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Shrnuti:

Tato prace se zabyva vlivem tézkych kovil a jejich koncentrace na obsah flavonoidi
ve dvou odriidach fazolu. Teoreticka cast shrnuje poznatky o slozeni plodi rostlin, metodach
extrakce flavonoidl z rostlinného materiélu, jejich separace a detekce. Experimentalni ¢ast je
vénovana priprave extraktii rostlinného materialu a jejich analyze. Identifikace a kvantifikace
jednotlivych flavonoidl byla provedena metodou kapalinové chromatografie s tandemovou
hmotnostni spektrometrii. Déle byl porovnavan vliv jednotlivych kovi a jejich koncentraci na
rostliny a rostliny mezi sebou. Bylo zjisténo, Ze na zvySujici se koncentraci Ni a Zn reaguji
ob¢ odriidy shodné, ale na zvySujici se koncentraci Cr a Cu reaguji rozdilné. U odridy

Carmen dochézi k nartstu flavonoidi, zatimco u odriidy Blauhilde k poklesu.

Kli¢ové slova:  flavonoidy, tézké kovy, fazol obecny, antioxidanty, UHPLC, MS, QqQ,
QqTOF

Summary:

This theses deals with the influence of heavy metals and thein concentration on the
kontent of flavonoids in two varieties of bean. The teoretici part summarizes knowlage about
plant fruit composition, methods of flavonoid extraction from plant material, thein separation
and detection. The experimental part is devoted to preparation of extracts of plant material
and their analysis. Identification and quantification of individual flavonoids was performed by
tandem mass spectrometry liquid chromatography. Furthermore, the influence of individual
metals and their concentrations on plants and plants was compared. It has been found that
both varieties react identically to the increasing concentration of Ni and Zn, but they react
differently to the increasing concentration of Cr and Cu. In the Carmen variety, flavonoids

increase, whereas in the Blauhilde variety, they decline.

Keywords:  flavonoids, heavy metals, bean, antioxidants, UHPLC, MS, QqQ, QqTOF
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1 Uvod

Znecisténi zivotniho prostiedi tézkymi kovy je globalnim problémem. Tézké kovy se ve
formé rozpustnych iontli dostavaji do tél rostlin, kde se akumuluji a mohou se tak dostavat
dale do potravniho fetézce. Jejich vysoké koncentrace negativné ovliviiuji fyziologické
funkce rostlin a vyvoldvaji oxidativni stres. Rostliny se brani zvySenou produkci
antioxidaCnich enzyml a antioxidantl, mezi které se fadi 1 flavonoidy. Zména obsahu
flavonoidi v rostlinach nas miize upozornit na $patnou vyzivovou hodnotu dané rostliny. Tato
prace je zaméfena na sledovani zmén v obsahu flavonoidd u rostlin, které byly v pribéhu
svého zivota vystaveny rozdilné koncentraci kovu v pide. Dilezitou soucdasti této prace je
porovnani vlivi koncentra¢nich fad vybranych tézkych kovli na rostliny a srovnani dvou

odrud fazolu obecného.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Tézké kovy

Teézké kovy jsou rozsahlou skupinou prvki, jejichz definice se v literatuie znacné lisi.
Nejéastéji jsou za t&7ké kovy oznaGované prvky s hustotou v&tsi nez 5 grem™. Jejich
pfitomnost v Zivotnim prostiedi je v nizkych koncentracich piirozenou'. Do ptdy a vod se
dostavaji erozi hornin bohatych na tyto kovy (pfirodni zdroje). Casto se jedna o esencialni
prvky, které jsou v malych koncentracich nezbytné pro zivot rostlin i zivocCichll. Vyssi
koncentrace maji toxické ulinky. Te&zké kovy jsou hojné vyuzivany v modernich
technologiich. K nadmérnému znecisténi Zivotniho prostiedi dochédzi predevSim pii tézbé,
pramyslovém zpracovani, spalovacich procesech, ale i v zemédélstvi, kde jsou tézké kovy
soucasti pesticid, nebo Cistirenskych kali vyuzivanych jako hnojivo (environmentalni
zdroje)*. K naristajici kontaminaci Zivotniho prostiedi t&Zkymi kovy piispiva i jejich stabilita

a s tim spojend akumulace.

V padé jsou tézké kovy obsaZeny v riznych formach, naptiklad jako rozpustné ionty,
které se nasledn¢ vstiebavaji do rostlin. Fytotoxicita tézkych kovl spociva naptiklad
v ovliviiovani metabolizmu rostlin, vstfebavani vody a minerali kofenem, inaktivaci enzymd,
nebo vazbou na proteiny. Nadbytek téZkych kovi v rostliné také zplsobuje vznik volnych
kyslikovych radikalt, které rozkladaji proteinové fetézce a ovliviiuji funkci bunécnych

, o~ . , , . 34
membran. T&7ké kovy jsou akumulovany ve vakuolach rostlin®*”.

Rostliny tvoifi vyznamnou ¢ast potravy vétSiny Zivo€ichii véetné cloveéka. Tézké kovy

ze zivotniho prostiedi se tak skrze rostliny dostavaji do t€l zivocichi.

2.2 Popis rostliny

Fazol obecny (Phaseolus vulgaris L.) je svou klasifikaci zafazen mezi cévnaté
krytosemenné rostliny, tfidy vysSich dvoudéloZznych rostlin, fadu bobotvaré, celedi bobovité
a rodu fazole. Fazol je rozSifen a péstovan po celém svété, vyjma Antarktidy. Tento rod
zahrnuje mnoho kultivart, které se od sebe mohou diky svému dlouhodobému S§lechténi
vyrazné lisit. Rozezndvame dvé zakladni formy fazolu a to: fazol ketickovity, ktery tvoii ket
s vySkou 20 — 60 cm a fazol popinavy, ktery je popinavou rostlinou dosahujici délky 2 — 3
metry. Fazol tvofi vétSinou ovalné listy zelené, Ci fialové barvy, tvofené tfemi listky. Kvéty

fazolu jsou piiblizn€ 1 cm velké, uspofddané v chudém hroznu a mizou mit fialovou,



rizovou, zlutou, nebo bilou barvu. Plodem je 8 — 20 cm dlouhy kiehky riiznobarevny (zeleny,
zluty, fialovy, zihany) lusk, obsahujici 4 — 6 semen ledvinovitého, nebo kulovitého tvaru
o velikosti az 1,5 cm s riiznou barevnosti (Cerné, fialové, Cervené, zluté, bilé¢). Fazol je
teplomilna rostlina, ktera vyzaduje dostatek slunce, poptipad¢ polostin. Kli¢eni semen probiha
v rozmezi 6 — 8 °C a rostlina roste pfi teploté presahujici 9 °C. Optimalni teplota pro rist

fazolu je 20 — 25 °C°.

Luskoviny jsou hospodaisky vyznamné rostliny, mezi které spadd i fazol. Semena
téchto rostlin se oznacuji jako luSténiny a dlouhodobé zaujimaji dalezité misto ve vyziveé
Clovéka jak vrozvinutych, tak i v rozvojovych zemich. Nejvice luSténin, pfedevSim pak
fazoli, se tradiné¢ konzumuje v Mexiku, Karibiku a ve stadtech Latinské Ameriky
a Subsaharské Afriky. Primérna celosvétova spotieba lusténin je 7 kg/osoba/rok. Evropsky

pramér je zhruba poloviéni a spotieba lusténin v CR je 2,5 kg/osoba/rok’.

2.3 SloZeni plodi

2.3.1 Bilkoviny

Semena luskovin jsou zndméa svym vysokym obsahem proteini ve srovnani
s ostatnimi rostlinnymi potravinami. Lze je tedy zafadit mezi tzv. bilkovinné potraviny.
Obsah bilkovin v syrovych semenech fazolu se pohybuje v rozmezi 20 — 25 %. Bilkoviny
v lusténinach jsou svym sloZzenim podobné bilkovindm pochazejicim z zivocisnych zdrojt,
nejsou vSak plnohodnotnou nahradou masa diky malému obsahu sirnych aminokyselin
(metioninu, cysteinu a tryptofanu). Nejvice zastoupenymi aminokyselinami je glutamin,
asparagin, kyselina asparagova a glycin. VétSina proteint se v lusténinach vyskytuje ve forme
globulinu, nebo zasobnich proteind, které jsou syntetizovany béhem vyvoje semen k zajisténi
dostatecnych zasob dusiku a uhliku pfi kli¢eni. Hlavnim z4sobnim proteinem v semeni fazolu
je phaseolin, ktery je také hlavnim ukazatelem kvality a nutri¢ni kvality proteinii v semeni

fazolu®1°.

2.3.2 Sacharidy
Semena lusténin jsou z velké Casti tvofena sacharidy. Obsah sacharidii v suchém
semeni fazolu je 52 - 60 % a jsou sloZzeny z monosacharidl, disacharidli, oligosacharid

a polysacharidii. V priibéhu vyvoje rostliny se zastoupeni jednotlivych slozek vyrazné lisi,



napiiklad nezrald semena maji daleko vys$$i obsah jednoduchych cukri a nizSi obsah
nestravitelnych polysacharidii, nez je tomu u semen suchych. Nejvétsi mérou je zastoupen
skrob, ktery miize tvofit az 57 % z celkového mnoZstvi sacharidii v semeni fazolu. Skrob je
polysacharidem, ktery ma v rostliné zasobni funkci. Z vyzivového hlediska rozliSujeme mezi
rychle stravitelnym a pomalu stravitelnym Skrobem, které jsou Stépitelné a vyuzitelné
v tenkém stfeve, a rezistentnim Skrobem, ktery je metabolizovan mikroflorou tlustého stfeva
a zpusobuje plynatost. DalSimi pro clovéka nestravitelnymi polysacharidy obsazenymi ve
fazolich jsou celuldza, hemiceluloza, lignin a polysacharidy neskrobového ptivodu, souhrnné

v , . , . , . . v vr ’ 9,11
oznaované jako vldknina. V1aknina se vyskytuje pfedevsim v luscich fazolu®*'".

2.3.3 Tuky

Obsah tukl je v luSténinadch obecné velice maly, pohybuje se v rozmezi 1- 1,5 %.
U fazolu druhu adzuki je obsah tuku dokonce jen 0,1 %. Slozeni mastnych kyselin je velice
pfiznivé, az 85 % tvoii nenasycené mastné kyseliny. U fazoli je nejvetsi mérou zastoupena
kyselina linolova a to az 53 %. Obsah a sloZeni tukil je velice zavislé nejen na odriidé, ale také

na klimatu, obdobi, misté ristu, typu pady a environmentalnich faktorech®”.

2.3.4 Vitaminy

Lusténiny jsou dobrym zdrojem ve vodé rozpustnych vitamint, naopak jsou chudé na
vitaminy rozpustné v tucich. Nejvice zastoupenou skupinou vitamind v lusténinach jsou
vitaminy skupiny B a to téméf celym komplexem s vyjimkou vitaminu B, (kobalaminu).
Dale 1ze v luSténinach nalézt provitamin A, vitamin E a kyselinu listovou. Obsah vitaminu C
je v suchych semenech maly, ale pfi kli¢eni jeho obsah vzriista az na hodnoty, které se blizi
jeho obsahu v citrusovych plodech. V luscich lze nalézt také niacin a kyselinu

pantothelovou®'*.

2.3.5 Mineralni latky

Lusténiny jsou dobrym zdrojem mineralnich latek a to ptedevsim P, K, Mn, Cu, Zn, 1,
Ca a Co. Biologicka dostupnost téchto kovii mize byt snizena navazanim na kyselinu
fytovou, Stavelovou a jiné latky. LuSténiny jsou velice chudé na sodik. Obsah mineralnich

latek zavisi na piidé a podminkach, za kterych je rostlina péstovana'>">.



2.3.6 Antinutri¢ni latky

Kromé pozitivn¢ plsobicich latek se v lusténindch vyskytuje i mnozstvi jinych
sloucenin, které jsou pro ¢lovéka nestravitelné, nebo jsou pfimo skodlivé az toxické. Miize se
jednat naptiklad o antivitaminy, coz jsou latky snizujici u€inky, ¢i biodostupnost ptijimanych
vitamint. Stejné tak luSténiny obsahuji kyselinu $tavelovou a fytovou, které na sebe vazi
mineralni latky a odvadi je z organizmu. Dalsi skupinou latek obsazenych v luSténinach jsou
saponiny, které mohou zpusobovat rozpad cervenych krvinek a uvolnéni hemoglobinu do
krevniho fecisté. Jedovatou latkou obsazenou v syrovych fazolich je fytohemaglutinin patiici
do skupiny lektinti. Otravu miize vyvolat i méné nez pét syrovych fazoli a projevuje se
nevolnosti, zvracenim, kieCemi a prijmem. Ptiznaky obvykle odezni do péti hodin. Nékteré
druhy fazoli mohou taky obsahovat kyanogenni glykosidy, jejichz hydrolyzou vznika
kyanovodik. Napfiklad fazol mési¢ni mlZe poskytnout az 17 mg HCN/ 100g. VétSina
nezéadoucich latek ve fazolich je termolabilnich a tak pii spravné tepelné upravé nemtize dojit

«8,9,13,14
k otravée .

2.4 Flavonoidy

Flavonoidy jsou sekundarnimi metabolity rostlin patfici do skupiny fenold. Ve své
molekule obsahuji dva benzenové kruhy spojené tffuhlikovym fetézcem v uspofadani Ce-Cs-
Cs. Struktura flavonoidl je odvozena od flavanu, ktery je rtizné substituovan a to nejcastéji
hydroxyskupinou, nebo methoxyskupinou. Jednotlivé derivaty se li§i stupném substituce,
nebo oxidace. Podle stupné oxidace rozliSujeme zakladni skupiny flavonoidii: anthokyanidy,
leukoanthokyanidiny, flavanony, flavanoly, flavony, flavonoly a katechiny. Nejrozsifenéjsi
skupinou jsou flavonoly. V pfirodé se flavonoly bézné vyskytuji ve formé& glykosidi.
Struktura glykosylované formy je tvofena samotnym flavonoidem a na ném navdzanym

cukernatym zbytkem. Nejéast&ji dochazi k navazani na uhliku C;'>'.

Flavonoidy jsou dulezitymi antioxidanty, tedy latkami, které jsou schopny zabranovat
vzniku volnych radikalti a vazat ionty nékterych kovii. Antioxidacni aktivita jednotlivych

flavonoidil je zavisld na poloze a poc¢tu hydroxylovych skupi a jejich glykosylaci. Flavonoidy

-----

antialergeni, antivirové a antikarcerogeni ﬁéinkyls'lé.



2.4.1 Biochanin A

Biochanin A je pfirodni latkou pattici do skupiny isoflavond, kterou lze nalézt v jeteli
cerveném, soji, arasidech, cizrn¢ a luSténinach. Je klasifikovan jako mirny fytoestrogen.
Byly zkoumany jeho rozmanité ucinky, napiiklad na zmirnéni neurolepticich bolesti, zmirnéni
neurodegenerativnich onemocnéni jako je Parkinsonova nemoc a preventivni UCinky proti
nékterym druh@im rakoviny. Dale pak byl zkoumén jeho pozitivni vliv proti Ubytku kostni

(. «17-20
tkané .

2.4.2 Daidzein

Daidzein patii mezi izoflavony a diky své estrogenni aktivit¢ se ftadi mezi
fytoestrogeny. Vyskytuje se piedev§sim v jeteli Cerveném, kudzu, sojovych bobech,
ale 1 jinych luSténinach. daidzein ma velkou antioxidacni aktivitu a slabé estrogenni
a anti-estrogenni UCinky, diky nimz plsobi proti rakovin¢ prostaty, osteopordze

J . . vros v sy , s w s , . . 21
a aterosklerdze. Diadzein se pouziva v tradi¢ni ¢inské medicing jako 1€k proti alkoholismu™ .

2.4.3 Formononetin

Formononetin je dal$i latkou patiici mezi izoflavony. Vyskytuje se v fad¢€ rostlin
a bylin, zejména pak v lusténinach a to hlavné¢ ve fazolich a soje. Dale se vyskytuje také
v jeteli Cerveném. U formononetinu byly studovany jeho antimykotické a antibakteridlni
ucinky. Dale také piisobi proti rakoving prsu, prostaty a tlustého stfeva, pozitivné piisobi pii

hojeni ran a kosti**,

2.4.4 Genistein

Genistein taktéZ patii mezi izoflavany a fadi se tak do skupiny fytoestrogend. Jeho
nazev pochdzi od rostliny Genista tinctoria (Kru€ivka barviiskd), ze které byl v roce 1899
izolovan. Déle jej lze nalézt ve fazolich, soje, kavé a riznych 1éCivych bylinach. Genistein
pusobi jako antioxidant, anthelmintikum, proti artréze a jako inhibitor nadorového bujeni u

rakoviny prostaty, prsu, d&lozniho &ipku a tlustého stieva™.

2.4.5 Kaempferol
Kaempferol je jednim z nejdilezitéjSich a nejrozsifengjSich flavanoidi. Mizeme ho
nalézt naptiklad ve Spenatu, cibuli, rajéatech, fazolich, malinich a v mnoha jinych zdrojich.

Je znam svou velkou antioxidac¢ni aktivitou a je schopen inhibovat bujeni rakovinnych bunék.



Kaempferol také plsobi proti diabetu, kardiovaskuldrnim onemocnénim a ma antiviralni
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a antimikrobialni G¢inky. Pfi podévani s quercetinem piisobi synergicky™".

2.4.6 Quercetin

Quercetin je dalSim Siroce rozSifenym flavanoidem. V nejveétSim mnozstvi se
vyskytuje ve fazolich, kapary, Stoviku, fedkvickach, ale 1 v Cajich, brusinkach a dalSich.
Je silnym antioxidantem, ma anti-alergenni a proti zanétlivé ucinky. Miize pomahat v 1écbé
a prevenci diabetu, snizovanim hladiny cukru v krvi. Dale mulze ptsobit proti
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kardiovaskularnim onemocnénim a rakovinnému bujeni bungk>*°.

2.4.7 Rutin

Rutin je glykosylovanou formou quercetinu. Navdzanym cukrem je v tomto piipadé
disacharid rutinosa, jedna se o Quercetin-3-O-rutinosid. Jeho nazev pochdzi od rostliny Ruta
graveolens ( Ruta vonnd), v které je obsazen. Hojné se vyskytuje v citrusovych plodech,
drobném ovoci, ¢aji, fazolich, chfestu, pohance a cernych olivach. Diky svym silnym
antioxidac¢nim vlastnostem, ucinku proti riznym druhiim rakoviny a u€inku proti starnuti je
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rutin hojné vyuzivan ve farmacii’.

2.5 Uprava vzorki - extrakce

Obsah flavanoidi je nejcastéji sledovan v rostlinnych matricich, které jsou pro analyzu
znacn¢ slozité. Neexistuje zpusob stanoveni, kterému by neptfedchazela tprava vzorku, ¢i
extrakce analyzované latky z dané matrice. Extrakéni metodu volime dle charakteru chystané
analyzy. Je zapotiebi rozliSit mezi analyzou jedné konkrétni latky, kdy volime metodu s co
nejveétsi selektivitou k danému analytu, a mezi analyzou celkového chemického profilu
stanovovaného vzorku. Snahou soucasné doby je nalézt takovou extrakéni metodu, ktera bude
kvantitativni a reprezentativni s ohledem na analyzované latky a zaroven bude rychla,
jednoduchd, ekologickd a levnd s moznosti automatizace a propojeni s analytickou

koncovkou?8-31,

2.5.1 Extrakce pevna latka — kapalina (SLE, Liguid-Solid Extraktion)

Extrakce pevna latka — kapalina je diky jednoduchosti svého provedeni jednou
z nejcastéji vyuzivanych extrak¢nich technik pro extrakci fenolickych latek. Prvnim krokem
této extrakce je dokonald homogenizace vzorku tak, aby plocha pfichazejici do styku

s kapalinou byla co nejvétsi. Pro homogenizaci suchych vzorkt 1ze vyuzit kulovych, ¢i jinych



mlynkd, poptipad¢ 1ze vzorek rozettit v tfeci misce. Vzorky, které nejsou dokonale vysuseny,
byvaji pii homogenizaci mazlavé, v takovém ptipadé Ize vyuzit mraZeni suchym ledem, ¢i
kapalnym dusikem. Nasledujicim krokem je volba vhodného rozpoustédla. NejpouzivanéjSimi
rozpoustédly pro extrakci fenolickych sloucenin z rostlinného materialu jsou metanol, etanol,
acetonitril, jejich vodné roztoky a jejich kombinace. Ojedinéle se lze setkat i s extrakcemi
dichlormethanem ¢i dimethylsulfoxidem. Postupy zalozené na kyselé hydrolyze vyuzivaji pro
extrakci rozpoustédel s pfidavkem HCI, kdy koncentrace kyseliny mtize znacné ovlivnit

vysledek extrakce a proto je tento proces nutno optimalizovat® 2.

Dal$imi parametry, které je nutno optimalizovat je teplota a ¢as extrakce. Teplotu je
tteba volit tak, aby nedochézelo k degradaci analyzované latky. Doba extrakce se nejcastéji
pohybuje v rozmezi nékolika minut, ale nejsou vyjimkou ani extrakce trvajici az 24 hodin. Pti
takto dlouhych extrakcich se zvySuje riziko oxidace fenolickych latek a je proto vhodné

pridavat do rozpoustédla reduk¢ni ¢inidlo, nebo pracovat v inertni atmosfére.

Extrakce pevnd latka — kapalina neni selektivni a vysledny extrakt je smési latek, které

je nutno pted nasledujici analyzou dale ¢istit, ¢i separovat.

Optimalizace extrakénich podminek, v kombinaci sriznymi homogenizacnimi
systémy, byly studovany a popsany v praci Rodrigueze-Bernaldo de Quirds z Univerzity of
Santiago the Compostela. Tato prace se zaméfila na extrakei fenolickych latek z Cervenych a
hnédych fas urcenych k lidské spotiebé. Vysledkem byla validovand metoda s dobrou

opakovatelnosti a vytéznosti® ",

2.5.2 Tlakova kapalinova extrakce (PLE, Pressurised Liquid Extraction)

Tlakova kapalinova extrakce je modifikaci extrakce pevna latka — kapalina. Jedna se o
relativné novou metodu, poprvé piedstavenou v roce 1995. Podstatou extrakce je zvySeni
teploty rozpoustédla nad jeho bod varu (40-200°C) a zéaroveii zvySeni tlaku (10-15 MPa) tak,
aby rozpoustédlo zlstalo v kapalném stavu. Diky takto nastavenym podminkdm dojde ke
zlepSeni rozpoustéci kapacity a snizeni viskozity rozpoustédla, zvySeni extrakéni kinetiky,
usnadnéni uvolnéni analyzované latky z matrice a zvySeni schopnosti penetrace rozpoustédla
do matrice vzorku, dale dochdzi ke sniZzeni povrchového napéti analytu, rozpoustédla i
matrice. VSechny tyto vlastnosti umoziuji zkraceni doby extrakce na cca 5-20 minut a

zarovei snizeni mnoZstvi potfebného rozpoustadla®>°.



Samotny proces probihd v patroné z nerezové oceli, kterd je naplnéna vzorkem a
nasledné rozpoustédlem. Po dokonceni procesu extrakce dojde k vytlaceni extraktu z patrony

stlaCenym plynem, nejcastéji dusikem.

Pro PLE extrakci je vyuzivano organickych rozpoustédel, jejich kombinaci, nebo
vodnych roztokii. Pokud pro extrakci pouzijeme jako rozpoustédlo vodu pii teplote 100-
374°C a tlaku, bude se jednat o extrakci stlacenou horkou vodou (PHWE). Voda se vzristajici
teplotou a tlakem vyznamné méni své vlastnosti a to pfedevsim dielektrickou konstantu (miru
polarity). Pii teploté okolo 250°C se hodnota jeji dielektrické konstanty blizi hodnoté pro
metanol®’.

2.5.3 Superkriticka fluidni extrakce (SFE, Supercritical Fluid Extraction)

Superkritickd fluidni extrakce je preparacni technika, ktera pro extrakci analytu
z matrice vzorku vyuziva vlastnosti nadkritickych tekutin. Nadkritickym stavem tekutin je
stav, kdy tlak i teplota presahuji kritické hodnoty. V tomto stavu se stiraji rozdily mezi
kapalinou a plynem. Tekutina mé hustotu blizkou kapalinam, ale difizni konstantu a viskozitu

plyntl. M4 tedy vysokou rozpoustdci schopnost a zarovei umoziiuje rychly pfesun hmoty?®.

Nejcastéji vyuzivanym superkritickym rozpoustédlem je oxid uhli¢ity a to pro jeho
snadno dosazitelné kritické hodnoty (Tx = 31,3°C; px = 7,38 MPa). Superkriticky CO, je
nepolarni rozpoustédlo, podobné hexanu, nejlépe tedy rozpousti nepolarni, ¢i méalo polarni
latky. Piesto, ze zménou teploty a tlaku miizeme ménit rozpoustéci silu superkritického CO; a
upravovat tak selektivitu extrakce, neni zcela vhodnym rozpoustédlem pro fenolické latky. To
lze ovSem zmeénit pfidavkem malého mnoZzstvi modifikatoru (organického rozpoustédla, pro
zvyseni polarity. Fenolické latky lze dobie extrahovat superkritickym CO, s ptidavkem 1-

10% metanolu, v potravinafstvi byva pro svou toxicitu nahrazen etanolem?°.

Superkriticka fluidni extrakce je levnd, Casové nenarocna a diky pouziti CO, taky
ekologicka extrakéni metoda. Po ukonceni extrakce a snizeni tlaku v extraktoru dojde ke
zplynéni CO; a jeho tiniku do atmosféry, dostavame tedy objemov€ malé mnozstvi extraktu.
Dalsi vyhodou této metody je moznost on-line spojeni s plynovou, kapalinovou, nebo

superkritickou fluidni chromatografii3®.

Vhodnost metody superkritické fluidni extrakce pro primyslové vyuziti, pii extrakci

antioxidacnich latek z vybranych druhti brazilskych rostlin, byla zkoumédna na University of



Campinas. Bylo zjisténo, Ze pro extrakci antioxidantd z vétSiny zkoumanych druht rostiln je
nejvhodnéjsi pridavek modifikatoru a co 10% (v/v) etanolu. Pouze v piipadé extrakce

antioxidantt z fazoli a trubatky je vhodné&jsi extrakce samotnym C0229.39,

2.5.4 Mikrovinna extrakce (MAE, Microwave Assistend Extraction)

Mikrovlnna extrakce je pokrocilou a rychlou technikou s vysokou extrakéni ucinnosti
a malou spotfebou rozpoustédel. Je Casto vyuzivana pro extrakci analytii z rostlinnych matric.
Neni vhodna pro termolabilni latky a to z toho divodu ze je zalozena na principu rychlého
ohfevu polarnich sloucenin, které jsou schopny absorbovat energii mikrovinného zareni. Pro
extrakci se tedy nejcastéji vyuziva polarnich rozpoustédel, ale je mozno vyuzit i rozpoustédel
nepolarnich, v tomto pfipad€ je zahtivan poldrni analyt, ktery se nasledné uvoliiuje z matrice

; i xq1431,33,34
vzorku do studeného rozpoustédla’ ",

Pro extrakci flavanoid ze Skornice (Herba Epimediia) byla vyuzita v praci védct
z ¢inské Jilin University mikrovinnd extrakce. Metoda byla nasledné srovnana s dal§imi
extrak¢nimi metodami, Soxhletovou extrakci a extrakci ultrazvukem. V této studii dosahovala

mikrovlnnd extrakce nejlepSich vysledkd, co se tyce vytéznosti a Casové byla nejkrats§i40.

2.5.5 Extrakce ultrazvukem (UAE, Ultrasound Assisted Extraction)

Ultrazvukova extrakce je wvelice spolehliva, jednoducha, technicky 1 financné
nenarocnd metoda. Vyuziva akustickych vin, o frekvenci okolo 40 Hz a vykonem okolo 70
W, diky nimZ vznikaji mechanické vibrace, které zpiisobuji kavitaci. Kavitace je jev, pfi
kterém dochazi ke vzniku a zaniku mikrobublinek v kapalinach, coz lokalné zptisobuje velké
tlakové a teplotni vykyvy. Tyto zmény pak naruSuji bunééné membrany a umoziuji tak

piechod analytu z matrice do rozpoustédla3031-*!,

Porovnani ultrazvukové extrakce a tradi¢nich primyslovych metod, pro ziskani
extraktu polyfenolickych latek z cerného caje, bylo provedeno na némecké Clausthal
University of Technology. Bylo zjisténo, ze ultrazvukova extrakce dosahuje v nékterych
ptipadech vyssi extrakéni schopnosti polyfenolickych latek z rostlinné matrice a to az o 35%

vicéi béznym postupiim dosud vyuzivanym v primyslu4l.

2.5.6 Hydrolyza
Pti stanovovani flavanoidii je dilezité se rozhodnout, zda bude analyza zamétena na

konjugované formy polyfenolickych latek, jak jsou naptiklad glykosidy, nebo na analyzu

10



vstiebateln¢jsi formy fenolickych latek, coz jsou aglykosidy. Stanoveni aglykosidi,
polyfenolickych latek bez cukernych zbytki, ptedchazi krok hydrolyzy, pfi kterém dochazi

k pteruseni glykosidovych, nebo sulfatovych vazeb.

Tento proces prirozené probiha enzymaticky ve stfevech Clovéka. V laboratofi Ize
docilit hydrolyzy enzymaticky za pouziti B-glukosidasy, nebo B-glukoronidasy v octanovém
pufru. Dalsi moznosti je kyseld hydrolyza za pomoci HCI, nebo alkalickd hydrolyza pomoci

NaOHz29**,

2.6 Cisténi a izolace analyti

Rostlinné matrice jsou casto velice slozité na analyzu a to pfedevSim diky velkému
mnozstvi latek v surovém extraktu, které mohou interferovat s nami stanovovanym analytem.
Krok Cisténi, ¢i zkoncentrovani extraktu muize vést k odstranéni balastnich latek a tim ke
zvySeni selektivity metody stanoveni. Pro €iSténi fenolickych sloucenin se vyuziva predevsim
extrakce na tuhé fazi, nebo extrakce kapalina-kapalina. Déle je mozné vyuzit sloupcové

chromatografie, nebo chromatografie na tenké vrstve.

2.6.1 Extrakce kapalina-kapalina (LLE, Liquid-Liguid Extraction)

Extrakce kapalina-kapalina je velice jednoduchou extrakéni metodou. Princip této
metody spociva v selektivnim pfechodu analyzované latky ptes fazové rozhrani mezi dvé
vzajemné nemisitelné kapaliny. Jedna z kapalnych fazi je zaloZena na vodném roztoku. Pro
lepsi extrakci polyfenolickych latek jde nejcastéji o roztok metanol-voda, nebo etanol-voda.
Pro extrakci nepolarnich latek slouzi méné polarni rozpoustédla, jako je napftiklad
dichlormethan, hexan, chloroform, nebo benzen. V této nepoldrni fazi jsou rozpoustény
predev§im vosky, oleje, steroly a chlorofyl. Mimo sloZeni obou navzijem nemisitelnych
kapalin jsou klicové faktory ovliviiujici separaci predevsim hodnota pH, teplota, pomér obou

kapalin, nebo délka a pocet opakovani extrakéniho cyklu29.30.35,

Hlavnimi nevyhodami této extrak¢éni techniky mize byt vysSsi spotfeba organickych
rozpoustédel a tvorba emulzi na fdzovém rozhrani kapalin. Emulze vznikaji diky tendenci
nékterych slouc¢enin hromadit se na fazovém rozhrani a zabranuji pak Gplnému oddéleni obou
roztokd. Vzniku emulze miiZze zabranit pfidavek soli do rozpoustédel, siil je nasledné nutno

z roztoku odstranit.
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2.6.2 Extrakce na tuhou fazi (SPE; Solid Phase Extraaction)

Extrakce na tuhé fazi je vysoce selektivni, relativné levna, rychla a dobie
reprodukovatelnd metoda separace analytii z kapalnych, ¢i plynnych vzorkii. Mechanizmus
separace je shodny s mechanismem separace v kapalinové chromatografii. Na zaklad¢
fyzikalné-chemickych vlastnosti analytu dojde k jeho navazani na sorbent, a po vymyti
balastnich latek, k jeho desorpci. V soucastné dobé je na trhu velké mnozstvi specifickych
sorbentli. Spravnou volbou rozpoustédla a sorbentu 1ze provést piecisténi, zkoncentrovani a
izolaci analytu v jednom kroku. Optimalizace tohoto procesu je narocna a je nutno znat co
nejvice informaci jak o analytu, ktery chceme z matrice extrahovat, tak o latkéach, které

. 42
chceme odstranit®®*>*2,

Modifikaci SPE je mikroextrakce na pevné fazi (SPME). Principem SPME je
zachyceni analytu na povrchu sorbentu, ktery je nanesen na kiemenném vldkné. Z divodu
mechanické ochrany byva kiemenné vlakno uloZeno uvnitt duté ocelové jehly. Analytickou
koncovkou je nejCastéji plynova chromatografie, pro netékavé latky kapalinova

chromatografie.

Dalsi extrakéni metoda, zalozena na extrakci na tuhé fazi, byla pouzita na Zheijang
Academy of Traditional Chinase Medicine pii extrakci flavanoidii z extraktu Skorlice. Pro
extrakci bylo vyuZito sorbentu umisténého ve Spi¢ce automatické pipety. TakZe k separaci
analytu dochdzelo béhem pipetovani rostlinného extraktu. Tato metoda vykéazala vysokou
vytéznost, dobrou linearitu a nizké meze stanovitelnosti. Dal§imi klady této metody je mala

spotieba vzorku a organickych rozpoustédel *.

2.6.3 Extrakce disperzni tuhou fazi (MSPD, Matrix Solid-Phase Dispersion)

Tato metoda je zaloZena na ru¢nim miseni pevnych a polopevnych vzorkll s vhodnym
sorbentem na tuhé fazi. K miseni vzorku se sorbentem dochdzi ve tfeci misce b&hem
homogenizace vzorku. Takto pfipravend smés je ndsledné¢ pfevedena na kolonu pro
sloupcovou chromatografii a eluovana vhodnym rozpoustédlem. Klicovym faktorem
ovlivitujici tuto extrakéni techniku je charakteristika pouzitého sorbentu, pouziti chemického

modifikéatoru a sloZeni elu¢niho &inidla®%*.
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2.7 Metody detekce

2.7.1 Spektroskopické stanoveni

Molekuly flavanoidi, jakoz i dalSich latek ze skupiny fenolickych slouceniny, nesou
ve sv¢ struktuie chromofory. Jedna se o seskupeni atomi v molekule, které¢ zplsobuje
absorpci zafeni ve viditelné a ultrafialové oblasti, diky c¢emuz lze tyto latky

spektrofotometricky stanovovat®>™*.

Spektrofotometrie je hojné vyuzivana optickd metoda predevsim v kvantitativnich
stanovenich, které jsou vyhodnocovéany nejcastéji pomoci kalibra¢ni kiivky. V omezené miie
ji lze vyuzit 1 pro strukturdlni analyzu, kde je hlavnim omezenim $itka absorpénich past

a fakt, Ze mnoho latek absorbuje pfi stejnych vinovych délkéch.
Mnozstvi pohlceného zafeni je matematicky popsano Lambert-Beerovym zadkonem:
A=Ecl

Kde mnozstvi pohlceného zatfeni, absorbance A4, zavisi na celkovém poctu Castic, s kterymi
svazek paprskll interaguje a na molarnim absorpénim koeficientu £ MnozZstvi interagujicich
¢astic je pfimo zavislé na koncentraci analyzované latky ¢ a tloust’ce absorp¢niho prostredi /.
Molérni absorp¢ni koeficient je naopak zavisli na prifezu absorbujici ¢astice a vinové délce

zareni.
Uspotadani spektrofotometru:

Spektrofotometr je zafizeni, které je schopno snimat absorpéni kiivku v zavislosti na
vlnové délce zareni. Spektrofotometry maji Ctyfi zékladni ¢asti a to: emisni, disperzni,

absorp¢ni a vyhodnocovaci.

Emisni ¢asti se rozumi zdroj zatreni spojitého spektra v Sirokém rozsahu vinovych
dalek s dostate¢nou intenzitou. Jako zdroj zéafeni pro viditelnou oblast se nejCastéji vyuziva
wolframovych, nebo také halogenovych Zarovek, které poskytuji spojité spektrum
s dostate¢nou intenzitou a jejich pofizovaci cena je velice nizkd. Pro méfeni v ultrafialové
oblasti se hojné¢ vyuziva vodikovych, ¢i deuteriovych vybojek. Existuji i zdroje zafeni, které
lze vyuzit jak pro méfeni ve viditelné oblasti spektra, tak i pro ultrafialovou oblast. Takovym

zdrojem je naptiklad xenonova vybojka, kterd méa vS§ak mnoho nevyhod. Nejvétsi nevyhodou
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je, ze mimo spojité spektrum vyzaiuje i spektrum ¢arové a tim dochazi k velkym rozdilim
v intenzité jednotlivych vinovych délek. Intenzita zafeni neni piili§ stabilni a pofizovaci cena

je vysoka.

Disperzni C¢éast je tvofena monochromatorem, ktery ma =za tkol rozdélit
polychromatické svétlo na jednotlivé paprsky o konkrétni vlnové délce. Historicky se
k tomuto ucelu vyuzivali barevné filtry, nebo sklenéné hranoly. V dnes$ni dobé€ se nejcastéji
vyuzivaji optickych mtizek. Dilezitym prvkem disperzniho Casti je Stérbina, jejiz nastaveni
ovliviiuje rozsah vinovych délek vychazejicich z monochromatoru. Sirsi §térbina propousti
vice svétla a umoziluje citlivéjsi méfeni, zdroven propousti 1 $irSi rozsah vinovych délek, coz

ovliviiyje specifi¢nost stanoveni.

Absorpéni ¢ast je prostorem pro umisténi vzorku. Vzorky jsou nejcastéji méteny
v kyvetach o presnych rozmérech. Materidl kyvety je vybran tak, aby neabsorboval v rozsahu

vlnovych délek, pfi nichz bude méfeni probihat.

Vyhodnocovaci ¢asti je detektor, ktery je tvoren fotoelektrickym prvkem. Intenzita je
vyhodnocena za pomoci systému pifevodnikli porovndnim intenzity dopadajiciho svétla

prochéazejiciho méfenym vzorkem a slepym vzorkem.
HPLC detektory:

Spektrofotometrické detektory jsou diky své cené a univerzalnosti snad
nejrozsifenéjSimi detektory pro spojeni s kapalinovou chromatografii. V prib¢hu let se
vyvijeli jak jednotlivé typy detektort, tak jejich konstrukce. Nejjednodussim typem detektoru
je detektor s fixni vlnovou délkou, nejcastéji 253,7 nm, ktery jako zdroj zafeni vyuziva
nizkotlakou rtutovou vybojku. Dale existuji detektory schopné méfit nékolik vinovych délek
najednou, popiipad¢ detektory s proménnou vinovou délkou, kterou nelze ménit béhem
méieni. Technicky nejpropracovanéjsi jsou detektory diodového pole, které umoziuji snimat
celé spektrum v redlném case. Polychromaticky paprsek ze svételného zdroje prochézi
vzorkem a nasledné je rozkladan na holografické miizce. Jednotlivé paprsky
monochromatického svétla dopadaji na diodové pole, které se skladd z urcitého mnoZstvi

fotodiod. Kazda fotodioda je spojena s kondenzatorem, pfedem nabitym na urcitou hodnotu.

Pfi dopadu =zafeni na diodu dojde k vybiti kondenzatoru. Proud potiebny k dobiti
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kondenzatoru na pivodni hladinu je umérny intenzit¢ dopadajiciho zareni. Tyto detektory

jsou tedy schopny zaznamenat spektrum latky pii jakékoli vinové délce™.
Nepiimé spektrofotometrické metody:

Neptimé spektrofotometrické stanoveni flavanoidid je spiSe okrajovou zalezitosti.
Stanoveni spociva v reakci analytu s Cinidlem, ¢i modifikaci analytu, tak aby byl snaze
stanovitelny pomoci spektrofotometrie. Jako ptiklad 1ze uvést stanoveni celkovych polyfenola
reakei s Fe’™ kdy jde o reakci fenolovych latek, které tvofi barevné komplexy s citranem
zelezito-amonnym a ty se nasledné méfi. Toto stanoveni se vyuziva naptiklad pfi analyze
chmele, mladiny ¢  piva. Dale lze uvést stanoveni  katechini s
p-dimethylaminocinnamaldehydem, kdy vznika zelené zbarveny produkt, jeZ se nasledné méti
pfi 640 nm. Jiné typy flavanoidii s p-DMCA nereaguji. Cervené zbarveny produkt dava
reakce vanilinu s katechiny a dihydrochalkany. Proanthokyanidy pfechazi na barevné

anthokyanidy v horké smésy Bu-OH s koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou (95+5)*.

2.7.2 Fluorescen¢ni spektrometrie

Fluorescencni spektrometrie je optickd metoda velice pfibuzna spektrofotometrii,
ovSem s tim rozdilem, Zze na misto pohlcené¢ho zatreni molekulou analytu, méfime intenzitu
zafeni analytem emitovanou, takzvanou fluorescenci. Molekula analyzované latky se po
absorbovani elektromagnetického zafeni o vhodné vinové délce dostavad do excitovaného
stavu. Takova molekula se zbavuje pfebytecné energie nezafivymi, nebo zafivymi procesy.
Nezafivé procesy jsou napiiklad vibra¢ni relaxace nebo pienos energie do okoli. Pro
fluorescenéni spektrometrii je dillezity zafivi deexcitani proces, kdy se molekula zbavuje
prebyte¢né energie vyzafenim svételného kvanta, jehoZ intenzita je néasledné métena. Diky
Castecné ztraté energie nezaiivymi procesy je vlnova délka emitovaného zareni vyssi, nez

vlnova délka absorbovaného zafeni>>.
HPLC detektory:

Fluorescencni detektor pro HPLC se 1i$i od spektrofotometrickych detektora

usporddanim jednotlivych prvki. Hlavnim rozdilem je umisténi detekéniho prvku kolmo na
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paprsek excitaéniho zafeni a monochromatoru pied tento detekéni prvek. Tyto konstrukéni

zmény zamezuji zkresleni vysledného méteni excitaénim paprskem.

Fluorescen¢ni detektory umoziuji analyzu pouze téch latek, které jsou schopny
fluorescence nebo které byli za timto ucelem modifikované. Coz zvysuje selektivitu a citlivost

stanoveni na ukor univerzalnosti detektoru.

Optimalizace podminek pro stanoveni vybranych flavanoidl v rostlinném materialu
fluorescencnim detektorem bez nutnosti derivatizace, byla studovana na Hangzhou Normal
University v Cing. Jako zdroj excitaéniho zafeni zde byla pouzita LED dioda o vinové délce
480 nm. Limit detekce pro sedm vybranych flavanoidi byl v rozmezi od 3,30-10° po 2,15-10°

mol-L" ¥

2.7.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je univerzdlni a velice citlivd fyzikdlné chemicka
instrumentalni metoda uréend k méfeni hmotnosti atomid, molekul a jejich fragmentd po
prevedeni na iontovou formu. Pfesto ze je princip této techniky znam jiz vice nez sto let,
k nejvétsimu rozvoji doSlo v uplynulych n€kolika desetiletich, béhem nichz ziskala velikou

popularitu a rozsitila se do mnoha vé&dnich obort.

Zakladnim principem je separace nabitych Castic, vznikajicich v iontovém zdroji,
magnetickym a elektrickym polem analyzatoru na zdklad¢ jejich poméru hmoty ku néboji
(m/z). Dalo by se teda take fici, ze se jednd 1 o metodu separacni. Hlavni vyhodu je moznost
analyzovat vzorky vSech skupenstvi pifi malé spottebé analytu. DalSim faktorem, ktery ptispél
k veliké popularit¢ a rozSifeni hmotnostni spektrometrie, je moznost on-line spojeni se

separac¢nimi technikami.

Hmotnostni spektrometr se sklada ze tii zakladnich €asti a to ziontového zdroje,
hmotnostniho analyzatoru a detektoru. Vzhledem k rozmanitosti pouziti hmotnostni
spektrometrie se jednotlivé ¢asti dockaly mnohych modifikaci a vylepSeni, coz kone¢nému

uzivateli do jisté miry umoziiuje najit si optimalni technické feSeni pro jeho analyzy.

Iontovych zdroj existuje nekolik typli a pifi vybéru iontového zdroje bychom méli

zohlednit predeviim skupenstvi analytu a jeho fyzikaln&-chemické vlastnosti. Ukolem
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iontového zdroje je prevést analyt do plynného skupenstvi a ionizovat jej. Nabité ¢asti jsou

pak fokusovany iontovou optikou do analyzatoru.

Hmotnostni analyzator je ¢ast hmotnostniho spektrometru, kterd je zodpovédna za
separaci iontl. Dé&je se tak ve vakuu plusobenim magnetického, ¢i elektrického pole.
Trajektorie pohybujicich se iontll je ovlivilovana tak, aby k detektoru dorazily pouze ionty
o urCitém poméru m/z. Technickd feSeni jsou rozmanitd. LiSi pfedevSim uspotradanim,

rozliSenim a cenou.

Detektor zaznamendva ionty vybrané analyzatorem a meéfi elektricky signal, ktery
vznikd pfi dopadu iontu na dynodu detektoru. Signél je nasledné zesilovan za pomoci
elektronového ndsobice. Zvlastni typem detektoru jsou detektory, které zaznamendvaji
komplexni proudovy odraz vSech iontii rotujicich v cele detektoru a za pomoci Fourierovy

transformace vypo&tou koncentraci a hmotnost jednotlivych ionta ™.

2.7.4 Elektrochemické metody

Elektrochemické analytické metody jsou velice citlivé a selektivni, jsou ekonomicky
nenaro¢né, avsak jejich provedeni a interpretace vysledkd si casto zada zkusenéj$iho
uzivatele. Nejcastéj$im uspotradadnim je dvou, ¢i ttielektrodové zapojeni ve vsadkovém, nebo
priutoéném systému. Analytem pro elektrochemickd stanoveni je latka schopna
elektrochemické reakce, vymény elektronli, na povrchu elektrody. NejCastéji jde
o elektrochemickou oxidaci, ¢i redukci. Diky antioxidacnim vlastnostem lze flavanoidy lehce

stanovovat za pomoci elektrochemickych metod****,

Voltametrie

Voltametrie nebo také volt-ampérometrie je principialné zaloZzena na mefeni proudové
odezvy v zavislosti na vklddaném, linearné se ménicim, potencidlu. Jako materidl pro
pracovni elektrodu se nejcastéji slouzi platina, rtut’, zlato, uhlik, nebo jeho modifikace.
Voltametrie je diky $ifi svého vyuziti jednou z nejrozsifenéjSich elektrochemickych metod.
Lze ji vyuzit jak k rutinnimu stanoveni organickych 1 anorganickych latek, tak i k zakladnimu
vyzkumu. Podrobnou interpretaci naméfenych dat je mozno zjistit pocet vymeénénych

elektroni mezi analytem a elektrodou, reverzibilitu elektrodové reakce, stabilitu
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meziproduktli, podrobny mechanismus reakéniho dé&je, identifikovat elektrochemicky
generované radikalové Castice, pripravovat a charakterizovat nové slouceniny. Dale lze také
studovat rozmisténi elektronti v molekule, jejich delokalizaci, intramolekulové elektronové

interakce, nebo kvantifikovat vliv substituce a geometrii molekuly na jeji chemické vlastnosti.
HPLC detektory:

Voltametrické detektory méti proud vyvolany prichodem oxidované nebo redukované
latky mérnou celou detektoru. Elektrické zapojeni a uspotadani elektrod je u vétSiny detektort
stejny, detektory se mohou liSit geometrii detekcni cely. Jako materidlu pro pracovni
elektrodu se nejcastéji vyuziva skelného uhliku, grafitového vlakna, zlata, platiny, médi nebo
jiného kovu. Srovnavaci elektrodou je nej€astéji argentochloridova, ¢i kalomelova elektroda.
Jak pracovni, tak srovnavaci elektrodu lze snadno miniaturizovat, diky ¢emuz lze tyto
detektory snadno pouzit i v chromatografickych systémech s velice malymi pritoky mobilni
faze. Nevyhodou voltametrického detektoru je pasivace plochy elektrod produkty
elektrochemické reakce, coz zpiisobuje sniZzeni odezvy na analyt v pribchu casu. Z tohoto
divodu je nutno elektrody Ccistit. V dnesnich detektorech probiha ¢isténi napiiklad vloZenim
sttidavého proudu, nebo obracenim polarit elektrodového systému, diky c¢emuz dojde
k rozpusténi povlaku na pracovni elektrodé. Dalsi nevyhodou, s kterou je nutno pocitat je
pribéh elektrodové reakce pouze v tenké vrstvé okolo plochy elektrody, odezva detektoru je

tak ovliviiovana rychlosti priitoku mobilni faze**.

Coulometrie

Coulometrie je velice citlivd elektrochemickd metoda zaloZzena na méfeni naboje
potfebného k Gplné preméné stanovované latky. Je tedy metodou absolutni. Podminkou
spravného méfeni je prubeh pouze jedné reakce na pracovni elektrod¢ a to ze sta procent.
Jakékoli vedlejsi reakce, naptiklad elektrolyza rozpoustédla, ¢i reakce latek rozpusténych ze
vzduchu, zkresluje vysledek méteni. Rusivy vliv latek, které vznikaji na pracovni elektrod¢,
se odstrani odd€lim prostoru pracovni elektrody od prostoru zbylych elektrod piepazkou,
diafragmou, kterd omezuje vzdjemnou difuzi elektrolytu mezi obéma poloc¢lanky.
Coulometrickd analyza se muze uskutecnit za konstantniho potencidlu pracovni elektrody

(potenciostaticka coulometrie), nebo za konstantniho proudu (coulometricka titrace).

18



Potenciostatickd coulometriec mé nastavenou konstantni hodnotu potencidlu na
pracovni elektrod¢ a méteny proud diky postupnému ubytku analytu klesd az témét k nule.

Naboj pottebny k uplné reakci se vypocte integraci kiivky zavislosti proudu na Case.

Coulometrickd titrace ma na pracovni elektrodé¢ nastavenou konstantni hodnotu
proudu a jsou mozné dva zpusoby méfeni. V prvnim piipad€ se elektrodové reakce ucastni
pfimo analyzovand latka, primarni titrace. Ve druhém pfipad€ je analyt titrovan latkou
vznikajici na pracovni elektrod¢, sekundarni titrace. Potiebny naboj pro reakci je vypocitan

. X Y
prostym sou&inem proudu a asu****,

HPLC detektory:

Coulometrické detektory vyuzivaji potenciostatické coulometrie pro méteni naboje
potiebného na oxidaci ¢i redukei stanovované latky. Coulometrie je absolutni metodou a pro
pfesné métfeni je nezbytné, aby reagovaly vSechny molekuly analytu. Toho lze dosdhnou
maximalizaci plochy pracovni elektrody. Nejcastéji se vyuziva porézni grafitova elektroda,
pripominajici fritu v cele detektoru. Vyhodu colometrickych detektord je moznost jejich
sériového zapojeni a nastaveni kazdého z nich na jinou hodnotu potencialu, diky cemuz lze
detekovat nékolik analyti b&hem jedné separace. Také je mozZnost detekovat na jedné
elektrodé¢ produkty elektrochemické reakce =z elektrody predeslé. Mobilni faze muze
obsahovat elektroaktivni necistoty, které by mohli zkreslovat méfeni. K odstranéni téchto

r w1 7 ’ r . v s v rd
latek se pouziva porézni grafitova elektroda, na kterou je vlozeno uréité nap&ti*®.

2.8 Analytické metody pro stanoveni flavanoidi

2.8.1 Chromatografie na tenké vrstvé (TLC, Thin-Layer Chromatography)
Analyza flavanoidi za pomoci chromatografie na tenké vrstvé je velice jednoducha,
rychld a levna. Nizka vytéznost a omezend moznost kvantifikace déla z této metody metodu

spiSe orientacni.

Separace latek probihd nejCastéji na hlinikové desticce pokryté tenkou vrstvou
stacionarni faze. Na dolni konec desticky se nanese malé mnozstvi vzorku a vlozi se do
vyvijeci komory, kterd obsahuje vhodné rozpoustédlo. Rozpoustédlo vzlitd vrstvou
stacionarni fadze a spolecn¢ s nim i jednotlivé latky analytu, které migruji stacionarni fazi

rozli¢cnou rychlosti. Dochazi k déleni latek. Vybér stacionarni faze zavisi na skupiné
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stanovovanych flavanoidii. Hydrofilni flavanoidy mohou byt snadno separovany na
polyamidu, nebo mikrokrystalické celulose. Mén¢ hydrofilni latka jako jsou flavony a
isoflavony lze separovat na silikagelu. Latky jsou identifikovdny porovnanim retence se
standardy. Pro detekci okem neviditelnych latek 1ze vyuzit ¢inidla, kterd s analytem reaguji za

: 1w . 249
vzniku barevnych, ¢i fluorescencnich komplexti™.

V praci Jirgena M. Schultze z Hannoverské univerzity bylo popséno stanoveni a
rozliSeni vice nez dvaceti fenolickych kyselin separaci na tenké vrstvé a detekci posttikem

TiCL4 nebo FeCls a néslednou reakcei s alkalickym ¢inidlem diazobenzen sulfonatu™®.

2.8.2 Plynova chromatografie (GC, Gas Chromatography)

Plynovéa chromatografie je rozSifenou instrumentalni metodou zejména pro analyzu
tékavych latek. Pro separaci a stanoveni flavanoidii se pouzivd od pocatku Sedesatych let
minulého stoleti, predevs§im vSak pro jednoduché fenolové kyseliny a nizkomolekularni
flavanoidy, které jsou dostate¢n¢ t€kavé. Pomoci GC lze analyzovat i mén¢ t¢kavé flavanoidy,
které je nezbytné pred analyzou derivatizovat za vzniku tékavéjSich derivati. Derivatizace
probihd pfedevSim na hydroxy, karboxy nebo amino skupiné za vzniku
trimethylsilyleterovych derivati. V pfipadé flavanoidi jsou nejcastéjSimi derivatizaénimi
¢inidly N,O-bis-(trimethylsilyl)acetamid, N-metyl-N-(trimethylsilyl)-trifluoroacetamid a N,O-
bis-(trimethylsilyl)-trifluoroacetamid. Separace probihd na kapilarni koloné z taveného
kifemene o délce 25-30 m s vnitinim primérem 0,25-0,5 mm a tloustkou stacionarni faze 0,25
um. Mobilni fazi je plyn. Pro detekci analytu byl dfive nejvice pouZivany plamenovée
1onizacni detektor (FID), dnes je nejrozsitenéjsi spojeni plynové chromatografie s hmotnostni
detekci (GC-MS). Presto Ze GC metoda poskytuje vysokou rozliSovaci schopnost a nizké

detek¢ni limity, nutnost derivatizacniho kroku z ni déld metodu naro¢nou na provedeni a ¢as.

Vysokou citlivost stanoveni flavanoidii pomoci plynové chromatografie potvrzuje
1 prace védcii z centra pro vyzkum a vyvoj 1é¢ivych rostlinnych produkt na Univerzit¢ Khon
Kaen. V této praci bylo dosazeno limitu detekce od 0,1 ppm po 1 ppm a limitu stanovitelnosti
od 0,5 ppm do 3,0 ppm. Stanoveni probéhlo pro jedenact flavanoidi identifikovanycha

, . . . vr , . , e ,49
separovanych z rostliny Keampferia parviflora, vyuzivané v lidovém léc€itelstvi .
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2.8.3 Vysokoudinna kapalinova chromatografie (HPLC — Hight Performance Liquid

Chromatography)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je nejvice rozSifenou instrumentalni
metodou pro separaci a stanoveni flavanoidl. Pro separaci se nejcastéji vyuziva uspoiadani na
reverznich fazich se stacionarni fazi na bazi polymeru, ¢i alkylovaného silikagelu Cs, Cg,
poptfipadé¢ modifikovanym sorbentem fenylovou ¢i diolovou skupinou. Kli¢ovou roli
v separaci a retenci analyzovanych latek hraje slozeni mobilni faze, které mize byt neménné
(izokraticka eluce), nebo se mize v prib¢hu analyzy ménit (gradientova eluce). Mobilni faze
je slozena zvodného roztoku kyselin (octové, mravenci, trifluoroctova, fosforecna...),
¢i pufrt a organického rozpoustédla o rizné elucni sile (acetonitril, metanol, etanol, n-
propanol, tetrahydrofuran...). Kapalinovd chromatografie disponuje rozmanitou Skdlou
detektort, jez lze vyuzit pro stanoveni flavanoidi. Jednotlivé typy detektorli a principy, na

kterych jsou zalozeny, popisuje kapitola zabyvajici se detekei.

Rozséhla prace, popisujici profil flavanoidi u 24 druhii fazole, byla publikovana
americkymi védci z Plant Science Institute a Agricultural Research Servis. K separaci
jednotlivych typt flavanoidii byla pouzita kolona s Cig stacionarni fazi o velikosti ¢astic 5 um
a rozméru 250 x 4,6 mm. Mobilni faze A (0,1% FA ve vod¢), mobilni faze B (0,1% FA
v acetonitrilu). Gradient byl pouzit linearni, a to: 10-26% B (v/v) 40 min, 65% B 70 min,
100% B 71-75 min. Analyty byly detekovany pomoci DAD detektoru a hmotnostniho
detektoru s ionizaci elektrosprejem. Védcim se podafilo identifikovat vice nez Ctyficet

flavanoidd a fenolickych kyselin a stanovit jejich zastoupeni u jednotlivych druhd fazoli**>",

2.8.4 Kapilarni elektroforéza (CE — Capilary Electrophoresis)

Kapilarni elektroforéza je ve srovnani s plynovou, ¢i kapalinovou chromatografii
relativné mladou elektromigra¢ni metodu pro separaci nabitych ¢astic. Latky jsou separovany
v kratké kifemenné kapilafe na zakladé svych migracnich rychlosti v elektrickém poli.
Rychlost pohybu iontli se zvySuje s hodnotou ndboje dané¢ho iontu a naopak se klesa
s rostoucim hydrodynamickym polomérem. Tyto vlastnosti zavisi na slozeni, pH a viskozité
elektrolytu, ve kterém se ionty nachéazi. Dal§im faktorem ovliviiujicim rychlost iontu je
intenzita stejnosmérného napéti, vkladaném na elektrody umisténé v elektrodovych naddobach,
které jsou propojeny pracovni kapilarou. Dullezitym jevem v kapilarni elektroforéze je

elektroosmoticky tok (EOF - ElektroOsmotic Flow) pracovniho elektrolytu smérem ke

21



katod¢, ktery vznika disociaci —SiOH skupin na povrchu kapilary, kde dochazi ke vzniku
elektrické dvojvrstvy. Rychlost elektroosmotického toku je ovlivnéna pH elektrolytu. Pokud
je pH>2 je rychlost EOF vétsi nez migrace vétSiny iontll a mi tak miizeme v jedné analyze
stanovit kationty i anionty. Neutrdlni latky migruji pouze rychlosti EOF, nelze je tedy

separovat, ale slouzi nam jako markery pro urceni rychlosti EOF.

Skupina védeckych pracovnikll z Nacional Univerzity of Singapure porovnavala
metody stanoveni ¢ajovych katechinli kapalinovou chromatografii a kapilarni elektroforézou.
Opakovatelnost obou metod byla vétsi nez 90%. Stanoveni pomoci kapilarni elektroforézy
byla oproti HPLC vyrazné krat$i (10 min/27 min), ale citlivost byla pétkrat niz§i. U obou
metod byl pouzit DAD detektor. Nizsi citlivost CE metody tak mohla byt zplisobena malymi
rozméry detekéni cely. Tento handicap je caste¢né feSen kapilarami, které jsou v misté
detekce rozsifené (naptiklad tvar bubliny). Optickd draha paprsku detektoru je delsi, coz

zvysuje citlivost detektoru®'.

3 Experimentalni ¢ast

Cilem této prace bylo nejprve vybrat vhodnou rostlinu a podminky péstovani pro nas
experiment. Nalezeni metody extrakce flavonoidii z rostlinného materialu. Analyza sloZeni
extraktu listh rostlin a identifikace flavonoidid pfitomnych v extraktu metodou UHPLC-
MS/MS. Kvantifikace nalezenych flavonoidi v jednotlivych rostlindch a popsani zmény

profilu flavonoidl v rostlindch v zavislosti na rtiznych podminkéach péstovani.

3.1.1 Pouzité chemikalie

Redestilovand voda (deionizacni stanice Milipore, Molsheim, Francie), methanol (Sigma-
Aldrich, HPLC grade, CAS: 67-56-1), acetonitril (Sigma-Aldrich, HPLC grade, CAS: 75-05-
8), kyselina mravenéi (Lachema, Brno, CR p.a., CAS: 64-18-6), kyselina chlorovodikova
(Lachema, Brno, CR p.a., CAS: 7647-01-0), biochanin A (Sigma-Aldrich, CAS: 491-80-5),
daidzein (Sigma-Aldrich, Ccistota >98 %, CAS: 486-66-8), genistein (Sigma-Aldrich,
Cistota >98 %, CAS: 446-72-0), kaempferol (Sigma-Aldrich, ¢istota >90 %, CAS: 520-18-3),
quercetin (Sigma-Aldrich, CAS: 6151-25-3), rutin (Sigma-Aldrich, CAS: 207671-50-9),
ZnS0O4 (Sigma-Aldrich, CAS: 7733-02-0), CuSO, (Sigma-Aldrich, CAS: 7758-98-7),
Cr2(S04)3 (CAS: 10101-53-8), NiSO4:6H,0 (Sigma-Aldrich,CAS: 10101-98-0)
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3.1.2 Analyzované vzorky
Analyzovanymi vzorky byly listy rostlin Phaseolus vulgarit L., odrid Carmen a
Blauhilde. Celkem bylo analyzovéno 30 vzorki z rostlin vystavenych rizné zatézi tézkymi

kovy aplikovanymi formou zalivky v prubéhu rtstu.

3.1.3 Vybrané druhy rostlin
Pro nasi studii byly vybrany dvé odriidy fazolu obecného (Phaseolus vulgaris L.). Obé

odriidy jsou b&zné péstovany na tizemi Ceské republiky pro potravinaiské ucely.
Phaseolus vulgarit L. - Carmen

Carmen je pozdni odriidou fazole ketickovitého typu s vegetacni dobou 125 — 135 dni.
Rostlina dortsta délky 45 — 50 cm a tvoii 15 — 20 cm dlouhé, mirné prohnuté lusky o praiméru
0,8 cm. Odrida Carmen se péstuje pfedevsim na semeno, které je vétsi velikosti, ovalného

tvaru a ¢ervenohnédé barvy.
Phaseolus vulgarit L. — Blauhilde

Blauhlide je polo-pozdni odriidou s vegetaéni dobou 70 dni a dlouhou dobou sklizné.
Rostlina doriistd vysky okolo 180 cm a lusky mohou byt az 25 cm dlouhé. U této odriidy se
konzumuji lusky, které obsahuji svétla semena. Vafenim se barva luskii méni z tmavé fialové

na zelenou.

3.1.4 Podminky péstovani

Semena byla vybrana tak, aby neméla viditelné vady a jejich velikost byla pfiblizné
stejnd. Kliceni semen probéhlo na vaté vlhéené vodou po dobu péti dnl. Pro sadbu byla
vybrdna semena se silnym klickem o délce cca 1,5 cm. Naklicend semena byla opatrné
zasazena do kvétinaci o objemu 2,5 1, obsahujicich pfiblizné 2 kg zahradnického substratu
urceného pro péstovani zeleniny a do hloubky cca 5 cm. Kvétinace byly umistény na slunné

az polo-stinné misto se vzdjemnym rozestupem 50 cm.

3.1.5 Vybér tézkych kovii a koncentrace pouZitych roztoki

Tézké kovy, jejichZ vliv na rostliny byl zkouméan v této préci, byly vybrany na zékladé
jejich nadlimitniho vyskytu v ptdach mésta Olomouc a jejiho okoli®’. Koncentrace
jednotlivych roztoka kovi pak byly stanoveny tak, aby béhem 14-ti dnti pravidelné zalivky

v pouzitém substratu bylo dosaZeno takové koncentrace kovu, ktera ptiblizné¢ odpovida
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znecisténi pud v okoli Olomouce. Pro porovnani byly dale pfipraveny roztoky odpovidajici
hygienickému limitu, koncentrace daného tézkého kovu v pudach, uvedené¢ho v Tab. I,
prilohy ¢.1, Vyhlasky Ministerstva zivotni prostfedi Cislo 13/1994 Sb.. Vedle toho byly
pripraveny i roztoky odpovidajici trojnasobku a desetindsobku hygienického limitu pro dany

tézky kov. Experiment také obsahoval kontrolni rostliny zalévané pouze vodou.

Tab. I Koncentrace tézkych kovii v suché puidé (mg-kg™)

ZneciSténi Hygienicky Hygienicky Hygienicky
Olomouce limit limit x 3 limit x 10
Zn (mg-kg™") 200,65 100 300 1000
Ni (mg-kg™) 42,22 25 75 250
Cu (mg-kg™) 47,6 50 150 500
Cr (mg-kg™") 92,12 40 120 400

3.1.6 Klimatické podminky

Rostliny byly péstovany v obdobi od kvétna do zafi roku 2014 v obci Bohuiovice
(Olomoucky kraj, okres Olomouc) s nadmotskou vyskou 226 m a zemépisnymi soufadnicemi:
49°39°41,19'S a 17°16°43,28""V. Primérné rocni teploty 7,45°C a pramérné rocni srazky
732 mm. Primémé mési¢ni hodnoty pro dany rok a dlouhodoby normal jsou uvedeny v

Tab. II.

Tab.II  Porovnani teplot a primérmych sraZzek z roku 2014 s dlouhodobym primérem

pro danou oblast

Kvéten Cerven Cervenec Srpen Zavi
Teploty 2014 (°C) 13,9 17,1 20,9 17,1 15,4
Teploty primér (°C) 12,5 15,5 16,9 16,5 13
Srazky 2014 (mm) 96 53 82 102 94
Srazky primér (mm) 80 94 90 84 55

3.1.7 Odbér a zpracovani vzorku
Z kazdé rostliny bylo odstfizeno 5 zelenych listil pfiblizné stejné velikosti, které byly
suSeny v laboratorni susarn€¢ do konstantni hmotnosti. Teplota suseni byla 105°C. Nasledné

byly jednotlivé vzorky homogenizovany za pomoci tloucku a tfeci misky do konzistence
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jemného prasku a uskladnény ve sklenéné lahvicce opatfené polypropilonovym vickem.

Vzorky byly skladovany v lednici pii teploté 5°C.

3.1.8 Extrakce

Do sklenéné lahvicky o objemu 5 ml bylo na analytickych vahach navazeno piiblizné
125 mg vzorku. Kazdy vzorek byl navazen ve dvou opakovanich. Nasledn€ bylo ptidano
2,5 ml extrakéniho Cinidla o slozeni metanol/voda (60:40, v/v) a vzorek byl sonifikovan po
dobu 60 min, pficemz teplota béhem sonifikace neptekrocila 40°C. Vzorek byl odstiedén pii
6000 RPM/min po dobu 15 minut. Bylo dpipetovino 2 ml supernatantu
a odpateno pod proudem dusiku. Odparek byl dikladné rozpustén v 1 ml extrakéniho ¢inidla.
Do vialky bylo odpipetovano 0,5 ml extraktu, k extraktu bylo pifiddno 0,5 ml
extrak¢nihodinidla, vialka byla vlozena do autosampleru a vzorek byl analyzovan UHPLC-

MS. Zbyly extrakt byl pouzit pro kyselou a bazickou hydrolyzu™.

Kyseld hydrolyza

K roztoku extraktu o objemu 0,5 ml zprvni navdzky bylo pfiddno 0,1 ml
koncentrované HCI (12 mol‘l™"). Smé&s byla dikladné promichana a zah¥ivana na teplotu 85°C
po dobu 2 hodin v susarn¢. Po vychlazeni na laboratorni teplotu bylo pfidano 0,4 ml metanolu
a sm¢s byla 10 minut sonifikovdna. Nasledné¢ byl vzorek odstfedén pii 6000 RPM/min,

odpipetovan do vialky a promé&fen metodou UHPLC-MS™’,

Bazické hydrolyza

Odparek z druhé navazky byl rozpuitén v 0,6 ml (4 moll') NaOH a ponechan
reagovat po dobu 24 hodin pfi laboratorni teploté v atmosfétre dusiku. Nasledné bylo pfidano
0,3 ml koncentrované HCI (12 mol-1™") a roztok byl promichan. K roztoku bylo ptidano 1,1 ml
metanolu a roztok byl opét promichan. Nakonec byl odpipetovan 1 ml roztoku do vialkya

vzorek byl proméfen metodou UHPLC-MS™.

3.1.9 Metoda stanoveni

Vzorky byly analyzovany s vyuzitim chromatografického systému Acquity UPLC
H-Class (Waters, Milfold USA)ve spojeni s tandemovym hmotnostnim detektorem Q-TOF
Premier (Waters, Milford, USA) vybavenym elektrosprejem (Z-spray) a hybridnim
analyzatorem QqTOF. Rozsah métenych hmot byl 50 — 1000 Da. Kazdy vzorek byl prométen

25



v pozitivnim 1 negativnim mddu. Objem davkovaného vzorku byl 5 pl. Pro separaci byla
pouzita kolona Acquity UPLC BEH Phenyl o rozmérech 2,1 x 100 mm a priméru castic
staciondrni faze 1,7 mm. Bylo vyuzito gradientové eluce s mobilnimi fazemi A (0,1%
mravenc¢i kyselina (FA) v H,O) a B (0,1% FA v ACN), pratok mobilnich fazi byl 0,25
ml/min. Profil gradientové eluce: 0-2 min 10-20 % B; 2-12 min 20-95 % B; 12-13 min 95 %
B; 13,5-15 min 10 % B. Zpracovani naméfenych dat bylo provedeno za pomoci softwaru

MassLynx V4.1.

3.1.10 Stanoveni identifikovanych flavonoidii

Kvantifikace byla provedena metodou kalibra¢ni kiivky. Pro kvantifikaci byly pouzity
tyto latky: biochanin A, daidzein, genistein, kaempferol, quercetin a rutin. Jednotlivé
standardy byly rozpustény ve smési metanol:voda (60:40; v/v) na koncentraci
1 mg'ml™” a nasledné smichany tak, e vysledna koncentrace kazdé latky v zasobnim roztoku
byla 100 mg1”. Kalibraéni body byly pfipraveny postupnym fedénim tohoto roztoku na
koncentraci 0,1; 0,5; 1,68; 2,82; 5,25; 7,62; 10; 25; 40; 55; 70; 85. Kalibra¢ni zavislost byla
vyhodnocena vrozmezi 0,1 — 100 mgl'. Mefeni bylo provadéno s vyuZitim
chromatografického systému Acquity UPLC I-Class (Waters) s tandemovym hmotnostnim
detektorem Xevo TQD (Waters) sionizaci elektrosprejem, v pozitivnim moédu.
Chromatografické podminky byly stejné, jako v pfipadé identifika¢nich experimenti (viz
vyse). Separace probéhla na koloné¢ Acquity UPLC BEH Phenyl o rozmérech 2,1 x 100 mm,
s pritokem mobilni faze 0,25 ml/min. Bylo vyuZito gradientové eluce, mobilni fazi A
(0,1% FA v H20) a mobilni fazi B (0,1% FA v ACN), s profilem gradientu: 0 min 10% B;
2 min 20% B; 12-13 mi 95% B; 13,5-15 min 10% B. Objem davkovaného vzorku byl vZdy
5 ul. Kazdy bod kalibracni ktivky byl proméren ve tiech opakovanich a pro konstrukci
kalibrac¢ni zavislosti byl pouzit primér ploch pikd a kvadratickd regrese. Kalibra¢ni

zavislosti uvadéji obrazky 1-7.

Jednotlivé flavonoidy a jejich glykosylované formy byly kalibrovany na standard
prislusného flavonoidu v kalibra¢nim roztoku. Vyjimku tvori formononetin, jehoZ
standard jsme neméli k dispozici. Na zakladé strukturni podobnosti byl kalibrovan na
biochanin A. Quercetinmethylpentosylhexosy je substitutnim izomerem rutinu,

kalibrace tedy probéhla na rutin.
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Obr. 4
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4 Vysledky a diskuze

Byla provedena analyza slozeni extraktl listli, ndmi vypéstovanych rostlin rodu fazol
obecny (Phaseolus vulgaris L.), odrid Carmen a Blauhilde. Rostlinné materialy a jejich
extrakty jsou velice slozitou matrici, coz lze vidét z Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.., kde
jsou porovnany TIC chromatogramy extrakti listi obou odrid. Pro ilustraci byly pouzity
vzorky z rostlin, které nebyly v pribéhu svého rustu zatézovany tézkymi kovy. V téchto
vzorcich se ndm podafilo identifikovat charakteristické flavanoidy pro jednotlivé odrudy.
Odezva rostlin na zvysujici se koncentraci té¢zkych kovl v pidé, byla sledovana na zakladé
zmeény obsahu flavanoidu

v jednotlivych vzorcich.
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ex_3B_pos 1: TOF MS ES+
90
Im =]
841 13.6213.92
6.06 662 733 o4 ggz 949 o
3 10001032 1151 27
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Obr. 7 Porovnani TIC chromatogramt vzorkii odriidy Carmen (nahote) a Blauhilde

(dole) u rostlin zlévanych pouze vodou; (KE 5 eV)
4.1 Identifikované flavanoidy

4.1.1 Biochanin A
Biochanin A patfi mezi flavanoidy, které jsou spole¢né obou, ndmi zkoumanym
odridam. Tato skuteCnost byla prokazana shodnosti reten¢nich cCasti v rekonstruovanych

chromatogramech pro vypocitanou hmotnost biochaninu A, viz Obr. 8. Identifikace byla
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provedena na zékladé méfeni spravnych a presnych hmotnosti a interpretaci MS spekter,
Obr. 9. Dale pak porovnanim retencnich ¢astt a MRM piechodi se standardem obsazenym

v kalibra¢nim roztoku (Obr. 10).
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Obr. 8 Porovnani retenc¢nich castiv rekonstruovanych chromatogramech pro
teoretickou hmotnost biochaninu A v extraktech z listi. Odrida Carmen nahofe,

odrtida Blauhilde dole; (KE 5eV)
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Obr. 9 MS spektrum piku s Rt: 5,27 min chromatogramu odriidy Carmen a struktura
biochaninu A s vypocétenou hmotnosti; (KE 5eV)
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Obr. 10  Porovnani MRM piechodii a jejich retencnich Casti pro biochaninu A.
Kalibragni roztok s koncentraci 40 mg:1"' nahote, extrakt kontrolniho vzorku odriidy

Carmen uprostied a extrakt kontrolniho vzorku odridy Blauhilde dole; (KE 30eV)

4.1.2 Daidzein

Daidzein je flavanoidem, ktery byl také identifikovan v obou ndmi zkoumanych
odridach fazolu. Rekonstruované chromatogramy, pro vypoctenou hmotnost daidzeinu,
na Obr. 11 ukazuji shodu reten¢nich cast. K porovnani byly vybrany vzorky bez zatiZeni
tézkymi kovy v prubéhu rustu. Daidzein byl identifikovan na zaklad¢ interpretace MS spektra
piku s reten¢nim Casem 5,16 min, viz Obr. 12. Pro definitivni potvrzeni bylo déale vyuzito

shody MRM piechodi se standardem daidzeinu z kalibra¢niho roztoku, Obr. 13.
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Obr. 11  Porovnani reten¢nich c¢asiv rekonstruovanych chromatogramech pro

teoretickou hmotnost daidzeinu v extraktech z listi. Odrida Carmen nahote, odrada

Blauhilde dole; (KE 5eV)
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Obr. 12

daidzeinu s vypoctenou hmotnosti; (KE 5eV)

MS spektrum piku s Rt: 5,16 min chromatogramu odrtidy Blauhilde a struktura
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Obr. 13 Porovnani MRM ptechodl a jejich retencnich Cast pro daidzein. Kalibra¢ni
’ -1 ¥ ’ o
roztok s koncentraci 40 mg:l™ nahofe, extrakt kontrolniho vzorku odridy Carmen
uprostied a extrakt kontrolniho vzorku odriidy Blauhilde dole; (KE 30eV)
4.1.3 Daidzeinhexosid

Tato glykosylovana forma daidzeinu byla identifikovana pouze v odriidé Carmen.

Z rekonstruovanych chromatografii pro vypoctenou hmotnost daidzeinu a daidzeinhexosidu

na Obr. 14, je zfetelna shoda retencnich ¢asii (3,33 min) a symetrie pikii pro obé hmoty. Tato

skute€nost potvrzuje naleZitost obou hmot stejné latce a jejimu rozpadu pfi ionizaci. MS

spektrum tohoto piku na Obr. 15 dokazuje, Ze se v daném case nedochazi k eluci dalSich

hmot, jez by zpochybnovaly nasi interpretaci.
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Obr. 14  Porovnani rekonstruovanych chromatogrami pro vypoctenou teoretickou
hmotnost daidzeinu a daidzeinhexosidu (ze zhora) ve vzorku odridy Carmen;
(KE 5eV)
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Obr. 15 MS spektrum piku s Rt: 3,33 min chromatogramu odridy Carmen a struktura

daidzeinu a daidzeinhexosidu (z leva) s vypoctenou hmotnosti; (KE 5eV)
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4.1.4 Formononetin

Pfitomnost formononetinu byla zjisténa pouze u odridy Carmen. Je to jediny nami
identifikovany flavanoid, nepocitame-li glykosylované formy, ktery neni spole¢ny obou
odridam. Jeho identifikace probéhla na zakladé meéfeni spravné a presné hmotnosti,
rekonstruovany chromatogram je znazornén na Obr. 16, dale pak na zdkladé¢ interpretace MS
spektra piku s retencnim ¢asem 5,94 min (Obr. 17). Standard formononetinu jsme neméli
k dispozici, ztohoto divodu nemohlo dojit k potvrzeni identifikace na zakladé MRM

piechodu a porovnani reten¢nich Cast.

ex_6B | pos 1: TOF MS ES+
5.94 269.047 0.0100Da
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Obr. 16  Rekonstruovany chromatogram pro vypoctenou hmotnost formononetinu ve

vzorku odridy Carmen; (KE 5 eV)

ex_6B_pos
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HO
$— |_\/CH3
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Exact mass: 269 0808
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Obr. 17  MS spektrum piku Rt: 5,94 min chromatogramu odridy Carmen a struktura

formononetisu s vypoctenou hmotnosti; (KE 5 eV)
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4.1.5 Genistein

Genistein byl identifikovan v obou nami zkoumanych odridach a to pouze ve formé
aglykonu. Tuto skute¢nost je doloZena jedinym pikem v rekonstruovaném chromatogramu
pro vypoctenou hmotnost genisetinu a shodou reten¢nich casti piki v chromatogramech obou
odrid, viz Obr. 18. K pfesné identifikaci genisteinu bylo vyuzito méfeni pfesné a spravné
hmoty, déale pak interpretaci MS spektra piku sretenénim casem 6,05 min (Chyba!
Nenalezen zdroj odkaz.)
a porovnani MSM piechodl a retencnich Casti genisteinu v naSich vzorcich se standardem

z kalibra¢niho roztoku (obr. 20).
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Obr. 18 Porovnani reten¢nich cCasi v rekonstruovanych chromatogramech pro
teoretickou hmotnost genisteinu v extraktech z listi. Odrida Carmen nahote, odriida

Blauhilde dole; (KE 5eV)
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ex_2B_pos

ex_2B pos 345 (6.012) Cm (345:349-325:345) 1: TOF MS ES+
100+ 271.0602 8.86e3
s i+
HO o
- OH s} -
Formula: C5H,, 05
Exact mass: 271 0601
[272.0739
. 1716071 2456060) 29370 438.7529455.7410 §03.8483 653.6979 " 200951 759 8650 850.9182 941.0050 994.9124
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Obr. 19  MS spektrum piku s Rt: 6,06 min chromatogramu odridy Blauhilde a struktura
genisteinu s vypoctenou hmotnosti; (KE 5 eV)
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Obr. 20  Porovnani MRM piechodu a jejich retencnich ¢asti pro genistein. Kalibra¢ni

roztok s koncentraci 40 mg:” nahofe, extrakt kontrolniho vzorku odridy Carmen

uprostied a extrakt kontrolniho vzorku odriidy Blauhilde dole; (KE 30eV)
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4.1.6 Kaempferol

Keampferol byl identifikovan v obou ndmi zkoumanych odridach fazolu ve formé
aglykonu. Déle pak bylo identifikovano i n€kolik jeho glykosylovanych forem, jez se mezi
zkoumanymi odraddami mirn¢ liSily. Pfitomnost vice forem kaempferolu je zfetelna
z rekonstruovanych chromatogrami pro vypocétenou hmotnost keampferolu (obr. 21), které
obsahuji vétsi mnozstvi pikll pro danou hmotnost. Aglykon byl identifikovan na zakladé
interpretace MS spektra piku s retencnim Casem 5,29 min (obr. 22), z kterého je patrné,
ze v daném retencnim Case neni detekovana zadna dalSi hmota s identickou symetrii piku.
DalSim dikazem o pfitomnosti aglykonu v nasich vzorcich jsou i chromatogramy MRM
ptechodii kaempferolu (obr. 23). Na tomto obrazku je viditelna shoda retenéniho ¢asu MRM

ptechodt (6,33 min) pro nase vzorky a standard kaempferolu z kalibra¢niho roztoku.

ex 8B [pos 1: TOF MS ES+
529 287.056 0.0100Da
] 4.56e3
90
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Obr. 21  Porovnani retenCnich castiv rekonstruovanych chromatogramech pro
teoretickou hmotnost kaempferolu v extraktech z listd. Odriida Carmen nahote, odrida

Blauhilde dole; (KE 5e¢V)
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ex_2B_pos
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Obr. 22 MS spektrum piku s Rt: 5,29 min chromatogramu odridy Blauhilde a struktura

kaempferolu s vypoétenou hmotnosti; (KE 5 eV)
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Obr. 23 Porovnani MRM ptechodt a jejich reten¢nich cast pro kaempferol. Kalibra¢ni
roztok s koncentraci 40 mg:” nahofe, extrakt kontrolniho vzorku odridy Carmen

uprostied a extrakt kontrolniho vzorku odriidy Blauhilde dole; (KE 30eV)
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4.1.7 Kaempferol 3-O-)malonyl)glucoside

Jedna se glykosylovanou formu kampferolu, kterd je spolecna obou nadmi zkoumanym
odrtidam fazolu. Z rekonstruovaného chromatogramu pro vypoctenou hmotnost kaempferolu
a kaempferolu 3-O-(malonyl)glucosidu na Obr. 24 je vidét, Zze piky s reten¢nim Casem 4,52
min nalezi jedné latce a k odstépeni cukernatého zbytku dochézi béhem ionizace. Identifikace

byla potvrzena na zaklad¢ interpretace MS spektra tohoto piku (obr. 25).
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Obr. 24  Porovnani rekonstruovanych chromatogrami pro vypoctenou teoretickou
hmotnost kaempferolu a kaempferol 3-O-(malonyl)gucosidu (ze zhora) ve vzorku

odridy Blauhilde; (KE 5eV)
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Obr.25 MS spektrum pisku sRt: 4,52 min chromatogramu odriidy Blauhilde
a struktura s vypoctenou hmotnosti pro kaempferol a kaempferol 3-O-

(malonyl)glocoside (z leva); (KE 5eV)

4.1.8 Kaempferol 3-O-glukuronid

Tato glykosylovana forma kaempferolu by nalezena a identifikovana pouze o odridy
Carmen. Kaempferol 3-O-glukuronid byl identifikovan na zdkladé méteni spravné a presné
hmotnosti. Na obr. 26 jsou vidét rekonstruované chromatogramy pro vypoctenou hmotnost
kaempferolu a kaempferol 3-O-glukuronidu. Porovnanim symetrie pikd s retencnim Casem
4,27 min je zieymé, ze se jedna o jednu latku. Identifikace je potvrzena interpretaci
MS spektra tohoto piku, z kterého také vyplyva, Ze v daném case nedochazi k eluci zadnych

jinych hmot se stejnou symetrii piku.
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Obr. 26  Porovnani rekonstruovanych chromatogrami pro vypoctenou teoretickou

hmotnost kaempferolu a kaempferol 3-O-glukuronidu (ze shora) ve vzorku odrudy

Carmen; (KE 5eV)
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Obr.27 MS spektrum pisku sRt: 4,27 min chromatogramu odridy Carmen

a struktura s vypoctenou hmotnosti pro kaempferol a kaempferol 3-O-glukuronidu

(z leva); (KE 5eV)
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4.1.9 Kaempferolmethylpentosylhexosid

Kaempferolmethylpentosylhexosid je glykosylovany kaempferol, ktery je spolecny
obéma nami péstovanym odriddm fazolu. Pro rekonstruovany chromatogram jednotlivych
vypoctenych hmot ndm poslouzil kontrolni vzorek odriidy Blauhilde, ktery byl v pribéhu
svého zivota zalévan pouze vodou (Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.). Z tohoto obrazku je
patrna shoda symetrie
u pikl sretencnim Casem 3,97 min. Interpretaci MS spektra tohoto piku byla potvrzena
pritomnost keampferolumethylpentosylhexosidu v naSich vzorcich (Chyba! Nenalezen zdroj

odkazi.).
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Obr. 28  Porovnani rekonstruovanych chromatogrami pro vypoctenou teoretickou
hmotnost kaempferolu, kaempferolhexosidu a kaempferolmethylpentosylhexosidu (z

vrchu) ve vzorku odriidy Blauhilde;(KE 5eV)

43



ex_1B_pos
ex_1B_pos 228 (3.974) Cm (227:230-(231:237+194:216)) 1: TOF MS ES+
100 5951695 2.31e3

Formula: C;Hy, 0,
Exact mass: 505,1857

Formula: CzHz 04y
Exact mass: 440,1078

Formula: CyzHy, O
Exact mass: 287 0550

287.0576

449 1143

596.1867

2695636 340.6844
s P

820.7271
50 100 150 200 250 300 3%0 400 450 500 550 600 650 700 750 860 I &30 200 I 950 1000

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ) Miz

Obr.29 MS spektrum piku sRt: 3,97 min chromatogramu odridy Blauhilde
se strukturami a vypoctenymi hmotnostmi pro kaempferol, kaempferolhexosid

a kaempferolmethylpentosylhexosidu (z leva); (KE 5 eV)

4.1.10 Kaempferolhexosylpentosy

Poslednim zéastupcem glykosylovaného kaempferolu v naSich vzorcich je kaempferol-
hexosylpentosy, ktery byl identifikovin pouze v odridé Blauhilde. Z obrazku
s rekonstruovanymi chromatogramy pro vypoctené hmotnosti jednotlivych fragmenti tohoto
flavanoidu (Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.) jde vidét, ze kaempferol a kaempferolhexosa
je soucasti vice flavanoidl. Zatimco na chromatogramu pro kaempferolhexosylpentosy je
pouze jeden pik. Shoda retencnich ¢ast (3,80 min) a symetrie piku napovida, ze jde o jednu
latku, kterd je Stépena v iontovém zdroji. Ke spravné identifikaci flavanoidu pfispéla

interpretace MS spektra tohoto piku (Chyba! Nenalezen zdroj odkazii.).
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Obr. 30  Porovnani rekonstruovanych chromatogrami pro vypoctenou teoretickou
hmotnost kaempferolu, kaempferolhexosidu a kaempferolhexosylpentosy (z vrchu) ve
vzorku odridy Blauhilde; (KE 5eV)
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Obr.31 MS spektrum piku sRt: 3,8 min chromatogramu odridy Blauhilde se

strukturami a vypoctenymi hmotnostmi pro kaempferol, kaempferolhexosid a

kaempferolhexosylpentosy (z leva); (KE 5 eV)
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4.1.11 Quercetin

Quercetin je flavanoidem, ktery byl nalezen v obou ndmi zkoumanych odradach
fazolu, ovSem pouze ve formé glykosidi. Pfitomnost gercetinu byla prokazana ve vzorcich
po kyselé hydrolyze, pti které dochazi k odstépeni cukernatych zbytkd ze struktury
flavanoidu. Na Obr. 32 je vidét TIC chromatogram vzorku odridy Carmena po kyselé
hydrolyze a rekonstruovany chromatogram pro vypoc¢tenou hmotnost quercetinu. Pfitomnost
gercetinu v nasich vzorcich byla dale potvrzena shodu MRM ptechodi pro standard qercenitu
v kalibra¢ni roztoku a pro naSe vzorky (Chyba! Nenalezen zdroj odkaziu.). V horni ¢asti
tohoto obrazku
je chromatogram MRM ptechodli pro kalibracni roztok, ktery obsahuje dva piky. Toto
je zpusobeno pfitomnosti rutinu (quercetin rutinosidu) v kalibracnim roztoku. Daéle
je zobrazku patrné, Ze odrida Blauhilde (spodni ¢éast obrdzku) obsahuje vice

glykosydovanych forem quercetinu, nez odrtida Carmen (prostiedni ¢ast obrazku).
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Obr. 32 Rekonstruovany chromatogram pro vypoctenou hmotnost quercetinu ve vzorku

odrtidy Carmen po kysel¢ hydrolyze; (KE 5 eV)
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Obr. 33 Porovnani MRM piechodt a jejich retenénich ¢asti pro quercetin. Kalibra¢ni
roztok s koncentraci 40 mg:1" nahofe, extrakt kontrolniho vzorku odriidy Carmen

uprostied a extrakt kontrolniho vzorku odriidy Blauhilde dole; (KE 30eV)

4.1.12 Quercetin 3-O-(malonyl)glucoside

Ptitomnost quercetinu 3-O-(malonyl)glucosidu byla prokdzana pouze u odrady
Blauhilde a to na zdklad€é méfeni presné a spravné hmoty. Rekonstruovany chromatogram pro
vypoctené hmotnosti quercetin 3-O-(malonyl)glucosidu a jeho fragmentl je znazornén na
Chyba! Nenalezen zdroj odkazii.. Chromatogramy pro hmotu 551, 107 a 147,05 jasn¢
ukazuji shodu reten¢nich ¢ast (4,15 min) a symetrie pikd. Rekonstruovany chromatogram pro
hmotu quercetinu (303,057) obsahuje pik v daném retenénim Case, avSak jeho symetrie je
ovlivnéna obsahem dalSich glykosylovanych forem quercetinu ve vzorku. Neni v§ak pochyb o
prislusnosti této hmoty k molekule quercetin 3-O-(malonyl)glucosidu. Identifikace byla
provedena na zadklad¢ interpretace MS spektra piku s reten¢nim casem 4,15 min (Chyba!

Nenalezen zdroj odkazii.).
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Obr. 34  Porovnani rekonstruovanych chromatogrami pro vypoctenou teoretickou
hmotnost 6-methyl-3,4-dihydro-2H-pyran-triolu, quercetinu a quercetin 3-O-
(malonyl)glucosidu (z vrchu) ve vzorku odridy Blauhilde; (KE 5eV)
ex_1B_pos
ex_1B_pos 230 (4.161) Cm (237-230-241.248) 1: TOF MS ES+
100+ 551.1068 3.29e3
.
] CH,
HO
Ho Ho
oH OH ]
Fomula: CH,,0, Ho [
Exact mass: 1470852 OH i
e Formula: £,,H,0 oH
147.0495 Exact mass: 551,1031
oH 0 Fomula: GyHy, O |
Exact mass: 303 0400
552.1332
303.0882
(|
s [P
1480250 -
283.1551  |304.0790 N 576.1953  667.1700 I
o 1908257 | 499 6177 S0 4017751 4661974 so7p0a3) || [ | _s797671 377827 gapgzrg psesziz 9ed7TT -
50 I 160 I 15‘0 I 260 ‘ 25‘0 I 3[‘]0 I 35‘0 ‘ dC‘IU ‘ 45‘0 I 560 I 550 ‘ BC‘IU I BSIU I ?60 I ?éU ‘ I SSIU I 960 I QéU ‘ 1UIUU i
Obr.35 MS spektrum piku s Rt: 4,15 min chromatogramu odridy Blauhilde se
strukturami a vypoftenymi hmotnostmi 6-methyl-3,4-dihydro-2H-pyran-triolu,

quercetinu a quercetin 3-O-(malonyl)glucosidu (z leva); (KE 5 eV)
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4.1.13 Quercetin 3-O-xylosylglucoside

Pritomnost quercetin 3-O-xylosylglucosidu byla taktéZz prokézana pouze u odridy

Blauhilde. Jeho identifikace byla provedena na zékladé méfeni piesné a spravné hmoty.

Rekonstruované chromatogramy pro vypoctené hmotnosti quercetin 3-O-xylosylglucosidu

a jeho fragmentl jsou znazornény na Obr. 36. Shoda symetrie pikll s retenénim casem

3,44 min pro vSechny hmoty poukazuje na fakt, ze nalezi jedné latce. MS spektrum tohoto

piku (Obr. 37) dale dokazuje, ze v tomto retencnim cCase jiz nedochazi k eluci jinych ionta

se stejnou symetrii piku. Identifikace byla provedena na zaklad¢ interpretace MS spektra.

ex_1B_pos
ex_1Bypos 1: TOF MS ES+
3.85 303.049 0.0100Da
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Obr. 36  Porovnani rekonstruovanych chromatogrami pro vypoctenou teoretickou

hmotnost quercetinu, quercetinglucosidu a quercetinxylosilglucosidu (z vrchu) ve

vzorku odridy Blauhilde; (KE 5eV)
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Obr.37 MS spektrum piku s Rt: 3,44 min chromatogramu odridy Blauhilde se
strukturami  a  vypoltenymi  hmotnostmi  quercetinu,  quercetinglucosidu

a quercetinxylosilglucosidu (z leva); (KE 5 eV)

4.1.14 Quercetinhexosid

Quercetinhexosid je dal§im flavanoidem pfitomnym pouze v odradé Blauhilde.
Pfi pohledu na rekonstruované chromatogramy pro vypoctenou hmotnost quercetinhexosidu
a qercetinu v extraktu z kontrolni rostliny (Obr. 39), je zifejmé, Ze oba flavanoidy jsou
zékladem pro dalsi struktury. MS spektrum piku s retencnim casem 3,85 min (Obr. 39) vSak
dokazuje, Ze v daném reten¢nim case nedochazi k eluci Zadné jiné hmoty se stejnou symetrii
piku. Na zaklad¢ interpretace tohoto MS spektra Ize potvrdit pfitomnost Quercetinhexosidu

v na$ich vzorcich.
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Obr. 38  Porovnani rekonstruovanych chromatogramli pro vypoctenou teoretickou
hmotnost quercetinu (nahoie) a quercetinhexosidu (dole) ve vzorku odridy Blauhilde;
(KE 5eV)
ex_1B_pos
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Obr. 39

MS spektrum piku s Rt: 3,85 min chromatogramu odriidy Blauhilde a struktury

s vypoctenymi hmotnostmi pro quercetin (na levo) a qercetinhexosid (na pravo);

(KE 5¢eV)
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4.1.15 Quercetinxylosylrutinosid

Poslednim glykosylovanou formou quercetinu, pfitomnou pouze u odridy Blauhilde,

je quercetinxylosylrutinosid. Na Chyba! Nenalezen zdroj odkazi. jsou znazornény

rekonstruované chromatogramy pro vypoctené hmotnosti quercetinxylosilrutinosidu a jeho

fragmentt. Pro tyto chromatogramy je spolecny pik s retencnim ¢asem 3,13 min. Identifikace

quercetinxylosylrutinosidu byla provedena na zaklad¢ interpretace MS spektra tohoto piku

(Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.).
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Obr. 40  Porovnani rekonstruovanych chromatogrami pro vypoctenou teoretickou

hmotnost quercetinu, quercetrutinoside a quercetinxylosylrutinoside (z vrchu) ve

vzorku odridy Blauhilde; (KE 5 eV)
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Obr.41 MS spektrum piku sRt: 3,13 min chromatogramu odridy Blauhilde se
strukturami a vypoctenymi hmotnostmi pro quercetinu, quercetrutinoside

a quercetinxylosylrutinoside (z leva); (KE 5 eV)

4.1.16 Quercetinmethylpentosylhexosy

Quercetinmethylpentosylhexosy je poslednim identifikovanym flavanoidem v nasich
vzorcich. Jeho pfitomnost byla prokdzana na zakladé méteni ptesnych a spradvnych hmotnosti
v obou zkoumanych odriidich. Na Chyba! Nenalezen zdroj odkazii. jsou znazornény
rekonstruované chromatogramy pro quercetinmethylpentosylhexosu a jeji fragmenty.
Z obrazku  je patrny spolecny  pik s retencnim Casem 3,60 min..
Quercetinmethylpentosylhexosy byl identifikovan na zaklad€ interpretace MS spektra tohoto
piku (Chyba! Nenalezen zdroj odkazii.). Tento flavanoid by mohl byt také identifikovan
jako  rutin  (quercetin  rutinosid). = Dukladné  prozkoumani  symetrie  pikd
a retencnich ¢asi MRM prechodll standardu rutinu s naSimi vzorky (Chyba! Nenalezen
zdroj odkazii.) nedava jednoznacnou odpovéd’. Pro urceni piesné struktury by bylo zapotiebi

dal§ich méfeni dalSimi technikami, naptiklad NMR.
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Obr. 42  Porovnani rekonstruovanych chromatogrami pro vypoctenou teoretickou

hmotnost quercetinu, quercetrutinhexosidu a quercetinmethylpentosylhexosid

(z vrchu) ve vzorku odridy Blauhilde; (KE 5eV)
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Obr.43 MS spektrum piku sRt: 3,6 min chromatogramu odridy Blauhilde se

strukturami a  vypoftenymi hmotnostmi pro quercetin, quercetinhexosid

a quercetinmethylpentosylhexosu (z leva); (KE 5eV)
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Obr. 44 Porovnani MRM piechodil a jejich retencnich casti pro rutin v kalibracnim
roztoku s koncentraci 40 mg:" nahofe a quercetimethylpentosylhexosy v extraktu
kontrolniho vzorku odridy Carmen uprostied a extraktu kontrolniho vzorku odridy

Blauhilde dole; (KE 30eV)

4.2 Kvantifikace
VSechny identifikované latky byly kvantifikovany. Vysledky byly shrnuty do tabulek
podle pfislusnosti k odriidé rostliny a setfazeny na zaklad¢ koncentrace v kontrolnim vzorku

od nejvyssi po nejnizsi. Nasledné jsou porovnany a diskutovany vlivy jednotlivych tézkych

kovi na obé¢ rostliny.

4.2.1 Chrom

Chrém neni pro rostliny biogennim prvkem, naopak je vysoce toxicky pro vétSinu
vyS$Sich rostlin. I malé koncentrace chromu v piidé mohou mit vliv na kli¢eni semen, rist
kofene 1 nadzemnich cCasti rostliny, schopnost kvést a na vyvoj plodu. Chrom ovliviiuje
fyziologické 1 metabolické procesy v rostliné, jako je vstiebavani a transport vody
a mineralnich latek, fotosyntézu, produkci a spravné fungovani enzymi a zapficiiiuje

oxidativni stres.
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Nami zkoumané odridy fazolu byly piesto schopny riist a prezit i v pide s nejvyssi
nastavenou koncentraci chréomu. Zvysujici se kontaminace méla vliv na produkci biomasy
rostlinou. Odridy se od sebe vyrazné liSily zménou profilu flavonoidii v zavislosti na
koncentraci chromu v pudé. Z grafu na Chyba! Nenalezen zdroj odkaziu. je patrné, ze u
odrudy Blauhilde doslo
k vyraznému poklesu vSech identifikovanych flavanoidi jiz pfi nejniz§i zkoumané
koncentraci kovu. ZvySovani kontaminace vedlo k dalSimu snizovani obsahu flavonoidii v
rostliné. Vyjimku tvoii quercetinmethylpentosylhexosy, keampferolmethylpentosylhexosid,
genistein a keampferol, u kterych doslo k vyraznému ubytku koncentrace v reakci na
kontaminaci odpovidajici hygienickému limitu, nasledné¢ k mirnému nartstu pfi navyseni
kontaminace na Urovenl znec€iSténi Olomouce a poté opét k poklesu (viz Tab. IV). Rostliny
odridy Carmen reagovaly na zvySujici se koncentraci chromu zvySenim produkce nékterych
flavonoida
(Chyba! Nenalezen zdroj odkazii., Tab. I). Vysoky obsah flavonoidii byl zjistén i v rostling
zatizené trojnasobkem hygienického limitu, kde se koncentrace jednotlivych flavanoidi pii
porovnani s kontrolni rostlinou pohybovaly v rozmezi 61-455 %. Nejvyssi ndmi zkoumana

koncentrace chrému vedla k vyraznému poklesu vsech identifikovanych flavonoidu.

Nami dosazené vyseldky koreluji s praci Dr. Samantary a kol. z Regional Resource
Center, Orissa v Indii. V této praci se autofi zabyvali biochemickou odpovédi rtiznych odriad
mungo fazoli, péstovanych hydroponicky pfi riznych koncentracich chromu. Byl sledovan
vliv na kli¢eni semene, rust kofene, produkei chlorofylu a antioxidacnich enzymti. Na zakladé
téchto parametrti byly jednotlivé odriidy mungo fazoli rozdéleny na Cr-tolerantni a Cr-citlivé
rostliny. Cr-tolerantni rostliny reaguji na rostouci koncentraci chromu snizujici se aktivitou
antioxida¢nich enzym, zatim co u Cr-citlivych rostlin dochézi k narastu aktivity antioxidacni
enzyml. Timto rozdilem by bylo moZno vysvétlit rozdilné chovani odridy Carmen

a Blauhilde v nasi studii>.
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Obr. 45  Graf vlivu koncentracni fady Cr na flavonoidy identifikované v odriidé Carmen
Tab. III  Koncentrace flavonoidd (mgkg' susiny) v odradé Carmen pro koncentratni
fadu Cr
. Bez Znecisténi Hygienicky Hygienicky Hygienicky
Flavanoid zatizeni Olomouce limit limit x 3 limit x 10
Kaempferol 3-O- 274440 266033 382821 2210.65 0.00
glukuronid
Daidzein 1258.79  1649.17 304.43 123391 7.51
Kaempferol-
I e et 299.18 513.31 2083.65 1362.41 0.00
Kaempferol 295.21 180.53 64.16 569.98 19.23
Genistein 210.02 129.08 46.14 129.14 12.48
Formononetin 188.44 160.58 71.97 161.08 0.00
Quercetin- 158.65  145.47 198.89 216.88 59.06
methylpentosylhexosy
Biochanin A 68.50 48.47 34.33 63.49 0.00
Daidzeinhexosid 54.47 173.00 82.70 94.12 0.00
Kaempferol 3-O- 3472 37.95 27.80 25.47 66.85

glucoside
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Obr.46  Graf vlivu koncentraéni fady Cr na flavonoidy identifikované v odridé

Blauhilde
Tab. IV Koncentrace flavonoidi (mg-kg™' susiny) v odridé Blauhilde pro koncentraéni
fadu Cr
. Bez  Znelisténi Hygienicky Hygienicky Hygienicky

Flavanoid zatizeni Olomouce limit limit x 3 limit x 10
Quercetin- 227184  286.28 207.89 123.50 57.74
methylpentosilhexosy
Daidzein 173491  381.89 587.07 28.75 14.41
Kaempferol 3-O-glucoside 1373.34 27.44 81.26 44.96 18.67
Kaempferol- 999.67  20.30 80.00 18.74 18.51
hexosylpentosy
Quercetin 3-O- 828.97 0.0 75.06 0.00 0.00
xylosylglucoside
Kaempferol-
methylpentosylhexosid 649.18 170.64 35.55 25.10 24.84
Quercetinxylosylrutinosid  508.10 41.45 45.68 37.51 26.08
Quercetin 3-O-glucoside 242.78 8.66 57.14 9.44 0.00
Genistein 231.09 133.48 44.80 14.45 13.59
Kampferol 93.49 190.82 33.50 18.01 17.79
Biochanin A 36.88 36.35 34.71 0.00 0.00
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4.2.2 Méd
vyznamnou soucasti nékterych enzymui. Ve volné formé je pro rostliny toxicka a to i pii
malych koncentracich. Negativné ptisobi na kli¢eni semen, riist kotene, ovliviiuje vstiebavani

a transport mineralnich latek, fotosyntézu a metabolismus rostliny.

Nami studované odridy fazolu reagovaly na zvySujici se koncentraci médi v pude
odlisSnym zpisobem. U odridy Carmen doslo k pozvolnému ubytku téméf vSech
identifikovanych flavonoidi (Chyba! Nenalezen zdroj odkazii.,, Chyba! Nenalezen zdroj
odkazi.Tab. V). Pfi aplikaci roztoku médi odpovidajici koncentraéné desetindsobku
hygienického limitu bylo pozorovano snizeni koncentrace identifikovanych flavonoidi pod 5
% jejich koncentrace v porovnani s kontrolni rostlinou. Jak je vidét z grafu na Chyba!
Nenalezen zdroj odkazi., odrida Blauhilde reagovala prudkym poklesem vsech flavonoidi
JiZ pfi nejnizsi Grovni znecisténi. Vyjimku tvofi daidzein jehoz koncentrace zprvu vyrazné
klesla, ale pfi maximélni koncentraci opét narostla na mnoZstvi odpovidajici 31 %

koncentrace v kontrolni rostling.

Vliv koncentrace médi (a olova) na na rostlinu Suaeda Heteroptera (patiici do rodu
raSelin) se vénovali na College of Marine Technology end Enviromental, Dalian Ocean
University v Cing. V této studii byl sledovan vliv na rist a vyvoj rostliny a dale pak na
aktivitu antioxidac¢nich enzymi. DosaZené vysledky této studie kvalitativné koresponduji
s na§imi poznatky. Bylo zji§téno, Ze i mala kontaminace m&di 50 mgkg' pady, mize
zpiisobit vyrazny narist aktivity antioxidacnich enzymu. Pfi narlistajici koncentraci médi

(100, 200 a 400 mg-kg™ piidy) se jiz méni aktivita antioxida¢nich enzymi je pozvolna®.
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Obr. 47 Graf vlivu koncentracni fady Cu na flavonoidy identifikované v odriidé

Carmen

Tab.V  Koncentrace flavonoiddi (mgkg' susiny) v odradé Carmen pro koncentratni

fadu Cu
. Bez Znecisténi Hygienicky Hygienicky Hygienicky

Flavanoid zatizeni Olomouce  limit limitx3  limitx 10
e s ] S0 274440  1778.56 1538.78 432.81 0.00
glukuronid
Daidzein 125879  1059.12 965.05 238.36 572
Kaempferol-
methylpentosylhexosid 299.18 375.22 297.43 80.46 0.00
Kaempferol 29521 413.48 330.63 70.28 17.31
Genistein 210.02 153.21 176.62 4514 12.51
Formononetin 188.44 25421 224.86 59.11 0.00
i 158.65 121.89 68.49 43.07 4530
methylpentosylhexosy
Biochanin A 68.50 50.19 7237 34.26 0.00
Daidzeinhexosid 54.47 72.29 100.71 23.83 0.00
Kaempferol 3-O- 34.72 30.46 24.05 21.43 39.14
glucoside
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Obr. 48 Graf vlivu koncentracni fady Cu na flavonoidy identifikované v odriidé
Blauhilde
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Tab. VI  Koncentrace flavonoidi (mg-kg™' susiny) v odridé Blauhilde pro koncentraéni

fadu Cu
. Bez Znedisténi Hygienicky Hygienicky Hygienicky
Flavanoid zatizeni Olomouce limit limit x 3 limit x 10
Quercetin- 2271.84 613.36 19.25 8.83 13.27
methylpentosilhexosy
Daidzein 1734.91 115.74 96.88 51.93 548.45
Kaempferol 3-O-glucoside 1373.34 23.30 24.56 22.89 27.86
Kaempferol- 999.67 18.25 24.19 22.00 116.66
hexosylpentosy
Quercetin 3-O- 828.97 0.00 14.15 0.00 11.85
xylosylglucoside
Kaempferol- 649.18 53.02 30.25 34.98 25.73
methylpentosylhexosid
Quercetinxylosylrutinosid 508.10 14.13 19.63 15.00 26.03
Quercetin 3-O-glucoside 242.78 41.79 9.18 0.00 0.00
Genistein 231.09 20.62 24.67 17.58 73.39
Kampferol 93.49 46.17 23.19 19.04 24.46
Biochanin A 36.88 35.29 36.01 0.00 0.00
4.2.3 Nikl

Nikl je pro rostliny rovnéZz vyznamnym stopovym prvkem a méa vliv na mnoho
metabolickych procest v rostling€. Je soucasti dilezitych enzymi, napiiklad uredzy. Je také
dalezity pro spravny vyvoj embrya a tim pro uspeSné dokonceni Zivotniho cyklu rostliny.
Vyssi koncentrace niklu jsou vSak pro rostlinu toxické, dochazi k metabolickému rozvratu
a k inhibici nékterych enzym, naruSeni syntézy proteinl a genotoxicité. Vysoké koncentrace
niklu maji také vliv na vstfebavani vody a minerdlnich latek kofenovym systémem,

fotosyntézu a oxidativni stres.

Obé& nami zkoumané odrtidy fazolu reagovaly na zvysujici se koncentraci niklu v pidé
obdobné. Z grafii (Chyba! Nenalezen zdroj odkazi., Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.) je
vidét vyrazné sniZzeni obsahu flavonoidii oproti kontrolni rostliné pii zatiZeni rostlin
koncentraci odpovidajici hygienickému limitu (zfejmé dochdzi k negativnimu ovlivnéni
metabolismu rostlin pfitomnosti Ni, ale obaranna reakce rostliny jeSt¢ neni doprovazena

zvySenim produkce flavonoida). Zatéz rostliny pii aplikaci roztoku s koncentraci niklu
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odpovidajici znecisténi Olomouce jiz zpusobovala zvySeni produkce flavonoidli. Dalsi
vyznamné zvyseni koncentrace niklu (na trojnasobek
a desetinasobek hygienického limitu) jiz vede k poklesu koncentrace flavonoidi a thynu

rostlin.

Nartist volnych radikali zpisobeny pfitomnosti niklu, stim spojeny narast
antioxidacnich enzymibyl pozorovan i vyzkumnym tymem z Biosyntesis and Integrative
Science Institute, Universidade do Porto v Portugalsku. V jejich praci byl studovan vliv
koncentrace niklu na riistové parametry lilku ¢erného, dale pak zména koncentrace chlorofylu,
obsah antioxidacnich proteinii a enzymi, obsah volnych radikalti a obsah bilkovin. Ackoli
v této praci nebyly pfimo studovany zmény v obsazich flavonoidi, lze ptredpokladat jejich

. . vy , 1 r1054
aktivaci zvyenim koncentrace volnych radikala™.

Vlivem niklu a zinku na antioxida¢ni parametry sazenic kajanu indického se zabyval
i RaoMandharova z Department of Botany, Andhara University v Indii. Byl pozorovan nartst
aktivity antioxidacnich enzyml s ndrGstem koncentrace niklu v substratu. Zaroven byl
sledovan 1 obsah kyseliny askorbové a glutathionu. Pfi zvySujici se koncentraci niklu

dochézelo k Gbytku kyseliny askorbové i glutationu™.

3000.00 Carmen NI Kaempferol 3-O-glukuronid
— MW Daidzein
>
£ 2500.00 -
z Kaempferol-
e methylpentosylhexosid
¥ 2000.00 m Kaempferol
60
E
o3 M Genistein
2 1500.00
=
g B Formononetin
=
@ 1000.00 -+ _
© = Quercetin-
E methylpentosylhexosy
§ 500.00 - B Biochanin A
-
M Daidzeinhexosid
0.00 -
Bez zatiZeni Znetisténi Hygienicky Hygienicky ™ Kaempferol 3-O-glucoside
Olomouce limit limit x 3
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Obr. 49  Graf vlivu koncentra¢ni fady Ni na flavonoidy identifikované v odriad¢ Carmen

Tab. VII Koncentrace flavonoiddi (mgkg' susiny) v odradé Carmen pro koncentracni

fadu Ni
. Bez Znecisténi Hygienicky Hygienicky Hygienicky

Flavanoid zatizeni Olomouce  limit limitx3  limit x 10
Kaempferol 3-O- 274440  707.47 203.49 218.20 -
glukuronid
Daidzein 1258.79  319.61 254.24 267.67 -
Kaempferol- 299.18 82.30 50.57 148.44 -
methylpentosylhexosid
Kaempferol 295.21 164.41 92.43 57.29 -
Genistein 210.02 79.91 40.44 39.75 -
Formononetin 188.44 55.23 80.54 80.10 -
Quercetin- 158.65 68.81 19.83 47.25 -
methylpentosylhexosy
Biochanin A 68.50 96.49 35.09 34.56 -
Daidzeinhexosid 54.47 30.80 15.97 24.64 -
Kaempferol 3-O- 34.72 25.80 18.64 19.39 -
glucoside

Prazdna mista v tabulce znaci uhyn rostliny.
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Obr. 50  Graf vlivu koncentraéni fady Ni na flavonoidy identifikované v odriidé

Blauhilde

Tab. VIII Koncentrace flavonoidi (mg-kg™' susiny) v odridé Blauhilde pro koncentraéni

fadu Ni

. Bez  ZneliSténi Hygienicky Hygienicky Hygienicky
Flavanoid zatizeni Olomouce  limit limitx3  limit x 10
Quercetin- 2271.84 51.28 169.84 456.53 -
methylpentosilhexosy
Daidzein 1734.91 186.96 836.89 856.34 -
Kaempferol 3-O-glucoside 1373.34 18.22 23.63 48.59 -
Kaempferol- 999.69 17.63 25.96 196.24 -
hexosylpentosy
Quercetin 3-O- 828.97 0.00 9.57 169.75 =
xylosylglucoside
Kaempferol- 649.18 60.29 273.24 41.96 -
methylpentosylhexosid
Quercetinxylosylrutinosid 508.10 27.22 98.23 117.28 -
Quercetin 3-O-glucoside 242.78 34.33 17.24 33.84 -
Genistein 231.09 60.60 107.38 21.96 -
Kampferol 93.49 42.30 118.07 21.84 -
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Biochanin A 36.88 35.09 90.72 34.56 -

Prazdna mista v tabulce znaci tthyn rostliny.

4.2.4 Zinek

Zinek je nezbytnym prvkem pro spravny rust a vyvoj rostliny a je soucasti mnoha
rostlinnych enzymu. Jeho nadmérnd pfitomnost v zivotnim prostiedi rostlinam ale Skodi,
podobné, jako je tomu i u dalSich studovanych kovii. Kontaminace zinku, které piekracuji
fyziologickou koncentraci, negativné¢ ovliviiuje kliceni semen, vyvoj kofene, zapfiCinuje
ubytek biomasy rostliny a zptisobuje chlorézu listi. Vyrazné¢ méni metabolické funkce buiiky
a ovliviiyje spravnou funkci bunééné membrany, piedevsim pak jeji propustnost, cozZ muize

vést az k usmrceni buiiky.

V nasi studii byl pozorovan ubytek koncentrace flavonoidu pii aplikaci roztokll zinku ve
vSech koncentracich. Vyssi koncentrace zinku vedou ke snizeni koncentrace identifikovanych
flavonoidt. Odrida Carmen se ukézala byt na pfitomnost zinku citliveéjsi (Chyba! Nenalezen
zdroj odkazii., Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.). Piestoze na koncentraci odpovidajici
hygienickému limitu reagovala pozvolnym ubytkem koncentrace flavanoidd, pii kontaminaci
odpovidajici znecisténi Olomouce byl ubytek flavanoidi mnohem vyraznéj§i a pii
koncentracich odpovidajicich tii
a desetindsobku hygienického limitu rostlina odumiela. Graf na Chyba! Nenalezen zdroj
odkazii. poukazu je na pozvolny ubytek flavonoidi v odridé Blauhilde pii zvySujici se
koncentraci zinku v pide, avSak ani tato odriida nebyla Zivotaschopnd pii koncentraci

odpovidajici desetindsobku hygienického limitu obsahu zinku v padé. Daidzein a

quercetinxylosylrutinosid reagovaly na zvysujici se koncentraci zinku v ptid€¢ odlisné. Jejich

VVVVVVVV

Nase vysledky koresponduji s vyzkumem Michaela a kol. z Department of Bioenergy,
Maduria Kamaraj University v Indii. V jeho praci byl sledovan vliv nadlimitni koncentrace
zinku na antioxidacni aktivitu semendcl fazolu. Sledovanymi parametry byly rist rostliny,
permeabilita bunéénych membran, obsah antioxidacnich enzymi a obsah prolinu a kyseliny
askorbové, které maji rovnéz antioxidacni u¢inky. Se zvySujici se koncentraci zinku byl
pozorovan narlst aktivity antioxidacnich enzymil a zaroveinl pokles obsahu antioxidantd.
Podobnych vysledkl bylo dosazeno i v ptfipad¢ studie vlivu zinku a niklu na antioxidacni

parametry sazenic kajanu indického, kde taktéz dochéazelo k nartstu aktivity antioxidac¢nich
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enzymli a zaroveil k ubytku kyseliny askorbové a glutationu, jakozto antioxidantd.

V porovnani s niklem byla odezva rostlin na zvysujici se koncentraci zinku pozvolngjsi.
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2
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Bez zatizeni Znecisténi Hygienicky limit m Kaempferol 3-O-glucoside
Olomouce

Obr.51 Graf vlivu koncentracni fady Zn na flavonoidy identifikované v odrtidé
Carmen

Tab. IX Koncentrace flavonoidti (mgkg' susiny) v odriidé Carmen pro koncentraéni

fadu Zn
. Bez Znecisténi Hygienicky Hygienicky Hygienicky

Flavanoid zatizeni Olomouce  limit limitx3  limitx 10
Kaempferol 3-O- 2744.40  349.22 2750.66 - -
glukuronid
Daidzein 1258.79  115.74 558.67 - -
Kaempferol- 299.18 48.89 514.87 - -
methylpentosylhexosid
Kaempferol 295.21 59.05 253.10 - -
Genistein 210.02 20.89 91.49 - -
Formononetin 188.44 34.37 121.01 - -
Quercetin- 158.65 169.43 140.26 - -
methylpentosylhexosy
Biochanin A 68.50 35.29 40.96 - -
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Daidzeinhexosid 54.47 10.56 83.32 - -
Kaempferol 3-O- 34.72 19.70 27.54 - -
glucoside
Prazdna mista v tabulce znaci uhynulé rostliny.
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Obr. 52  Graf vlivu koncentracni fady Zn na flavonoidy identifikované v odrtidé
Blauhilde
Tab. X  Koncentrace flavonoidi (mgkg' susiny) v odridé Blauhilde pro koncentracni
fadu Zn
. Bez  ZneliSténi Hygienicky Hygienicky Hygienicky
Flavanoid zatizeni Olomouce limit limitx3 limit x 10
Quercetin- 2271.84  548.14 2049.88 1095.99 -
methylpentosilhexosy
Daidzein 1734.91 438.63 287.51 1448.91 -
Kaempferol 3-O-glucoside 1373.34 55.97 1376.21 395.41 -
Kaempferol- 999.67  217.69 515.94 483.09 -
hexosylpentosy
Quercetin 3-O- 828.97  163.34 499.78 385.12 -
xylosylglucoside
Kaempferol- 649.18  59.83 430.26 126.31 -

methylpentosylhexosid
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Quercetinxylosylrutinosid 50810 125.50 272.63 488.09 -

Quercetin 3-O-glucoside 242.78 25.16 90.23 55.39 -
Genistein 231.09 23.82 26.70 53.11 -
Kampferol 93.49 28.95 27.25 50.25 -
Biochanin A 36.88 34.89 34.50 39.03 -

Prazdna mista v tabulce znaci tthyn rostliny.

5 Zavér

Analyzou slozeni extrakt listi fazolu metodou kapalinové chromatografie
a tandemové hmotnostni spektrometrie se nam podafilo identifikovat a kvantifikovat
nasledujici flavonoidy: Biochanin A, Daidzein, Daidzeinhexosid, Formononetin, Genistein,
Kaempferol, Kaempferol 3-O-(malonyl)glucoside, Kaempferol 3-O-glukuronid, Kaempferol-
methylpentosylhexosid a Quercetin-methylpentosylhexosy v odridé¢ Carmen. Dale pak
Biochanin A, Daidzein, Genistein, Kaempferol 3-O-(malonyl)glucoside, Kaempferol-
hexosylpentosy, Kaempferol-methylpentosylhexosid, Kampferol, Quercetin 3-O-glucoside,
Quercetin 3-O-xylosylglucoside, Quercetin-methylpentosilhexosy, Quercetin-xylosylrutinosid
v odrid¢ Blauhilde. Zkoumané rostliny byly v pribéhu svého zivota zalévany vodnymi
roztoky tézkych kovli o rtzné koncentraci. Kvantifikace identifikovanych flavonoidi
v jednotlivych vzorcich ndm umozZnila porovnat vliv podminek péstovani na rostliny a také
rostliny mezi sebou. Dosazené vysledky ukazuji, Ze na zvySujici se koncentraci zinku a niklu
v pid¢ reaguji obé ndmi zkoumané odridy stejné. U kontaminace pidy médi, nebo chrémem
je tomu jinak. Zatimco u odriidy Carmen dochazi k nartistu obsahu flavonoidd, u odridy

Blauhilde dochézi k prudkému tbytku vSech flavonoidi jiz pii nizkych koncentracich.

Tato studie je v soucasné dob¢ jedind, ktera se zabyva vlivem tézkych kovli na obsah
flavonoidl v rostlinach. Dostupna literatura se vénuje spiSe vlivu téZkych kovil na aktivitu
antioxidacnich enzymil. Pfedmétem dal$iho vyzkumu v této oblasti by mohl byt vliv smési
tézkych kovili na obsah flavonoida v rostlin€ a to pfedevSim proto, ze zeméd¢€lské pidy jsou

castéji kontaminovany vice nez jednim tézkym kovem.
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7 Seznam zKkratek

CE — kapilarni elektroforéza
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EOF — elektroosmoticky tlak

GC — plynové chromatografie

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
LLE — extrakce kapalina/kapalina
MAE — mikrovlnna extrakce

MS — hotnostni spektrometrie

MSPD — extrakce disperzni tuhou fazi
PLE — extrakce za zySeného tlaku
SFE — superfluidni extrakce

SLE — extrakce pevna latka-kapalina
SPE — extrakce na tuhé fazy

SPME mikroextrakce na tuhé fazy
TLC — chromatografie na tenké vrstvé

UHPLC — ultravysokouc¢inna kapalinova chromatografie
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