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ABSTRAKT

Predlozend disertacni prace se zabyvala studiem distribuce lignani v biomase dfevin,
zejména smrku ztepilém, v biomase vybranych druhi obilovin a pseudoceredlii a v odpadnich
zemédélskych produktech (matoliny, semena bobuli révy vinné). Dilezitou soucasti prace byl
vyvoj a optimalizace metod pro pfipravu, zpracovani a vlastni analyzu vybranych vzorki.

Dil¢im cilem prace byla identifikace lignanii ve vodnim ekosystému.

V ramci studie byly identifikovany nezndmé lignany, izolované ze sukii smrku ztepilého.
Jednalo se o 7S-todolaktol A, 7R-todolaktol A, dva stereoisomery 9'-hydroxylariciresinolu,
7S8-isoliovil a 7R-isoliovil. Identifikace téchto lignanti byla provedena pomoci metody
GC-MS a jejich struktura byla potvrzena vyuzitim techniky NMR. V extraku suku bylo
detekovano n¢kolik desitek dalSich neznamych lignani, pficemz tyto lignany tvotily piiblizné

6 % suSiny extraktu.

Z hlediska distribuce lignanl, sledované v biomase tfi odrid pohanky seté, pohanky
tatarské, Ctyf odriid prosa setého a amarantu, sklizenych v letech 2011 a 2012, bylo zjisténo,
Ze nejvice zasobenou cCasti jsou koteny pohanky a déle prosa. V kofenech pohanky tatarské
byl zjistén nejvy$si obsah lignani 2500 mgkg! s dominantnim lignanem
hydroxymatairesinolem (HMR). Vyznamny obsah lignanid byl dale nalezen ve stoncich a
slupkéach nazek/obilek jak pohanky, tak prosa. Obsah lignana v celych nazkach/obilkach tvofil
pouze 3 % z celkového obsahu lignanii. Mezi jednotlivymi analyzovanymi ¢astmi rostlin byly
zaznamenany vyznamné rozdily v obsahu lignant, zatimco mezi odridami jak pohanky seté,
tak prosa setého nebyly zjistény vyrazné rozdily v obsahu lignani v obou sledovanych letech.
Nejvice lignanii z odrid pohanky seté obsahovala odriida Jana v roce 2011 (1173 mg.kg!) au
prosa odrida Unikum také vroce 2011 (616 mgkg'). V pohance pak vedle HMR
dominovaly pfedev§im lignany syringaresinol (SYR), cyklolariciresinol (CLAR) a derivat
oxomatairesinolu (dOMR) a v prosu vedle dOMR a SYR, lariciresinol (LAR).

Tato studie je svého druhu prvni, kterd ptinasi poznaky o distribuci lignani v biomase
obilovin a pseudocerealii. Dosazené vysledky ukazuji, ze vedlejsi produkty ziskané pfi
zpracovani téchto plodin mohou najit §irsi vyuziti v potravinaiském piipadné farmaceutickém

pramyslu nebo jako technické produkty.

Kli¢ova slova: lignany, distribuce, pohanka, proso, odridy, biomasa, sukové dievo, smrk

ztepily, hydroxymatairesinol, syringaresinol, hydroxylariciresinol, LC-MS, GC-MS, NMR



ABSTRACT

Presented thesis was focused on study of distribution of lignans in wood biomass,
especially in Norway spruce, different varieties of cereals and pseudocereals, and in
agricultural waste materials (marc, grape seeds). The method development and optimization
of sample preparation and analysis was important part of the work. Further aim of the work

was identification of lignans in water ecosystem.

Part of the study was focused on identification of unknown lignans isolated from Norway
spruce knotwood. Lignans 7S-todolactol A, 7R-todolactol A, two stereoisomers of
9'-hydroxylariciresinol, 7S-isoliovil and 7R-isoliovil were identified by GC-MS, and their
structures were confirmed by NMR. There were detected several tens of other unidentified
lignans in knotwood extract, accounting altogether for approximately 6 % of the dry weight of

extract.

From the aspect of distribution of lignans, which were studied in biomass of three varieties
of common buckwheat, tartary buckwheat, four varieties of millet and amaranthus, harvested
in 2011 and 2012, it was found that the most richest part are roots of buckwheat and then
millet. The highest lignan content of 2500 mg.kg"' was found in roots of tartary buckwheat
with hydroxymatairesinol (HMR) as predominant lignan. Important amount of lignans was
found also in stems and hulls of both buckwheat and millet. The content of lignans in
achenes/caryopsis was only 3 % from the total lignan content. The significant differences in
content of lignans were recorded among all analyzed parts of plants, while there were no
differences in lignans content among of buckwheat varieties and even of millet varieties. The
highest lignan content from the varieties of common buckwheat was found in variety Jana in
2011 (1173 mg.kg™!) and from millet in variety Unicum 616 mg.kg™! (2011). In buckwheat the
other dominating lignans, except of HMR, were syringaresinol (SYR), cyclolariciresinol
(CLAR) and derivative of oxomatairesinol (dOMR) and in millet beside dOMR and SYR,
lariciresinol (LAR).

This study is the first report, which brings broader knowledge about distribution of lignans
in biomass of cereals and pseudocereals. The results indicate, that by-products from
processing of these crops may have found the potential for use in food or pharmaceutical

industry or as technical products.

Keywords: lignans, distribution, buckwheat, millet, varieties, biomass, knotwood, Norway

spruce, hydroxymatairesinol, syringaresinol, hydroxylariciresinol, LC-MS, GC-MS, NMR
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1. UVOD

Lignany patii do Siroké skupiny rostlinnych fenold, které na sebe v poslednich dvou
dekadach upozornuji nejen pro své cetné biologické ucinky, ale také svou strukturni bohatosti
a druhovou rozmanitosti. Historie zajmu o lignany zacind koncem 19. stoleti, kdy byly

lignany identifikovany ve vzorcich drevin.

Samotny nazev lignany byl navrhnut Haworthem v roce 1936. Jako sekundarni metabolity
cévnatych rostlin vynikaji u¢inky antioxida¢nimi, protinddorovymi, antivirovymi,
antibakteridlnimi, fungicidnimi, insekticidnimi, estrogennimi, antiestrogennimi a v neposledni
fad¢ 1 ochrannymi ucinky proti srdeCnim chorobam (Ayres a Loike, 1990). ZvySeny zajem o
lignany vychazi pfedev§im z moznosti jejich vyuziti ve farmacii a vyzivé. Neékteré derivaty
lignand, napt. podophyllotoxinu (etoposid a teniposid — firmy Sandoz) byly tspé$né zavedeny
do klinické praxe a plisobi v Sirokém spektru chemoterapie rakoviny (Harmatha, 2005). Na
trhu je dale napt. doplnék stravy na bazi hydroxymatairesinolu - HMRIlignan™, vedle dalich

kosmetickych ptipravki.

Vyskyt lignani neni vazan na urcité rostlinné ¢asti, ale nachazeji se prakticky vSude.
Nejcastéji je vSak nalezneme v dievé a kiife stromd, v kotfenech, listech, kvétech, plodech a
semenech rostlin. Z hlediska struktury jsou lignany tvofeny dvéma fenylpropanovymi
jednotkami, které jsou spojeny ptes centralni () uhliky obou postrannich fetézcti (Slanina,
2000). Tvoii tak nejcastéji dimery. Lignany se vyskytuji jednak ve volné formé¢ v podobé
aglykonli zejména v dfevindch a dale pak vdzané na Sirokou skupinu sacharidii v piipadé

zemédélskych produkta.

Lignany a dalsi rostlinné polyfenoly se bézné vyskytuji v jadrovém dievu stromi, pficemz
lignany jsou obsazeny ptevazné¢ v mékkych dievindch (jehlicnany), zatimco flavonoidy v
dfevinach s tvrdym jadrem. Neobvykle vysoky obsah lignanti 6-24 hm. % byl zjiStén
skupinou finskych védct v sucich smrku ztepilého (Picea abies), jehoz dominantnim
lignanem (70-85 %) je 7-hydroxymatairesinol (HMR). HMR spole¢né s dalS§imi lignany
(matairesinol (MR), sekoisolariciresinol (SEC), lariciresinol (LAR), cyklolariciresinol
(CLAR), a-conidendrin (CONI)), by tak mohl byt vyuzit jako vedlej$i produkt pfi

prumyslovém zpracovani dieva (Holmbom et al., 2003).

Nejbohat§im zdrojem lignant v potravé je podle soudobych poznatkll Inéné a sezamové

seminko. Lignany jsou hojné¢ obsazeny v semenech lesnich plodd, déale v celozrnnych



obilovinach, luSténinach a jinych druzich zeleniny, v nékterych druzich ovoce, ofechéach, ve
ving€ (zejména Cerveném), ¢aji a kave.

Vyse uvedené a néckteré dalSi rostlinné lignany jsou hydrolyzovany a metabolizovany
sttevni mikroflorou na enterolignany enterolakton (EL) a enterodiol (ED). Tyto enterolignany,
jinak také nazyvané sav€i lignany, jsou pfitomny v télnich tekutinach lidi a zvifat. V
organismu ucinkuji jako fytoestrogeny a pravdépodobné pisobi preventivné proti vzniku
nekterych civilizanich chorob (Slanina, 2000; Willfor et al., 2006). Enterolignany byly
nalezeny také v dievinach a rostlinach a rovnéz ve vod¢, kde byly zaznamendny 1 dalsi bézné

lignany (Smeds et al., 2007b).

Distribuce lignanti v rostlinaich neni dosud piesn¢ zmapovana. Po objevu lignanii
v jadrovém difevu sukll nékterych smrk byly studie zaméieny predevSim na distribuci
lignanti v hlavnich dievinach. Pouze nékolik malo studii (Smeds et al. 2007, Smeds et al.;
2012) se zabyvalo otazkou distribuce lignanli v potravinovych surovinach, kdy byl porovnan
obsah lignanti v otrubach ¢i obalech a celych zrnech, pfipadné v semenech a celych plodech.
Informaci o distribuci lignanti v biomase zeméd¢€lsky vyuzivanych rostlin, naptiklad

v kotenech, stoncich ¢i listech obilovin a pseudoceredlii, je velice malo.
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2. CILE PRACE

Cilem ptedlozené disertacni prace je studium distribuce lignanti v biomase dievin, zejména
smrku ztepilém, v biomase vybranych druhti obilovin a pseudocerealii, v prosu, pohance a

amarantu a v odpadnich zemédélskych produktech.

Dulezitou soucésti disertacni prace je vyvoj a optimalizace metod pro piipravu a
zpracovani vzorkil a jejich analyzu. Identifikace a kvantifikace lignanii bude zaméfena na
analyzu hlavnich lignani, jako je hydroxymatairesinol (HMR), sekoisolariciresinol (SEC),
matairesinol (MR), lariciresinol (LAR) a cyklolariciresinol (CLAR). Vedle stanoveni téchto
hlavnich lignant v riznych matricich je dalS§im cilem prace identifikace minoritnich lignant
pomoci modernich instrumentdlnich metod. Dil¢im cilem prace je identifikace lignant ve

vodnim ekosystému.
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3. LIGNANY
3.1 Chemicka struktura a biosyntéza lignani

Lignany tvofi vyznamnou skupinu rostlinnych fenol, kterd z hlediska struktury
reprezentuje bohatou a riznorodou tfidu latek fenylpropanoidového (C6-C3) ptivodu. Lignany
vznikaji oxidativni dimerizaci dvou fenylpropanovych jednotek, které jsou spojeny pies
centralni uhliky obou postrannich fetézcti v polohach C-8 a C-8" (obr. I). (Slanina, 2000;
Harmatha, 2005; Willfor et al., 2006).

Strukturni variabilita lignanti se v pfipadé jiného C-C spojeni fenylpropanoidovych
jednotek, nez je vazba ptes centralni uhliky alifatickych fetézcu, rozsitfuje o dalsi piibuzné
slouceniny, ptfedev§im o neolignany. Dalsi transformace déavaji pak vznik norlignanim ¢i
coninoidiim, které patii mezi lignanové derivaty s niz§im poctem uhlikii obsahujici mnohdy 1
konjugované dvojné vazby. Jako hybridni lignany nebo lignoidy byvaji také nékdy
oznacovany flavanolignany ¢i kumarinolignany, v nichz jedna ¢ast molekuly je tvofena
fenylpropanovou jednotkou a druha ¢ast jinou pfirodni latkou (Slanina, 2000;

Harmatha, 2005).

Lignany mohou byt tvofeny tiemi a ¢tyfmi fenylpropanovymi jednotkami, analogicky je
pak nazyvame seskvilignany a dilignany, nebo oligolignany, ackoliv nejnovéjsi doporuceni
IUPAC doporucuji nazvy seskvineolignany a dineolignany s ohledem na pfitomnost

neolignanového typu vazby (Umezawa, 2003).

Podle zplisobu oxidace propanovych jednotek a jejich nasledné cyklizace mohou byt
lignany rozdéleny do osmi skupin: furofuranov4, furanovd, dibenzylbutanova,
dibenzylbutyrolaktonova, aryltetralinovd, arylnaftalenova, dibenzocyklooktadienova a

dibenzylbutyrolaktolova (ebr. I) (Umezawa, 2003; Harmatha, 2005).

12
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Obrazek 1. Zékladni struktury lignant (Suzuki, Umezawa, 2007).

Lignany v kazdé skupin¢ se dale 1isi svym oxidacnim stavem jak na aromatickém jadre, tak
na propylovém postrannim fetézci. Na zaklad¢ oxidacniho stavu uhliku C-9 a (C-9'), které
jsou koncové, mohou byt lignany ¢lenény na podskupiny: lignany s 9(9')-kyslikem, lignany
bez 9(9')-kysliku, a dikarboxylové kyseliny lignanti. Rozdé€leni lignant do téchto tii
podskupin ma vyznam predevSim z hlediska studia biosyntetickych drah lignanii, pficemz
biosyntéza lignanii s 9(9')-kyslikem je zatim nejvice prostudovéana. Tento typ lignant vznika
stereoselektivni dimerizaci dvou koniferylalkoholti za spolupisobeni tzv. fidiciho proteinu,
kdy wvznikd nejprve pinoresinol (PIN) (ebr.2), PIN je néasledn¢ redukovan
pinoresinol/lariciresinolreduktasou pies lariciresinol (LAR) na sekoisolariciresinol (SEC),
ktery je oxidovan na matairesinol (MR) sekoisolariciresinoldehydrogenasou. Piemeéna
koniferylalkoholu na MR byla demonstrovana na velkém poctu rostlinnych druhti, coz silné
podtrhuje domnénku, Ze se jedna o hlavni biosyntetickou drahu lignani. Mnoho dalsich druht
lignanti je tvofeno zlignant této hlavni drdhy, a zarovenl znich vychazeji i substitucni

modifikace aromatického jadra (Umezawa, 2003b; Suzuki, Umezawa, 2007).
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Obrazek 2. Biosyntéza lignanti usmérnéna fidicim proteinem (Suzuki, Umezawa, 2007).

Koniferylalkohol neni prekurzorem pouze lignand, ale také ligninti, pfi jejichz biosyntéze
nedochazi pouze k dimerizaci fenylpropanovych jednotek, ale probihaji 1 jejich oligomerace a
dalsi ptidruzené reakce. Téchto reakci se ucastni 1 p-kumarylalkohol a sinapylalkohol, kdy
vznikaji spojeni i neolignanového typu. Kazdd z pfipojenych jednotek poskytuje funkéni
mista pro dal$i mozna spojeni nebo derivatizaci. Vznika tak postupné rtizn¢ velké sesitovani,
které tvoii makromolekuly ligninu. Nékteré volné funkéni skupiny mohou byt glykosylovany
nebo vazany na celulosu za vzniku lignocelulosovych komplexi. Ty jsou pak zékladnim
stavebnim prvkem drevitych rostlin a umoziuji stromim jejich mohutny vzrist, pevnost, tvar

a jiné charakteristické vlastnosti (Harmatha, 2005).
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3.2 Vyskyt a potencialni role lignani v rostlinach

Zaznamy o lignanech ve stromech sahaji az na konec 19. stoleti. Samotny ndzev lignany
byl navrhnut Haworthem v roce 1936. Dnes je jiz nezpochybnitelné, Ze lignany tvofi pomérné
rozsdhlou skupinou sekundarnich metabolitl cévnatych rostlin. Nachéazeji se nejcastéji
v dfevé a kife stromi, v kofenech, listech, kvétech, plodech a semenech rostlin. K dneSnimu
dni bylo zaznamenano az né¢kolik stovek lignant. Vyskytuji se bud’ ve volné formé nebo
glykosidové vazané na Sirokou skupinu sacharidii. Jednotlivé zastoupeni lignani v rostlinnych
matricich neni dosud pfesn¢ zmapovano, zejména diky narocné analyze riznych
glykosylovanych lignant a zna¢né variabilité¢ prezentovanych informaci v literatuie (Willfor
et al., 2006). V téchto aspektech se vedle odliSnych metod stanoveni odrazi 1 mozny vliv
genetickych faktorti nebo podminek péstovani, které se nésledné projevi ve stanoveném

obsahu nékterych lignant u konkrétniho druhu (Smeds et al., 2007).

Predmétem diskuze je stale biologickd tloha lignanti v rostlinach. Existuji ovSem dikazy,
ze lignany hraji nezanedbatelnou roli v chemickych interakcich mezi rostlinami a houbami,
rostlinami navzajem a rostlinami a hmyzem, a to bud’ pfimo, nebo zprostfedkovang, formou
synergismu s jinymi U¢innymi latkami rostlin. Predpoklada se tedy, Ze plni svoji tlohu
v obranném systému rostlin a ovliviiuji tak symbidézu organismi na ekologické turovni.
Lignany pravdépodobné zasahuji i do regulace ristu rostlin, kdy se jejich prekurzory stavaji
meziprodukty nebo komponenty pii tvorbé ligninu (Harmatha, Dinan, 2003; Harmatha, 2005;
Willfor et al., 2006).

3.3 Lignany v dfevinach

Stromy svym mohutnym vzristem a dlouhovékosti nepochybné potiebuji dostatecné
bohatou a ucinnou zasobu pfirodnich latek, aby piekonaly vSechny nepfiznivé okolnosti
v prib¢hu jejich vegetace. Dieviny tak obsahuji znacné mnozstvi latek, které jsou rozpustné
ve vodé nebo lipofilni povahy. Lipofilni latky jsou naptf. ve smrku tvofeny pievazné
mastnymi kyselinami, pryskyfiénymi kyselinami, steroly, sterylestery a triglyceridy.
V hydrofilnim extraktu dievin se vyskytuji latky polyfenolového charakteru, mezi které patii
lignany. Lignany se vyskytuji zejména v jadrovém dievu stromi. Jehlicnany, mékké dieviny,
obsahuji ve svém jadru pfevazné lignany, zatimco dfeviny stvrdym jadrem pievazné
flavonoidy. Stilbeny jsou dale typické pro borovice a jsou obsazeny také v ke stromu

(Willfor et al., 2004; Willfor et al., 2006).
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Castro et al. (1996) ve své prehledné studii shromazdila dostupné informace od roku 1967
do roku 1994 o distribuci lignani v fadu borovicotvaré (Pinales). Zaznamenala tak vyskyt
lignanti v péti ze Sesti Celedi toho fadu. Velice podrobnou fylogenetickou distribuci rostlin,
které produkuji lignany, se zabyval Umezawa (2003). Ten pomoci databazového vyhledavani

vybral 66 typickych lignanii a zmapoval tak celkem 132 ¢eledi celé rostlinné fise.

Finsti autofi provedli nékolik podrobnych studii extraktivnich - biologicky aktivnich
fenolickych latek, jak hydrofilni tak lipofilni povahy, které popisuji nckolik desitek
prumyslové dialezitych druht dfevin (Ekman et al., 2002; Holmbom et al., 2003; Willfor et
al., 2003; Willfor et al., 2003b; Willfor et al., 2003¢; Nuopponen et al., 2004; Nuopponen et
al., 2004b; Willfor et al., 2004; Willfor et al., 2004b; Willfor et al., 2004c; Eklund et al.,
2004; Willfor et al., 2005; Pietarinen et al., 2006; Willfor et al., 2007; Holmbom et al., 2008).

3.3.1 Lignany ve smrku

vvvvvv

minulého stoleti byly v této dfeviné popsany hlavni zastupci lignanti (Freudenberg a Knof,
1957). Az pomérn¢ nedavno byl skupinou finskych védcti objeven neobvykle vysoky obsah
lignant v sucich smrku ztepitého, ktery ¢inil 6-24 hm. %, s nejvice zastoupenym lignanem
7-hydroxymatairesinolem (HMR) (70-85 %). HMR se v sucich vyskytuje ve dvou hlavnich
stereoisomernich formach v poméru piiblizné 3:1. Eklund et al. (2002) prokézali struktury
obou isomerd, zatimco hlavni isomer méa 7S5,8R,8'R konfiguraci, minoritni isomer nazyvany
7-allo-hydroxymatairesinol ma 7R,8R,8'R konfiguraci (ebr. 3) (Holmbom et al., 2003; Willfor
et al., 2003). Mezi dal$i hojné obsazené lignany v sucich smrkii patii a-conidendrin (CONI),
sekoisolariciresinol (SEC), lariciresinol (LAR), pinoresinol (PIN) a matairesinol (MR)
(obr. 4) (Ekman, 1976; Willfor et al., 2003). Suky smrku tvoii pfiblizné 2 % hmotnosti suSiny
difevni hmoty (Hakkila, 1998). Bylo zjisténo, ze nékteré suky obsahuji az stondsobné vyssi
koncentrace lignanti nez jadrové dievo samotného stromu (Willfor et al., 2004). Lignany (4-
8 %) byly nalezeny i v sucich velmi mladych smrkovych porosti. Kromé lignani jsou

v sucich obsazeny také oligolignany v mnozstvi 2-6 % (Willfor et al., 2003).

Mezi jednotlivymi suky vramci jednoho stromu, mezi smrky stejného druhu i mezi
jednotlivymi druhy smrkt existuji znacné rozdily v obsahu lignanti. Obsah lignant v sucich je

v radidlnim sméru ze stfedu jadra stromu k vné&j$i vétvi pfiblizné¢ konstantni, excentricky

vewr
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samotné vétve. Dramaticky pokles obsahu lignani nastdva v rostoucim sméru vétve ve
vzdalenosti 10-20 cm od upati vétve, kdy je obsah lignant pfiblizn¢ stejny jako v okolnim
kmenovém dfevu (mén¢ nez 0,05 %). Pomér dvou epimerdi HMR se 1i8i v zdvislosti na
riznych sucich i v rdmci jednoho suku. Byly nalezeny rozdily i mezi jednotlivymi stanovisti

(Willfor et al., 2003).

V severnim Finsku byl ve studii sedmi smrkl ztepilych (rtizné stafi, dvé lokality)
identifikovan lignan nortrachelogenin (NTG) a jeho enantiomer wikstromol (WIK)
v kontrastu se vzorky smrki z jizniho Finska, kde po téchto lignanech nebyly ani stopy.
Mnozstvi lipofilnich extraktivnich latek izolovanych ze sukt téchto stroml bylo minimalni ve
srovnani s extrakty hydrofilnimi. Né&které jiz nezivé suky obsahovaly vice pryskyficnych
kyselin a volnych diterpenylovych alkoholii nez bézné kmenové dievo. Naopak bélové dievo
stromu obsahovalo vétS§i mnozstvi esterifikovanych mastnych kyselin nez suky téchto stromt

(Willfor et al., 2003; Willfor et al., 2005b).

Hydroxymatairesinol (HMR) allo-Hydroxymatairesinol (allo-HMR)

Obrazek 3. Strukturni vzorce dvou isomerti 7-hydroxymatairesinolu (HMR) (Holmbom et al.,

2003).
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Obrazek 4. Hlavni obsahové¢ lignany v sucich mékkych dievin.

Piispanen et al. (2008) ve své studii sledoval variabilitu lignan v pokusnych porostech
smrku ztepilého s dlouhodobym dusikatym hnojenim (roky 1961-2000, hnojeno kazdych pét
let) ve dvou odlisnych lokalitach, sever a jih Finska a rozdilem teplotnich sum 520 (pocet
stupiiti, dny > 5°C) a nadmotskych vysek 165 m. Ze studie vyplyva, ze dlouhodobé dusikaté
hnojeni nemélo vyznamny vliv na obsah lignani v sucich pokusnych stromti (z celkem
dvaceti vyzralych stromd, péti velikostnich tiid, dvou kontrol) v obou lokalitach. Zajimavy je
ovsem vysledek porovnani celkovych koncentraci lignanti v sucich stromil z obou stanovist’,
kdy se jednoznacné ukdzala bohatsi zasobenost lignany v severském pokusném porostu (cca
14 % vs 5,4 %). Obsah HMR v sucich kontrolnich porostli severni lokality pfitom negativné
koreloval s velikosti priméru vétve, ale podobné korelace nebyly zaznamenany u hnojenych
porosti nebo u porosti jizni lokality. Pro¢ je obsah lignani vyssi u stromt rostlych
v drsnéjSich klimatickych podminkach severu Finska je pfedmétem odbornych diskuzi.
Nehostinné podminky severu by mohly slouzit jako podnét k bohatSi produkci lignanti ve
stromech — sucich, jeZ mohou hrat dilezitou tlohu pfi obranné reakci na stresovou situaci

vyvolanou nepfiznivymi pfirodnimi podminkami napt. s moznosti mikrobidlniho ataku.
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Ze studii finskych autorti vyplyva, Ze lignan HMR je dominantnim lignanem v sucich
téchto druhtt smrkli: smrku ztepilém (Picea abies), smrku sivém (P. glauca), smrku
korejském (P. koraiensis), smrku ¢erném (P. mariana) a smrku omorika (P. omorica),
zatimco liovil (LIO) a sekoisolariciresinol dominuje v smrku sitka (P. sitchensis) a smrku
pichlavém (P. pungens). Vedle lignani obsahuji tyto dfeviny ve svych sucich vyznamné
mnozstvi lignanim pfibuznym oligolignand, slozenych pfevazné ze tii az Ctyf

fenylpropanovych jednotek (Willfor et al., 2004).

Mezi dalsi lignany, teprve nedavno identifikované ve dievé smrku ztepilého, patii
7'-hydroxylariciresinol. Ekman (1976) tento lignan pojmenoval jako lignan A (obr. 5).
Relativni konfigurace této slouceniny byla jiz ¢astecné objasnéna Anderssonem et al (1975),
ale potvrzena byla az Ekmanem (1976) pomoci metody plynové chromatografie s hmotnostni
detekci (GC-MS). Vyuzitim metody GC-MS (Ekman, 1976) byl dale ve dievé smrku popsan
lignan nazvany liovil (divanillyl tetrahydrofuranovy (THF) lignan, hydroxylovany v polohach
C-7 a C-7"). Tento lignan byl dfive identifikovan Freudenbergem a Knofem (1957) ve smrku
ztepilém a Freundenbergem a Weingesem (1959) v modtinu opadavém (Larix decidua). O
dveé desetileti pozdéji byly v jedli Spanélské (Abies pinsapo) popsany dva stereoisomery
7'-hydroxylariciresinolu (Barrero et al., 1994), jeden z nich byl také nalezen ve slunecnici
ro¢ni (Helianthus annus) (Macias et al., 2004) a v jedlovci (Tsuga dumosa) (Zhao et al.,
2005). Tieti stereoisomer 7'-hydroxylariciresinolu byl v glykosylované formé popséan
v rostliné Trachelospermum liukiuense (Abe a Yamauchi, 1990) a pozdéji jako aglykon
(pojmenovany tanegool) ve slunecnici ro¢ni (Macias et al., 2004). Willforovi et al. (2004b) se

podaftilo identifikovat lignan A také v jedlich a v dalSich druzich smrkt (Willfor et al., 2004).

Eklund et al. (2004) wvyizolovali ze smrku ztepilého butyrolaktonovy lignan
lariciresinolového typu nazvany iso-HMR. V dal$ich druzich smrkt a tisti byly identifikovany
butyrolaktolové lignany (divanillyl (THF) lignany hydroxylované v polohach C-7 a C-9')
zvané todolaktol A a isoliovil (Miller et al., 1982; Ozawa a Sasaya, 1988 a Omori et al.,
1994). Todolaktoly maji v porovnani s isoliovily opa¢nou konfiguraci na C-9'. Willfor et al.
(2005) v sucich smrku pichlavého (Picea pungens) identifikovali a charakterizovali 7S-epimer
todolaktolu a 7S-epimer isoliovilu (ebr. 5). Tyto lignany byly zfejmé difive nespravné
oznaceny jako isomery liovilu (Ekman, 1976; Willfor et al., 2003). Z ndmi provedené studie
neznamych lignand v sucich smrku ztepilé¢ho, kterd je nize blize popséana, je patrné, ze diive
publikované strukturni charakteristiky lignanti todolaktolu a isoliovilu (Miller et al.,1982;

Ozawa a Sasaya 1988; Omori et al., 1994) jsou nespravné. Mezi dalsi hydroxylované lignany
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lariciresinolového typu, popsané v literatufe, patii napt. 9'-hydroxylariciresinol (ebr. 5), ktery
byl identifikovany ve smrku pichlavém (Barrero et al., 1994) a 7-hydroxylariciresinol

identifikovany Berninim et al. (2009).

5
a4l 3 OCH;4
OH
[?S’,? FR,,B R,,B 'Sﬁ_?'_ WS’.SR’.B FR,Q FR}- a- Hydro)('f-
7R-Isoliovil Hydroxylariciresinol lariciresinol
(lignan A)
HsCO OH
HsCO
i o
HO
HO
! OCHs
OH
(TRBR,8°R.9'R) 9™-Hydroxy-
larciresinol Liowvil

Obrazek 5. Strukturni vzorce nékterych hydroxylovanych divanillyl-tetrahydrofuranovych
lignan®i se sumarnim vzorcem C20H2407 (Smeds et al., 2012b).
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3.3.2 Lignany v dalSich dFevinach

Borovice lesni (Pinus sylvestris) obsahuje ve svych sucich velké mnozstvi stilbenti 1-7 %,
a lignani 0,4-3 %, zatimco kmenové difevo obsahuje okolo 1 % stilbenli a zddné lignany
(Willfor et al., 2003b). Podobnych vysledkti dosahli i1 norsti autofi, ktefi namétili v jddrovém
dfevu borovic 0,2-2 % a sucich 2-8 % stilbenu pinosylvinu (ebr. 6) (Hovelstad et al., 2006).
Ve finské studii extraktivnich latek obsazenych v sucich sedmi borovic lesnich byly dale
zaznamenany rozdily v obsahu polyfenolll u jednoho stromu i mezi jednotlivymi stromy. U
mladych borovic bez jadrového dieva muze koncentrace stlibenti v sucich dosahnout az 200
krat vyssi hodnoty nez vkmenovém dievu. Pomér monomethyl etherGi pinosylvinu
k pinosylvinu byl vétsi v sucich nez v kmenovém dievu. Nejpocetnéj§im lignanem byl
nortrachelogenin (NTG), ale také matairesinol (MR), SEC a LIO, které jsou obsazeny jiz
v nizsich koncentracich. Suky borovice také obsahuji komplexni slou¢eniny lignanového typu
— oligolignany. V sucich i kmenovém dfevu byl nalezen také flavonoid pinocembrin
v mnozstvi pod 0,02 %. Koncentrace stilbenti v radidlnim sméru jadro — vnéjsi vétev se
snizuje nebo v piipadé kmenu zlstava stejnd, prudky pokles nastava u vnéjsi vétve. Obsah
lignanti byl na stejné urovni nebo v kmenu mirné klesl, opét v ptipad¢ vétve obsah lignanti

dramaticky klesa az po deseti cm Gpln€ vymizi (Willfor et al., 2003b).

V sucich borovic byl nalezen vysoky obsah lipofilnich extraktivnich latek 4,5-32 %,
zejména pryskyficnych kyselin. Nejvice zastoupenou pryskyti¢nou kyselinou byla v sucich 1
jadrovém dfevu abietova kyselina. Profil distribuce pryskyfi¢nych kyselin 1 polyfenolovych
slou¢enin byl podobny. Borovicové suky také obsahuji az 0,5 % diterpenovych

aldehydt (Willfor et al., 2003b).
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Obrazek 6. Chemicka struktura fenolickych latek borovice lesni (Willfor et al., 2003c).

Jedle jsou dal§im druhem dfevin s pozoruhodnym vyskytem lignand, oligolignani a
juvabionl v sucich stroml v kontrastu s okolnim difevem. Willfor et al. (2004b) analyzoval
osm druhil jedli (4bies sibirica, A. lasiocarpa, A. balsamea, A. alba, A. amabilis, A. veitchii,
A. sachalinensis, a A. concolor). Mnozstvi lignani u nékterych sukt piekrocilo 6 %, suky
obecné¢ obsahovaly az 2050 krat vice lignanti nez kmenové dievo. Byly zde opét
zaznamenany velké rozdily nejen mezi druhy, ale také mezi jednotlivymi suky u jednoho
stromu. Ve vSech sucich dominoval SEC, ale také lariciresinol (LAR) (4bies alba) a HMR
(A. amabilis). Vedle lignana se v sukovém dievu kumuluji oligomerni aromatické slouceniny,
zejména seskvineolignany, dineolignany a juvabiony (Willfor et al., 2004b), ale také

flavonoid taxifolin (Zule, Kozjan, 2008).

Ve studii extraktivnich latek tureckych a pakistanskych druhii dievin byl v sucich jalovce
ztepilého (Juniperus excelsa) ptivodem z Turecka identifikovan cyklolariciresinol (CLAR),

ale pouze v nizkych koncentracich (Willfor et al, 2007).
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Lignany HMR, SEC, LAR a NTG (obr. 4) patii mezi majoritni lignany primysloveé
dilezitych druhtt mekkych dievin. Tyto lignany jsou v sucich pfitomny jako volné aglykony,
proto mohou byt jednoduse extrahovany polarnimi rozpoustédly. Lignany HMR, SEC, LAR a
NTG by tak mohly byt vyuzity jako vedlejsi produkty pii primyslovém zpracovani dieva
(Holmbom et al., 2003). Dalsi vyznamné vyuziti HMR lezi v syntetické (Simakova et al.,
2012 a 2012b) a polosyntetické piipravé dalSich hodnotnych lignant. Potencial téchto latek
obecné tkvi v jejich biologické aktivité, kterd by mohla byt vyuzita v medicing a ve vyzive,
nebo ve vyuziti technickych produkti s antioxida¢nimi a antimikrobidlnimi vlastnostmi

(Willfor et al., 2004).

3.4 Lignany v potravinovych surovinach a potravinach

V  potravindich byly doneddvna charakterizovany jen diive znadmé lignany
sekoisolariciresinol (SEC) a matairesinol (MR) (Mazur et al., 1996, Horn-Ross et al., 2000).
Posledni 1éta piinesla identifikaci dalSich druhti lignanti v riznych typech potravin. Milder et
al. (2005; 2007) a Thompson et al. (2006) zaznamenali vedle SEC a MR obsahy pinoresinolu
(PIN) a lariciresinolu (LAR). Vytvofili tak databaze s ptiblizné 110 druhy potravin a népoji,
pficemz byly na analyzy vyuzity komplexni vzorky potravin riznych znacek a vyrobct
1 odlisnych prodejnich mist (Schwartz et al., 2009). Seznam lignanti v potravinach se brzy
rozsitil o medioresinol (MED) a syringaresinol (SYR) publikované Penalvem et al. (2005).
Smeds et al. (2007) ve sv¢ studii analyzovala vybrané druhy cerealii, ofechli a olejnatych

semen a charakterizovala pii tom celkem dvacet Ctyfi rostlinnych lignand.

Nejvyssi obsah lignani v potravinach (mg.g') byl nalezen v semenech Inu (pievazné
oligomery SDG — sekoisolariciresiol diglukosid) a sezamovych seminkach (pfevazné SES —
sesamin) (Landete, 2012). Tfetim nejbohatSim potravinovym zdrojem lignanta jsou dle Smeds
et al. (2012) semena ostruziniku morusky, byliny typické pro severské staty. Ve studii
zaméfené na analyzu lignanli v bobulovinach a semenech autorka uvadi, Ze k dal§im bohatSim
zdrojim lignant v lesnich plodech patfi semena ostruziny a brusinky. Nizs$i koncentrace
lignant (ng.g! az pg.g™!) byly stanovené v zelening, lusténinach, obilovinach, ofiskach, ovoci
a napojich jako je ¢aj, kava a vino (Nurmi et al., 2003; Willfor et al., 2006; Adlercreutz, 2007;
Li et al., 2008).

Literarnich 10daji o obsahu a distribuci lignant v alternativnich plodinach a

pseudoceredliich je poskrovnu. Pouze n¢kolik studii (Smeds et al. 2007; Smeds et al.; 2012)
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se zabyvalo otazkou distribuce lignanli v potravinovych surovinach, kdy byl porovnan obsah
lignanti v otrubach ¢i obalech a celych zrnech nékterych druhti obilovin. Obsahem lignanti ve
vedlejSich zemédélskych produktech se zabyvali Hosseinian a Mazza (2009), ktetfi ve své
studii sledovali kromé& obsahu lignanti a dalSich polyfenolickych latek v otrubach psenice,
zita, ovsa a tritikale, obsah téchto latek také ve slamé, listech a vlockach tritikale. Autofi
zjistili, Ze obsah lignani (SDG a MR) ve slamé (2,7 mgkg') a listech (2,3 mgkg?) je
vyznamné vyssi nez v otrubach (0,1 mg.kg!) & vlockach tritikale. Podle nasich informaci se
jedna se o jednu z mala studii, kterd se zabyvala analyzou lignani v nékterych vedlejSich

produktech rostlinné vyroby.

Péstovani a vyuzivani alternativnich plodin a pseudoceredlii je jednou z moZznosti jak
nutricné obohatit naSi stravu a soucasné piispét k rozsifeni diverzity kulturnich plodin
v krajiné. Mezi alternativni plodiny fadime proso, Spaldu (staroCesky samopse), okryz
(dvouzrnka), ptip. dalsi pluchaté pSenicné druhy, bér vlassky apod. Pseudoceredlie jsou
plodiny, které botanicky nepatii do celedi lipnicovitych (Poaceae) jako obiloviny, ale
vyuzivaji se a zpracovavaji podobnym zptisobem. Do této skupiny patii na prvnim misté

pohanka, dale merlik chilsky — quinoa a laskavec — amarant (Prugar et al., 2008).

Mezi nejpéstovangjsi plodinu ze zminénych druhl patii v souc¢asné dobé pohanka (cca
1000 t). Uvedené plodiny maji nizs$i vynos zrna (1-2,5 t.ha'!), ale jejich semena se vyznacuji
specifickymi kvalitativnimi vlastnostmi, které jsou dualezité¢ z hlediska lidské vyzivy pro
zmirnéni negativnich vlivl, jako je stres, nevhodnd ¢i jednostranna strava, alergie a
intolerance na potraviny ¢i civilizacni choroby (vysoky krevni tlak, zvySena hladina
cholesterolu v krvi, obezita nebo diabetes). Semena pohanky jsou proto vyuZzivana pro
obohaceni peciva, vyrobu kekst, téstovin aj. Pohanku, proso i amarant lze pro vysoky podil
bilkovin, pfedevsim albuminti a globulinii vyuzivat pti bezlepkové dieté. Pohanka je cenéna
také jako nejlepsi zdroj rutinu, flavonoidu, ktery pozitivné ptisobi na pruznost cévnich stén.
Proso mé v zrnu vysoky obsah vitaminti, zvlast¢ A, B1 a B2, loupané proso tzv. jahly jsou
svoji nutri¢ni hodnotou srovnatelné s ovesnymi vloc¢kami. Semena amarantu maji i pomérné
vysoky obsah tuku (5-7 %) s ptfiznivym sloZenim vySSich mastnych kyselin a obsahem
skvalenu a vysoky, oproti béznym obilovinam, né¢kdy az trojndsobny obsah mineralnich latek,
zvlasté fosforu, vapniku, drasliku a hot¢iku. Nevyhodou pfi zpracovani semen pohanky a
prosa je velky podil odpadu pfi loupani, kdy se vytéznost koneéného produktu — krup ¢i jahel
pohybuje mezi 50-70 %. Kratka vegeta¢ni doba pohanky a prosa (kolem 100 dnli) umoZiuje

jejich péstovani i pro biomasu (zelené hnojeni ¢i do biopasi) pii produkei 20-50 t.ha™! zelené
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hmoty (Barta et al., 2004; Kalinova a Moudry, 2006; Kalinova a Dadakova, 2006; Kalinova,
2007; Zhang et al., 2013).

3.5 Lignany v prirodnich vodach

Lignany tvoii hlavni podil ve vod¢ rozpustnych latek, které piechazeji do odpadnich vod
béhem termo-mechanického zpracovani (TMP) dieva pfi vyrobé papiru. Orsa and Holmbom
(1994) nalezli ve vodach z TMP v priiméru 20,3 mg.1"! lignandi. Jergensen et al. (1995) nalezli
v odtokovych vodich z TMP koncentrace lignanti v rozmezi 79 - 162 mg.l'. V ptitokové
vodé tekouci do Cistirny odpadnich vod v Turku (ve Finsku) byly zaznamenany nasledujici
koncentrace lignanti: 0,052 nmol.I"" HMR, 0,062 nmol.I"! hydroxyenterolaktonu (HEL), 0,097
nmol.I"" enterodiolu (ED) a 4,10 nmol.I"! enterolaktonu (EL) (Smeds et al., 2007b). Stejni
autofi nalezli podobné koncentrace lignani také v huminové vodé. Lignany tak
pravdépodobné piechdzeji do vody ze tlejiciho rostlinného materialu ze zivych nebo
odumfelych cCasti rostlin a stromt, rostoucich ve vod¢. Lignany jsou obsazeny ve dieve
stroma (Willfor et al., 2003), pfedevsim v jejich sucich (Holmbom et al, 2003). Zdrojem
lignani v pfirodnich vodach by ale mohly byt také kofeny, o kterych se studie pfiili§

nezminuji.

3.6 Lignany u savci a ¢lovéka

Zajem o lignany prudce vzrostl, jakmile byly tyto slouceniny identifikovany v séru a moci
savcl a Cloveéka. Jedna se piedevSim o dva lignany enterolakton (EL) a enterodiol (ED)
(obr. 7). Tyto savci lignany maji hydroxylové skupiny pouze v pozicich meta aromatickych
jader. Takova substituce nebyla pozorovéana u lignant rostlinného pivodu. EL a ED vznikaji
jako produkt metabolismu sttevni mikroflory z rostlinnych prekurzort (Slanina, 2000; Wang
et al., 2002; Raffaelli et al., 2002), SEC je pfeménén na ED, a MR na EL (ebr. 7). ED mtize
byt dale oxidovan na EL. Pfedpoklada se, ze metabolickd draha pro pieménu PIN a LAR na
enterolignany je podobna biosyntetické draze v rostlinach. To znamend, Ze PIN je pieménén
na enterolignany ptes LAR a SEC. Vedle téchto ¢tyt rostlinnych lignanii, také dalsi lignany
jako SYR, arctigenin (ARC), HMR a SES byly identifikovany jako prekurzory enterolignant,

ale s niz§im stupném piremény (Milder, 2007).
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Sav¢i lignany jsou vylucovany z organismu zluéi a moc¢i v pomérné velkém mnozstvi

(umol za den) jako glukuronidy a sulfoglukuronidy (Slanina, 2000).
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Obrazek 7. Navrzena metabolickd draha pro preménu rostlinnych lignanii na enterolignany
pomoci stievni mikroflory (Adlercreutz, 2007).

3.7 Biologické ucinky lignani

Lignany vykazuji velmi rozmanité spektrum ac¢inkl i na vyssi organismy, vcetné ¢loveka
(Harmatha, 2005). Vedle vySe zminéné fungicidni a insekticidni aktivity vykazuji nékteré
lignany aktivitu antibakteridlni, antivirovou, antioxidacni, protinddorovou, estrogenni a

antiestrogenni, véetn¢ ochrany proti srde¢nim chorobam (Ayres a Loike, 1990).

Antioxidacni aktivita

V soucasnosti je velka pozornost vénovana studiu antioxidanti, které jsou schopny potlacit
ucinky volnych kyslikovych radikali podilejicich se na velkém mnozstvi patologickych stava
v lidském organismu. Vyzkum antioxidacni aktivity lignani je soustiedén piedevSim na
furofuranovy lignan sesamin ze sezamového oleje, na neolignany honokinol a magnolol

z kary rostlin rodu Magnolia, dibenzocyklooktadienové lignany obsazené v plodech
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Schisandra chinensis (Slanina, 2000) a v neposledni fad¢ také na lignany a lignanové extrakty

izolované ze sukt primyslové dilezitych dievin (Willfor et al., 2003c).

Vyrazné redukéni ucinky nordihydroguajaretové kyseliny (NDGA) nasly vyuziti
v potravinafstvi, kde se pouziva jako antioxida¢ni aditivum. NDGA se také Siroce pouziva

v laboratornich experimentech k inhibici lipoxygenas (Slanina, 2000).

Estrogenni aktivita

Lignany podobn¢ jako dalsi rostlinné fenolické latky, které maji podobnou strukturu jako
zensky pohlavni hormon 17-B-estradiol, se oznacuji jako fytoestogeny. Do této skupiny latek
kromé lignanti fadime isoflavonoidy (genistein, daidzein), stilbeny (resveratrol) a kumestany
(kumestrol) (Cornwell et al., 2004). Jak enterolignany tak rostlinné lignany mohou
interagovat s estrogennimi receptory ERa a ER[, ale se slabsi afinitou nez endogenni
estrogeny. Mohou tak pifi nizké koncentraci endogennich estrogenli pusobit jako slabé
estrogeny a pii vysoké koncentraci jako antiestrogeny (Slanina, 2000; Keinan-Boker et al.,

2004; Sirtori et al., 2005; Adlercreutz, 2007; Aehle et al., 2011).

Protinadorova aktivita

Lignan podophyllotoxin byl identifikovan jako biologicky ucinna, ovSem
gastrointestinalné toxicka latka v oddencich znamé 1é¢ivé rostliny Podophyllum peltatum (tzv.
americk¢ mandragory). Ameri¢ti indiani vyuzivali pryskyfici této rostliny, ziskanou z
alkoholového extraktu oddenkt a kotenil, napt. proti hadimu ustknuti nebo naopak jako jed a
kolonist¢ amerického zapadu extrakt vyuzivali proti horeCckam a rGznym parazitarnim
onemocnénim (Ayres a Loike, 1990; Harmatha, 2005). Hlavni u¢inné slozky této rostliny —
lignany byly spolu s dal§imi strukturnimi analogy napf. yateinem (YAT) z tropické dieviny
Libocedrus yateenis nebo analogy z rodu Piper, ¢eledi peprovitych, Piperaceae (Jensen et al.,
1993), testovany v rtiznych modelech vyhledavacich testi. Mnohé postoupily i do vysSich
specializovanych predklinickych a klinickych testi. Nékteré byly po vhodné provedenych
chemickych modifikacich, jako etoposid a teniposid — derivaty podophyllotoxinu, s vyssi
ucinnosti, niz§i toxicitou a patentovanou piipravou, registrovany jako 1éCiva

(Harmatha, 2005).
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Antivirova aktivita

Pryskyfice né€kolika druhli rodu Podophyllum je ucinnd také v Iécbé nékterych
dermatologickych obtizi. Alkoholovy extrakt z oddenkl rostlin rodu Podophyllum emodi
nebo P. peltatum, zvany podofylin a lignan podofylotoxin se ve form¢ masti nebo roztoku
pouzivaji k 1écbé koznich vyrastkli, zpisobené papilomaviry nebo k Ié¢bé seboroickych
bradavic. Podofylotoxin a jeho derivaty deoxypodofylotoxin a B-peltatin vykazuji aktivitu
proti viru spalni¢ek a viru herpes simplex I. Nezavisle na tom bylo zjiSténo, Ze za
antiherpetickou aktivitu extrakti zrostlin rodu Juniperus, jsou zodpovédné rovnéz

arylnaftalenové lignany, zvlast¢ deoxypodofylotoxin (Slanina, 2000).

Prvni zminka o aktivit¢ lignanii proti viru HIV, plvodce onemocnéni AIDS, pochézi
z roku 1990 od autord Schrddera et al. Podafilo se jim izolovat z tropického popinavého kete
Ipomea cairica dva lignany, arctigenin (ARC) a trachelogenin (TRACH) vykazujici aktivitu
proti viru HIV-1. Také dibenzocyklooktadienovy lignan ze Schizandry chinensis — gomisin J
a jeho halogenované derivaty (Slanina, 2000), a lignanovy glukosid trachelosid (TRAD),
puvodné izolovany z rostliny Trachelospermum, spoleéné se svymi syntetickymi analogy
vykazovaly antivirovou aktivitu proti viru HIV-1. TRAD a jeho blizké analogy (TRACH,
carthamosid (CARD) a carthamogenin (CART)) byly ziskdny také z 1é¢ivé rostliny parchy
saflorové (Leuzea carthamoides), ktera je zdrojem dalSich cennych a biologicky ucinnych

latek (Harmatha, 2005).

Interakce rostlina-hmyz

Lignany a biogeneticky ptibuzné sekundarni metabolity odvozené z fenylpropanoidovych
prekurzort hraji dtilezitou tlohu v obrané rostlin proti hmyzu. Jejich tloha vétSinou spociva
v regulaci pfijmu potravy hmyzem, ale v nékolika malo piipadech mohou také ovlivnit
specifické fyziologické funkce hmyzu. Pfesny model chovani této skupiny latek neni zcela
ziejmy. Jeden z moZznych mechanismi ptsobeni by mohl spocivat v interakci a narusSeni
endokrinniho systému, ktery je klicovy pro spravny vyvoj hmyzu a je zavisly na ¢innosti
hormonti svlékani (ekdysteroidech). Tato hypotéza byla testovdna bio-testy pro zjisténi
ekdysteroidnich agonistii a antagonisti na specifické Bpn bunééné linii  Drosophila
melanogaster. Potencidl G¢inku v tomto testu reflektuje afinitu spojeni na ligand-vazebni
misto ekdysteroidniho receptoru D. melanogaster. Vysledky ukézaly, ze vétSina testovanych

lignanti (pouzito pouze nekolik reprezentantli jinak Siroké strukturni variability lignantl) byla
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neaktivni. Pouze lignany 1éCivé rostliny Leuzea carthamoides a jeji TRACH, CART a CARD
vykazovaly agonistickou aktivitu pfi pomérné vysokych koncentracich (= 10* mol.l™).
VSechny testované lignany vykazovaly cytotoxicitu, coz je v souladu s jejich zndmymi

farmakologickymi u¢inky, kdy piisobi jako kancerostatika (Harmatha, Dinan, 2003).

Podle jiz publikovanych vysledki slibuji stilbeny mnohem vétsi predpoklady jako aktivni
ekdysteroidni receptorové ligandy a uZitecné naruSitele ekdysteroidt. Stilbeny jsou v piirodé
bohaté rozSifeny a mohou byt také jednoduse syntetizovany. Zvlastni postaveni by mohly
sehrat strukturné jednoduché derivaty pinosylvinu nebo resveratrolu, které jsou v rostlinach
produkovany ve vétSich koncentracich jako fytoalexiny po bakterialnim ataku zdrojového

organismu napf. u borovice, révy vinné nebo hroznového vina (Harmatha, Dinan, 2003).

3.8 Metody stanoveni lignant

Zastoupeni jednotlivych lignanti v rostlinnych matricich neni dosud piesné¢ zmapovano,
zejména diky narocné analyze rozli¢nych glykosidicky vazanych lignant a zna¢né variabilité
prezentovanych informaci v literatufe. V téchto aspektech se vedle odlisnych metod stanoveni
odrdzi 1 mozny vliv genetickych faktort nebo podminek péstovani, které se nasledné projevi

ve stanoveném obsahu nékterych lignanti u konkrétniho druhu (Smeds et al., 2007).

Pouziti vhodné metody analyzy pro extrakci, separaci a charakterizaci lignanti se odviji od
studované matrice. V ptipadé¢ extrakce a analyzy dievni hmoty, ve které se lignany vyskytuji
ve volné formé aglykonti, 1ze vyuzit pfimé extrakce vodnym roztokem ethanolu nebo dokonce
vodou (Willfor et al, 2006). Zatimco analyza nékterych dalSich rostlinnych druhti, surovin a
potravin je komplikovangjsi s ohledem na glykosidickou a pfipadné i esterovou (u né€kterych
potravin) formu lignand. U téchto vzorkl je pro extrakci lignani nutna ndslednd kysela,
alkalickd nebo enzymatickd hydrolyza vedend za takovych podminek, které nezpiisobi
degradaci nebo jinou zménu nativni struktury lignana. Nékteré lignany, jako HMR nebo LAR
jsou citlivé jak ke kyselym, tak alkalickych podminkdm. Naptiklad lignan HMR byl teprve
nedavno detekovan a zaroven stanoven jako majoritni lignan v obilovinach a alternativnich
plodinach. V tomto piipad¢ diivéjsi pouzivani silnych kyselin nebo zasad pii hydrolyze
lignanti vedlo k destrukei této latky (Holmbom et al., 2003; Willfor et al., 2006; Smeds et al.,
2007).

Pro analyzu lignanovych extraktl se dnes pfevazné vyuziva plynové chromatografie (GC)

nebo vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s raznymi typy detekénich technik
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(GC-MS, HPLC-MS/MS, HPLC-CEAD, HPLC-NMR a dalsi). Tenkovrstva chromatografie
(TLC) je vyuzivana zejména pro kvalitativni screening velkého poctu extrakti a pro
monitoring izola¢nich postupti (Mazur et al., 1996; Slanina, Glatz, 2004; Milder et al., 2004;
Schwartz, Sontag, 2006; Willfor et al., 2006; Huang et al., 2007; Eklund et al. 2008; Lopez et
al., 2008).

30



4. MATERIAL A METODIKA
4.1 Chemikalie

Standardy lignant: (-)-7-hydroxymatairesinol (HMR, 2 epimery), (+)-isolariciresinol
(CLAR), (+)-lariciresinol (LAR), (-)-sekoisolariciresinol (SEC), (-)-a-conidendrin (CONI),
(+)-pinoresinol (PIN), (-)-matairesinol (MR), (+)-syringaresinol (SYR), (-)-enterolakton (EL)
byly zakoupeny od firmy ArboNova (Turku, Finsko); sekoisolariciresinol diglukosid (SDG),
phyllanthin (PHYL) (PhytoLab, Némecko); podophyllotoxin (PODO), (-)-arctigenin (ARC)
(Genetica s.r.0., Ceska republika); sesamin (SES), (-)-asarinin (ASAR) (Sigma-Aldrich).

Standardy lignanii: yatein (YAT, z Libocedrus yateensis), yatein diol (YATD, terahydro-
yatein), yatein diol-2D (YATD?2, dihydro-dideutero-yatein), lignan 46T (z L. yateensis),
cubebin (CUBE, z Piper cubeba), hinokinin (HINO, transf. z cubebinu), dihydrocubebin
(HCUBE), deoxycubebin (DCUBE), carthamosid (CARD, z Leuzea carthamoides),
trachelosid (TRAD, z Leuzea carthamoides), fenylpropanoidy: N-feruloyl- a N-isoferuloyl-
serotoniny (kryst. frakce: pfirodni smés isomérti) z L. carthamoides, N-feruloylserotonin byly

pfipraveny a poskytnuty panem Dr. Jurajem Harmathou, UOCHB Ceska republika.

Standardy lignanii: matairesinol-ds (MR-ds,), sekoisolariciresinol-ds (SEC-ds) byly
pripraveny Jonasem Wahrmanem, todolaktolA (TODA) (Stefan Willfér), anhydro-
sekoisolariciresinol (ASEC), (-)-enetrodiol (ED), 7-oxo-matairesinol (OMR), 7-hydroxy-
sekoisolariciresinol (7-OH-SECO), iso-hydroxymatairesinol (iso-HMR), 7-oxo-enterolakton
(OEL), 4.,4’-dihydroxyenterolakton (didemethylovany MR), 7-hydroxyentrolakton (HEL)
(Patrik Eklund), nortrachelogenin (NTG) (Christer Eckerman), phylligenin (PHYN),
medioresinol (MED), trachelogenin (TRACH) (Japonsko). VySe uvedené lignany byly
poskytnuty Dr. Annikou I. Smeds (Finsko).

Enzym B-glukuronidasa, typ H-1 (H. pomatia) byl zakoupen od firmy Sigma-Aldrich, spol.
s.r.0. (Ceska republika). Methanol (LC-MS grade) byl zakoupen od Fisher Scientific (Ceska
republika), aceton (HPLC), n-hexan (GC), voda na fedéni vzorkli (LC-MS grade), voda jako
mobilni faze pro HPLC a LC-MS byla pfecisténa pies Mili-Q systém, kyselina mravenci a
kyselina octova (LC-MS grade), ethylacetat, ethanol, methyl terc.butyl ether, diethyleter a

ostatni pouzité chemikalie byly urCeny pro analytické ucely.
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Silyla¢ni €inidla: N, O-bis(trimethylsilyl)-trifluoroacetamid (BSTFA) Supelco; trimethyl-
chlorsilan (TMCS) a pyridin Merck (Darmstadt, Némecko). Silikagel 60 Fluka Analytical,
Sigma-Aldrich (St. Louis).

4.2 Material

4.2.1 Vzorky dievin pro stanoveni lignant
4.2.1.1 Vzorky dievin pro optimalizaci stanoveni lignanii

Vzorky difevin pro pilotni stanoveni lignant byly ziskany ve spolupréci s podnikem Lesy
CR, s. p. zlokality Obora Ponésice pod Lesni spravou Hlubokd nad Vltavou. V ramci
pravidelné mytni soustiedéné tézby, kterd je urcena k obnove lesnich porostl starSich 80 let,
byly ziskany vzorky stromu. Jednalo se zejména o vzorky smrku ztepilého (Picea abies) ve
stati 80 az 160 let. Ze stroml byly odiezany Spalky se zachovanim ¢asti, ve kterych dochazi
k vétveni stromt (obr. 8) pro ziskani sukll. Zaroven byly zachovéany ¢asti vétvi. Zaznamenany

byly informace ohledné, stari, vysky (vysky, ve kterych byly odfezany Spalky) a zdravotniho

stavu stromu.

Obrazek 8. (A) Vzorek stromu pro izolaci suki; (B) navzorkované ¢asti suku
Ze Spalkt byly separovany suky a zaroven byly zaznamendny informace o priméru a

vitalit¢ (mrtvy, zivy) suka/vétvi. Nasledné byly vzorky sukli ulozeny v mrazicim boxu pfti

-18 °C do dalsiho zpracovani.
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4.2.1.2 Vzorky dievin pro optimalizaci stanoveni lignanii a pro izolaci HMR

Vzorky dievni hmoty byly dodany Vyzkumnym ustavem potravinaiskym (VUPP) v Praze
ve spolupraci s Dievozpracujicim druzstvem Lukavec. Vzorky sukl dieva byly ziskany
metodou separace sukll z dievni hmoty susenych smrkovych prken pii vyrobé hoblovanych
palubkovych prken. Metodika tézeni sukl zdfevni hmoty je chranéna uzitnym vzorem
(Strohalm et al., 2012). Vzorky sukii ze smrkového dieva byly ve VUPP zpracovany na

sttizném nerezovém mlynu RETSCH SM100 a podle potfeb dodany do nasi laboratoie.

4.2.1.3 Vzorky sukui smrku ztepilého (Picea abies) pro identifikaci neznamych lignani

Smésny vzorek sukt byl ziskan metodou (Holmbom et al., 2003) na odseparovani vétsich a
téz8ich frakei smrkovych chipsi (Sahlberg, 1995) v podniku na vyrobu papiru ve stfednim
Finsku. Ru¢né byly vybrany suky s primérem o velikosti okolo 10 mm, suky byly rozstipany,
ususeny na vzduchu a rozemlety pomoci stfizného mlynku na velikost ¢astic mensSich nez

2 mm. Nakonec byly rozemleté suky lyofilizovany.

4.2.2 Vzorky obilovin a pseudocerealii a podminky jejich péstovani

Na pokusném pozemku Zemé&délské fakulty, Jihoeské univerzity v Ceskych Budgjovicich,
byl v roce 2011 a 2012 zaloZen polni maloparcelkovy pokus se ttemi odridami pohanky seté
(Fagopyrum esculentum), jmenovité s odriidami Jana, Pyra a Spacinska a se ¢tyfmi odridami
prosa (Panicum miliaceum), Unikum, Veselopodoliaskoe, Omskoe a Yantarnoe (tab. I).
Vroce 2012 probehl také polni pokus s pohankou tatarskou (Fagopyrum tataricum) a

laskaveem (amarantem) (Amaranthus hypochondriacus).

Tabulka 1. Seznam odrid pohanky seté a prosa setého.

Odrida Pivod
Pohanka - Jana Ukrajina
Pohanka - Pyra CR
Pohanka - Spaginska Slovensko
Proso - Unikum CR

Proso - Veselopodoliaskoe Rusko
Proso - Omskoe Rusko
Proso - Yantarnoe Rusko
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Geografické podminky pokusného stanoviité jsou nasledujici: Ceské Budgjovice lezi
v severovychodni ¢asti Ceskobudéjovické panve, vyplnéné jezernimi sedimenty. Reliéf je
rovinaty, podlozi tvofi kvartérni pokryvy, ptevladaji pidy nivni, hluboké, s vyssi hladinou
spodni vody i vododrznosti ptid, skeletovitost je nizka. V tabulce 2 je uvedena zékladni

charakteristika pokusného stanovisté a v tabulce 3 je uvedena jeho klimaticka charakteristika.

Tabulka 2. Zéakladni charakteristika pokusného stanoviste.

Stanovisté Ceské Budéjovice

Nadmoi'ska vyska (m) 380

Zemgpisna Sitka 48° 57" 42"

Zemépisna délka 14° 28' 05"

Ptldni druh pisCitohlinita

Vyrobni typ bramboraisky

Ptdni typ kambizem pseudo-glejova
(hnéda piida oglejena)

pH 6,4

Tabulka 3. Klimaticka charakteristika pokusného stanovisté.

Ceské Budéjovice duben kvéten cerven Cervenec srpen  zali zavegetaci zarok
Primérna teplota (°C)

Normal 8,1 13,0 16,2 17,7 17,1 13,5 143 8,2
Suma srazek (mm)

Normal 46,5 70,1 93,0 77,8 78,8 47,5 4137 5288

Maloparcelkové pokusy byly zalozeny metodou znahodnénych bloki ve cCtyfech
opakovanich po obilné ptedploding, pfi skliziiové plose parcely 10 m?. U prosa byla $iika
tadku 12,5 cm pii vysevku 350 rostlin na m?, u pohanky byla $itka fadku 12,5 cm pii vysevku

200 rostlin na m?.

V dobé sklizn¢ byly odebrany vzorky kofentl, stonkl a semen vzorkli pohnaky a prosa a u
amarantu kofeny, stonky a listy. Z nazek pohanky a obilek prosa byly oddéleny obalové
vrstvy tzv. slupky. Jednotlivé rostlinné ¢asti byly vysuSeny na vzduchu a poté uloZeny

v mrazicim boxu pii -18 °C.
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4.2.3 Odpadni biomasa — matoliny a semena bobuli révy vinné

Vzorky matolin — pevny odpadni produkt pii zpracovani (lisovani) révy vinné (Vitis
vinifera), byly ziskany ze Zahradnické fakulty Mendelovy univerzity v Lednici. Matoliny
obsahuji ulomky tfapin, stopky, seminka ¢i slupky z vylisovanych hroznii. Matoliny byly

vysuseny a do zpracovani uskladnény v suchu a temnu.

4.2.4 Vzorky prirodnich vod

Pro vzorkovani vody byly vybrany lokality s vyskytem moktadl, s riznym zastoupenim
drevin, které rostou pfimo ve vod¢ nebo na biehu. Vzorkovani bylo provedeno v okoli mésta
Ceské Budgjovice a Ttebong. Soufadnice vybranych lokalit jsou uvedeny v tabulce 4. V
priabéhu vzorkovani bylo béhem dne slune¢no, beze srdzek. Vzorky vody byly kratkodobé

uloZeny pfi 6 °C a do tydne zpracovany.

Tabulka 4. Souradnice vybranych lokalit pro vzorkovani ptirodnich vod

Lokalita Zemépisna Sirka  Zemé pisna délka
Mokré 48°58'19.606" 14°24'51.401"
Tankodrom 48°59'47.669" 14°26'38.004"
Rozvodi Luznice 48°59'11.260" 14°50'49.536"

4.3 Metody stanoveni lignant

4.3.1 Stanoveni lignanu v difevinach
4.3.1.1 Metody extrakce lignanii — pilotni pokus

Vybrané vzorky sukil, ziskané ve spolupraci s Lesy CR, s. p., byly lyofilizovany pro
odstranéni vlhkosti. Nésledné¢ byly suky rozfezdny na casti (viz obr. 8 (B)), rozdrceny na
mens$i kusy a rozemlety na laboratornim Srotovniku. Pro extrakci sukd byly vyuzity dva
smésné vzorky rozdrcenych sukli. Na zaklad¢ studia literarnich zdroji bylo navrzeno a
piipraveno pét extrakénich &inidel (tab. 5): 1 voda, 2 smés acetonu s vodou (95:5, v.v'l),
3 smés acetonu a metanolu (26:20, v.v'!), 4 smé&s vody s acetonem (95:5, v.v'!), a 5 ethanol.
Z prvniho smésného vzorku (1) bylo pfipraveno 6 vzorki s navazkou 1 g sukt. Ke vzorkiim
byl pfidan 1 ml vody a nasledné 23 ml extrak¢niho ¢inidla (1, 2 a 3) v duplikatech. Ptipravené
vzorky (1) byly extrahovany v ultrazvukové lazni, kde teplota dosahuje cca 34 °C, po dobu

1 hodiny. Z druhého smésného vzorku (2) bylo dale pfipraveno 20 vzorka s navazkou 0,5 g.
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24 ml extrakéniho ¢inidla 1, 2 nebo 4 bylo pfiddno vzdy k Sesti vzorkim (pro tii rizné

metody extrakce) a extrakéni ¢inidlo 5 ke dvéma poslednim vzorkiim sukd.

Tabulka 5. Metody extrakce a pouzita extrakéni Cinidla.

Vzorek Metoda
suku extrakce

(n=2) Extrakéni ¢inidlo

1 Ultrazvuk 1 voda
(34°C, 1 h) 2 aceton - voda (95:5)
3 aceton - methanol (26:20)
2 Macerace 1 voda
(24°C, 1,5h) 4 voda - aceton (95:5)
2 aceton - voda (95:5)
Ultrazvuk 1 voda
(34°C, 1 h) 4 voda - aceton (95:5)
2 aceton - voda (95:5)
5 ethanol
Vodni lazen 1 voda
(65°C,3 h) 4 voda - aceton (95:5)

2 aceton - voda (95:5)

Vzorky sukl (2) byly nésledné¢ extrahovany (macerace, ultrazvuk a vodni lazen) viz
tabulka 5 Metody extrakce. Nasledné byly vzorky ptefiltrovany pfes nylonové mikrofiltry o
velikosti 0,22 um. Extrakty sukli byly rozfedény pouzitou mobilni fazi a analyzovany pomoci

HPLC s detekci diodového pole (PDA).

4.3.1.2 Metody extrakce lignani

Pro testovani dalSich extrakénich technik byly vyuzity rozemleté vzorky sukti smrkového
dfeva, ziskané z VUPP. Vzorky suki byly pied dal§im zpracovanim lyofilizovany pro
odstranéni vlhkosti. Smésny vzorek suki byl vytvofen navazenim pfiblizné 300 g
rozemletych sukil. Extrakce sukd byla testovana metodou extrakce ve fluidnim lozi (IKA
extraktor), mikrovlnnou extrakci (MASE) a metodou zrychlené extrakce rozpoustédlem

(ASE).
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Tabulka 6. Metody extrakce a pouzita extrakéni ¢inidla.
Metoda

extrakce

Extrakéni ¢inidlo

Fluidni loze

(n=4) 95 % aceton, 70 % aceton’
MASE"*
(n=3) 95 % aceton
ASE’ dichlormethan
(n=1) methyl terc- butylether”
ethylacetat”
methanol
ethanol’
aceton’

aceton - voda (95:5)°
aceton - voda (70:30)°
voda“

“MASE = mikrovlnna extrakce; “ASE = zrychlena extrakce rozpoustédlem; ‘predchazela extrakce
n-hexanem.

1) Extrakce ve fluidnim loZi (IKA extraktor)

Nejprve byla testovana metoda extrakce ve fluidnim lozi (IKA-Labortechnik, Staufen,
Némecko. Bylo navéazeno ptiblizné 5 g vzorku sukt, ve Ctyfech opakovanich. Vzorky suka
byly nejprve extrahovany n-hexanem pro odstranéni lipofilnich latek. Na zaklad¢
pfedbéznych vysledki (kap. 5.1.1) a ve shod¢ s literaturou se pro ziskani hydrofilniho
extraktu sukii ukéazala byt G¢innd smés acetonu a vody v poméru 95:5 (v.v'!), s naslednou
extrakci vzorku smési acetonu a vody v poméru 70:30 (v.v'!). Acetonové extrakty byly
odpafeny na rotacni vakuové odparce a rozpuStény v methanolu. Extrakty sukt byly dale
ptefiltrovany ptfes nylonové mikrofiltry o velikosti 0,22 um. Pro néslednou analyzu lignant
byly extrakty sukii ztedény vodou 1:1 (v.v'!), ke vzorkiim bylo pfiddno 300 pg lignanu 46T,
jako wvnitfniho standardu. Vzorky byly promichany a analyzovany pomoci kapalinové

chromatografie s hmotnostni detekci (LC-MS).

Pro testovani vytéznosti extrakce ve fluidnim lozi byl pfipraven smésny vzorek slamy
(stonkli pohanky z roku 2010), ve kterém byl pfedpoklad minimalniho obsahu HMR. Byly
pripraveny dvé sady vzorkl ve Ctyfech opakovanich, vSechny s navazkou po 5 g. Prvni sada

vzorki byla extrahovana n-hexanem, dale smési acetonu a vody v poméru 95:5 (v.v'!) a smési
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acetonu a vody 70:30 (v.v'!). Ve druhé sérii vzorkil byl, po extrakci n-hexanem, ke vzorkiim
pfidan vyizolovany HMR (viz kap. 4.3.2 Izolace HMR ze sukii smrkového dieva) jako
obohaceni — odpovidajici koncentraci HMR 750 mg.kg!. Vzorky byly extrahovany smési
acetonu a vody v poméru 95:5 (v.v'!) a smési acetonu a vody 70:30 (v.v''). Acetonové
extrakty byly odpafeny na rotacni vakuové odparce a rozpustény v methanolu. Extrakty byly
poté prefiltrovany ptes nylonové mikrofiltry o velikosti 0,22 pm. Pro naslednou analyzu
lignant byly extrakty suki zfedény vodou 1:1 (v.v!), promichdny a analyzovany pomoci

LC-MS.

2) Mikrovinna extrakce (MASE)

Pro mikrovinnou extrakci (Mars 6, CEM, USA) byly pfipraveny tii paralelni vzorky sukti o
navazce cca 5 g. Vzorky sukil byly extrahovany smési acetonu a vody 95:5 (v.v'!) pfi teplots
150 °C po dobu 20 min. Nasledné byly acetonové extrakty odpafeny na rotacni vakuové
odparce a rozpustény v methanolu. Methanolové extrakty sukii byly prefiltrovany pres
nylonové mikrofiltry o velikosti 0,22 pum. Pro naslednou analyzu lignant byly extrakty suki
ziedény vodou 1:1 (v.v'!), ke vzorkiim bylo ptiddno 300 pg lignanu 46T, jako vnitfniho
standardu. Vzorky byly promichany a analyzovany pomoci LC-MS.

3) Zrychlena extrakce rozpoustédlem (ASE)

Metoda zrychlené extrakce rozpoustédlem (ASE) byla testovana na pfistoji Dionex
ASE 350 (Thermo Scientific, USA) v laboratotfi Metabolomiky a izotopovych analyz v Brné
(Centrum vyzkumu globalni zmény, AV CR, v.v.i.). Pro extrakeci sukt bylo pfipraveno devét
vzorkli o navazce 10-30 g sukll. Testovdna byla nasledujici rozpoustédla (zab. 6):
dichlormethan (DCM), methyl terc.butylether (MTBE), ethylacetat, methanol, ethanol,
aceton, smési acetonu a vody (95:5, v.v'') a (70:30, v.v'!) a voda. Vzorky sukii byly nejprve
extrahovany n-hexanem pro odstranéni lipofilnich latek, pouze pii extrakci DCM byly vzorky
extrahovany pifimo. Nasledn¢ byly vzorky sukl extrahovany vybranym rozpoustédlem.
Extrakty byly poté odpafeny na rotacni vakuové odparce a rozpustény v methanolu.
Methanolové extrakty suki byly piefiltrovany pres nylonové mikrofiltry o velikosti 0,22 pm.
Pro néslednou analyzu lignant byly extrakty sukil ztedény vodou 1:1 (v.v'!), ke vzorkiim bylo
pfidano 300 pg lignanu 46T, jako vnitfniho standardu. Vzorky byly promichdny a

analyzovany pomoci LC-MS.
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4.3.1.3 Izolace HMR ze suku smrkového dieva

Vzorky sukil ze smrkového dieva (VUPP) byly lyofilizovany. Metoda izolace HMR byla
upravena dle Freudenberga a Knofa (1957). Pro izolaci HMR bylo navazeno ptiblizné¢ 300-
500 g rozemletych sukl. Suky byly nejprve 2 x extrahovany n-hexanem pro odstranéni
lipofilnich latek ve varné bance pod zpétnym chladi€¢em. Vzorky suki byly déale extrahovany
95 % acetonem s vodou a 70 % acetonem s vodou. Acetonové extrakty byly odpafeny na
rotacni vakuové odparce a rozpustény v ethanolu. Ethanolovy extrakt byl zahiivan na 50 °C.
Nasledn¢ byl ptidan octan draselny (AcOK) az do nasyceni roztoku. Extrakt byl poté ulozen
v lednici pifi 6° C, dokud nedoslo k vysrazeni HMR. Extrakt byl zfiltrovan pod vakuem, a
z filtratniho papiru byl sesbirdn vytvofeny adukt HMR a octanu (HMR-AcOK). Proces
srazeni byl opakovan se zbyvajicim extraktem pro zvySeni vytézku HMR. Krystaly aduktu
HMR-AcOK byly promyty nasycenym roztokem octanu draselného v ethanolu. Adukt byl
déle po &astech extrahovan smési dichlormetanu (DCM) a vody 1:1 (v.v'!). DCM podil byl
oddélen a odpafen na rotacni vakuové odparce. Definované mnozstvi vyizolovaného HMR
bylo rozpusténo ve zndmém mnozstvi methanolu a roztok HMR byl zfedén mobilni fazi a
analyzovan pomoci LC-MS. Zbyvajici extrakt po vyizolovani HMR byl 2 x extrahovan
methyl terc.butyl etherem (MTBE). Extrakty MTBE byly spojeny a na rota¢ni vakuové

odparce odpateny do sucha.

4.3.1.4 Metoda HPLC s PDA detekci

Metodou kapalinové chromatografie s PDA detekci (Varian ProStar 335 PDA) byly
analyzovany vzorky sukll z pilotnich experimentli extrakce lignani. Chromatograficka
metoda byla optimalizovana pro standardni smés lignant, slozenou z HMR, MR, CLAR a
LAR o koncentraci 20,5 pg.ml!. Testovana byla kolona Luna C18 150 x 2,0 mm, 3 pm
(Phenomenex), kolona Zorbax SB C8 150 x 4,6 mm, 5 um (Agilent) a kolona Kinetex C18

100 x 4,6 mm, 2,6 um (Phenomenex) pro rizna sloZzeni mobilnich fazi.

Chromatograficka separace extraktd sukd probihala na koloné¢ Luna C18 (150 x 2,0 mm,
3 um), kterd byla spojena s piedkolonou naplnénou sorbentem stejnych vlastnosti jako
v koloné¢. Jako mobilni faze byla pouzita smés methanolu s acetonitrilem a voda s pfidavkem
kyseliny fosforecné a isopropanolu. Mobilni fdze A byla slozena z 0,1 % H3;POs4 + 1%
isopropanolu + voda; mobilni faze B byla sloZzena ze smési acetonitrilu a methanolu v poméru

(3:2, v.v'!). Gradient probihal nasledovné: 0 min — 20 % B; 25 min 50 % B; 27 min 20 % B;
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32 min 20 % B. Dé¢lka analyzy byla 32 minut a rychlost pritoku mobilni faze byla
0,9 ml.min"!. Objem dévkovani vzorki byl 20 pl.

Detekce lignant byla provedena pomoci detektoru s diodovym polem (PDA) pfi vinové
délce 280 nm. K vyhodnoceni chromatogramti byl vyuzit software Interactive Graphics
version 6.5. Kvantitativni stanoveni obsahu lignanii bylo provedeno pomoci externi kalibrace
s pouzitim standardnich roztokl. Byly vytvofeny smésné standardy obsahujici lignany HMR,

MR, CLAR a LAR o koncentraci od 0,205 do 135 pg.ml!, pro deset koncentra¢nich hladin.

4.3.1.5 Optimalizace metody LC-MS

Pro analyzu extraktli sukt a izolovaného roztoku HMR byla pouzita metoda kapalinové
chromatografie s hmotnosti detekci (LC-MS) (Accela, LCQ Fleet, Thermo Scientific, USA).
Chromatografickd metoda pro separaci a analyzu lignana ve vzorcich byla optimalizovéana pro
standardni smés lignanl, slozenou z HMR, CLAR, LAR, SEC, CONI, PIN a MR o
koncentraci ptiblizné 12,5 pg.ml ™!, za vyuziti riznych typd kolon a rtizného slozeni mobilnich
fazi. Byly testovany kolony: Hypersil GOLD o rozmérech 50 x 2,1 mm, se zrnénim 1,9 pm,
s pfediazenym in-line filtrem; kolona Kinetex C18 150 x 2,1 mm, 2,6 um; kolona Luna
C18 150 x 2,0 mm, 3 um (Phenomenex) a kolona Zorbax SB C18 100 x 2,1 mm, 1,8 um
(Agilent). Testované mobilni faze byly slozeny ze smési vody a methanolu, vody a
acetonitrilu, a vody a smési methanolu s acetonitrilem v riznych pomeérech mobilnich fazi.
Jako modifikatory byly testovany kyselina mravenci (LC-MS) a kyselina octova (LC-MS) o
koncentraci od 0,1 % do 0,5 %. Pro detekci a identifikaci lignanti byla testovdna ionizace
elektrosprejem (ESI) a chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) v positivnim i

negativnim modu.

4.3.1.5 Analyza lignanii pomoci LC-MS

Chromatografickd metoda separace vzorkl suki byla po optimalizaci provedena na koloné
Hypersil GOLD o rozmérech 50 x 2,1 mm, se zrnénim 1,9 pum, a s pfedfazenym in-line
filtrem. Mobilni faze byla slozena z vody (A) a methanolu (B). Gradient probihal nasledovné:
0 min — 20 % B; 4,5 min 25 % B; 5,5 min 31 % B; 7,0 — 8,5 min 25 % B; 12 min 37 % B; 17 -
20 min 75 % B; 22 min 70 % B; 24 min 70 % B; 25 — 30 min 20 % B. Délka analyzy byla 30
minut a rychlost priitoku mobilni faze byla 250 ul.min™'. Objem davkovéni vzork® byl 10 pl.
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Detekce a identifikace lignanti byla provedena pomoci hmotnostniho spektrometru
s chemickou ionizaci za atmosférického tlaku v negativnim modu. Detekce lignant byla
zaroven provedena pomoci UV/VIS detektoru s diodovym polem (Accela PDA, Thermo
Scientific, USA) ve spojeni s LC (Accela, Thermo Scientific, USA). Vinové délky byly
skenovany v rozmezi 200 az 600 nm, s cilenou vinovou délkou 230 nm. Parametry iontového
zdroje byly optimalizovany standardnim roztokem HMR. Teplota iontového zdroje byla
nastavena na 300 °C, teplota na kapilafe byla 275 °C a napéti na kapilafe bylo — 1 V, pritok
dusiku jako susiciho plynu byl 20 Lh! a 5 L.h'! jako pomocného plynu. Vzorky lignand byly
nejprve skenovany v celkovém iontovém proudu (full-scan) s rozpétim m/z 220-1000. Pro
identifikaci lignanii byly provedeny MS? experimenty s nejvice intenzivnimi ionty prekurzoru
a nasledné MS? experimenty s nejintenzivné&j$imi produktovymi ionty. Kvantifikace lignant

byla provedena pomoci MS? experimentii nebo ve full scanu.

Pro kvantifikaci lignant byly vytvofeny smésné standardy v methanolu, s obsahem vyse
uvedenych lignanii, dale standardni smés o obsahu HMR a CONI, jakozto nejvice
zastoupenych lignanti v sucich smrkového dfeva. Koncentrace uvedenych lignani se
pohybovala v koncentracich od 100 ng.ml! do 20 pg.ml! a od 1 pg.ml!' do 100 pg.ml™!, na
sedmi a deseti koncentranich hladinach. Uvedené smésné standardy lignant byly pro
naslednou analyzu rozfedény vodou 1:1 (v.v!) a k jednotlivym vzorkéim bylo ptidano 300 pg
lignanu 46T (vnitini standard) rozpus§téného ve smési methanol-voda (50:50, v.v'!).
Kalibracni standardy byly v pribéhu méfeni tiikrat zméfeny a zdzoven byla mezi vzorky

vkladana standardni smés lignanti o koncentraci 12,5 pg.ml™.

K vyhodnoceni chromatogramtl byl vyuzit software Xcalibur version 2.1 (Thermo Fisher
Scientific). Kalibra¢ni kfivky byly sestrojeny na zakladé vypoctu primérnych hodnot a
zdznamu odezvového faktoru (plocha lignanu/plocha vnitfniho standardu) proti koncentraci
standardnich lignant. Body kalibra¢ni kiivky, které byly vychyleny od nominalni koncentrace
o vice nez 20 %, byly vynechany. Nejmén¢ pét bodll ze sedmi a sedm z deseti koncentracnich
hladin bylo v linearnim rozsahu kalibra¢ni kiivky, s korelacnimi koeficiety kalibracnich

ktivek > 0,99.
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4.3.2 Izolace a identifikace neznamych lignani v sucich smrku ztepilého
4.3.2.1 Extrakce sukového dieva smrku a redukce HMR

Priblizn¢ 500 g rozemletého a lyofilizovaného vzorku sukl bylo pfes noc extrahovano
v Soxhletové extraktoru nejprve n-hexanem a poté ethanolem pies dalSi noc. Ethanolovy
extrakt byl pomoci vakuové odparky zkoncentrovan na viskézni olej. Extrakt byl zahtivan na
50 °C a nésledn¢ byl pfidan octan draselny (AcOK) az do nasyceni roztoku. Extrakt byl
skladovan pii 6 °C, dokud nedoslo k vysrazeni HMR. Roztok byl zfiltrovan pod vakuem, a
z filtratniho papiru byl sesbirdn vytvofeny adukt HMR a octanu (HMR-AcOK). Proces
srazeni byl opakovan se zbyvajicim extraktem pro zvySeni vytézku HMR a jeho redukci
v extraktu. Zbyvajici extrakt byl v délici nalevce ttikrat extrahovan methyl terc.butyl etherem
(MTBE). Kombinované frakce MTBE byly odpafeny ve vakuové peci do sucha, dokud
extrakt nevytvoriil svétle hnéd¢ zbarvenou pénu. Vytvoiend péna byla dale nékolik hodin

suSena ve vakuové peci.

4.3.2.2 Kvantifikace lignanit pomoci plynové chromatografie (GC)

K odpovidajicimu mnoZzstvi ethanolového extraktu bylo pifidano znamé mnozstvi
betulinolu jako vnitfniho standardu pro predbéznou identifikaci a kvantifikaci jednotlivych
lignanti. Betulinol byl izolovan z vrchnich ¢asti biezové kliry a piecistén v laboratoti Chemie
dfeva a papiru ve Finsku. VysuSeny extrakt byl silylovan za piidavku 120 pl silylacniho
¢inidla slozeného z pyridinu, N, O-bis(trimethylsilyl)-trifluoroacetamidu (BSTFA) a trimethyl-
chlorsilanu (TMCS) (1:4:1, v.v'!) v susarné pti 70 °C po dobu 20-30 minut. Vzorky byly
analyzovany pomoci plynové chromatografie s plamenové ionizacnim detektorem (FID)
(Clarus 500, Perkin-Elmer Inc., Waltham, MA) paralelné na kolonach HP-1 a HP-5 s rozméry
25 m x 0,2 mm a vrstvou filmu stacionarni faze o tloustce 0,11 um. Objem davkovani byl
1 pl. Nosnym plynem byl vodik s pritokem 0,8 ml.min™'. Teplotni program termostatu byl
nasledujici: 120 °C (drzeno 1 min), teplota na 320 °C po 6 °C za min (drzeno 15 min).
Injektor byl v rezimu s déli¢em toku (24:1) a teplotnim programem ze 160 °C na 260 °C pfi
8 °C za min (drZeno 15 min). Teplota detektoru byla 320 °C.
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Sukové dievo i Iyofilizace Soxhletova - o
smrku ztepilého extrakce Jilib et Lk
ethanol
GC-FID,
GC-MS5S

Hydrofilni
extrakt

Kvantifikace GC-FID

%
Identifikace GC-MS J

odpaieni, pfidavek AcOK

Flash chromatografie extrakce

gradientova eluce Redukovany MTBE Redukovany VysréZeny
aceton-cyklohexan extrakt (o HMR) extrakt (o HMR) HMR

|

[ Flash frakce 50 ml Tri kombinované aceton-cyklohexanove
(60:40, vor?) frakce s mlenyml lignany

odpareni, vysuseni

Preparatl\ml HPLC ]\\

TLC, GC-FID,
GC-MS
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Obrazek 9. Schéma pro izolaci a identifikaci nezndmych lignanii v sucich smrku ztepilého.

4.3.2.3 Izolacni postupy

Flash chromatografie

Piiblizné¢ 4 g vysuSeného ethanolového extraktu sredukovanym obsahem HMR byly
smichény s 12 g silikagelu 60 a umistény v plastovém drzaku aparatury Flash40i (Biotage UK
Ltd., Hertford, UK). Vzorek byl rozdélen na frakce na kolon¢ naplnénou silikagelem
s rozméry 40 mm x 15 cm (Biotage). Vyvijeci systém pro krokovou gradientovou separaci byl
slozen ze smési cyklohexanu a acetonu (40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % a 100 % acetonu) o
objemu 300 ml. Alternativni elu¢ni systém byl slozen z dichlormetanu a ethanolu (2 %, 3 %,
5%, 8 % a 12 % ethanolu). Byly sbirany frakce o objemu 50 ml. Frakce byly dale testovany
pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC) na destickach s nanesenou 0,25 mm vrstvou s
obsahem fluorescen¢niho indikatoru (Merck). Mobilni faze pro TLC byla slozena
z cyklohexanu a acetonu 40:60 (v.v'!). Jako referenéni standard byl pouzit 7S-epimer

todolaktolu, ktery byl izolovan (Willfor et al., 2005) ze smrku pichlavého (Picea pungens).
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Preparativni vysokoucinna kapalinova chromatografie

Ve tiech frakcich, které byly eluovany smési acetonu a cyklohexanu 60:40 (v.v'!), byly
pomoci GC-FID a GC-MS detekovany cilené neznamé lignany. Zminéné frakce byly spojeny,
odpareny do sucha (725 mg) na rotacni vakuové odparce, rozpuStény ve 2 ml methanolu a
pre€istény pomoci preparativni kapalinové chromatografie (HPLC). Preparativni HPLC
systém (Shimadzu, Kyoto, Japan) byl slozen zon-line degaseru DGU-14A, dvou LC-8A
pump, autoinjektoru SIL-1 AP, termostatu kolony CTO-10AVP, piepinaciho kohoutu
(manualni analytické/preparativni piepinani), UV-VIS detektoru SPD-10AVP, sbérace frakci
FRC-10A a kontrolniho systému SCL-10AVP. Pouzita preparativni kolona Synergi Polar
(Phenomenex Inc., Torrance, CA) 250 x 21.20 mm, 10 um byla spojena s predkolonou
stejnych vlastnosti. Mobilni faze byla sloZzena z (A) destilované vody okyselené kyselinou
octovou (filtrovany) v poméru 99,5:0,5 (v.v'!) a (B) methanolu s kyselinou octovou 99,5:0,5
(v.v'"). Gradient byl optimalizovan pomoci nékolika analytickych kolon s vyuzitim standardii
lignanti. Slozeni gradientu bylo nésledujici: 25 % B bylo drzeno 5 min, za 25 min na 60 % B,
na 65 % za 2 min, na 75 % B za 7 min (drZeno 4 min), za 1 min na ptivodni sloZeni. UV-VIS
detektor byl nastaven na 230 a 280 nm. Pritok mobilni faze byl 20 ml za min a sbéra¢ frakci
byl nastaven na 12 ml. Nastiikované mnoZstvi bylo 300 ul vzorku. Sest hlavnich frakci bylo
sesbirano a analyzovdno pomoci GC-FID a GC-MS. Jedna frakce (frakce 4), separovana
pomoci preparativni HPLC byla nésledné analyzovana pomoci nésledujicich HPLC kolon: (1)
semipreparativni kolona Luna C5 (Phenomenex) 250 x 10 mm, 10 um; (2) kolona Agilent
SB-C8 (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA) 100 x 2,1 mm, 3,5 pum; (3) kolona
Kinetex PFP (Phenomenex) 50 x 2.1 mm, 2,6 pm.

4.3.2.4 Analyza izolovanych a piecisténych extrakti lignanii

Pomoci digitalniho polarimetru Perkin-Elmer 241 byla v cele o velikosti 1 dm a 1 ml
méfena opticka rotace izolovanych a pie¢isténych vzorkt. 'H a '*C NMR spektra byla mé&fena
pti 25 °C na spektrometru AV-600 (Bruker Corp., Billerica, MA). Vzorky byly rozpustény
v acetonu-ds, methanolu-ds, nebo v dimetylsulfoxidu (DMSO)-ds. VSechna spektra, zahrnujici
korela¢ni spektroskopii, kvantovou heteronuklearni korelaci, vicevazebnou heteronuklearni
korelaci a spektra zalozena na korelované relaxaci vlivem piimé dipol-dipodlové interakce

(NOESY), byla zaznamenana standardni pulsni sekvenci.
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Pro identifikaci jednotlivych izolovanych latek byla vyuzita také analyza pomoci GC-MS.
Ptistroj: HP 6890-5973 GC-elektronova ionizace EI, 70 eV; kvadrup6l-MS (Hewlett-Packard,
Palo Alto, CA) byl vybaven kolonou HP-1 25 m x 0,2 mm, 0,11 um (Agilent Technologie).
Identifikace silylovanych extrakti byla provedena porovnanim spekter sledovanych latek s
vlastni MS knihovnou spekter (Wiley 275, NIST 98, vlastni knihovna MS spekter) a
interpretaci MS spekter. Nékteré silylované extrakty byly analyzovany také pomoci GC- s
chemickou ionizaci (Cl)-kvadrupol-MS (5975C series, Agilent Technologie) vybavenou

kolonou HP-1. Méfeni probihalo v pozitivhim mddu s 20-30 % methanu.

4.3.3 Distribuce lignani v obilovinach a pseudocerealiich
4.3.3.1 Zpracovani vzorkit pohanky, prosa a amarantu

Vzorky pohanky a prosa a jejich jednotlivé ¢asti — kotfeny, stébla, nazky pohanky, obilky
prosa a jejich slupky a déle koteny, stonky a listy amarantu byly lyofilizovany, rozemlety na
Srotovniku a uskladnény pti -18 °C. Extrakce vzorkli byla provedena metodou zrychlené
extrakce (Dionex ASE 350, Thermo Scientific, USA) na pracovisti Laboratofe metabolomiky
a izotopovych analyz v Brné (Centrum vyzkumu globalni zmény AV CR, v.v.i). Metoda ASE
vychézela z optimalizovanych podminek pii testovani extrakce vzorkl dievin a z modifikace
metod podle Smeds et al. (2007) a Milder et al. (2004). Pro extrakci byl navdzen 1 g vzorku.
Prvni cyklus extrakce byl proveden za pouziti n-hexanu pro odstranéni lipofilnich latek.
Hydrofilni extrakty byly ziskany druhym a tfetim cyklem, za pouziti 100 % acetonu ve
druhém cyklu a smési acetonu a vody (70:30, v.v'!) ve tfetim cyklu. Extrakty byly spojeny,
odpatfeny na rotacni vakuové odparce a rozpustény v 9 ml methanolu. Methanolové extrakty
byly ptefiltrovany pies nylonové mikrofiltry o velikosti 0,22 pm. Z methanolovych frakci
byly odebrany alikvoty o objemu 1 ml do 4 ml vialek a rozpoustédlo bylo pod dusikem
odpareno do sucha. Enzymatickd hydrolyza byla provedena pomoci enzymu B-glukuronidasy
z hlemyzd¢ zahradniho (Helix pomatia), kdy byl ke vzorkliim pfidan 1 mg enzymu, rozpustény
v 1 ml 0,01 M octanového pufru o pH 5,0 a vzorek byl inkubovan pies noc (19 h) pii 37 °C.
Vzorky byly dale 2x extrahovany 2 ml ethylacetatu na tfepacce po 5 min. Nasledné¢ byly
7 min centrifugovany pii 7 tis. otd€kadch za min. Ethylacetitové frakce byly odebrany a
kombinovany ve vialce, dale odpateny pod dusikem do sucha a rozpustény v 0,5 ml
methanolu. Pro analyzu bylo odebrano 100 pl vzorku, byl roziedén 100 pl vody (LC-MS

grade) a bylo pfidano 10 pl vnitiniho standardu - deuterovaného matairesinolu MR-ds
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(o obsahu 776 ng). Pfipravené vzorky byly promichdny a analyzovany pomoci LC-MS.

Kazdy vzorek byl zméten trikrat.

4.3.3.2 Analyza lignanii pomoci LC-MS

Vzorky pohanky a prosa byly analyzovany pomoci kapalinové chromatografie s hmotnosti
detekci (LC-MS) (LCQ Fleet, Thermo Scientific, USA). Chromatograficka separace probihala
na kolon¢ Kinetex Phenyl-Hexyl o rozmérech 100 x 2,1 mm, se zrnénim 2,6 pm
(Phenomenex), a s pfedfazenym in-line filtrem. Mobilni faze byla slozena z vody (A) a
methanolu (B). Gradient probihal nasledovné: 0 min — 0,5 min 30 % B; 10 min 47 % B; 12,5
47 % B; 21 min 70 % B; 22 min 75 % B; 23 min 30 % B; 28 min 30 % B. Délka analyzy byla
28 minut a rychlost priitoku mobilni fize byla 250 pl min™!. Objem davkovani vzorkd byl

10 pl.

Detekce a identifikace lignanti byla provedena pomoci hmotnostniho spektrometru
s chemickou ionizaci za atmosférické¢ho tlaku (APCI) v negativnim (i pozitivhim) modu.
Detekce lignanti byla zaroven provedena pomoci UV/VIS detektoru s diodovym polem
(PDA) ve spojeni s HPLC. VInové délky byly skenovany v rozmezi 200 az 600 nm, s cilenou
vlnovou délkou 230 nm. Parametry iontového zdroje byly optimalizovany pomoci
standardniho roztoku HMR. Teplota iontového zdroje byla nastavena na 300 °C, teplota na
kapilafe byla 275 °C a napéti na kapilafe bylo — 1 V, pritok dusiku jako susiciho plynu byl
20 Lh'' a 5 Lh! jako pomocného plynu. Pro MS analyzy ve full-scanu bylo nastaveno rozpéti
m/z 220-600. Pro identifikaci lignan byly prométeny vSechny dostupné standardy lignani,
uvedené v kap. 4.1. Nasledné byly provedeny MS? experimenty s nejvice intenzivnimi ionty
prekurzoru a MS? experimenty s nejintenzivngj$imi produktovymi ionty. Zaroved byly takto
prométfeny vybrané vzorky vSech casti pohanky — Jana a prosa Unikum (2011) pro

identifikaci lignand.

Kvantifikace lignani byla provedena pomoci kalibracnich standardi na sedmi
koncentra¢nich hladinach. Byly pfipraveny smésné kalibra¢ni roztoky standardi v metanolu o
koncentraci od 100 ng.ml! do 20 pug.ml!. Kalibraéni vzorky standard pro analyzu byly
pripraveny stejnym zpusobem jako vzorky pohanky a prosa. 100 pl smésného standardu bylo
smichéno se 100 pl vody a 10 pl vnitiniho standardu MR-ds (o obsahu 776 ng). Kalibra¢ni

standardy byly v pribéhu analyz zméteny dvakrat a kazda hladina standardu byla zmétena
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tiikrat. Mezi vzorky byla v priibéhu méfeni vkladdna standardni smés lignanti o koncentraci

12,5 ug.ml ™.

K vyhodnoceni chromatogramii byl vyuzit software Xcalibur version 2.1 (Thermo Fisher
Scientific). Kalibracni kiivky byly sestrojeny na zékladé¢ vypoctu a zdznamu odezvového
faktoru (plocha lignanu/pocha vnitiniho standardu) proti koncentraci standardnich lignant.
Body kalibracni kiivky, které byly vychylené od nominélni koncentrace o vice nez o 20 %,
byly vynechany. Nejméné pét bodl ze sedmi koncentrac¢nich hladin bylo v linedrnim rozsahu

kalibracni kiivky. Velikost korela¢nich koeficiet kalibracnich kiivek byla > 0,99.

4.3.4 Stanoveni lignant v matolinach a semenech bobuli révy vinné
4.3.4.1 Zpracovani vzorkit matolin a semen bobuli

Vzorky matolin a semen bobuli byly lyofilizovany pro odstranéni vlhkosti. Vzorky byly
rozemlety na laboratornim Srotovniku. Bylo navéazeno ptiblizn€¢ 5 g vzorku a vzorky byly
extrahovany v IKA RET extraktoru ve fluidnim lozi. Metoda extrakce vychazela
z optimalizovanych podminek pfi testovani extrakce vzorka dievin a slamy a z modifikace
metod podle Smeds et al. (2007) a Milder et al. (2004). Prvni cyklus extrakce byl proveden za
pouziti n-hexanu pro odstranéni lipofilnich latek. Hydrofilni extrakty byly ziskany druhym a
tfetim cyklem, za pouziti smési acetonu a vody (95:5, v.v'!) ve druhém cyklu a smési acetonu

a vody (70:30, v.v'!) ve tietim cyklu.

Ziskané frakce acetonu a vody byly odpafeny na rota¢ni vakuové odparce a rozpustény v
definovaném objemu 20-25 ml methanolu. Methanolové extrakty byly ptefiltrovany ptes
nylonové mikrofiltry o velikosti 0,22 um. Z methanolovych frakci byly odebrany alikvoty o
objemu 1 ml do 4 ml vialek a rozpoustédlo bylo pod dusikem odpafeno do sucha.
Enzymatickd hydrolyza byla provedena pomoci enzymu [-glukuronidasy z hlemyzdé
zahradniho (Helix pomatia), kdy bylo ke vzorkiim ptiddno 1,5 mg enzymu, rozpusténé¢ho v
1,5 ml 0,01 M octanového pufru o pH 5,0 a vzorek byl inkubovan pies noc (19 h) pii 37 °C.
Vzorky byly déle 2x extrahovany 2 ml ethylacetatu na tfepacce po 5 min a centrifugovany
7 min pii 7 tis. otackach za minutu. Ethylacetatové frakce byly odebrany a kombinovany ve
vialce, odpafeny pod dusikem do sucha a rozpustény v 0,5 ml methanolu. Pro analyzu bylo
odebrano 90 pl vzorku a roziedéno s 90 pl vody (LC-MS grade), dale pfidano 20 pl vnitiniho

standardu (o obsahu 300 pg lignanu 46T rozpusténého ve smési methanol-voda (50:50, v.v'!).
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Ptipravené vzorky byly promichdny a ve stejny den analyzovany pomoci LC-MS. Kazdy

vzorek byl zméten dvakrat.

4.3.4.2 Analyza lignanii pomoci LC-MS

Pro analyzu lignant ve vzorcich matolin a semen bobuli byla vyuzita metoda kapalinové
chromatografie s hmotnosti detekci (LC-MS) (LCQ Fleet, Thermo Scientific, USA).
Chromatograficka separace probihala na kolon¢ Hypersil GOLD o rozmérech 50 x 2,1 mm, se
zrnénim 1,9 pm, a s pfediazenym in-line filtrem. Mobilni faze byla slozena z vody (A) a
methanolu (B). Gradient probihal nésledovné: 0 min — 20 % B; 4,5 min 25 % B; 5,5 min 31 %
B; 7,0 — 8,5 min 25 % B; 12 min 37 % B; 17 - 20 min 75 % B; 22 min 70 % B; 24 min 70 %
B; 25 — 30 min 20 % B. Délka analyzy byla 30 minut a rychlost pritoku mobilni faze byla
250 pl.min!. Objem davkovani vzorkd byl 10 pl.

Detekce a identifikace lignanti byla provedena pomoci hmotnostniho spektrometru
s chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI) v negativnim modu. Detekce lignanii
byla zéroven provedena pomoci UV/VIS detektor s diodovym polem (PDA) ve spojeni
s HPLC. VInové délky byly skenovany v rozmezi 200 az 600 nm, s cilenou vinovou délkou
230 nm. Parametry iontového zdroje byly optimalizovany pomoci standardniho roztoku
HMR. Teplota iontového zdroje byla nastavena na 300 °C, teplota na kapilafe byla 275 °C a
napéti na kapilafe bylo — 1 V, priittok dusiku jako susiciho plynu byl 20 Lh™! a 5 Lh'! jako
pomocného plynu. Pro MS analyzy ve full-scanu bylo nastaveno rozpéti m/z 220-1000. Pro
identifikaci lignant byly provedeny MS? experimenty s nejvice intenzivnimi ionty prekurzoru

a nasledné MS? experimenty s nejintenzivnéj$imi produktovymi ionty.

Kvantifikace lignan byla provedena pomoci kalibra¢nich standardi na sedmi
koncentracnich hladinach. Byly piipraveny smésné kalibra¢ni roztoky standardi v methanolu
o koncentraci od 100 ng.ml! do 20 pg.ml™!. Kalibraéni vzorky standardd pro analyzu byly
pfipraveny smisenim 90 pl smésného standardu s 90 pl vody a 10 pl vnitiniho standardu (o
obsahu 300 ug lignanu 46T rozpusténého ve smé&si methanol-voda (50:50, v v'!). Kalibra¢ni
standardy byly v pribéhu analyz zméfeny dvakrat a mezi vzorky byla v pribéhu méieni

vkladéana standardni smés lignana o koncentraci 12,5 pg.ml1.

K vyhodnoceni chromatogramtl byl vyuzit software Xcalibur version 2.1 (Thermo Fisher
Scientific). Kalibra¢ni kfivky byly sestrojeny na zakladé vypoctu a zdznamu odezvového

faktoru (plocha lignanu/pocha vnitiniho standard) proti koncentraci standardnich lignant.
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Body kalibracni kiivky, které byly vychylené od nominélni koncentrace o vice nez o 20 %,
byly vynechény. Nejméné pét bodl ze sedmi koncentrac¢nich hladin bylo v linearnim rozsahu

kalibracni kiivky. Velikost korela¢nich koeficiet kalibracnich kiivek byla > 0,99.

4.3.5 Stanoveni lignanu v prirodnich vodach
4.3.5.1 Priprava vzorki

Vzorek vody o objemu 200 ml byl upraven na pH 3,5 pomoci kyseliny sirové a nasledné
byl extrahovan 100 ml methyl zerc.butyl etherem (MTBE). Extrakce byla opakovana 100 ml
MTBE. Spojené MTBE extracty byly odpafeny do sucha na rota¢ni vakuové odparce.
Vysuseny extrakt byl ¢tyfikrat rozpustén v 1 ml toluenu v ultrazvukové lazni a extrakty byly
spojeny a uloZeny v mrazicim boxu pfi -18 °C. Extrakce kazdého vzorku byla provedena ve

ttech opakovanich.

Derivatizace lignana pro stanoveni pomoci GC-MS byla provadéna reakci s BSTFA (N, O-
bis(trimethylsilyl)-trifluoroacetamid) s 1 % trimethyl-chlorosilanu (TMCS). Alikvot 1 ml
extraktu vzorku vody byl pod dusikem odpafen do sucha. Trimethylsilyl (TMS) derivaty
lignanti byly pfipraveny za ptidavku 70 ul (BSTFA) a 50 pl suchého pyridinu. Reakéni smés
byla zahtivdna v uzaviené vialce pii 60 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés pii 35 °C
odfoukdna dusikem do sucha a rozpusténa v 1 ml hexanu. Vzorky byly ulozeny pii 4 °C a do

48 h analyzovany pro zabranéni rozkladu TMS derivati HMR a dalSich lignand.

4.3.5.2 Analyza lignanii pomoci GC-MS

Analyza lignani ve vzorcich vod byla proveden pomoci plynové chromatografie
s hmotnostni detekci (GC-MS) na pfistroji Trace GC Ultra, ITQ 1100 (Thermo Fisher
Scientific, USA). Chromatograficka separace probihala na kapilarni koloné¢ ZB-5MS
(Phenomenex, Torrance, CA, USA) o velikosti 30 m x 0.25 a tloustkou filmu stacionarni faze
0.25 um. Nosnym plynem bylo helium s konstantnim pritokem 1 ml.min'. Objem nasttiku
byl 1 ul v rezimu bez délice toku (split po 30 s, 45 ml.min™"). Teplota inotového zdroje byla
200 °C a teplota injektoru 250 °C. Teplotni program byl nasledujici: poc¢ate¢ni teplota 150 °C,
dale gradient 40 °C za min do teploty 230 °C a poté gradient 5 °C za min do teploty 285 °C,

pii této teploté 8§ min.
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MS analyzy byly provedeny ve full-scanu s nastaveni m/z 50-600. Pro identifikaci a
kvantifikaci HMR byly monitorovany tyto fragmenty: m/z 297; 304; 500 a 590. Kvantifikace
byla provedena pomoci smésnych kalibra¢nich standardt lignanti s ptidavkem betulinolu jako

vnitiniho standardu.

4.3.5.3 Stanoveni rozpusténého uhliku (DOC)

Stanoveni rozpusténého uhliku bylo provedeno na analyzatoru SHIMADZU TOCS5000 ve
spolupraci s Hydrobiologickym ustavem AV CR, v.v.i. Princip stanoveni je zalozen na
vysokoteplotni (650 °C) katalytické oxidaci vodnych vzorka s detekei spalovani CO; na
infracerveném detektoru. Vzorky byly pfed analyzou okyseleny HCI a probublany kyslikem

pro odstranéni anorganického uhliku a dale analyzovany na pftistroji TOC5000.

4.4 Statistické zpracovani vysledku

Pro statistické zpracovani vysledkti byl pouzit program Microsoft Excel 2007 a program
Statistica Cz 12 (StatSoft CR s.r.0.). Vysledky analyz byly vyjadfeny jako pramémé hodnoty
a smérodatné odchylky, pfipadné jako sumy. Pro zhodnoceni distribuce lignant ve vzorcich
pohanky a prosa byla vyuZzita analyza rozptylu (ANOVA) pro hladinu pravdépodobnosti
p <0,05 a metoda analyzy hlavnich komponent (Principal Component Analysis, PCA).
Hlavnim cilem PCA analyzy je transformace puvodnich dat do nové soustavy malého poctu
proménnych (hlavni komponenty, principal komponent, PC), které vystihuji velké mnozstvi
puvodni variability a navzajem nekoreluji, a tudiz poskytuji nezavislé informace o systému

(Wojtowicz et al., 2013).
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5. VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Stanoveni lignani v dievinach

5.1.1 Metody extrakce lignani — pilotni pokus

V ramci prvniho experimentu optimalizace extrakce lignant ze sukt smrku ztepilého byly
vyuzity vzorky sukd, ziskané ve spolupraci s podnikem Lesy CR, s. p., pro porovnani b&zné
dostupnych laboratornich metod extrakce. Jednalo se o metodu extrakce v ultrazvukové 1azni
(34 °C), maceraci pii laboratorni teploté¢ a extrakci ve vodni lazni pii teploté 65 °C. Pro
extrakéni techniky byly pouzity rizné druhy a smési rozpoustédel, které vychazely jednak ze
zkuSenosti pfi extrakci polyfenolickych latek napt. flavonolignanii ze semen ostropestiece
marianského a dale z dostupnych informaci v literatuie (Slanina a Glatz, 2004, Willfor et al.,
2006). Metody extrakce byly porovnany pro lignan hydroxymatairesinol (HMR), ktery se
nachazi v sucich smrku ztepilého ve vyznamném mnozstvi, tvoii az 24 % suSiny sukl a
zaujima 65-85 % vSech lignant (Willfor et al., 2003). Meze detekce a stanovitelnosti pro

HPLC metodu stanoveni HMR a dal$ich lignani jsou uvedeny v tabulce 7.

Z vysledkii extrakénich postupll, které jsou zndzornény v tabulce 8, je ziejmé, Zze pro
extrakci HMR ze sukt byla nejucingjsi extrakéni smés acetonu a vody v poméru (95:5), coz je
také ve shod¢ s literaturou (Willfor et al., 2003). Pouzité extrakéni techniky se co do ucinnosti
extrakce HMR za pouziti smési acetonu a vody (95:5) mezi sebou vyznamné nelisi. Jako
ucinné extrakeéni Cinidlo se dale jevi smés acetonu a methanolu v poméru (26:20). Voda jako
extrakéni ¢inidlo doséhla vyznamného nartistu obsahu HMR pii extrakei sukti ve vodni 1azni,
tedy pfi zvyseni teploty extrakce. Z vytézku 21 % HMR pii 24 °C za macerace vzroste
vytézek HMR na 27 % pi1 34 °C (ultrazvuk) a dosdhne az 62 % HMR pii 65 °C ve vodni
lazni. Obsah HMR pii extrakei vodou ve vodni lazni pti 65 °C se vyrovna koncentraci HMR
extrahovaného smési vody a acetonu (95:5). Smés vody a acetonu dosdhne extrakéni ucinnosti
pfi maceraci a vultrazvuku 41% a 38% a ethanol jako extrakéni cinidlo dosédhne

v ultrazvukové 14zni G€innosti 75 % v porovnani se smési acetonu a vody (95:5).
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Tabulka 7. Meze detekce a stanovitelnosti lignanti pro metodu HPLC.

. LOD LOQ
Lignany 1 1
(ng.ml”) (ng.ml")
HMR 23,1 77,1
CLAR 16,5 54,8
LAR 19,1 633
MR 21,1 70,3

LOD = limit of detection, mez detekce byla stanovena jako trojnasobek Sumu zakladni linie; LOQ =
limit of quantification, mez kvantifikace byla stanovena jako desetinasobek Sumu zakladni linie.

Tabulka 8. Porovnani extrakénich technik pro HMR v sucich za vyuziti raznych

rozpoustédel.
Vzorek Metoda e HMR
Extrak¢ni Cinidlo 1
suku extrakce (g.kg )
1 Ultrazvuk voda 11,7 £ 0,05
(34°C,1h)  aceton - voda (95:5) 30,3 + 0,70
aceton - methanol (26:20) 292 + 0,21
2 Macerace voda 5,70 £ 0,03
(24°C, 1,5h) voda - aceton (95:5) 11,0 £ 0,07
aceton - voda (95:5) 26,8 £ 1,20
Ultrazvuk voda 6,64 £ 0,74
(34°C,1h)  voda - aceton (95:5) 9,15+ 0,68
aceton - voda (95:5) 24,3 £ 191
ethanol 183 + 0,58
Vodnilazen  voda 152 + 1,60
(65°C,3h)  voda - aceton (95:5) 153 £ 1,27
aceton - voda (95:5) 24,6 + 347

5.1.2 Metody extrakce lignant

Pro testovani dalSich extrak¢nich technik byl vyuzit smésny vzorek rozemletych sukt
smrkového dfeva, ziskany z VUPP. Extrakce suki byla testovana nejprve metodou extrakce
ve fluidnim lozi (IKA extraktor). Pro stanoveni vytézku extrakce HMR byla pouzita matrice,
kterd obsahuje minimalni mnozstvi HMR, sldma pohanky z roku 2010. Metoda extrakce ve
fluidnim lozi byla dale srovniana s metodou mikrovinné extrakce (MASE) a metodou
zrychlené extrakce rozpoustédlem (ASE). Metody extrakce byly porovnany pro lignany HMR
a CONI, které byly stanoveny pomoci metody LC-MS. Meze detekce a stanovitelnosti
metody LC-MS jsou uvedeny v tabulce 9.
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Metodou extrakce ve fluidnim loZi (fab. 10) byl stanoven celkovy obsah HMR a CONI na
64,5 gkg!. Jak je z jednotlivych krokii extrakce patrné, pii extrakci vzorku 95 % acetonem
dochazi k ziskani 86 % celkového obsahu HMR a CONI. Opakovéanim extrakce vzorku se
smési acetonu a vody (70:5) se ziska dalSich 14 %. Spojenim obou kroki extrakce je touto

metodou dosazeno maximalniho obsahu HMR a CONI.

Obohacenim vzorktl slamy byla déle testovana vytéznost metody extrakce ve fluidnim lozi.
Jak je z tabulky 9 patmé, po ptidani HMR (750 mg.kg!) ke vzorkiim bylo dosazeno téméf
87 % vytéznosti. Tato vytéznost vSak nezahrnuje uvahu o vazani HMR v samotné matrici, k
tomu by bylo potieba ziskat certifikovany referenéni materidl, ktery bohuzel zatim neni

k dispozici.

Tabulka 9. Meze detekce a stanovitelnosti pro HMR a CONI metodou LC-MS a vytézek
HMR extrakei ve fluidnim loZi.

. LOD LOQ Vytéznost IKA
Lignany 1 1
(ng.ml) (ng.ml") (n=4, %)
HMR 0,392 1,307 86,8 +24
CONI 0,229 0,762

LOD = limit of detection, mez detekce byla stanovena jako trojndsobek Sumu zékladni linie; LOQ =
limit of quantification, mez kvantifikace byla stanovena jako desetinasobek Sumu zakladni linie.

Tabulka 10. Postup metody extrakce ve fluidnim lozi a dosazené vysledky pro lignany HMR
a CONI

Metoda Poradi e HMR CONI HMR + CONI

Extrak¢ni Cinidlo 1 1 1
extrakce  extrakce (gkg) (gkg) (g.kg)
Fluidni loze 1 n -hexan
(IKA) 2 (n -hexan), 95 % aceton 51,6 £229 391 +085 55,5
(n=4) 3 (n-hexan, 95 % aceton),

70 % aceton 821 +£1,01 0,83+0,14 9,04

2+3 (n -hexan),
95 % aceton + 70 % aceton 598 +4.15 47+024 64,5

Porovnani metody extrakce ve fluidnim lozi s metodou mikrovinné extrakce (MASE) a
zrychlené extrakce rozpoustédlem (ASE) je uvedeno v tabulce 11. Z vysledki extrakénich

technik je zfejmé, Ze nejvyssiho vytézku HMR a CONI bylo dosazeno pomoci metody ASE.
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Metodou extrakce ve fluidni lozi a MASE bylo dosazeno pouze jedné tretiny vytézku HMR a
CONI v porovnani s ASE. Metodou ASE bylo dale testovano Siroké spektrum rozpoustédel a
jejich smési. NejucinnéjSim extrakénim c¢inidlem byl methanol, dale smési acetonu a vody
(70:30) a (95:5) s ethanolem a acetonem, po odstranéni lipofilnich latek n-hexanem. Uvedené
vysledky odpovidaji i pfedbéznym dosazenym vysledkim a udajim uvadénym v literatute
(Willfor et al., 2003, Slanina a Glatz, 2004, Willfor et al., 2006). Extrakce vodou se pii
aplikaci ASE nejevila jako u¢innd, bylo dosazeno pouze 9 % vytézku HMR a CONI.

Tabulka 11. Porovnani extrakcnich technik pro lignany HMR a CONI v sucich.

Metoda . HMR CONI HMR + CONI
Extrakéni ¢inidlo 1 1 1 %

extrakce (g.kg) (g.kg) (g.kg)

Fluidni loZe

(n=4) 95 % aceton, 70 % aceton’ 59,8 +4,15 4,73 +0.24 64,5 33

MASE"

(n=3) 95 % aceton 479+ 1,80 4,67+0,17 52,5 27

ASE’ dichlormethan 90,8 £ 6,47 159+ 329 107 55

(n=2) methyl terc- butyletherc 355+2,54 430+ 1,29 39,8 21
ethylacetat’ 113+£4,70 16,0=451 129 67
methanol’ 167+9,92 26,0+ 6,61 193 100
ethanol 133 +5,66 19,5+5,12 153 79
aceton’ 131£832 179+5,12 149 77
aceton - voda (95:5)° 136 £3,07 18,7+ 5,06 155 80
aceton - voda (70:30)° 156 £ 114 224+ 6,01 179 93
voda’® 172+ 1,86 0,14+ 5,01 17,3 9

“MASE = mikrovlnné extrakce; "ASE = zrychlend extrakce rozpoustédlem; “pfedchézela extrakce n-
hexanem.

5.1.3 LC-MS metoda pro identifikaci a kvantifikaci lignani v sucich smrku ztepilého

Pro analyzu extrakti sukl a izolovaného roztoku HMR byla vyuzita metoda kapalinové
chromatografie s hmotnosti detekci (LC-MS). Chromatograficka metoda pro separaci a
analyzu lignanti ve vzorcich byla optimalizovana pro standardni smés lignanii, sloZenou
z HMR, CLAR, LAR, SEC, CONI, PIN, MR, ARC a CUBE o koncentraci pfiblizné

12,5 pg.ml!, za vyuziti riiznych typi kolon a rtizného slozeni mobilnich fazi. Na obrdzku 10
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je zndzornén chromatogram standardni smési lignant, analyzované na kolon¢ Hypersil GOLD
(50 x 2,1 mm, 1,9 pm) s optimalizovanymi podminkami pro gradientovou eluci s mobilni fazi

slozenou z methanolu a vody.
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Obrazek 10. LC-MS chromatogram standardni smési lignanti.

Pro detekci a identifikaci lignanti byla testovana ionizace elektrosprejem (ESI) a chemicka
ionizace za atmosférického tlaku (APCI) v positivnim 1 negativhim modu. Parametry
iontového zdroje byly optimalizovany pouzitim standardniho roztoku HMR. Jak je
z obrazku 11 patrné, ionizace elektrosprejem (obr. 11 A) se ukazala byt méné¢ vhodna
vzhledem k tomu, Ze se pii ionizacnim procesu tvorily dimery lignant a adukty s ionty sodiku
a drasliku, které jsou pfitomny v destilované i1 redestilované vod€. Navic ionizaci APCI
(obr. 11 B) bylo dosazeno o fad vyssi citlivosti, poméru signalu k Sumu (S/N), pro testovany
lignan HMR. Chemickd ionizace za atmosférického tlaku se tedy jevi jako vhodnéjsi ionizaéni

technika pro detekci lignan ze sukti smrku. Optimalizované podminky MS analyzy byly

nasledujici: teplota iontového zdroje byla nastavena na 300 °C, teplota na kapilaie byla
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275 °C a napéti na kapilaie bylo — 1 V, priitok dusiku jako susiciho plynu byl 20 1.h! a 5 Lh!
jako pomocného plynu.
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Obrazek 11. Hmotnostni spektra standardu HMR pro (A) ESI-; (B) APCI-

Pro identifikaci lignanti v sucich byly nejprve proméfeny standardni roztoky lignant ve
full-scanu s rozp&tim m/z 220-1000. Nasledné byly provedeny MS? experimenty s nejvice
intenzivnimi ionty prekurzoru a nasledné MS® experimenty s nejintenzivngj$imi

produktovymi ionty (obr. 12).

Na obrazku 13 je znazornéna chromatografickd separace lignant extrahovanych ze suki
smrku ztepilého (vzorek suku vzrostlého stromu). Na zaklad¢ fragmentacnich spekter lignanii
a porovnanim naméfenych dat s literaturou (Willfor et al., 2004, Eklund et al., 2008) byly
v extraktu sukl identifikovany nasledujici lignany: HMR1, HMR2, CLAR, LAR, SEC,
CONI, PIN, MR, Lignan A (LigA); seskvilignany: HMR-guajacylglyceryl ether (GGE),
nortrachelogenin (NTG)-GGE, LAR-GGE, CONI-GGE, LigA-GGE. V extraktu sukii byly
dale detekovany lignany sm/z 371, 373, 375 a 387, dilignany sm/z 700-775 a dalsi

oligolignany.
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Obrizek 12. Hmotnostni spektra HMR (A) full scan; (B) MS? [373] experiment; (C) MS?

[355] experiment.

Pii vyuziti hmotnostni spektrometrie (MS) pro kvantifikaci mlze v redlnych vzorcich

dochézet k nadhodnoceni ¢i podhodnoceni vysledki z divodu zvySeni ¢i snizeni signalu

vlivem matri¢niho efektu (Milder et al., 2004). Pro kvantifikaci lignanii byly proto testovany

rizné lignany a slouceniny, které by bylo vhodné vyuzit jako vnitini standardy, vzhledem k

nedostupnosti znacenych standardl lignant. Z prométenych sloucenin (yatein, yatein-diol,

hesperetin apod.), které se v sucich smrku nevyskytuji, byl jako nejvhodnéjsi latka vyuzit

lignan 46T.
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Obrazek 13. LC-MS chromatogram extraktu sukli ze zmrku ztepilého s identifikaci lignand;
HMRI — hydroxymatairesinol 1, HMR2, CLAR- cyklolariciresinol, LAR - lariciresinol, SEC
- sekoisolariciresinol, CONI - a-conidendrin , PIN - pinoresinol, MR - matairesinol, Lignan A
(LigA); seskvilignany: HMR-guajacylglyceryl ether (GGE), nortrachelogenin (NTG)-GGE,
LAR-GGE, CONI-GGE, LigA-GGE.
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5.2 Izolace a identifikace neznamych lignant v sucich smrku ztepilého

5.2.1 Zastoupeni lignant v riznych frakcich
5.2.1.1 Piavodni ethanolovy extrakt suku

Analyza ethanolového extraktu, ze kterého byl selektivnim sraZzenim castecné odstranén
HMR, byla provedena pomoci plynové chromatografie s plamenové ioniza¢nim detektorem
(GC-FID). Na Obrazku 14 je zndzornén GC-FID chromatogram silylovaného ethanolového
extraktu suku, izolovaného ze suku smrku ztepilého a v souhrnné Tabulce 12 jsou uvedeny
relativni retencni Casy (RRT) lignant vztazené k betulinolu a koncentrace jednotlivych
sloucenin v pivodnim ethanolovém extraktu. Kvantitativni analyza pomoci GC-FID dava
vesmgs spolehlivé relativni odezvy méfenych lignanti. Pro vypocet koncentrace lignant byl
jako vnitini standard pouzit betulinol s korekénim faktorem 1,2 dle Ekmana a Holmboma
(1989). Predbézna identifikace jednotlivych lignanii byla provedena na zéklad¢ interpretace
hmotnostnich spekter lignaniti a podle jejich pfedpokladanych transformacnich reakei (viz
nize).

V ptivodnim ethanolovém extraktu podle predpokladi (Willfor et al., 2003) vyznamné
dominovaly dva stereoisomery HMR, tvoftici 45,5 % hmotnosti suSiny extraktu (tab. 12). V
porovnani s HMR byly vSechny ostatni lignany v extraktu zastoupeny v mensi mife. Druhym
nejhojnéji obsazenym lignanem byl sekoisolariciresinol (SEC) se 4,3 %, nasledovany 7S-
todolaktolem s obsahem 2,6 %. Dals$i epimer, 7R-todolaktol, zaujimal 0,7 % suSiny extraktu.
7S-Isoliovil byl identifikovan jako druhd nejdominantnéj$i sloucenina v 7S-todolaktolové
frakci smrku pichlavého (Picea pungens) (Willfor et al., 2005). Podobny jev byl pozorovan i
v extraktu smrku ztepilého (P. abies), kdy sloucenina s podobnym hmotnostnim spektrem
jako 78-todolaktol, eluovala ve stejné frakci tésné¢ za 7S-todolaktolem, a jde tedy
pravdépodobné o 7S-isoliovil. Sloucenina ve stejné frakci jako 7R-todolaktol, elujujici hned
za touto latkou a s podobnym hmotnostnim spektrem jako dalsi isoliovil, je pravdépodobné
7R-isoliovil (hmotnostni spektra jsou zobrazena nize). Hmotnostni spektra téchto latek jsou

také velmi podobna jiz diive publikovanym Willforem et al. (2005).
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Obrazek 14. GC-FID chromatogram silylovaného extraktu ziskané¢ho ze suku smrku ztepilého
po castecném odstranéni HMR srazenim octanem draselnym. Popis piku oznaceného Cislem
18 je uveden v souhrnné tabulce 12.

Diive identifikované lignany zaujimaly 58 % hmotnosti extraktu, zatimco nové lignany
tvotfily dohromady 6,5 %. Zbyvajici podil lignanli zahrnoval ¢astecné seskvimery, dimery a
polymery lignana (oligomery) (Willfor et al., 2003, 2004b,c). Diky komplexnimu charakteru
analyzovaného extraktu byly nékteré slouCeniny schovany ptekryvajicimi se piky. Proto i
identifikace takto nedokonale rozdélenych latek byla pomoci GC-MS obtizna. K tomu
nepfispé€l ani fakt horSiho rozliseni dosazeného pomoci GC-MS v porovnani s GC-FID (diky
uziti helia jako nosného plynu u GC-MS v porovnani s vodikem u GC-FID) a tedy 1
problematické zrcadleni obou chromatogramii. Dale i relativni intenzity pikii nejsou u GC-
FID a GC-MS srovnatelné vzhledem k tomu, ze u GC-MS jsou relativni intenzity pikt zavislé

na hmotnostni fragmentaci molekul.
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Tabulka 12. Popis s identifikaci jednotlivych lignanii/pikl pro chromatogramy znazornéné na
obrazcich 14, 15, 17 a 21.

Oznaceni piku

nebo slou¢eniny Stoutenina RRT' %'’
1 Neidentifikovana“ 0,698 Stopy
2 Neidentifikovéna” 0,777 Stopy
3 Neidentifikovana“ 0,784 0,03
4 Neidentifikovana” 0,788 0,14
7R -Todolaktol 0,794 0,06
5 Neidentifikovana“ 0,805 0,03
Cyklolariciresinol’ 0,813 0,12
6 Neidentifikovana’ 0,817 Stopy
7 Neidentifikovana“ 0,822 0,03
8 Neidentifikovana 0.827 DNP
Sekoisolariciresinol’ 0828 435
9 Neidentifikovana” 0,828 DNP
78 -Todolaktol’ 0833 256
10 Neidentifikovana“ 0834  DNP
7R -Isoliovil 0,835 0,43
11 Neidentifikovana 0,838 DNP
7S -Isoliovil 0840 1,10
7'-Hydroxy-lariciresinol (lignan A)* 0,853 1,11
12 Neidentifikovana” 0853  DNP
13 Neidentifikovana“ 0,854 DNP
MR’ 0855 0,80
14 Neidentifikovana 0,858 0,11
HMR1/ 0866 160
15 Neidentifikovana 0,867 DNP
HMR2’ 0871 295
9'-Hydroxy-lariciresinol 1" 0,872 0,49
at-Conidendrin’ 0876 2,03
9'-Hydroxy-lariciresinol 2’ 0,878 0,70
Lariciresinol’ 0,889 1,05
16 Neidentifikovana’ 0,898 0,07
17 Neidentifikovana 0,903 0,03
iso-HMR" 0911 237
Pinoresinol’ 0914 0,13
18 7'-Oxolariciresinol 0,926 0,16
19 Didehydro-divanillyl tetrahydrofurani 0,794 ND
20 7-Hydroxy-divanillyl tetrahydrofurar’ 0,805 ND
21 Todolaktol B 0.807  ND
22 Neidentifikovana’ 0,880 ND
23 Anhydro-liovil 0,881 ND
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Popis k tabulce 12: 'RRT - relativni reten¢ni Cas vztazeny k betulinolu. %> Procentudlni obsah
slou¢eniny v ptivodnim ethanolovém extraktu suku smrku ztepilého vyjadieného v susiné extraktu.

“Hmotnostni spektrum (MS) liovilového typu (dominantni MS fragment m/z 297 bez indikace
isoliovilu/todolaktolu nebo 7’-hydroxylariciresinolu). “MS isoliovilového nebo todolaktolového typu
(dominanni fragment m/z 297 a fragment m/z 484). “Identifikace zaloZena na porovnani MS slouceniny
7S-todolaktolu a na zdkladé NMR spektra. “Identifikace zaloZena na porovnani RRT a MS autentické
slou¢eniny. ‘Identifikace zaloZena na porovnani s MS dfive identifikovaného 7S-isoliovilu (Willfor et
al., 2005) a na zakladé NMR spektra. /Identifikace zaloZzena na porovnani MS a NMR spektra diive
identifikovaného 7S-isoliovilu (Willfor et al., 2005). éIdentifikace zaloZena na porovnani s MS diive
identifikovaného lignanu A (Ekman, 1976) a na zikladé NMR spektra. "Identifikace zaloZena na
zakladé NMR spektra a interpretace MS. ‘MS 9'-hydroxylariciresinolového typu (dominantni
fragmenty m/z 324 a 340)./Pfedb&zna identifikace.

DNP = determination not possible — stanoveni nebylo mozné vzhledem k piekryti piki; ND = not
detectable — nebylo detekovano v piivodnim extraktu.

5.2.1.2 Extrakt rozdéleny pomoci flash chromatografie

Pomoci analyzy GC-MS byly neznamé lignany todolaktolového typu identifikovany ve
tiech frakci ziskanych z flash chromatografie. Frakce byly eluovany mobilni fazi sloZzenou z
60 % acetonu v cyklohexanu nebo fazi o sloZeni 8 % ethanol v dichlormethanu. Na obrdzku
15 je znazornén GC-FID chromatogram jedné ze tfi aceton-cyklohexanové frakce o slozeni
60:40 (v.v'!). Pfecisténim extraktu pomoci flash chromatografie byly odstranény tyto lignany:
a-conidendrin, HMR, MR, iso-HMR a lariciresinol a cilené lignany tak vyznamnéji vynikly.
Frakce ptecisténa flash chromatografii tak obsahovala SEC jako dominujici lignan, dale
7'-hydroxylariciresinol, 7S- a 7R-todolaktol, 7S- a 7R-isoliovil, dva stereoisomery
9'-hydroxylariciresinolu a nékolik minoritnich lignand. Identifikace téchto lignani bude

diskutovana nize.
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Obrazek 15. GC-FID chromatogram silylované frakce ziskané pomoci flash chromatografie
obsahujici cilené lignany. Popis ocislovanych pikt je ziejmy ze souhrnné tabulky 12.

5.2.1.3 Frakce ziskané pomoci preparativni HPLC

Spojené tii frakce z flash chromatografie byly znovu pieciStény pomoci preparativni
chromatografie. Bylo sbirano celkem Sest frakci (ebr. 16). Na obrazku 17 jsou znazornény
GC-MS chromatogramy rozdélenych HPLC frakei. Jako Cisté slouceniny byly vyizolovany
lignany 7'-hydroxylariciresinol a sekoisolariciresinol ve frakcich ¢islo 3 a 5, zatimco cilené
lignany byly izolovany ve smésich. Frakce 1 (ebr. 17 a) obsahovala 7R-todolaktol jako
dominantni slouceninu, coz bylo ovéfeno také pomoci NMR. Dale tato frakce obsahovala
7R-isoliovil a ptedbézné byl identifikovan jeden z liovill (3) a dva stereoisomery todoloktolu

nebo isoliovilu (2 a 9).

Ve druhé HPLC  frakci  (obr. 17b) byly  dominujicimi  slouc¢eninami
7'-hydroxylariciresinol (zvany lignan A; Ekman, 1976), jehoZ struktura byla potvrzena NMR,
lignan pfedbézné identifikovany jako stereoisomer 9'-hydroxylariciresinolu (16) a nezndmy

lignan (17), jehoz hmotnostni spektrum naznacuje molekulovou hmotnost 678 Da, tedy o 14
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hmotnostnich jednotek vice nez liovily, todolaktoly, isoliovily a 7’- a 9'-hydroxylariciresinoly.
Dale jsou zde podle hmotnostnich spekter obsazeny dva lignany todolaktolového typu (4 a
10), dva lignany liovilového typu (1 a 7), jeden pravdépodobné s molekulovou hmotnosti 736
Da (8) a jeden s 678 Da (14), a jeden lignan, ktery pravdépodobné obsahuje hydroxylovou
skupinu na C-7 a C-9 (15).

Obrazek 17 ¢ ukazuje chromatogram izolované frakce 4, ve které byly zakoncentrovany 9'-
hydroxylariciresinoly, ackoliv dominantim lignanem byl 7S-todolaktol. Identifikace
7S-todolaktolu a 9'-hydroxylariciresinoli byla potvrzena pomoci NMR. Piestoze bylo
testovano né€kolik riznych gradientd a kolon, vyizolovat oba 9'-hydroxylariciresinoly ze smési
jako Cisté slouceniny se nezdafilo. Slouceniny v této frakci nebyly separovany ani na
analytické kolon¢, ani po acetylaci smési. Dale byly v této frakci na zdkladé hmotnostnich

spekter identifikovany dva stereoisomery isoliovilu nebo todolaktolu (souceniny 6 a 12).

Ve frakci €. 6 (obr. 17 d) byl dominujici SEC, nasledovany predbézné identifikovanym 7'-
oxolariciresinolem (18) a lignanem liovilového typu (13), idnetifikace byla provedena na
zéklad¢ jejich hmotnostnich spekter. V této frakci byl téZ obsazen neznamy lignan (11)

s hydroxylovou skupinou v poloze C-7 a s molekulovou hmotnosti 650 Da.
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Obrazek 16. HPLC preparativni chromatogram kombinovanych frakei z flash chromatografie
obsahujici cilené lignany.
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Obrazek 17. GC-MS chromatogramy silylovanych preparativnich HPLC frakci. (a) Frakce 1;
(b) frakce 2; (c) frakce 4; (d) frakce 6. Popis ocislovanych pikl je zndzornén v souhrnné
tabulce 12.

5.2.2 Identifikace struktury lignanu

5.2.2.1 Interpretace NMR spekter

Pomoci metody NMR bylo analyzovano pouze n¢kolik malo sloucenin, které se podatilo
izolovat béhem preparativni kapalinové chromatografie. Jak je ziejmé zobr. 16 a 17,
rozdéleni jednotlivych sloucenin pomoci preparativni HPLC nebylo dokonalé, zaroven cilené
lignany vykazovaly zna¢nou nestabilitu ve vodném roztoku izolované preparativni HPLC
frakce C. 4 (o transformacnich rakcich je pojednéno v kapitole 5.2.2.3). Analyzou NMR
(tab. 13-15) byla potvrzena struktura téchto lignant: 7S- todolaktolu a 7R-todolaktolu, 7S5-
isoliovilu, dvou stereoisomerti 9’-hydroxylariciresinolu, a 7'-hydroxylariciresinolu, které byly

obsazeny v HPLC frakcich ¢islo 1, 3 a 4.

Pfi rozpousténi alikvotu frakce 4 z preparativni HPLC ve smési acetonu-ds a CDCl3 se

vytvofila srazenina. Srazenina byla dale rozpustena v DMSO-ds a analyzovéana pomoci NMR.
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NMR analyza roztoku acetonu-CDCl3 ukazala ptitomnost ¢tyf hlanich sloucenin a stopy
nékolika malo dalSich latek, coz odpovidalo také analyze pomoci GC na obr. 17 c. Naproti
tomu srazenina odpovidala relativné ¢istému stereoisomeru todolaktolu, ale chemické posuny
"H-spekter se znaéné odliSovaly od spekter 7S-todolaktolu v acetonu-ds diive publikované
Willforem et al. (2005) nebo Grougnetem et al. (2006). Matouci je ddle nami objevend
skuteCnost, ze difive publikovand NMR data (Willfor et al., 2005) nalezi 7R-todolaktolu,
kdezto ptesné prostorové usporadani métrené pomoci rentgenové krystalografie odpovida 75-
todolaktolu. Porovnanim dfive publikovanych dostupnych dat s analyzou retencnich ¢astt GC
byl stereoisomer identifikovan jako 7S-todolaktol. Rozdil v chemickych posunech 'H-spekter
publikovanych Grougnetem et al. (2006) byl pfipsan vyraznému vlivu rozpoustédla pii pouziti
DMSO. Pii skladovani vzorku 7S-todolaktolu v DMSO po dobu 24 hodin byla pozorovana
izomerace této sloueniny na smés dalSich Ctyt sloucenin. Diky velmi dobré separaci signal
jednotlivych sloucenin, jak ve *C tak 'H NMR spektrech, se nam podafilo identifikovat
vSechny slouceniny obsazené ve smési. Identifikovany byly 7R-todolaktol a 7S-todolaktol,
jejich struktura je znazornéna na obr. 5 a NMR data v tabulce 13, déale byly v této smési
identifikovany dva stereoisomery 9’-hydroxylariciresinolu. Oba 9’-hydroxylariciresinoly
ukazaly interakéni konstanty (Juo-ns) 4,6 a 4,7 Hz, coZ naznacuje stejné prostorové usporadani
na C-9' (tab. 14). Modelovanim molekul bylo dale prokézano, zZe R-konfigurace by méla mit
za nasledek uhel mezi 90° a 130°, coz je vsouladu spozorovanou nizkou interakéni
konstantou. Pro acetatovou formu 9'R-9'-hydroxylariciresinolu byla v publikaci Barrera et al.
(1994) uvedena a pozorovana nizka interakéni konstanta jako singlet. Dosli jsme tedy k
zaveéru, ze isomery 9'-hydroxylariciresinolu jsou epimery na C-7, struktura isomeru je
znazornéna na obr. 5. Interakéni konstanty H-7 (Ju7-n3) byly 9,1 a 3,1 Hz. Pro jejich
acetylované derivaty byla uvedena interak¢ni konstanta 9,8 Hz a pro lariciresinol byla
hodnota 6,6 Hz (Barrero et al.,, 1994). Proto byla také slouceniné s vysokou interak¢ni

konstantou ptipsana 7S konfigurace, a druhé 7R konfigurace.
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Tabulka 13. NMR spketroskopickd data pro 7S-todolaktol A a 7R-todolaktol A (600 MHz,
DMSO-d).

7S -Todolaktol A 7R -Todolaktol A
Pozice

6c; Typ 6u (J v Hz) dc du (J v Hz)
1 136,4; C 135,8
2 110,8; CH 6,83;d (1,7) 111,1 6,88; d (1,8)
3 147,7; C 1479-147,6
4 145,9; C 146,1-145,7
5 115,6; CH 6,70; d (8,0) 115,2-115,9 6,71-6,68; d (8,0)
6 119,0; CH 6,67, dd (8,0; 1,7) 1194 6,71°
7 74,6, C 4.46; d (7,7) 74,5 4.49; d (6,7)
8 52,0; CH 2,16; m (7,7; 8,6; 8,7; 3,6) 494 2,04"; m
H-9a/H-9b  68,0; CH» 3,52/3,54 (dd) (15,7; 8,6/15,7; 8,7) 67,9 3,71/3,47" (69; 8,5)
OMe 55,9; CH3; 3,75; s 55,9-56,0 3,75-3,72; s
1 131,8; C 133,1
2 1134, CH 6,09; d (1,8) 1134 6,71; d (1,8)
3 147,7; C 1479-147,6
4 145,0; C 145,1-144,7
5 115,4; CH 6,65; d (8,0) 115,2-115,9 6,05; d (8,0)
6' 1214; CH 6,53; dd (8,0; 1,8) 121,1 6,56; dd (1,8; 8,0)
H-7'a/H-7b  39,2; CH>»  2,58; 2,39; dd (13,9; 49/13,9; 10,2) 34,3 2,64/2,54; dd (7.4; 13,9/7,9; 13,9)
& 50,8; CH 2,32; m (1,2; 4,9; 10,2; 3,6) 483 240"; m
9 102,0; CH 495; d (1,2) 100,5 5,01; d (bs) (0,2)
OMe’ 55,9; CH3; 3,73; s 55,9-56,0 3,75-3,72; s
“Piekryvajici se signaly.

Ve frakci ¢. 3 z preparativni HPLC byl v Cisté formé izolovan 7'-hydroxylariciresinol,
jehoZ struktura byla potvrzena pomoci NMR (tab. 15). 'H NMR spektra ukazaly dva dublety
pii 4,44 ppm (H-7) a 4,47 ppm (H-7') sinterakénimi konstantami 8,8 a 9,2 Hz a
korespondujici '*C NMR signaly pii 84,4 ppm (C-7) a 77,0 ppm (C-7). To poukazuje na
pritomnost  benzylového alkoholu a  bezylového etheru a tedy strukturu
7'-hydroxylariciresinolu. Tento stereochemicky vztah byl dale studovan pomoci spekter
NOE-diff, 1D-NOESY a NOESY. H-8 ukézal cistou korelaci k H-9 a H-7'. Dale byla
pozorovana korelace mezi H-8" a H-9, H-7". Ac¢koliv mezi H-8 a H-8' byla v NOESY spektru
nalezena pouze slaba korelace, naznacuje to trans polohy mezi pozicemi 8 a 8'. Nedostatek
NOE interakci mezi H-7 a H-8 pfedstavuje trans isomerii, naptiklad vSechny velké skupiny ve
vSech trans-substituentech THF kruhu jsou v ekvatorialni roving. Protony H-7 a H-8' v axiélni
roving také vykazuji NOE interakce v NOESY spektrech. V souhrnu mize byt tedy relativni
konfigurace demonstrovana jako 7S, 8R, 8'S a prostorové usporadani na C-7' jako R na

zéklad¢ NOE interakci s H-8 a vysokou interak¢ni konstantou, ktera je anti-paralelni k H-8'.
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Struktura je zobrazena na obr. 5. Pokud je ndm znamo, tato relativni konfigurace je

v literatuie popsana poprve.

Opticka rotace 7’-hydroxylariciresinolu byla [a]D=-13,1° (koncentrace 1,76 mg.l!, v
methanolu), coz koresponduje s jiz diive publikovanymi daty pro tento lignan ve smrku

ztepilém (Andersson et al., 1975).

Tabulka 14. NMR spketroskopickéd data pro (9'R,7R)-9'-hydroxylariciresinol a (9'R,7S5)-9'-
hydroxylariciresinol (600 MHz, DMSO-dk).

Pozice (9'R,7R) -9'-Hydroxylariciresinol (9'R,7S)-9'-Hydroxylariciresinol

o¢c; Typ 0x (J v Hz) e 0n (J v Hz)

1 135,1; C 1359

2 111,5; CH 7,1;d (1,9) 110,1 6,81; d (2,0)

3 147,9-147.6; C 1479-147.6

4 146,1-145,7; C 146,1-145,7

5 115,2-115,9; CH 6,71; d (8,1) 115,2-115,9 6,71-6,68"

6 119,7, CH 6,77, dd (1,9; 8,1) 1182 6,67, dd (2,0; 8,0)

7 82,3; CH 4,56;d (9,1) 82,3 496, d (3,1)

8 51,5; CH 247 m 46,8 247" ; m

H-9a/H-9b 582; CH; 3,6/3,38 (dd) (10,4; 9,5/10,4; 53) 60,9 3,62/3,72°

OMe 55,9-56,0; CH3 3,75-3,72; s 55,9-56,0 3,75-3,72; s

1 1318, C 132,1

2 113,4; CH 6,76; d (2,0) 1134 6,82; s

3 147,9-147.6; C 147,9-147,6

4 145,1-144,7; C 145,1-144,7

5 115,2-115,9; CH 6,71-6,68" 1152-1159 6,71-6,68"

6 121,4; CH 6,59; d (2,0; 8,0) 121,0 6,62; d (2,0; 8,0)

H-7'a/H-7b 30,9; CH; 2,80/2,27; dd (4,5; 13,7/11,9; 13,7) 30,5 3,68/3,64"

8’ 49,5; CH 24%; m 50,6 2,04"; m

9 984; CH 4.49; d (4,6) 98,5 522;d(4,7)

OMe’ 55,9-56,0; CH3 3/75-3,72; s 55,9-56,0 3,75-3,72; s

“Prekryvajici se signaly.
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Tabulka 15. NMR spketroskopicka data pro 7'-hydroxylariciresinol (600 MHz, DMSO-db).
7'-Hydroxylariciresinol

Pozice
6¢c; Typ Sy (J v Hz)
1 134,5;, C
2 110,8; CH 7,03; d (1,7)
3 148,0; C
4 146,7; C
5 115,1; CH 6,79; d (8,0)
6 119.2; CH 6,84; dd (1,7; 8,0)
7 84,8; CH 4.44; d (8,8)
8 56,5; CH 2,24; m (8,0; 4,2)
H-9a/H-9b  63,1; CH» 3,67/3,62; dd (10,5; 4,2/8,0; 10,5)
OMe 56,4; CH3 3.85;s
I 1364; C
2 110,6; CH 6,99; d (8,0)
3 148,0; C
4’ 146,7;, C
5 115,0; CH 6,78;d (8,0)
6 120,2; CH 6,82; dd (1,7; 8,0)
7 77,0; CH 447, d(9,2)
8 70,7, CH 2,59; q (8,0
9 70,7; CHa 3,67/3,51; t/dd (8,5; 4,2/8,5)
OMe’ 564; CHs 385;s

5.2.2.2 Interpretace hmotnostnich spekter

Identifikace cilenych lignanti interpretaci hmotnostnich spekter byla vyrazné ztizena
absenci ¢i pouze nepatrnym molekularnim iontem u vétSiny latek pti vyuziti elektronové
ionizace (EI-MS). Ale ani vyuziti chemické ionizace GC-CI-MS nevedlo k jasnému rozliSeni

molekularnich ionti vzhledem k nestabilité cilenych lignani.

Ze souboru studovanych lignani jsou znamy hmotnostni fragmentace pro
7'-hydroxylariciresinol [trimetylsilyl (TMS) ether], publikované Ekmanem (1976) a
Yamamotem et al. (2004). Zde se tedy budeme zabyvat fragmentaci pro TMS ethery

todolaktolu, isoliovilu, liovilu a 9'-hydroxylariciresinolu.

Todolaktoly, isoliovily, 7'-hydroxylariciresinoly a liovily maji hydroxylovou skupinu na
C-7 nebo C-7' (obr.5) a ukazuji tak dominantni fragment m/z 297 [G-CH-OTMS]"
(G=guajacylovy kruh) (obr. 18). Navrzené MS fragmentacni cesty téchto typt lignant jsou

zobrazeny na obrazku 20.
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Hmotnostni spektrum 7S-todolaktolu (ebr. 18 a) je téméf totozné se sepektry pro isoliovily
(obr. 18 b a 18 d). 7R-todolaktol (ebr. 18 ¢) se od 7S-todolaktolu a isoliovili lisi mensi
intenzitou fragmenta m/z 484 (M-2 TMSOH) a m/z 456 a misto fragmentu m/z 324 obsahuje
fragment m/z 323 [G-C(OTMS)=CH-CH:]" (Ekman, 1976) (obr. 20). Mezi hmotnostmi
spektry todolaktoll a isoliovilli mizeme pozorovat dvé mirné odliSnosti. Fragment m/z 484 je
vice intenzivni v hmotnostnich spektrech isoliovili a fragment m/z 157 je naopak méné
intenzivni. V hmotnostnim spektru 7'-hydroxylariciresinolu je fragment m/z 484 zanedbatelny
(obr. 18 e), pravdépodobné¢ z divodu vazby dalSiho hydroxylu na C-9 piipojenim na
sekundarni nikoliv tercialni atom uhliku. Todolaktoly, isoliovily a 7'-hydroxylariciresinoly
obsahuji hydroxylovou skupinu na C-9 nebo C-9’, tvoii tak fragment m/z 324 (Ekman, 1976)
(obr. 20). V ptedbézné identifikovanych liovilech jsou obsazeny hydroxylové skupiny na C-7
a C-7" a proto hmotnostni spektra neobsahuji fragment m/z 484, pravdépodobné také z diivodu

absence hydroxylové skupiny na THF kruhu.

Mezi hmotnostnim spektrem 7’-hydroxylariciresinolu a pfedbézné identifikovanymi liovily
je velmi maly rozdil (obr. 18 e a 18 f). 7-Hydroxylariciresinol obsahuje fragment s nizkou
intenzitou m/z 223 [G-C=0]" (Ekman, 1976, Yamamoto et al., 2004) (obr. 20), ktery chybi
v MS liovill, protoZze neobsahuji kyslik na o uhliku. Mezi hmotnostnimi spektry
7'-hydroxylariciresinolu a isoliovilii ¢i todolaktoli jsou také patrné rozdily. V hmotnostnim
spektru 7'-hydroxylariciresinolu je fragment m/z 223 vice intenzivni nez fragment 209
(Ekman 1976, Yamamoto et al., 2004) (obr. 18 e), kdezto pro todolaktoly a isoliovily to plati
opacn¢ (obr. 18 a-d). Podatilo se nam identifikovat nékolik raznych lignanti, kromé znamého
7'-hydroxylariciresinolu, zejména todolaktoly a isoliovily s typicky dominantnim fragmentem
m/z 297, coz platilo pro 11 z 15 neznamych lignanti. Sedm z téchto lignanti obsahovaly
fragment s nizkou intenzitou m/z 484 (lignany 2, 4, 6, 9, 10, 11 a 12) a pravdépodobné se
jedna o todolaktoly a/nebo isoliovily, které se 1isi prostorovym uspotadanim na uhlicich C-8 a
C-8'. Pét lignanii 1, 3, 5, 7 a 13 s dominantnim m/z 297 neobsahuje fragment m/z 484. Jedna
se pravdépodobné o liovily, které se nelisi jen konfiguraci na C-7 a C-7', ale také na uhlicich

C-8 C-%
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Obrazek 18. Hmotnostni spektra trimetylsilyl (TMS) etheri (a) 7S-todolaktolu,
(b) 7S-isoliovilu, (c) 7R-todolaktolu, (d) 7R-isoliovilu, (e) 7'-hydroxylariciresinolu a
(f) liovilu (predbézné).
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Hmotnostni spektra 9'-hydroxylariciresinolti (obr. 19 a a 19 b) obsahuji jako jeden
z typickych fragmenti m/z 324 (obr. 20), v porovnani s todolaktoly a isoliovily a
7'-hydroxylariciresinoly, je tento fragment daleko vice intenzivni. DalSim typickym
fragmentem 9'-hydroxylariciresinolu je m/z 340 (obr. 20). Intenzita fragmentu m/z 324
v porovnani sm/z 340 je u obou 9'-hydroxylariciresinoli rozdilnd. U jednoho
z identifikovanych 9'-hydroxylariciresinoll je intenzivni fragment m/z 324, zatimco u druhého
je vice intenzivni fragment m/z 340. Absolutni konfigurace obou 9'-hydroxylariciresinolt byla
stanovena na zaklad¢ analyzy NMR. Zda se, ze prostorové usporadani na uhliku C-7
ovlivituje formovani fragmentu m/z 340, naptiklad roz§tépenim vazby mezi kyslikem na THF
kruhu a C-7 nebo C-9'. 9'-Hydroxylariciresinoly dale obsahuji intenzivni fragmenty m/z 250 a
m/z 247, které jsou pravdépodobné tvoteny rozstépenim THSOH z fragmentu m/z 340.
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Obrazek 19. Hmotnostni  spektra  TMS  ethert (a)  9'-hydroxylariciresinolul,
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(b) 9'-hydroxylariciresinolu2 a (c) 7'-oxolariciresinolu (18) (pfedbézng¢).
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Ve frakcich z preparativni HPLC byly detekovany dalsi lignany (8, 14, 15 a 17), které
ukazovaly rozdilnd hmotnostni spektra od vySe identifikovanych lignant. Sloucenina 18 je
pravdépodobné 7'-oxolariciresinol (ebr. 19¢), ktery byl dfive identifikovan v byliné
Viadimiria souliei a byla oznaCena nazvem vladinol D (Tan et al., 1990). Hmotnostni
fragmentace tuto strukturu podporuje. Velmi intenzivni je fragment m/z 223 [G-C=0]" a

fragmenty m/z 340, 324, 277 a 250 naznacuji strukturu lariciresinolu (obr. 20).
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Obrazek 20. Navrzené hmotnostni fragmentace pro todolaktoly, isoliovily, liovily,
7'-hydroxylariciresinoly a 9'-hydroxylariciresinoly.

5.2.2.3 Stabilita 7S-todolaktolu A v roztoku

Jak jiz bylo diive uvedeno 7S-todolaktol, ktery byl dominujicim lignanem mezi
neznamymi lignany a zéarovenl ktery byl také dominantnim lignanem v izolované frakci 4
z preparativni HPLC, byl shledan velmi nestabilni slou¢eninou jak ve vodném roztoku, tak
v DMSO. Tento poznatek je velmi pozoruhodny, jelikoz 7R-todolaktol se zda byt ve vodném
roztoku (pifi pH 4) stabilni, stejné¢ tak 7'-hydroxylariciresinol. Eklund et al. (2004b)
zaznamenali rozdil mezi stabilitou 75 a 7R epimerd HMR a také v tomto piipadé byla zjiSténa

mens§i stabilita 7S epimeru.
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Na zdklad¢ analyzy NMR bylo zjisténo, ze v roztoku DMSO byly z Cisté slouceniny
7S-todolaktolu tvoteny pouze 7R-todolaktol a dva identifikované 9'-hydroxylariciresinoly. Pti
skladovani frakce 4 z preparativni HPLC pii pH okolo 4 (v 0,1 % kyseliné octové) pfi teploté
mistnosti vzrostl pomér 7S-isoliovilu, 9'-hydroxylariciresinolul a lignanu, u kterého bylo
zaznamenano podobné hmotnostni spektrum jako u liovild (20), druhy epimer

9'-hydroxylariciresinolu ze smési vymizel a bylo vytvofeno nékolik novych lignant (ebr. 21).
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Obrazek 21. GC-MS chromatogram po silylaci preparativni HPLC frakce 4 uchované v 0,1 %
roztoku kyseliny octové pii pokojové teploté¢ po dobu 24 hodin. Popis oc¢islovanych pikt je
znazornén v souhrnné tabulce 12.

Probihajici reakéni pfemény 7S-todolaktolu ve vodnych roztocich maji s velkou
pravdépodobnosti podobny priibéh jako reakce probihajici u 7S-HMR (Eklund et al., 2004b),
na obrazku 22 jsou zndzornény navrzené transformacni reakce. Z tohoto poznatku také
vychazi predpoklad pro tvorbu 7R-todolaktolu. Bohuzel nebylo mozné tvorbu tohoto epimeru
potvrdit, vzhledem k vytvofeni dalSich pfeménénych produktt, které se vzijemné v GC
chromatogramch se 7R-todolaktolem piekryvaly. S ohledem na zvySeni poméru 7S-isoliovilu

se dale zd4, ze ve vodném roztoku probiha epimerizace na C-9’ uhliku 7S-todolaktolu.
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Obrazek 22. Navrzené reakéni pfemény lignanl, probihajici v roztoku preparativni HPLC

frakce 4.
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Déle také ocekdvame, ze dochazi ktvorbé 9'-hydroxylariciresinolu, konkrétné
9'R,7S-epimeru, podobné jako pfi tvorbé iso-HMR z HMR (Eklund et al., 2004b). Proto je
také pravdépodobné prvnim eluujicim lignanem 7S- epimer 9'-hydroxylariciresinolu a druhym
7R- epimer. 7R-9'R-Hydroxylariciresinol se zda byt ve vodném rozoku také nestabilni. Tvofi
pravdépodobné slouceninu 21, ktera je zfejmé dehydratovanou formou todolaktolu, diive byla
tato slouCenina popsana v literatufe s ndzvem todolaktol B (Ozawa a Sasaya, 1987). Tato
pireména koresponduje s tvorbou cyklolariciresinolu z lariciresinolu (Eklund et al. 2002). Na
obr. 23 a je znazornéno hmotnostni spektrum tohoto lignanu. Lignan 21 mohl byt vytvofen
pfimo z todolaktolu, podobné jako pfi tvorbé conidendrinu z HMR (Eklund et al., 2004b).
Sloucenina 23 se zda byt podobnd lignanu 21 (ebr. 23 a a 23 b). Tento lignan je tvoien pii
pH 4, ale ne pii pH 2 nebo pH 9, dale obsahuje fragment m/z 297, ktery u lignanu 21 neni
obsazen. Je tedy mozné, ze je tato slouenina dehydrogenovanou formou liovilu. S podobnym
hmotnostnim spektrem jako maji 9'-hydroxylariciresinoly byl tvofen lignan 22, ktery obsahuje
dominantni fragment m/z 297 (ebr. 23 c¢), jez znaci hydroxylovou skupinu také na C-7 nebo
C-7'. Lignany jako je todolaktol, isoliovily a 7'-hydroxylariciresinol maji fragmenty m/z 324 a
340 daleko mén¢ intenzivni. Je tedy mozné, ze sloucenina 22 je dalSim stereoisomerem
7'-hydroxylariciresinolu, ktery snaze tvoii fragmenty m/z 324 a 340 nez zndmé stereoisomery.
Tento dalsi stereoisomer 7'-hydroxylariciresinolu mohl byt vytvofen z nékterého liovilu
pritomného ve vodném roztoku preparativni HPLC frakce 4. Sloucenina 19 ziejm¢e
neobsahuje hydroxylové skupny na C-7 a C-9, jak je patrné z obr. 23 d. Nejedna se o lignan
anhydro-sekoisolariciresinol (divanillyl THF), protoze ten v hmotnostnim spektru obsahuje
molekularni iont m/z 488. Podle hmotnostniho spektra by se ale mohlo jednat o didehydro-
divanillyl THF, vznikajici odstranénim dvou molekul vody z todolaktolu. Fragment m/z 484
by mohl byt molekulani iont a fragment m/z 288 mohl byt vytvofen odstranénim
trisubstituované¢ho guajacylového kruhu. Sloucenina 20 je pravdépodobné tvofena ze
7S-todolaktolu, proto se nejspiSe nejedna o liovil. S vétsi pravdépodobnosti se jedna o
7-hydroxy-divanillyl THF, vytvofeny odstranénim 9’-hydroxylu z todolaktolu. Tento lignan
byl dfive popsan a zaznamenan v chebuli srd¢ité (Tinospora cordifolia) (Hanuman et al.,

1986).

7S-todolaktol byl velmi nestabilni dokonce i1 pii neutrdlnim pH (za pokojové teploty), kdy
dochdzelo k okamzitému naristu slouCenin: 7S-isoliovilu, 7S5-9'-hydroxylariciresinolu,
slouceniné 19 a/nebo 7R-todolaktolu a dale slouceniny 21. Z néjakého diivodu dochazelo

k reakénim pfeméndm v daleko vétsi mite pii pH 4 nez pii pH 9 nebo pH 2. Po 24 hodinach
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pti pH 2 vzrostl pomé&r slouc¢eniny 19 a/nebo7R-todolaktolu, naopak zastoupeni slouceniny 20

pokleslo, coz naznacuje, ze slouceina 19 je pravdépodobné tvoiena ze slouceniny 20. Pti pH 9

ihned naroste obsah vSech vyse zminénych slouc¢enin kromé latky 23, ale po 24 hodinach

obsah vSech sloucenin zase poklesl. Jsou zifejmé nestabilni v zasaditém prostredi.
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Obrazek 23. Hmotnostni spektra TMS etherti lignant z preparativni HPLC frakce 4,
skladované 24 h za pokojové teploty: (a) sloucenina 21, (b) sloucenina 23, (c) sloucenina 22,
(d) sloucenina 19. Pfedbézné byly tyto lignany identifikovany jako todolaktol B (21),
anhydroliovil (23), a stereoisomer 7'-hydroxylariciresinolu (22) a didehydro-divanillyl THF

(19).
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5.3 Stanoveni lignant v obilovinach a pseudocerealiich

Z pokusného pozemku Zemédélské fakulty Jihodeské univerzity v Ceskych Bud&jovicich
byly v letech 2011 a 2012 sklizeny tfi odriidy pohanky seté, jmenovité odrida Jana (J), Pyra
(P) a Spacinska (S) a v roce 2012 pohanka tatarska a v obou letech &tyii odriidy prosa setého
— Unikum (U), Veselopodoliaskoe (V, Veselop.), Omskoe (O) a Yantarnoe (E) s cilem
identifikace lignant a popisu jejich distribuce v jednotlivych ¢astech rostlin. V dobé sklizné
byly odebrany vzorky kotfent, stonkl (slamy) a semen, pfiCemz z ¢asti semen — nazek

pohanky a obilek prosa byly oddéleny obalové vrstvy — slupky.

Analyza lignant ve vybranych ¢astech jednotlivych odriid pohanky a prosa byla provedena
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci (LC-MS). Byl
proveden screening vSech dostupnych standardi lignant (kap. 4.1) a nasledné vybranych
extraktl vSech ¢asti pohanky — odridy Jana a prosa — Unikum (z roku 2011) pro identifikaci
lignanti. Celkem bylo kvantifikovano 10 lignant: cyklolariciresinol (CLAR),
hydroxymatairesinol (HMR), lariciresinol (LAR), sekoisolariciresinol (SEC), a-conidendrin
(CONI), pinoresinol (PIN), syringaresinol (SYR), matairesinol (MR), arctigenin (ARC) a dale
derivat 7-oxomatairesinolu (dOMR), jehoz pfesnd konfigurace bude vramci dalSich
experimentll stanovena pomoci kapalinové chromatografie s detekci nuklearni magnetické
resonance (LC-NMR). V tabulce 16 jsou uvedeny limity detekce a kvatifikace pro jednotlivé
lignany, jejich fazeni odpovida retenénimu ¢asu, vyjma derivatu OMR, jehoz reten¢ni Cas lezi

mezi LAR a PIN.

Tabulka 16. Meze detekce a stanovitelnosti lignani pro metodu LC-MS.

LOD LOQ

Lignany -1 -1
(ng.ml ") (ng.ml ")

CLAR 2,39 7,96
HMR 1,18 3,92
SEC 1,63 545
LAR 1,18 3,94
PIN 2,71 9,03
SYR 1,78 5,93
CONI 0,94 3,14
MR 2,40 7,99
ARC 1,56 5,19
dOMR 0,83 2,77

LOD = limit of detection, mez detekce byla stanovena jako trojnasobek Sumu zakladni linie;
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Popis k tabulce 16. LOQ = limit of quantification, mez kvantifikace byla stanovena jako desetinasobek
Sumu zakladni linie.

5.3.1 Stanoveni lignani v pohance
5.3.1.1 Zastoupeni lignanii v odrizdach pohanky

Profil zastoupeni jednotlivych lignanti je ve vSech tfech odridach pohanky seté pro oba
roky 2011 a 2012 podobny. Vysledky analyz jsou shrnuty v tabulkdch 17 a 18 a na obr. 24 a
25, kde je celkovd suma lignani na ose y vyjadiena v logaritmickém méfitku z diivodu
vyraznych rozdill v koncentraci lignani. Obsahy lignanti v tabulkach jsou vyjadfeny jako
prumérné hodnoty a jejich smérodatné odchylky ¢i sumy lignani jednotlivych odrad pohanky
seté (v mg.kg™) pro roky 2011 a 2012. Uvedené hodnoty zahrnuji priméry a sumy lignani
pro vSechny analyzované ¢asti rostlin, tzn. v ptipad¢ odridy Jana - kofeny, stonky, slupky i
nazky a v piipadé odrid Pyra a Spacinska kofeny, stonky a slupky. Nazky poslednd
zminénych odrad byly v roce 2011 znehodnoceny sparkatou zvéii, proto nebyly analyzovany.
Jednotlivé Casti rostlin pro kazdou odridu byly méfeny 3x. Pro rok 2012 byly obsahy lignanti
pro vSechny odridy vyjadfeny jako primérné hodnoty a jejich smérodatné odchylky ¢i sumy

zahrnujici kofeny, stonky, slupky a nazky.

Pti porovnani vysledkli z obou let je patrné, ze obsahy jednotlivych lignanii jsou zpravidla
v roce 2012 nizsi. Mezi nejvice dominantni lignany patii SYR s celkovym obsahem pro rok
2011 od 315 mg.kg" pro odriidu Spacinska po 678 mg.kg" pro odriidu Jana, odriida Pyra ma
celkovy obsah SYR 471 mgkg!. Vroce 2012 byl obsah SYR nejvyssi v odriidé Pyra
329 mg.kg!, v odradé Spacinska 303 mgkg' a nejnizsi v odridé Jana 248 mgkg™!. Dalsi
nejvice zastoupeny lignan je CLAR s obsahem od 177 mg.kg™! (Pyra) do 267 mg.kg"! (Jana)
pro rok 2011 a od 131 mgkg' (Pyra) do 176 mg.kg™ (Spadinskd) v roce 2012; dale derivat
OMR obsazeny v koncentraci od 109 mg.kg! (Pyra) do 131 mgkg! (Jana) vroce 2011 a
v koncentraci od 97,6 mg.kg!' (Jana) do 151 mg.kg"! (Spacinska) v roce 2012. O tad niZe se
pohybuji lignany PIN (38,3 az 56,0 mg.kg!, 2011; 32,4 a7z 57,3 mg.kg!, 2012) a LAR (18,4 —
29,2 mgkg!, 2011 a 31,2 az 56,7 mgkg!, 2012). Z uvedenych vysledkl (tab. 17 a 18) je
patrné, ze vyhodnocené smérodatné odchylky lignanii vyjadiuji velmi Siroky rozptyl hodnot,

ktery je odrazem vysoké variability obsahu lignant v jednotlivych ¢astech rostliny.

Statisticky vyznamny rozdil (p <0,05) v obsahu lignanti mezi odridami v roce 2011 byl
zaznamenan pouze u lignani HMR a MR. (Primérné hodnoty lignant, které se u jednotlivych

odrid statisticky vyznamné 1i8i (p < 0,05) jsou v tabulkéch vyznaceny kurzivou). HMR je ve
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vys§i koncentraci obsazen v odriidé Spacinska a MR byl kvantifikovan pouze u odriidy Jana.
V roce 2012 byl statisticky vyznamny rozil (p < 0,05) mezi odriidami zjistén také u HMR,
ktery je nejvice obsazen v odrid¢ Jana a u ARC, ktery je obsazen pouze v této odrudé.
Obsahy jednotlivych lignanii jsou zpravidla v roce 2012 nizsi vyjma MR, ktery byl v roce
2012 kvantifikovan pro vSechny tfi odriidy, zatimco v roce 2011 pouze v odrid¢ Jana a jeho
obsah je nizsi, a dale jiz zminény ARC, ktery v roce 2011 nebyl detekovan v Zadné z odrad a

v roce 2012 byl kvantifikovan pouze v odradé Jana.

Tabulka 17. Zastoupeni lignanti v odriidach pohanky seté pro rok 2011 vyjadiené v mg.kg™.
Pohanka seta - odriady 2011

Lignany Jana (n = 12) Pyra (n = 9)“ Spacinska (n = 9)°
primér + SD  suma primér + SD  suma  prumér + SD  suma
CLAR 66.8 + 44.6 267 59.1 + 18.6 177  86.7 £ 9.04 260
HMR 1.91 + 1.95° 7.66 1.33 +0.12 399 363+ 1.74 10.9
SEC 1.13 + 1.03 4.52 1.05 + 1.07 3.15 2.04 +2.55 6.13
LAR 7.31 +3.20 29.2 6.14 + 2.94 18.4  9.15+5.49 27.4
PIN 13.1 + 14.8 52.5 12.8 + 13.4 38.4 18.7 + 20.0 56.1
SYR 169 + 269 678 157 + 200 471 105 + 124 315
CONI 0.44 + 0.39 1.76 0.65 + 0.63 1.93 0.84 + 0.80 2.53
MR 0.32 + 0.35 1.28 ND ND
ARC ND ND ND
dOMR 32.8 £49.2 131 36.3 +44.3 109 393 +483 118

“Hodnoty ve sloupci vyjadieny bez nazek; “priméré hodnoty v fadcich — vyznagené kurzivou se
statisticky vyznamn¢ 1i§i na hladiné pravdépodobnosti (p < 0,05); ND = nebylo detekovano.

Tabulka 18. Zastoupeni lignant v odriidach pohanky seté pro rok 2012 vyjadiené v mg.kg™.
Pohanka seta - odrudy 2012

, Jana (n = 12) Pyra (n = 12) Spatinska (n = 12)

Lignany

primér + SD  suma primér + SD  suma  prumér + SD  suma
CLAR 37.3 +16.8 149 327+ 14.4 131 43.9 + 25.7 176
HMR 593+ 615" 237 2.37 + 2.60 949 102 +0.85 4.08
SEC 1.43 + 0.64 5.72 1.04 + 0.65 4.17 1.27 + 1.00 5.09
LAR 14.2 + 8.40 56.9 7.80 + 6.04 3.2 8.85+5.10 35.4
PIN 143 + 12.1 57.3 8.09 +9.32 32.4 12.8 + 14.5 51.3
SYR 62.1 + 89.5 248 82.3 + 120 329 75.8 £ 109 303
CONI 1.57 + 1.48 6.27 0.80 + 0.48 3.21 0.74 + 0.65 2.97
MR 1.35 + 0.82 5.40 0.94 + 0.76 3.7 0.85 £ 1.29 3.38
ARC 0.06 + 0.11 0.24 ND ND

dOMR 244 + 374 97.6 25.1 +37.2 100 37.7 + 59.6 151

’Priimérné hodnoty viadcich — vyznadené kurzivou se statisticky vyznamné lisi na hlading
pravdépodobnosti (p < 0,05); ND = nebylo detekovano.
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Obrazek 24. Zastoupeni lignanti v odrtidach pohanky seté pro rok 2011.
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Obrazek 25. Zastoupeni lignanti v odrtidach pohanky seté pro rok 2012.
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Tabulka 19 a obrazek 26 znazoriuji souhrnné vysledky pro jednotlivé odriidy pohanky
seté pro oba roky v porovnani s pohankou tatarskou, jejiz kofeny a stonky byly pro analyzu k
dispozici pouze vroce 2012. Vroce 2011 byla zhlediska celkového obsahu lignant
nejbohatsi odriida Jana - 1173 mg.kg! a celkovy obsah lignanti bez nazek &inil 1143 mg.kg™.
Pro celkové porovnani obsahu lignanii z hlediska jednotlivych odrtid pro oba roky, byla
celkovd suma lignant dale vyjadfena jako suma lignan v potravinaisky nevyuZzivanych
¢astech — tj. suma stonku (S), kotenti (K) a slupek (SL), zejména s ohledem na chybé&jici data
pro nazky odriid Pyra a Spacinska pro rok 2011, a dale sumu naZek. Distribuce lignant

v jednotlivych ¢astech pohanky bude podrobné popsana v kap. 5.3.1.2.

Tabulka 19. Souhrnné vysledky obsahu lignan v odridach pohanky seté pro rok 2011 a
2012 vyjadiené jako suma + SD v mg.kg™!.

Pohanka seta - odrady 2011, 2012 Pohanka tatarska

Lignany Jana Pyra Spatinsk4 .
(n=12) (n=9)° (n=9)“ (n=16)

2011
Celkova suma 1173 + 110 823 + 86.3 796 + 60.7
Suma S, K, SL* 1143 + 115 823 + 86.3 796 + 60.7
Suma N’ 30.4 + 5.60
2012
Celkova suma 651 + 37.3 645 + 48.5 732 +50.2 2566 + 413
Suma S, K, SL 623 + 41.9 625 + 55.2 712 + 56.4 2566 + 413
Suma N 22.4 + 4.07 19.7 + 3.35 20.1 + 3.52

“Hodnoty ve sloupci vyjadieny bez nazek; “hodnoty ve sloupci zahrnuji jen kofeny a stonky; °S —
stonky, K — koteny, SL — slupky; “N — nazky.

Odridy Pyra a Spacinska dosahly hodnoty 823 mg.kg' a 796 mg.kg™!, pfi¢emz absence
nazek zde nehrala tak vyznamnou roli (ebr. 26). V roce 2012 byla nejbohatsi na celkovy
obsah lignanti odriida Spacinska s obsahem 732 mg.kg™!, nasledovana Janou a Pyrou (651 a
645 mg.kg!). Celkové viechny tfi odriidy pohanky seté obsahovaly v roce 2012 méné lignanii
nez v roce 2011. V piipad¢ odriidy Jana byl rozdil v obsahu lignanti v roce 2011 a 2012 témét
dvojnasobny. Tento fakt mohl byt zplisoben agroekologickymi faktory, zejména odliSnymi
klimatickymi a povétrnostnimi podminkami v obou letech. Pfi porovnani celkového obsahu
lignanti v pohance seté a pohance tatarské je zfejmé, ze pohanka tatarskd obsahuje az 3x vice
lignanti, ackoliv je suma lignanli tvofena pouze kofeny a stonky. Tento rozdil mohl byt
naopak zpusoben spiSe vnitinimi faktory tedy odliSnym genotypem obou rostlin. Pohanka

tatarskd se vyznacuje vySSim obsahem nékterych flavonoidnich latek (kvercetinu i rutinu) i
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vyssi odolnosti vici vnéjSim podminkam. Je tedy také vhodnd pro péstovani ve vysSich

nadmoftskych vyskach (Rysova et al., 2008).
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Obrazek 26. Souhrnné vysledky obsahu lignanti v odridach pohanky seté pro rok 2011 a 2012 a
pohanky tatarské (2012); S — stonky, K — koteny, SL — slupky, N — nazky.

5.3.1.2 Distribuce lignanii v pohance

V nasledujicich tabulkdch 20 a 21 a na obrazcich 27 a 28 jsou uvedeny primérné obsahy
lignant, vSech odriild zastoupené v jednotlivych castech rostliny — stoncich, kotenech,
slupkadch a nazkach pohanky seté pro roky 2011 a 2012. Z grafii i tabulek je zfejmé, ze
zastoupeni lignant v jednotlivych ¢atech pohanky je znacn€ nerovnomérné. Tomu odpovida i
statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) mezi obsahy lignanii ve stoncich, kofenech, slupkach a
nazkach. Vroce 2011 vykazovaly statisticky vyznamny rozdil (p <0,05) vSechny lignany
kromé HMR a ARC, ktery nebyl detekovan v zadné z ¢asti a vroce 2012 se statisticky
vyznamné liSily (p <0,05) vSechny lignany kromé HMR. Primérné obsahy lignant se tak

stavaji charakteristické pro jednotlivé ¢asti pohanky.
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Nejhojnéji zastoupenym lignanem pro oba roky byl opét SYR, ktery dominuje zejména
v kofenech a jehoZ priimérny obsah v roce 2011 &inil 435 mg.kg™! a v roce 2012 247 mg.kg™,
je o tad vyssi nez ve stoncich a o dva tady vyssi nez ve slupkéach a nazkach. V kotenech dale
pievazuje derivat OMR a CLAR s primérnymi obsahy 104 a 98,6 mg.kg' (2011) a 102 a
50,7 mg.kg! (2012). Vyznamnéjsi je dale obsah PIN 11,7 mgkg! vroce 2012 a 4,9 mg.kg’!
(2011).

Ve stoncich je nejvyssi primérny obsah CLAR (58,6 a 29,8 mgkg™! pro roky 2011 a
20112), nasledovany SYR (49,0 a 42,1 mgkg! pro roky 2011 a 2012), PIN (37,7 a 29,0
mg.kg'; 2011, 2012), derivaitem OMR (14,5 a 12,5 mgkg!; 2011, 2012) a LAR (9,1 a 18,5
mgkg™).

Slupky a nazky vykazuji pro oba roky podobny profil zastoupeni lignant. Ve slupkéch i
nazkach dominuje CLAR s primérymi obsahy 71,7 a 58,5 mg.kg' ve slupkach pro roky
2011 a 2012, resp. 17,7 a 12,9 mg kg™ pro nazky. Dale je zde obsazen LAR (ve slupkach 11,5
a 10,7 mg.kg! pro roky 2011 a 2012; v nazkach 5,1 a 3,8 mg.kg™!, 2011 a 2012), nasledovany
PIN ve slupkédch a SYR v nazkach. Zastoupeni lignanti v nazkach pohanky v nasi studii je
z dostupnych literarnich zdroji mozné porovat pouze s vysledky studie Smeds et al. (2007).
Pfi porovnéani dat z obou studii bylo v naSich vzorcich pohanky kvantifikovano o tad vice
CLAR a PIN, podobny obsah byl zaznamenan u SYR, MR a dOMR a nizs§i koncentrace u
HMR a SEC, CONI byl kvantifikovan jen v nasi studii. Ve studii Smeds et al. (2007) byly
dale kvantifikovany nékteré dalSi lignany, obsazené v nizSich koncentracich jako napf.

todolaktol, nortrachelogenin ¢i medioresinol.
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Tabulka 20. Zastoupeni lignanti v jednotlivych ¢astech pohanky seté pro rok 2011 vyjadiené

jako priimér + SD v mg.kg™!.
Pohanka seta - ¢asti 2011

. Stonky Koieny Slupky Nazky

Lignany
(n=9) (n=9) (n=9) (n =3)

CLAR 58.6 + 19.1° 98.6 + 27.2 71.7 + 20.6 17.7 + 0.65
HMR 2.57 £ 2.55 293 + 1.63 1.86 + 0.66 0.50 + 0.02
SEC ND 0.68 + 0.07 3.49 + 1.44 1.28 + 0.05
LAR 9.08 + 1.50 2.74 + 0.88 11.5 + 2.58 5.14 + 0.14
PIN 37.7 + 6.37 4.90 + 2.62 5.59 + 1.68 236 + 0.11
SYR 49.0 + 8.23 435 + 150 3.09 + 1.20 241 + 0.05
CONI ND 0.72 + 0.20 1.29 + 0.53 0.19 + 0.01
MR ND ND 0.26 + 0.39 0.51 + 0.03
ARC ND ND ND ND
dOMR 14.5 + 1.65 104 + 8.69 0.83 + 0.30 0.31 + 0.03

“Hodnoty ve sloupci zahrnuji primémé hodnoty pouze odriidy Jana; “primérné hodnoty v fadcich —
vyznacené kurzivou se statisticky vyznamné 1isi na hladin¢ pravdépodobnosti (p < 0,05); ND = nebylo

detekovano.

Tabulka 21. Zastoupeni lignanti v jednotlivych ¢astech pohanky seté pro rok 2012 vyjadiené

jako primér + SD v mg.kg™.
Pohanka seta - ¢asti 2012

. Stonky Koreny Slupky Nazky

Lignany
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9)

CLAR 29.8 + 1.97" 50.7 + 6.32 58.5 + 13.6 12.9 + 2.62
HMR 4.25 + 2.09 5.58 +7.78 1.82 + 0.07 0.78 + 0.61
SEC 0.75 + 0.08 0.94 + 0.53 2.45 + 0.38 0.86 + 0.11
LAR 18.5 + 5.46 813 + 7.15 10.7 + 2.82 3.78 + 0.30
PIN 29.0 + 6.21 11.7 + 9.83 4.83 + 0.88 1.48 + 0.24
SYR 42.1 + 5.51 247 + 31.2 2.58 + 0.67 1.82 + 0.28
CONI 0.74 + 0.35 1.70 + 1.69 1.46 + 0.25 0.25 + 0.12
MR 2.52 + 0.35 0.81 + 0.68 0.56 + 0.42 0.29 + 0.22
ARC ND ND 0.08 + 0.12 ND
dOMR 12.5 + 1.85 103 + 25.13 0.94 + 0.20 0.22 + 0.05

"Primémé hodnoty v fadcich — vyznadené kurzivou se statisticky vyznamné lisi na hlading

pravdépodobnosti (p < 0,05); ND = nebylo detekovano.
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Pohanka seta - casti 2011
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Obrazek 27. Zastoupeni lignanii v jednotlivych ¢astech pohanky seté pro rok 2011.

Pohanka seta - ¢asti 2012
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Obrazek 28. Zastoupeni lignant v jednotlivych ¢astech pohanky seté pro rok 2012.
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Pro celkové zhodnoceni distribuce lignant v jednotlivych ¢astech pohanky seté¢ byl dale
aplikovan model analyzy hlavnich komponet (PCA). Z modelu PCA na obrazku 29 pro rok
2011 jednoznacné vyplyvaji korelace urcitych skupin vzorka, které reprezentuji dané Casti
rostliny, pfi¢emz je z modelu také patrné odliseni vétSiny Casti rostliny vazanych na konkrétni
odridy. Prvni hlavni komponenta (PC 1) vystihuje variabilitu vzorki z 39 % a je tvofena
prevazné derivaitem OMR a SYR z 26 % a 25,9 %, dale CLAR z 14,7 %, LAR (13,5 %) a MR
a HMR (7,5 a 7,2 %). Druhd hlavni komponenta (PC 2) rozliSuje vzorky z 28 % a tvofi ji
prevazné CONI (36,4 %), SEC (32,1 %), PIN (15,4 %) a CLAR (10,0 %). Pfi porovnani obou
projekci do komponentni roviny (ebr. 29 A a B ) je ziejmé, Zze v kofenech ve srovnani
s ostatnimi ¢astmi pievazuji lignany dOMR, SYR, HMR a CLAR. Lignany PIN, CONI a SEC
rozlisi zejména stonky od slupek a nazek. PIN je z téchto tfi ¢asti obsaZen nejvice ve stoncich,
SEC, CONI a LAR ve slupkdch a vnazkach MR. Model této analyzy tak vystihuje

jednoznacny vliv Casti rostiny na obsah urcitych lignant. Vliv odridy je vtomto sméru

nevyznamny.
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Obrazek 29. Analyza hlavnich komponent; (A) projekce vzorkli pohanky seté do
komponentni roviny pro zhodnoceni distribuce lignanii v jednotlivych ¢astech pohanky pro
rok 2011; (B) projekce kvantifikovanych lignani do komponentni roviny.
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A Pohanka seta 2012 B Pohanka seta 2012
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Obrazek 30. Analyza hlavnich komponent; (A) projekce vzorkli pohanky seté do
komponentni roviny pro zhodnoceni distribuce lignanii v jednotlivych ¢astech pohanky pro
rok 2012; (B) projekce kvantifikovanych lignant do komponentni roviny.

Model PCA pro pro pohanku setou pro rok 2012 je zndzornén na obrdzku 30. PC 1
vystihuje variabilitu promnénych z 35 % a je tvofena zejména HMR (21,4 %), PIN (18,5 %),
CONI (16,9 %) a MR (14,6 %). PC 2 vystihuje promnénlivost souboru z 25 % a je tvofena
CLAR (25,0 %), SEC a MR (15,6 %), PIN (10,6 %), CONI (10,5 %) a dOMR (8,3 %).
Z rozptylového diagramu komponentnich skore (ebr. 30 A) a grafu komponentnich vah
(obr. 30 B) vyplyvaji ztetelné korelace jednotlivych ¢asti pohanky. Nejvice navzajem koreluji
nazky a i presto je mozné z grafu rozliSit také jednotlivé odridy. Dale vyznamné koreluji
stonky 1 slupky. Ve stoncich oproti ostatnim ¢astem dominuje lignan MR, PIN a LAR. Ve
slupkéach byl jako v jediné ¢asti detekovan a kvatifikovan ARC, dale je zde v porovnani s
ostatnimi ¢astmi vyznamnéji obsazen SEC a CLAR. Kofeny spiSe koreluji se slupkami,
pricemz nejvice odlisSné jsou kotfeny odridy Jana. Z podrobné analyzy jednotlivych casti
vazanych na konkrétni odriidy bylo patrné, ze kotfeny odridy Jana (J) obsahuji v porovnéani
s ostatnimi  kofeny odrd Pyra a Spadinska, mnohonasobné vét§i mnozstvi HMR —
15,9 mg.kg™!' ve srovnani s odriidou Pyra (P) 0,8 mg.kg™, v odrtidé Spaginska (S) nebyl HMR
detekovan; dale LAR (J 17,6 mgkg!, P 2,4 mgkg!, S44 mgkg!), CONI a MR v

koncentracich o fad vyssi.

Souhrnnéd PC analyza pro pohanku setou pro oba roky je znazornéna na obrdazku 31 A a B.
Z modelu PCA je patrné, Ze nékteré z Casti pohanky spolu koreluji silnéji a jiné méné

vyrazng. Silna korelace je pro oba roky zfejma u nazek. Dale spolu vyznamné koreluji slupky
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véech odriid a kofeny odriid Pyra a Spacinské, u kofenti odridy Jana je zfetelna odlignost
v zastoupeni a koncentraci n¢kterych lignant, zejména se jedna o vyrazné vyssi obsah HMR,
ale také PIN a LAR v obou letech. Hlavni komponenta (PC 1) vzorky rozliSuje z 29 %, je
tvofena prevazné LAR (26,3 %), MR (17,2 %), SYR (15,6 %) a dOMR (13,1 %). Druha
hlavni komponenta (PC 2) vzorky rozliSuje z 25 % a tvofi ji pfevazné¢ HMR (24,5 %), CONI
(19,2 %), SYR (17,0 %), dOMR (16,9 %) a CLAR (16,0 %).
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Obrazek 31. Analyza hlavnich komponent; (A) projekce vzorkli pohanky seté do
komponentni roviny pro zhodnoceni distribuce lignanti v jednotlivych Castech pohanky pro
roky 2011 a 2012; (B) projekce kvantifikovanych lignanii do komponentni roviny.

Jak jiz bylo zminéno vySe, vroce 2012 byly sklizeny také kotfeny a stonky pohanky
tatarské (tatarky). Profil lignanti pohanky tatarské je znazornén v tabulce 22 a na obrazku 32.
VSechny kvantifikované lignany vykazovaly statisticky vyznamny rozdil (p <0,05) mezi
obsahem ve stoncich a kofenech. Dominantnim lignanem byl zejména HMR obsazeny
v kofenech. Obsah HMR 1778 mg.kg! tak fadové pievysuje nejen dalsi lignany v samotném
vzorku kotenu, ale je az o ti1 fady vyssi nez u ostatnich odriid pohanky seté. Kofeny pohanky
seté - odriidy Jana v roce 2011 a 2012 obsahovaly 5,0 a 15,9 mg.kg™! lignanti, zdaleka nejvice
z ostatnich odrid. Kofeny odriidy Pyra dosahovaly koncentrace 1,5 a 0,8 mgkg"! a odriida
Spaginska 2,3 mgkg! vroce 2011, vroce 2012 nebyl HMR detekovan. Mezi dalsi hojné
zastoupené lignany v kofenech tatarky patii SYR (200 mg.kg™), derivat OMR (166 mg.kg™!) a
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CONI (159 mgkg!). CONI je tvofen z HMR v alkalickém a (pH > 8) a kyselém prostiedi
(pH < 2) (Smeds et al., 2007), proto byva zpravidla HMR doprovéazen i CONI a naopak.

Tabulka 22. Zastoupeni lignani ve stoncich a kotfenech pohanky tatarské pro rok 2012
vyjadiené jako primér + SD a suma + SD v mg.kg™.

Pohanka tatarska - ¢asti 2012

Lignany
Stonky Kofeny Suma

CLAR 6.59 + 0.76" 453 + 1.95 51.9 + 0.84
HMR ND 1778 + 22.7 1778 + 22.7
SEC 0.62 + 0.03 44.4 + 1.31 45.0 + 0.91
LAR 2.65 + 0.05 15.1 + 0.47 17.7 + 0.30
PIN 7.23 + 0.66 44.9 + 1.93 52.1 £ 0.90
SYR 20.5 + 1.23 200 + 1.45 220 + 0.15
CONI 0.15 + 0.01 159 + 0.69 160 + 0.48
MR 0.36 + 0.04 43.0 + 1.04 43.4 + 0.70
ARC ND 2.98 +0.12 298 +0.12
dOMR 28.7 + 0.36 166 + 6.90 195 + 4.62

’Priimémé hodnoty viadcich — vyznadené kurzivou se
pravdépodobnosti (p < 0,05); ND = nebylo detekovano.
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Obrazek 32. Zastoupeni lignant ve stoncich a kofenech pohanky tatarské pro rok 2012.
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Pro celkové zhodnoceni a porovnani zastoupeni lignanii v pohance tatarské a pohance seté
(pro oba roky) byla aplikovdna op¢t analyza hlavnich komponent. Z PCA vyplyva (obr. 33)
jednoznacna korelace vzorkli pohanky seté, kdy koteny, stonky, slupky i nazky tvofi spolecné
klastry, zatimco koteny pohanky tatrské se vzorky pohnaky seté nekoreluji. V tomto sméru se
MR (obr. 33 B) ve prospéch pohanky tatarské. PC 1 rozliSuje vzorky z 56 % a je tvoiena
zejména vysSe uvedenymi lignany s procentuelnim zastoupenim HMR, CONI a MR shodné
(17,5 %), ARC (17,3 %) a SEC (17 %). PC 2 vzorky rozliSuje z 22 % a tvofi ji zejména SYR
(38,7 %), dOMR (22,8 %), CLAR (20,5 %) a LAR (12,7 %). Jak je z obr. 33 B patmé a
z predeslych analyz, v kofenech pohanky seté ptevazuji lignany SYR, CLAR a dOMR, které
je zretelné odlisi od ostatnich casti (stonkt, slupek a nazek). Ve stoncich dominuji lignany

PIN a LAR vedle CLAR a dOMR, ve slupkach a nazkach CLAR a LAR.

Tabulka 23 shrnuje distribuci lignant v jednotlivych ¢atech pohanky. Lignan CLAR je
nejvice obsazen v kofenech a slupkach; HMR v kotenech a stoncich; SEC ve slupkach; LAR
ve stoncich a slupkach; PIN ve stoncich; SYR v kotenech; CONI v kotenech a slupkach; MR
ve slupkéch a nazkach; ARC ve slupkach a dOMR v kotenech.

Tabulka 23. Zastoupeni lignani v jednotlivych ¢astech pohanky.

Pohnaka
Lignany Stonky Kofeny Slupky Nazky
CLAR X X
HMR X X
SEC X
LAR X X
PIN X
SYR X
CONI X X
MR X X
ARC X
dOMR X
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Obrazek 33. Analyza hlavnich komponent; (A) projekce vzorkil pohanky seté a tatarské do
komponentni roviny pro zhodnoceni distribuce lignanti v jednotlivych Castech pohanky pro
roky 2011 a 2012; (B) projekce kvantifikovanych lignanii do komponentni roviny, vpravo
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cela projekce, vlevo zvétSena vysec projekce pro prekryté analyty.

V nésledujici tabulce 24 a na obrdzku 34 jsou uvedeny souhrnné vysledky pro distribuci
lignant v pohance seté pro oba roky, vcetné¢ vysledkii vazanych na konkrétni odridy, a
pohanky tatarské pro rok 2012. V obou letech jsou z hlediska distribuce lignani zdaleka
nejbohatsi ¢asti kofeny. Primérny obsah lignanii v kofenech tvofil v roce 2011 68 % a v roce
2012 64 % z celkového obsahu lignani. V roce 2011 ¢inil primérny obsah lignant (ze vSech

tii odrid) v kofenech 650 mgkg!. Z odriid pohanky seté bylo nejvice lignanli obsazeno
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v kofenech odriidy Jana 881 mgkg!, kterd vyrazné pievySovala viechny ostatni odriidy
v obou letech, dokonce i stejnou odriidu v roce 2012, kdy byl obsah lignani v kofenech
odrtidy Jana poloviéni 412 mgkg™!. V porovnani s rokem 2012 byly mezi odridami v roce
2011 zaznamendny vyraznéjsi rozdily v celkovém obsahu lignanti. Odriida Pyra obsahovala
608 mg kg a odriida Spacinska 460 mg.kg™!, coZ je stejny a zaroven nejvyssi obsah lignanti
v kofenech pro rok 2012. Vroce 2012 byl primérny obsah vSech lignani v kotfenech
429 mg kg!. Vyrazné nejvyssi obsah lignantl, az 4x vys§i, byl viak zaznamenan v roce 2012

v kofenech pohanky tatarské - 2499 mg kg™,

Primérny obsah lignanti ve stoncich tvofil vroce 2011 18 % a vroce 2012 21 %
z celkového obsahu lignanti. V roce 2011 byl primérny obsah lignanli ve stoncich prosa
171 mg.kg™!, nejvice lignant obsahovala odriida Spadinska 200 mg.kg', nasledovala odriida
Jana a Pyra. V roce 2012 byl primérny obsah lignanti ve stoncich o néco nizsi nez v roce
2011 - 140 mgkg' s nejvyssim obsahem v odriidé Spacinska, ale celkovy obsah lignanti byl
v tomto roce opét velice vyrovnany pro vSechny odriildy. Ve stoncich pohanky tatarské byl
obsah lignanti naopak 2x (2012) az 3x niz$i (2013) nez v pohance seté. Ve studii Hosseiniana
a Mazza (2009) &inil obsah lignanii ve stoncich tritikale pouze 2,7 mg. kg' a v listech

2,3 mg. kg'!, pfi¢emz suma lignanti byla tvotena SDG a MR.

Obsah lignant ve slupkdch pohanky zaujimal vroce 2011 11 % a vroce 2012 12 %
z celkového obsahu lignani v pohance. Vroce 2011 ¢inil primérny obsah lignant
100 mg.kg! a vroce 2012 84 mgkg'. Celkovy obsah lignanii ve slupkach pohanky byl
nejvyssi v odradé Spacinska pro oba roky (136 a 107 mgkg’ pro rok 2011 a 2012),
néasledovala odriida Jana (90 a 78 mg.kg™!; 2011, 2012) a Pyra (73 resp. 67 mg.kg'; 2011 a
2012). Pro srovnani v nedavné studii Smeds et al. (2012) byly kvantifikovany lignany
v otrubach zita, pSenice a ovsa a celkovy obsah lignanti v téchto vzorcich byl 45; 31 a
15 mg.kg!, tedy zhruba poloviéni, tfetinovy az $estinovy nez ve slupkach pohanky. Ve studii
Hosseiniana a Mazza (2009) ¢inil obsah lignand v otrubach tritikale pouze 0,1 mg.kg.

Cv v

20x méné¢ a 6x méné nez stonky. Primnérny obsah lignanti v nazkach v roce 2011 tvotila
pouze odrida Jana, vzhledem k znehodnoceni nazek u odriidy Pyra a Spadinska. Primémy
obsah lignant tvofil v roce 2011 a 2012 3 % z celkového obsahu lignant. V nazkach odrudy
Jana byl obsah lignanti v roce 2011 30 mg.kg"! a vroce 2012 28 mgkg™!. Odridy Pyra a
Spacinska obsahovaly celkem 20 mg.kg' v roce 2012. Celkovy obsah lignanti v nazkach je

mozné porovnat pouze se zminénou studii Smeds et al. (2007), ackoliv 1 v této studii je
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celkovy obsah lignanil jen orientacni s ohledem na uvedné obsahy kvantifikovanych lignant
vzdy jen pro nejvice uc¢innou metodu extrakce (ve studii byly porovnany cEtyfi metody
extrakce). V této souvislosti byl obsah lignanti v nazkach z obou let v nasi studii vyssi - 30 a
22 mg.kg! ve srovnani s 16 mg.kg! finskych autorl. Ve studii Smeds et al. (2007) byl dale
porovnan obsah lignanli v nazkéch a slupkéach, kdy autofi dosli k zavéru, Ze na rozdil od
jinych druht obilovin jako je zito, pSenice a oves, ve slupkach pohanky, prosa a tritikale
nejsou lignany koncentrovany tak jako v nazkach/obilkach. Celkovy obsah lignant v celém
zrné/nazce byl v rozmezi 62 az 78 %. V ptipad€ pSenice byl obsah lignanii v obilce 9,6 %, u
zita, ovsa, jemene a pSenice Spaldy 25 az 40 %. V nasi studii byl celkovy obsah lignant
v nazkach v ptipad¢ odridy Jana pro rok 2011 34 % a pro rok 2012 35 %, pro odriidu Pyra
(2012) 30 % a odriidu Spacinska (2012) jen necelych 19 %, z éehoZ vyplyva opaény zavér, ze
lignany jsou spiSe koncentrovany v obalovych vrstvach tedy ve slupkdch. Z hlediska

potravinarského vyuziti je ale tato skute¢nost méné vyhodna.

Tabulka 24. Souhrnné vysledky obsahu lignanti (mg.kg") v jednotlivych &astech a odriidach
pohanky seté a tatarské pro rok 2011 a 2012.

Pohanka seta - ¢asti 2011, 2012

Lignany Stonky Kofeny Slupky Nazky

Suma 2011 n=9) (n=9) n=9) (n =3)"

Celkem primér 171 + 23.3 650 + 152 100 +23.3  30.4 + 5.60

Jana 172 + 23.1 881 + 192 89.9+19.9 304 +5.60

Pyra 142 + 18.7 608 + 132 72.9 £ 16.0

Spatinska 200 + 27.9 460 + 87.1 136 + 30.0

Suma 2012 n=9) n=9) n=9) n=9)

Celkem pramér 140 + 14.9 429 + 81.1 84.0 + 18.5 224 +4.05

Jana 133 + 13.8 412 + 64.8 78.2 £ 163  27.5+4.92

Pyra 143 + 15.6 416 + 88.2 66.6 + 14.0 19.7 + 3.35

Spatinska 145 + 16.9 460 + 84.9 107 £ 23.3  20.1 + 3.52
Pohanka tatarska - ¢asti 2012

Celkem 66.8 + 10.0 2499 + 541

“Hodnoty ve sloupci zahrnuji pouze odridu Jana (2011).
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Distribuce lignani v odradach pohanky
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Obrazek 34. Souhrnné vysledky obsahu lignanii v jednotlivych ¢astech a odridach pohanky
seté a tatarské pro roky 2011 a 2012.

5.3.2 Stanoveni lignant v prosu
5.3.2.1 Zastoupeni lignani v odriiddach prosa

Profil zastoupeni jednotlivych lignanti je ve vSech Ctyfech odriidach prosa setého pro oba
roky 2011 a 2012 podobny. Vysledky jsou shrnuty v tabulkdach 25 a 26 na obrazcich 35 a 36
(pozn. jednotky osy y jsou v grafech vyjadieny v logaritmickém meéfitku). Obsahy lignant
jsou zde vyjadieny jako primérné hodnoty a sumy lignanti zahrnujici vSechny ¢asti rostliny,

tj. stonky, koteny, slupky a obilky, plati pro vSechny ctyti odridy v obou letech.

Mezi nejvice dominantni lignany patii derivait OMR s celkovym obsahem pro rok 2011 od
226 mg.kg™! pro odriidu Omskoe do 294 mg kg™ pro odriidu Unikum. V roce 2012 byl obsah
dOMR od 244 mgkg! pro odridu Yantarnoe do 272 mgkg™! pro odridu Omskoe. Dalsi
hojné zastoupené lignany jsou SYR a LAR pro oba roky. Obsah SYR pro rok 2011 je od
55 mg.kg! pro odriidu Omskoe do 131 mg.kg™! pro odriidu Unikum; pro rok 2012 36 mg.kg™!
téZ pro odriidu Omskoe do 70 mg.kg™! pro odriidu Unikum. LAR se v roce 2011 pohyboval
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v koncentracich od 59 mgkg! pro odriidu Yantarnoe do 90 mgkg' pro odrtidu Unikum.
V roce 2012 se LAR pohyboval na hladinach od 72 mg.kg" pro odriidu Yantarnoe do 120
mg.kg™! pro odriidu Unikum.

Statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) v obsahu lignani mezi odridami byl zaznamenan
vroce 2011 u lignant CLAR a HMR a vroce 2012 pouze u HMR. HMR je ve vyssi
koncentraci obsazen v odridé Unikum (31 mg.kg™! pro rok 2011; 25 mg.kg™! pro rok 2012) a
nejniz$i obsah v roce 2011 v odriidé Omskoe (6,6 mg.kg™!) a v roce 2012 v odridé Yantarnoe
(11 mg.kg™"). Nejnizsi obsah CLAR byl vroce 2011 zaznamenan v odridé Omskoe (0,55
mg.kg!) a nejvyssi v odriidé Unikum (2,6 mg.kg™!).

Tabulka 25. Zastoupeni lignant v jednotlivych odradach prosa seté¢ho pro rok 2011 vyjadiené
vmgkg!.

Proso seté - odridy 2011
Unikum (n = 12) Veselop.” (n = 12) Omskoe (n = 12) Yantarnoe (n = 12)
primér + SD suma primér + SD suma prumér +SD suma primér + SD suma
CLAR 0.66 + 0.41"  2.64 0.35 + 0.39 1.40 0.14 + 0.25 0.55 0.16 + 0.29 0.63
HMR 7.64 + 9.45 30.5 252 + 1.47 10.1  1.65 + 0.91 6.58 2.30 + 1.51 9.18

Lignany

SEC 5.85 + 4.44 234  9.28 £9.54 37.1 4.86 £ 4.22 19.4  4.10 £ 3.48 16.4
LAR 22.5+9.85 89.8  20.3 £12.6 81.1 17.7 £+ 14.7 70.9 147 £ 12.9 59.0
PIN 397 £2.18 159 2.86 £ 2.41 1.5 2.58 £2.23 10.3  2.90 £ 1.85 11.6
SYR 32.9 £ 35.6 131 21.2£229 84.9 13.7+14.0 55.0 159+t 16.1 63.5
CONI 4.06 + 2.85 16.2  7.54 £ 6.66 30.1  4.21 £2.63 16.8 6.74 + 4.20 27.0
MR 2.81 +3.33 11.2  3.18+2.14 12.7  2.25 £ 2.05 9.01 3.02 £ 1.58 12.1
ARC 0.29 + 0.37 1.16 0.79 £ 0.74 3.16 0.70 £ 1.26 2779 1.01 £ 0.89 4.05

dOMR 73.4 + 73.6 294 69.3 + 53.0 277  56.5 £+ 48.9 226 589 + 51.2 235

“Odriida Veselopodoliaskoe; “primémé hodnoty v fadcich — vyznadené kurzivou se statisticky
vyznamn¢ li$i na hladiné€ pravdépodobnosti (p < 0,05).
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Tabulka 26. Zastoupeni lignanti v jednotlivych odrtidach prosa setého pro rok 2012 vyjadiené
v mgkg.

Proso seté - odridy 2012
Unikum (n = 12) Veselop.” (n = 12) Omskoe (n=12) Yantarnoe (n = 12)

Lignany

prumér + SD  suma  primér + SD  suma  primér + SD suma  primér + SD suma
CLAR 0.14 + 0.26 0.57 ND 0.16 + 0.28 0.63 ND
HMR 6.11 + 3.58" 244 316+ 1.89 126  6.24 + 4.93 249 274+ 1.73 11.0
SEC 6.18 + 4.10 247 7.58 +7.84 30.3  5.39 +£5.28 21.6  3.65+349 14.6
LAR 29.7 £ 16.4 119  27.1 £ 24.0 108  21.5+ 18.9 86.0 18.0 + 18.0 72.0
PIN 5.37 + 4.61 21.5 1.88 +1.18 7.53 4.24 +3.18 16.9 3.78 + 2.60 15.1
SYR 17.5 £ 19.0 69.9 16.7 £ 20.2 66.7 9.10 £ 11.1 36.4  9.62 + 14.4 38.5
CONI 4.28 + 3.00 17.1  7.62 + 4.89 30.5 8.21 £6.16 32.8  8.96 + 5.96 35.9
MR 1.36 + 0.97 546 1.87 +1.02 7.46  2.84 + 2.48 11.4  3.17 + 2.48 12.7
ARC 0.13 + 0.24 0.53  0.22 £ 0.39 0.86 0.58 £ 1.06 233 094 +1.70 3.76

dOMR 61.2 + 58.2 245  64.1 + 52.6 257 68.0 + 65.8 272 61.1 + 54.7 244

“0Odriida  Veselopodoliaskoe; “primérné hodnoty v fadcich — vyznadené kurzivou se statisticky
vyznamn¢ lisi na hladiné pravdépodobnosti (p < 0,05); ND = nebylo detekovano.
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Obrazek 35. Zastoupeni lignant v jednotlivych odriadach prosa setého pro rok 2011.

97



Proso seté - odriady 2012

OUnikum @Veselop. M Omskoe OYantarnoe

1000.0

F,

o 100.0 i

E

o3

s

C

Qo

= 10.0 S a

)

<

©

8

(]

£

£ 10 T H L HEE L A
0.1 HII T T T T T T T T 1

CLAR HMR SEC LAR PIN SYR CONI MR ARC dOMR

Obrazek 36. Zastoupeni lignant v jednotlivych odridach prosa setého pro rok 2012.

Tabulka 27 a obrazek 37 znazoriiuji souhrnné vysledky pro jednotlivé odriidy prosa setého
pro oba roky. V roce 2011 1 2012 byla z hlediska celkového obsahu lignanii nejbohatsi odrida
Unikum (616 a 528 mg.kg™!, pro roky 2011 a 2012). Nésledovala odrtida Veselop. (549 a 521
mg.kg!; 2011, 2012), Omskoe (417 a 505 mg.kg™!) a Yantarnoe s celkovym obsahem lignanti
439 a 448 mgkg! pro roky 2011 a 2012. Odrtidy Unikum a Veselop. dosahly v roce 2011
vysSich hodnot nez v roce 2012, zatimco odridy Omskoe a Yantarnoe naopak v roce 2012
obsahovaly vys$si koncentrace lignanti nez v roce 2011. Déle odriidy Yantarnoe a Veselop.
a Omskoe byl rozdil mezi jednotlivymi roky vyraznéjsi (14 a 17 %). Mezi obéma roky nebyl
v celkovém souctu obsahu lignanii ze vSech odrid vyznamné;js$i rozdil, hladina lignanti v roce
2011 byla jen o néco malo vyssi nez vroce 2012. Celkové sumy lignani v potravinaisky
nevyuzitelnych c¢astech (sumy stonkl, kofenii a slupek) vsech odrid prosa koresponduji
s celkovymi obsahy lignani, obsah lignanli v obilkach tak tvoii pouze od 2,1 do 3,9 %
z celkového obsahu lignanti. Podrobna distribuce lignanti v jednotlivych ¢astech prosa je

popsana v nasledujici kapitole 5.3.2.2.
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Tabulka 27. Souhrnné vysledky obsahu lignanii v odrtidach prosa setého pro rok 2011 a 2012
vyjadiené jako suma = SD v mg.kg!.

Proso seté - odridy 2011, 2012

. Unikum Veselop.* Omskoe Yantarnoe

Lignany
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12)

2011
Celkova suma 616 + 35.5 549 + 28.1 417 £ 22.5 439 + 25.4
Suma S, K, SL’ 597 + 38.9 534 + 30.9 405 + 27.6 423 + 279
Suma O° 18.5 + 2.60 15.1 £ 2.16 12.5 + 1.44 16.2 + 2.01
2012

Celkova suma 528 + 28.9 521 +29.3 505 + 31.1 448 + 27.5
Suma S, K, SL 511 + 31.7 509 + 32.1 494 + 34.6 437 + 30.7
Suma O 17.4 +2.29 11.5 + 1.61 10.7 + 1.42 10.9 + 1.56

“Odriida Veselopodoliaskoe; S — stonky, K — koteny, SL — slupky; “O — obilky.
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Obrazek 37. Souhrnné vysledky obsahu lignant v odridach prosa set¢ho pro rok 2011 a
2012; S — stonky, K — koteny, SL — slupky, O — obilky.
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5.3.2.2 Distribuce lignanii v prosu

Zastoupeni lignant v jednotlivych ¢astech prosa — tj. ve stoncich, kotenech, slupkéach a
obilkéch je podobné jako u vzorka pohanky zna¢n€ nerovnomérné. V tabulkdach 28 a 29 jsou
uvedeny primérné obsahy lignanii v analyzovanych ¢astech rostliny, které¢ zahrnuji vSechny
odridy. Jak je ztabulek patrné, statisticky vyznamny (p <0,05) rozdil byl zaznamenan u
vSech kvantifikovanych lignanti v obou letech. Z ¢ehoz vyplyva, Ze zastoupeni konkrétnich

lignanti je vazano na danou cast rostliny podobné¢ jako u vzorkl pohanky.

Profil lignanti je pro oba roky 2011 i 2012 podobny (ebrdzky 38 a 39), pouze v piipade
lignantt CLAR a ARC byly zaznamenany jisté odlisnosti. V roce 2011 nebyly lignany CLAR
a ARC kvantifikovany pouze u obilek a vroce 2012 byly naopak CLAR i1 ARC

kvantifikovany pouze u stonkd.

Ve vSech c¢astech prosa v obou letech dominuje piedev§sim derivat OMR, jeho obsah je
v kotenech o fad vyssi nez ve stoncich a slupkéch a o dva fady vyssi nez v oblkéach. Dale je ve

vSech ¢astech rostliny hojné obsazen SYR a LAR.

V kotenech byl primérny obsah dOMR 142 a 135 mg.kg™! pro roky 2011 a 2012. Obsah
SYR se pohyboval v roce 2011 na hlading 48 mg.kg! a v roce 2012 13 mg.kg"'. Obsah SYR
byl vroce 2012 nizsi nez ve stoncich. To plati také pro LAR, jeho obsah v kofenech byl
v roce 2011 i 2012 nizsi nez ve stoncich (23 a 34 mg.kg™).

Ve stoncich byl nejhojngji obsaZen jiz zminény derivat OMR, s obsahem 84 a 97 mg.kg'!
pro roky 2011 a 2012. Dale LAR, v roce 2011 byl jeho obsah 36 mgkg™' a v roce 2012 48
mg.kg!. Vedle JOMR a LAR ve stoncich dominuje SYR (34 a 38 mg.kg!). Vyznamnéjsi je
jesté obsah SEC (13 mg.kg! pro oba roky).

Ve slupkéch je nejvyssi primérny obsah dOMR 27 a 19 mg.kg! pro roky 2011 a 2012 a
dale LAR 13 a 12 mgkg' a HMR a CONI 4 a 8 mg.kg™! pro 2011 a 8 a 14 mg.kg™ pro rok
2012.

V obilkach je obsah dOMR 6 a 4 mg.kg™! pro rok 2011 a 2012, a LAR (4 a 3 mgkg™'; 2011
a2012). Vyznamng&;jsi je dale obsah CONI (2 a 4 mg.kg™). P¥i porovnani obsahti jednotlivych
lignanti v nasi studii a studii finskych autorti (Smeds et al. 2007) bylo vyssi hladiny lignant
dosazno u dOMR (5,5 mgkg! vs. 0,6 mgkg!') a LAR (4,4 vs. 0,3 mgkg"!), u ostatnich

lignanti bylo dosazeno niz§ich hladin.
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Tabulka 28. Zastoupeni lignanl v jednotlivych ¢astech prosa setého pro rok 2011 vyjadiené

v mgkg.
Proso seté - ¢asti 2011

. Stonky Korieny Slupky Obilky

Lignany
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12)

CLAR  0.70 + 0.13"  0.39 + 0.45 0.21 # 0.39 ND
HMR 847 + 8.74 1.24 + 0.75 3.57 + 1.37 0.82 + 0.67
SEC 12.5 + 6.71 9.05 + 2.68 1.85 + 0.71 0.72 + 0.26
LAR 35.6 + 3.27 22.6 + 5.13 12.6 + 6.50 4.38 + 2.06
PIN 2.40 + 0.64 4.39 + 2.57 4.69 + 1.54 0.84 + 0.31
SYR 34.2 + 10.0 48.0 + 22.6 1.14 + 0.94 0.38 + 0.23
CONI 2.36 + 0.96 9.99 + 4.69 7.98 + 3.49 2.21 + 0.91
MR 2,40 + 1.12 4.62 + 2.80 351+ 214 0.73 + 0.50
ARC 1.39 + 1.22 0.96 + 0.72 0.44 + 0.33 ND
dOMR 83.8 + 7.62 142 + 29.8 26.6 + 13.2 5.50 + 1.44

"Primémé hodnoty v fadcich — vyznadené kurzivou se statisticky vyznamné lisi na hlading

pravdépodobnosti (p < 0,05); ND = nebylo detekovano.

Tabulka 29. Zastoupeni lignanti v jednotlivych ¢astech prosa setého pro rok 2012 vyjadiené

vmgkg!.
Proso seté - ¢asti 2012

. Stonky Koreny Slupky Obilky

Lignany
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12)

CLAR 030 + 0.31" ND ND ND
HMR 3.36 + 1.00 6.02 + 1.32 813 +4.28 0.74 + 0.63
SEC 12.7 + 3.83 7.73 # 2.66 1.95 + 1.22 0.41 + 0.35
LAR 47.6 + 8.87 33.6 + 10.8 12.1 + 8.46 2.96 + 2.27
PIN 2,43 + 0.92 7.25 + 3.60 5.06 + 2.04 0.53 + 0.19
SYR 38.3 £ 9.20 12.9 + 7.48 1.42 + 0.49 021 + 0.12
CONI 217 + 0.71 9.30 + 2.64 14.0 + 3.79 359+ 1.16
MR 1.61 + 0.22 2.71 + 0.49 4.41 + 2.66 0.51 + 0.33
ARC 1.87 + 1.35 ND ND ND
dOMR 97.1 + 18.7 135 + 17.2 19.0 + 6.34 3.68 + 1.21

"Primémé hodnoty v fadcich — vyznadené kurzivou se statisticky vyznamné lisi na hlading

pravdépodobnosti (p < 0,05); ND = nebylo detekovano.
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Proso seté - casti 2011
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Obrazek 38. Zastoupeni lignant v jednotlivych ¢astech prosa setého pro rok 2011.

Proso seté - c¢asti 2012
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Obrazek 39. Zastoupeni lignant v jednotlivych ¢astech prosa setého pro rok 2012.
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Na obrazku 40 je zndzornéna analyza hlavnich komponent (PCA) vzorkl prosa pro rok
2011. Z modelu PCA jsou ziejmé korelace jednotlivych skupin vzorkl pro dané ¢asti rostliny.
Nejvice je patrna korelace vSech odriid obilek podobné jako vzorkii nazek u pohanky, déle
spolu siln¢ koreluji stonky vSech odrad, slupky odriid Jantarnoe (E), Omskoe (O) a
Veselopodoliaskoe. (V), kofeny odrtid Veselop. (V) a Unikum a koteny odrid Jantarnoe (E) a
Omskoe (O). Prvni hlavni komponenta (PC 1) vystihuje variabilitu vzorkd ze 49 % a je
tvofena prevazné SYR (16,8 %) a dOMR (16,1 %), dale LAR (13,8%), SEC (12,5 %) a
CLAR (12,4 %). Druha hlavni komponenta (PC 2) rozliSuje vzorky z 22 % a tvofi ji pfevazné
CONI (30,4 %), PIN (18,1 %), MR (17,9 %) a LAR (12,2 %). Pfi porovnani obou projekci do
komponentni roviny je patrné, Ze v kotfenech pievazuje dOMR, v kofenech a stoncich dale
SYR, LAR, CLAR a ARC. Kofeny odrid Veselop. a Unikum spolu silnéji koreluji s ohledem
na vyssi podil dOMR, SYR, LAR, SEC a CLAR nez v odriadach Yantarnoe a Omskoe.
Stonky odriidy Unikum méné koreluji s ostatnimi vzorky s ohledem na vyssi podil SYR,
castecné 1 LAR a zejména diky nepfitomnosti HMR. Ve slupkach a kotfenech je hojn¢ obsazen

cv v

opacné stran¢ projekce nez koteny.
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Obrazek 40. Analyza hlavnich komponent; (A) projekce vzorkti prosa setého do komponentni
roviny pro zhodnoceni distribuce lignanli v jednotlivych ¢éastech prosa pro rok 2011;
(B) projekce kvantifikovanych lignani do komponentni roviny.
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Obrazek 41. Analyza hlavnich komponent; (A) projekce vzorkt prosa setého do komponentni
roviny pro zhodnoceni distribuce lignanti v jednotlivych castech prosa pro rok 2012;
(B) projekce kvantifikovanych lignant do komponentni roviny.

Model PCA prosa set¢ho pro rok 2012 je znazornén na obrazku 41. PC 1 vystihuje
variabilitu promnénych ze 43 % a je tvotena zejména SYR (19,7 %), LAR (19,4 %) a CONI
(19,2 %), dale dOMR (11,2 %) a ARC (10,6 %). PC 2 vystihuje promnénlivost souboru
729 % a je tvorena pievazné PIN (26,7 %), HMR (22,5 %), MR (20,3 %) a CONI (15,1 %).
Podobné jako vroce 2011 1 vroce 2012 spolu silné¢ koreluji vzorky vSech odrid obilek a
stonkil. Mezi vzorky kofenti a slupek je patrnd mirna odliSnost v koncentraci a zastoupeni
jednolivych lignanti. Ve stoncich je oproti ostatnim castem obsazen ARC, dominuje LAR,

SYR a SEC. V kotenech opét dominuje dOMR a ve slupkdch CONI, HMR, PIN a MR.

Souhrnny model PCA pro oba roky 2011 a 2012 je znazornén na obrazku 42. PC 1
vystihuje variabilitu promnénych ze 42 % a je tvotena pievazné SYR (19,0 %), SEC (18,5 %),
LAR (18,2 %), dOMR (17,7 %) a CLAR (10,9 %). PC 2 vystihuje proménlivost souboru
724 % a je tvorena prevazné CONI (33,5 %), MR (26,4 %) a PIN (25,2 %). Z uvedenych
projekci do komponentni roviny vyplyvaji silné korelace obilek pro oba roky 2011 a 2012 a
dale vyznamné korelace stonki, kde se Castecn¢ oddélily pouze stonky odrady Unikum pro
rok 2011. Tato odriida v roce 2011 jako jedina neobsahuje ARC a je zde vyraznégji zastoupen
HMR (23 mg.kg!), ostatni odridy z roku 2011 a viechny odriidy v roce 2012 obsahuji o ¥ad
méné¢ HMR. Zprojekci je dale patrnd korelace kotfeni i slupek, pfiCemz jsou mezi

jednotlivymi odridami patrné castecné rozdily v zastoupeni a koncentraci konkrétnich

104



lignanti. V kotenech vyraznéji dominuje dOMR a ve slupkach HMR, vroce 2011 je ve
slupkach vice PIN a v roce 2012 i CONI a MR.
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Obrazek 42. Analyza hlavnich komponent; (A) projekce vzorkl prosa set¢ho do komponentni
roviny pro zhodnoceni distribuce lignanti v jednotlivych Castech prosa pro roky 2011 a 2012;
(B) projekce kvantifikovanych lignant do komponentni roviny.

Souhrnné vysledky, charakterizujici distribuci lignani v jednotlivych c¢astech a odridach
prosa set¢ho pro oba roky 2011 a 2012, jsou uvedeny v tabulce 30 a na obrazku 43.
Nejbohatsi casti z hlediska celkového obsahu lignanti byly jako v pfipadé pohanky koteny,
avSak u vzorkli prosa nebyl zaznamenan tak vyrazny rozdil v obsahu lignanii od ostatnich
¢asti rostliny. V roce 2011 zaujimaly kofeny v priméru 48 % z celkového obsahu lignanti a v
roce 2012 43 %. Primérny obsah liganii byl v kofenech 243 mgkg! vroce 2011 a v roce
2012 214 mgkg!. Mezi jednotlivymi odridami byly v roce 2011 zaznamenany vyrazngjsi
rozdily v celkovém obsahu lignant nez v roce 2012. V roce 2011 byl nevyssi obsah lignant
v kotenech odriidy Unikum (333 mg.kg™'), nasledovala odrtida Veselop. (271 mg.kg™!) odriida
Omskoe (174 mg.kg!) a Yantarnoe (195 mgkg™!). V roce 2012 byl celkovy obsah lignanti
v kofenech vyrovnangj$i, nejbohatsi byla opét odrida Unikum (258 mgkg™!), nasledovala

Yantarnoe (165 mg.kg™).

Stonky zaujimaly v roce 2011 36 % z celkového obsahu lignant v prosu a v roce 2012
42 %. Primérny obsah lignanti ve stoncich byl vroce 2011 184 mgkg! a vroce 2012

207 mg.kg!. Jednotlivé odriidy vykazovaly vobou letech pomémé vyrovnané hladiny
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celkovych lignand. V roce 2011 bylo nejvice lignanti ve stoncich obsazeno v odriidé Unikum
(201 mg.kg!) a v roce 2012 naopak nejméné (173 mg.kg™). V roce 2012 bylo nejvice lignanti
ve stoncich obsazeno v odridé Veselop. (232 mgkg') a naopak vroce 2011 dosahla

nejnizsich hodnot ze v§ech odrid (176 mg.kg™).

Obsah lignanti ve slupkach byl pro oba roky jako v pfipadé pohanky pomérné vyrovnany a
tvofil v priméru 12 a 13 % z celkového obsahu lignanid. Primérny obsah lignanti ze vSech
Styfech odrtid ¢inil v roce 2011 63 mg.kg! a v roce 2012 66 mg.kg!. Z hlediska odriid bylo
nejvice lignanti ve slupkach obsazeno v odriidé Veselop. (86 mg.kg!), nejméné v odride
Yantarnoe (51 mgkg'). Vroce 2012 byl nejvyssi obsah lignani v odridé Unikum
(79 mg.kg!) a nejméné opét v odriidé Yantarnoe (56 mg.kg'). Opét se zde nabizi porovnani
s vysledky dosazenymi v nedavné sudii Smeds et al. (2012), kde byl celkovy obsah lignanti ve
slupkach Zita 45 mg.kg!, psenice (31 mg.kg!) a ovsa (15 mg.kg™).

cvwvr

tvofil obsah lignanti v obilkach pouze v priméru 3 a 2,5 % z celkového obsahu lignani pro
roky 2011 a 2012. Primérny obsah lignant byl v roce 16 a 13 mg.kg! pro roky 2011 a 2012,
coz je vice nez ve studii finskych autort (Smeds et al. 2007), kde byl celkovy obsah lignanti
v prosu 9 mg.kg™!, ackoliv kvantifikované spektrum lignanti bylo $iri. Nejvyssi obsah lignant
byl zaznamenan v odrtidé Unikum pro oba roky (19 a 17 mgkg?!). P¥i porovnani obsahu
lignant v obilkéach a slupkach prosa byl obsah lignant v obilkach v roce 2011 od 17 do 32 %,
coz je pomérn¢ Siroky rozsah. V roce 2012 byl primérny obsah lignanii v obilkach prosa
v rozmezi od 16 do 22 %, pficemz vétsi podil lignanti v obilkach prosa byl zaznamenéan v
odridach Yantarnoe (32 a 20 %) a Unikum (29 a 22 %) pro oba roky. Rozdil v obsahu
lignanti ve zminénych odradach v porovnani s odradami Veselop. a Omskoe, ve kterych byl
zaznamenan nizs§i obsah lignant, miize souviset se specificou strukturou obilek, zejména s
podilem obalovych vrstev tedy s perispermem (oplodim) a perikarpem (osemenim).
Z uvedenych vysledki vyplyva, Ze jsou lignany koncentrovany zejména v obalovych

vrstvach. Dosli jsme tedy k opacnému zavéru nez finsti autoti (Smeds et al. 2007).
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Tabulka 30. Souhrnné vysledky obsahu lignani (mg.kg!) v jednotlivych &astech a odriidach
prosa setého pro rok 2011 a 2012.

Proso seté - ¢asti 2011, 2012

Lignany Stonky Kofreny Slupky Obilky
Suma 2011 (n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
Celkem primér 184 + 26.5 243 +43.8 62.6 + 8.10 15.6 + 1.95
Unikum 201 + 26.4 333 +58.8 63.2 + 8.56 18.5 + 2.60
Veselop.” 176 + 24.3 271 +44.9 86.5 + 14.7 15.1 £ 2.16
Omskoe 181 + 30.0 174 +34.0 49.3 + 5.33 12.5 + 1.44
Yantarnoe 176 + 27.1 195 +38.4 51.4 + 5.78 16.2 + 2.01
Suma 2012 (n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
Celkem primér 207 + 31.7 214 +44.6 66.1 + 6.26 12.6 + 1.54
Unikum 173 + 24.2 258 +45.7 78.9 + 9.23 17.4 + 2.29
Veselop.” 232 + 33.5 213 +39.3 63.4 + 8.56 11.5 £ 1.61
Omskoe 209 + 34.2 220 +45.8 66.0 + 5.96 10.7 + 1.42
Yantarnoe 215 + 36.5 165 +33.6 56.0 + 6.06 10.9 + 1.56
“Odruda Veselopodoliaskoe.
Distribuce lignanti v odridach prosa
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Obrazek 43. Souhrnné vysledky obsahu lignant
setého pro rok 2011 a 2012.

v jednotlivych Castech a odrtidach prosa
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5.3.3 Souhrnny obsah lignani v pohance a v prosu

V tabulce 31 jsou uvedeny souhrnné vysledky primérnych obsahii jednotlivych lignanii
v pohance seté¢ pro roky 2011 a 2012 a jejich soucty (obr. 44), dale primémé hodnoty
pohanky seté a tatarské dosazené v roce 2012 a celkové primérné hodnoty pro roky 2011 a
2012 bez a s pohankou tatarkou. Z vysledkl analyz je zfejmé, Ze v roce 2011 byl celkovy
obsah lignanii v pohance seté ve vSech analyzovanych ¢éstech vSech tii odrad zhruba o tietinu
vys§i nez v roce 2012. Z hlediska statistické vyznamnosti (p < 0,05) se v letech 2011 a 2012
mezi sebou lisily hladiny CLAR a MR. Pfi zahrnuti vysledkd pohanky tatarské se statisticky
vyznamny rozdil omezuje pouze na CLAR. NejvySsi obsah lignanti byl v obou letech
zaznamenan pro SYR 490 a 294 mg.kg™! (pro roky 2011 a 2012), CLAR 247 a 152 mgkg' a
derivatu OMR 120 a 116 mg.kg™!. Dal§imi vyznamnymi lignany v pohance jsou PIN (51 a 47
mg.kg'; 2011, 2012) a LAR (29 a 41 mgkg™; 2011, 2012).

Souhrnné vysledky profilu lignanti pro vzorky prosa setého pro roky 2011 a 2012 jsou
uvedeny v tabulce 32 a na obrazku 44. Z hlediska celkového obsahu lignant nedoslo mezi
roky 2011 a 2012 u vzorkl prosa k vyraznéj$im rozdilim jako u vzorkd pohnaky. Celkovy
obsah lignant ¢inil v roce 2011 505 mg.kg™! a v roce 2012 500 mg.kg™!. Statisticky vyznamny
rozil (p <0,05) mezi obéma roky byl zaznamenan pouze u lignanu CLAR. Nejvyssi obsah
lignanti byl zaznamenan u derivatu OMR 258 a 254 mg.kg' pro rok 2011 a 2012. Dal$imi
vyznamnymi lignany jsou LAR (75 a 96 mg.kg'; 2011 a 2012) a SYR s obsahy (84 a
53 mg.kg'; 2011 a 2012).

Pti porovnani celkového primérného obsahu lignani v obou druzich plodin v obou letech
2011 a 2012, bylo dosazeno ve vzorcich pohanky (ze tfi odriid) v priméru 219 mgkg' a
v prosu (ze &tyf odriid) 126 mgkg™!, coz je zhruba o polovinu méné& nez v pohance. Tento

rozdil je zfeyme dan druhovou specifi¢nosti obou plodin.
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Tabulka 31. Souhrnné vysledky obsahu lignanii (mg.kg!) v pohance seté a tatarské pro rok
2011 a2012.

Pohanka - celkem 2011, 2012

2011 2012 2012 2011, 2012 2011, 2012
X Pohanka seta Pohanka seta Pohanka seta, ., Pohanka set4,
Lignany Pohanka seta
(n=30) (n=36) p. tatarska p. tatarska
primér + SD  suma prumér +SD  suma (n=42) (n=66) (n=72)
CLAR 70.5 + 31.6" 247 380 + 19.6 152 36.3 £20.0 52.7 + 29.7 50.5 + 30.5
HMR 225+ 1.78 7.8 3.11 +4.32 12.4 130 + 463 2.72 £ 365 76.6 + 357
SEC 1.38 £ 1.65 55 1.25%0.77 5.00 429+ 113 1.31 £ 8.94 3.08 + 8.77
LAR 7.51 £ 4.00 28.5 10.3 £ 7.07 41.2 10.1 £ 6.97 9.02 + 6.00 9.01 £ 6.02
PIN 14.7 £ 15.8 50.5 11.8 +12.1 47.0 13.8 £+ 14.2 13.1 £ 15.1 14.2 £ 14.8
SYR 146 + 209 490 73.4 £ 104 294 78.7 + 103 107 + 161 107 + 158
CONI 0.62 + 0.61 22 1.04 +£1.02 4.15 12.3 £ 41.3 0.85 + 32.6 7.43 + 31.9
MR 0.13 + 0.27 0.8 1.04 +0.98 4.18 4.00 £ 11.0 0.63 + 8.75 2.38 + 8.58
ARC ND ND 0.02 £ 0.07 0.08 0.23 £ 0.77 0.01 + 0.61 0.13 £ 0.60
dOMR 35.8 £+ 46.0 120 29.1 £+ 45.0 116 38.9 + 54.9 32.1 £+ 52.1 37.6 + 51.0
Suma 279 + 49.1 951 169 + 23.8 676 328 + 41.5 219 + 34.4 308 + 36.7

’Primémé hodnoty v Fadcich

pravdépodobnosti (p < 0,05); ND = nebylo detekovano.

— vyznaCené kurzivou se statisticky vyznamné 1li§i na hladiné

Tabulka 32. Souhrnné vysledky obsahu lignanti (mg.kg™!) v prosu setém pro rok 2011 a 2012.

Proso seté - celkem 2011, 2012

. 2011 (n =48) 2012 (n =48) 2011, 2012

Lignany
prumér + SD  suma  primér + SD suma (n=96)

CLAR 0.33 + 0.39"  1.30  0.07 + 0.20 0.30 0.20 + 0.33
HMR 3.52 +5.29 14.1  4.56 + 3.59 183 4.04 +4.53
SEC 6.02 + 6.08 24.1  5.70 + 5.46 22.8 5.86 +5.75
LAR 18.8 £+ 12.6 752 241 +19.5 96.3 214+ 16.5
PIN 3.08 + 2.17 12.3  3.82 +3.30 153 3.45+2.80
SYR 20.9 + 24.1 83.7 13.2 +16.5 529 17.1 £20.9
CONI 5.64 + 4.52 22.5 7.27 +5.31 29.1  6.45 +4.97
MR 2.82 +2.32 11.3  2.31 +1.97 9.24 256 +2.15
ARC 0.70 + 0.88 2.79  0.47 + 1.05 1.87  0.58 + 0.97
dOMR 64.5 + 56.1 258  63.6 + 56.2 254 64.0 £ 55.9
Suma 126 + 19.6 505 125 + 19.3 500 126 + 19.4

’Priimérné hodnoty viadcich — vyznadené kurzivou se statisticky vyznamné lisi na hlading

pravdépodobnosti (p < 0,05).
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Pohanka a proso 2011, 2012
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Obrazek 44. Souhrnné vysledky obsahu lignant v pohance a prosu pro rok 2011 a 2012.

5.3.4 Stanoveni lignant v amarantu
5.3.4.1 Distribuce lignanit v amarantu

Profil zastoupeni lignan je v jednotlivych Castech tj. v kofenech, stoncich a listech
amarantu znacné¢ nerovnomeérny. Z vysledkil analyz, které jsou shrnuty v tabulce 33 a na
obrdzku 45, je ziejmé, Ze nejvyssi obsah lignand je soustfedén ve stoncich 518 mgkg™.
V listech je celkovy obsah lignanii téméf tfikrat niz$i nez ve stoncich 183 mgkg'! a nejnizsi
hladina lignanti byla zaznamenana v kofenech 7,3 mg.kg!. Nejvice zastoupenym lignanem
byl ve vSech Castech amarantu SYR s 76 % zastoupenim (56 % ve stoncich, 86 % v listech a
87 % v kotenech). VSechny kvantifikované lignany vykazovaly statisticky vyznamny rozdil

(p <0,05) mezi jednotlivymi ¢astmi amarantu.

Obsah SYR ve stoncich amarantu ¢&inil 288 mg.kg!, dale zde byl vyznamné zastoupen
HMR (30 %) 153 mg.kg!. Koncentrace ostatnich lignanii ve stoncich amarantu se pohybovala
o fad az dva nize nez SYR a HMR. V listech byl obsah SYR 158 mgkg! a o fad nize se
pohyboval LAR (8,5 %) 15,5 mg.kg'. Obsah lignanti v kofenech amarantu byl vyrazné nizsi

nez v ostatnich ¢astech rostliny a nesrovnatelné nizky v porovnani s pohankou a prosem.
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Tabulka 33. Zastoupeni lignanti (mgkg™!) v jednotlivych &astech amarantu pro rok 2012
(primér = SD, n = 3; suma).

Amaranthus hypochondriacus 2012

Lignany Stonky Listy Kofeny Celkem Suma
CLAR 3.06 +0.09° 3.09 £0.40 ND 2.05 £ 1.55 6.15
HMR 153 £3.17 2.53 £0.19 0.28 £0.01 52.0 £ 76.0 156
SEC 2.81 £0.09 1.56 £0.12 ND 1.46 £ 1.22 4.37
LAR 19.5 £0.59 155 £0.81 ND 11.7 £ 8.94 35.0
PIN 33.6 £0.57 1.35 £0.12 ND 11.6 £ 16.5 34.9
SYR 288 +5.56 158 £19.9 6.40 +0.20 151 £ 122 452
CONI 10.4 £0.34 ND 0.43 +£0.02 3.61 £5.10 10.8
MR 3.98 £0.16 ND ND 1.33 £1.99 3.98
ARC ND ND ND ND ND
dOMR 3.90 £0.10 1.45 £0.22 0.23 £0.02 1.86 = 1.62 5.58
Suma 518 £94.9 183 £49.3 7.34 £2.00 236 £49.4 709

’Priimérné hodnoty viadcich — vyznadené kurzivou se statisticky vyznamné lisi na hlading

pravdépodobnosti (p < 0,05); ND = nebylo detekovano.
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Obrazek 45. Zastoupeni lignanii v jednotlivych ¢astech amarantu pro rok 2012.
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5.4 Stanoveni lignan v matolinach a semenech bobuli révy vinné

Pro stanoveni lignanii byly dale vyuZzity odpadni produkty vznikajici pfi zpracovani hrozn
révy vinné — matoliny a semena bobuli, oba smésné¢ vzorky pochazely z modrych odrud.
Studie, které se dosud zabyvaly chemickym sloZenim matolin a dal$ich vinafskych odpadnich
produktii byly vétSinou zaméfeny na stanoveni polyfenolickych sloucenin, zejména trans-
resveratrolu ¢i framns-viniferinu, nebo na stanoveni vitamini A a E (Lachman et al., 2011;
Triska et al., 2012). Z literatury jsou dostupné pouze informace o obsahu lignana ve vinech
(Mazur, 1998; Mazur a Adlercreutz, 2000; Nurmi et al., 2003; Milder et al., 2005; Thompson
et al., 2006; Kuhnle et al, 2008), proto jsme pfedpokladali, Ze lignany by mohly byt pfitomny
také v matolinach. Z uvedenych studii vyplyva, ze vyssi hladiny lignanti byly zjistény ve
vinech Cervenych nez ve vinech bilych. Nejrozsahlejsi studie (Nurmi et. al., 2003) byla
zaméfena na analyzu deseti vzorkd vin (8 Cervenych a 2 bila vina), riznych provenienci a
odrd a celkem bylo kvantifikovano pét lignanti (SEC, MR, LAR, SYR a CLAR) z deviti
(plus PIN, TRACH, ARC, ANSEC), s celkovym obsahem lignananti od 0,81 do 1,4 mg.I"! pro
gervena vina a 0,35 — 0,64 mg.I"! pro bil4 vina. Nejhojnéji obsazenym lignanem byl ve viech
vzorcich vin CLAR s 63 % zastoupenim z celkového obsahu lignanti a s primérnym obsahem
0,70 mg.I"!, nasledoval SEC s 26 % a primérnym obsahem 0,29 mg.1"!, dale LAR (4,8 % a
0,054 mg.I'"), MAT (3,6 %, 0,040 mg.I"") a SYR (3,4 % a 0,038 mg.I""). Uvedena data plati

pro ¢ervena vina. Vzorky vina byly analyzovany pomoci HPLC s coulometrickou detekci.

Matoliny a semena bobuli modrych odrid byly v rdmci nasi studie analyzovany pomoci
LC-MS. Celkovy obsah lignanii v matolinch se pohyboval na hlading 55,3 mg.kg™! a u semen
bobuli 33,7 mg.kg-1 (tabulka 34 a obrazek 46). Nejvice zastoupenym lignanem v matolinach
1 v semenech bobuli byl podobné jako ve vzorcich vin CLAR, s 35 - 37 % zastoupenim a
obsahem 11,9 - 20,7 mgkg! (semena, matoliny), ddle SEC (34 — 25 %) a obsahem 11,6 —
14,0 mg.kg! a LAR (15 - 11 %) 5,0 — 6,0 mg.kg''. V matolinach byl dale vyznamnéjsi obsah
SYR (10 %) s koncentraci 5,6 mg.kg-1, ktery v semenech bobuli nebyl detekovan. Déle byly
ve vzorcich matolin a semen bobuli kvantifikovany lignany HMR, PIN, MR a CONI, pfi¢emz
lignany HMR a CONI nebyly dosud ve vzorcich vin detekovany.
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Tabulka 34. Obsah lignanti (mg.kg') v matolinaich a semenech bobuli (primér, n=2,
RSD < 20 %).

Semena bobuli

Lignany révy vinné Matoliny
CLAR 11.9 20.7
HMR 3.15 3.81
SEC 11.6 14.0
LAR 5.04 6.03
PIN 1.15 2.99
SYR ND 5.55
CONI 0.21 0.26
MR 0.64 2.04
Suma 33.7 55.3

Lignany v matolinach a semenech bobuli révy vinné

@ Semena bobuli @ Matoliny

25

20

15

10

Obsah lignant (mg.kg?)

\ i — | |

CLAR HMR SEC LAR PIN SYR CONI MR

Obrazek 46. Zastoupeni lignanli v matolinach a semenech bobuli.
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5.5 Stanoveni lignant v prirodnich vodach

Ve vybranych lokalitach s vyskytem moktadl a riznym zastoupenim dievin, které rostou
piimo ve vodé nebo na biehu, byly odebrany vzorky vody (Mokré, tankodrom a rozvodi
LuZnice) s predpokladem vyluhovani lignant (zejména HMR) obsazenych v biomase stromtl.
V piipad¢ potvrzeni tohoto predpokladu by pfitomnost lignani ve vod€¢ mohla byt

biomarkerem luzniho lesa.

Analyza lignant ve vybranych vzorcich pfirodnich vod byla provedena pomoci plynové
chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS) (obr. 47 a 48). V tabulce 35 jsou uvedeny
vysledky stanoveni lignanti v proméfenych lokalitdch. Vysledky jsou doplnény o stanoveni
rozpusténého uhliku (DOC) (Hydrobiologicky ustav AV CR, v.v.i.) a o porovnani ziskanych
dat s literarnimi udaji (Smeds et al., 2007b).

Tabulka 35. Obsah lignant v ptirodnich vodach a porovnani vysledku s literaturou.

Lokalita HMR (pg.I")  SEC (ngI') DOC (mg.I'")
Mokré* 27,1 D 8,7
Tankodrom” 206,6 D 82
Rozvodi Luznice” 64,9 D 144
Motska voda” 0,000049 ND

Vodovodni voda” 0,157 ND

Pirodni huminova voda” 0,071 0,0279

“Detekovan téz CONI; “studie (Smeds et al., 2007b); D = detekovano; ND = nebylo detekovéno.

Z namétenych vysledkl je patrné, ze na lokalité ,,tankodrom* byl nalezen nejvyssi osah
HMR, cozZ je dano pravdépodobné tim, Ze na uvedné lokalit¢ se nachazeji trvale zamokiené
plochy se stojici vodou, ve které rostou riizné dieviny, pfevazné vrby a olSe. Vezme-li se
v ivahu obsah rozpusSténého organického uhliku, pak cca 2,5 % ztohoto mnoZstvi tvofi
HMR, coz je pomérn¢ velké mnoZzstvi. Naproti tomu ve vzorku rozvodi Luznice klesa toto
mnozstvi na cca 0,5 % pii stoupajici hodnot¢ DOC, coz znamend, ze ve vodé musi byt
pfitomny dalsi latky, které nepatii mezi lignany. Ve vSech odebranych vzorcich vod je
pritomen rovnéz SEC a CONI (obr. 47), ale jejich koncentrace se pohybovaly v oblasti limitu

detekce pro HMR 1,32 — 3,78 pg.I'!.

Na potvrzeni hypotézy, ze by piitomnost lignanii ve vodé¢ mohla byt biomarkerem luzniho
lesa se stile pracuje a zkoumaji se vzorky zréiznych vodnich ekosystémi (jizni Cechy,

Sumava, jizni Morava, Vltava aj.).
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6. ZAVERY

e Predlozend disertatni prace byla zaméiena na studium distribuce lignanii v biomase
dfevin, zejména smrku ztepilém, v biomase vybranych druhi obilovin a pseudocerealii, v
prosu, pohance a amarantu a v odpadnich zemédélskych produktech. Diilezitou soucasti
prace byl vyvoj a optimalizace metod pro piipravu, zpracovani a vlastni analyzu

vybranych vzorkl. Dil¢im cilem prace byla identifikace lignanti ve vodnim ekosystému.

e Pro zpracovani vzorkli byla z testovanych extrak¢nich technik nejicinnéj$i metoda
zrychlené extrakce rozpoustédlem (ASE) za pouziti methanolu nebo smeési acetonu
s vodou (70:30 nebo 95:5 v.v'") po odstranéni lipofilnich latek n-hexanem. Pro analyzu
lignani byla optimalizovdna metoda kapalinové chromatografie s hmotnosti detekci
(LC-MS) za vyuziti chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI) v negativnim

modu.

e Cast studie byla zaméfena na identifikaci neznamych lignant, izolovanych ze suk® smrku
ztepilého. V precisténych HPLC frakcich byly za vyuziti metody plynové chromatografie
s hmotnostni detekci (GC-MS) identifikovany lignany 7S-todolaktol A a 7R-todolaktol A,
7'-hydroxylariciresinol a dva stereoisomery 9'-hydroxylariciresinolu. Struktury téchto
lignanti byly potvrzeny pomoci nuklearni magnetické resonance (NMR). Identifikace 7S-
a 7R-isoliovili byla potvrzena na zakladé hmotnostnich spekter, dale byl piedbézné
identifikovan 7'-oxolariciresinol. Z uvedenych lignani byl ve smrku ztepilém
identifikovan pouze 7'-hydroxylariciresinol. V extraku suku bylo dale detekovano
nékolik desitek dal$ich lignand, né¢které z nich mély podobnd hmotnostni spektra jako
todolaktoly, isoliovily a 7'-hydroxylariciresinol, u dalSich lignant struktura neni znama.

Neznamé lignany tvofily pfiblizn€ 6 % suSiny extraktu.

e Distribuce lignani byla sledovana v biomase tii odrid pohanky seté, pohanky tatarske,
Ctyf odrid prosa setého a amarantu, sklizenych v letech 2011 a 2012. Ve vzorcich bylo
vyuzitim metody LC-MS kvantifikovano 10 lignant. Profil zastoupeni jednotlivych
lignant byl ve vsech tiech odridach pohanky seté pro oba roky 2011 a 2012 podobny.
Nejvice lignanti v roce 2011 obsahovala odrtida Jana 1173 mg.kg™! a v roce 2012 odrida
Spacinska 732 mg.kg', s nejvice dominantnimi lignany syringaresinolem (SYR), dale

cyklolariciresinolem (CLAR) a derivatem oxomatairesinolu (dlOMR). V obou letch byly
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u vSech analyzovanych ¢asti pohanky (stonky, kofeny, slupky a nazky) zaznamendny
statisticky vyznamné rozdily v obsahu lignanti, vyjma HMR. Nejvyssi obsah lignana byl
nalezen v kofenech (66 %) s dominantnim SYR. AZ 4x vyS§i obsah lignanQ
2 500 mg.kg™! byl v roce 2012 zjistén v kofenech pohanky tatarské s dominantnim HMR.
Stonky pohanky obsahovaly 19,5 % a slupky 11,5 % z celkového obsahu lignant. Slupky
nazek dale obsahovaly 2x az 6x vice lignani nez jaké bylo zjisténo v otrubéch zita,
pSenice a ovsa. Lignany jsou spiSe koncentrovany v obalovych vrstvach nazek, pti¢emz

nazky tvofily jen 3 % z celkového obsahu lignant

Ze souhrnné analyzy hlavnich komponent (PCA) vyplynuly silné korelace vzorkl nazek
vSech analyzovanych odrid pro oba roky. Dale spolu vyznamné korelovaly slupky vSech
odriid a kofeny odriid Pyra a Spacinska. Z modeli PCA pro oba roky jednozna¢né
vyplynuly korelace skupin vzorkd, které reprezentovaly dané ¢asti rostliny, pficemz bylo
z modelti patrné odliSeni vétSiny casti rostliny vazané na konkrétni odridy. Celkovy
obsah lignanti byl v roce 2011 ve vSech analyzovanych castech vSech tii odrad pohanky
seté zhruba o tfetinu vys$si nez v roce 2012 951 a 676 mgkg. Ve vzorcich prosa byly
naopak hladiny celkového obsahu lignati vyrovnané 505 a 500 mg.kg!, ale v porovnani

s pohankou nizsi.

Profil zastoupeni lignan byl ve vSech Ctyfech odridach prosa setého pro oba roky
podobny. Nejvice lignani bylo obsazeno v odriidé Unikum (616 a 528 mg.kg!, pro roky
2011 a 2012) a odriidé Veselop. Zastoupeni lignant v jednotlivych Castech prosa bylo
podobné jako u vzorkli pohanky zna¢né nerovnomérné. Vyznamné se v obou letech lisily
hladiny vSech kvantifikovanych lignanii pro vSechny analyzované ¢asti. V. obou letech
dominovaly piedev§im derivat OMR, dale SYR a lariciresinol (LAR). Nejbohatsi ¢asti
z hlediska celkového obsahu lignanli byly jako v pfipadé¢ pohanky koteny 45,5 %, ale
rozdil mezi kofeny a stonky nebyl tak vyrazny. Stonky tvotily 39 %, slupky 12,5 % a
obilky prosa pouze 3 % zcelkového obsahu lignanti. Lignany jsou také u obilek
koncentrovany v obalovych vrstvach. Ze souhrnného modelu PCA vyplynuly silné
korelace obilek pro oba roky 2011 a 2012 a dale vyznamné korelace stonkl. Z projekci
vzorkl prosa do komponentni roviny byla dale patrna korelace kotentl i slupek, pficemz
byly mezi jednotlivymi odridami patrné ¢astecné rozdily v zastoupeni a koncentraci

konkrétnich lignani.

Zastoupeni lignant v jednotlivych ¢astech tj. v kofenech, stoncich a listech amarantu bylo

opét znacné¢ nerovnomerné. NejvysSi obsah lignanti byl soustiedén ve stoncich
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(518 mg.kg™!). V listech byl celkovy obsah lignanli téméF tfikrat nizsi neZ ve stoncich a
amarantu byl vyrazné nizs§i nez v pohance (74x) a prosu (33x). Nejvice zastoupenym
lignanem byl ve vSech castech amarantu SYR (76 %) a dale HMR. VSechny
kvantifikované lignany vykazovaly mezi jednotlivymi ¢astmi amarantu statisticky

vyznamné rozdily.

Pro stanoveni lignanti byly dale vyuZzity odpadni produkty vznikajici pfi zpracovani
hroznli révy vinné — matoliny a semena bobuli, oba smésné vzorky pochéazely z modrych
odrid. Celkovy obsah lignanti se v matolinach pohyboval na hlading 55,3 mgkg! a
u semen bobuli 33,7 mg.kg!. Nejvice zastoupenym lignanem v matolinach i v semenech
bobuli byl podobné jako ve vzorcich vin CLAR (35 a 37 %), dale sekoisolariciresinol
(SEC) a LAR.

Metodou GC-MS byla provedena analyza lignanti ve vybranych vzorcich ptirodnich vod.
Nejvyssi obsah HMR byl nalezen na lokalité ,,tankodrom*, s trvale zamokienou plochou
se stojici vodou, ve které rostou rizné dieviny. HMR tvofil z celkového rozpusténého
organického uhliku cca 2,5 %. Na potvrzeni hypotézy, Ze by pifitomnost lignant ve vodé
mohla byt biomarkerem luzniho lesa se stale pracuje a zkoumaji se vzorky z riiznych

vodnich ekosystémd.

vvvvv

smrkového dieva ¢i ve vzorcich pfirodnich vod, zejména nové poznatky o distribuci
lignanti v biomase obilovin a pseudocerealii. Dosazené vysledky ukazuji, ze vedlejsi
produkty ziskané pfi zpracovani téchto plodin mohou najit $irs§i vyuziti v potravinarském

pfipadné farmaceutickém primyslu nebo jako technické produkty.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AcOK octan draselny

AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome — Syndrom ziskaného selhani imunity

ANSEC anhydrosekoisolariciresinol

APCI atmospheric-pressure  chemical ionization — chemickd ionizace =za
atmosferického tlaku

ARC arctigenin

ASAR asarinin

ASE accelerated solvent extraction — zrychlena extrakce rozpoustédlem

AV CR Akademie véd Ceské Republiky

BSTFA N,O-bis(trimethylsilyl)-trifluoroacetamid

CARD carthamosid

CART carthamogenin

CDCl; deuterovany chloroform

CEAD coulometric electrode array detection — coulometricka detekce

CI chemical ionization — chemicka ionizace

CLAR cyklolariciresinol

CONI a-conidendrin

CUBE cubebin

D detected — bylo detekovano

DCM dichlomethan

DCUBE deoxycubebin

dOMR derivat oxo-matairesinolu

DMR didemethylovany matairesinol

DMSO dimethylsulfoxid

DMSO-ds deuterovany dimethylsulfoxid

ED enterodiol

EIl electron ionization - elektronova ionizace

EL enterolakton

ER estrogenni receptor

ESI elecrospray ionization — ionizace elektrosprejem

GC gas chromatography — plynova chromatografie

GC-FID gas chromatography flame ionization detector — plynova chromatografie

s plamenoveé-ioniza¢nim detektorem
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GC-MS

GGE
HCUBE
HEL
HIN
HIV
HMR
HPLC

iso-HMR
IUPAC

LAR
LC-MS

LIO
LOD
LOQ
MASE

MED
MR
MR-de
MS
MTBE
ND
NDGA
NMR
NOE
NOE-diff
NOESY
OEL
OHEL
OHSEC
OMR
PHYLN

gas chromatography mass spectrometry — plynova chromatografie s hmotnostni
detekci

guajacylglyceryl ether

dihydroxycubebin

hydroxyenterolakton

hinokinin

Human Immunodeficiency Virus — virus lidské imunitni nedostatecnosti
hydroxymatairesinol

high-performance liquid chromatography — vysokoucinnd kapalinova
chromatografie

iso-hydroxymatairesinol

International Union of Pure and Applied Chemistry — Mezinarodni unie pro
¢istou a uzitou chemii

lariciresinol

liquid chromatography mass spectrometry — kapalinovd chromatografie
s hmotnostni detekci

liovil
limit od detection — mez detekce
limit of quantitation — mez stanovitelnosti

microwave assisted solvent extraction — extrakce podporovand mikrovinnym
ohievem

medioresinol

matairesinol

deuterovany matairesnol

mass spektrometry — hmotnostni spektrometrie; hmotnostni spektra
methyl zerc.butyl ether

not detected — nebylo detekovéano

nordihydroguajaretova kyselina

nuclear magnatic resonance — nukledrni magnetickd resonance
nuclear Overhauser effect — nuklearni Overhausertv jev
nuclear Overhauser effect difference spectroscopy

nuclear Overhauser enhanced spectroscopy
7-oxo-enterolakton

7-hydroxyenterolakton

7-hydroxy-sekoisolariciresinol

7-oxo-matairesinol

phylligenin
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PDA
PIN
PODO
RRT
SDG
SEC
SEC-ds
SES
SYR
THF
TLC
TMCS
TMP
TMS
TODA
TRACH
TRAD
UOCHB
UV/VIS

VUPP
WIK
YAT
YATD
YATD2
46T

photodiode array detector — detektor diodového pole

pinoresinol

podophyllotoxin

relativni reten¢ni Cas

sekoisolariciresinol diglukosid

sekoisolariciresinol

deuterovany sekoisolariciresinol

sesamin

syringaresinol

tetrahydrofuran

thin layer chromatography — chromatografie na tenké vrstvé
trimethyl-chlorosilan

thermo-mechanical pulping - termo-mechanické zpracovani dieva
trimethylsilyl (derivaty lignanti)

todolaktol A

trachelogenin

trachelosid

Ustav organické chemie a biochemie Akademie véd Ceské republiky

ultraviolet-visible spectroscopy — spektroskopie v ultrafialové a viditelné
oblasti

Vyzkumny ustav potravinaisky Praha
wikstromol

yatein

yatein diol

dihyro-dideutero yatein

lignan 46T (z Libocedrus yateensis)
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