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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACN - acetonitril

ASE — zrychlena extrakce rozpoustédlem

CE — kapilarni elektroforéza

DW — sucha hmota

EAE — extrakce za pomoci enzymu

ELSD — evaporative light scattering detector

ESI — ionizace elektrosprejem

EtOH — etanol

GC — plynova chromatografie

HCT-116 — lidska bunécna linie kolorektalniho karcinomu
HeLa — lidska bunécna linie cervikalniho karcinomu
HepG2 — lidska buné¢na linie hepatocelularniho karcinomu
HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
LLE — extrakce kapalina-kapalina

Lovo — lidské bunécna linie kolorektalniho karcinomu
MAE — mikrovlnna extrakce

MEKC — micelarni elektrokineticka chromatografie
MeOH — metanol

MEP — metylerytritol fosfat

MS — hmotnostni spektrometrie

MVA — kyselina mevalonova

PEF — extrakce v pulznim elektrickém poli

PLE — extrakce tlakovou kapalinou

rpm — otacky za minutu

SFE — extrakce superkritickou kapalinou

SGC7901 - lidska bunécna linie karcinomu zaludku
SH-SYS5Y - lidskéa bunééna linie neuroblastomu

SPE — extrakce na pevné fazi

TLC — chromatografie na tenké vrstvé

UAE — ultrazvukem asistovana extrakce

UPLC — ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie



UPLC-MS/MS — ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovou

hmotnostni spektrometrii



1 UVOD A CILE PRACE

Saponiny tvofi pocetnou skupinu rostlinnych sekundarnich metabolita. Lze je rozdélit
na triterpenoidni a steroidni saponiny (SSs). SSs se skladaji ze sapogeninové Casti se
steroidnim skeletem (aglykonu) a sacharidové ¢asti (glykonu). Podle typu struktury steroidni
¢asti je mizeme dale délit na cholestanové, furostanové a spirostanové. Saponiny mayji
nepiijemnou hotkou chut’ a vétSinou se vyskytuji v bezbarvé podobé. Saponiny nalézame
Vv rostlinach (a to ve vétSiné rostlinnych casti), houbach, bakteriich a n¢kterych nizsich
mofskych organismech.

Tyto sekundarni metabolity pfedstavuji biologicky aktivni latky. Celkové bylo
prokazano, ze SSs vykazuji mnoho ucinkl, naptiklad protinddorové, antioxidacni,
protizanétlivé, antibakteridlni ¢i antidiabetické ucinky. Pozitivné pisobi také
na kardiovaskuldrni, nervovy a imunitni systém. Schopnosti nékterych saponinti je plisobeni
na permeabilitu bunéénych membran, ¢imz dochazi k hemolytické aktivité. Mechanismus
antibakterialni aktivity je zalozen pravé na destrukci bunééné membrany (jejich Géinek je
tedy baktericidni). V samotnych rostlinach napomahaji SSs v obran¢ proti fad¢ patogend.

Znamou rostlinou s obsahem SSs je kotvi¢nik zemni (Tribulus terrestris). Tato
dvoudé€lozna bylina se Zlutymi kvéty patii do celedi kacibovitych. Mizeme ho najit
v riznych ¢astech svéta. Kotvicnik dortsta az do vysky jednoho metru a preferuje spise
vyprahlé podnebi a pis¢ité pady. Jeho plody jsou diky vysokému obsahu riznych latek
vyuzivany v tradi¢ni ¢inské a indické mediciné. Dominantni sloZkou je steroidni saponin
protodioscin.

SSs Ize z rostlinného materialu izolovat pomoci fady metod. Metody izolace steroidnich
saponinu pro preparativni ucely se déli na konvenéni a zelené technologie. Ke konvenénim
metodam se fadi macerace, Soxhletova a refluxni extrakce. Ekologické zelené metody
extrakce zahrnuji mikrovlnou, ultrazvukovou a zrychlenou extrakci rozpoustédlem, extrakci
V pulznim elektrickém poli, extrakci za pomoci enzymu, extrakci tlakovou kapalinou
¢i extrakci superkritickou tekutinou. Metody izolace pro analytické ucely zahrnuji extrakci
kapalina-kapalina (Casté&ji vyuzivana) a extrakci na tuhé fazi. Metody kvantifikace saponint
se déli na spektrofotometrické a chromatografické. Celkovy obsah saponinl v extraktu byva
kvantifikovan pomoci spektrofotometrie. Separace saponint z rostlinnych materialti pomoci
chromatografickych metod se vyuziva k identifikaci a kvantifikaci konkrétniho saponinu.

Cilem této prace je shrnout informace o SSs v rostlinach, o jejich struktute, vyskytu

a biologické aktivité. Také je zde uveden piehled analytickych metod Vvyuzivanych
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pro stanoveni SSS ve vzorcich biologického plivodu. Experimentdlni ¢ast je vénovana
zavedeni metodiky pro skrinink vybranych SSs ve vzorcich rostlinné povahy. Experimenty

jsou provedeny se vzorky kotvi¢niku zemniho.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Déleni a struktura prirodnich saponina

Saponiny jsou velkou skupinou rostlinnych sekundarnich metabolitd, kterou lze rozdélit
do dvou hlavnich tfid, a to na triterpenoidni saponiny (Sest izoprenovych jednotek — 30
uhliki) a steroidni saponiny (27 uhlikd; Nguyen et al. 2020; Sadeghi et al. 2013) — Tab. 1.

Tab. 1 — Zdkladni rozdeleni saponinii podle jejich aglykonu na triterpenoidni

a steroidni. Glykon je pak tvoren kombinaci uvedenych sacharidu.

) Triterpenoidni
Aglykon (sapogenin)
Steroidni
Saponin D-gluk6za, D-galaktéza, L-ramnodza,
Glykon (sacharid) kyselina D-glukuronova, L-arabinoza,

D-fukéza, D-xyloza

Steroidni saponiny (SSs) se dale déli na cholestanové, furostanové a spirostanové. Saponiny
maji nepiijemné hofkou chut’ a vétSinou se vyskytuji v bezbarvé podobé (Nguyen et al.
2020).

Triterpenoidni ¢i steroidni aglykon tvofi sapogeninovou cast, jez je glykosidicky
spojena se sacharidovou ¢asti (glykonem) — Obr. 1 (Rehan et al. 2020; Nguyen et al. 2020;
Singh & Chaudhuri 2018). Sacharidova ¢ast byva tvofena D-glukdzou, D-galaktdzou,
L-ramno6zou, kyselinou D-glukuronovou, L-arabindézou, D-fukézou ¢i D-xylézou
(Lorent et al. 2014). SSs obsahuji jako sapogenin tetracyklické steroidni jadro a extra
furanové a pyranové heterocykly (Nguyen et al. 2020). Ginsenosidy obsazené
v zenSenu jsou napiiklad kvili nedostatku téchto extra heterocykli fazeny k triterpenoidnim
saponiniim, ackoliv maji steroidni strukturu. Saponiny pfedstavuji amfifilni slouceniny
(latky majici soucasné vlastnosti hydrofilni i lipofilni), které obsahuji lipofilni aglykon
a hydrofilni sacharidovou ¢ast (Singh & Chaudhuri 2018).
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Aglykon = Sapogeninova ¢ast

Glykon = sacharidova ¢ast

Obr. 1 — Kazdy saponin je tvoren sapogeninovou casti (aglykonem) a sacharidovou casti

(glykonem). Tyto casti jsou spojeny glykosidickou vazbou.

Saponiny jsou také rozdélovany na zaklad¢ jejich odliSnosti v sacharidové casti fetézce
(Rehan et al. 2020). Podle sacharidové ¢asti se déli na mono-, bi- a tridesmosidové. Jestlize
je sacharidové jednotka pfipojena k sapogeninu pies C-3, jedna se o monodesmosidy
(Moghimipour & Handali 2015). Pokud obsahuje saponin na C-26 a C-28 vice

sacharidovych jednotek, nazyvame jej bidesmosidovy.
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2.2 Biosyntéza saponini

Jedna se o velmi komplikovany proces, na kterém se podili dvé drahy: draha kyseliny
mevalonové (MVA) a draha metylerytritol fosfatu (MEP; (Eisenreich et al. 1998)).
U vysSich rostlin probiha biosyntéza prostiednictvim MVA i MEP drahy. Biosyntéza
saponinl za¢ina tvorbou izopentenyl difosfatu (IPP), ktery kondenzuje se svym izomerem
dimetylallyldifosfatem (DMAPP) za vzniku geranyldifosfatu (GPP) (Dubey et al. 2003).
GPP déle kondenzuje s IPP a vytvaii tak seskviterpenoidni farnesyldifosfat (FPP). Dvé
jednotky FPP kondenzuji za G¢asti enzymu skvalen syntazy a vznika linearni skvalen, ktery
se pomoci skvalen epoxygendzy oxiduje na 2,3-oxidoskvalen (Obr. 2). Oxidoskvalen je
cyklizovan mnozstvim oxidoskvalen cykldz, coz je prvni krok v biosyntéze jak steroidnich,

tak i triterpenoidnich saponinti a fytosteroli (Rehan et al. 2020; Abe et al. 1993).

0]
PP
T e 1
OPP OPP QPP

Acetyl-CoA Tzopentenyldifosfit (IPP)  Dimetylalvldifosfat (DMAPP) Geranyldifosfit (GPP)
+IPP +FPP
— X SN SN pp—* S X 2 . . %

Farnesyldifosfat (FPP) Skvalen

Skwvalen 2.3-oxidoskvalen
Obr. 2 — Schéma biosyntézy SSS. Kondenzaci IPP s izomerem DMAPP nejprve vznika GPP,
ke kterému se dale pripoji dalsi jednotka IPP. Dve jednotky nove vzmiklého FPP
spolu kondenzuji  a vytvari tak linedrni skvalen, jenz se postupné cyklizuje

a oxiduje na 2,3-oxidoskvalen.
Cyklizace poskytuje mnoho produkti (Rehan et al. 2020). Jednim z nich je cykloartenol,

z né¢hoz vznika cholesterol (Cz7), kampesterol (Czs) ¢i sitosterol (Cag). SSS pak vznikaji

prostiednictvim glykosylaci a oxygenaci piivodniho cholesterolu (Ginzberg et al. 2009).
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2.3 Vyskyt saponini

Saponiny nalézame v rostlinach, houbach, bakteriich a nékterych niZSich motskych
organismech (Marrelli et al. 2016; Gafni et al. 1997; Osbourn et al. 2011). Pfirozen¢ se
vyskytuji ve vétsSing rostlinnych casti, jako jsou listy, koteny, kiira, stonky, kvéty, plody
a oddenky (Rehan et al. 2020). Cast&ji se viak vyskytuji v listech a kofenech (Nguyen et al.
2020). Obvykle jsou saponiny zastoupeny u dvoudéloznych i jednodéloznych rostlin. SSs se
vyskytuji pievazné v zastupcich jednodé€loznych rostlin (Netala et al. 2014).

Triterpenoidni saponiny byly objeveny napiiklad v s6jovych bobech, fazolich,
hrachu, ¢aji, Spenatu, cukrové fepé ¢i v citrusech (Nguyen et al. 2020). SSs se vyskytuji
v semenech rajcat, chiestu, lilku nebo ovsu. Bylo také zaznamenano, ze nejspi§ obiloviny
a traviny obsahuji celkové méné saponinti (De Geyter et al. 2007).

Jednou z nejprostudovangjsich rostlin z pohledu saponinti je zensen (Panax ginseng;
Obr. 3) kvili jeho mnohym farmakologickym téinktim (Scott et al. 2001; Shi et al. 2011).
Bylo prokazano, Ze pfitomné saponiny jsou piimo zodpovédné za jeho kardioprotektivni

ucinky.

Obr. 3 — ZenSen pravy (Panax  ginseng; stazeno 13. 8. 2021
z https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ginsengpflanze.jpg).

Na biologicky aktivni slozky typu SSs jsou rovnéZ bohaté rostliny rodu Dioscorea (Wang et
al. 2012). V hlizach Dioscorea villosa a Dioscorea nipponica (Obr. 4) se hojné vyskytuje
sapogenin dioscin (1). Jeho hydrolyzou se ziskava steroidni aglykon diosgenin (2) slouzici
k syntéze dalSich steroidu, jako je kortizon (3), progesteron (4) nebo pregnenolon (5) (Patel
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etal. 2012; Peng et al. 2011) — Obr. 5. V Dioscorea nipponica jsou pak obsazeny jesté trillin
(6) a protodioscin (7) (Wang et al. 2012) — Obr. 5. Dal$imi rostlinnymi ¢eledémi bohatymi
na SSs jsou Agavaceae, Alliaceae, Asparagaceae, Dioscoreaceae, Liliaceae,

Amaryllidaceae, Bromeliaceae, Palmae a Scrophulariaceae (Moses et al. 2014).

Obr. 4 - Dioscorea nipponica (stazeno 13. 8. 2021
z https://www.biolib.cz/cz/taxon/id950953/).
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Obr. 5 — Struktury steroidnich saponinut obsazenych v rostlinach rodu Dioscorea: dioscin
(1), diosgenin (2), kortizon (3), progesteron (4), pregnenolon (5), trillin (6)

a protodioscin (7).

VétSina rostlin syntetizuje saponiny v prabéhu fyziologického vyvoje (Moses et al.
2014). Slozeni a mnozstvi jednotlivych saponini se béhem rustu lisi jak mezi rostlinnymi
druhy, tak i mezi jednotlivymi rostlinami téhoz druhu, organy a pletivy. Obsah saponinti je
ovlivnén i sezonnimi vykyvy. Rozdily ve tvorbé saponinii mohou odpovidat stupni potiebné

ochrany rostliny. U nékterych druhtt dochazi k produkci saponinii az v reakci na stres.
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V posledni dobé bylo objeveno n¢kolik novych SSs. V etanolovém extraktu hvézdice
Choriaster byl zaznamenan granulatosid C (8) (lvanchina et al. 2017). V oddencich
Aspidistra typica byly objeveny nové furostanolové a spirostanolové typaspidosidy
(typaspidosid B — 9), z nichz né€které vykazovaly anti-HIV aktivitu prostiednictvim inhibice
virové replikace (Cui et al. 2016). Spolu s nimi byly izolované i jiz znamé spirostanolové
saponiny atropurosid (atropurosid H — 10), neoaspidistrin (11), pratiosid (pratiosid D1 —12),

aspidistrin (13) a neosibiricosid (neosibiricosid D — 14).

HO a
HO 0
0 C

HO
H




OH

© 14

Obr. 6 — Struktury steroidnich saponinii objevenych v Choriaster: granulatosid C (8)
a Aspidistra typica: typaspidosid B (9), atropurosid H (10), neoaspidistrin (11), pratiosid
D1 (12), aspidistrin (13) a neosibiricosid D (14).
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V roce 2016 byly extrahovany fytotoxické furcrosidy (furcrosid D — 15) z listii sukulentni
tropické rostliny Furcraea hexapetala (Obr. 7), ktery je blizkym pfibuznym agave (Calle et
al. 2016). V této rostlin¢ byly také zaznamenany znamé a vyznamné saponiny hecogenin
(16) a tigogenin (17). Oddenky Anemarrhena asphodeloides (Obr. 8) obsahuji
anemarsaponiny (anemarsaponin B — 18) a timosaponiny (timosaponin D — 19) (Yang et al.
2016). Néekteré z nich vykazuji cytotoxickou aktivitu proti lidskym rakovinnym bunéénym
liniim HepG2 a SGC7901.

Obr. 7 — Furcraea hexapetala (stazeno 13. 8. 2021
z https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Furcraea_hexapetala_SSZ.jpg).

Obr. 8 - Anemarrhena asphodeloides (stazeno 13. 8. 2021
z https://lcommons.wikimedia.org/wiki/File:Anemarrhena_asphodeloides RBG_Kew.jpg).
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Obr. 9 — Struktury steroidnich saponinii ziskanych z Furcraea hexapetala: furcrosid D (15),
hecogenin (16), tigogenin (17) a z Anemarrhena asphodeloides: anemarsaponin B (18),
timosaponin D (19).

Nové SSs byly objeveny dale v suSenych kofenech a oddencich Helleborus thibetanus
(Zhang et al. 2016) a v etanolovém extraktu oddenku Polygonatum sibiricum (Tang et al.
2019) — obr. 10. Cytotoxické smilscobinosidy (smilscobinosid C — 20) pochazi z oddenkd
Smilax scobinicaulis (Shu et al. 2017). Jejich cytotoxicita byla testovana na ¢tyfech lidskych
nadorovych bunécnych liniich (SH-SY5Y, SGC-7901, HCT-116 a Lovo). V kotvi¢niku
zemnim (Tribulus terrestris), znamé jednoleté 1éCivé bylin€¢ z celedi kacibovitych
(viz kapitola 2.5 nize), jsou syntetizovany furostanolové i spirostanolové terrestrininy
(Wang et al. 2016).
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Obr. 10 —  Helleborus thibetanus  (vlevo;  stazeno 13. 8 2021
Z https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Helleborus_thibetanus_'Sichuan_-

200301' Franch., Nouv. Arch. Mus. Hist. Nat. sér. 2, 8 196 (1886) (49643700751).j
pa) a Polygonatum sibiricum (vpravo; stazeno 13. 8. 2021
z https://www.researchgate.net/figure/Polygonatum-sibiricum-Redoute-Photo-by-
IHan_fig3_281397263).

HOHoO

HO

Obr. 11 — Zistupce steroidnich saponinii z oddenkii rostliny Smilax scobinicaulis:
smilscobinosid C (20).

Dalsi rostlinou, kterd obsahuje spirostanolové i furostanolové saponiny, je jihoasijska
Tupistra chinensis (Song et al. 2015; Xiang et al. 2016a; Xiang et al. 2016b). Tyto latky
vykazuji antiproliferativni a protizadnétlivou aktivitu.

K novym SSs spirostanolového typu se fadi saponiny ziskané z rostliny Ypsilandra
parviflora pojmenované jako ypsiparosidy (ypsiparosid A — 21) (Lu et al. 2017).
Ypsiparosidy byly hodnoceny na schopnost indukovat agregaci trombocyti, coz odpovida

hemostatickému uc¢inku této rostliny. K jiz dfive objevenym saponiniim této rostliny patfi
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ypsilandrosidy (ypsilandrosid C — 22), pennogenin (23), paris saponiny (paris saponin VII —
24), taccasubosid B (25) a dalsi.

OH OH 21

OH




(%H 25

Obr. 12 — Struktury novych a jiz drive znamych steroidnich saponinii rostliny Ypsilandra
parviflora: ypsiparosid A (21), ypsilandrosid (22), pennogenin (23), paris saponin VII (24),
taccasubosid B (25).

Z Paris polyphylla var. Stenophylla (Obr. 13) byly izolovany paristenosidy (paristenosid A
— 26) a znamé paris saponiny (24) (Jin et al. 2016). V oddencich Tacca vietnamensis se
vyskytuji taccavietnamosidy (taccavietnamosid C — 27) s protizanétlivou aktivitou (Yen et
al. 2016).

Obr. 13 — Paris polyphylla (stazeno 13. 8. 2021
z https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Paris_polyphylla_PICT6030.jpg).
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Obr. 14 — Struktury izolovanych steroidnich saponinii z Paris polyphylla: paristenosid A
(26) a z Tacca vietnamensis: taccavietnamosid C (27).

SSs furostanolového typu byly objeveny v Dendrobium chrysanthum (Yang et al.

2019) — obr. 15. Tyto saponiny jsou také biologicky aktivni a maji cytotoxickou aktivitu

napt. proti HeLa lidskym nddorovym bunéénym liniim.
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Obr. 15 — Dendrobium chrysanthum (stazeno 13. 8. 2021
z https://www.biolib.cz/cz/taxon/id966877/).
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2.4 Vlastnosti a biologicka aktivita saponint

Saponiny jsou riizné rozpustné v zavislosti na pouzitém rozpoustédle, teploté ¢i pH (Nguyen
et al. 2020). Vysoce rozpustné jsou napiiklad ve vod¢, metanolu, etanolu a jinych
organickych rozpoustédlech, které se také pouzivaji pro jejich extrakci.

Jelikoz se jednd o amfifilni slouceniny, pisobi ve vodném roztoku jako povrchové
aktivni latky, tenzidy (Nguyen et al. 2020). Saponiny se svou lipofilni ¢asti usporadavaji
mimo vodny roztok, coz vede ke snizeni povrchového napéti a vzniku pény.

Dalsi schopnosti saponini je piisobeni na permeabilitu bunénych membran,
coz zpusobuje jejich hemolytickou aktivitu (Nguyen et al. 2020). Krvinky jsou timto
zpisobem jednoduse poSkozeny, protoze neobsahuji jadro, a tudiZ nejsou schopny
membranu opravit. Hemolyticka aktivita se v§ak nevyskytuje u vSech saponinil.

V minulosti byly saponiny povazovany za latky s antinutricni hodnotou
(Nguyen et al. 2020). Soucasné studie vSak ukazaly, ze vykazuji mnoho aktivit. Maji
napfiklad protinddorové, antioxidacni, protizanétlivé, antibakterialni, antidiabetické
a neuroprotektivni u¢inky. Pozitivn€ ptsobi také na kardiovaskuldrni a imunitni systém.

Kardioprotektivni  vlastnosti  jednotlivych saponinii  funguji na rGznych
mechanismech, jako jsou antioxidaéni a antihypoxicky efekt, regulace Ca?" iontd,
vazodilatac¢ni U¢inky, angiogeneze, apoptoza kardiocytil, antitrombotické ucinky a mnoho
dalsich (Singh & Chaudhuri 2018). Diosgenin (2) a jeho derivaty jsou znamymi
kardioprotektivnimi latkami se schopnosti snizovat hladinu sérového cholesterolu
zabranénim jeho absorpce ve stievech (Genser et al. 2012). Dalsi ptirodni steroidni saponin
trillin z oddenkt Dioscorea nipponica potlacuje peroxidaci lipidi a zvySuje aktivitu
superoxid dismutazy (SOD), ktera se podili na antioxida¢ni ochrané bunék (Wang et al.
2012).

Saponiny jsou také uzite¢né u pacientd s diabetem mellitus, kdy jsou schopny obnovit
inzulinovou odpovéd’, zvysit plazmatické hladiny inzulinu a vyvolat jeho uvoliovani
ze slinivky btisni (Marrelli et al. 2016).

Saponiny jsou pfi oralnim piijmu hodnoceny jako netoxické, jelikoz dochazi pouze
k nizkému podilu absorpce, coz je zpisobeno jejich vysokou molekulovou hmotnosti
a Spatnou prostupnosti membranami (Nguyen et al. 2020; Singh & Chaudhuri 2018).
Saponiny ani neptechdzi do krve a jsou hydrolyzovany stfevni mikroflérou na sapogeniny
a sacharidy. Tato skute¢nost omezuje vyuziti saponind jako 1éCiv. Jestlize jsou saponiny

zavedeny intraven6zné, plsobi toxicky kviili své hemolytické aktivité.
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V samotnych rostlinach nejsou saponiny vyzadovany pro normalni rist rostlin, jejich
vyvoj ¢i reprodukci, ale napomahaji rostlindm v obrané proti patogentim a skiidciim svymi
antimikrobidlnimi, antifungalnimi, antiparazitnimi, insekticidnimi a antifidantnimi
vlastnostmi (Chaieb 2010). Dale jsou rostlinami uvoliiovany do pidy za G¢elem potlaceni
ristu jinych rostlin (alelopatické ucinky), aby tak zabranily konkurenci o zdroje vyzivy
(Moses et al. 2014).

Primyslové se tato skupina rostlinnych metaboliti vyuziva jako emulgatory
¢i detergenty (Nguyen et al. 2020). Pro svou antimikrobialni vlastnost nalézaji uplatnéni také
v Sampdnech a zubnich pastich. Prvné byly saponiny vyuzity v roce 1960 k syntéze
pohlavniho hormonu progesteronu z diosgeninu (2; odvozeny od dioscinu — 1) pro ucely

peroralni antikoncepce (Balandrin 1996).
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2.5 Kotvi¢nik zemni (Tribulus terrestris L.)

Kotviénik zemni (Tribulus terrestris L.; Obr. 16) je dvoudé&lozna rostlina patiici do Celedi
kacibovitych (Zygophyllaceae), jez zahrnuje asi 25 rodt a 250 druhti (Stefanescu et al. 2020;
Dinchev et al. 2008). Tato jednoleta plaziva bylina se zlutymi kvéty se vyskytuje témér
po celém svéte, piedevsim ale v Cing, Jizni Africe, Australii, Indii a Evropé. Kotvicnik mize
dortst az do vysky jednoho metru a preferuje spiSe vyprahlé podnebi a piscité piidy. Jeho
plody jsou diky vysokému obsahu riznych latek vyuzivany v tradiéni cinské, indické

I bulharské medicin¢ (Pokrywka et al. 2014).

Obr. 16 - Kotvicnik zemni (Tribulus terrestris, stazeno 19. 8. 2021
z https://www.biolib.cz/cz/taxon/id3549/).

V extraktu kotviéniku zemniho bylo identifikovano ptes 70 strukturné odlisnych
sekundarnich metabolitlh s riznymi biologickymi aktivitami (Stefanescu et al. 2020).
Tato rostlina obsahuje zejména SSs, flavonoidy, tfisloviny, terpenoidy, polyfenolické
slouceniny ¢i alkaloidy. Pfitomné SSS jsou prevazné furostanové a spirostanové
(protodioscin, dioscin, diosgenin, tribulosin, terrestrininy, hecogenin a dalsi).
Dominantni slozkou plodi je bioaktivni steroidni saponin furastonového typu protodioscin
(7) (Dinchev et al. 2008). SloZeni extraktu a koncentrace jednotlivych slou¢enin zavisi
na mnoha faktorech — napt. na pouzité extrakéni metod¢, na druhu pouzitého rostlinného
materialu — koteny, listy nebo plody (Stefanescu et al. 2020). Dale obsah i koncentrace latek
v kotvi¢niku zavisi na podminkach ristu a obdobi sklizné, coZ nasledné ovliviiuje také

samotnou biologickou aktivitu (Dinchev et al. 2008). Nejvyssi mnozstvi saponini bylo
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zaznamenano v obdobi pfed a béhem kveteni. Dalsi vyzkumy ukézaly, ze je obsah
sekundarnich metabolitii spojen 1 s klimatickymi podminkami, ve kterych rostlina zije
(Dinchev et al. 2008; Lazarova et al. 2014). Bylo vSak prokazano, ze i mezi extrakty rostlin
ze stejné zemé existuji rozdily (Lazarova et al. 2014). V extraktech kotvi¢niki z riznych
casti Bulharska byla hodnocena pfitomnost a koncentrace dioscinu (1). Dioscin (1) nebyl
v nékterych extraktech viubec detekovan, a i koncentrace dioscinu (1), které detekovany
byly, se velmi lisily. Rozdilné sloZeni metaboliti pozorujeme také mezi jednotlivymi
rostlinnymi organy (Dinchev et al. 2008). Celkovy obsah saponint byl nejvyssi v listech,
zatimco ve stoncich a plodech bylo mnozstvi saponinti niz$i. VSechny tyto faktory plsobici
rozdily v obsahu sekundarnich metabolitli mezi rostlinami kotvi¢niku zemniho vysvétluji
rizné farmakologické uc¢inky v provedenych studiich (Stefanescu et al. 2020).

Kotviénik zemni je vyuzivan k pfipravé rlznych farmaceutickych ptipravki
a bylinnych doplnkt, které obsahuji predevsim standardizované extrakty se steroidnimi
saponiny (Stefanescu et al. 2020). Tyto pfipravky byvaji doporu¢ovany u poruch libida
u muzi i u Zen, u erektilni dysfunkce, u neplodnosti ¢i impotence, ackoliv je jejich uc¢innost
kontroverzni (Pokrywka et al. 2014). V posledni dobé je pozorovana zvySena spotieba
doplnkl z kotvicniku u sportovel, jako alternativa zakazanych anabolickych steroidu,
za ucelem zvyseni jejich vykonu (Stefanescu et al. 2020; Pokrywka et al. 2014).

Mezi farmakologické vlastnosti kotvicniku zemniho patfi antioxidacni,
ucinek (Stefanescu et al. 2020). Pisobi také na centralni nervovy systém.

Antibakterialni vlastnosti proti gramnegativnim 1 grampozitivnhim bakteriim byly
odhaleny v celkovych i frakcionovanych extraktech (Soleimanpour et al. 2015; Batoei et al.
2016). Citlivé grampozitivni bakterie ptredstavovaly ptredevsim fakultativné anaerobni
kmeny, jako je Staphylococcus aureus, Streptoccocus mutans, Streptococcus sanguinis,
Actinomyces viscosus nebo Enteroccocus faecalis. K senzitivnim gramnegativnim bakteriim
patii napt. Escherichia coli. Pfi hodnoceni antibakterialni aktivity proti Escherichia coli
obsahoval metanolovy extrakt kotvi¢niku 54 % saponint (Batoei et al. 2016). Neni jisté,
které ze sekundarnich metabolitli zodpovidaji za antibakterialni aktivitu (Stefanescu et al.
2020). Pravé saponiny jsou jiz znamymi antibakterialnimi slou¢eninami, jejichz
mechanismus u¢inku je zaloZen na destrukci bunééné membrany, coz vede k bunééné smrti
(Stefanescu et al. 2020; Bottger et al. 2012). Jejich ucinek je tedy baktericidni. Bylo také
objeveno, Ze saponiny mohou modulovat iontové kandly, coz vede ke zménadm

membranového potencialu.
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Extrakty kotvicniku zemniho inhibuji in vitro aktivitu o-glukosidazy, a-amylazy
a lipazy, coz jsou enzymy ucastnici se hydrolyzy sacharidi a lipida (Stefanescu et al. 2020;
Ercan & El 2016). o-amylaza S$tépi oligosacharidy na disacharidy a o-glukosidaza
disacharidy na glukoézu a ostatni monosacharidy. Inhibici aktivity téchto dvou enzymu
dochazi ke snizeni postprandidlni hyperglykémie u diabetikii. Lipaza zodpovida za Sté€peni
triacylglycerolt na monoacylglyceroly a volné mastné kyseliny. Aktivita celkového extraktu
byla vyssi nez aktivita samotnych saponint, coz znaci jejich synergické piisobeni s dalSimi
sloZzkami kotvi¢niku.

Extrakty kotvi¢niku byly také in vitro hodnoceny z hlediska toxikologickych efektt
(Abudayyak et al. 2014). Bylo zjisténo, ze vykazuji estrogenni a genotoxické ucinky.
Proto by uZzivani kotviéniku mélo byt peclivé uvazené, aby nedoslo k frameshift mutacim

¢1 naruseni endokrinniho systému.
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2.6 Prehled analytickych metod vyuZivanych ke stanoveni SSs

SSs lze z rostlinnych materialt izolovat pomoci béznych organickych rozpoustédel, jako je
etanol, metanol, aceton a dal$i (Nguyen et al. 2020). Samotna extrakce se pak muze délit
na konvencni a nov¢jsi zelené technologie (Heng et al. 2013; Nguyen et al. 2020; Azmir et
al. 2013; Nguyen et al. 2020). Princip konven¢nich metod spo¢iva v rozpusténi rozpustné
latky z rostlinného materialu v rozpoustédle, coz vyzaduje vétsi mnozstvi rozpoustédla.

Nekdy je rozpousténi latky podpofeno zahtivanim nebo mechanickym michanim a tfepanim.

wevr

v

ucinnosti ¢i v prevenci zneéisténi (Azmir et al. 2013). Jako extrakéni rozpoustédlo
se vyuziva voda pfi rizném tlaku a teploté.

V nékolika pracich bylo k extrahovani SSs a jejich purifikaci vyuzito také extrakce
kapalina-kapalina — LLE (Fang et al. 1999) ¢i extrakce na tuhé fazi — SPE (Dinchev et al.
2008). LLE spociva v pienosu cilového analytu z jedné kapalné faze do druhé nemisitelné
kapalné faze podle rozpustnosti analytt v téchto fazich (Chen et al. 2008). SSs byly takto
rozdéleny napiiklad mezi vodu a n-butanol (Fang et al. 1999). Pti SPE jsou rozpusténé
analyty pfivedeny do kontaktu s pevnou fazi v kolonce, kde jsou pak tyto analyty disledkem
interakci se sorbentem zadrzovany (Krasevec & Prosen 2018). K extrakci SSs byla napiiklad

vyuzita kolonka C-18 Sep-Pak s eluci analyti pomoci 70% etanolu (Dinchev et al. 2008).

2.6.1 Konven¢ni metody extrakce
Ke konven¢nim metodam se fadi macerace, Soxhletova a refluxni extrakce. Macerace
spoCiva v extrakci pevna latka-kapalina (Takeuchi et al. 2009). Rostlinny material
s analytem se namaci v rozpoustédle po urcitou dobu, ¢imz dochazi k extrakci. Vyuzivanymi
rozpouStédly jsou etanol a metanol (Cheok et al. 2014). Doba macerace
je dlouhd, ne¢kdy az tydny. Ke zkraceni doby macerace dochézi ptfi extrahovani pomoci
mechanické tiepacky (Lee et al. 2009) nebo magnetického michani (Verza et al. 2012).
Soxhletova a refluxni extrakce funguji na podobném principu destilace, kdy dochézi
k zahtati vzorku k varu a Kk naslednému navraceni zkondenzovanych par (Bart 2011).
Jedinym rozdilem mezi témito extrakénimi metodami je, Ze se aparat k Soxhletové extrakci
sklada z naprstku pro uloZeni rostlinného materialu (Cheok et al. 2014). Nevyhodou obou

technik je ¢asova naro¢nost (alespon jedna hodina).
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2.6.2 Zelené metody extrakce

Zelené metody zahrnuji mikrovinnou extrakci (MAE), ultrazvukem asistovanou extrakci
(UAE) a zrychlenou extrakci rozpoustédlem (ASE), dale extrakci v pulznim elektrickém poli
(PEF), extrakci za pomoci enzymu (EAE), extrakci tlakovou kapalinou (PLE) ¢i extrakci
superkritickou tekutinou (SFE). UAE vyuziva ultrazvuk, jenz ptedstavuje vinéni o frekvenci
20 kHz az 100 MHz (Azmir et al. 2013). Ultrazvukové viny zpisobuji v biologickém
materidlu kavitaci, ktera zptisobuje denaturaci stén rostlinnych buné€k, coz zlepsuje pronikani
rozpoustédla a nasledné uvoliovani intracelularnich produktd (Mason et al. 1996).
Mechanické ptisobeni ultrazvuku tak vede k vyssim vytézkim sloucenin (Cheok et al. 2014).

MAE je zalozena na vyuziti neionizujiciho elektromagnetického vinéni s rozsahem
frekvenci od 0,3 do 300 GHz (Heng et al. 2013; Takeuchi et al. 2009). Mikroviny pronikaji
do materialu a interaguji tam s polarnimi slozkami, coz vede k zahtivani, které je potiebné
k extrakci (Heng et al. 2013; Chan et al. 2011). V posledni dob¢ je popularngjsi diky kratsi
dobé extrakce, malému mnozstvi pouzitého rozpoustédla a specidlnimu zahiivacimu
mechanismu (Heng et al. 2013). Uginnost této nekonvenéni metody nezavisi pouze
na frekvenci mikrovin a dobé jejich plsobeni, ale také na pouzitém rozpoustédle, tlaku
a teploté pii extrakci (Teo et al. 2008; Teo et al. 2009).

ASE probiha pti zvysené teploté a tlaku s minimalnim vyuzitim rozpoustédla. Vyssi
teplota podporuje rozpustnost analytu v rozpoustédle a vyssi tlak slouzi k udrzeni teploty
rozpoustédla pod bodem varu. Jedna se tedy o rychlou, uc¢innou a také bezpecnou extrakci
z rostlinnych materiala (Mottaleb & Sarker 2012). Metoda je nenaro¢na i Casove (trva asi 15
aZz 25 minut), proto se Siroce vyuZziva v potravinafstvi ¢i farmacii.

Tlak a teplota superkritické tekutiny pti SFE se pohybuji nad kritickymi hodnotami.
Svymi vlastnostmi je na rozhrani plynu a kapaliny (Pereira & Meireles 2010; Sovova &
Stateva 2011). Nejcastéji se vyuziva oxid uhliCity, ktery je netoxicky, nehoflavy, levny
a dostupny. Jeho kriticky bod (tc = 31,1 °C, pc = 7,37 MPa) dovoluje extrakci i1 tepelné

labilnich slouc¢enin.

2.6.3 Kvantifikace SSs

Metody kvantifikace saponini se déli na spektrofotometrické a chromatografické (Nguyen
et al. 2020). Celkovy obsah saponini v extraktu je obvykle kvantifikovan pomoci
spektrofotometrie. Jedna se o jednoduchou, rychlou a levnou kvantifikaci (Cheok et al.

2014). Nejcast&ji se vyuziva test s vanilinem a kyselinou sirovou, jenz spociva v reakci
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oxidovanych triterpenoidnich saponind s vanilinem (Li et al. 2010). Oxida¢nim ¢inidlem je
kyselina sirova a vysledna barva reakce je fialova (Hiai et al. 1976). Proto se ke stanoveni
voli nejéastéji vinova délka 544 nm (Cheok et al. 2014). Nékdy se jako oxidant vyuziva
kyselina chlorista (Chen et al. 2007; Li et al. 2010; Wu et al. 2001). Dalsim ¢asto
vyuzivanym testem je test hemolyticky (Nguyen et al. 2020; Barve et al. 2010). Ten je
zalozen na reakci saponini skrevnim Cinidlem, pficemz dochdzi k uvolnéni
oxyhemoglobinu. Nasleduje spektrofotometrické méteni intenzity vzniklého zbarveni.

Separace saponinii z rostlinnych materiald pomoci chromatografickych metod se
ve studiich vyuziva zejména k identifikaci a kvantifikaci konkrétni slouceniny (Adao et al.
2011; Nguyen et al. 2020; Mostafa et al. 2013) a zkoumani jejich farmaceutickych vlastnosti
(He et al. 2012). Saponin je rozdélovan mezi mobilni a stacionarni fazi (Nguyen et al. 2020).
Rizné slouceniny putuji chromatografickym systémem riznou rychlosti v zavislosti
na své afinit¢ ke stacionarni fazi. Bézné se vyuzivda vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC) (He et al. 2012; Mostafa et al. 2013; Liu et al. 2012) a k ovéfeni
pfitomnosti saponint v ur¢itém extraktu pak chromatografie na tenké vrstvé — TLC (Adao
et al. 2011; Liu et al. 2012; Nguyen et al. 2020). Vzhledem k chemické povaze saponinu je
HPLC nejcastéji volenou chromatografickou technikou pro jejich stanoveni (Oleszek &
Bialy 2006; Oleszek 2002). HPLC je Siroce pouzivana pro stanoveni jak aglykond,
tak intaktnich saponini (Oleszek 2002). Separace se obvykle provadéji pomoci kolon
na normalnich (silikagel) a reverznich fazich (C8, C18). Kolona C18 byva preferovana,
ale nékdy se vyuzivaji i jiné modifikované silikagelové nosice. Ke kvantifikaci saponinti
byla pouzita také modernéjsi a ucinngjsi verze LC, a to ultra-vysokoucinna kapalinova
chromatografie — UPLC (Foubert et al. 2010; Ha et al. 2014). Pro detekci separovanych latek
se pouziva bud’ destruktivni ELSD (Ganzera et al. 2001), UV detekce nebo nejcastéji detekce
pomoci hmotnostni spektrometrie — MS (Fang et al. 1999; Mulinacci et al. 2003; Dinchev et
al. 2008).

Dalsi chromatograficka technika plynova chromatografie (GC) se v ramci analyzy SSs
pfili§ nepouziva, jelikoZ se jedna o relativné polarni a velké netékavé molekuly, které
by bylo pfipadné potieba derivatizovat (Oleszek 2002). Tato metoda ma vyznam spiSe
pii separaci aglykonové ¢asti. GC ve spojeni s MS byla v tomto smyslu pouZita napf.
ke stanoveni hecogeninu (16) a tigogeninu (17) v kotvi¢niku, z n€hoz byly zminéné zajmové
latky izolovany mikrovlnou extrakei (Li et al. 2009).

Pro separaci SSs se kromé& chromatografickych metod osvéd¢ila rovnéz kapilarni

elektroforéza — CE (Oleszek 2002). Metoda nabizi mnohem vys§i ucinnosti separace
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(dosazeni milion teoretickych pater) ve srovnani s HPLC. Nicméné nemoznost dosdhnout

vvvvv

byla pouzita pii separaci saponini piitomnych v ZenSenu, a to v moédu micelarni
elektrokinetické chromatografie MEKC pfii pouziti dodecyl siranu sodného (SDS) a UV
detekce pti 200 nm (lwagami et al. 1992).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

Acetonitril (Merck KGaA, Némecko)

Etanol (Merck KGaA, Némecko)

Kyselina mravenci (98%; Sigma-Aldrich, Némecko)
Metanol (Merck KGaA, Némecko)

Standardy:

[3-sitosterol-f-D-glukosid (sit-glu; Toronto Research Chemicals, Kanada)
Tribulosin (Supelco, Némecko)

Diosgenin (Toronto Research Chemicals, Kanada)

Dioscin (Toronto Research Chemicals, Kanada)

Protodioscin (Toronto Research Chemicals, Kanada)
[Hs]-norbrassinolid (O1ChemIm, Cesk4 republika)
[Hs]-24-epikastasteron (OlChemIm, Ceska republika)
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3.2 Rostlinny material

SSs byly izolovany ze vzorkd suchych pletiv kotviéniku zemniho (Tribulus terrestris).
Jednotlivé vzorky obsahuji rizné Casti rostlin a pochazi z riznych zemi (Tab. 2). Vzorky
¢.1-11 dodala firma Conneco Chemicals, s.r.o., Praha, Ceska republika. Vzorek &. 12

pochézi z FB Mercury Kopfivnice, Ceské republika.

Tab. 2 — Prehled pouzitych vzorkit kotvicniku zemniho (T. terrestris) k izolaci steroidnich
saponinu. V tabulce je uvedeno, jaké rostlinné casti vzorky obsahuji a jakd je zemé jejich

puvodu.

Vzorek €.  Typ vzorku, zemé pivodu

[E=Y

Semena + nat’, Bulharsko
Plody + kvéty, Cina

Cela rostlina, Cina

Plody + kvéty, Indie

90% saponinovy extrakt, Cina
Semena + nat’, Bulharsko
Cela rostlina, Cina

Plody + kvéty, Cina

© 00 N o o~ WD

Semena, Cina

(SN
o

Cela rostlina, Cina

=
=

Plody + kvéty, Indie

[EY
N

Semena, Ceska republika

3.3 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy Sartorius CPA225D (Sartorius Weighing Technology GmbH, Némecko)
Kulovy mlynek MM 400 a kulicky ze ZrOz o priméru 2 mm (Retsch GmbH & Co. KG,
Haan, Némecko)

Transsonic 310 — ultrazvukova lazen (Elma Schmidbauer GmbH, Némecko)

Sonorex RK 510 s — ultrazvukova lazen (Bandelin, Némecko)

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

Centrifuga Hermle Z 36 HK (Hermle, Némecko)

Vakuova komirka Visiprep™ — Supelco (Sigma Aldrich, Némecko)

Vakuovy koncentrator CentriVap® Acid-Resistant (Labconco Corp., MO, USA)

Infrared Vortex Mixer — WIZARD - pfistroj pro michani vzorkt (VELP Scientifica, Italie)
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Millipore Simplicity 185 — zatizeni na ptipravu ultracisté vody (Millipore, USA)
Ultrati¢inny kapalinovy chromatograf Acquity I-class UPLC™ System (Waters, Milford,
USA)

Kolona Acquity Phenyl-hexyl CSH® C18; 2.1x50 mm, 1.7um (Waters, Irsko)

Tandemovy hmotnostni spektrometr Xevo® TQ-XS (Waters MS Technologies, Manchester,
Anglie)

pH metr pH 80+DHS® (XS Instruments, Italie)

Mikrozkumavky 2 ml (VWR, USA)

Spi¢ky a pipety Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

Zkumavky z borosilikatového skla 12x75 mm (FisherBrand, USA)

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

SPE kolonky IST Isolute C8 (100 mg/1ml; Biotage, Svédsko)

SPE kolonky Clean-Up® Phenyl (50 mg/1 ml; UCT, USA)

Centrifugacni filtry Nanosep, velikost port 0.2 um, nylon (Pall Corp., USA)

LC vialky 2 ml, 9 mm ID (Sima-Aldrich, USA)

Inserty s konickym dnem (200 pl, Supelco, USA)

Laboratorni sklo: odmérné valce, kadinky

3.4 Pouzité metody
SSs byly z rostlinného materialu nejprve izolovany pomoci optimalizovaného postupu

(kapitola 3.4.1) a nasledné byly analyzovany nové vyvinutou metodou zalozenou na vyuziti

UPLC-MS/MS (kapitola 3.4.4).

3.4.1 Optimalizace extrakce a izolace SSs

Aby mohly byt SSs izolovany z redlného rostlinného materidlu, bylo nutné nejprve tuto
metodu optimalizovat. K optimalizaci izolace SSs byla vyuzita smés vybranych steroidnich
saponint (sit-glu, diosgenin, protodioscin, dioscin, tribulosin) a dvou znac¢enych standarda
([?Hs]-norbrassinolid, [*Hs]-24-epikastasteron). Smés byla purifikovana Sesti riznymi

postupy, které jsou popsané v Tab. 3 a 4.
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Tab. 3 —Jednotlivé kroky protokolii ¢. 1-3 purifikace smési standardii.

Protokol €. 1
(DPA-6S)

Protokol ¢. 2
(Clean-Up Phenyl)

Protokol €. 3
(DPA-6S)

1 ml 80% MeOH

1 ml 80% MeOH

1 ml 60% ACN

Piiprava
(-20 °C) + 25 pmol (-20 °C) + 25 pmol (-20 °C) + 25 pmol
vzorku
smési std* smési std* smési std*
Odpateni in vacuo**,
Operace
- rekonstrukce ve 25% -
pired SPE
MeOH
Aktivace 1 ml 100% MeOH 1 ml 100% MeOH 1 ml 100% ACN
Ekvilibrace |1 ml 80% MeOH 1 ml 25% MeOH 1 ml 60% ACN
SPE Naneseni 1 ml vzorku 1 ml vzorku 1 ml vzorku
kroky vzorku v 80% MeOH ve 25% MeOH v 60% ACN
Promyti - 1 ml 25% MeOH -
Eluce - 1 ml 100% ACN -

* protodioscin (250 pmol), sit-glu, tribulosin, dioscin, diosgenin, [?Hs]-norbrassinolid a [?Hs]-

24-epikastasteron; ** vakuovy rota¢ni koncentrator, 37 °C

Tab. 4 — Jednotlivé kroky protokolii ¢. 4-6 purifikace smési standardii.

Protokol ¢. 4
(Clean-Up Phenyl)

Protokol €. 5
(C8)

Protokol ¢. 6
(DPA-6S)

1 ml 80% MeOH

1 ml 80% MeOH

1 ml 80% EtOH

Piiprava
(-20°C) + 25 pmol | (-20 °C) + 25 pmol (-20 °C) + 25 pmol
vzorku
smési std* smési std* smési std*
Odpateni in vacuo**, | Odpaieni in vacuo**,
Operace
rekonstrukce rekonstrukce -
pred SPE
v 10% MeOH v 10% MeOH
Aktivace 1 ml 100% MeOH 1 ml 100% MeOH 1 ml 100% EtOH
Ekvilibrace |1 ml 10% MeOH 1 ml 10% MeOH 1 ml 80% EtOH
SPE Naneseni 1 ml vzorku 1 ml vzorku 1 ml vzorku
kroky vzorku v 10% MeOH v 10% MeOH v 80% EtOH
Promyti 1 ml 10% MeOH 1 ml 10% MeOH -
Eluce 1 ml 100% ACN 1 ml 100% ACN -

* protodioscin (250 pmol), sit-glu, tribulosin, dioscin, diosgenin, [2Hs]-norbrassinolid a [?Hz]-24-

epikastasteron; ** vakuovy rota¢ni koncentrator, 37 °C
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Po provedené purifikaci SSs, a tedy pfed samotnym UPLC-MS/MS byly provedeny
tyto operace: odpareni vzorki in vacuo (vakuovy rota¢ni koncentrator, 37 °C), rekonstrukce
vzorkd v 50 ul 100% MeOH (protokol ¢. 6 — rekonstrukce v 50 ul 100% EtOH), filtrace
ptres mikrospin (centrifugaéni filtr z nylonu o velikosti pora 0,2 um, centrifugacni rychlost

8000 rpm, 5 min, laboratorni teplota) a transfer do LC vialky s insertem.

3.4.2 Optimalizace navazky a matri¢ni efekt
SSs byly izolovany ze suchych pletiv (DW) kotviéniku zemniho (vzorek ¢. 10 — cela rostlina,
Cina) o uréené navazce (0 mg, 2 mg, 5 mg, 10 mg, 15 mg, 20 mg, 25 mg, 50 mg) ve tiech
opakovanich. K izolaci steroidnich saponini byl vybran protokol ¢. 1 (Tab. 3). Do zkumavek
s kotvicnikem byl pfidan 1 ml 80% metanolu vychlazeného na -20 °C a 50 pl smési
znadenych standardd ([?Hs]-norbrassinolid a [?Hs]-24-epikastasteron; kazdy o koncentraci
25 pmol). Poté byly pfidany dvé kulicky ZrO; o priméru 2,8 mm a vzorky byly 3 minuty
homogenizovany na kulovém mlynku pfi frekvenci 27 Hz. Nasledovala sonifikace vzorki
po dobu 5 minut a extrakce pfes noc na rotatoru Stuart SB3 pti 17 rpm a 4 °C.

Vzorky byly dalsi den 10 minut centrifugovany pii 20000 rpm a 4 °C. Supernatant
byl odpipetovan do ¢isté zkumavky a uskladnén v lednici. Pelet byl po pfidani 1 ml 80%
metanolu a 5 minutové sonifikaci reextrahovan po dobu 60 minut. Takto reextrahované
vzorky byly opét 10 minut centrifugovany pii 20000 rpm a 4 °C. Supernatant byl pfidan do
zkumavek s prvni ¢asti vzorku. VSechny vzorky byly piecistény pies SPE kolonky DPA-6S
(Supelco, part nr. 52624-U). Kolonky byly aktivovany pomoci 1 ml 100% metanolu.
Ekvilibrace kolonek byla provedena pomoci 1 ml 80% metanolu a poté¢ byly postupné
naneseny 2 ml kazdého vzorku. Do ¢istych zkumavek byla sbirana frakce flow through, ktera

byla nasledné odpatena do sucha ve vakuovém rotacnim koncentratoru pti 37 °C.

3.4.3 lzolace a purifikace SSs z rostlinného materialu
Kizolaci SSs zrealnych rostlinnych vzorkti byl vyuzit protokol ¢. 1 (Tab. 3).
Do mikrozkumavek byly navazeny vzorky suchych pletiv (DW) o zjisténé optimalni
hmotnosti pfiblizn¢ 5 mg. SSs byly izolovany celkem ze 12 vzorki kotviéniku zemniho.
Kazdy vzorek byl zpracovan ve tiech opakovanich. Postup byl déle stejny jako v predchozi
kapitole 3.4.2.

Experiment byl proveden jesté jednou, a to s neoptimalni navazkou ptiblizné€ 25 mg

suchého pletiva kotvicniku zemniho.
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3.4.4 Vyvoj a optimalizace UPLC-MS/MS metody analyzy SSs

Byla vyvinuta metoda pro separaci a kvantifikace SSs za vyuziti UPLC-MS/MS. Separace
saponini byla optimalizovana pomoci celkem Sesti riznych UPLC kolon, jejichz
charakteristiky jsou uvedeny v Tab. 5 nize. SSs byly z UPLC kolon eluovany pomoci
programu gradientové eluce dle Tab. 6. V ramci optimalizace byly sledovany parametry

jako je symetrie piku As, tailing faktor Tt a Sitka piku v zakladné W.

Tab. 5 — Souhrn charakteristik UPLC kolon pouzitych v optimalizace metody kvantifikace

vybranych SSs.
LC kolona I.D.* Délka Velikost Obsah pH Charakter  Velikost
(mm)  (mm) ¢astic  uhliku stabilita ¢astic pori
(um) (%) (A)
C4 2,1 150 1,7 8 2-12 hybrid 300
HSS 2,1 50 1,8 11 2-8 silica 100
Fenyl-hexyl CSH 21 50 1,7 14 1-11 hybrid 130
CSH C18 2,1 50 1,7 15 1-11 hybrid 130
Kinetex C18 EVO 2,1 50 1,7 11 1-12 hybrid 100
Arion Plus C18 3,0 100 3,0 18 1-10 hybrid 100

*1.D — vnitini primér

Tab. 6 - Program gradientové eluce SSS na UPLC koloné. K eluci bylo vyuzito téchto

rozpoustédel: 100% acetonitril, kyselina mravenci ve vodeé (10 mM).

Cas (min) % A % B Elu¢ni
kiivka
0,0 25 75
12,5 100 0 6
13,5 100 0 1
14,0 25 75 6
17,0 25 75 1

A — 100% acetonitril; B — 10 mM kyselina

mravenci ve vodé

Separované latky eluované z UPLC kolony vstupovaly do hmotnostniho spektrometru (MS),

kde byly ionizovany za pomoci elektrospreje pracujiciho v pozitivnim modu (ES™). Detekce

41



latek pro ucely kvantitativni analyzy SSs byla provedena tandemovym MS operujicim
V rezimu vicendsobného monitorovani rozpadu iontu (angl. multiple reaction monitoring;
MRM) za nasledujicich podminek: napéti na ESI kapiléfe 3,1 kV, teplota v iontovém zdroji
byla nastavena na 150 °C, desolvatacni teplota byla 600 °C, pritok desolvata¢niho plynu
(dusiku) byl 1000 I/h a pritok kolizniho plynu (argonu) 0,15 ml/min.

Pro ucely MS detekce bylo pro kazdou z latek nejprve zméteno fullscan spektrum
Vv pozitivhim modu ES, aby byla zjisténa hodnota prekurzorového iontu (Tab. 7). Na zaklad¢
této hodnoty byla pro kazdou latku zmétena i1 spektra produktovych iontl, u nichz byl vybran
iont pfislusného poméru m/z s nejvyssi intenzitou za uc¢elem nastaveni funkce a kvantifikace
pro ucely potvrzeni jeho identity (konfirmaéni MRM piechod) — oba ptfechody viz Tab. 7.
Nové nalezené MRM kvantifikacni pfechody byly pouzity pro méteni kalibracnich kiivek
pro kazdou ze sledovanych latek v rozsahu 0,1 az 10 pmol/nastiik. Kalibracni kiivky byly

Vv celém rozsahu linearni s charakteristikami uvedenymi v Tab. 8.

Tab. 7 — Tabulované ES* hmotnostni spektra SSs a spektra jejich produktovych iontil

normalizované k nejabundantnéjsimu z nich (vyznacen tucné).

Mr m/z prekurzorového m/z produktovych ionta v ES*
(g/mol) iontu v ES* (relativni intenzita, %o)
Protodioscin 1049,20 1031,0 884,9 (45); 739,0 (40); 577,0 (50); 415,0 (70)
Sit-Glu 576,85 397,2 161,2 (30); 147,1 (70)
Tribulosin 1151,29 724.9 579,1 (25); 417,0 (50); 254,8 (100)
Dioscin 869,04 869,1 577,0 (30); 415,0 (100); 396,9 (50)
Diosgenin 414,62 415,1 270,9 (100); 252,9 (50); 156,9 (30)

Tab. 8 — Retencni cas a charakteristiky regresnich kalibracnich kiivek studovanych SSs.

RT (min) Rovnice kalibrac¢ni primky Korela¢ni koeficient R?

Protodioscin 1,31 logy =1,1100 (log x) - 3,7105 0,9925
Sit-Glu 8,47 log y =0,5840 (log x) + 0,1007 0,9810
Tribulosin 4,55 log y = 0,9958 (log x) — 2,5648 0,9988
Dioscin 4,48 log y =0,9689 (log x) — 2,7089 0,9949
Diosgenin 7,46 logy =0,9362 (log x) + 0,581 0,9993
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Tab. 9 — Podminky MS pro detekci studovanych SSs.

Kvantifika¢ni Napéti na Kolizni

MRM piechod koloné (V) energie (V)
Protodioscin 1031,0 > 415,1 25 28
Sit-Glu 397,2>147,1 30 26
Tribulosin 7249 > 254,8 15 28
Dioscin 869,1 > 415,0 20 20
Diosgenin 415,1 > 270,9 15 16

3.45 UPLC-MS/MS analyza SSs

K analyze byly vSechny vzorky odpatfené po SPE rekonstruovany v 50 ul 100% metanolu
(vzorky ziskané podle protokolu ¢. 6 byly rekonstruovany ve 100% etanolu), promichany
na vortexu, 5 minut sonifikovany a filtroviny pomoci centrifugaéniho mikrofiltru
pii 8000 rpm po dobu 5 minut. Poté byly vzorky piepipetovany do vialek s koénickym
insertem (Supelco, SU860066). 2 ul z kazdého vzorku byly nastfiknuty na UPLC-MS/MS
do gradientu pro SSs (délka trvani 17 minut) — viz Tab. 6.
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4 VYSLEDKY

4.1 Optimalizace postupu izolace a purifikace SSs

Izolace a purifikace SSs byla provedena podle Sesti protokoli uvedenych v kapitole 3.4 vyse
(Tab. 3 a 4). Primérné navratnosti jednotlivych metod se pro kazdou latku lisily a jsou

znazornény na Obr. 17.
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Obr. 17 — Graf primérné navratnosti (%) jednotlivych steroidnich saponinii po purifikaci
smési standardnich steroidnich saponinii podle Sesti protokolii uvedenych v kapitole 3.4.1

vySe.

4.2 Vyvoj a optimalizace UPLC-MS/MS metody analyzy SSs
Optimalizace UPLC-MS/MS metody byla provedena s vyuzitim Sesti UPLC kolon

S riiznymi vlastnostmi, které jsou uvedené v Tab. 5. Vysledné parametry separace vybranych
SSs na zminénych kolonach jsou uvedeny v Tab. 10-13. Tab. 14 obsahuje vysledné
parametry vybrané kolony fenyl-hexyl CSH po zméné nastiiku z 20 pmol na 1 pmol.
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Tab. 10 — Retencni cas RT (min) studovanych SSS na UPLC kolondach s riznym typem
sorbentu pri nastriku 20 pmol do gradientu dle Tab. 6 vyse.

Typ kolony
C4 HSS Fenyl- C18 Kinetex Arion
hexyl CSH EVO Plus
CSH C18

Retencni ¢as RT (min)

Sit-glu 8,29 12,59 8,47 12,17 9,95 ND
Diosgenin 7,49 11,22 7,46 10,36 8,68 ND
Protodioscin 2,42 1,63 1,31 1,46 1,14 3,16
Dioscin 5,01 5,68 4,48 5,59 4,34 9,02
Tribulosin 4,99 5,68 4,55 572 4,42 9,07

Tab. 11 — Sizka pikit W (min) studovanych SSs na UPLC kolondch s riiznym typem sorbentu
pri nastriku 20 pmol do gradientu dle Tab. 6 vyse.

Typ kolony
c4 HSS Fenyl- C18 Kinetex Arion
hexyl CSH EVO Plus
CSH C18
Sifka piku W (min)
Sit-glu 0,2325 0,2736 0,2237 0,2336 0,2381 -
Diosgenin 0,2611 0,3493 0,2333 0,3349 0,2539 -
Protodioscin 0,1294 0,2739 0,1754 0,2213 0,1876 0,1438
Dioscin 0,1623 0,2200 0,1587 0,2133 0,1571 0,2303
Tribulosin 0,2761 0,1841 0,1292 0,1815 0,1457 0,2089
Pramér W (min) 0,2123 0,2602 0,1841 0,2369 0,1963 -
Rozliseni Rs* 0,0912 0,0000 0,5557 0,6586 0,5284 0,2277

*Rozliseni pikd dioscinu a tribulosinu; vypocet dle rovnice: Rg = Wty
1 2
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Tab. 12 — Faktor asymetrie As studovanych SSs na UPLC kolondach s riuznym typem sorbentu

pri nastiiku 20 pmol do gradientu dle Tab. 6 vyse.

Typ kolony
C4 HSS Fenyl- C18 Kinetex Arion
hexyl CSH EVO Plus
CSH C18

Faktor asymetrie As*

Sit-glu 0,90 0,78 0,88 0,94 1,60 -
Diosgenin 1,00 0,69 0,86 0,76 0,85 -
Protodioscin 0,83 0,46 0,51 0,50 0,59 0,93
Dioscin 0,96 0,78 0,76 0,72 0,93 0,92
Tribulosin 1,46 0,93 0,99 1,06 1,23 1,10
Pramér As 1,03 0,73 0,80 0,80 1,04 -
*Vypocet dle rovnice: Ay = ;—Z

Tab. 13 — Tailing faktor Tt studovanych SSs na UPLC kolondch s riiznym typem sorbentu
pri nastriku 20 pmol do gradientu dle Tab. 6 vyse.

Typ kolony
C4 HSS Fenyl- C18 Kinetex  Arion
hexyl CSH EVO Plus
CSH C18
Tailing faktor T¢*

Sit-glu 1,06 1,14 1,07 1,03 0,81 -

Diosgenin 1,00 1,23 1,08 1,16 1,09 -
Protodioscin 1,10 1,59 1,47 1,50 1,34 1,04
Dioscin 1,02 1,14 1,16 1,20 1,04 1,05
Tribulosin 0,84 1,04 1,01 0,97 0,91 0,95

Pramér Ty 1,00 1,23 1,16 1,17 1,04 -

I W . DD + t UO
*Vypoget dle rovnice: Ty = fsz/f—s;/
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Tab. 14 — Chromatografické charakteristiky studovanych SSs na koloné fenyl-hexyl CSH
2,1x50 mm; 1,7 um pri nastriku 1 pmol do gradientu dle Tab. 6 vyse.

RT (min) W (min) As Tt
Sit-glu 8,47 0,2022 0,72 1,20
Diosgenin 7,46 0,2370 0,68 1,23
Protodioscin 1,32 0,1997 0,54 1,43
Dioscin 4,48 0,1732 0,61 1,32
Tribulosin 4,54 0,1266 0,64 1,28
Pramér 0,1877 0,64 1,29
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Obr. 18 — (+)ESI-LC-MS/MS chromatogram separace péti SSs na koloné Acquity UPLC®
CSH ™ Phenyl-Hexyl 2,1x50 mm; 1,7 um (Waters) pri 1 pmol/nastiik. Priitok mobilni faze
0,3 ml/min, gradientova eluce dle programu uvedeného v Tab. 6 za pomoci acetonitrilu

(mobilni faze A) a 10 mM kyseliny mravenci ve vodé (mobilni faze B). Kolona byla

termostatovana pri 40 °C.
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Obr. 19 — Zavislost plochy LC-MS piku na poctu sacharidovych jednotek v molekule
steroidniho saponinu. Q — MRM prechod pro kvantifikaci analytu, C — MRM prechod pro

konfirmaci analytu.

Limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ) pro kazdy steroidni saponin byl
vypocitan z experimentalnich dat (pét kalibra¢nich kiivek obecné rovnice y = kx + b) pomoci
rovnice X a 'y, kde sp je smérodatna odchylka posunuti b na ose y a k je primérna hodnota
smérnice péti nezavislych méfeni (Araujo 2009).

LOD = 3xsplk ... rovnice X

LOQ = 10%splk ... rovnice y

Tab. 15 — Limity detekce (LOD) a limity kvantifikace (LOQ) vybranych SSS analyzovanych
optimalizovanou UPLC-MS/MS metodou.

S/N (0,1 pmol) LOD (pg) LOQ (pg)
Sit-glu 1054,87 0,17 0,55
Diosgenin 582,62 0,22 0,73
Protodioscin 624,09 0,52 1,74
Dioscin 279,38 0,97 3,25
Tribulosin 308,00 1,13 3,77
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4.3 Stanoveni SSs V rostlinném materialu

4.3.1 Idealni navazka a matri¢ni efekt

Ke zjisténi idealni navazky suchého pletiva pro izolaci SSs byl pouzit vzorek ¢. 10 (celd
rostlina kotvi¢éniku zemniho, ptivodem z Ciny). Celkem byl zméfen obsah SSs v sedmi
riznych navazkach suchého pletiva (2 mg, 5 mg, 10 mg, 15 mg, 20 mg, 25 mg a 50 mg)
ve tiech opakovanich (Tab. 16). V tomto experimentu byl zjistén také matriéni efekt
ostatnich latek koextrahovanych z kotvi¢niku, které by mohly ovliviiovat samotné stanoveni

SSs (Obr. 20).

Tab. 16 — Obsah SSs (sit-glu, diosgeninu, protodioscinu, dioscinu a tribulosinu) ve vzorku

¢. 10 pri sedmi ruznych navazkdch suchého pletiva kotvicniku zemniho.

DW Obsah (ng/g DW)* Obsah (ug/g DW)*

(mg) Sit-glu Diosgenin Protodioscin Dioscin Tribulosin
2 11,50 34,46 6790,18 149,96 14,38
5 35,06 46,50 8838,42 130,57 12,52
10 49,74 55,56 7206,18 110,14 10,82
15 67,43 59,33 3928,42 96,99 9,82
20 90,32 55,69 2842,39 78,92 8,71
25 106,35 54,43 2578,16 70,49 8,28
50 102,75 55,58 1959,82 88,60 7,09

*Hodnoty reprezentuji praimér 3 nezavislych stanoveni.
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Obr. 20 — Matricni efekt pri stanoveni SSS. V grafu je zndzornéna primérnd ndvratnost
znacenych  standardii  ([?Hs]-norbrassinolidu  a [?Hs]-24-epikastasteronu)  po

optimalizované extrakci a purifikaci zvolenych navazek kotvicniku zemniho (vzorek ¢. 10).
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4.3.2 Stanoveni SSs V kotvi¢niku zemnim (optimalizovana navazka 5 mg)

Po zjisténi idealni navazky byla kvantifikace SSs ze vzorki kotvi¢niku zemniho provedena
s navazkou pfiblizn¢ 5 mg. Celkem byl experiment proveden se dvanacti riznymi vzorky
kotvi¢niku zemniho (jednotlivé vzorky jsou popsany v Tab. 2) ve tfech opakovanich. Obsah

steroidnich saponintl je uveden v Tab. 17.

Tab. 17 — Obsah SSs (sit-glu, diosgeninu, protodioscinu, dioscinu a tribulosinu) ve vzorcich

5 mg suchého pletiva kotvicniku zemniho.

vzorek Obsah (ng/g DW)* Obsah (ng/g DW)*
¢. Sit-glu Diosgenin Protodioscin Dioscin Tribulosin
1 35,32 15,07 265,39 11,82 4,64
2 46,17 2,60 4,39 <LOD 0,11
3 11,53 25,31 982,44 24,99 10,58
4 30,85 0,11 2,06 0,02 0,22
5 37,44 29,87 0,46 0,14 0,75
6 13,15 51,82 183,41 8,18 5,07
7 3,59 70,44 209,51 6,59 5,74
8 54,82 1,20 0,78 0,01 0,77
9 37,07 0,22 3,92 0,01 0,03
10 14,14 32,64 715,91 23,87 12,38
11 49,92 0,83 0,74 <LOD 0,70
12 7,04 3,17 83,09 4,50 2,39

*Hodnoty reprezentuji primér 3 nezavislych stanoveni.
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4.3.3 Stanoveni SSs Vv kotvi¢niku zemnim (neoptimalizovana navazka 25 mg)
Dalsi izolace a kvantifikace SSs byla provedena z 25 mg vzorku. Experiment byl opét
proveden se dvandcti riznymi vzorky kotvi¢niku zemniho ve tiech opakovanich. Zjistény

obsah jednotlivych SSs je uveden v Tab. 18.

Tab. 18 — Obsah SSs (sit-glu, diosgeninu, protodioscinu, dioscinu a tribulosinu) ve vzorcich

25 mg suchého pletiva kotvicniku zemniho.

Vzorek Obsah (ng/g DW)* Obsah (ug/g DW)*
é. Sit-glu Diosgenin Protodioscin Dioscin Tribulosin
1 333,69 46,45 2642,41 66,90 8,30
2 260,07 12,01 35,08 0,13 2,18
3 375,77 127,30 3376,29 242,72 25,40
4 86,64 0,53 15,48 0,09 1,75
5 308,73 265,77 6,15 4,93 14,34
6 225,20 162,45 1971,67 57,49 10,67
7 55,64 208,45 3572,54 68,98 11,55
8 363,12 4,94 1,89 0,06 13,11
9 83,96 0,51 41,50 0,06 0,50
10 381,94 149,78 3504,78 253,61 27,58
11 378,41 4,34 5,40 0,15 14,32
12 855,10 39,43 759,09 26,78 4,79

*Hodnoty reprezentuji primér 3 nezavislych stanoveni.
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5 DISKUZE

5.1 Optimalizace metod izolace a analyzy SSs

K izolaci SSs je ve vétsim mnozstvi védeckych praci vyuzita extrakce kapalina-kapalina
(LLE). Jiz v mens$i mife se SSs extrahuji pomoci extrakce na pevné fazi (SPE). SPE byla
pouzita napt. v praci Dinchev et al. 2008. V této diplomové praci byla k izolaci a purifikace
SSs zvolena také metoda SPE. Optimalizace SPE metody byla provedena s vyuzitim celkem
Sesti ruznych protokol (Tab. 3 a 4). Nakonec byl jako ideélni protokol k izolaci a purifikaci
steroidnich saponin vybran protokol ¢. 1 (Tab. 3). V ramci tohoto protokolu jsou SSs
extrahovany pomoci 80% MeOH a hruby extrakt je nasledné purifikovan pies SPE kolonku
DPA-6S (Supelco, part nr. 52624-U). Zajmové slouceniny se na sorbentu této kolonky
nezachycuji a prochazeji skrz do pfipravené zkumavky. Charakter sorbentu naopak
umozinuje retenci interferujicich sloucenin z rostlinného pletiva, jako jsou zejména rostlinné
pigmenty, fenolické latky apod. Navratnost vybranych steroidnich saponind (Sit-glu,
diosgeninu, protodioscinu, dioscinu, tribulosinu) véetné zvolenych internich standardt
([?Hs]-norbrassinolidu a [?Hs]-24-epikastasteronu) se pohybuje od 18,20 % (protodioscin)
do 87,22 % (tribulosin). Prim&rna navratnost tohoto postupu byla 58,54 %, coz je nejlepsi
hodnota navratnosti ze vSech testovanych protokoll, s vyjimkou protokolu ¢. 6, kde
primérna navratnost ¢inila 62,21 %. Tento protokol byl testovan z toho diivodu, ze Ganzera
a jeho tym ve své praci zroku 2001 uvadi, Ze se protodioscin Vv prostiedi metanolu
pfi laboratorni teploté metyluje na 22-O-metylprotodioscin.  Vysledky navratnosti
protodioscinu dosazené ostatnimi postupy, které zahrnuji také metanol, dosahovaly
podobnych hodnot jako protokol s etanolem (primérna navratnost protodioscinu byla
70,49 %). Ztohoto divodu neni piedpokladana metylace protodioscinu za vzniku

22-O-metylprotodioscinu, ackoliv nebyla ptimo provedena detekce jeho pfitomnosti.
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Vzhledem k tomu, Zze zadna metoda analyzy SSs nebyla na pracovisti k dispozici,
byla vramci této diplomové prace metoda pro vybrané =zastupce SSs vyvinuta
a optimalizovana. K separaci latek byla zvolena technika UPLC a detekce byla provedena
pomoci MS/MS. Tvar piku, retence a dalsi chromatografické charakteristiky jednotlivych
SSs byly stanoveny na Sesti riznych kolonach typu reverzni faze (jejich vlastnosti jsou
uvedeny v Tab. 5). Asymetrie pikd byla vyjadiena pomoci dvou metod, a to uréenim
tzv. faktoru symetrie piku As a ur¢enim tzv. tailing faktoru T (Skoog et al. 2019). Faktor As
zobrazuje miru soumérnosti chromatografického piku a je vyjadien jako pomér Sitky piku
vzestupné (tp) K sestupné (fp) Casti piku, nejcastéji v 5 % nebo 10 % vysky piku (rovnice
v Tab. 12). Téméi kazdy chromatograficky pik mize vykazovat ur€ity stupen chvostovani
nebo frontovani. Akceptovatelné hodnoty As leZi v rozmezi 0,9 (nepatrné chvostovéani) az 1,5
(mirné frontovéani). Asymetrie piku je nezadouci, nebot’ souvisi s u€¢innosti kolony a ma
negativni vliv na integraci piku, zejména kdyz je nizky pomér signal/Sum (S/N). Hodnoty
As pod 0,9 a nad 1,5 se obvykle povazuji za neakceptovatelné. Jak ukazuje Tab. 14, v praxi
uvedenému rozsahu As vyhovuje jen kolona C4. Na ni ale bohuzel 1ze dosahnout pouze
nizkého rozliSeni (Rs = 0,0912 min) dvou koeluujicich slocenin tribulosinu a dioscinu. Zcela
nevyhovujici zejména pro sit-glu je kolona Kinetex EVO, kde dochazi k silnému frontovani
piku (As = 1,6). Druhou moznosti, jak Ciselné vyjadiit symetrii piku, je vypocet hodnoty tzv.
tailing faktoru Tr. Ten je vyjadien jako Sitka piku k dvojnasobku $iiky piku vzestupné ¢asti
(tp) v 5 % vysky piku (rovnice v Tab. 13). Akceptovatelné hodnoty pro Tf Se pohybuji
ve stejném rozmezi jako As, a to od 0,9 do 1,5. Hodnoty Tf pod 0,9 jsou neakceptovatelné
(frontovani), stejné jako ty nad 1,5 (chvostovani). Z tohoto pohledu nevyhovuji kolony C4
(Tr= 0,84 pro tribulosin), HSS (Tfr = 1,59 pro protodioscin), C18 CSH (Tr = 1,5
pro protodioscin) ani Kinetex EVO (T = 0,81 pro sit-glu). K frontovani piku mize dochazet
také, jestlize je prekroc¢ena vzorkovaci kapacita analytické kolony. Tento efekt nadmérného
zatizeni kolony vzorkem je nejcastéji vysledkem Spatné rozpustnosti vzorku ve stacionarni
fazi nebo nadavkovani ptili§ velkého mnozstvi vzorku. Odtud pak plyne i feSeni téchto
nezédoucich jevl: 1. sniZit koncentraci rozpusténé latky ve vzorku a 2. snizit nastfikovany
objem vzorku. U vybrané kolony fenyl-hexyl CSH byla snizena koncentrace analytu

Vv nastiiku z 20 pmol na 1 pmol — viz Tab. 14.
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tribulosinu a dioscinu zde dosahuje hodnoty ptiblizn¢ 0,56 (viz Tab. 11), coZ je druha
nejlepsi hodnota dosazena pro tento parametr. Nejlepsi Rs bylo dosazeno na kolon¢ CSH
C18, kde ale vSechny piky vykazuji vétsi sitku v zakladné (v praméru o 22,3 % — Tab. 11).
Pro separaci steroidnich saponini byla tedy pouzita kolona fenyl-hexyl CSH. Dalsi testovana
kolona Arion C18 plus obsahuje velmi hydrofobni sorbent (obsah uhliku je 18 %), ktery
| pfes jakoukoli optimalizaci gradientu neumoziuje eluci dvou nejhydrofobnéjsich latek
(protodioscinu). Tvar pikil ale na tomto sorbentu pro ostatni separované latky dosahuje
nejlepsich charakteristik, a proto by bylo moZné tento sorbent v polarngjsi verzi (Arion®
Polar C18) doporucit pro dalsi optimalizaci separace vybranych steroidnich saponintl.

SSs byly z UPLC systému eluovany programem gradientové eluce podle Tab. 6. Typ
vybranych rozpoustédel nebyl Siteji optimalizovan, nebot’ vSechny latky mély pfimétenou
retenci a rozliSeni pikii na vybranych sorbentech UPLC kolon.

Pii UPLC-MS/MS analyze byla také zjiSténa zavislost mezi plochou piku a poctem
sacharidovych jednotek v molekule steroidniho saponinu (Obr. 19). Diosgenin, jenz
predstavuje svou strukturou pouze aglykon, dosahuje nejvyssi plochy piku. S pribyvajicim
poctem sacharidi v molekule se plocha piku pii zachovani stejné koncentrace v nastfiku
zmenSuje v fade sit-glu (jedna sacharidova jednotka) > dioscin (tfi sacharidové jednotky) >
protodioscin (Ctyti sacharidové jednotky) > tribulosin (pét sacharidovych jednotek).

Limity detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) vybranych SSs jsou uvedeny v Tab. 15.
Hodnoty LOD/LOQ se pohybuji v rozmezi desitek az jednotek pg. V publikovanych pracich
nejsou limity detekce pro SSs obvykle uvadény, proto nelze tyto hodnoty porovnat s jinymi
autory. Publikované metodiky jsou totiz zaméfeny spiSe na strukturni nez kvantitativni
analyzu. Minimaln¢ pro analyzu obsahovych latek v kotviéniku zemnim jde o prvni metodu

kvantitativni analyzy v mikroméfitku.
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5.2 Obsah SSsV rostlinném materialu

SSs byly z rostlinného materialu izolovany a purifikovany podle protokolu ¢. 1 (Tab. ¢. 3).
V ramci tohoto protokolu jsou SSs izolovany z kotviéniku zemniho pomoci 80% metanolu,
homogenizace na kulovém mlynku, sonifikace a centrifugace a purifikovany pies SPE
kolonku DPA-6S (Supelco, part nr. 52624-U).

Pfed samotnym meéfenim obsahu SSs Vv kotviéniku zemnim byla provedena
optimalizace navazky S ohledem na urc¢eni miry vlivu matrice na intenzitu LC-MS signalu
analyzovanych sloucenin (matri¢ni efekt). V rozmezi navazek 2 az 50 mg DW bylo zjisténo,
Ze nejvyssi mnozstvi protodioscinu, ktery predstavuje nejabundantnéjsi steroidni saponin
kotvi¢niku, l1ze detekovat pti navazce 5 mg DW. Pti vysSich navazkach kotvi¢niku jiZ obsah
protodioscinu vlivem matrice klesal. Ostatni SSs dosahovaly nejvysSich hodnot
pii navazkach 2 mg (dioscin, tribulosin), 25 mg (sit-glu) a 15 mg (diosgenin). Jelikoz nebyl
mezi obsahem steroidnich saponind pfijejich optimalni navdZzce a navdzce 5 mg
signifikantni rozdil, byla jako celkova idealni navazka vybrana navazka 5 mg.

ProtoZe byla kvantifikace SSs provadéna metodou izotopového zied’'ovani, bylo
nutné stanovit vliv matrice na navratnost pouzitych znaenych standardd, [?Hs]-
norbrassinolidu a [*Hs]-24-epikastasteronu (Obr. 20). Ve vzorcich bez matrice bylo
dosazeno bylo dosazeno primérné navratnosti 79,02 % ([?Hs]-norbrassinolid — 71,89 %,
[2H3]-24-epikastasteron — 86,15 %). Se zvysujici se navazkou kotviéniku postupné vyrazné
klesd primérna navratnost obou standardii (vice u polarnéjsiho [?Hs]-norbrassinolidu),
pfi¢emz uz pii navazce 2 mg DW dosahuje pouze 38,44 % a u 5 mg DW pak 26,97 %.

SSs byly izolovany a kvantifikovany ve vybrané kompromisni navazce 5 mg
kotviéniku zemniho (Tab. 17). Jednotlivé vzorky se lisily obsazenymi rostlinnymi ¢astmi
ataké svym pavodem. V literatufe je uvadéno, Ze se obsah steroidnich saponini lisi
v zavislosti na mnoha faktorech (Stefanescu et al. 2020; Dinchev et al. 2008; Lazarova et al.
2014). Zalezi na geografickych podminkach ¢i na fazi vyvoje rostliny. Obsah steroidnich
saponint je odliSny také v ramci rostlinnych ¢asti. Z tohoto divodu jsou pro kazdy vzorek
ziskany rozdilné vysledky obsahu steroidnich saponini. Za nejvice zastoupeny steroidni
saponin je povazovan protodioscin, jak jiz bylo zminéno. Proto je ho také ve vétSing
analyzovanych vzorkd nejvice. Jeho mnozstvi je 0,46-982,44 ng/g. Dioscin piedstavuje
aglykon protodioscinu, ve své struktuie tedy neobsahuje sacharidovou cast. Hladiny
dioscinu maji podobny trend ve vzorcich jako protodioscin, jsou vSak obsazeny v nizsi

koncentraci (<LOD-24,99 pug/g). Detekované mnozstvi tribulosinu se pohybovalo
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0d 0,03 pg/g do 12,38 pg/g. Nejméné zastoupené SSS predstavovaly sit-glu a diosgenin.
Jejich mnozstvi Vv Kotviéniku zemnim Se pohybovalo maximalné v desitkach ng/g
(sit-glu — 3,59-54,82 ng/g; diosgenin — 0,11-70,44 ng/g).

Namétené hodnoty mnozstvi steroidnich saponinli, jez se Vkazdém vzorku
kotviéniku zemniho 1isi, koreluji s publikacemi, ve kterych je také popsan jiny obsah
steroidnich saponini v kazdém vzorku. V Tab. 19 je uvedeno mnozstvi protodioscinu,

dioscinu a tribulosinu ziskanych vysledki ve srovnani s daty z literatury.

Tab. 19 — Rozsah mnozstvi protodioscinu, dioscinu a tribulosinu stanoveny ve vzorcich
¢. 1-12 a rozsah jejich mnozstvi zaznamenany V literature. VSechny tyto tii SSS byly
izolovdany a kvantifikovany z kotvicniku zemniho, piivodem z ruznych zemi svéta (napr-.

z Bulharska, Indie, Ciny ¢i Ruska).

Obsah steroidnich saponint (ug/g)

Protodioscin Dioscin Tribulosin
Vzorky ¢. 1-12 0,46-982,44 <LOD-24,99 0,03-12,38
Dinchev et al. 2008 2,40-10270,30 <LOD-921,90 <LOD-6442,10
Lazarova et al. 2011 3790,00-15280,00 <LOD-4350,00 -
Stavrianidi et al. 2017 350,00 8,00 -
Sarvin et al. 2018 600,00-1900,00 320,00-620,00 -
Ganzera et al. 2001 <LOD-13370,00 -

Dale byla provedena izolace a kvantifikace SSs v 25 mg kotvicniku zemniho.
Vysledky jsou uvedeny v Tab. 18. Mnozstvi jednotlivych steroidnich saponinii ve vzorcich
by tedy méla byt 5x vyssi nez pii navazce 5 mg. Na Obr. 21 je zobrazeno srovnani
prumérného namétené¢ho mnozstvi steroidnich saponinii v obou navazkach vzorku €. 10
kotviéniku zemniho. Naméfené hodnoty obsahu SSs v navéazce 25 mg vétSinou neodpovidaji
pétindsobku hodnot obsahu SSs naméfenych pifi navazce 5 mg. Navazka 25 mg nemohla byt
vybrana jako optimélni i z divodu, Ze zde matri¢ni efekt snizuje ndvratnost znacenych
internich standarda (*Hs]-norbrassinolidu — 5,59 %, [?Hs]-24-epikastasteronu — 18,62 %)

a snizuje tak pfesnost kvantifikace vybranych SSs.
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Obr. 21 — Srovnani naméreného mnozstvi vybranych SSs V kotvicniku zemnim (vzorek ¢. 10)
pri  optimalizované a neoptimalizované navizce: A — sit-glu, B —diosgenin,

C — protodioscin, D — dioscin, E - tribulosin.

Hodnoty obsahu SSs ziskané pro navazky 5 mg a 25 mg pfi optimalizaci navazky suchého
pletiva kotvi¢niku zemniho (vzorek ¢. 10; Tab. 16) se 1isi od hodnot ziskanych pro tentyz
vzorek pii méfeni obsahu SSs pfi navazkach 5 mg a 25 mg (Tab. 17 a 18). Tento rozdil mohl
byt zpisoben faktem, ze méteni probihala v jiny den a pfistroj pouzity K analyze mohl

vykazovat odli$nou citlivost.
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6 ZAVER

Rostlinné sekundarni metabolity SSs se skladaji ze steroidniho aglykonu a z glykonu. SSs
vykazuji mnoho u¢inkd v samotnych rostlinach, ale také v lidském organismu. Kotvi¢nik
zemni (Tribulus terrestris) pfedstavuje znamou bylinu obsahujici SSs, proto Casto slouzi
k vyrobé doplnku stravy. SSs Ize izolovat pomoci fady metod, av§ak dosud nebyla vyvinuta
optimalizovana metoda jejich skrininku v rostlinném materidlu.

V ramci této prace byla optimalizovana metoda SPE purifikace SSs z kotvicniku
zemniho. Jako vhodna kolonka byla vybrana kolonka DPA-6S, ktera obsahuje
polyamidovou pryskyfici pro zachyceni polarnich analytid. SSs se tedy na této kolonce
nezachycuji, ale kolonkou prochézi rovnou po naneseni vzorku. Dale pak byla vyvinuta

a optimalizovana metoda UPLC separace SSs s naslednou detekci pomoci MS. SSs byly

vvvvvv
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tribulosinu a dioscinu dosahovalo druhé nejlepsi hodnoty mezi testovanymi kolonami.

Pro analyzu SSs v rostlinném materialu byl vybran kotvi¢nik zemni, jelikoZ je zndm
svym obsahem pravé téchto rostlinnych sekundarnich metabolitl. Pro optimalizaci navazky
bylo vybrano mnozstvi 2-50 mg DW. Bylo zjisténo, Ze se zde uplatiiuje silny matri¢ni efekt,
ktery sniZuje navratnost znac¢enych internich standarda se zvySujici se navdzkou kotviéniku
a ovliviiyje tak 1 kvantifikaci samotnych SSs. Jako optimalizovana navazka byla tedy
zvolena navazka 5 mg DW.

SSs byly analyzovany v optimalizované navazce (5 mg) dvanacti vzorkt kotviéniku
zemniho, které se lisily jak obsazenou rostlinnou ¢asti, tak svym pivodem. Koncentrace
vybranych SSs se mezi vzorky vyrazné lisily, coZ odpovida literatute, ve které je uvadeéna

zavislost obsahu SSs na riiznych faktorech.
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