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1 UVOD

Pivodem ze Stfedozemi, dnes jiz celosvétové rozsifen — rostliny rodu mési¢ek jsou
Clovékem péstovany jiz po staleti at’ uz jako okrasné rostliny, anebo pro jejich vyuziti
v lidovém 1écitelstvi, a to jak historicky, tak v soucasnosti. Znamo je né€kolik druhtu
meésicku, které se mohou lisit morfologii celé rostliny ¢i rozsifenim po svéte. Nejznaméjsi
druh Mésicek 1ékatsky (Calendula officinalis L.) je Slechtén v rtizné kultivary lisici se
predevsim velikosti, barevnosti a plnokvétosti kvétenstvi, kterym je u celedi
hvézdnicovitych tbor.

Ackoli se S$lechténi soustiedi zejména na okem pozorovatelny fenotyp rostlin,
morfologické znaky nemusi byt jedinym rozdilem mezi odridami mésicku. Uvnitf toho,
co nds z mésicku zajima nejvice — kvétenstvi, mohou byt znatelné rozdily v chemickych
komponentech. A pravé proto bylo zaméfit se na fytochemické sloZeni kvétenstvi cilem
této prace.

Latky, které nas Vv kvétenstvi mésicku zajimaji, patii do skupiny sekundarnich
metabolitl, typicky tak ud€luji danému genotypu néjakou vlastnost navic oproti jinym
organismiim. Napiiklad jejich barvu jim udévaji zejména pigmenty karotenoidy.
jehoz hlavnim nosi¢em je triterpenoid faradiol. Dalsi vliv na protizanétlivou,
antioxida¢ni, anebo antimikrobialni aktivitu mésicku maji obsazené fenolové slouceniny.

Pii feSeni této prace bylo pracovano s 8 vzorky genotypli mésicku, jejichz kvétenstvi
byla sbirana ve dvou letech (sklizeni 2021 a 2022) ve vice sbérech v pribéhu sezony.
Fytochemické analyzy byly cileny na 3 skupiny latek — karotenoidy, pentacyklické
triterpenoidy a fenolové latky, pfi¢emz byly vyuzity metody spektrofotometrické,
chromatografické a hmotnostné-spektrometrické. Také byly provedeny experimenty
s vybranymi produkty sobsahem mésicku, u kterych bylo cilem seznamit se
s netypickym, jinym neZ rostlinnym materialem a vyzkouset, zda jsou pouzité metody

vhodné i pro jiné typy matric.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Meésicek (Calendula sp.)

2.1.1 Puvod, ekologie, vyznam

M¢sicek je rod rostlin z ¢eledi hvézdnicovitych. Jsou to vétSinou jednoleté, vzacné
vytrvalé byliny nebo polokefe. Pochazeji zejména z oblasti Sttedozemniho mote, dnes se
ale péstuji anebo byly zavleCeny na vSechny kontinenty. Je znamo asi 15-20 druha
(Slavikova, 2004).

Nejvyznamnéj$im druhem je mésicek 1ékaisky (C. officinalis), ktery je znam a
péstovan jiz vice nez 800 let. Jeho piesny pivod je nejasny, v CR se péstuje po celém
uzemi od nizin az po horské zahradky. Na péstovani je nenarocny, semena maji po vyseti
vysoky stupen kli¢ivosti, na dané lokalité se samovoln¢ udrzuje a ¢asto zplanuje v okoli
zahrad, skladek, rumist’ nebo hibitovt (Slavikova, 2004).

Vyznam mésicku byl jiz ve stiedovéku v lidovém lé€itelstvi, 1ékatstvi a kosmetice a
ptretrvava dodnes. Jeho pozitivni vliv na lidské zdravi je dan obsahovymi latkami, a proto
se studium mésicku ubira timto smérem. Kromé toho je péstovan jako nenaro¢na okrasna

rostlina s dlouhou dobou kveteni (Chitrakar et al., 2019; Slavikova, 2004).

2.1.2 Taxonomie

Taxonomicky je rod mésicek zatazen do Celedi hvézdnicovitych (Astraceae) pafici do

tiidy vyssich dvoudéloznych rostlin (Rosopsida) (Tab. 1) (ITIS, 2022; BioLib.cz, 2022).

Tab. 1: Piehled taxonomického zafazeni mésicku.

Doména Rise Podiise Kmen Tiida

Eukaryota rostliny cévnaté rostliny  krytosemenné vy$$i dvoudélozné
(Eukaryota) (Plantae) (Tracheobionta) (Magnoliophyta)  (Rosopsida)

Rad Celed Podgeled Tribus Rod
hvézdnicotvaré hvézdnicovité  hvézdnicové Calenduleae mésicek
(Asterales) (Asteraceae) (Asteroideae) (Calendula)

Do rodu meésicek (Calendula) je fazeno nékolik druhi. Z hlediska historie, péstovani,
lidové zndmosti, ale i moderniho vyzkumu je jednozna¢né nejvyznamnégj$im druhem

mesicek 1ékarsky (C. officinalis; Obr. 1). Neni vsak jasné, zda je C. officinalis
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alopolyploidnim druhem hybridogenniho ptivodu, druh odvozeny od Calendula
suffruticosa Vahl (Obr. 1), anebo se jedna o kulturni odriidu neznamého planého druhu
pivodem nékde z oblasti od Kanarskych ostrovil az po fran (Slavikova, 2004).

Dalsim zastupcem je mésicek rolni (Calendula arvensis (Vaill.) L.; Obr. 1), vysoce
polymorfni, teplomilny druh ptivodem ze Stfedozemi, druhotné se vyskytujici i na nasem
uzemi. Nékteré zjeho forem jsou n€kdy povazovany za samostatné druhy, napf.
Calendula aegyptiaca PERs (Slavikova, 2004).

Mezi dal$i druhy lze uvést mésicek dvoubarvy (Calendula bicolor Rat.; Obr. 1), jiz
zminény C. suffruticosa (Obr. 1), Calendula eckerleinii Ohle, Calendula incana Willd.,
Calendula lanzae Maire, Calendula maritima Guss., Calendula maroccana (Ball) B. D.
Jacks., Calendula meuselii Ohle, Calendula pachysperma Zohary, Calendula palaestina

Boiss., Calendula stellata Cav. a Calendula tripterocarpa Rupr. (BioLib.cz, 2022).



Obr. 1 Fotografie vybranych druhi mésicku: C. officinalis (1,2), C. arvensis (3,4), C. suffruticosa
(5) a C. bicolor (6). Pievzato a upraveno z Wikimedia Commons, 2023.



Za zminku stoji nejednoznacnost anglického ekvivalentu ,,marigold”. Nejedend se
totiz o oznaceni pouze mési¢ku (Calendula sp.), ale také jinych rostlin, pfedev$im rodu
aksamitnik (Tagetes sp.) znamy také jako ,,afrikan“. V anglické literatufe vénujici se
studiu ,,marigoldu* se tak ¢asto jedna o kombinaci studia téchto dvou rodu, které jsou
taxonomicky piibuzné az na arovni podceledi hvézdnicové (Asteroideae). Rozlisovany
jsou pak nazvy ,,pot marigold, ,,common marigold®, ,,scotch marigold” (vSechny tfi
ozancuji Kultivary druhu C. officinalis), ,,african marigold* (Tagetes erecta L.; Obr. 2),
,»french marigold* (Tagetes patula L.; Obr. 2), ,,mexican marigold* (Tagetes lucida Cav.),
»signet marigold” (Tagetes tenuifolia Cav.) a dalsi (Chitrakar et al., 2019; Bhave et al.,
2020). Krom¢ toho je nazev ,,marigold” pouzivan také pro blatouch bahenni (,,marsh
marigold*, Caltha palustris L.) a dalsi rostliny z rodu Baileya, Glebionis, Tithonia a dalsi.
Pies tento lingvisticky zmatek je v této praci zpracovana reSerSe vyhradné pro rod
Calendula sp., a pokud byly z anglické literatury vybrany informace pojednavajici 0 rodu

jiném, pak se jednalo o informace nezavislé na genetickém pavodu materialu, naptiklad

metodické.

Obr. 2 Fotografie T. erecta (1) a T. patula (2). Pfevzato a upraveno z Wikimedia Commons,
2023.



2.1.3 Botanicka charakteristika

Z morfologického hlediska jsou rostliny rodu Calendula jedno- az dvouleté byliny,
vzacné se muze jednat o vytrvalé byliny s dfevnatéjici bazi nebo polokeie. Hlavni kofen
je vietenovity Stenkymi postrannimi koteny. Stonkem je lodyha, nejcastéji ptima,
vystoupava nebo poléhava, v zavislosti na druhu 10—70 cm dlouh4, byva bohaté vétvena.
Listy jsou podlouhlé az kopinaté, mélce zubaté, pfisedlé nebo kratce fapikaté, stéidavé po
celé lodyze. V plodenstvi jsou rozeznatelné az tii druhy nazek: vnéjsi (mohou chybét),
stiedni a vnitini; vSechny jsou dovnitt zahnuté, razné€ veliké, na hibeté rGzné hrbolaté a
po stranach maji 1-3 ¢lunkovita kiidla (Jahodat, 2011; Slavikova, 2002; Slavikova, 2004)
(Obr. 3).

Kvétenstvi typu ubor je spolenym znakem pro celou ¢eled’ hvézdnicovité, umisténo
je vzdy na vrcholu hlavni lodyhy nebo postrannich vétvi. Podéeled” Astroideae typicky
vytvaii jazykové i trubkovité kvéty usporadany na uborovém lizku jako paprsek a ter¢
(Jahodaf, 2011). Podle druhu mohou byt kvétenstvi rizné velka, v rozmezi asi 1-7 cm
V priuméru. Zékrov je jedno- az dvoufady, zdkrovni listeny pfiblizné stejné dlouhé jako
jazykové kvéty, lazko ploché. Jazykové kvéty mésicku maji typickou zlutou az
oranzovou barvu. Jsou samici, ligula je dlouhd az 25 mm, dozravaji v nazky. Trubkovité
kvéty maji Zlutou, oranZovou az hnédou barvu, morfologicky jsou sice oboupohlavni, ale
funkén€ saméi, nedozravaji v nazky. Mohou se vyskytnout kvétenstvi s pouze
jazykovymi kvéty (Slavikova, 2004) (Obr. 3).

Nejcastéji péstovany druh C. officinalis dorusta vysky az 70 cm, jeho kvétenstvi muze
mit primér 3—7 ¢m a barva jazykovych kvétu je syté Zluta az oranzova. Piibuzny druh C.
arvensis se morfologicky lisi pfedev§im v délce lodyhy a velikosti uboru. Je podstatné
niz§i (maximalné 50 cm), jeho tbory maji pramér pouhé 1-2 cm a jazykové kvéty jsou
svétle zluté. Morfologické rozdily mezi t€émito dvéma druhy jsou také ve tvaru listl a

nazek (Slavikova, 2004) (Obr. 1).



Obr. 3 Botanicka ilustrace C. officinalis z knihy Kohler's Medizinal-Pflanzen (1887). Pievzato
a upraveno z Wikimedia Commons, 2023.

2.1.4 Vyuziti
Vedle péstovani jako okrasné rostliny je mésicek znam a vyuzivan jiz po staleti jako tzv.
Htradi¢ni rostlina“ pro rizné aplikace v lidovém 1é¢itelstvi, ale také k pfipravam potravin,
barviv, nebo kosmetickych potieb (Garcia-Oliveira et al., 2021). Kromé Evropy byl jiz
od asi 12. stoleti péstovan také v Egypt¢, na Blizkém vychodé a v dnesni Indii (Safdar et
al., 2010). Jiz ve sttedoveéké francouzské kuchyni nachazela kvétenstvi mésicku své misto
pri ptipravée salatt ¢i polévek. V mésicku obsazena barviva byla historicky pouzivana pro
barveni rtuznych textilnich materialt jako vlna, konopi, len, bavina anebo hedvabi.
Rovnéz byla rostlina pouZivana pro vyrobu parféma (Chitrakar et al., 2019).

Nejvétsi vyznam je vSak samoziejmé kladen medicinskym a lé¢ebnym vlastnostem

mésicku, a to nejen v historickém lidovém 1écitelstvi, ale i soucasné medicin€. Pouzivany



jsou zejména tborova kvétenstvi ¢i pouze jazykové kvéty, anebo také listy (Novak et al.,
1958). Moznosti aplikace je hned nekolik, nejcastéji dochazi ke vstiebani ptimo skrze
kazi. Masti a balzamy mésicku jsou pouzivany k 1é€bé ran, modiin, opruzenin, anebo ke
zklidnéni poSkozené a zanicené kuze (Chitrakar et al., 2019; Safdar et al., 2010).
Peroralné mtize byt podavan extrakt mésicku pii spalnic¢kach ¢&i nestovicich. Stava byva
pouzivana pii horecce, nevolnostech, menstruaci, koznich onemocnénich, viedech, anebo
Zloutence. Odvar mési¢ku je podavan pii chudokrevnosti (Garcia-Oliveira et al., 2021;
Chitrakar et al., 2019).

2.1.4.1 Produkty s obsahem mési¢ku

Na trhu je dostupnych nekolik typt riznych piipravkt s mésickem, coz koresponduje
s jiz vySe uvedenym vyuzitim meésicku jako ,tradi¢ni rostliny*. Mésickovy kvét (lat.
Calendulae flos) je uveden i v Ceském Iékopise, je popsan jako celé nebo fezané ususené
zcela rozkvetlé kvéty plnokvétych odrid druhu C. officinalis (Cesky lékopis 2017:
Doplné€k 2022 (2022); Kasparova, 2008). Takovyto suseny mésickovy kvét pak muze byt
pouzit napiiklad pro pfipravu nalevli nebo Caji pro zevni i vnitini pouziti (Kasparova,
2008).

K dostani je rovnéz napiiklad mési¢kovy olej (jedna se o mésickovy olejovy extrakt,
nikoli o olej ziskany z mé&sicku ¢i jeho Casti), ktery 1ze podobné jako nalev uzivat zevné
1 vniting€, napomahat by m¢l normalni ¢innosti jater, stiev, dychaciho systému a podobné
(Novy, 2021). Ptipravovat Ize i v domacich podminkach s vyuzitim kvalitniho, za studena
lisovaného oleje (Herbalista.cz, 2022).

Pro lokélni pouZiti je dale asi nejznaméj$i mésickova mast vykazujici hojivé ucinky
(Kasparova, 2008). Ta mize byt také bézné pfipravovana v domacich podminkach, jako
zaklad l1ze pouzit olej, veptové sadlo, nebo 1ékatrskou vazelinu (Herbalista.cz, 2022).
Kocisténi a oSetfeni povrchovych ran moZno pouzit také mésic¢kovou tinkturu
(Kasparova, 2008).

V nabidce se lze bézné setkat i skosmetickymi produkty s obsahem mésicku,
napiiklad s krémem na ruce Indulona mési¢kova, anebo s pletovou vodou S uzitim pro
problematickou plet’ se sklonem k akné a trudovitosti a podobné (Novy, 2021).

Nékteré tyto produkty s obsahem mésicku jsou pouzity i pro experimentalni ¢ast této

prace, viz kapitola 3.1.1.2 Biologicky material — Produkty s obsahem mésicku.



2.2 Vyznamné prirodni latky mésicku

Pticinou pozitivniho vlivu na lidské zdravi mésicku a zaroven piedmétem této prace jsou
zejména latky v mésiCku obsazené. Ty lze obecné, ve vSech rostlinidch, rozd€lit na
primarni a sekundarni metabolity. Mezi primarni metabolity patfi molekuly, jejichz
biosyntetické drahy jsou spolecné pro Siroké spektrum organismu a které jsou pro zivot
daného organismu nepostradatelné (aminokyseliny, mastné kyseliny, nékteré organické
kyseliny, nukleotidy apod.). Oproti tomu sekundarni metabolity jsou typické pro uzsi
taxon organismi, Nejsou nutné pro zivot organismu, pouze mu ud€luji uréitou vyhodu
(Macholan, 1998).

Praveé tyto vlastnosti délaji ze sekundarnich metaboliti vysoce zajimavou skupinu
latek a cil védeckého poznani. Jejich ekologickymi funkcemi jsou piedevs§im interakce
s prostfedim jako atrakce opylovacli a roznaSeCl semen (barva, ving), obrana proti
herbivorim a patogentim (hotkost, toxicita), mechanick4 opora a podobné. Clovék pak
tyto latky vyuzivd v odvétvich mediciny, kosmetiky, potravinatstvi, zeméd¢lstvi a
dalsich. Termin ,,pfirodni latky* je pak prakticky synonymem pro sekundarni metabolity,
ktery vSak 1épe vstupuje do povédomi Siroké, nevédecké spolec¢nosti (Macholan, 1998).

Rozd¢€leni sekundarnich metaboliti je mozné podle jejich strukturdlnich
a biosyntetickych podobnosti, a to na terpenoidy, alkaloidy, fenolové latky, latky
obsahujici siru, acetyleny, psoraleny a dalsi skupiny latek (Macholan, 1998). Pravé t€ém
prvné jmenovanym, terpenoidiim, a jejich vyskytu v mé&sicku bude vénovana v této praci

pozornost predevsim. Dale budou popsany také fenolové latky vyskytujici se v mésicku.

2.2.1 Karotenoidy

Karotenoidy jsou sekundarni metabolity patiici do Siroké skupiny terpenoidi, konkrétné
se jedna o tetraterpenoidy. Jsou to lipofilni pigmenty ¢ervené az oranzové barvy. Znamo
je vice nez 1100 zastupci napfic riznymi organismy od bakterii, pfes houby, nizsi 1 vy$si
rostliny az po zivoc¢ichy (Britton, 1995; Yabuzaki, 2017). Pro lidské t€lo jsou vyznamné
zejména premény a-karotenu, B-karotenu a B-kryptoxanthinu na vitamin A a antioxidaéni
vlastnosti karotenoidi (Institute of Medicine, 2000).

Jejich strukturu tvofi zakladni skelet se Ctyficeti uhliky, ktery miize byt dale
modifikovan cyklizaci na jednom nebo obou koncich, stupném hydrogenace anebo
pfidanim kyslikovych funkénich skupin. Pro cely uhlovodikovy fetézec je pak typicky

karotenoidii pohlcovat svételnou energii diky pfechodu elektroni z vazebného m do
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protivazebného n* orbitalu. Energie tohoto pfechodu koresponduje se zafenim vinové
délky cca 400-500 nm z oblasti viditelného svétla (Britton, 1995).

Takova struktura ovSem rovnéz zpusobuje vysokou reaktivitu a nestabilitu
karotenoidi. Mezi faktory snizujici stabilitu karotenoida patii puasobeni svétla, tepla,
kysliku apod. (Boon et al., 2010). Rozklad a degradace molekul karotenoidl vede ke
ztraté zbarveni a biologické aktivity, jako jsou antioxida¢ni vlastnosti a funkce jako

provitamin A, a rovnéZz komplikuje analytické stanoveni karotenoidu.

2.2.1.1 Rozdéleni a zastupci

V zékladu lze karotenoidy rozdélit do dvou skupin: karoteny a xantofyly. Karoteny jsou
tvofeny pouze uhlovodikovym fetézcem a patii zde a-, -, y-karoten, lykopen a dalsi
(Obr. 4). Oproti tomu xantofyly jsou jejich kyslikovymi derivaty, pficemz atom kysliku
mize byt zabudovan ve formé hydroxy- (zeaxanthin, lutein), methoxy- (spirilloxanthin),
keto- (canthaxanthin) anebo epoxy- (antheraxanthin) funk¢nich skupin (Obr. 4)
(Ramawat a Merillon, 2013; Melton et al., 2019).
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Obr. 4: Strukturni vzorce vybranych molekul karotend a xantofylt.
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Riznorodost celé skaly molekul karotenoidii dotvaii moznost konfigurace kazdé
dvojné vazby v polyenovém fetézci, vznikaji tak geometrické cis- a trans- (Z- a E-)
izomery. Pti cis- konfiguraci, byt’ jediné vazby v polyenovém fetézci, v§ak Casto vznika
velké stérické branéni (jak je naznaceno u 9°-cis-antheraxanthinu, Obr. 4) Tim se sniZuje
termodynamicka stabilita, a proto je vétSina v ptirodé ptitomnych karotenoidii v all-trans-
konfiguraci (Britton, 1995), ackoli mnoho cis- forem jiz bylo jako pfirodnich latek

popsano (Kishimoto et al., 2005).

2.2.1.2 Biosyntéza

Vsechny fotosyntetizujici organismy pottebuji produkovat molekuly karotenoidd pro
spravné sestaveni anténovych komplext fotosystému a pro fotoprotektivitu. Ptimy vztah
k fotosyntéze maji tzv. primarni karotenoidy. Kromé nich jsou ale rostliny a fasy schopné
syntetizovat a ukladat také sekundarni karotenoidy, které jsou pak Zivoc€ichy pfijimany
potravou jako esencialni latky pro jejich sprdvné zivotni funkce (zejména syntéza
vitaminu A) (Rodriguez-Concepcion a Boronat, 2002, Ye a Huang, 2020).

Pocatek biosyntetické drahy karotenoidi v rostlinach je v plastidech, kde
glyceraldehyd-3-fosfat (G3P) a pyruvat vstupuji do methylerythritol-4-fosfatové (MEP)
neboli nemevalonatové drahy. Jejimi produkty jsou isopentenyldifosfat (iPP) a
dimethylallyldifosfat (DMAPP). Stejné produkty vznikaji také z acetylkoenzymu A
mevalonatovou drahou (MVA), ta vSak probiha v cytosolu, existuje také u zivocicht a
vede K tvorbé jinych metabolitii; pribéh obou drah je porovnan na Obr. 5 (Rodriguez-

Concepcion a Boronat, 2002, Domonkos et al., 2013).
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Obr. 5: Schéma MEP a MVA biosyntetickych drah vzniku terpenoidu v rostlinné buiice. Pfevzato
a upraveno podle (Rodriguez-Concepcion a Boronat, 2002).

Kondenzaci iPP a DMAPP pak vznika desetiuhlikaty geranyldifosfat (GPP), dalSim
pridavanim pétiuhlikatych jednotek vznikne dvacetiuhlikaty geranylgeranyldifosfat
(GGPP). Pravé spojenim dvou GGPP typu ocas-ocas vznikne prvni ctyficetiuhlikaty
produkt syntézy karotenoidd, 15-cis-fytoen (Obr. 6) (Britton, 1995), reakce je
katalyzovana enzymem geranylgeranyldifosfat:geranylgeranyldifosfat-geranylgeranyl-
transferasa (15-cis-fytoen tvofici) (15-cis-fytoensyntasa, PSY, EC 2.5.1.32) (IUBMB,
karotenoidd. Transkripce PSY genu je ovliviiovana kKyselinou abscisovou, svételnymi
podminkami, suchem, teplotou a dal$imi faktory (Cazzonelli a Pogson, 2010).

Naslednymi reakcemi vznika z fytoenu lykopen (Obr. 6). K tomu je zapotiebi nékolika
enzymu: 15-cis-fytoen:akceptor-oxidoreduktasa (fytoendesaturasa, PDS, EC 1.3.99.31),
all-trans-C-karoten:akceptor oxidoreduktasa (C-karotendesaturasa, ZDS, EC 1.3.99.26),
7,7',9,9'-tetra-cis-lykopenisomerasa  (prolykopenisomerasa, karotenoidisomerasa,
CrtISO, EC 5.2.1.13) (Diretto et al., 2006, Cazzonelli a Pogson, 2010; IUBMB, 2022).
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Obr. 6: Schéma biosyntetickych drah vybranych karotenoidu. Prevzato z Diretto et al.,
2006.

Pravé geny pro enzymy této drahy, konkrétné¢ PSY z narcisu zlutého (Narcissus
pseudonarcissus) a gen pro enzym kombinujici funkci PDS a ZDS z pidni bakterie
Erwinia uredovora, napomohly v feSeni projektu tzv. zlaté ryze, tedy geneticky
modifikované ryze set¢ (Oryza sativa L.) schopné syntetizovat B-karoten jakoZzto
provitamin A a napomoct tim vadZnému zdravotnimu problému deficience vitaminu A
pievazné u déti v rozvojovych zemich (Ye et al., 2000).

Dale se spolecna cesta rozdéluje a lykopen podléhd reakcim dvou enzymd, které o
substrat kompetuji: karotenoid:p-koncova skupina-lyasa (kruh otevirajici) (lykopen f-
cyklasa, LCY-b, EC 5.5.1.19) a karotenoid:y-koncova skupina-lyasa (kruh otevirajici)
(lykopen e-cyklasa, LCY-e, EC 5.5.1.18) (IUBMB, 2022). LCY-e napomaha preméné
jedné y-koncové skupiny lykopenu na e-koncovou skupinu a dava vzniknout 6-karotenu.
LCY-b oproti tomu katalyzuje pfeménu dvou wy-konc. sk. lykopenu na B-konc. sk. a
vznika tak p-karoten (anebo jedné y-konc. sk. d-karotenu na B-konc. sk. za vzniku a-
karotenu) (Diretto et al., 2006, Domonkos et al., 2013) (Obr. 6).
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Dalsi syntéza xantofyld z karotent pak zavisi na postupnych oxida¢nich reakcich. Jako
ptiklad mutze byt uveden enzym a-karoten:Oz-oxidoreduktasa (3-hydroxylacni)
(karotenoid-e-hydroxylasa, LUT1, EC 1.14.14.158) (IUBMB, 2022), ktery katalyzuje
jednak pfeménu a-karotenu na a-kryptoxanthin, ale také pfeménu zeinoxanthinu na
lutein (Diretto et al., 2006; Domonkos et al., 2013) (Obr. 6).

2.2.1.3 Biologicka aktivita

V rostlinach a jinych fotosyntetizujicich organismech hraji karotenoidy kli¢ovou roli
vV rozptylu svételné energie, jejiz efektivni vyuziti zavisi na bezpecném odvadéni
ptrebyte¢né energie. Pro samotnou fotosyntézu je vyuzita jen ¢ast absorbované energie,
jeji nadbytek ve formé svétla pak piedstavuje vaznou fotooxida¢ni hrozbu pro
fotosynteticky aparat i jiné bunééné struktury (Demmig-Adams & Adams, 1996).
Podobné¢ jako piili§ velky elektricky proud zarovku nerozjasni, ale spali, tak pfili§ velka
absorpce svétla fotosystémem nezvysi efektivitu fotosyntézy, nybrz buniku poSkodi az
zahubi.

Jednim z ochrannych mechanismi je tzv. xantofylovy cyklus (Obr. 7). Pfi tomto cyklu
dochazi za ptitomnosti svétla k pomémé rychlé pfeméné violaxanthinu postupnou
deepoxidaci pies antheraxanthin az na zeaxanthin. Pfi nizSich hladinach svétla pak
dochazi k reverznimu chodu reakce a epoxidaci vznika opét violaxanthin (Yamamoto,

1979; Hager, 1980; Demmig-Adams & Adams, 1996).
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Obr. 7: Schéma principu xantofylového cyklu. Pfevzato a upraveno podle Demmig-Adams &
Adams, 1996.

V ramci antioxida¢niho systému zivoc¢isnych bun€k patii karotenoidy mezi exogenni
neenzymatické antioxidanty, vedle naptiklad kyseliny askorbové, tokoferoli, fenolovych
latek apod. Uéinek t&chto molekul tkvi v efektivnim odstranéni reaktivnich radikélu jako
jsou HO- nebo ROO-, a to bud’ reakci s nimi za tvorby méné reaktivniho neskodného
produktu, anebo pieruSenim fetézovych radikalovych reakci. Je znamo, Ze radikaly
zpusobuji anebo napomahaji rozvinuti mnoha zavaznych chorob, jako jsou rakovina,
nemoci srdce a dal$i. Pijem karotenoidl a jejich spravné antioxida¢ni funkce tak miize
mit pfiznivy, preventivni vliv na tyto choroby. Avsak karotenoidy mohou také za ur¢itych
podminek vykazovat prooxidacni funkci. A jelikoZ to jsou lipofilni latky, lidskému télu
hrozi predavkovani jimi a jejich spravna funkce je tedy podminéna minimalnim, ale i
maximalnim mnozstvim (Britton, 1995).

Nékteré ze sekundarnich karotenoidd jsou ¢lovékem a jinymi Zivo€ichy vyuZivany
jako provitamin A Kk syntéze aktivniho vitaminu A — retinolu. Konkrétné se jedna o a- a
[-karoten a B-kryptoxanthin, které jsou do téla pfijimany z rostlinné stravy; jedna se tak
o paralelni zdroj vitaminu A vedle pfijmu pfimo retinolu z zivo¢isné stravy (Diretto et al.,
2006; Institute of Medicine, 2000).
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V lidském téle je P-karoten S$tépen enzymem [-karoten:O2-15,15°-dioxygenasa
(Steépici vazbu) (karotendioxygenasa, BCDO, EC 1.13.11.63) na dv¢é molekuly all-trans-
retinalu. Ten nasledn¢ podléha redukci katalyzované retinol:NAD+-oxidoreduktasou
(retinalreduktasa, EC 1.1.1.105) a vznika retinol, vitamin Al (Keijer et al., 2005; IUBMB,
2022).

2.2.1.4 Karotenoidy mésicku

Karotenoidy, s dopomoci dal$ich pfirodnich pigment flavonoidl, udavaji kvétenstvi
mésicku jeho typické Zluté az oranzové zbarveni (Piccaglia et al., 1997, Kishimoto et al.,
2005). V mésicku maji vySe zminéné biologické funkce spojené s fotoprotektivitou
asanténovymi komplexy fotosystému, tak jako Vjinych fotosyntetizujicich
organismech. Zaroven jejich akumulace v kvétenstvi pisobi jako atraktant opylovaca a
také je stfedem zajmu ¢loveka, ktery slechti C. officinalis v rtizné odrudy s celou paletou
odstinti kvétenstvi.

Raal et al. (2009) studovali celkovy obsah karotenoidi ve 42 komerénich genotypech
mésicku ziskanych zrtznych zemi Evropy a ziskali hodnoty mezi 0,20 — 3,51 %
karotenoidii v susenych jazykovych i trubkovitych kvétech mésicku. VysSi obsah
karotenoid® byva u kultivarti s tmavé oranzovym kvétenstvim — az 276,0 mg-100 g * FW
u kultivaru Double Esterel Orange, oproti Zluto-oranZzovému kultivaru Bonbon Abricot
s obsahem 48,2 mg-100 g * FW (Pintea et al., 2003).

Zatimco zastoupeni karotenoidli vyuzivanych pro fotosyntézu a fotoprotektivitu
Vv zelenych castech rostliny, jako jsou listy, je podobné pro vétSinu rostlin, ve kvétech
byva karotenoidové slozeni charakteristické pro dany rostlinny druh (Kishimoto et al.,
2005). I mezi riznymi (rizné barevnymi) odridami mésicku bylo studovano rozdilné
karotenoidové slozeni. Lze tedy ptedpokladat, ze jednim z faktord urcujicich barevnost
kvétenstvi mésic¢ku je geneticky podminéné zastoupeni a obsah karotenoida (Kishimoto
et al., 2005; Bhave et al., 2020; Pintea et al., 2003).

Podle Bako et al. (2002) patii mezi nejzastoupenéjsi karotenoidy v okvétnich listcich
mésicku blize nespecifikovaného druhu flavoxanthin (21,09 %), luteoxanthin (11,81 %),
auroxanthin (9,54 %), lykopen (7,37 %), B-karoten (6,46 %), lutein (5,69 %), a-karoten
(5,67 %), a-kryptoxanthin (5,51 %), 9-cis-antheraxanthin (5,14 %) a dalsi. Kishimoto et
al. (2005) ziskal podobné, ale mirn¢ odlisné vysledky pii analyze Kkultivaru ,,Alice
Orange*: flavoxanthin (28,5 %), (8‘R)-luteoxanthin (11,0 %), lykopen (8,7 %), (8R,8‘R)-
auroxanthin (7,1 %), (9°Z)-lutein-5,6-epoxid (5,0 %) a dalsi.
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To, ze genotyp kultivaru ma kromé enviromentalnich a poskliziovych faktorti (Bhave
et al., 2020) zasadni vliv na zastoupeni a obsah karotenoidi, podava napiiklad studie
Pintea et al. (2003), ktefi studovali rozdil mezi ¢tyfmi odrtidami ,,Double Esterel
Orange®, ,,Radio Extra Selected”, ,,Bonbon Abricot* a ,,Double Esterel Jaune®. | pies
rozdily v zastoupeni se vSak na pozicich vysokych obsahi opakuji latky jako
flavoxanthin, luteoxanthin a auroxanthin, lutein, lykopen a p-karoten, spomérné
vysokym obsahem jsou vSak uvadény také y-karoten, rubixanthin nebo lactucaxanthin a
dals$i. N¢kdy byva pii studiu karotenoidti analyzovan pouze B-karoten a lutein, pozornost
také budi napiiklad zeaxanthin (Piccaglia et al., 1997, Pavelkova et al., 2020).

V rostlinach se karotenoidy bézné vyskytuji ve formé mono- a diestert, jinak tomu
neni ani u mésicku. Estery jsou tvofeny nejéastéji s mastnymi kyselinami jako jsou
kyseliny laurova (C12:0), myristova (C14:0), palmitova (C16:0), stearova (C18:0) nebo
olejova (C18:1n9) (Bhave et al., 2020; Lapshova et al., 2013; Abdel-Aal & Rabalski,
2015).

2.2.1.5 Analyza karotenoidi

Celkové karotenoidy

Studium karotenoidii mtize probihat na né€kolika urovnich. Tou prvni je urceni celkového
obsahu karotenoidli v rostlinném materidlu, a to se d&je nejcastéji spektrofotometricky.
K tomu lze vyuzit n¢kolik riznych metod, jednou z nich je metoda dle Holma (1954),
ktera bude vyuZita 1 v experimentalni ¢asti této prace. Pomoci ni jsme schopni vypocitat
koncentraci jednotlivych pigmenti z naméfenych absorbanci celé smési v tolika
vlnovych délkach, kolik je ve smési pfitomno pigmenti. Je pro to nutné védét, které
pigmenty jsou ve smési pfitomné a znat jejich absorp¢ni vlastnosti (vinovou délku
absorpéniho maxima a extink¢ni koeficient pigmentu pfi této vinové délce). Po upravach
a s vyuzitim Lambert-Beerova zakona pak pro stanoveni karotenoidd a chlorofyld a i b

ziskame sérii rovnic (Obr. 8).

Cchia = 9,784‘ ' A662 - 0,99 ' A644-
Ccp = 21,426 - Agas — 4,65 - Age
Ckar = 4,685+ Agao — 0,268 - (ccnia + Ccnip)

Obr. 8 Rovnice pro vypocet obsahu Chlorofylti a (Ccnia), b (Cchig), a karotenoidti (Ckar) dle Holma
(1954).
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Extrakce a alkalicka hydrolyza karotenoidii

Chceme-li analyzovat zastoupeni jednotlivych molekul karotenoidi v rostlinném
materidlu, musime pfistoupit k separaci téchto latek, typicky pomoci chromatografie.
Jelikoz jsou ale molekuly karotenoidii v rostlinnych buinikach c¢asto esterifikovany
molekulami mastnych kyselin, lze je analyzovat ve formé jednotlivych esterti (Abdel-Aal
& Rabalski, 2015; Lapshova et al., 2013), anebo je nutné je nejprve z téchto mono- ¢i
diesterti uvolnit, a to nejéastéji alkalickou hydrolyzou neboli saponifikaci (Bako et al.,
2002; Kishimoto et al., 2005; Pavelkova et al., 2020). Ta standardn¢ probiha jako
nasledny krok hned po extrakci, kdy se ke smési extrahovanych latek ptida methanolicky
roztok KOH nebo NaOH.

Detailni postup se zde napti¢ dostupnymi publikacemi 1isi; napt. Bako et al. (2002) a
Pintea et al. (2003) pridali k etherickému, resp. v etheru rozpusténému, extraktu 30%
KOH/MeOH po dobu 18 h, Kishimoto et al. (2005) pouzili 5% KOH/MeOH po dobu 3 h
pro dosucha odpafeny zakoncentrovany extrakt, Pavelkova et al. (2020) a Bhave et al.
(2020) pracovali s hexan/acetonovym extraktem a saponifikaci provedli ptes noc
roztokem KOH resp. NaOH/MeOH o koncentraci 20 g1t (2,5 %). Podle Oliver & Palou
(2000) se nejcasteji pouziva methanolicky, ale i vodny nebo ethanolicky roztok KOH
v rozpéti koncentrace 10 — 60 % (w/v), pticemz reakce probiha nékolik hodin, nejcastéji
pfes noc, a lze ji urychlit zahfatim reakéni smési.

Alkalickou hydrolyzou idedlné ziskdme smés analytii, kterych bude mensi pocet
(zbavime se vSech estert a karotenoidy budou pouze volné) a zaroven budou poskytovat
veétsi signal (ze vSech mono- a diesterd napt. luteinu ziskame pouze volny lutein, jehoz
koncentrace v extraktu po saponifikaci a tim padem i signal vzroste). Je vsak potieba
pocitat s urcitou ztratou béhem vicekrokového a nékolikahodinového postupu, kterou Ize
do ur¢it¢ miry potlacit napt. zachazenim se vzorky a jejich uchovavanim bcéhem
hydrolyzy ve tmé¢.

Existuji i pfistupy, kdy se saponifikace cilen¢ obchazi (Pavelkova et al., 2020), anebo
je vyzkum cilen pfimo na estery karotenoidi (Abdel-Aal & Rabalski, 2015). Postup
extrakce je pak o to jednodussi, Pavelkova et al. (2020) pracovali s extrakénim ¢inidlem
n-hexan/ethanol (0,2 % t-BHT) v poméru 1/1. Abdel-Aal & Rabalski (2015) provedli
zvlast’ extrakce ttemi rozpoustédly, a to vodou nasycenym n-butanolem, methyl-terc-
butyletherem (MtBE) a isopropanolem (IPA), aby pokryli rizné stupné polarity a

rozpustnosti karotenoidesterd.
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LC separace karotenoidii

Chromatografické  stanoveni rostlinnych  pigmentd ma dlouhou historii,
pocinaje chromatografii na Skrobové nebo cukerné kolon¢ (Zscheile & Comar, 1941),
pfes papirovou chromatografii (Jensen & Jensen, 1959) a tenkovrstevnou chromatografii
(Oliver & Palou, 2000), az k dnes velmi hojné vyuzivané (ultra)vysokotuéinné kapalinové
chromatografii. HPLC karotenoidt probiha dnes prakticky vyhradné v systému
reverznich fazi (RP-HPLC).

Jako stacionarni faze se v RP-HPLC karotenoidi nejcastéji pouzivaji C18 faze
riznych vyrobct, napt. Chromsyl C18 (6 um endcapped, 250x4,6 mm) (Bako et al.,
2002), Agilent Poroshell 120 EC-C18 (2,7 um, 100x2,1 mm) (Pavelkova et al., 2020;
Bhave et al., 2020), Nucleosil ODS (5 um, 250x4,6 mm) (Pintea et al., 2003) a dalsi.

Vyuzivany byvaji také kolony s C30 stacionarnimi fazemi urcené piimo pro analyzu
karotenoidu, napt. YMC Carotenoid C30 (3 um; 3,0x100 mm) (Pavelkova et al.; 2020),
nebo Thermo AccucoreTM C30 (2,6 um, 100x2,1 mm) (Sommella et al., 2018) a
podobné (Abdel-Aal & Rabalski, 2015; Kishimoto et al., 2005). Podle Pavelkova et al.
(2020) je pouziti C30 stacionarni faze nutné pro stanoveni poméru luteinu a zeaxanthinu,
jelikoz tento kriticky par nelze na C18 koloné separovat. C30 kolona byla vyuzita i pfi
analyze esterifikovanych karotenoida ve studii Abdel-Aal & Rabalski (2015). Nevyhodou
téchto kolon je pomérné jednoucelové vyuziti, dlouhé doby analyz a obtizny transfer do
UHPLC rezimu.

Pouziti C8 faze je rovnéz popsano, jedna se napt. 0 kolony Phenomenex Kinetex C8
(2,6 um, 150x4,6 mm) (Nupur et al., 2021), anebo Phenomenex Luna C8 (3,0 um,
100x4,6 mm) (Van Heukelem & Thomas, 2001; Koblizek et al., 2010) a podobné.

Publikovana je samoziejmé také cela fada UHPLC analyz karotenoidd, kdy jsou téméf
vyhradné pouzity C18 faze riiznych vyrobcii a technologii. Jako ptiklady pouZiti 1ze uvést
kolony Waters Acquity UPLC BEH C18 (1,7 um, 50x2,1 mm) (Sommella et al., 2018),
Waters Acquity HSS C18 (1,8 um, 100x2,1 mm) (Maurer et al., 2014), Thermo Acclaim
UHPLC C18 (2,5 um, 150x4,6 mm) (Lizama et al., 2021) a dalsi. Vyhodami oproti HPLC
analyzam jsou samoziejmé krat$i doby analyz a efektivnéjsi separace, nizsi pratoky a
spotfeba mobilnich fazi, nebo lepsi kompatibilita s hmotnostni spektrometrii (MS).

Pouzité mobilni faze (MF) jsou napfi¢ studiemi pomérmné rozdilné, avsak vétSinou
sdileji spolecny znak, a to velkou elucni silu pouzitych rozpoustédel. To dava smysl
vzhledem k hydrofobnimu charakteru karotenoidd, diky némuz je jejich retence na

nepolarni staciondrni fazi pomérné velka. Pro analyzu na C18 koloné je tak pouZita napf.
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MF A: 88% MeOH, MF B: 100% MeOH, MF C: 30% CH2Cl> v MeOH (Bako et al.,
2002), nebo MF A: 100% ACN, MF B: 90% ACN (Pavelkova et al., 2020; Bhave et al.,
2020), anebo v UHPLC rezimu MF A: roztok CH3COONH: ve vodé ¢ = 10 mmol-I72,
MF B: ACN/MeOH/IPA 7/2/1 (Sommella et al., 2018) apod. Pro analyzu na C30 koloné
pak mobilni fazi typicky tvoifi MeOH, MtBE a voda v riznych pomérech, napt. podle
Pavelkova et al. (2020) je to pomér MF A: 81/15/4, MF B: 7/90/3. Pti analyze na C8
kolon¢ vyuzili Nupur et al. (2021) jako MF A: 25 % roztok CH3COONH4 ve vodé ¢ =
28 mmol-1"%, 75 % MeOH a MF B: 100% MeOH.

Po uspésné separaci se pak karotenoidy eluuji v poradi, které je v ptipadé¢ RP-LC
ocekavatelné — vzdy nejprve xantofyly a nasledné karoteny. Takto separované pak

pfechazeji k detektoru a vytvareji vysledny chromatograficky zdznam.

Detekce karotenoidii

Koncovkou pro chromatografickou separaci karotenoidi je jejich detekce. Typické je
pouziti detektord na principu UV-VIS fotometrie, v dnesni dobé tedy piredev§im
detektoru diodového pole (DAD, ev. PDA), ktery poskytuje kompletni spektralni
informace o analytech pravé v UV-VIS oblasti, nevyhodou vsak mtze byt nizsi citlivost.
Pouziti tohoto detektoru pii analyze karotenoidi je vSak vzhledem k jejich pomérné
vysokym extinkénim koeficientim velice vyhodné.

Prednosti detekce pomoci hmotnostni spektrometrie jisté neni tiecba predstavovat a
vyuziti této techniky je samoziejmé o¢ekavatelné i pfi analyze karotenoidd. Casto je
hmotnostni spektrometr pouzit v kombinaci s UHPLC systémem, neni to vSak
podminkou, je-li napiiklad pouzita C30 kolona dostupnd pouze pro rezim HPLC
(Rodrigues et al., 2019; Zhang et al., 2020). Jako iontovy zdroj je asi nejcastéjsi volba
vyuzivana chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) (Sommella et al., 2018;
Dzakovich et al., 2019; Rodrigues et al., 2019; Zhang et al., 2020), jsou ale publikovany
také aplikace S ionizaci elektrosprejem (ESI) (Pop et al., 2014; Lizama et al., 2021).
Popséno je pouziti pozitivniho (Castéji) 1 negativniho mddu ionizace. Hmotnostnim
analyzatorem pak byva iontova past (IT) (Rodrigues et al., 2019), trojity kvadrupol (QqQ)
(Dzakovich et al., 2019), jejich spojeni (Q-TRAP) (Zhang et al., 2020; Pop et al., 2014),
anebo analyzatory s vysokym rozlisenim (napf. iontova cyklotronova rezonance s

Fourierovou transformaci — FT-ICR, nebo hybrid kvadrupol-orbitrap — Q-Orbitrap)
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(Sommella et al., 2018; Lizama et al., 2021). V tabulce (Tab. 2) jsou ukazany MRM

pfechody vybranych analyzovanych karotenoidu.

Tab. 2: MRM piechody vybranych analyzovanych karotenoida.

Karotenoid Pouzity typ MS MRM piechody (m/z) Reference
neoxanthin APCI-IT 601 > 583; 565; 547; 5009; de Rosso & Mercadante,
491; 393; 221 2007
violaxanthin APCI-IT 601 > 583; 565; de Rosso & Mercadante,
491; 221 2007
APCI-IT 600,6 > 583,5; 565,5; 547,5; Rodrigues et al., 2019
491,5; 221,2
luteoxanthin APCI-IT 601 > 583 de Rosso & Mercadante,
2007
antheraxanthin  APCI-FT-ICR  585,43029 > 567,41961; Sommella et al., 2018
549,40920; 493,40407
APCI-IT 584,9 > 566,5; 548,4 Rodrigues et al., 2019
lutein APCI-IT 569 > 551; 533 ; 477; 463; 459 de Rosso & Mercadante,
2007
APCI-IT 568,7 > 551,6; 533,6; 477,3; Rodrigues et al., 2019
430,3
zeaxanthin APCI-IT 569 > 551; 533 ; 463 de Rosso & Mercadante,
2007
APCI-FT-ICR  569,43552 > 551,42497,; Sommella et al., 2018
459,36256
APCI-IT 569,6 > 551,5; 533,6 Rodrigues et al., 2019
lykopen APCI-QgQ 537,5 > 455,3; 269,2; 69,0 Dzakovich et al., 2019
y-karoten APCI-IT 537 > 467; 444 de Rosso & Mercadante,
2007
APCI-IT 536,7 > (nedetekovano) Rodrigues et al., 2019
B-karoten APCI-IT 537 > 444 de Rosso & Mercadante,
2007
APCI-FT-ICR  537,44562 > 413,32058; Sommellaet al., 2018
445.38298
APCI-QqQ 537,5 > 455,3; 269,2; 69,0 Dzakovich et al., 2019
APCI-IT 537,6 > 481,6 Rodrigues et al., 2019
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2.2.2 Pentacyklické triterpenoidy

Dalsi skupinou vyznamnych sekundarnich metaboliti mésicku jsou pentacyklické
triterpenoidy (Nagy et al., 2011). Jak jiz napovida nazev, fazeny jsou stejn¢ jako
karotenoidy do Siroké skupiny terpenoidi. Struktura triterpenoidii je tvofena Sesti
pétiuhlikatymi isoprenoidnimi jednotkami, jejich skelet tedy obsahuje 30 atomut uhliku a
jeho biosyntéza zacina vznikem isopentenyldifosfatu (iPP) a dimethylallyldifosfatu
(DMAPP) (viz v kapitole 2.2.1.2 Karotenoidy — Biosyntéza a Obr. 5) (Rodriguez-
Concepcion a Boronat, 2002). Spojenim téchto pétiuhlikatych jednotek postupné vznika
tiicetiuhlikaty skvalen, ktery je prekursorem také pro syntézu steroidi. Cyklizaci
skvalenu pak vznikaji pravé pentacyklické triterpeny (Nagy et al., 2011). Jako zastupce
lze uvést napi. hopan, olean, kyselinu ursolovou, betulin, arnidiol, kalenduladiol anebo
faradiol (Obr. 9). Celkovou strukturu pak dotvaii esterifikace nejcastéji v poloze 3, estery
jsou, podobné jako je tomu u karotenoidii, tvofeny s mastnymi kyselinami, jako jsou

kyseliny laurova (C12:0), myristova (C14:0), palmitova (C16:0) (Loggia et al., 1994).
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Obr. 9 Strukturni vzorce skvalenu a vybranych pentacyklickych triterpenoidii, vyznacena poloha
3 pro esterifikaci.

Triterpenoidy jsou bioaktivni molekuly vykazujici hned n€kolik pozitivnich G¢inkt na

-----

-----

nejvetsi vliv. monoestery faradiolu (faradiol-3-O-palmitat, faradiol-3-O-myristat a
faradiol-3-O-laurat), coz je podpoieno i jejich vysokym obsahem v mésicku (Loggia et
al., 1994; Zitterl-Eglseer et al., 2001). ProtoZe je obsah faradiolmonoesetri mésicku
umérny parotizanétlivé aktivit¢ riznych extrakti znéj, jevi se stanoveni
faradiolmonoesterti jako vhodny nastroj pro kontrolu kvality piipravki z mésicku

(Loggia et al., 1994).
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Mensi protizanétlivou aktivitu pak vykazuji také monooly y-taraxasterol, taraxasterol,
lupeol, nebo B-amyrin. Dale byly v mésicku identifikovany monoestery arnidiolu,
arnitriolu, kalenduladiolu, lupantriolu anebo maniladiolu (Loggia et al., 1994; Neukirch
et al., 2004; Nicolaus et al., 2016). Kvétenstvi mésicku je tedy velmi bohaté na obsazené
petacyklické triterpenoidy, a to jak jejich mono-, di- i trihydroxyderivaty, tak jejich volné
i esterifikované formy (Wilkomirski & Kasprzyk, 1979; Ukiya et al., 2001).

Podle Loggia et al. (1994), kteti provedli HPLC analyzu na AgNO3 impregnovaném
silikagelu, je ve kvétech C. officinalis z pentacyklickych triterpenoidii zastoupen faradiol
295 %, nasleduje arnidiol se 2 %. Co se ty¢e mastnych kyseliny uvolnénych kyselou
hydrolyzou, nejhojnéjsi je kyselina myristova (51 %), nasleduje palmitova (28 %) a
laurova (8 %).

Moderni vyzkum samoziejmé vedl k upiednostnéni pouZiti reverznich fazi. Pro RP-
HPLC jsou pouzivany nejéastéji C18 kolony, napi Nucleosil 100-5 C18 (5 um, 250x4
mm) s isokratickou eluci smési methanolu a vody v poméru 97:3 (Neukirch et al., 2004),
nebo LiChrosphere RP-18e, (5um, 4x250 mm) s gradientovou eluci methanolem a
vodnym roztokem kyseliny trifluoroctové o pH = 4 (Zitterl-Eglseer et al., 2001; Reznicek
& Zitterl-Eglseer, 2003). Popsana je i analyza v UHPLC rezimu, napi. Nicolaus et al.
(2016) vyuzili kolonu Phenomenex Kinetex C18 (2,6 um, 100x3 mm) s gradientovou
eluci ACN/MeOH. Detekce miize bud’ probihat v UV oblasti pii 210 nm (Zitterl-Eglseer
et al., 2001; Neukirch et al., 2004), anebo pomoci hmotnostni spektrometrie (APCI-
QTOF-MS) (Nicolaus et al., 2016).

Obsah faradiolu (¢i jeho esterdl) 1ze oznadit za opravdu vysoky, jak jiz ostatné bylo
zminéno vyse (Loggia et al., 1994). Zitterl-Eglseer et al. (2001) uvadi obsah faradiol-
lauratu 0,206 + 0,052 %, faradiol-myristatu 1,333 + 0,259 % a faradiol-palmitatu 1,418
+ 0,212 % v suchych jazykovych kvétech C. officinalis; o ¥ad niz§i hodnoty pak uvadi
pro trubkovité kvéty, o dva fady pro zakrovni listeny, a jesté nizsi nebo téméf nulovy
obsah pro listy.

Stanoveni triterpenoidi miize alternativné probihat také pomoci plynové
chromatografie (GC) (Nizynski et al., 2015; Nicolaus et al., 2016). Nizynski et al. (2015)
takto v kvétenstvi C. officinalis stanovil jako nejzastoupené;si y-taraxasterol/taraxasterol
(2124,28 + 160,40 ug-g* DW), nasledoval a-amyrenon (924,77 + 56,15 ug-g* DW), a-
amyrin/lupeol (773,46 + 48,68 ug-g* DW). Hodnoty obsahu faradiolu byly proti
o¢ekavani pomérné nizké, a to 19,45 + 1,42 ug-g~* DW pro volny faradiol a 82,52 + 6,08
ug-g~* DW pro jeho ester (blize nespecifikovano).
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2.2.3 Fenolové slou¢eniny

Fenolové latky jsou velkou skupinou sekundarnich metabolitd syntetizovanych
rostlinami. Ve struktuie vzdy obsahuji jednu nebo vice hydroxylovych funkénich skupin
navazanych na aromatické jadro. Biosyntéza v rostlinném organismu probihd bud’
Sikimatovou drahou z cukernych metaboliti (vede k systémum s kyslikovymi funkénimi
skupinami v o- a p- polohach), anebo polyketidovou drahou linearni kondenzaci kyseliny
octové (vede k m- substitu¢nim derivattim), pfipadné jejich kombinaci (Macholan, 1998).
Mezi fenolové latky patii napt. fenolové kyseliny, jednoduché fenoly, flavonoidy,
kumariny, lignany, ligniny, tanniny a dalsi. Vyskytuji se jako volné latky, ale i jako
konjugaty se sacharidy nebo proteiny (Khoddami et al., 2013; Klepacka et al., 2011;
Macholan, 1998).

Rostliny jsou pro ¢lovéka vyznamnym zdrojem téchto latek, které v lidském téle asto
vykazuji pfiznivé bioaktivni ucinky (Klepacka et al., 2011). Jejich schopnost branit
oxidativnimu stresu mtize byt bud’ ptima diky jejich konjugovanému systému vazeb,
anebo nepiima aktivaci redoxné senzitivni regulaéni drahy Keap1-Nrf2-ARE (Kelch-like
ECH-Associating protein 1 — nuclear factor erythroid 2 related factor 2 — antioxidant
response element), produkujici cytoprotektivni proteiny (Christensen, 2018).

V mésicku jsou fenolové latky rovnéz piitomny. Vzhledem Kk jejich podilu na pozitivni
ucinek mésicku na lidské zdravi jsou také zkoumany ve fytochemickych studiich.
Konkrétné se pak jedna o latky ze skupin napft. o flavonoida, fenolovych kyselin a dalsi
(Bragueto Escher et al., 2019).

Celkovy obsah fenolovych latek v rostlinném materialu byva stanovovan tradicné
kolorimetricky Folin-Ciocalteuovou metodou podle Singleton a Rossi (1965), ktera je
zalozena na reakci fenold ze vzorku se smési oxidi wolframu a molybdenu. U nasledné
vzniklého syté modrého roztoku je zmétena absorbance pii 765 nm (Ercetin et al., 2012,
Bekdeser, 2019; Manivannan et al., 2021). Alternativou muze byt pouziti metody
s Berlinskou (Pruskou) modii (Margraf et al., 2015; Bragueto Escher et al., 2019). Obsah
fenolovych latek ve vzorku je typicky uveden jako ekvivalentni mnozstvi kyseliny
gallové (GAE — gallic acid equivalent). Podle Ercetin et al. (2012) byla nejvyssi zjisténa
hodnota Vv methanolickém extraktu kvétenstvi C. arvensis, a to 118,18 + 10,29
mg GAE-g ! extraktu, pficemz ve stejném extraktu z C. officinalis byl zjistén obsah
fenolti nizsi (Obr. 10). Abudunia et al. (2017) uvadi v methanolickém extraktu C.
arvensis hodnotu 50,26 + 0,18 mg GAE-g ' DW.
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Obr. 10 Celkovy obsah fenolti (v mg GAE-g ! extraktu = S.E.M.) a celkovy obsah flavonoidi
(v mg QE-g ! extraktu + S.E.M.) v extraktu C. arvensis (CA) a C. officinalis (CO); porovnani
extrakénich Cinidel: Hex — hexan; DCM — dichloromethan; Ace — aceton; EtOAc — ethylacetat;
MeOH — methanol; H,O — voda, ptevzato z Ercetin et al. (2012).

Rovnéz byvéa stanovovan celkovy obsah flavonoidi uvadény jako ekvivalentni
mnozstvi kvercetinu (QE) anebo rutinu (RE). Typicky to probiha kolorimetrickou
metodou s AICI3 podle Woisky a Salatino (1998), Ercetin et al. (2012) takto zjistili u
methanolického extraktu kvétenstvi C. arvensis obsah flavonoida 74,14 £ 3,09 mg-g*
extraktu, pro C. officinalis to pak byl n¢kolikrat mensi obsah (Obr. 10). Abudunia et al.
(2017) vyuzili obdobnou metodu podle Zhishen et al. (1999), kdy ziskali hodnotu
174,93 £ 5,21 mg RE-g* DW.

Ma-li byt stanoveno zastoupeni jednotlivych fenolovych latek, je typicky pouzita
kapalinova chromatografie, vyjime¢né pak tenkovrstva chromatografie (TLC) (Bilia et
al., 2000; Ercetin et al., 2012). Kapalinova chromatografie fenol probiha v drtivé vétsiné
ptipadtt v UHPLC rezimu S reverznimi fazemi, konkrétné byvaji vyuzity kolony s C18
stacionarnimi fazemi. Eluce je gradientova, mobilni faze jsou MF A: 0,1% HCOOH ve
vodg, piipadné roztok pufru mravenéanu amonného (5 mmol-1"t), MF B: 0,1% HCOOH
v MeOH anebo ACN (Faustino et al., 2018; Pires et al., 2018; Bekdeser, 2019; Ak et al.,
2020).

Podle Faustino et al. (2018) bylo v mé&sicku odhaleno celkem 40 fenolovych latek,
pii¢emz ve vzorcich C. arvensis byly nejzastoupenéjsimi kvercetin, glykosidy kyseliny
protokatechové, nebo kyselina chlorogenova (Obr. 11). Ve vzorcich C. suffruticosa
subsp. lusitanica a C. suffruticosa subsp. algarbiensis byly nejzastoupenéjsimi kyseliny
syringova, hydroxyskoficova a jejich derivaty; Obr. 11). Pires et al. (2018) stanovili v C.
officinalis nejvétsi obsah glykosidti isorhamnetinu (26,12 mg-g~* DW) a kvercetinu (1,17
mg-g~! DW) (Obr. 11). Ak et al. (2020) uvadi v zavislosti na pouzité extrakci velké
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zastoupeni hesperidinu (2,618 — 3,076 mg-g* extraktu), rutinu (3,656 — 4,810 mg-g*
extraktu), isokvercitrinu (2,600 — 5,512 mg-g* extraktu) a kyseliny chlorogenové (8,313
— 9,214 mg-g * extraktu) v kvétenstvi C. officinalis (Obr. 11).
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Obr. 11 Strukturni vzorce vybranych fenolovych latek ptitomnych v mésicku; podle Faustino et
al. (2018), Pires et al. (2018), Ak et al. (2020).
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2.3 Fenotypovani
Popisem morfologickych vlastnosti a znaki rostlin se zabyva obor fenotypizace. Fenotyp
zahrnuje veskeré pozorovatelné znaky organismu, na vysledném fenotypu se podili jak

genotyp organismu, tak i epigenetika a prostiedi, ve kterém organismus zije (Johannsen,
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1911). Existuje mnoho metod fenotypovani, které se pouzivaji pro studium rostlin, zvitat
1 mikroorganismit v zavislosti na vlastnostech, které se maji mefit. U rostlin se
fenotypovani Casto provadi vizualnim hodnocenim (Obr. 12), kdy se kvantitativné
hodnoti jejich anatomické, ontogenetické, fyziologické a biochemické vlastnosti, které
jsou dany rozdilem genotypu a podminek prostfedi, jimz byla rostlina vystavena (De
Diego et al., 2022).

Moderni vyvoj vedl k nastupu riznych poloautomatizovanych a automatizovanych
fenotypovacich technologii (Obr. 12), které mohou méfit riizné parametry kvantitativng,
pfesné a rychle. Analyza je nejCastéji provadéna neinvazivnim méfenim dynamiky ristu
a fyziologie v case (De Diego et al., 2022). Piinosnost a dulezitost rostlinného
fenotypovani je zejména v oblastech zemé&délstvi a primyslu, napt. pii vybéru rostlin

s vysokym vynosem v daném prostiedi (Costa et al., 2019).

Obr. 12 Ukazka vybranych fenotypovacich metod; 1 — indoor fenotypizaéni linka, 2 — vizualni
hodnoceni fenotypu fotografovanim kvétenstvi, 3 — ruéni fenotypové méfeni, 4 — Mobilni
fenotypovaci zatizeni Plant Screen™ Field Systém. Pievzato z: Zurnal News & Events, 2023 (1);
VURV, v. v. i., 2023 (2); CATRIN, 2023 (3, 4).

29



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a instrumentalni vybaveni

3.1.1 Biologicky material
3.1.1.1 Rostlinny material

Pro experimentalni ¢ast diplomové prace bylo zvoleno 8 genotypi mésicku (Calendula
sp.) z narodni kolekce 1é¢ivych, aromatickych a kofeninovych rostlin Vyzkumného

ustavu rostlinné vyroby, v.v.i. v Olomouci (Tab. 3 a Obr. 13).

Tab. 3 Seznam genotypti mési¢ku (Calendula sp.) vybranych pro experimentalni ¢ast diplomové
prace, jejich oznaceni a popis.

Vzorek ID ECN Druh Nazev kultivaru Popis
o Apricot beauty
1 L2-1  09A2100002 C. officinalis merunkovy
Morel.
2 L3-1  09A2100003 C. officinalis  Plamen syté oranzovy
syté oranZovy,
L Pacific Schonheit
3 L4-1  09A2100004 C. officinalis Tief plnokvéty, tmavy
ief.
stied

o Pacific Schonheit vysoky, svétle
4 L15-1 09A2100023 C. officinalis
Cr. zluty, plnokvéty
oranzovy,
o prazdnokvety,
5 L29-2 09A2100032 C. officinalis  Meteor
svétly nebo tmavy
stred
6 L42-2 09A2100039 C. arvensis 3354 drobny, svétly stred

) drobny, tmavy
7 L44-2 09A2100036 C. arvensis 3355
stied
nizky, zluty,

o ] vétSinou plnokveéty,
8 L46-2 09A2100048 C. officinalis  Yellow Gitana
vetsinou tmavy

stied
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i 09A2100039 —: 0 09A2100048

Obr. 13 Autentické fotografie genotypll mési¢ku vybranych pro experimentalni ¢ast této prace;
vzorky 1-8 (viz tab. 3). Fotografie potizeny v polnich podminkach pfi 1. sbéru sklizn¢ 2021.
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Tab. 4 Data sbért ve skliznich let 2021 a 2022.

Sbér 2021 2022
1. 12.8. 19.7.
2 19.8. 28.7.
3. 25.8. 9.8.
4 2.9. 18.8.

Sbér kvétenstvi mésicka probihal v obou letech ve ¢tyfech terminech s rozmezim +
tydne. Konkrétni terminy sbéru (Tab. 4)byly voleny podle pocasi (zadouci bylo slune¢né
po€asi kvili plnému rozvinuti kvétenstvi) a podle dalSich okolnosti (vytizenost
lyofilizatoru, synchronizace s fenotypiza¢nim experimentem, ¢asové moznosti personalu
VURYV apod.). Bylo sbirano vzdy viech osm genotyptl, od kazdého 10 kusti kvétenstvi
s vyjimkou genotypl s drobnym kvétenstvim, kterych bylo sesbirano vice kust. Sbirana
byla pouze plné rozvinuta kvétenstvi, ktera jesté nejevila znamky odkvétani. Kvétenstvi
byla sbirana do neprusvitnych pytlikd a ihned po sbéru ptenesena k lyofilizaci.

Experimenty s karotenoidy (spektrofotometrie celkovych karotenoidi a UHPLC-PDA
karotenoidil) byly provedeny se vSemi osmi sbéry osmi genotypt mésicku. Analyza
faradiolu a fenolovych latek byla provedena pouze S prvnim a ¢tvrtym sbérem Vv kazdém

roce sklizné, tedy se Ctyfmi sbéry osmi genotypli mésicku.

3.1.1.2 Produkty s obsahem mési¢ku

Vv v

Dale bylo v experimentalni ¢asti prace pracovano také s bézné¢ dostupnymi produkty
s obsahem mésicku nebo extraktu znéj. Cilem experimentl s témito produkty bylo
seznamit se netypickym, jinym neZ rostlinnym materialem a otestovat, zda jsou metody
pouzité pro lyofilizovany kvét vhodné i pro tyto matrice. Jednalo se o ¢aj sypany, krém

na ruce, mast, bylinny olej a pletovou vodu (viz tab. 5).
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Tab. 5 Seznam produktti s mé&sickem vybranych pro experimentalni ¢ast diplomové prace, jejich
oznaceni, popis a vyrobce.

Oznaceni
2otk Nazev produktu Typ produktu Vyrobce
C Megsicek kvét Caj sypany Mediate s.r.0., CR
K Indulona mésickova Krém na ruce Sarantis Slovakia
s.r.o., SR
M - Mast se zakladem z 1ékarské -
vazeliny (domdci vyroba)
O Megsickovy olej Bylinny olej NOVY s.r.o., CR
\V Pletova voda Pletova voda, smésny extrakt NOVY s.r.o., CR
mesickova bylin

Vzorek C (¢aj sypany; Obr. 14) byl zakoupen v prodejné¢ HERBA — Jindfich Jung,
Dolni namésti 20, Olomouc. Jedné se o €asti suSené¢ho kvétenstvi, v ¢aji 1ze pohledem
rozpoznat jazykové kvéty zluté barvy tvorici majoritni Cast, dale kvétni lizka
s trubkovitymi kvéty, zakrovni listeny, a dokonce i plody nazky (viz kapitola 2.1.3
Botanicka charakteristika). Produkt je oznacen jako doplnék stravy.

Vzorek K (krém na ruce; Obr. 14) byl zakoupen v fetézci Lidl. Podle obalu se jedna o
»krém na ruce Indulona s vytazkem z mésicku lékarského s regeneracnim ut¢inkem*.
Produkt obsahuje uvedené ingredience: voda, isopropylmyristat, cetylalkohol,
dimethicone, parafin kapalny, glycerin, glycerylstearat, lanolin, olivovy olej, parafin,
fenoxyethanol, C10-C18 triglyceridy, extrakt kvétenstvi mési¢ku 1ékaiského,
kaprylylglykol, vceli vosk, ceteth-20, decylenglykol, laureth-30, kyselina palmitova,
parfém, PEG-75 stearat, polyakrylat sodny, steareth-20, kyselina stearova,
tokoferylacetat, trideceth-6, BHT, a-isomethylionon, citronellol, kumarin, geraniol,
linalool.

Vzorek M (mast; Obr. 14) byla pfipravena v domacich podminkach tradi¢nim
zptsobem. Na ptipravu bylo pouzito 100 g 1ékai'ské vazeliny a 15,38 g kvétenstvi mésicku
blize nespecifikovaného genotypu, lokalita péstovani — Kravate, Moravskoslezsky kraj.
Mgsicek byl vlozen do vazeliny rozehtaté ve vodni lazni a ta byla 10 min zahfivana.
Proces zahtivani ve vodni lazni byl v nasledujicich deviti dnech zopakovan jeste Sestkrat,
vzdy po dobu 15-25 minut. Posledni den byla smés zahtata a precezena pies platynko.
Takto pfipravend mast byla skladovana pii pokojové teploté po dobu asi piil roku az do

analyzy.
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Vzorek O (bylinny olej; Obr. 14) byl rovnéz zakoupen v prodejné¢ HERBA — Jindfich
Jung, Dolni ndmeésti 20, Olomouc. Jedn4 se o smésny olej s nékolika bylinnymi slozkami.
Vyrobce udéva vyuziti pro imunitu, jatra, traveni, zdravi dychacich cest, klouby a
pokozku a jako antioxidant. Produkt je oznacen jako doplnék stravy a jeho sloZeni je:
Olejova slozka: slunecnicovy olej, rakytnikovy olej, ostropestiecovy olej. Bylinna slozka:
meésicek 1ékarsky, ostropestfec mariansky, hefmanek pravy, levandule Iékarska, lopuch
vétsi, febiiCek obecny, benedikt 1ékaisky, fenykl obecny, kotviénik zemni, Salv¢j
1ékatska, parcha saflorova, chmel otacivy.

Vzorek V (pletova voda; Obr. 14) byl zakoupen v prodejné HERBA Zdrava vyziva,
Olomouc City, Prazskéa 255/41, Olomouc. Jedna se o vodny a ethanolovy smésny extrakt
bylin. Vyrobce udava pouziti pro problematickou plet’ se sklonem k akné a trudovitosti.
Produkt je oznacen pro zevni pouziti a obsahuje uvedené ingredience: voda, ethanol, kvét
meésicku lékatského, nat’ preslicky, kvét levandule 1ékarské, nat’ Salvéje, nat’ zlatobylu,
nat’ tymianu, nat’ fepiku, kvét hefmanku, nat’ febficku.

S produkty sobsahem mésicku byly provedeny pouze experimenty stanoveni
celkového obsahu karotenoidil a stanoveni faradiolu. Postup ptipravy vzorkl se mnohdy
mirné lisil od postupu pouzitého pro homogenizovany lyofilizovany material, v ptislusné
podkapitole kapitoly 3.2 Metody jsou proto rozdily vzdy uvedeny. Vysledky experimentt
s produkty s obsahem mési¢ku nejsou vztazeny na DW — suchou hmotu (s vyjimkou
vzorku C), nybrz na gram (vzorek M a K) anebo mililitr (vzorek O a V) prod. — daného

produktu.
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Obr. 14 Fotografie produkti s mé&sickem vybranych pro feseni této prace; C — ¢aj sypany, K —
krém na ruce, M — mast, O — bylinny olej a V — pletova voda.
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3.1.2 Chemikalie

Aceton pro HPLC (Sigma-Aldrich, USA)

Acetonitril hypergrade (Supelco, USA)

Butylhydroxytoluen (BHT) (Sigma-Aldrich, USA)

Dichlormethan (Penta, s.r.o., Ceska republika)

Ethylalkohol 96% (Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika)

Ethylalkohol 99,8% (Lach-Ner, s.r.o., Ceské republika)

Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo (Sigma-Aldrich, USA)

Hexan (Sigma-Aldrich, USA)

Chloroform (Penta, s.r.o., Ceské republika)

Interni standardy fenolovych latek — Kkyselina de-p-kumarova, kyselina ds-salicylova
(Toronto Research Chemicals, Kanada)

Kyselina gallova (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina mravenéi (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina octova 100% (Merck, Némecko)

Methanol hypergrade (Supelco, USA)

Methanol gradient grade (Supelco, USA)

Methoxid sodny 25% v methanolu (Sigma-Aldrich, USA)

Mili-Q voda (Millipore, Némecko)

N, N-Dimethylformamid (Sigma-Aldrich, USA)

Standard faradiolu (Phytolab, Némecko)

Standardy fenolovych latek — abietin, kyselina 5-hydroxyferulova, kyselina gallova,
gallokatechin, kyselina 3,4-dihydroxybenzoova, epigallokatechin, 2-O-BD-glukosid
kyseliny salicylové, kyselina chlorogenova, kyselina 4-hydroxybenzoova, Kkatechin,
kyselina 2,3-dihydroxybenzoova, kyselina vanilova, kyselina kavova, kyselina
syringova, Kyselina 3-hydroxybenzoova, kyselina p-kumarova, koniferylalkohol,
sinapylalkohol, orientin, isoorientin, kyselina ferulova, kyselina sinapova, kyselina
salicylova, myricitrin, vitexin, isovitexin, rutin, koniferylaldehyd, sinapaldehyd,
kvercitrin, myricetin, naringin, Kyselina rozmarynova, morin, hesperidin, kvercetin,
eriodiktyol, kyselina trans-skoficova, p-methylkumarat, luteolin, floretin, naringenin,
kemferol, apigenin, chrysoeriol, pinocembrin, galangin, chrisin, cannflavin A, cannflavin
B, (Sigma Aldrich, USA; Toronto Research Chemicals, Kanada)
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Standardy vitamini — kyselina askorbovd, kyselina dehydroaskorbovd, thiamin
hydrochlorid, riboflavin, nikotinamid, kyselina nikotinova, kyselina pantothenova,
pyridoxin hydrochlorid, kyselina listova, retinol, retinyl acetat, a-tokoferol, kyselina
hippurova (IS) (Sigma Aldrich, USA)

Standardy karotenoidii — 9-cis-Antheraxanthin, -karoten, lutein, neoxanthin, zeaxanthin
(Sigma-Aldrich, USA)

Uhli¢itan sodny bezvody p.a. (Lach-Ner, s.r.o., Ceska republika)

3.1.3 Pristrojové vybaveni a pomiicky

Analytické vahy Explorer EX224 (Ohaus, USA)

Analytické vahy XA 110/2X (Radwag, Polsko)

Analytické vahy EWB (Kern, Ceska republika)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Centrifugaéni filtry microspin nylon 0,22 22 um (Chromservis, Ceské republika)
Centrifuga¢ni mikrozkumavky 1,5/2 ml (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga¢ni zkumavky s vickem 15/50 ml (VWR, USA)

Chlazeny centrifugacni koncentrator CentriVap (Labconco, USA)

Chromatograficka kolona Acquity UPLC BEH C8 (1,7 um, 150%2,1mm) (Waters, USA)
Chromatograficka kolona Acquity UPLC BEH C8 (1,7 um, 50%2,1mm) (Waters, USA)
Chromatograficka kolona Kinetex C8 (1,7 um, 150x2,1 mm) (Phenomenex, USA)
Chromatograficka kolona Kinetex C8 (2,6 um, 150x4,6 mm) (Phenomenex, USA)
Chromatograficka kolona Zorbax Eclipse Plus C8 (1,8 um, 150%2,1 mm) (Agilent, USA)
Jednorazové injek¢ni stiikacky, 2-dilné, 2 ml (B-Braun, Némecko)

Kapalinovy chromatograf Nexera X2 UHPLC (Shimadzu, Japonsko)

Tandemovy hmotnostni spektrometr MS 8050 (Shimadzu, Japonsko)

Kapalinovy chromatograf Dionex UltiMate™ 3000 (Thermo Fisher Scientific, USA)
Tandemovy hmotnostni spektrometr TSQ Quantum Access MAX (Thermo Fisher
Scientific, USA)

Kryozkumavky s vickem a tésnénim (Sarstedt, Némecko)

Kulovy vibracni mlyn MM 400 (Retsch, Némecko)

Laboratorni sklo

Laboratorni digestof (Merci, Ceska republika)

Lyofilizator Beta 1-8 LD plus (Christ, Némecko)

pH-metr CX 505 (Elmetron, Polsko)
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Spektrofotometr S-20 (Boeco, Némecko)

Stolni centrifuga Microspin 12 (Biosan, Lotyssko)
St¥ikackové filtry 0,22 um (Chromservis, Ceska republika)
Ultrazvukova lazen Sonorex Digitec (Bandelin, Némecko)
Vialky Clear 2 ml (Pragolab, Ceska republika)

Vortex V-1 plus (Biosan, LotySsko)

3.1.4 Software

Excel, Microsoft 365 (Microsoft, USA)

ChemSketch (Freeware) 2018.1 (ACD/Labs, Kanada)
LabSolutions (Shimadzu, Japonsko)

LC Method Transfer Calculator (dostupné na: https://appslab.thermofisher.com/Ic-

method-transfer-calculator).

R (R Foundation for Statistical Computing, Rakousko)
Xcalibur 3.1 (Thermo Fisher Scientific, USA)
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3.2 Metody

3.2.1 Preanalyticka priprava vzorku

3.2.1.1 Lyofilizace

Suseni celych kvétenstvi probihalo mrazem za snizeného tlaku v lyofilizatoru. Aby bylo
zajisténo dukladné vysuSeni, byl sedmdesati dvou hodinovy cyklus proveden minimalné
ttikrat. Dukladné lyofilizovany materidl byl zvazen a ulozen V plastovych zkumavkach
s vickem pii —20 °C.

3.2.1.2 Homogenizace

Homogenizace byla provedena ocelovou kulickou v plastovych 50ml zkumavkach
s vickem kulovym vibraénim mlynem. Jeden homogeniza¢ni cyklus zahrnoval 3min
ttepani pti frekvenci 27 Hz, nékdy jej bylo potieba zopakovat, aby bylo docileno dikladné
homogenizace na jemny prasek vhodny ke snadnému navazovani miligramovych

mnozstvi materidlu. Homogenizovany material byl dale ulozen pti —20 °C az do analyz.

3.2.1.3 Priprava produkti s mésickem

Pouze ¢aj z kvétenstvi mesicku (vzorek C) byl lyofilizovan. Jelikoz se jednalo o jiz suSeny
material, jeden sedmdesati dvou hodinovy cyklus byl dostatecny. Nésledné byl caj
homogenizovan a uloZen Vv plastové zkumavce s vickem pii —20 °C. Ostatni vzorky
produkti (K, M, O a V) nebyly nijak zpracovavany a byly rovnou pfeneseny k extrakci

pro ptislusnou analyzu.

3.2.2 Stanoveni celkového obsahu karotenoidii
Celkovy obsah karotenoidii byl stanoven spektrofotometricky pomoci acetonovych
extraktl a vypoctu dle Holma (1954). Do mikrozkumavek bylo navéazeno asi ptesné 2,5
mg vzorki rostlinného materidlu Vv triplikatech. Ke kazdému vzorku byl nasledné ptidan
1 ml acetonu, vzorky byly promichany na vortexu, umistény na 20 minut do ultrazvukové
lazné a sto¢eny na centrifuze po dobu 5 minut pti 12 000 g (vSe pii laboratorni teplote).
Odebrany supernatant byl pfenesen do pétimililitrovych odmérnych ban¢k a vzorky byly
doplnény acetonem do 5 ml po rysku.

V piipad¢ produkti s mésickem bylo Vv triplikatech navazeno asi presn€ 25 mg vzorku
C, 100 mg vzorku K a M a odebrano 100 pl vzorku O. Nasledny postup byl shodny jako

Vv ptipad¢ experimentu S rostlinnym materidlem. Rozdilny postup byl pouzit pro vzorek
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V, ktery nebyl nikterak fedén, pouze centrifugovan a rovnou pienesen do kyvety
k méfeni.

Takto pfipravené vzorky byly zméfeny na stolnim spektrofotometru v kiemenné
kyveté. Méfena byla absorbance pii 662 nm odpovidajici maximu absorbance chlorofylu
a, 644 nm odpovidajici maximu absorbance chlorofylu b a 440 odpovidajici maximu
absorbance karotenoidi. Pomoci rovnic dle Holma (1954) pak byly vypocteny obsahy
danych latek (viz kapitola 2.2.1.5 Analyza karotenoidii — Celkové karotenoidy).

3.2.3 Extrakce a saponifikace karotenoidu

Pro studium zastoupeni karotenoidid byly zvoleny dva piistupy. Za prvé to byla
jednoducha, ptima extrakce pigmentl bez alkalické hydrolyzy (Pavelkova et al., 2020),
kdy by mél byt ziskan cely profil barviv, jak volnych karotenoidd, tak jejich esterii. Za
druhé to pak byla extrakce s naslednou alkalickou hydrolyzou (neboli saponifikaci)
(Bhave et al., 2020), ktera by m¢la uvolnit vSechny karotenoidy z jejich esterti. Oba
ptistupy byly nasledné vzajemné porovnany (viz. kapitola 5.2. Zavedeni a optimalizace

UHPLC analyzy karotenoidu - Porovnani pristupii extrakce bez a se saponifikaci).

3.2.3.1 Extrakce bez saponifikace

Extrakce karotenoidli bez saponifikace byla s malymi modifikacemi provedena podle
Pavelkova et al. (2020). Ve tiech technickych replikatech bylo navazeno asi piesné 25 mg
rostlinného materidlu do 2ml mikrozkumavek. Déle bylo pfidano 200 pl smési EtOH
(s0,2 % t-BHT):Hexan 1:1 a suspenze byly 30 minut tfepany na orbitalni tfepacce.
Nasledné bylo piidano 200 pl deionizované vody, vzorky byly stoceny na centrifuze
(12000 g, 5 min, laboratorni teplota) a horni faze byla pfenesena do Cisté
mikrozkumavky. Zbytek byl podroben druhé extrakei pfidanim 400 pL hexanu, tfepanim
30 minut a centrifugaci. Znovu byla odebrana horni hexanova faze, oba hexanové
extrakty byly spojeny a odpafeny dosucha v centrifuga¢nim koncentratoru. Takto
ptipravené vzorky byly rozpustény v 1000 ul mobilni faze o sloZzeni 45 % A a 55 % B
pomoci ultrazvukové 1azné (15 min, 30 °C) a promichéani na vortexu. Poté byly pomoci
centrifuganiho koncentratoru a mikrozkumavkovych nylonovych filtri microspin
0 porozité¢ 0,22 um zbaveny zbylych mechanickych necistot, nasledné byly pfeneseny do

zatmavenych HPLC vialek, uzavieny a pfeneseny k UHPLC analyze.
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3.2.3.2 Extrakce se saponifikaci

Pti extrakci se saponifikaci bylo s drobnymi zménami postupovano podle Bhave et al.
(2020). Z kazdého vzorku bylo ve tfech technickych replikatech navazeno asi piesné
25 mg rostlinného materialu do 2ml mikrozkumavek. Nésledn¢ bylo ke vzorkiim ptidano
100 pl hexanu a 100 pl smési EtOH (s 0,2 % t-BHT):aceton 6:4 a suspenze byly lehce
promichany na vortexu a 10 minut tfepany na orbitalni tfepacce. Poté bylo piidano dalsich
300 pl hexanu, 250 pl smési EtOH (s 0,2 % t-BHT):aceton 6:4 a 250 pl metanolického
roztoku NaOH o koncentraci 20 g:I't. Takto piipravené vzorky byly po opétovném
promichani a tfepani ponechany inkubovat po dobu ~22 h pfi laboratorni teplotg.

Druhy den bylo piidano dalsich 500 pl hexanu a 500 ul roztoku Na;SO4 0 koncentraci
100 g-I"t. Po promichani na vortexu, 10 min tiepani a centrifugaci (12 000 g, 5 min,
laboratorni teplota) byla vytvofeno zietelné fazové rozhrani. Horni hexanova faze byla
odebrana do ¢isté mikrozkumavky. Zbytek byl znovu jesté dvakrat podroben hexanové
extrakci (500 pl hexanu, vortex, tiepacka, centrifuga), vSechny hexanové faze byly
nasledné spojeny a odpafeny v centrifuga¢nim koncentratoru. K suchému extraktu bylo
pfidano 1000 pl pocatecni mobilni faze 0 slozeni 45 % A a 55 % B, rozpusténi bylo
dopomozeno ultrazvukovou lazni (15 min, 30 °C) a promichanim na vortexu. Vzorky
byly jesté pomoci centrifuga¢niho koncentratoru a mikrozkumavkovych nylonovych
filtrd microspin o porozit¢ 0,22 um zbaveny zbylych mechanickych necistot, nasledné

byly pfeneseny do zatmavenych HPLC vialek, uzavieny a pieneseny k UHPLC analyze.

3.2.4 Zavedeni a optimalizace UHPLC-PDA analyzy karotenoidii

Pii zavadéni metody pro chromatografickou analyzu karotenoidi bylo vychéazeno
z dostupné literatury a rovnéz byly vyuzity zkuSenosti z laboratofe s jiz zavedenou
obdobnou metodou. Cenné rady poskytl pan doc. Mgr. Michal Koblizek, Ph.D.
(Laboratof anoxygennich fototrofli, Centrum ALGATECH, Mikrobiologicky tstav AV
CR, v. v. i., Tiebon) zabyvajici se zejména kvalitativni analyzou karotenoidii prokaryot.

Metoda doc. Koblizka (Nupur et al., 2021) vyuziva HPLC kolonu Phenomenex
Kinetex C8 (2,6 um, 150x4,6 mm) s mobilnimi fazemi MF A: 25 % roztok CH3COONHj4
ve vodé ¢ = 28 mmol-I"t, 75 % MeOH a MF B: 100 % MeOH a doba analyzy ¢&ini 28
minut. Pribéh gradientu mobilni faze byl: 0 min 0 % B, 23 min 100 % B, 25 min 100 %
B, 27 min 0 % B a 28 min 0 % B (28 min).

V rdmci optimalizace metody byl proveden transfer této metody do UHPLC rezimu

pomoci online softwaru LC Method Transfer Calculator (dostupné na:
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https://appslab.thermofisher.com/lc-method-transfer-calculator). Do  softwaru byly
zadany parametry aktudlni a planované kolony, pribéh gradientu a prutok. Byl tak
ziskany tidaje pro novy gradient v UHPLC rezimu s celkové krat$i dobou analyzy. Podle
téchto udaji byla nastavena metoda, ktera byla dale otestovana nastfikem standardd,
pticemz bylo vyzkouseno vice kolon riznych vyrobct s podobnymi parametry, konkrétné
se jednalo o Phenomenex Kinetex C8 (1,7 um, 150x2,1 mm), Agilent Zorbax Eclipse
Plus C8 (1,8 um, 150x2,1 mm) a Waters Aquity BEH C8 (1,7 um, 150x2,1 mm).
Teoretické parametry ziskané softwarem byly dale optimalizovany pro praktické pouziti

(zejména upravou pocatecniho poméru mobilni faze, pribéhu gradientu, uprava

''''''

3.2.5 UHPLC-PDA stanoveni karotenoidi
Piipravené vzorky byly preneseny K analyze ultra vysokouc¢innym kapalinovym
chromatografem s detektorem diodového pole (UHPLC-PDA) Nexera X2 UHPLC

(Shimadzu, Japonsko). Pouzité podminky jsou uvedeny nize v tabulce (Tab. 6).

Tab. 6 Podminky UHPLC-PDA analyzy karotenoidi

Parametr Udaj/hodnota
Kolona Acquity UPLC BEH C8 (1,7 um, 150x2,1mm)
Teplota kolony 40 °C
Mobilni faze A: 25 % NH4sCOOH 28 mmol‘l 1, 75 % MeOH
B: MeOH
Priitok 0,3 ml'min?
Eluce Gradient MF: 0 min 55 % B, 2 min 55 % B, 4 min 61 % B, 6 min 85 %

B, 10,5 min 100 % B, 13,5 min 100 % B, 13,6 min 55 % B, 17 min 55 % B
Nastiik 5ul
Rozsah méfeni vl.  190-800 nm
délky
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Kalibracni tfada byla sestavena zroztokli autentickych standardii neoxanthinu,
zeaxanthinu, luteinu, 9-cis-antheraxanthinu a p-karotenu o koncentracich 5,5-10°° mol-1
~11,6:107° mol-1 %, 3,6:10° mol-1 %, 5,0-107° mol-1 %, 7,5-:107° mol-1 %, 1,1-10~* mol'l
1, Jednotlivé pracovni roztoky standardi byly pfipraveny ze zasobnich roztoki fedénim
do pocateéni mobilni faze (55 % B, 45 % A). Zasobni roztoky byly pfipraveny
rozpu$ténim pevnych analytickych standardi v nasledujicich rozpoustédlech o
nésledujicich koncentracich: neoxanthin 1 mg-ml~* v EtOH:aceton 1:1, lutein 0,6 mg-ml™
v acetonu, zeaxanthin 0,6 mg-ml~ v dimethylsulfoxidu (DMSO), 9-cis-antheraxanthin
1 mg-ml! v EtOH:aceton 1:1, B-karoten 0,2 mg-ml~* v acetonu. Zasobni roztoky byly
uchovavany vtemnu a chladu, pracovni roztoky byly vzdy chystany cerstvé pred
analyzou.

Identifikace jednotlivych analyti ve vzorcich byla zajisténa porovnanim jejich
retenénich casi a informaci zUV-VIS spektra (absorpénich maxim) (Tab. 7)

s autentickymi standardy. Zpracovani dat probéhlo pomoci softwaru LabSolutions.

Tab. 7 VInové délky absorpcnich maxim karotenoidu a jejich retenéni Casy.

Standard Absorpéni maxima (vinové délky, nm) Rt (min)
Neoxanthin 412, 436, 464 2,72
Zeaxanthin (425), 450, 476 4,73
Lutein 421, 444, 472 4,86
9-cis-Antheraxanthin (418), 440, 467 5,29
B-karoten 423, 450, 476 10,42
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3.2.6 UHPLC-MS/MS stanoveni faradiolu

Pro analyzu faradiolu bylo postupovano s mirnymi zménami podle Sestrienkova (2019).
Nejprve bylo navazeno asi piesné 20 mg rostlinného materialu (v piipad¢ produktt
s mésickem: 20 mg vzorku C, 100 mg vzorku K a M, 100 pl vzorku O a 1000 ul vzorku
V) do mikrozkumavek. Dale bylo piidano 1000 ul dichlormethanu a po 15 minutach
ultrazvukové lazné a centrifugaci (5500 g, 5 min, laboratorni teplota) byl supernatant
odebran do kryozkumavek (neplatilo pro vzorky V a O, které byly rovnou pieneseny
k odpafeni, resp. methanolyze). Nasledovalo odpafeni pomoci centrifugacniho
koncentratoru pii 60 °C. Poté byla provedena methanolyza ptidanim 2 ml 10% roztoku
methoxidu sodného MeONa a umisténim do vodni 1azné (15 minut, 80 °C). Ze smési bylo
odebrano 250 pl do ¢isté mikrozkumavky, bylo ptidano 1250 ul deionizované vody a 500
ul 5% roztoku kyseliny octové pro neutralizaci. Z této smési bylo odebrano 200 ul, ke
kterym bylo piidano 1,5 ml chloroformu. Po vytfepani byla odebrana spodni
chloroformova faze a extrakce chloroformem probéhla jest¢ jednou. Spojené
chloroformové extrakty byly odpafeny do sucha pomoci centrifugacniho koncentratoru
pti 45 °C, odparky byly rozpustény v 250 pul MeOH a nasledovala filtrace pomoci
centrifugacniho koncentratoru a mikrozkumavkovych nylonovych filtri microspin o
porozit¢ 0,22 um. Pfed analyzou byly vzorky jest¢ desetkrat nafedény methanolem.

Kalibra¢ni fada byla pfipravena z roztoki autentického standardu faradiolu v MeOH
o koncentracich 5 ng-ml™%, 10 ng-mlI™%, 25 ng-mI™%, 50 ng-ml™, 100 ng-ml~%, 250 ng-ml %,
500 ng-ml~%, 1000 ng-mI~* a 5000 ng-ml 2.

Vzorky byly analyzovany pomoci UHPLC-MS/MS systému Dionex UltiMate ™ 3000
TSQ Quantum Access MAX (Thermo Fisher Scientific, USA) podle podminek
uvedenych v Tab. 8. Identifikace analytu ve vzorcich byla zajisténa porovnanim jeho
retenéniho Casu a MRM prechodu s autentickym standardem faradiolu (Tab. 8).

Zpracovani dat probéhlo pomoci softwaru Xcalibur.
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Tab. 8 Podminky UHPLC-MS/MS analyzy obsahu fenolickych latek.

Parametr Udaj/hodnota
Kolona Acquity UPLC BEH C18 (1,7 pm, 50%2,1mm)
Pritok 0,5 ml'min~t
Mobilni faze A: H,0s0,1% HCOOH
B: ACN s 0,1 % HCOOH
Eluce Gradient: 0,0 min 70 % B, 3,9 min 70 % B, 4,0 min 100 %

Teplota kolony

Teplota autosampleru
Nastrik

Ionizace a méd MS

Tlak sprejovaciho/
susiciho/ochranného plynu
Teplota zdroje/desolvata¢niho
plynu (N2)

Hodnota délky skenu
Kapilarni napéti

Kolizni energie

MRM piechody

Retencni ¢as

B, 4,6 min70% B, 6,0 min 70 % B
25°C

10 °C

8ul

ESI +

45 psi / 15 psi/ 1 psi

320 °C /350 °C

ls

3500 V

15V

425,4 > 407,5; 217,2
3,33 min

3.2.7 Stanoveni celkovych fenolovych latek

Kvantitativni analyza celkového obsahu fenolovych latek byla provedena Folin-
Ciocalteuovou metodou (Singleton a Rossi, 1965). Extrakty byly pfipraveny navazenim
asi presné 10 mg vzorkl v triplikdtech do mikrozkumavek, pfiddnim 1 ml methanolu,
promichanim na vortexu, desetiminutovou ultrazvukovou lazni a centrifugaci (12 400 g,
5 min, laboratorni teplota). Supernatant byl odebran do ¢isté mikrozkumavky a bylo s nim
dale pracovano.

Kalibra¢ni fada byla pfipravena z roztokii kyseliny gallové v MeOH o koncentracich
0,02 mg-ml’l, 0,04 mg~ml’1, 0,08 mg~ml’1, 0,012 mg~ml’1, 0,024 mg~ml’1.

Pro samotnou analyzu bylo rovnou do kyvet pipetovano: 2,3 ml deionizované vody,
100 pl extraktu vzorkt/kalibra¢niho roztoku/vody pro blank, 150 pul Folin-Ciocalteuova
¢inidla nafedéného v poméru 1:2 s deionizovanou vodou a po deseti minutach 450 pl 20%

roztoku uhli¢itanu sodného. Nasledovalo ditkladné promiseni vSech slozek smési
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Vv kyvetach a dvouhodinova inkubace ve tmé pii laboratorni teploté. Poté byla zméfena

absorbance oproti blanku pfi 765 nm pomoci stolniho spektrofotometru.

3.2.8 UHPLC-MS/MS stanoveni fenolovych latek

Kvantitativni analyza zastoupenych fenolovych latek byla provedena pomoci UHPLC-
MS/MS metody (Cavar Zeljkovi¢ et al., 2020), ktera je nastavena na stanoveni celkem
52 analytu (pievazné fenolovych kyselin a flavonoidt). Pro extrakci bylo navazeno asi
pfesn¢ 10 mg vzorku v triplikatech do mikrozkumavek. Nasledné byl pfidan 1 ml
extrakéniho ¢inidla, a to 80% methanolu s obsahem 0,1 % terc-butylhydroxytoluenu (t-
BHT) jako antioxidantu. Po promichani na vortexu byly vzorky umistény na deset minut
do ultrazvukové 1azné a nésledné centrifugovany (12 400 g, 5 min, laboratorni teplota).
Supernatant byl pfenesen do ¢isté mikrozkumavky a proces extrakce byl zopakovan.

Z takto ziskanych extraktii bylo odebrano 400 ul a odpafeno pomoci centrifuga¢niho
koncentratoru. Odpaiené extrakty byly nasledné rozpustény v 50 ul mobilni faze o sloZeni
95 % A a 5 % B obsahujici interni standardy kyselina de-p-kumarova a kyselina ds-
salicylovd o koncentraci 15 umoll™. Po promichani na vortexu, 10 minutach
ultrazvukové lazné a 10 minutach centrifugace (12 400 g, 5 min, laboratorni teplota) byl
supernatant pienesen do HPLC vialek s insertem.

Kalibra¢ni fada byla pfipravena jako smésny roztok standardd fenolickych latek
V pocatecni mobilni fazi (5 % B). Koncentra¢ni rozpéti kalibra¢nich roztokt bylo 0,1
umol-l_l, 0,25 umol-l_l, 0,5 umol-l_l, 1,0 umol-l_l, 2,5 umol-l_l, 5,0 umol-l_l, 10,0
pmol-17%, 25,0 pmol-1%, 50,0 pumol1 a 100,0 pmol-1%. Interni standardy byly v
kalibragnich roztocich vzdy v koncentraci 5,0 pmol-172,

Analyza byla provedena pomoci UHPLC-MS/MS systému Nexera X2 UHPLC
(Shimadzu, Japonsko) podle podminek uvedenych v Tab. 9.
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Tab. 9 Podminky UHPLC-MS/MS analyzy obsahu fenolickych latek.

Parametr Udaj/hodnota
Kolona Acquity UPLC BEH C18 (1,7 um, 50%2,1mm)
Prutok 0,4 ml-min—1
Mobilni faze A: HCOOH 15 mmol-I"*pH =3
B: ACN
Eluce Gradien MF: 0 min 10 % B, 1 min 10 % B, 3 min 13 % B,

Teplota kolony

Teplota autosampleru
Nastrik

Ionizace a méd MS

Prttok zmlzovaciho/
vyhftivaci/susici plynu
Teplota rozhrani/desolvatace/
DL/heatblocku

7 min 13 % B, 10 min 25 % B, 11,2 min 70 % B, 12 min
70%B,12510% B, 16 min 10% B

40 °C

10 °C

2ul

ESI +/—-

3I'minY/ 10 I'min™*/ 10 I'min~t

300 °C /526 °C/250°C /400 °C

Identifikace jednotlivych analyti ve vzorcich byla zajisténa porovnanim retenénich

Cast a MRM prechodu (Tab. 10) analytt s autentickymi standardy. Pro kvantifikaci byla

vyuzita interni standardizace pomoci izotopicky znafené kyseliny de-p-kumarové a

kyseliny ds-salicylové. Zpracovani dat prob&hlo pomoci softwaru LabSolutions.
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Tab. 10 MRM prechody standardii fenolickych latek vyjadiené jako m/z prekurzorového iontu >
m/z produkovaného iontu (kolizni energie) a jejich retencni Casy.

Standard MRM piechody (Kolizni energie; V) Rt (min)
Kyselina gallova 169,00>125,05 (10); 79,05 (23); 97,10 (21) 0,94
Kyselina 3,4-

dihydroxybenzoové 153,1>109,1 (16); 108,05 (25); 91,1 (26) 1,39
2-O-B-D-glukosid kyseliny

salicylové 298,70>137,10 (12); 93,10 (38) 1,84
Kyselina chlorogenova 352,70>190,80 (10); 85,15 (43); 93,10 (95) 1,93
Kyselina 4-hydroxybenzoova 137,00>93,00 (15); 65,00 (31); 41,00 (53) 2,15
Kyselina 2,3-dihydoxybenzoova 153 10>108,80 (10); 108,15 (25); 91,10 (26) 2,31
Kyselina kavova 178,80>134,75 (15); 134,25 (25); 107,15 (23) 2,76
Kyselina vanilova 167,2>152,25 (18); 108,15 (21) 2,79
Kyselina syringova 197,10>182,25 (16); 123,20 (24); 95,10 (31) 3,10
Kyselina p-kumarova 163,00>149,10 (10); 93,00 (31); 147,10 (32) 4,33
Koniferyl aldehyd 177,05>162,25 (18); 134,1 (29); 105,1 (29) 4,53
Kyselina ferulova 193,10>134,25 (25); 178,25 (16) 5,55
Salicylova kyselina 137,10>92,70 (19); 65,00 (29); 75,05 (35) 5,81
Rutin 609,15>300,03 (18); 271,03 (23); 255, 03 (18) 7,31
Kvercetin 301,20>151,25 (21); 179,25 (19); 107,05 (28) 7,85
Luteolin 284,6>133,2 (34); 151,26 (26); 175,25 (27) 11,5
Kyselina de-p-kumarova (1S) 169,10>124,85 (15); 97,15 (33); 213,30 (25) 4,23
Kyselina ds-salicylova (IS) 141,10>96,80 (16); 69,10 (31); 78,10 (35) 5,9

3.3 Zpracovani a vyhodnocovani dat

Zpracovani dat ziskanych pomoci jednotlivych instrumenti prob¢hlo vzdy pomoci
ptislusného softwaru. Vyhodnoceni chromatogramt a integrace ploch signali byla
provedena v programu LabSolutions (pii LC analyze karotenoida a fenolovych latek na
LC systému Shimadzu) a Xcalibur (pfi analyze faradiolu na systému Thermo Fisher
Scientific).

Ziskana data byla vyhodnocena za vyuziti matematickych, statistickych a jinych
tabulkovych funkci programu Microsoft Excel. Krabicové grafy s propojenymi
hodnotami byly vytvofeny v prostfedi R. Heatmapy byly vytvofeny pomoci programu
Microsoft Excel, hodnoty byly nejprve ptevedeny na jejich dekadicky logaritmus, aby
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rozdily vice vynikly. Pfili§ nizké, nekvantifikovatelné hodnoty byly pro logaritmizaci
nahrazeny 2/3 nejniz$i hodnoty. Nésledné byla vyuzita funkce podminéného formatovani.

Krabicové grafy vizualizuji ziskana data pomoci jejich kvartila (Obr. 15). Na ose y je
zobrazen obsah analytu v pfislu$né jednotce. Samotna krabice (obdélnik) zobrazuje
hodnoty genotypi mé&sicku v jednom sbéru, je shora ohrani¢ena 3. kvartilem, zespodu 1.
kvartilem, vodorovna ¢ara mezi nimi je median. Kolmé linie vyznacuji hranici pro odlehla
pozorovani: horni hranice = min(max, g3+1.5*IQR), dolni hranice = max(min,
g1-1.5*IQR); kde g1 je 1. kvartil, g3 je 3. kvartil a IQR je mezikvartilové rozpéti 3—q1l).
Barevné tecky jsou jednotlivé zjisténé hodnoty (propojené v ramci genotypu). Hvézdicky

znaci odlehl¢é hodnoty.

Obsah analytu Odlehla hodnota

/ Hodnota

100 -

Hranice pro
odlehla pozorovani

A

Hodnoty genotypl v jednotlivych sbérech

Obr. 15 Vysvétleni vyznamu krabicovych graft, piiklad uveden na hodnotach obsahu rutinu
ziskanych v této praci.
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4 VYSLEDKY
4.1 Obsah vody

Obsah vody v kvétenstvi mési¢ki byl uréen jako rozdil Cerstvé hmotnosti kvétenstvi
(FW) a hmotnosti po lyofilizaci (DW). Pohyboval se okolo 82 % s mirnymi rozdily mezi
jednotlivymi sbéry i mezi genotypy (viz Tab. 11).

Tab. 11: Obsah vody v kvétenstvi mésicka

Rok Primérny ) )
] Vzorek Porovnani jednotlivych sbéri
sklizné obsah vody
83,9 % 90%
82,9 %

84.3 % 85%

82,9 % 8
81,8 %
82,7 % ! ‘
79,4 % 70%
1 2 3 4 5 6 7 8

81,1 % Genotyp mési¢ku
82,7 %
83,9 %
827% %%

83,6 % 80%
81,3%
83,0 % %
82,7 % 70%
1 2 3 4 5 6 7 8

83,6 % Genotyp mésicku

2021
S
S

Obsah vody v kvétenstvi
a
RS

90%

2022
Obsah vody v kvétenstvi

0 N O OB~ W N PO N OO O B~AoWwW DN P
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4.2 Celkovy obsah karotenoidu

Kvantifikace celkového obsahu karotenoidli byla provedena pomoci rovnic dle Holma

(1954). Stanoveni prob&hlo u genotypti mésic¢ku i u produkti s jeho obsahem. Vysledky

jsou vyjadfeny v jednotce mg-gl DW (piipadné mg-ml™? u nékterych produkti).

Porovnani celkového obsahu karotenoidii v produktech a ve zkoumanych genotypech

mésicku zobrazuje tabulka (Tab. 12). RozloZeni hodnot v prvnim az ¢tvrtém sbéru

mésicku v letech 2021 a 2022 je uvedeno ve formé krabicovych grafa (Obr. 16)

Tab. 12 Tabulka zobrazujici porovnani primérnych hodnot celkového obsahu karotenoidi u
jednotlivych genotypii mési¢ku ve dvou letech sklizné (levé dva sloupce) a v produktech

s mésickem (pravy sloupec).

Genotypy sklizen 2021 a 2022 Produkty
(mgg™) (mg-g /mgml™)

1 1,706 1,903 0,141 C

2 3,312 3,575 - K

3 3,478 3,847 0,016 M

4 0,966 1,096 0,118 0]

5 2,519 2,673 0,001 \Y,

6 1,411 1,483

7 1,557 1,754

8 2,258 2,400
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Obr. 16 Krabicové grafy znazornujici rozlozeni hodnot celkového obsahu fenolovych latek
analyzovanych genotypii mésicku, porovnani jednotlivych sklizni.

Celkovy obsah karotenoidl se pohyboval mezi hodnotami 0,813-4,569 mg-gf1 DW,
primér vSech méfeni byl 2,246 + 0,965 mg-g' DW a medidan 1,979 mg-g! DW.
Z produktti obsahoval nejvice karotenoidi vzorek C (Caj sypany), naopak ve vzorku K

(krém na ruce) nebyly pouzitou metodou detekovany zddné karotenoidy.

4.3 UHPLC metoda stanoveni karotenoidu

Jako vysledek optimalizace UHPLC metody karotenoidl jsou povaZovany podminky, pfi
existujici metody doporucené doc. Koblizkem (Nupur et al., 2021) do UHPLC rezimu
pomoci online softwaru LC Method Transfer Calculator (dostupné na:

https://appslab.thermofisher.com/lc-method-transfer-calculator) (Obr. 17).
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Current Gradient Table Planned Gradient Table

Step Time (min) %A %B %C %D Step Time (min) %l %B %C %D
1 0.00 100.0 00 00 00 1 000 100.0 00 00 00
23.00 0.0 100.0 2 15.98 00 100.0 00 00
25.00 0.0 100.0 3 17.37 00 100.0 00 00
4 27.00 100.0 00 4 18.76 100.0 0.0 0.0 0.0
5 2800 100.0 00 5 19.45 100.0 00 00 00
6
8
9
10 10
End Time 000 End Time: 9.45:
Recommended i Recond tioning Time: 9.722 Recommended Reconditi Tim )
100 100
S 0 & 0
0 0
1 1 1 1
e [ E5) [ £ LB

Obr. 17 Transfer HPLC metody do UHPLC rezimu pomoci online softwaru LC Method Transfer
Calculator.

Po dalSich optimalizacnich krocich (zejména tprava pocatecniho poméru mobilni
faze, prubehu gradientu a volba konkrétni kolony) bylo dosaZeno nasledujiciho nejlepsiho
vysledku: kolona Waters Aquity BEH C8 (1,7 um, 150%2,1 mm), teplota kolony 40 °C,
mobilni fize (nezménéné) MF A: 25 % roztok CHsCOONH4 ve vodé ¢ = 28 mmol-I2,
75 % MeOH a MF B: 100 % MeOH, priitok 0,3 ml‘min~?, doba analyzy 17 min, priib&h
gradientu MF: 0 min 55 % B, 2 min 55 % B, 4 min 61 % B, 6 min 85 % B, 10,5 min 100
% B, 13,5 min 100 % B, 13,6 min 55 % B, 17 min 55 % B (Obr. 18), nastiik 5 ul, rozsah
méteni vinové délky 190-800 nm. Takto pfipravend metoda byla pouZita pro analyzu

realnych vzorkt genotypi mésicku (kapitola 3.2.5 UHPLC-PDA stanoveni karotenoidii).
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stanoveni karotenoidu.
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4.4 Zastoupeni karotenoidi

Kalibra¢ni kiivky pro kvantifikaci

karotenoidu ve vzorcich mésicku

(jak

nesaponifikovanych, tak saponifikovanych) byly sestaveny pro pét analytd. Vyjadiuji

zavislost plochy signalu analytu na koncentraci jednotlivych standardi (Tab. 13).

Tab. 13 Rovnice kalibra¢nich kiivek standardi karotenoidi a jejich hodnoty spolehlivosti R?

Standard Rovnice linedrni regrese  Hodnota spolehlivosti R?
Neoxanthin y =1,82-:10% + 6621,75 0,9933
Zeaxanthin y =9,31-10%x + 4225,99 0,9948
Lutein y =5,50-10° — 9106,64 0,9973
9-cis-Anthraxanthin ~ y = 6,73-10%x + 359,66 0,9939
B-karoten y =2,37-10% - 17613,70 0,9860
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Vysledky z méfeni jednotlivych vzorkl byly vypocteny jako pramér tiech technickych
replikatll a vyjadieny v jednotce mg-g~t DW. Hodnoty obsahii analyti v 8 genotypech
Jjsou zobrazeny pomoci heatmapy, ktera navic porovnava dvé sklizn¢ (2021 a 2022) a dva
extrakéni pristupy (bez saponifikace a se saponifikaci) (Obr. 19).

Krabicové grafy (Obr. 20) zobrazuji obsahy v genotypech mésicku v jednotlivych
sbérech materialu ve skliznich 2021 a 2022. Zobrazeny jsou hodnoty neoxanthinu a
luteinu pro oba extrakéni pristupy, zeaxanthinu pro nesaponifikované a 9-cis-
antheraxanthinu pro saponifikované vzorky. Hodnoty ostatnich analytl byly naméfeny

pouze u malého poctu vzorkl a nema tedy smysl je zobrazovat v podob¢ krabicovych

grafu.
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Obr. 19 Heatmapa zobrazujici porovnani obsahu karotenoidd u jednotlivych genotypi mésicku;
extrakty bez a se saponifikaci, jednotka mg-g~* DW, dekadické logaritmy priimérnych hodnot ve
skliznich 2021 a 2022.
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Obr. 20 Krabicové grafy znazornujici rozloZzeni hodnot obsahu karotenoidid v 8 genotypech
mésicku po extrakci bez a se saponifikace, porovnani jednotlivych sbéri ve skliznich 2021 a 2022.

Identifikovano bylo pét latek, ovSem ne ve vSech vzorcich bylo mozné vSechny latky
kvantifikovat. Nejvétsi primérny obsah byl stanoven pro lutein, ackoli nékteré genotypy
vykazovaly vyssi obsahy neoxanthinu a/nebo antheraxanthinu, jak ukazuje heatmapa

(Obr. 19). Obsah luteinu se u nesaponifikovanych vzorkt pohyboval mezi 0,392-2,020
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mg-g~* DW, priimérna hodnota byla 0,975 + 0,330 mg-g* DW a median 0,922 mg-g*
DW. U saponifikovanych to bylo mezi 1,115-4,770 mg-g ! DW, priimé&rn4 hodnota byla
2,393 + 0,741 mg-g "t DW a median 2,215 mg-g " DW.

Déle byl stanoven neoxanthin s primérmou hodnotou 0,241 + 0,164 mg-g* DW
amedianem 0,201 mg-g! DW u nesaponifikovanych a 1,984 + 1,324 mg-g"* DW a
mediagnem 1,662 mg-g? DW u saponifikovanych. Zeaxanthin mél u
nesaponifikovanych primémou hodnotu 0,392 + 0,484 mg-g* DW a median 0,192
mg-g* DW, u saponifikovanych nebyl kvantifikovan. 9-cis-antheraxanthin byl u
nesaponifikovanych kvantifikovan pouze u n¢kolika malo vzorki, u saponifikovanych
mél primérnou hodnotu 2,198 + 2,465 mg-g~* DW a median 1,817 mg-g 2 DW, ale také
nebyl kvantifikovan ve vSech vzorcich. p-Karoten byl v obou extrakénich ptistupech

kvantifikovan pouze v n€kolika jednotkach vzorcich (viz heatmapa Obr. 19).

4.5 Obsah faradiolu

Kvantifikace faradiolu byla provedena pomoci jeho autentické¢ho standardu. Kalibra¢ni
kfivka vyjadiuje zavislost dekadického logaritmu plochy signalu na dekadickém
logaritmu koncentrace standardu analytu: y = 1,033x + 3,246, hodnota spolehlivosti R? =
0,9988.

Analyza faradiolu byla provedena u genotypl mésicku i u produktd s obsahem
meésicku. Vysledky z méfeni jednotlivych vzorkl byly vypocteny jako primér tfech
technickych replikatt a vyjadieny v jednotce mg-mg ! DW (ptipadné mg-pl* u nékterych
produktl). Obsah faradiolu v produktech a ve studovanych genotypech porovnava
tabulka (Tab. 14). Rozlozeni hodnot v prvnim a poslednim sbéru v letech 2021 a 2022 je
uvedeno ve formé krabicovych grafi (Obr. 21)
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Tab. 14 Porovnani primérnych hodnot obsahu faradiolu u jednotlivych genotypti mésicku ve
dvou letech sklizné (levé dva sloupce) a v produktech s mésickem (pravy sloupec).

Genotypy sklizen 2021 a 2022 Produkty
(mgg™) (mg-g /mgpl™)

1 0,013 0,011 0,016 C

2 0,015 0,012 34:10° K

3 0,022 0,018 2,8:10°° M

4 0,017 0,013 1,7:107 o

5 0,016 0,009 7,5:10°® \Y

6 0,012 0,007

7 0,009 0,007

8 0,015 0,016

0.020
2 —=
‘Téj’ 0.0151 &
: RSN
£ \ \\ =
0.010 / o
|

] 2021 1. B9 2021 4.

Rokasber = 24221, B3 20224.
1+ 2 -+ 34
GenOtyp —— 5 6 <o 7 < 8

Obr. 21 Krabicové grafy znazornujici rozlozeni hodnot obsahu faradiolu v analyzovanych
genotypech mési¢ku, porovnani jednotlivych sbért ve skliznich 2021 a 2022.
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Stanovené hodnoty faradiolu v genotypech mésicku se pohybovaly mezi 0,006—0,022
mg:mg' DW, primérna hodnota byla 0,013 + 0,004 mg:-mg! DW, median 0,013
mg-mg "t DW. Z produktl s mési¢kem obsahoval nejvy3si mnoZstvi faradiolu vzorek C
(¢aj sypany), a to 0,016 + 0,001 mg-mg* DW, nasledoval vzorek O (bylinny olej)
s obsahem 1,685-107 + 0,228 mg-ul* prod. V ostatnich produktech byl obsah faradiolu
niz§i nez 1 pg-ul™ prod.

4.6 Celkovy obsah fenolovych latek
Kvantifikace celkového obsahu fenolovych latek byla provedena podle kalibra¢ni kiivky
kyseliny gallové v koncentraénim rozpéti 0,02-0,24 mg-ml~1. Rovnice linearni regrese
bylay = 3,1572x — 0,0009, hodnota spolehlivosti R = 0,9978.

Vysledky jsou vyjadieny jako primér z méteni tfech technickych replikata v jednotce
mg GAE-g~! DW. Zobrazeny jsou pomoci krabicovych grafii porovnavajicich hladiny
vV 0smi genotypech prvni a ¢tvrty sbér ve skliznich 2021 a 2022 (Obr. 22).

Fenolové latky
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Obr. 22 Krabicové grafy znazorfujici rozlozeni hodnot celkového obsahu fenolovych latek
v analyzovanych genotypech mésicku, porovnani jednotlivych sbéri ve skliznich 2021 a 2022.
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Celkovy obsah fenolickych latek se pohyboval mezi hodnotami 5,22-17,48 mg
GAE-g ! DW, primér vSech méieni byl 11,49 + 3,51 mg GAE-g ' DW a median 12,78
mg GAE-g ! DW.

4.7 Profil fenolovych latek

Kalibrac¢ni kiivky pro kvantifikaci fenolovych latek byly sestaveny pouze pro analyty
detekované v redlnych vzorcich genotypt meésicku. Vyjadiuji zavislost dekadického
logaritmu odezvy signalu (vypocteného jako soucin fixni koncentrace interniho standardu
a poméru plochy signalu standardu analytu o dané koncentraci ku ploSe signélu interniho
standardu) na dekadickém logaritmu koncentrace jednotlivych standardd analytt
(Tab. 15). Pro standardy kyselina gallova—kyselina p-kumarova (tazeni podle reten¢niho
¢asu) byla pro vypocet pouZita jako interni standard kyselina de-p-kumarova, pro kyselinu

salicylovou—naringenin kyselina ds-salicylova.

Tab. 15 Rovnice kalibraénich kiivek standarda fenolovych latek a jejich hodnoty spolehlivosti R?

Standard Rovnice linearni regrese Hodnota spolehlivosti R?
K. gallova y =1,172x - 0,576 0,9905
K. 3,4-dihydroxybenzoova y =1,096x — 0,320 0,9917
K. 4-hydroxybenzoova y =1,050x — 0,453 0,9980
2-O-p-D-glukosid k. y =1,148x — 0,223 0,9966
salicylové

K. 2,3-dihydroxybenzoova y =1,096x — 0,518 0,9965
K. chlorogenova y =1,084x — 0,012 0,9948
K. vanilova y =1,293x — 1,635 0,9958
K. kavova y =1,073x + 0,362 0,9969
K. syringova y =1,235x — 1,368 0,9984
K. p-kumarova y=1,019x + 0,113 0,9985
K. ferulova y =1,094x — 0,774 0,9984
K. salicylova y =1,064x + 0,043 0,9932
Rutin y =1,199x — 0,852 0,9915
Koniferyl aldehyd y =1,199x - 0,852 0,9915
Kvercetin y =0,774x + 0,043 0,9828
Luteolin y =0,795x — 0,848 0,9895
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Vysledky z méfeni jednotlivych vzorkdi jsou vyjadieny v jednotce pg-gl DW,
hodnoty jsou zobrazeny pomoci heatmapy (Obr. 23), ktera ukazuje obsah analytt
Vv jednotlivych genotypech. RozloZeni namétenych hodnot v prvnim a ¢tvrtém sbéru ve

skliznich 2021 a 2022 zobrazuji krabicové grafy (Obr. 24).
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Obr. 23 Heatmapa zobrazujici porovnani obsahu jednotlivych fenolovych latek u analyzovanych
genotypli mésicku, jednotka pg-g~* DW, dekadické logaritmy primérnych hodnot ve skliznich
2021 a 2022.
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Obr. 24 Krabicové grafy znazorfujici rozlozeni hodnot obsahu jednotlivych fenolovych latek
analyzovanych genotypt mésicku, porovnani prvniho a posledniho sbéru ve skliznich 2021 a
2022.

Celkem bylo detekovano a kvantifikovano 16 latek, které lze rozdélit do skupin
fenolové kyseliny (k. gallova, k. 3,4-dihydroxybenzoova, 2-O-B-D-glukosid k.
salicylové, k. chlorogenova, k. 4-hydroxybenzoova, k. 2,3-dihydroxybenzoova, k.
vanilova, k. kavova, k. syringova, k. p-kumarova, k. ferulova, k. salicylova), flavonoidy

(rutin, kvercetin, luteolin) a fenolové aldehydy (koniferyl aldehyd).
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Jako nejzastoupengjsi fenolova latka byla napfi¢ vSemi analyzovanymi genotypy
meésicku stanovena kyselina chlorogenova, jeji obsah se pohyboval mezi 42,018-341,189
ug-gt DW, priméma hodnota byla 180,824 + 81,799 ng-g~* DW. Nasledoval rutin
s hodnotami 28,796-300,006 pg-g~* DW a primémou hodnotou 83,010 £ 60,530 ug-g™*
DW. Desitky mikrogramti na gram suché hmoty byly stanoveny jest¢ pro 2-O-B-D-
glukosid kyseliny salicylové (5,551-51,791 pg-g~* DW, primér 22,272 + 13,025 ug-g™*
DW), kyselinu syringovou (8,216-29,615 pg-g~* DW, pramér 15,778 + 5,658 nug-g*
DW), koniferyl aldehyd (0,406-59,117 pg-g~* DW, primér 10,870 + 12,398 ng-g X DW)
a kyselinu salicylovou (2,646-19,388 ug-g* DW, primér 10,130 + 4,767 ug-g* DW).
Ostatni analyty vykazovaly primérmy obsah v jednotkach ¢ desetinich pg-gt DW.
Néekteré analyty (kys. gallova, kys. 2,3-dihydroxybenzoova, kvercetin) nebyly
v nékterych vzorcich detekovany vibec, anebo byl jejich signdl pfili§ nizky pro

kvantifikaci.
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5 DISKUSE

5.1 Fytochemicka analyza 8 genotypii mésicku

5.1.1 Karotenoidy

Celkovy obsah karotenoidit

Pro vétsinu genotypu plati, ze ve druhém roce sklizné byl stanoven obsah karotenoidti o
néco vyssi nez v prvnim. A zatimco v roce 2021 byl nejvyssi obsah stanoven u vétSiny
vzorkll pro ctvrty sbér, v roce 2022 to bylo pro sbér prvni. Lze tak pravdépodobné
pozorovat vliv proménlivych podminek mezi jednotlivymi sbéry a skliznémi, jakymi
mize byt napiiklad pocasi, doba kveteni apod.

Jak z tabulky (Tab. 12), tak z krabicovych grafa (Obr. 16) vsak vyplyva, Ze na obsah
karotenoidii mé¢l rozhodujici vliv spiSe genotyp mésicku, jelikoz je patrné, zZe genotypy
S nadpriimérnym obsahem v jednom roce sklizné vykazuji nadprimérny obsah 1 v roce
druhém. Viibec nejvyssi obsah tak vykazovaly genotypy ¢. 3 (kultivar Pacific Schonheit
Tief.), ¢. 2 (Plamen) a ¢. 5 (Meteor). Naopak nejnizsi obsah byl stanoven pro genotyp ¢.
4 (Pacific Schonheit Cr.), ktery mél dokonce nizsi obsah nez analyzované genotypy C.
arvensis (vzorky ¢. 6 a 7).

Pozoruhodné je v tuto chvili porovnani ziskanych vysledki s fotografiemi sklizenych
kvétenstvi mésicku (kapitola 3.1.1.1 Rostlinny material, Obr. 13). Lze si v§imnout, Ze
vysoké hodnoty karotenoidii byly zméfeny zejména u genotypl se syté oranzovymi
kvétenstvimi, nejnizsi hodnoty naopak vykazovaly genotypy svétlé a bledé. To se shoduje
I s poznatky z literatury (kapitola 2.2.1.4 Karotenoidy mésicku; Pintea et al., 2003).

Pintea et al. (2003) uvadi obsah celkovych karotenoidii u ¢tyf rtiznobarevnych
kultivari v rozmezi 48,2-276,0 mg-100 g! FW. Uvedeni vysledku vztaZzeného na
¢erstvou hmotnost pomérné ztéZuje porovnani s vysledky této prace, pokud bychom vsak
piedpokladali zjistény obsah vody 82 % (kapitola 4.1 Obsah vody), pak lze ptepoctené
hodnoty studie Pintea et al. (2003) 2,76-15,33 mg-g* DW hodnotit jako o néco vyssi.
Studie Raal et al. (2009) uvadi hodnoty 2,0-35,1 mg-gt DW, tedy rovnéz o néco vyssi
nez v této praci. Studie vSak zahrnuje také nékteré genotypy, které byly pouzity pro tuto
praci, konkrétn¢ se jedna o Apricot Beauty (odpovida gentypu ¢. 1) s hodnotami 4,3 resp.
5,3 mg-gt DW (dvé rizné lokality ristu) a Pacific Beauty (pravdépodobné& odpovida
genotypu &. 3 nebo 4) s hodnotami 7,6 resp. 21,0 mg-g~* DW. Vysi hodnoty obsahu Ize
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pravdépodobné vysvétlit rozdilnymi technikami zpracovani materialu a metodami

stanoveni karotenoidu.

Zastoupeni karotenoidii

Vyjadieni vysledkt samotnych UHPLC analyz genotypt mésicku pomoci heatmap (Obr.
19) prezentuje rozdily mezi jednotlivymi genotypy a skliznémi 2021 a 2022. Heatmapy
jsou vytvoieny z dekadickych logaritmi ziskanych hodnot obsahu a barevné jsou
koncipovany tak, at’ 1ze ob¢ heatmapy (nesaponifikovanych 1 saponifikovanych vzorki)
vedle sebe porovnat. Lze dobie vidét, ze p-karoten a 9-cis-antheraxanthin u
nesaponifikovanych, respektive B-karoten a zeaxanthin u saponifikovanych, byly
kvantifikovany pouze u nékolika (anebo zadnych) vzorkd v nékterych sbérech. Ptic¢inou
nekvantifikace byl zejména piili§ nizky signal analytu, ale také neshodujici se absorp¢ni
spektrum a Spatny, nesoumérny tvar piku, coz oboji ukazuje na nedokonalou separaci a
ptipadné koeluci s jinou latkou.

Nasleduje zobrazeni vysledkt ve formé krabicovych grafi (Obr. 20) ilustrujicich
rozlozeni hodnot obsahu v jednotlivych sbérech; zobrazeny jsou pouze ty analyty,
u kterych davalo pouziti krabicovych grafii smysl. Pro lutein, karotenoid s nejvyssim
primérnym obsahem ve vSech vzorcich, podle Krabicovych grafi plati to, co bylo
pozorovano u celkového obsahu karotenoidd, a sice Ze jeho obsah byl mirné vyssi ve
sklizni 2022. To podporuje hypotézu, ze je lutein dominantnim karotenoidem
v kvétenstvi mésicku.

9-cis-antheraxanthin, ktery ve vétsiné nesaponifikovanych vzorcich nebyl
kvantifikovan vibec, vykazoval po saponifikaci obsah znatelné vyssi. Naopak u
zeaxanthinu si lze vSimnout trendu opacného, tedy Ze ve vétSin€ saponifikovanych
vzorcich nebyl kvantifikovan viibec. TO miize byt zpisobeno bud’ nedokonalou separaci
a koeluci s luteinem, anebo degradaci v prub&hu ¢asové naroc¢néjsiho procesu extrakce.
Napriiklad biologicka funkce pravé zeaxanthinu je zalozena na preménach v zavislosti na
svételném rezimu (viz kapitola 2.2.1.3 Karotenoidy — Biologicka aktivita).

V dostupné literatufe byvaji jako karotenoidy zastoupené v mésicku uvedeny
flavoxanthin, luteoxanthin, auroxanthin, lykopen, B-karoten, lutein, o-karoten, o-
kryptoxanthin, 9-cis-antheraxanthin a dalsi (kapitola 2.2.1.4 Karotenoidy mésicku; Bakd
etal., 2002; Pintea et al., 2003; Kishimoto et al., 2005). V této studii bylo stanoveno latek
pouze pét, dalsi latky nebyly kvantifikovany, ackoli mohly byt chromatograficky
odd¢€leny, jelikoz nebyl dostupny jejich analyticky standard. Zatfazenim dalSich analyti
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by tak mohlo byt docileno vylepSeni metody, pfipadné¢ by dale mohla byt vylepSena
chromatograficka separace ¢i identifikace s vyuzitim napt. hmotnostni spektrometrie (viz

nize kapitola 5.2 Zavedeni a optimalizace UHPLC analyzy karotenoidii).

5.1.2 Faradiol

Metoda pro LC-MS stanoveni obsahu celkového faradiolu v kvétenstvi mésicku byla
S Gpravami prevzata od Sestrienkova (2019). V genotypech mésicku nebyl obsah
faradiolu stanovovan u vSech ¢étyt sbérii v obou skliznich, jako v ptipad¢ karotenoidu,
nybrz vzdy pouze u prvniho a posledniho sbéru.

Z tabulky vysledku i krabicovych graft (Tab. 14, Obr. 21) Ize vypozorovat nizsi obsah
faradiolu ve sklizni 2022 nez ve sklizni 2021, pouze s vyjimkou genotypu ¢. 8. Také Ize
vidét, Ze v obou skliznich jsou u vétsiny vzorkt hodnoty nizsi v pozdéjsi fazi sezony nez
V prvnim sbéru.

Podobn¢ jako u karotenoidui, obsah faradiolu v kvétenstvi zavisi zejména na genotypu
mesicku. Nelze vSak mluvit o korelaci obsahu karotenoidll a faradiolu. Nejvyssi obsah
byl stanoven v genotypu ¢. 3 (kultivar Pacific Schonheit Tief) ¢. 8 (Yellow Gitana) a ¢. 4
(Pacific Schonheit Cr.). Naopak nejnizsi obsah byl u genotypt C. arvensis, tedy vzorka
¢.7ac.6.

Je tedy ziejmé, ze na rozdil od celkového obsahu karotenoidi se u faradiolu nelze fidit
vizualnim vzhledem kvétenstvi (Obr. 13), nebot’ pomérné vysoké hladiny byly stanoveny
jak u pestie zbarveného genotypu €. 3, tak bledého genotypu €. 4. Zaroven je pozoruhodné
zjisténi, Ze Slechténé odrudy C. officinalis jsou lepSim zdrojem faradiolu, nez genotypy
C. arvensis.

Pro srovnani s literaturou lze uvést studii Zitterl-Eglseer et al. (2001), ktera uvadi
obsah tfi estert faradiolu, jejichz soucet odpovida hodnoté asi 3 % pro jazykové kvéty C.
officinalis, voln¢ susené pii 40 °C a ne lyofilizované. Sestrienkova (2019) uvadi
Vv bakalafské praci hodnoty v rozmezi 0,88-3,2 % DW. Sice byla pouzita stejna metoda
jako v této praci, opét se ale jedna o voln¢ susené jazykové kvéty. Hodnoty ziskané v této
diplomové praci (vyjadieno v procentech 0,6-2,2 % DW) jsou sice o néco nizsi, ale je
tteba brat v potaz, ze byly ziskany pro celd kvétenstvi vetné trubkovitych kvéti i
zakrovnich listentl, ne pouze pro kvéty jazykové.

ZlepSeni analyzy faradiolu by mohlo spo€ivat napt. v pouziti interni standardizace,
kterd by pokryla pfipadnou ztratu analytu v pribéhu pomérné ndarocné extrakce a

metanolyzy faradiolu. Jak vSak uvadi Sestrienkova (2019), izotopicky znaceny faradiol
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neni komeréné dostupny a fyzikélné-chemickymi vlastnostmi podobny betulin neni pro
realné vzorky mésicku vhodné pouzit, jelikoz byl v jeho retencnim ¢ase pozorovan rusivy
signal. Dalsi obohaceni by mohlo spocivat v analyze esterti faradilou, coz by vsak

vyzadovalo zcela jiny pfistup.

5.1.3 Fenolové latky
Podobn¢ jako faradiol, ani fenolové latky nebyly stanovovany u vSech sbért v obou
skliznich, ale jen u prvniho a posledniho sbéru.

Folin-Ciocalteuovo stanoveni celkovych fenold ukazalo znatelny pokles hladiny
fenolovych latek ve vSech vzorcich u ¢tvrtého sbéru sklizné 2022 (Obr. 22), kdy byly
stanoveny oproti ostatnim sbérim témé&f poloviéni hodnoty. Pro tento pokles obsahu
nebyl zjistén eventualni divod a je pozorovan i U jednotlivych fenolovych latek pti
stanoveni jejich profilu (viz niZe). Tato skutenost tak zna¢né ovlivnila rozdily mezi
jednotlivymi skliznémi 2021 a 2022.

Nejvyssi obsah fenolt byl u genotyp ¢. 7 (C. arvensis), ¢. 2 (Plamen), ¢. 8 (Yellow
Gitana) a ¢. 5 (Meteor). Zajimavosti je nizsi obsah u druhého genotypu C. arvensis (C. 6),
jelikoz u ptedchozich parametrti (obsah karotenoidl a faradiolu) mély oba genotypy C.
(Pacific Schonheit Cr.), podobné jako u obsahu karotenoidi.

Studie Ercetin et al. (2012) rovnéZz ukazuje na vyssi obsah fenolovych latek u C.
arvensis nez u C. officinalis. Abudunia et al. (2017) uvadi v methanolickém extraktu C.
arvensis hodnotu 50,26 + 0,18 mg GAE-g* DW, coz je 0 néco vyssi obsah, nez byl
naméfen v této praci.

Vysledky UHPLC-MS/MS analyz profilu fenolovych latek vyjadfené pomoci
heatmapy (kapitola 4.7 Profil fenolovych latek, Obr. 23) prezentuji rozdily mezi
jednotlivymi genotypy a skliznémi 2021 a 2022. Heatmapa je vytvotrena z dekadickych
logaritmu ziskanych hodnot obsahu jednotlivych analytt. Lze dobfe vidét, ze kyselina
gallova a kvercetin nebyly kvantifikovany u vSech vzorkt, pti¢inou byl zejména pfilis
nizky signdl analytu.

Nasleduje zobrazeni vysledkii ve formé krabicovych grafi (Obr. 24) ukazujicich
rozdily mezi prvnim a Cctvrtym sbérem ve skliznich 2021 a 2022. Krabicovy graf
nejzastoupenéjsi latky, kyseliny chlorogenové, napadné pfipomina graf ziskany u Folin-
Ciocalteuova stanoveni. To podporuje myslenku, ze kyselina chlorogenova je majoritni

fenolova latka v kvétenstvi mésicku, podobné¢ jako je tomu u luteinu a celkového obsahu
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karotenoidi. U nékterych dalSich analytd (rutin, k. kavova, luteolin, k. 2,3-
dihydroxybenzoov4, kvercetin) Ize tento trend, kdy nejvyssi obsah byl naméten u ¢tvrtého

V literatufe jsou jako zastoupené fenolové latky v mési¢ku uvedeny napft. kvercetin,
glykosidy  kyseliny  prokatecholové,  kyselina  chlorogenova,  syringova,
hydroxyskoticova, hesperidin, rutin, isokvercitrin a dalsi (viz kapitola 2.2.3 Fenolové
slouceniny). Ak et al. (2020) jako nejzastoupenéjsi rovnéz kyselinu chlorogenovou, jako
bylo zjisténo v této praci. Porovnat Ize hodnoty ze studie Pires et al. (2018), ktera uvadi
obsah kyseliny chlorogenové (5-O-kafeoylchinova) Vv suSenych kvétech mésicku
120 pg-g~* DW, rutinu (Kvercetin-3-O-rutinosidu) 300 pg-g ™t DW a kyseliny kavové
10 pug-g~t DW. V této praci byly pro stejné latky ziskany hodnoty 42,018-341,189 pg-g*
DW, 28,796-300,006 ug-g' DW a 0,990-11,329 pg-g! DW. Dalsi shodné latky
stanoveny nebyly. Jak Ize na hodnotach vidét a jak jiz bylo napsano, obsah fenolovych
zavisel na genotypu mésicku, a tim lze pravdépodobné vysvétlit i mirnou diferenciaci od

obsahu ve studii Pires et al. (2018).

5.2 Zavedeni a optimalizace UHPLC analyzy karotenoidu

Prace se standardy karotenoidii

Jak jiz bylo podrobné rozebrano v kapitole 2.2.1 Karotenoidy, karotenoidy jsou vysoce
lipofilnimi pigmenty. Podle serveru DrugBank.com (2023) je hodnota logP (dekadicky
logaritmus rozdélovaciho poméru) napiiklad luteinu rovna 7,9 a B-karotenu dokonce
17,6. Tyto vysoké hodnoty znai obtiZznou rozpustnost ve vod€, a naopak lepsi
rozpustnost v organickych rozpoustédlech, jako napiiklad n-oktan, chloroform, hexan
a dalsi.

To predstavovalo ptekazku v piipadé€ analyzy téchto pigmentti pomoci RP-HPLC, kde
ma mobilni faze polarni charakter. Pfi samotné analyze se s tim vypotfadavalo pomérné
velké mnozstvi organické slozky v mobilni fazi (MF A: 25% roztok CH3COONH4 ve
vodé ¢ = 28 mmol-I, 75% MeOH a MF B: 100% MeOH viz kapitola 3.2.4 Zavedeni a
optimalizace UHPLC-PDA analyzy karotenoidii).

Dalsi problém ale vézel v rozpusténi standardii karotenoidii a pfipraveé kalibracnich
roztoki. Autentické standardy karotenoidd byly zakoupeny v mnozstvi 1-1000 mg od
firmy Sigma Aldrich (USA) jako pevné, analytické standardy. Nejprve bylo testovano
rozpoustédlo EtOH:aceton 1:1 pro vSechny pouzité karotenoidy. Pouze nekteré vSak byly

rozpus$tény dokonale (neoxanthin, 9-Cis-antheraxanthin), jiné se rozpustit nepodatilo (p-
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karoten) a nékteré sice rozpustény byly, ale po case zroztoku vypadly (lutein,
zeaxanthin). Stémi problematickymi tedy byly provadény dalsi pokusy s jinymi
rozpoustédly, piicemz bylo pracovano tak, aby byla rozpoustédla pouzitelnd pro
naslednou RP-HPLC a misitelna se slozZkami mobilni faze.

Nakonec byly zasobni roztoky standardii pfipraveny o tomto slozeni a koncentraci:
neoxanthin ¢ = 1 mg-ml~* v EtOH:aceton 1:1, zeaxanthin ¢ = 0,6 mg-ml* v DMSO, lutein
¢ = 0,6 mg-ml™* v acetonu, 9-cis-antheraxanthin ¢ = 1 mg-ml™* v EtOH:aceton 1:1, -
karoten ¢ = 0,2 mg-ml™* v acetonu.

Rozdilna koncentrace a rozpoustédla zasobnich roztokli standardii znamenaly
obtizngjsi fedéni roztokd na jednotlivé kalibracni roztoky. Kalibracni roztoky nebyly
pfipravovany jako smésné roztoky vsech standardl, nybrz pro kazdou latku zv1ast. Vedle
toho samoziejmé& muselo byt pocitano s degradaci karotenoidl vlivem plisobeni svétla,
tepla, kysliku apod., a proto byly zasobni roztoky standardi uchovavany v temnych

vialkach pii —20 °C a kalibra¢ni roztoky byly michany vzdy Cerstvé.

Optimalizovand UHPLC metoda stanoveni karotenoidii
Pozadavky na metodu vhodnou pro analyzu karotenoidd v kvétenstvi mésicku byly
nasledujici: provedeni analyzy pokud mozno v UHPLC rezimu, dostatecnd separaéni
schopnost kolony pfi souasném zachovani pomérné kratké doby analyzy a sloZeni
mobilni faze kompatibilni s ptipadnou LC-MS analyzou.

Ziskanou optimalizovanou metodou (kapitola 4.3 UHPLC metoda stanoveni
karotenoidit) bylo dosazeno vyhod UHPLC analyz oproti analyzam HPLC, jakymi jsou
napf. krat§i doby analyz (17 vs. 28 minut), niZ8i spotfeba rozpoustédel dand zejména
niz§im priitokem (0,3 vs. 1,0 ml:‘min™?), lepsi kompatibilita s LC-MS systémem a dalsi.

Co se tyka samotného pouziti findlni metody pro analyzu karotenoidi v mésicku,
chromatogramy obsahovaly pomérné komplexni smés latek. To Ize pozorovat 1 v jinych
studiich nevyuzivajicich kolony s C30 stacionarnimi fazemi (napft. Pintea et al., 2003).
Identifikovano (a kvantifikovano) bylo 5 analytt, pro které byly dostupné autentické
standardy.

Lepsi chromatografické separace by bylo mozné docilit pouzitim G¢innéjsi stacionarni
faze, jakymi disponuji napt. C30 kolony (kapitola 2.2.1.5 Analyza karotenoidii — LC
separace karotenoidii) a pomoci kterych lze napf. kriticky par zeaxantin a lutein jediné
dokonale odd¢lit (Pavelkova et al., 2020). S témito kolonami je vSak slozit&jsi dosahnout

separace v UHPLC rezimu a kratkych dob analyz, coz byly jedny z poZadavki. ZlepSeni
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Vv identifikaci mnoha neznamych latek by pak do jist¢é miry mohlo pfinést pouziti

hmotnostni spektrometrie, zptesnéni kvantifikace zase pouziti interni standardizace.

Porovnani pristupii extrakce bez a se saponifikaci

Pfi analyzovani zastoupeni karotenoidi bylo vyuzito dvou piistupl, a sice bez
saponifikace a se saponifikaci, pficemz nebylo cilem analyzovat zastoupeni jednotlivych
esterd karotenoidi jako v pfipadé studie Abdel-Aal & Rabalski (2015), nybrz pokusit se
proces saponifikace obejit v zdjmu zjednoduSeni extrakéniho postupu, vysledky obou
pfistupil pak porovnat a zjistit efektivitu saponifikace, podobn¢ jako studie Pavelkova et
al. (2020).

Jak bylo ocekavano (kapitola 2.2.1.5 Analyza karotenoidii — Extrakce a alkalicka
hydrolyza karotenoidit), po saponifikaci byl izolovan men$i pocet latek a signdly
kvantifikovanych analyt byly intenzivnéjs$i — bylo dosazeno zbaveni se estert a zlstaly
pouze volné karotenoidy. U vzorkd bez saponifikace byly navic jasné identifikovatelné
signaly chlorofylu a a b (reten¢ni ¢asy 7,6 a 8,6 min), u kterych lze piedpokladat,
ze se rozpadaji pti pomérné drastickych podminkach alkalické hydrolyzy.

U nejzastoupengjs$iho analytu, luteinu, byl nartst obsahu po saponifikaci v priméru o
147 %, u neoxanthinu to bylo dokonce o 823 %. Nardst obsahu lze krasné pozorovat
v heatmapach (kapitola 4.4 Zastoupeni karotenoidii, Obr. 19). Tento pfistup byl tedy
zhodnocen jako kvalitngj$i. BohuzZel je ale také zdlouhavéjsi, vlivem cehoz muze
dochazet k degradaci karotenoidli, coz by mohlo byt oSetfeno technikami interni
standardizace.

Studie Pavelkova et al. (2020) tvrdi, ze krok alkalické hydrolyzy je v ptipadé analyzy
karotenoidti C. officinalis nezbytny, obsah luteinu v pfipadé této studie po hydrolyze

vzrostl vice nez trikrat.

5.3 Produkty s obsahem mésicku
Obecn¢ lze u analyzovanych produktli s obsahem mésicku pozorovat niz$i hladiny obsahti
nez u analyzovanych genotypli mésicku, at’ uz celkovych karotenoidi anebo faradiolu. Je
vsak potieba si uvédomit, na co je dana jednotka u obsahu vztazena.

V piipadé rostlinného materialu je to zpravidla na gram suché hmoty (DW). Je tak
V podstaté dosazeno normalizovaného obsahu vody, ktery se idedlné u spravné
lyofilizovaného materidlu blizi nule. Vysledky tak nejsou zatizeny ptipadnymi rozdily
Vv obsahu vody a lze je 1épe porovnavat, ale zaroven jsou koncentrace stanovovanych

analyti o to vyssi, protoze such4d hmota je samoziejmé mensi nez Cerstva.
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V pripad¢ produktt je to na gram anebo mililitr produktu. To je samoziejmé zavadejici
a vzajemn¢ neporovnatelny udaj, jelikoz kazdy produkt je jiny, na druhou stranu je to
popis produktu piesné takového, jak si jej lze poridit. Zaroven je nutno brat v potaz, ze
samotny produkt jiz je extraktem anebo extrakt mési¢ku obsahuje (s vyjimkou Caje
sypaného), a tim padem takovymto vztazenim obsahu analytu na hmotu (objem) produktu
dojde ke snizeni jeho koncentrace, nez by tomu bylo v ptipadé vztazeni na ptiivodni hmotu
extrahovaného materialu. Ta vSak pochopitelné neni znama, a tak ani pifepocet na ni nelze
provest.

Celkovy obsahu karotenoidii v Caji sypaném je asi o ¥ad nizsi nez hodnoty stanovené
pro genotypy, ackoli se jedna o podobnou matrici. Lze piedpokladat, ze doslo k degradaci
karotenoidi béhem suseni kvétenstvi anebo skladovani ¢aje. V Bylinném oleji byl obsah
karotenoidl az o dva tady vyssi, nez Vv dalSim produktu s kapalnou matrici — Plet'ové
vodg¢; to muze byt pravdépodobné déno lipofilnimi vlastnostmi karotenoidd, pro které je
olej lepsim rozpoustédlem, nez zaklad Pletové vody na bazi ethanolu a vody.
Prekvapenim muze byt Mast, ve které bylo pies své vyrazné zbarveni stanovena pomérné
nizkéd hodnota obsahu karotenoida, velky vliv v§ak zde mohou hrét vy$e zminéné divody.
U vzorku Krém na ruce nebyly pouzitou metodou karotenoidy detekovany, odpovida
tomu 1 bilé zbarveni produktu.

Obsah faradiolu v Caji sypaném je srovnatelny se zkoumanymi genotypy mésicku, na
rozdil od obsahu karotenoidii. Druhy nejvys$si obsah byl zjistén opét v Bylinném oleji.
V dal$im kapalném produktu, Pletové vodé, byl obsah faradiolu vice nez o tii fady niZsi.
Ptekvapenim opét byla Mast, kterd obsahovala pomé&rné malé mnoZstvi faradiolu, fadové
stejné jako Krém na ruce; opét zde mohou hrat roli vySe zminéné diivody.

Analyza produktii, jsouci jinou matrici neZ rostlinny material, pfedstavovala vyzvu
zejména V extrakci danych latek z onéch matric. Smyslem bylo zejména otestovat, zda
jsou pouzité metody vhodné 1 pro netypicky, jiny nez rostlinny materidl, a naucit se
s takovym materidlem pracovat. Zjisténé hodnoty nebyly porovnany s udaji vyrobce,

nebot’ tyto nebyly dostupné. Je zde tedy oteviena cesta pro pripadné dalsi experimenty.
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6 ZAVER

Prvni cil diplomové prace vedl ke zpracovani literarniho prehledu na témata: mésicek,
jeho taxonomie, botanicka charakteristika, vyuziti a pfirodni latky zahrnujici karotenoidy,
pentacyklické triterpenoidy a fenolové slouceniny.

Druhy cil byl naplnén provedenim fytochemické analyzy karotenoidd, faradiolu a
fenolovych latek v kvétenstvi osmi vybranych genotypti mésic¢ku, kterd byla sbirana ve
dvou skliznich (2021 a 2022) v prab¢hu sezony.

Celkovy obsah karotenoidi odpovidal zbarveni jejich kvétl, nejvyssi byl u syt
Schonheit Cr. Nejcastéji nejzastoupenéjSim karotenoidem byl lutein.

UHPLC-MS/MS analyza faradiolu ukézala pokles obsahu v pozdé&jsich fazich sezony.
Nejvétsi obsah byl u genotypi Pacific Schonheit Tief., Yellow Gitana, a Pacific
aktivité, muze tento parametr slouzit k hodnoceni pozitivniho u¢inku mésicku na lidské
zdravi.

Dalsi biologickou aktivitu vykazuji fenolové latky, u kterych UHPLC-MS/MS analyza
ukazala jako nejzastoupengjsi kyselinu chlorgenovou, dale rutin, 2-O-f-D-glukosid
kyseliny salicylové a dalsi. Jejich celkovy obsah byl nejvyssi u genotypu C. arvensis
(€. 7), Plamen, Yellow Gitana a Meteor, nejnizsi u Pacific Schonheit Cr.

Treti cil byla optimalizace metody stanoveni karotenoidii pro analyzu rostlinného
(1,7 pm, 150x2,1 mm), mobilnimi fazemi MF A: 25 % CH3COONH,4 ¢ = 28 mmol-I7,
75 % MeOH a MF B: 100 % MeOH, doba analyzy ¢inila 17 minut. Také byly
porovnavany pristupy extrakce bez a se saponifikaci, pfiCemz po saponifikaci byl
1zolovan mensi pocet latek a ziskany intenzivnéjsi signaly analytl. Tento ptistup byl tedy
zhodnocen jako kvalitnéjsi, akoli zdlouhavéjsi.

Posledni cil byl analyzovat ptirodni latky také ve vybranych produktech s mésickem.
Smyslem bylo vyzkouset, zda jsou metody vhodné i pro netypicky, jiny nez rostlinny
materidl. U produkti ¢aj sypany, krém na ruce, mast, bylinny olej a pletovou vodu byl
uspésné stanoven celkovy obsah karotenoidt a obsah faradiolu.

Ugelem prace bylo zavést metody pro hodnoceni kvality produkce mésicku a pouzit je
na realnych vzorcich, coz bylo spolecné s cili této prace naplnéno. Téma by dale mohlo

byt rozsifeno o dalsi genotypy mésicku, anebo o dalsi stanovované analyty.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ACN - acetonitril

BCDO - B-karoten:0,-15,15°-dioxygenasa (Sté€pici vazbu) (karotendioxygenasa, EC
1.13.11.63)

BHT — viz. t-BHT — terc-butylhydroxytoluen

CrtISO - 7,7',9,9'-tetra-cis-lykopenisomerasa (prolykopenisomerasa,
karotenoidisomerasa, EC 5.2.1.13)

DAD — detektor diodového pole

DHA — kyselina dokosahexaenova

DMAPP — dimethylallyldifosfat

DMSO - dimethylsulfoxid

DW — suchd hmotnost

EtOH — Ethanol

FPP — farnesyldifosfat

FT-ICR — lontova cyklotronova rezonan¢ni hmotnostni spektrometrie s Fourierovou
transformaci

FW — Cerstva hmotnost

G3P — glyceraldehyd-3-fosfat

GAE — ekvivalent kyseliny gallové

GC — plynovéa chromatografie

GPP — geranyldifosfat

GGPP — geranylgeranyldifosfat

HPLC — vysokouc¢inna kapalinovéa chromatografie

IPA — isopropylalkohol, isopropanol, 2-propanol

IPP — isopentenyldifosfat

IS — interni standard

IT — iontova past

ITIS — Integrated Taxonomic Information System

IUBMB - International union of biochemistry and molecular biology
Keapl-Nrf2-ARE — Kelch-like ECH-Associating protein 1 — nuclear factor erythroid 2
related factor 2 — antioxidant response element — redoxn¢ senzitivni regula¢ni draha
KOH/MeOH - roztok KOH v methanolu

LC — kapalinova chromatografie
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LCY-b — karotenoid:p-koncova skupina-lyasa (kruh otevirajici) (lykopen B-cyklasa, EC
5.5.1.19)

LCY-e — karotenoid:y-koncova skupina-lyasa (kruh otevirajici) (lykopen e-cyklasa, EC
5.5.1.18)

LUT1 — a-karoten:O2-oxidoreduktasa (3-hydroxyla¢ni) (karotenoid-g-hydroxylasa, EC
1.14.14.158)

MeOH — methanol

MEP — methylerythritol-4-fosfatova draha

MF — mobilni faze

MRM — multiple reaction monitoring

MS — hmotnostni spektrometrie

MS/MS — tandemova hmotnostni spektrometrie

MtBE — methyl-terc-butylether

MVA — mevalonatova draha

NMR — nukle4rni magneticka resonance

prod. — produktu; napf. ,,obsah x mg-g~* prod.*

S.E.M. — Standard error of the mean — sttedni chyba priméru

PDA — detektor diodového pole

PDS - 15-cis-fytoen:akceptor-oxidoreduktasa (fytoendesaturasa, EC 1.3.99.31)

PSY — geranylgeranyldifosfat:geranylgeranyldifosfat-geranylgeranyl-transferasa (15-cis-
fytoen tvotici) (15-cis-fytoensyntasa, EC 2.5.1.32)

resp. — respektive

RP-HPLC — vysokot¢inna kapalinova chromatografie v systému reverznich fazi

t-BHT — terc-butylhydroxytoluen

UHPLC — ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie

UV-VIS — ultrafialova a viditelna oblast, spektroskopie v ultrafialové a viditelné oblasti

Q-Orbitrap — spojeni kvadrupolu a orbitrapu

Q-TRAP — spojeni kvadrup6lu a iontové pasti

QE — ekvivalent kvercetinu

QqQ — trojity kvadrupol

ZDS — all-trans-C-karoten:akceptor oxidoreduktasa ({-karotendesaturasa, EC 1.3.99.26)
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