měl teoreticky zajistit lepší rozlišení 

analytických čar, než systém metanol–voda. Byly testovány následující poměry směsi H2O: 

ACN - 90:10, 95:5, 94:6, 93:7. 
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Průtok mobilní fáze kolonou byl postupně nastaven na hodnoty 0,6; 0,8 a 0,1 ml/min. 

Sledován byl také vliv objemu nástřiku, a to pro hodnoty 10 μL a 20 μL. Vliv teploty na retenční 

čas byl sledován při 25 a 30 °C. 

Na Obr. č. 5. je zobrazen chromatogram okolí zvolené analytické čáry aukubinu, která 

je zvýrazněna. Izokratická mobilní fáze v daném případě obsahovala 4 % acetonitrilu v 96 % 

procentech vody a byla do kolony vyhřáté na teplotu 30 °C dávkována rychlostí 0,6 ml/min. 

Objem nástřiku vzorku byl 20 μL. Aukubin byl stanovován při vlnové délce λ 210 nm. Retenční 

čas byl pro detekci standardu aukubinu za těchto podmínek naměřen 9,6 minut.  

 

 

 

 

 

Obrázek č. 5: HPLC-UV chromatogram standardu aukubinu  v okolí vlnové délky 210 nm 
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Bylo nutné detekovat analytické čáry, které se zobrazují v chromatogramu pro demi 

vodu a také určit analytickou čáru pro rozpouštědlo, metanol. Jak je zřejmé z Obr. č. 7, okolo 

1,7 minuty a 4,8 minuty se na chromatogramu čisté demi vody zobrazuje analytická čára, 

pravděpodobně příslušící nečistotám, vyskytujícím se v demi vodě.  

Analytická čára pro metanol byla za výše uvedených podmínek stanovena v čase kolem 

3,75 minuty, jak je zobrazeno na Obr. č. 8.  

 

 

Obrázek č. 6: Detail analytické čáry aukubinu 

Obrázek č. 7: HPLC-UV chromatogram demi vody v okolí vlnové délky 210 nm 
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2.5.    Kalibrační závislost 

 

Po proměření řady kalibračních standardů byla sestrojena závislost intenzity analytické čáry 

vyjádřené jako plocha píku (mAu.s) na koncentraci analytu v kalibračním standardu (mg/ml). 

Intenzita analytické čáry byla vypočtena jako aritmetický průměr ze tří opakovaných měření 

daného standardního roztoku. K sestrojení kalibrační křivky byl využit modul lineární regrese 

v programu Microsoft Excel – verze 2105.  

 

.  

  

Obrázek č. 8: HPLC-UV chromatogram demi vody a metanolu v okolí vlnové délky 210 nm 
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3.   VÝSLEDKY A DISKUZE 

 

  Postup optimalizace podmínek HPLC je detailně popsán v kapitole 2.4. Vliv složení 

mobilní fáze při různých objemech dávkování a stabilní hodnotě průtoku (0,8 mL/min) a 

teploty (25 °C) na retenční čas, intenzitu analytické čáry a její kvalitativní parametry je shrnut 

v Tab. č. 6. 

 

 Tabulka 6: Vliv složení mobilní fáze a objemu nástřiku na parametry analytické čáry aukubinu při teplotě 25 

°C a průtoku 0,8 ml/min 

  

 

Jak je z údajů v Tab. č. 6 zřejmé, při použití mobilní fáze 10 % ACN a 90 % vody byl 

naměřený retenční čas pro detekci aukubinu natolik krátký, že došlo k překryvu analytických 

čar pro aukubin a rozpouštědlo (metanol – RČ 3,75 min). Z daného důvodu byla mobilní fáze 

tohoto složení z dalších experimentů vyloučena.  

Pro mobilní fázi se 3 a 5 % ACN už byl retenční čas píku aukubinu delší, což zvýšilo 

odstup zmíněných píků, a tedy rozlišení metody. Při použití mobilní fáze s 5 % ACN vykazoval 

pík aukubinu mírný ,,front tailing“, což dokazuje i hodnota Tf  = 1,15 (Tf > 1) v Tab. č. 6. Tato 

nesymetričnost  nebyla nijak výrazná, ale při použití mobilní fáze se 3 % ACN tento jev nebyl 

zaznamenán vůbec. Mobilní fáze se 3 % ACN poskytovala nejdelší retenční čas, což na jedné 

straně mohlo být nevýhodné z hlediska rychlosti analýzy, ale na druhou stranu se dala 

předpokládat výhoda většího rozlišení při analýze reálných vzorků. 

Teplota ovlivňovala retenční časy více než objem nástřiku. Přehled jednotlivých 

retenčních časů při rozdílném složení mobilní fáze za teploty 25 °C a 30 °C je shrnut v Tab. č. 

7. 

ACN  Dávkování (µL) Retenční čas (min) Plocha píku  Výška píku 

Faktor 

Asymetrie 

Tailing 

faktor 

10 % 10 3,5 254 61 1,12 0,89 

10 % 20 3,5 424 132 1,02 1,06 

5 % 10 6,2 236 24 1,09 1,13 

5 % 20 6,2 468 46 1,13 1,15 

3 %  10 10,4 232 15 1,09 1,14 

3 %  20 10,4 463 73 1,07 1,11 
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Tabulka 7: Vliv teploty a složení mobilní fáze na retenční čas analytické čáry aukubinu 

 

Z výsledků prezentovaných v Tab. č. 7 lze usuzovat, že s rostoucí teplotou se zkracoval 

retenční čas aukubinu. Proto byla pro další měření zvolena teplota 30 °C. 

Následně byl sledován vliv průtoku mobilní fáze přes kolonu na retenční čas. Tab. č. 8 

porovnává retenční čas pro aukubin za rozdílných průtoků pro koncentrace 3 % a 5 % ACN. 

 

 Tabulka 8: Vliv průtoku a složení mobilní fáze na retenční čas analytické čáry aukubinu 

 

Zajímavé bylo porovnání analytických čar pro 3 % ACN při průtoku 1 ml/min a při 

použití 5 % ACN při průtoku 0,6 ml/min. Zjištěné hodnoty retenčního času pro aukubin byly 

podobné (7,684 minut a 7,819 minut), ale plochy píků se lišily téměř o polovinu. 

 

Tabulka 9: Srovnání vlivu průtoků a složení mobilní fáze na retenčním času analytické čáry aukubinu  

 

Analytická čára získaná při použití mobilní fáze s 5 % ACN vykazovala vyšší hodnotu 

tailing faktoru, což se v chromatogramu projeví jako větší „front tailing“. Měla ale téměř 

dvojnásobnou plochu, než čára získaná s využitím mobilní fáze se 3 % ACN. Zdá se tedy, že 

by ideálního poměru mezi tvarem a plochou píku mohlo být dosaženo s využitím mobilní fáze 

Teplota (°C) Mobilní fáze – ACN (%) Retenční čas (min) 

25 3 10,4 

25 5 6,2 

30 3 9,7 

30 5 5,9 

Průtok (ml/min) Mobilní fáze – ACN (%) Retenční čas (min) Plocha píku Výška píku 

0,6 3 12,6 621 32 

0,6 5 7,8 626 53 

0,8 3 9,7 466 30 

0,8 5 5,9 468 49 

1 3 7,7 375 28 

1 5 4,8 375 45 

Průtok 

(ml/min) 

Mobilní fáze 

ACN (%) 

Retenční čas 

(min) 

Plocha 

píku  

Výška 

píku 

Faktor 

asymetrie 

Tailing 

faktor 

1 3 7,7 375 28 1,08 1,12 

0,6 5 7,8 626 53 1,14 1,20 
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obsahující 4 % ACN. Parametry analytické čáry získané s využitím této mobilní fáze jsou 

shrnuty v Tab. č. 10. 

 

Tabulka 10: Analytické údaje pro aukubin při použití 4 % acetonitrilu, průtoku 0,6 ml/min, teplotě 30 °C a 

dávce 20 μL 

 

Z výsledků v Tab č. 10 je patrné, že při použití 4 % acetonitrilu s průtokem 0,6 ml/min 

je dosaženo ideálního poměru mezi plochou a tvarem píku. Plocha píku téměř odpovídala 

hodnotě plochy píku při použití 5 % ACN, a naopak tailing faktor se blížil k hodnotě tailing 

faktoru pro 3 % ACN. 

Měření bylo následně za těchto podmínek zopakováno, aby se prokázalo, že je metoda 

reprodukovatelná.  

 

3.1.    Kalibrace 

Postup přípravy kalibračních roztoků je uveden v kapitole 2.2. V Tab. č. 11, jsou uvedeny 

hodnoty ploch píků pro jednotlivé koncentrace. Je zde uvedena výsledná průměrná hodnot 

ploch píků třech měření. Na Obr. č. 9 je zobrazen graf příslušné kalibrační závislosti 

koncentrace na ploše píku.  

 

Tabulka 11: Závislost koncentrace kalibračního roztoku aukubinu na průměrné ploše píku 

c (mg/ml) 0,00122 0,0025 0,005 0,01 0,02 0,04 

Průměrná hodnota plochy  17 37 78 159 319 630  

 

Retenční čas (min) Plocha píku  Výška píku 

Faktor 

Asymetrie Tailing faktor 

9,6 622 42 1,12 1,16 
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Z grafického znázornění kalibrační křivky vyplývá, že se zvyšující se koncentrací 

roztoku aukubinu, roste plocha píku téměř lineárně.  

 

 Následně bylo ještě nutné ověřit, že je roztok s nejnižší koncentrací aukubinu nad 

detekčním limitem. Byl proměřen šum na blanku v čase od 8,5–10 minuty (v rozmezí 

odpovídající píku pro aukubin). Plocha píku by měla být vyšší než desetinásobek šumu. Šum 

byl naměřen 0,11. Nejnižší plocha byla naměřena u vzorku s koncentrací 0,00125 mg/ml a to 

17,46. Podmínka limitu detekce byla splněna.   

 

3.2.    Reálné vzorky 

Jednotlivé vzorky byly označeny následovně: sušené řezané nadzemní části rostlin – 1 a 2; 

granule z listů (září 2020 seč – prosinec 2020 granulace) – A–D; a granule z nati (10.8. 2020 

seč a 15. 9. 2020 granulace) – I–IV. 

 

Vzorky připravené po homogenizaci a extrakci byly odebrány z lednice a doplněny v 10 ml 

odměrných baňkách po rysku. Poté bylo odpipetováno 1,5 ml do vialek, které byly vloženy do 

chromatografu, kde byla spuštěna analýza. Výsledky uvádí Tab. č. 12, 13 a 14.  

U všech použitých vzorků, nebyl záznam analytické čáry v oblasti pro aukubin úplně 

symetrický. U většiny vzorků vykazoval tvar píku tzv. „front tailing“, který mohl být zapříčiněn 

vlivem matrice těchto vzorků.   
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Obrázek č. 9: Graf zobrazující kalibrační křivku závislosti plochy píku na koncentraci aukubinu (mg/ml) 
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Tabulka 12: Změřené analytické údaje pro reálné vzorky – řezanka 

vzorek  RČ (min) Plocha Výška  Asymetrie   Tailing faktor Šum 
c AU v extraktu 
(mg/ml) 

Obsah 
v sušině (%) 

1 9,6 75 5 1,07 1,08 1,01 0,2374 0,24 

2 9,6 49 3 1,21 1,30 0,39 0,1551 0,15 

 

Tabulka 13: Změřené analytické údaje pro reálné vzorky – jitrocel listy (granule) 

vzorek  RČ (min) Plocha Výška  Asymetrie   Tailing faktor Šum  
c AU v extraktu 
(mg/ml) 

Obsah 
v sušině (%) 

A 9,6 358 24 1,10 1,13 1,27 1,1342 1,13 

B 9,6 349 23 1,09 1,05 1,73 1,1044 1,1 

C 9,6 286 21 1,09 1,10 1,11 0,9050 0,91 

D 9,6 340 23 1,11 1,11 1,82 1,0765 1,08 

 

Tabulka 14: Změřené analytické údaje pro reálné vzorky – jitrocel nať (granule) 

vzorek  RČ (min) Plocha Výška  Asymetrie   Tailing faktor Šum 
c AU v extraktu 
(mg/ml) 

Obsah 
v sušině (%) 

I 9,6 24 2 0,94 0,97 0,52 0,0759 0,08 

II 9,6 29 2 0,96 1,02 0,30 0,0903 0,09 

III 9,6 28 2 0,97 1,02 0,32 0,0872 0,09 

IV 9,6 29 2 0,97 1,03 0,27 0,0907 0,09 

 

Pík pro aukubin byl detekován na základě zjištěného retenčního času, který byl naměřen 

pro analytickou čáru standardního roztoku aukubinu. V Tab. č. 12 jsou uvedeny naměřená 

analytická data pro vzorek řezanky. Výsledné hodnoty obsahu aukubinu v suchém vzorku byly 

0,24 hm% a 0,15 hm%. Obsah aukubinu je oproti údajům z literatury nižší, na což mohlo mít 

vliv mimo jiné složení vzorku (listy, stonky) a technologické zpracování (doba a způsob 

sklizně). 

Obrázek č. 10: Analytická čára aukubinu (okolí vlnové délky 210 nm), vzorek 1 – jitrocel řezanka 
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U vzorků granulovaných sušených listů označených A–D byla průměrná hodnota ploch 

píků 333 ± 24. Analytický proces byl v případě granulovaných vzorků listů reprodukovatelný. 

Velikost směrodatné odchylky byla pravděpodobně spojena s homogenitou vzorkování.  

Průměrný obsah aubinu v granulích listů jitrocele byl naměřen 1,06 hm%. V granulích 

z nati jitrocele byla průměrná hodnota obsahu nižší a to pouze 0,09 hm %. V listech jitrocele 

byla detekována vyšší koncentrace aukubinu než v nati jitrocele, jak také uvádí literatura. 

Celkově nízká střední hodnota zjištěných koncentrací v granulích listů a nati může poukazovat 

na vliv doby, způsobu sklizně a zpracování vzorků, ale i na problém v analytickém procesu.  

 

  

Obrázek č. 11: Analytická čára aukubinu (okolí vlnové délky 210 nm), vzorek 2 – jitrocel řezanka 

Obrázek č. 12: Analytická čára aukubinu (okolí vlnové délky 210 nm), vzorek A – jitrocel listy 
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Obrázek č. 15: Analytická čára aukubinu (okolí vlnové délky 210 nm), vzorek B – jitrocel listy 

Obrázek č. 13: Analytická čára aukubinu (okolí vlnové délky 210 nm), vzorek C – jitrocel listy 

Obrázek č. 14: Analytická čára aukubinu (okolí vlnové délky 210 nm), vzorek D – jitrocel listy 
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Obrázek č. 16: Analytická čára aukubinu (okolí vlnové délky 210 nm), vzorek I – jitrocel nať 

Obrázek č. 17: Analytická čára aukubinu (okolí vlnové délky 210 nm), vzorek II – jitrocel nať 

Obrázek č. 18: Analytická čára aukubinu (okolí vlnové délky 210 nm), vzorek III – jitrocel nať 
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Obrázek č. 19: Analytická čára aukubinu (okolí vlnové délky 210 nm), vzorek IV – jitrocel nať 
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ZÁVĚR 

 

V rámci literární rešerše jsem nejprve stručně popsala rod jitrocel a čeleď jitrocelovité. 

Poté jsem se zaměřila na bioaktivní sloučeniny obsažené v jitroceli, kdy jsem detailně 

rozebírala jejich farmakokinetické vlastnosti, ale i jejich mechanismus účinku na tkáňové a 

orgánové úrovni.  

 V další části jsem zpracovala analytické postupy zpracování vzorku a také vhodné 

analytické metody ke stanovení aukubinu v jitroceli. Údaje z literárních rešerší jsem využila 

pro návrh postupu optimalizace metody pro stanovení aukubinu ve vzorcích jitrocele.  

 V rámci experimentální části jsem optimalizovala následující podmínky vysokoúčinné 

kapalinové chromatografie: složení mobilní fáze, její průtok kolonou, teplotu kolony a nástřik 

vzorku.  

Optimální metoda pak měla tyto parametry: složení mobilní fáze 4 % ACN, průtok 

mobilní fáze kolonou 0,6 ml/min, teplota kolony 30 °C, objem nástřiku 20 μl.  

Při analýze reálných vzorků byla pozorována deformace analytické čáry (front tailing) 

a výsledné koncentrace aukubinu stanovené v těchto vzorcích byly nižší, než je zmiňováno 

v literatuře. Oba popsané jevy ukazují na možné matriční jevy a navrženou metodiku by bylo 

třeba dále optimalizovat, ať už z pohledu parametrů HPLC techniky či kalibračního přístupu 

(např. metoda standardního přídavku). Bohužel, kvůli pandemii COVID – 19 nebylo možné 

další postupy zkusit a ověřit. 
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