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Abstrakt

Cibule salotka (Allium cepa var. aggregatum L.) je vyznamna pro svou chut’ a fadu
zdravi prospésnych uc¢inkl. Tyto vlastnosti jsou zavislé na chemickém slozeni, které je
ovlivitovano raznymi faktory. Fruktan-p-(2,1)-fruktosidasa (EC 3.2.1.153) hydrolyzuje
termindlni fruktosu z fruktanového fetézce. Screening metaboliti byl proveden
v 87 kultivarech cibule $alotky a 3 kultivarech cibule kuchyiské (Allium cepa L.) ze
dvou vegetacnich obdobi, 2016 a 2017. Glukosidy kvercetinu a malé sacharidy byly
analyzovany HPLC, naopak fruktany byly kvantifikovany pomoci spektrofotometrické
metody. Dale byly srovnany tfi spektrofotometrické metody a HPLC pro urceni
enzymové aktivity. V Salotce byly stanoveny hladiny kvercetin-3,4'-O-diglukosidu
(218-948 mg-100 g* DW), kvercetin-4'-O-glukosidu  (45-253 mg-100 g* DW),
sacharosy (8-18 mg-100 mg* DW), glukosy (pod mezi detekce az 10 mg-100 mg
DW), fruktosy (4-16 mg-100 mg* DW) a fruktani (21-55 mg-100 mg* DW). Obsah
analytl s vyjimkou sacharosy byl mezi dvéma roky signifikantné odliSny. Na zakladé
méfeni obsahu malych sacharidii a fruktand byly vybrany sladké kultivary vhodné
k okamzité konzumaci a Kkultivary vhodnéjsi pro dlouhodobému skladovani. Ve
srovnani s cibuli bylo mnozstvi kvercetin-3,4'-O-diglukosidu v salotce vyssi, sacharosy
a  glukosy  niZsi. HPLC metoda  stanoveni enzymove aktivity
fruktan-p-(2,1)-fruktosidasy a metoda spektrofotometricka (zaloZzena na sptrazenych
enzymovych reakci) byly nejvhodnéjsi pro méfeni enzymové aktivity, ktera by mohla
byt vyuzita ke stanoveni konce dormance.
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Cile prace

1.

Vypracovani literarni reserSe s klicovymi slovy: cibule, Salotka, flavonoidy, malé
sacharidy, fruktany, fruktan-p-(2,1)-fruktosidasa

Srovnani flavonolli, malych sacharidl a fruktanti ve vybranych polozkach Salotky
z kolekce Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby, v.v.i.

Porovnani mnozstvi obsahovych latek v Salotce mezi dvéma vegetacnimi obdobimi
Porovnani mnozstvi obsahovych latek v Salotce s cibuli

Volba vhodné metody stanoveni enzymové aktivity fruktan-f-(2,1)-fruktosidasy



1 UVOD

Cibule kuchynska (Allium cepa L.) a jeji poddruh cibule Salotka (Allium cepa var.
aggregatum L.) maji vyznamnou roli nejen v kulinafstvi pro svou unikatni chut’, ale také
prebiotické, antimikrobialni nebo antimykotické. Zminéné vlastnosti souvisi
s chemickym slozenim cibule, kdy se pfedevSim jednd o slouceniny obsahujici siru,
fenolové slouceniny (flavonoidy), saponiny nebo fruktany. Potraviny rostlinného ptivodu
obsahuji nejen dulezité ziviny, ale také latky, které piiznivé ptisobi na lidsky organismus
nebo maji vyznam prevence vzniku onemocnéni. Tato skupina latek se oznacuje jako
fytochemikalie, kam patii i flavonoidy (Schreiner a Huyskens-Keil, 2006). Flavonoidy
jsou vyznamnou skupinou sekundarnich metabolitl, kterd ochranuje rostliny pfed UV
zafenim, parazity nebo patogeny. Flavonoly jsou podtiidou flavonoidi s nejvétsim
vyznamem. Hlavnim flavonolem cibule i Salotky je kvercetin, ktery se nejcastéji
vyskytuje ve formach 3,4'-O-diglukosidu a 4'-O-glukosidu. Primarni metabolismus je
dualezity pro rist a vyvoj, respiraci nebo fotosyntézu. Malé rozpustné sacharidy se fadi
mezi primarni metabolity, které maji také vyznam v signalnich drahach a ochrané rostlin
proti abiotickému stresu. Cibule béhem rlstu zasobniho organu uklada fruktosu piipadné
glukosu ve form¢ fruktant, kde jsou jednotlivé podjednotky spojeny vazbou
B-fruktofuranosyl-fruktosa. Inulin a jeho neosérie jsou typem fruktanu, ktery je typicky
v cibuli. Fruktany rostlin¢ slouzi jako energeticka rezerva a ochrana proti abiotickym
strestim.

Genova banka Vyzkumného ustavu rostlinné vyroby, v.v.i. je instituce zabyvajici se,
mimo jiné, uchovavanim a péci o genetické zdroje rostlin, které zahrnuji geny, kombinace
genll nebo genotypt. Prikladem jsou semena, hlizy nebo jiné reprodukéni ¢asti rostlin,
které mohou byt pouzity k vytvotreni novych odrid s vyhodnéj$imi hospodarskymi znaky,
tj. zvySena odolnost k chorobam, sktidctim nebo vliviim okolniho prostiedi. Vyznamnou
¢innosti genové banky je hodnoceni variability kolekci pomoci popisnych deskriptorti
zahrnujici morfologické, biologické a hospodaiské znaky a cytologickou charakterizaci
(pocet chromozomd, ploidie). Morfologické znaky se tykaji celkového vzhledu rostliny
a jednotlivych ¢asti (kotfen, stonek, list, kvét, kvétenstvi, plod, semeno). Biologické
a hospodarské znaky popisuji vegetacni faze rastu, kveteni nebo dozravani semen,
obsahové latky a odolnost vii¢i biotickym a abiotickym stresiim. Popisnd data jsou

zaznamenana ve stupnici 0-9, kdy O znamena nepfitomnost znaku, 1 je nejnizsi a 9
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nejvyssi urovenn projevu znaku. Veskerd data jsou ulozena v informacnim systému
genetickych zdroji rostlin Ceské republiky GRIN Czech (Hybl et al., 2016). Cibule
Salotka je v databazi popsana pomoci deskriptorii riistu, morfologie a fyziologie (GRIN
Czech 1.9.1). Diplomova prace se zabyva screeningem vysokého poctu kultivara Salotek
ze dvou vegetacnich obdobi a obohaceni databaze o chemickou analyzu, ktera je dilezita
pro zjisténi rozsahu variace jednotlivych komponent. Doplnéna informace muze slouzit
spotiebitelim nebo vyzkumnym ucelim jako nastroj pii vybéru vhodného kultivaru
Z hlediska vyzivové hodnoty, odolnosti proti vnéj$im vliviim nebo chuti.

Hladiny rostlinnych  metaboliti  jsou silné¢ ovliviiovany  genetickymi
a environmentalnimi faktory, podminkami transportu nebo uskladnénim. Ptikladem je
inulin, ktery je béhem skladovani hydrolyzovan enzymem fruktan-p-(2,1)-fruktosidasa.
Piedpoklada se, Ze enzymova aktivita fruktan-p-(2,1)-fruktosidasy by mohla byt vyuzita
k predikci konce dormance a hodnoceni kvality cibuli. Cast diplomové prace je zaméfena

na vybér vhodné metody méfeni enzymové aktivity.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Rod ¢esnek (Allium)

Zelenina rodu ¢esnek (Allium) jiz nekolik stoleti hraje vyznamnou roli nejen v kulinafstvi
pro svou chut, ale i v tradi¢ni mediciné pro fadu zdravi prospé&$nych G¢inka (Rivlin,
2001). Cesnek je ptirozené distribuovan po severni polokouli predeviim v sezénné
suchych oblastech. V rodu Ize nalézt fadu ekonomicky vyznamnych druhd, napt. cibuli
kuchyniskou (Allium cepa L.), ¢esnek kuchynsky (Allium sativum L.), cibuli zimni (Allium
fistulosum L.), por letni (Allium ampeloprasum L.) nebo pazitku pobiezni (Allium
schoenoprasum L.; Friesen et al., 2006; Li et al., 2010).

Dnesni taxonomicka klasifikace zafazuje rod cesnek do tadu chiestotvaré
(Asparagales), ¢eledi amarylkovité (Amaryllidaceae) a podceledi ¢esnekové (Allioideae;
Chase et al., 2009). Rod ¢esnek, ktery je dale rozdélen do 15 podrodii a 72 sekcli, se s vice
jak 850 druhy tfadi mezi nejrozsahlejsi rody jednodéloznych rostlin. Cibule kuchynska
a cibule Salotka (Allium cepa var. aggregatum L.) jsou klasifikovany do podrodu Cepa
v sekci Cepa (Mill.) Prokh (Friesen et al., 2006; Wheeler et al., 2013).

2.1.1 Cibule kuchynska (Allium cepa L.)

Cibule kuchynska (Allium cepa L.) je nejrozsifenéjSim druhem rodu ¢esnek. Znaénym
kfizenim vznikla fada odrid a forem, které lze péstovat na kazdém kontinentu kromé
extrémné severnich, vlhkych tropickych a subtropickych oblasti (Puizina, 2013).

Cibule kuchyniska je dvouletd rostlina, kdy tzv. vegetativni doba rlstu je ukoncena
produkci cibule (bulbus). Vernalizaci nasleduje obnoveny rapidni rlst listli, vytvoteni
nekolika valcovitych stonki, které produkuji jeden okolik slozeny z ptiblizné 200 kvéth.

Kazdy kvét produkuje maximalné Sest cernych semen (Griffths et al., 2002).

2.1.1.1 Cibule (bulbus)

Z rostlinného téla cibule kuchynské se konzumuje nejen cibule (bulbus), ale i listy. Cibule
je zduznatély zasobni organ listového a stonkového ptivodu. Cibule A. cepa (Obr. 1) je
suknicitd a vznikd zduznaténim dolnich ¢asti vétsiho poctu listli. Podpuci (podcibuli) je
siln¢ zkraceny stonek, na kterém vyristaji adventivni kofeny, zduznatélé baze listh

(suknice) a apikalni vrcholovy pupen. Suknice jsou uspotfadany Vv Soustiednych vrstvach
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zduzZnatélé listové baze
(suknice)

pupen rustového
vrcholu

podpuc¢i (podcibuli)

Obr. 1 Suknicita cibule (pfevzato z Vinter a Machackova, 2013).

(Vinter a Machackova, 2013). Odrudy cibule vykazuji velkou rozmanitost fyziologickych
a morfologickych znakli. Mohou se liSit barvou, tvarem, velikosti, mnozstvim susiny,
Stiplavosti nebo koncentraci biologicky aktivnich latek (Griffths, et al., 2002).

Voda tvoti vétsinu Cerstvé hmoty cibule, tj. ptiblizné 90-95 % (Sance et al., 2008).
Cibule podobné jako jina zelenina slouzi k pfijmu vitamini a mineralt, avSak
nestrukturni sacharidy (tj. glukosa, fruktosa, sacharosa a fruktany), které mohou zaujimat
az 80 % susiny, tvoii vétsinu piijatych zivin (Darbyshire a Henry, 1979).

2.1.1.2 Biologicka aktivita cibule kuchynské

Extrakty cibule kuchynské vykazuji fadu biologickych aktivit vCetné antioxidacni
(Nuutila et al., 2003), prebiotické (Gibson et al., 1995), antimikrobialni (Elnima et al.,
1983), antimykotické (Shams-Ghahfarokhi et al., 2006), antiagregacni (Moon et al.,
etal., 2011). Tyto vlastnosti jsou spojené s chemickym sloZenim cibule a pfitomnosti
nekolika skupin bioaktivnich latek. Jedna se predevSim o slouCeniny obsahujici siru,
fenolové slouceniny, saponiny nebo fruktooligosacharidy a fruktany (Corzo-Martinez
et al., 2007).

Jednou skupinou fenolovych sloucenin jsou flavonoidy (kapitola 2.2), kam patii
podtiida flavonoly. Nejvice biologicky aktivnim flavonolem je kvercetin. McAnlis et al.
(1999) ukazali, ze je mozné piijimat kvercetin ze stravy v takovém mnozstvi, aby doslo
na urcitou dobu ke zvySeni celkové antioxidacni kapacity plazmy. Antioxidacni

-----

12



onemocnéni. Egert et al. (2009) pozorovali snizeni krevniho tlaku a oxidovanych
lipoproteinti o nizké hustoté u rizikové skupiny obéznich subjekta.

Lidsky travici systém neobsahuje hydrolytické enzymy schopné hydrolyzy fruktant
(kapitola 2.4). Avsak bakterie stievni mikroflory rapidné fermentuji fruktany, coz spolu
se snizenim pH stimuluje rast pro ¢loveéka prospésnych bakterii rodt Bifidobacterium
a Lactobacillus (Gibson et al., 1995). Fruktany kromé prebiotického efektu podporuji
snizovani hladiny glukosy, insulinu a triacylglycerolii v krevnim séru (Rumessen et al.,
1990; Brighenti, 2007), lepsi absorpci minerala (Scholz-Ahrens a Schrezenmeir, 2007),
snizovani rizika rakoviny tlustého stteva (Allsopp et al., 2013) nebo stimulaci imunitniho
systému (Vogt et al., 2013). Na druhou stranu mohou fruktany zptsobit nadymani,
zaludecni bolesti a kiece nebo prijem. U zdravych jedinct se zminéné ptiznaky projevuji
az pii nadmérné konzumaci (Briet et al., 1995).

Vétsina prospésnych a terapeutickych vlastnosti zeleniny rodu ¢esnek je ptisuzovana
slouc¢eninam obsahujici siru. Cibule se vyuziva jako ingredience v mnoha pokrmech diky
své unikatni Stiplavé chuti a aromatu. Zminéné vlastnosti jsou zplsobené degradaci
prekurzori S-alk(en)yl-L-cysteinsulfoxidu, které jsou netékavé, bez chuti a zapachu,
enzymem allinasou (EC 4.4.1.4). V rostlinnych bunkach jsou cysteinsulfoxidy
lokalizovany v cytoplazmé&, enzym naopak ve vakuole (Lancaster a Collin, 1981).
Po naruseni rostlinného pletiva vznika pyruvat, amoniak a nestabilni sulfenové kyseliny.
Sulfenové kyseliny samovolné kondenzuji a vznikaji nestabilni thiosulfinaty, které se
rozkladaji na fadu siln€ vonicich tékavych polysulfidii (Block, 1992). V cibuli jsou
ptritomné tii cysteinsulfoxidy (Obr. 2): methiin (S-methyl-L-cysteinsulfoxid), propiin
(S-propyl-L-cysteinsulfoxid) a isoalliin (S-(prop-1-en-1-yl)-L-cysteinsulfoxid; Fritsch
a Keusgen, 2006). Chut cibule je komplexni a podili se na ni vice sloucenin. Sladkost je
dal§im senzorickym parametrem, diky pfitomnosti malych sacharidii. Nicméné je Casto
utlumena Stiplavosti a byva vnimana az po tupravé cibule napiiklad vafenim (Crowther

et al., 2005). Flavonoidy maji naopak hotkou chut’ (Vidal et al., 2004).

0 O O
Hsc\g /\(COOH ch\/\g /YCOOH H3C\/\IS|/\rCOOH

NH, NH, NH,

Obr. 2 Prekurzory chuti cibule kuchynské: methiin, isoalliin, propiin.
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2.1.2 Cibule $alotka (Allium cepa var. aggregatum L.)

Cibule $alotka byla diive zafazena jako samostatny druh Allium ascalonicum L., ale nyni
je klasifikovéana jako poddruh cibule kuchynské. Salotka se péstuje v mnohem mensim
meéftitku, avsak z jedlych plodin rodu cesnek se nejlépe prizplisobuje tropickému
a subtropickému podnebi. V jihovychodni Asii a nékterych africkych statech je proto
upiednostiovano péstovani Salotky (Phuong et al., 2006; Puizina, 2013).

Cibule Salotka je vytrvalad rostlina, ktera ma podlouhlé vej¢ité cibule s vedlejSimi
cibulkami ¢lunkovitého charakteru. Typickym znakem je, ze pfi ristu vytvari shluk
cibuli. V kvétnim okoliku vznikaji pacibulky, vyjimecné i semena (Maly et al., 1998).
Na Obr. 3 je ukazana morfologicka diverzita tvaru cibule Salotky a cibule kuchynské.

Studii testovani biologické aktivity a u¢inkl na zdravi je podstatné méné nez v piipadé
cibule kuchynské. Beretta et al. porovnavali antiagrega¢ni a antioxidacni aktivity
zeleniny rodu ¢esnek. Biologické aktivity Salotky byly ve srovnani s cibuli vyrazné vyssi
(Beretta et al., 2017). Salotka je navic vyznamna pro antimykotické (Teshima et al.,
Obdobné¢ jako cibule uklada fruktosu ve formé fruktant (Muir et al., 2007). Koncentrace
S-alk(en)yl-L-cysteinsulfoxidu je v Salotce nizsi (Fritsch a Keusgen, 2006).

Obr. 3 Morfologicka diverzita cibuli cibule kuchyniské (A) a cibule salotky (B).
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2.2 Flavonoidy

2.2.1 Chemicka struktura a vyskyt

Fenolové latky jsou slouceniny s minimalné jednim hydroxylovanym aromatickym
kruhem. Nejrozsahlejsi skupinou fenolovych latek jsou flavonoidy s vice jak 7000
chemickymi strukturami (Crozier et al., 2009; de Villiers et al., 2016).

Flavonoidy jsou polyfenolické slouceniny slozené¢ ze dvou benzenovych kruht
(znacené A, B), které jsou spojené heterocyklickym pyranovym kruhem nebo
dihydropyranem (znaceny C). Podle pozice vazby kruhu B na kruh C lze flavonoidy
rozd¢lit na flavonoidy (C2) a isoflavonoidy (C3; Obr. 4). Na zékladé chemické struktury
se flavonoidy déli do podtiid: anthokyanidiny, flavanoly, flavony, flavonoly, flavanony,
isoflavony, flavandioly a dihydroflavonoly. Podttidy flavonoida se 1isi stupném oxidace
a substituci kruhu C. Jednotlivé slouceniny v ramci podtiid se lisi typem substituce
na kruhu A nebo B (Cook a Samman 1996; Kumar a Pandey, 2013). NejcastéjSimi
substitucemi jsou hydroxylace v polohéach 5, 6, 7, 3', 4", 5" a glykosylace pozici 3 a 7.
Methylace, sulfatace, hydrogenace, isoprenylace a malonylace patii mezi v ptirod¢ se
vyskytujici modifikace flavonoidi. Typ substituce ovliviiuje chemické vlastnosti
flavonoidd. Zatimco sacharidy a hydroxylové skupiny zvySuji rozpustnost ve vode,
isoprenylové nebo methylové skupiny €ini flavonoidy lipofilnimi (Aherne a O’Brien,
2002; Halbwirth, 2010). Zakladni chemické struktury nejdilezitéjSich podtiid jsou
popsany v Tab. 1.

Flavonoidy se v rostlinach pfirozené vyskytuji jako O-glykosidy, zfidka ve formé
aglykonu, tzn. bez sacharidového zbytku. Nejbéznéji navazanym sacharidem je glukosa
a dale se vyskytuje galaktosa, rhamnosa, xylosa, arabinosa a vzacné manosa, fruktosa,
kyselina glukuronova a galakturonova (Iwashina, 2000). Jsou distribuovany ve vSech
rostlinnych organech, nejcastéji ve vakuolach kvétd, list, stonkd a kotent. Flavonoidy
byly také detekovany v bunécném jadie, membranach a chloroplastech, coz mtze byt
asociovano s ochranou pied oxidativnim poskozenim (Hutzler et al., 1998; lwashina,

2000; Feucht et al., 2007).
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Obr. 4 Zakladni chemické struktury flavonoidt (vlevo) a isoflavonoidi (vpravo).

Tab. 1 Chemické struktury nejvyznamnéjsich flavonoidnich podtiid (Busko et al., 2014)

Podtrida Nenasycenost v kruhu C Funkéni skupina kruhu C
Flavanoly - 3-hydroxy
Flavanony - 4-0x0

Flavony C2-C3 dvojna vazba 4-0x0
Flavonoly C2-C3 dvojna vazba 3-hydroxy, 4-ox0

Anthokyanidiny C1-C2, C3-C4 dvojné vazby 3-hydroxy
Isoflavony” C2-C3 dvojn4 vazba 4-0X0

“ Kruh B je vazan na C3 kruhu C.

2.2.1.1 Flavonoly

vvvvvv

témet u vSech rostlin. Biosyntetické drahy flavonolt jsou pfitomné i v kapradinach
(Markham a Viotto, 1988) nebo mesich (Webby et al., 1996).

Zakladni skelet flavonolii ma hydroxylovou skupinu na pozici C3 a dvojnou vazbu
mezi C2 a C3. Flavonoly jsou nejcastéji hydroxylované na C3'a C4' (Aherne a O’Brien,
2002). Vétsina flavonolit se pfirozené vyskytuje ve formé¢ O-glykosidl, ziidka
C-glykosidt. Jsou zndmé 3-, 7-, 3'-, 4'-glykosidy a jejich rizné kombinace. Nejcastéji
navazanymi sacharidy jsou glukosa, galaktosa, arabinosa a rhamnosa (lwashina, 2000).
Glykosidy jsou lokalizovany pfedev§im v nadzemnich ¢astech rostliny, hlavné v listech,
kvétech a slupkach plodi. V podzemnich organech se obvykle flavonoly vyskytuji pouze
ve stopovych mnozstvich s vyjimkou cibule (kapitola 2.2.5), ktera se fadi mezi potraviny
s nejvyss§im obsahem flavonold (Aherne a O’Brien, 2002). Kvercetin, kaempferol,
isorhamnetin, myricetin, jejichz strukturni vzorce jsou na Obr. 5, patfi mezi flavonoly

nejvice zastoupené v dieté (Crozier et al., 2009).
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Isorhamnetin Myricetin

Obr. 5 Strukturni vzorce flavonolu.

2.2.2 Biosyntéza flavonoidu a kvercetinu

Biosyntézy flavonoidd jsou schopné pouze rostliny a par druhtt hub, napt. Aspergillus
candidus (Bird a Marshall, 1969). Prekurzory zakladniho flavonoidniho skeletu pochazeji
z metabolismu sacharidu, tj. glykolyzy (kapitola 2.3.2.2) a pentosafosfatového cyklu.

Biosyntéza  kombinuje  vyznamné metabolické drdhy, tj. Sikimatova,
fenylpropanoidova a polyketidova draha. Sikimatova dréha, kterda ma 7 kroki, vede
Kk syntéze aromatickych sloucenin. Prvnim krokem je tvorba
3-deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-fosfatu  (DAHP) kondenzaci fosfoenolpyruvatu
(PEP) a erythrosa-4-fosfatu (Obr. 6) za pfitomnosti enzymu DAHP-synthasy
(EC 4.1.2.15). Nasleduji dil¢i reakce oxidace, redukce, eliminace, dehydratace
a kondenzace s dalsi molekulou PEP. Koncovym produktem je kyselina chorismova
(Obr. 6; Herrmann a Weaver, 1999). Z kyseliny chorismové tfemi kroky vznika
fenylalanin. Prvni je reakce chorismatmutasy (EC 5.4.99.5) a vzniku prefenatu. Nasleduje
aminotransferasova reakce za syntézy arogendtu a reakce arogenatdehydratasy (EC
4.2.1.91) produkuje fenylalanin (Obr. 6; Jung et al., 1986). Se sikimatovou drahou tizce
souvisi fenylpropanoidova draha. Prvni enzym fenylalaninamoniaklyasa (EC 4.3.1.24)
katalyzuje neoxidativni deaminaci fenylalaninu na trans-skoficovou kyselinu. Nasleduje
hydroxylace cinnamat-4-hydroxylasou (EC 1.14.13.11) a reakce p-kumaroyl-CoA-ligasy
(EC 6.2.1.12) za vzniku p-kumaroyl-CoA (Obr. 6; Dixon et al., 2002).
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Obr. 6 Biosyntéza kvercetinu.

a Sasaki,

Karboxylaci acetyl-CoA enzymem acetyl-CoA-karboxylasou (EC 6.4.1.2) vznika
malonyl-CoA, ktery je prekurzorem polyketidové drahy syntézy flavonoidid (Konishi

polyketidsynthas, které katalyzuji sérii dekarboxyla¢nich kondenzac¢nich reakci a tvorbu
polyketidovych fetézct lisici se délkou, slozenim a koneénymi modifikacemi (Jez et al.,
2001). Pro syntézu flavonoidi je vyznamny enzym chalkonsynthasa (EC 2.3.1.74), ktery

katalyzuje sekven¢ni kondenzaci tii acetdtovych jednotek pochézejicich z malonyl-CoA
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na startérovou molekulu p-kumaroyl-CoA. Vznika tetraketidovy meziprodukt, nasleduje
intramolekularni cyklizace a tvorba chalkonu (4,2',4',6'-tetrahydroxychalkon; Ferrer
etal., 1999). Chalkonisomerasa (EC 5.5.1.6) stereospecificky tidi dopliujici cyklizaci
za vzniku kruhu C a formaci naringeninu (Obr. 6; Jez et al., 2000). Naringenin se fadi
mezi flavanony a je prekurzorem dalSich flavonoidi vcetné kvercetinu. Biosyntézu
flavonoidd doprovazi velka skupina v cytosolu rozpustnych enzymi, napi. isomerasy,
reduktasy, hydroxylasy, glykosyltransferasy nebo methyltransferasy (Winkel-Shirley,
1999).

Biosyntéza kvercetinu pokracuje hydroxylaci naringeninu v pozici C3 enzymem
flavanon-3-hydroxylasou (EC 1.14.11.9) za vzniku dihydrokaempferolu (Obr. 6), ktery
se fadi do podtiidy dihydroflavonolll (Britsch a Grisebach, 1986). Nasleduje oxidacni
reakce flavonolsynthasy (EC 1.14.11.23) a produkce flavonolu kaempferolu. V piipadé
biosyntézy kvercetinu enzym flavonoid-3'-hydroxylasa hydroxyluje v kruhu B pozici C3
(Obr. 6; Hagmann et al., 1983).

Kone¢nym krokem je glykosylace flavonoll skupinou enzymt glykosyltransferasy.
Enzymy vykazuji velkou substratovou specifitu, kde UDP-sacharidy jsou donorovymi
molekulami. Napiiklad jeden z nejbéznéjsich flavonoll kvercetin-3-O-glukosid vznika

reakci UDP-glukosa:flavonol-3-O-glukosyltransferasy (EC 2.4.1.91; Ford et al., 1998).

2.2.3 Biologicka aktivita v rostlinach

Flavonoidy jsou ¢asto spojovany s ochranou rostlin pfed UV zafenim, avSak jejich
mechanismus ve fotoprotekci nebyl zcela objasnén (Pollastri a Tattini, 2011). Kvili
narusené ozonoveé vrstvé se do atmosféry dostava vice kratkovinného slune¢niho UV-B
zateni o vlnovych délkach 280-315 nm, které ma negativni vliv na biosféru. Stresové
faktory biotické a abiotické povahy véetné UV-B zatfeni zvySuji v rostlinach produkci
reaktivnich forem kysliku (ROS), které se podileji na vzniku oxidacniho stresu (Jenkins,
2009). Antioxidanty vyhledavaji a kontroluji tvorbu volnych radikald, a tim zabranuji
oxidativnimu poskozeni bunécnych komponent (Percival, 1998). Antioxidacni aktivita
flavonoidii je dana pfitomnosti hydroxylovych skupin, které jsou schopné redukce,
donoru vodiku nebo chelatace pro rostlinu $kodlivych kovovych iontti (Leopoldini et al.,
2006). Vétsina flavonoidli schopnych absorpce UV zafeni s vyjimkou acylovanych
derivatl nemaji absorpéni maximum v rozmezi vlnovych délek UV-B zafeni, a proto
neposkytuji nejlepsi ochranu (Harborne a Williams, 2000). AvSak pii ozafeni listt UV-B

zéatenim, byla biosyntéza flavonoidii predevsim flavonolii zna¢né€ zesilena oproti ostatnim
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fenylpropanoidim. Jejich akumulace byla zvySena nejen v epidermélnich bunikach listt,
ale 1 v bunkach mesofylu a ve zlaznatych trichomech (Tattini et al., 2000). Také je
zajimavé, Ze byl pozorovan prudky vzrist koncentrace kvercetin-glukosidu oproti
acylovanému derivatu kaempferolu majici vétsi potencial absorpce UV-B zateni
(Gerhardt et al., 2008). Hlavni funkci flavonoida ve fotoprotekei rostlin pravdépodobné
neni absorpce zafeni, ale chranéni bunéénych komponent pied oxida¢nim stresem
redukovanim ROS vzniklych nésledkem penetrace UV-B zaieni (Pollastri a Tattini,
2011).

Flavonoidy se rovnéz podili na odpuzovani herbivort, patogent a paraziti, atraktanci
pudnich bakterii nebo rozptylovani semen a pylu (Cook a Samman 1996; Gough et al.,
1997). Aglykony flavonold jsou napiiklad nezbytné pro kli¢eni pylového zrna a rustu
pylové lacky (Mo et al., 1992). Anthokyany se nejvice podileji na pigmentaci rostlinnych
organti. Kopigmentace anthokyani s glykosidy flavonolt a vliv pH vyrazné ovlivituje
barvu ovoce a kvéta (Yoshitama et al., 1992).

Flavonoidy mohou negativné regulovat auxinovy transport. Flavonoidni inhibice se
projevila gravitropismem a zpomalenim ristu kofend. Fenotypové zmény byly podobné

aplikaci syntetickych inhibitorti transportu (Brown et al., 2001).

2.2.4 Flavonoidy v cibuli kuchynské

Flavonoly zastupuji pfedev§im derivaty kvercetinu, v menSim méfitku kaempferolu
aisorhamnetinu.  Hlavnimi  flavonoly cibule jsou  kvercetin-4'-O-glukosid
a kvercetin-3,4'-O-diglukosid, které piedstavuji vice jak 85 % celkového mnozstvi
flavonoidt (Tsushida a Suzuki, 1995). Bonaccorsi et al. (2008) srovnavali mnozstvi
flavonold v cibulich a Salotkach, kdy mnozstvi kvercetin-3,4'-O-diglukosidu bylo
Vv Salotkach témét dvojnasobné. Distribuce flavonoli zalezi nejen na environmentalnich
podminkach, ale i na genotypu. Patil et al. (1995) analyzovali 75 kultivaru cibule a zjistili,
ze nejvice kvercetinu bylo ve zlutych odrtidach, nasledovaly ¢ervené odrtidy a v bilych
odrdach byla pouze stopova mnozstvi. Jednotlivé suknice cibule se také 1isi v obsahu
flavonoidi. Mnozstvi kvercetinu se snizovalo v pofadi: prvni suknice s zivymi buiikami,
vnéjSi sucha suknice a vnitini jedld cast. Suchd suknice také obsahovala nejvice

kvercetinu ve form¢ aglykonu (Beesk et al., 2010).
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Obr. 7 Strukturni vzorce kyanidin-3-(6 -malonylglukosidu) (A) a taxifolinu (B).

Cervené cibule jsou bohaté na anthokyany, napi. kyanidin-3-(6'-malonylglukosid)
(Obr. 7), kyanidin-3-glukosid a kyanidin-3-(3'-glukosylglukosid). Vét§ina anthokyani
v cibuli je glykosylovéana na pozici C3 (Fossen et al., 1996).

V cibuli byly detekovany i dihydroflavonoly, kde zakladni strukturou je taxifolin
(Obr. 7), napt. taxifolin-7-glukosid (Corea et al., 2005).

2.2.5 Metody stanoveni flavonoidu

Analyza jakéhokoliv metabolitu vyZaduje ptipravu vzorku. Pevné materialy jsou Casto
nejdiive vysuSeny na vzduchu nebo lyofilizovany a nasledné¢ homogenizovany. Kapalné
vzorky jsou filtrovany nebo centrifugovany.

Extrakce je separacni metoda, pii které prechazi slozka ze smési latek v kapalné ¢i
tuhé fazi do extrakéniho roztoku (Stalikas, 2007). Flavonoidy jsou extrahovany
methanolem, ethanolem, acetonem, vodou nebo smési téchto rozpoustédel. Macerace,
zahfivani pod refluxem a Soxhletova extrakce patii mezi tradi¢ni jednoduché metody
s vysokymi vytéZky, nicméné jsou ¢asove narocné a vyzaduji relativné velkou spotiebu
rozpoustédla (Zhu et al., 2010). Mezi moderni extrakéni techniky, které se vyuzivaji pii
praci s flavonoidy, patii naptiklad ultrazvukem asistovana extrakce (UAE), superkriticka
fluidni extrakce (SFE) a mikrovinné asistovand extrakce (MAE). Tyto metody jsou
jednoduché na provedeni, zkracuji dobu extrakce a snizuji spotiebu rozpoustédla (Lin
etal., 1999; Zhu et al., 2010). Hrubé rostlinné extrakty lze dale precistit, odsolit nebo
zakoncentrovat extrakci na pevné fazi (SPE; Rostagno et al., 2005).

Nekteré publikace se zaméiuji na stanoveni sumy aglykont, v téchto ptipadech je
nutna kysela, alkalicka nebo enzymova hydrolyza glykosidové vazby. Haghi a Hatami
(2010) extrahovali a hydrolyzovali flavonoidy vodnym roztokem methanolu s kyselinou

chlorovodikovou.

21



Spektrofotometrické metody jsou nejjednodussi pro kvantitativni stanoveni celkovych
flavonoida. Ptikladem je tvorba barevného komplexu (510 nm) hydroxylovych skupin
S hlinitymi ionty v pfitomnosti dusitanu sodného (Zhishen et al., 1999).

Pro separaci a kvantifikaci flavonoidl se vyuziva fada chromatografickych metod.
Chromatografie vyuziva déleni slozek mezi dvé faze, tj. mobilni a staciondrni, na zakladé
rozdilné afinity. Podle typu mobilni faze lze chromatografii rozd¢€lit na plynovou
a kapalinovou (Sobotnikova et al., 2010). Plynova chromatografie (GC) zvlasté
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) se vyznacuje vysokou citlivosti,
selektivitou a vyuziva se i pro strukturni analyzy. V ptipadé flavonoidu je nutna chemicka
derivatizace, ktera zvySuje tékavost stabilnich analyti. Piikladem je silylace
hydroxylovych skupin ¢inidly trimethylchlorosilan (TMCS)
a N,O-bis(trimethylsilyDtrifluoroacetamid (BSTFA) v dimethylformamidu (DMF; Deng
a Zito, 2003; Stalikas, 2007).

Vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie (HPLC, high performance liquid
chromatography) je nejcastéji uzivanou separaéni metodou analyzy flavonoidu.
Flavonoidy jsou separovany v systému reverznich fazich na kolonach C18
(oktadecylsilan). Elu¢ni systém byva sloZen ze dvou mobilnich f4zi, kdy jedna je vodna
okyselend faze (napt. kyselina octovd, mravenci, fosforetna) a druhou fazi je méné
polarni organické rozpousStédlo (methanol, acetonitril; Merken a Beecher, 2000).
Flavonoidy jsou b&ézné detekovany pomoci UV/VIS a detektoru diodového pole (DAD).
Vyhodou DAD je skenovani spekter v redlném case vSech analytli prochazejicich
detektorem (Stalikas, 2007). Schopnost flavonoidli absorpce UV/VIS zéfeni je déana
pfitomnosti konjugované dvojné vazby a aromatickych jader. Prvni absorpéni maximum
je v oblastech 240-285 nm diky kruhu A. Druhé absorpéni maximum kruhu B je
v rozmezi vinovych délek 300-550 nm (Kumar a Pandley, 2013). Obr. 8 ukazuje

absorp¢ni spektrum kvercetinu.
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Obr. 8 Absorp¢ni spektrum kvercetinu (upraveno a pievzato z Merken a Beecher, 2000).

Identifikaci alifatickych acylovych skupin nebo glykosidii nelze provést pomoci
HPLC-DAD, protoze tyto skupiny nemaji silné UV chromofory. Spojeni HPLC-MS
s ionizaci elektrosprejem umoznuje nejen jejich identifikaci, kvantifikaci ale také
strukturni analyzy (Bonaccorsi et al., 2008). Nuklearni magneticka resonance (NMR) je
nezbytnym nastrojem pro objasiovani chemickych struktur. NMR je zaloZena
na rezonanci atomového jadra v extern¢ aplikovaném magnetickém poli (Pykett et al.,
1982). Kvalitativni analyza je provedena na zédkladé chemickych posunil a interakénich
konstant v 3C nebo 'H spektrech, kdy je mozné v piipadé flavonoidii uréit mista
methylace, glykosylace a acylace a za ur¢itych podminek i identifikaci sacharida
(Markham et al., 1978).

Celkovou antioxidacni kapacitu rostlinnych extrakti lze stanovit fadou
spektrofotometrickych metod. Esej FRAP (ferric reducing antioxidant power) je zaloZena
na schopnosti antioxidantd redukovat zelezity komplex 2,4,6-tripyridyl-S-triazin. Metoda
CUPRAC (cupric reducing antioxidant capacity) je zaloZzena na redukci méd’natych iontd
a vzniku barevného produktu komplexaci méd'nych iontli s neokuproinem. Metoda DPPH
(2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) vyuziva radikal DPPH’, ktery je stabilni a fialové
zbarveny. Béhem reakce dochazi k redukei radikalu a snizovani absorbance (Prior et al.,

2005).
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2.3 Malé nestrukturni sacharidy

2.3.1 Vyskyt, chemicka struktura a vlastnosti

Sacharidy jsou nedilnou soucasti rostlin i1 zivodichl, kde se vyskytuji volnég,
modifikované mohou byt soucasti naptiklad bunécnych stén nebo jsou uloZeny jako
zasobni polysacharidy. Sacharidy lze podle délky fetézce rozdé€lit na monosacharidy
(glukosa, fruktosa), disacharidy (sacharosa), oligosacharidy (fruktooligosacharidy)
a polysacharidy (fruktany). Prvni dvé zminéné skupiny budou rozebrany v této kapitole,
posledni dv¢ v kapitole 2.4.

Monosacharidy se dé€li podle poc¢tu atomi uhliku na triosy, tetrosy, pentosy, hexosy
a heptosy nebo podle ptitomnosti aldehydové ¢i ketonové skupiny na aldosy a ketosy.
Na zakladé této klasifikace je glukosa aldohexosa a fruktosa ketohexosa. Sacharidy maji
rizné varianty izomerie. Konfiguraci D nebo L urcuje poloha hydroxylové skupiny
na stereogennim centru, které je nejvzdalenéjsi vici karbonylové skupiné. V piirod¢€ se
vétSina monosacharidii vyskytuje v konfiguraci D a ve Fisherové projekci hydroxylova
skupina sméfuje doprava (Obr. 9). Ve vodnych roztocich sacharidy vytvari cyklické
hemiacetaly, kdy nejcastéji vznika Sesticlennd pyranosa nebo péti¢lenna furanosa, které
se znazornuji Haworthovou projekei (Obr. 9). Pii cyklizaci monosacharidu se z atomu
uhliku karbonylové skupiny vytvafi nové stereogenni centrum. Takto vzniklé dva
diastereoisomery se nazyvaji anomery a hemiacetalovy atom uhliku je oznacovan jako
anomerni centrum. V piipadé D-glukosy se anomer, ktery ma -OH skupinu na C1
orientovanou trans vici substituentu -CH2OH vazanému k atomu uhliku C5 nazyva
a-anomer, v opa¢ném pripad¢é se jedna o B-anomer (Obr. 9; McMurry, 2007; Gleason
a Chollet, 2012a; Murray et al., 2012a).

NS oA OH
H OH —0O H O H HO o OH
HO H HO——H <, H . S
H OH H——oH | S H O
H OH H—1—OH ! oh "
oH “SoH
D-glukosa D-fruktosa a-D-glukopyranosa o-D-fruktofuranosa

Obr. 9 Fisherova a Haworthova projekce (Cervena — aldosa, ketosa; zelend — D-sacharid;
fialova — a-anomer).
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Obr. 10 Chemicka struktura sacharosy (a-D-glukopyranosyl-B-D-fruktofuranosid).

Karbonylovou skupinu Ize ve stadiu acyklické struktury redukovat na ptislusné
polyalkoholy zvané alditoly. Aldosy také snadno oxiduji na odpovidajici aldonové
kyseliny v reakci naptiklad s Fehlingovym ¢inidlem (Cu?* ve vodném alkalickém roztoku
vinanu sodného) nebo Tollensovym ¢inidlem (Ag* ve vodném amoniaku) za vzniku
vyredukovanych kovu, respektive oxidu méd’ného. Obé reakce se pouzivaji k dukazu
ptitomnosti redukujicich sacharidi. I kdyz je fruktosa ketosa, je schopna redukovat
zminéna Cinidla. Tato skuteCnost je zptisobena rychlou izomeraci v bazickém prostredi
sérii rovnovaznych keto-enol tautomernich pfesmykd. Na druhou stranu sacharosa
(a-D-glukopyranosyl-f-D-fruktofuranosid; Obr. 10) nema volnou hemiacetalovou

skupinu, a proto neni schopna redukce ¢inidel (McMurry, 2007).

2.3.2 Metabolické drahy malych sacharidi

Hlavni metabolické drahy biosyntézy i degradace sacharidl jsou dulezitymi slozkami
primarniho metabolismu a jsou nezbytné pro vSechny zivé organismy. Syntéza fady

sekundarnich metaboliti vychazi z cukernych prekurzort (viz kapitola 2.2.3).

2.3.2.1 Syntéza

V sekundarni fazi fotosyntézy dochazi ke karboxylaci ribulosa-1,5-bisfofatu za katalyzy
ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasy (EC 4.1.1.39; RUBISCO). Vznikly
glyceraldehyd-3-fosfat je izomerovan na dihydroxyacetonfosfat fosfotriosaisomerasou
(EC 5.3.1.1). Enzym aldolasa (EC 4.1.2.13) syntetizuje z glyceraldehyd-3-fosfatu
a dihydroxyacetonfosfatu  fruktosa-1,6-bisfosfat. Enzym  fruktosa-1,6-bisfosfatasa
(EC 3.1.3.11) hydrolyzuje fruktosa-1,6-bisfosfat na fruktosa-6-fosfat. Nasleduje reakce
fosfoglukosaisomerasy (EC 5.3.1.9) za vzniku glukosa-6-fosfatu, ktera mize byt
transformovana fosfoglukomutasou (EC 5.4.2.2) na glukosa-1-fosfat.

Metabolicky aktivni formy sacharidli vznikaji reakci s nukleosidtrifosfaty. Piikladem

je reakce ADP-glukosapyrofosforylasy (EC 2.7.7.27), kdy glukosa-1-fosfat reaguje
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s ATP za vzniku ADP-glukosy. Reakci Skrobsynthasy (EC 2.4.1.21) a Skrob vétviciho
enzymu (amylo-(1—4),(1—6)-transglykosylasa; EC 2.4.1.18) se syntetizuje $krob, ktery
je uskladnén v plastidech. V ptipad¢ energetické potieby je skrob hydrolyzovan skupinou
enzymu za produkce glukosy nebo glukosa-1-fosfatu. Hydrolyza linearnich fetézct je
katalyzovéana primarné f-amylasou (EC 3.2.1.2), kterd uvoliluje maltosu z neredukujiciho
konce. Naopak a-amylasa (EC 3.2.1.1.) $tépi vazby a(1—4) uvnitf fetézce. D-enzym
(EC 2.4.1.25) je transferasa pienaSejici maltosovy zbytek z maltotriosy na jiny glukan.
Odvétvujici enzym tzv. R-enzym (amylopektin-1,6-glukosidasa; EC 3.2.1.142) §tépi
glykosidické vazby a(1—6). Nakonec a-glukosidasa (EC 3.2.1.3) §tépi maltosu na dvé
molekuly glukosy (Velisek a Cejpek; 2005; Zeeman et al., 2010; Gleason a Chollet,
2012Db).

Pii syntéze sacharosy nejdiive vznika UDP-glukosa UDP-glukosapyrofosforylasou
(EC 2.7.7.9). Nasleduje reakce sacharosafosfatsynthasy (EC 2.4.1.14), kdy UDP-glukosa
kondenzuje s fruktosa-6-fosfatem a vznika sacharosa-6-fosfat. Syntézu sacharosy
ukoncuje hydrolytickd reakce enzymu sacharosafostatfosfatasy, ktera odStépuje fosfatové

skupiny (EC 3.1.3.24; Winter a Huber, 2000).

2.3.2.2 Degradace

Degradace sacharosy miZe byt katalyzovéna invertasou (EC 3.2.1.26) za vzniku fruktosy
a glukosy nebo sacharosasynthasou (EC 2.4.1.13) na fruktosu a UDP-glukosu. Invertasy
patti do skupiny B-fruktosidas, které se 1iSi pH optimem enzymové aktivity, lokalizaci
arozpustnosti. Na zakladé téchto parametri se invertasy déli do 4 skupin: rozpustna
cytoplazmatickd s neutrdlnim az bazickym pH optimem, rozpustna vakuolarni s kyselym
pH optimem, rozpustna apoplastickd a nerozpustna invertasa bunécné stény s kyselym
pH optimem (Winter a Huber, 2000).

Hlavni draha degradace glukosy a fruktosy je glykolyza nasledovéna citratovym
cyklem. V cytosolu glykolyza oxiduje glukosu sérii 10 enzymatickych reakci, ktera konci
produkci dvou molekul pyruvatu, dvou molekul ATP a dvou molekul NADH. Obr. 11
zobrazuje priubéh glykolyzy a zapojené enzymy. Pyruvatdehydrogenasovy komplex
katalyzuje pfeménu pyruvatu na acetyl-CoA, ktery vstupuje do citratového cyklu
lokalizovaného v mitochondriich. Pfi citratovém cyklu je acetyl-CoA oxidovan a dochazi
k redukci koenzymu, které jsou reoxidovany v dychacim fetézci spojeném s tvorbou ATP
(Murray et al., 2012b).
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Obr. 11 Metabolicka draha glykolyzy (upraveno a pievzato z Murray et al., 2012b).

2.3.3 Biologicka aktivita v rostlinach

Sacharidy jsou nezbytné pro zakladni procesy potiebné pro rust rostlin. Jsou
distribuovany po celém rostlinném téle a predstavuji bohaty zdroj uhliku a energie.

Sacharosa je typickym zasobnim a transportnim sacharidem (Winter a Huber, 2000).

Sacharidové molekuly vystupuji nejen jako Ziviny, ale také jako signalni molekuly

a regulatory genové exprese souvisejici s rostlinnym metabolismem, stresovou toleranci,

rustem a vyvojem. Glukosa a fruktosa jsou aktivné zapojeny do bunécného déleni,

sacharosa naopak do diferenciace a zrani (Sami et al., 2016).
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Salinitni stres omezuje fotosyntézu, asimilaci dusiku, bunécné déleni az nakonec
I rostlinny rust. Sucho také signifikantné inhibuje fotosyntézu (Sami et al., 2016).
Akumulace malych sacharidi je spojena s ptisobenim abiotickych strest, Ktera napomaha
rostlindm pfezit nepiiznivé podminky. Sacharidy se fadi mezi tzv. osmolity, které
zajistuji osmotickou homeostdzi, a tim udrzuji bunéény turgor (Singh et al., 2015).
Za fyziologickych podminek molekuly vody vytvari vodikové mustky mezi hydrofilnimi
doménami fosfolipidii, ¢imz napoméhaji udrzet membranovou celistvost a spravnou
funkci lipidové dvojvrstvy (Milhaud, 2004). Mraz tvorbou ledovych krystalti snizuje
obsah vody v bunice a zpisobuje dehydrataci. V disledku je membrana nachylna
k fazovym zménam z puvodni fluidni na rigidni gelovitou konzistenci a poskozeni
membrany. Béhem dehydratace sacharidy zabraiiuji membranové fuzi piimou interakci
s polarnimi skupinami fosfolipidi (Valluru a Van den Ende, 2008; Livingston et al.,
2009).

2.3.4 Metody stanoveni malych sacharida

Sacharidy jsou extrahovany vodou nebo vodnymi roztoky organickych rozpoustédel,
obvykle ethanolu nebo methanolu, pfi laboratorni teploté, za horka, ptfipadné pod
refluxem (Davis et al., 2007; Li et al., 2008).

GC analyza mono a disacharidii vyZaduje chemickou derivatizaci, kdy nejjednodussi
a nejrychlejsi je silylace za vzniku trimethylsilyl (TMS) derivati. Rojas-Escudero et al.
(2004) v prvnim kroku vytvofili oximy reakci s hydroxylamin-hydrochloridem
V pfitomnosti anilinu. Nasledovala formace TMS-oximtu silylaénim cinidlem
N,O-bis(trimethyl)trifluoroacetamidem (BSTFA). Produkty identifikovali GC ve spojeni
s plamenoioniza¢nim detektorem (FID, flame ionization detection).

Nicméné nejlepsich vysledkl separace sacharidi bylo dosaZzeno pomoci raznych typi
HPLC vcetné ionexové, reverzni faze a hydrofilni (Dvorackova et al., 2014). Bézné se
vyuziva vysokouc¢innéd kapalinovd chromatografie na ménicich anionti (HPAEC, high
performance anion exchange chromatography). Separace je zaloZena na slabych kyselych
vlastnostech sacharidovych molekul v zasaditém prostiedi, kde jsou negativné nabité,
na staciondrni fazi obsahujici kladné nabité kvartérni amoniové skupiny. Mobilni fazi je
gradient hydroxidu sodného a alkalického octanu sodného (Cataldi et al., 2000). Dalsim
typem chromatografie je ligandovd vyména, kdy staciondrni fazi jsou sulfonované
zesitované kopolymery styrenu a divinilbenzenu s navazanymi kovovymi ionty (Ca?*,

Ag" a Pb?"), se kterymi sacharidy vytvaii komplexy. Na separaci se také podili efekt
28



velikosti molekul a mobilni fazi je voda (Stefansson a Westerlund, 1996). Chromatografie
na reverznich fazich nebo hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC, hydrophilic
interaction liquid chromatography) vyuziva kolony, které obsahuji aminopropylové
skupiny navazané na silikagel. HILIC je komplementarni k tradi¢ni chromatografii
na reverznich fazich. Lze ji charakterizovat jako metodu, kterd vyuziva stacionarni faze
normalnich fazi v kombinaci s mobilni fazi obsahujici vice jak 50 % organického
rozpoustédla ve vode, nejcastéji acetonitrilu. Ve vysledku zajist'uje dostateCnou retenci
velmi polarnich latek (Jandera, 2011; Zakharova et al., 2013). Pulsni amperometricky
detektor (PAD), odparovaci detektor rozptylu svétla (ELSD, evaporative light scattering
detector) nebo MS patii mezi bézné vyuzivané detektory v analyze sacharida. HPAEC je
spojena nejcastéji s PAD, ktery je univerzalni a ma vysokou citlivost. Detekce zahrnuje
zlatou pracovni elektrodu, kdy je jeji povrch schopen pii vysokém pH katalyzovat oxidaci
sacharidl a generovat elektricky proud. Online detekce MS je vyzadovana pro rychle;jsi
a spolehlivéjsi identifikaci analytti na zékladé m/z (pomér hmotnosti a naboje). Alkalicka
mobilni faze HPAEC neni kompatibilni s MS. Bruggink et al. zavedli odsolovaci zafizeni
mezi kolonu a MS, které preméni hydroxid a acetat na vodu a kyselinu octovou (Bruggink
etal., 2005). ELSD se obecné vyuziva pro slouceniny bez silného chromoforu a umoziuje
detekovat analyty, které jsou mén¢ t€kavé nez mobilni faze. Princip ELSD (Obr. 12) lze
rozdelit do tii kroki: nebulizace eluatu, evaporace mobilni faze a méteni rozptyleného
svétla castecné nebo zcela neté¢kavych analyti. Nebulizace znamend transformaci eluatu
do kapek, které jsou vysuSeny nebuliza¢nim plynem (vzduch nebo dusik). Vzniklé
suspendované Castice prochdzi vyhtatou trubici, kde je mobilni faze zcela odpafena
a Castice analytu jsou nasmérovany ke svételnému paprsku. Rozptylené svétlo zplisobuje
oscilaci elektront, ktera produkuje zafeni dopadajici na fotonasobi¢ (Raessler, 2011,

Dvorackova et al., 2014).
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Obr. 12 Schéma odpafovaciho detektoru rozptylu svétla (ELSD, upraveno a pievzato
z Dvorackova et al., 2014).

Pro rychlé analyzy cukrii naptiklad v ovoci byly vyvinuty rizné typy biosenzort.
Biosenzory se skladaji z bioreceptoru, ktery rozpoznava cilovy analyt, a z pifevodniku,
ktery pfeménuje rozpoznanou informaci na méfeny elektricky signal. Rozpoznavacim
systémem jsou nejcasteji enzymy. Pfevodniky jsou zaloZené na amperometrickém méieni
peroxidu vodiku nebo kysliku, fotometrii vyuzivajici opticka vlakna nebo
potenciometrickém méfeni pH. Enzymatické stanoveni glukosy spociva v pfitomnosti
glukosaoxidasy (GOD; EC 1.1.3.4), fruktosa je rozpoznana fruktosadehydrogenasou
(FDH; EC 1.1.99.11). Biosenzory stanoveni sacharosy obsahuji invertasu, mutarotasu
(EC5.1.3.3.), GOD a FDH. Mutarotasa katalyzuje pfeménu a-D-glukosy na 3-D-glukosu,
pro kterou ma GOD vyssi specifitu (Monosik et al., 2012).

Celkové sacharidy lze stanovit fadou kolorimetrickych reakci. Metoda PAHBAH
(4-hydroxybenzhydrazid; viz kapitola 2.4.4), neokuproinova a 3,5-dinitrosalicylové
kyseliny (viz kapitola 2.5.4) se vyuzivaji k uréeni redukujicich sacharidi. Metoda podle
Duboise je vhodna pro kvantifikaci neutralnich sacharidd, oligosacharidi, glykoproteinti
nebo glykolipida. Princip spoc¢iva v pfeméné€ sacharidi na derivaty furfuralu zahfivanim
s kyselinou sirovou a naslednou formaci barevného komplexu s fenolem (Dubois et al.,
1956). Samostatnd stanoveni glukosy, fruktosy a sacharosy vyuzivaji stejnych enzymu

jako v ptipadé biosenzort anebo enzymovych reakci popsanych v kapitole 2.5.4.
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2.4 Fruktooligosacharidy a fruktany

Fruktany jsou definovany jako slouceniny, kde vétSinu spojeni tvoii vazba
B-fruktofuranosyl-fruktosa. To znamena, ze pojem fruktan zahrnuje polysacharidy,
oligosacharidy ale i disacharidy. Fruktany mohou ale také nemusi mit ve své struktufe
molekulu glukosy (Lewis, 1993). Fruktany s nizkym stupném polymerace (DP, degree of
polymerization) se ¢asto oznacuji jako fruktooligosacharidy (FOS) a s vysokym DP jako
fruktany. Nicmén¢ hranice mezi FOS a fruktany neni pfesné definovana. Nékteii védci
oznacuji FOS s délkou fetézce 1-12 fruktosovych podjednotek, dalsi skupina
upiednostiuje DP 2-20. Avsak podle terminologie IUPAC (Internatinal Union of Pure
and Applied Chemistry) je hrani¢ni bod mezi oligo a polysacharidy 10 podjednotek
(Benkeblia, 2013).

2.4.1 Vyskyt, chemicka struktura a vlastnosti

Fruktany jsou typické pro rostliny, ale také je produkuje fada bakterii a hub (Anwar et al.,
2010; Sanchez et al., 2010). Fruktany se vyskytuji u 15 % kvetoucich rostlin (Hendry,
1993).

Chemicka struktura rostlinnych fruktanti je velmi rozmanita a zavisla na druhu rostliny
a lokalizaci v rostlinném téle. Fruktany se li§i uspofddanim fruktosovych podjednotek,
typy vazeb a molekulovou hmotnosti (poctem podjednotek). Vychozim substratem
syntézy je sacharosa, na kterou se vadzou dalsi fruktosové podjednotky. Zakladni struktura
fruktanu se tedy zapisuje (B-D-fruktofuranosyl)nsacharosa, kde se n nejcastéji pohybuje
v rozmezi 30-50, ale miiZe se objevit 1 DP vyssi jak 200. Naptiklad v bazi stonku bojinku
luéniho (Phleum pratense) bylo stanoveno DP 260 (Grotelueschen a Smith, 1968).
Naopak bakterie mohou syntetizovat fruktany o délce presahujici 100000 fruktosovych
jednotek (Vijn a Smeekens, 1999). Dle typu glykosidové vazby jsou fruktany
klasifikovany do péti hlavnich skupin: inulin, levan, vétvené, neosérie inulinu a levanu.

Fruktany jsou polydisperzni polymery rozpustné¢ ve vodé€, naopak jsou nestabilni
v kyselém prostiedi. Fruktofuranosové podjednotky spojené -O-CH»2- vazbou jsou
mnohem flexibilnéjsi nez glukopyranosy spojené -O- vazbou ve skrobu. Dalsi stupeil
flexibility je dan tvorbou volného helixu, kde na jednu otocku vychazi Ctyfi az pét

fruktosovych jednotek (Phelps, 1965).

31



2.4.1.1 Inulin a neosérie inulinu

Inulin piirozené vytvari smés polysacharidi o raznych délkéch linearnich fetézct
sterminalni  glukosou.  Nejkratsim  inulinem  je  trisacharid  1-kestosa
(B-D-fruktofuranosyl-(2—1)-a-D-glukopyranosyl-B-D-fruktofuranosid). Fruktosové
podjednotky v inulinu jsou spojené vyhradné nebo pievazné vazbou B(2—1) (Obr. 13;
Lewis, 1993).

Inulin se vyskytuje pievazn¢ v kofenech a hlizach dvoudéloznych rostlin. Mezi
nejvyznamnéjsi predstavitele patii fad hvézdnicotvaré (Asterales) se slunecnici
topinambur (Helianthus tuberosus) a ¢ekankou obecnou (Cichorium intybus; Bonnet et
al., 1994).

U nékterych jednodéloznych rostlin piredevsim rodu chiestu (Asparagus) a ¢esneku
byla objevena neosérie inulinu. Jedna se o dva linearni fruktosové fetézce s vazbou
B(2—1) navazané na vychozi sacharosu (Obr. 13). Neosérie tedy obsahuje glukosu uvnitt
fetézce. Jeden fetézec je pfipojen na C1 fruktosového zbytku (stejné i v ptipad€ inulinu),
zatimco druhy je navazan na C6 glukosového zbytku. Zakladnim trisacharidem je
neokestosa (B-D-fruktofuranosyl-(1—6)-a-D-glukopyranosyl-B-D-fruktofuranosid;
Obr. 14; Shiomi et al., 1976; Ernst et al., 1998).
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Obr. 13 Chemické struktury fruktanti. Sipka zobrazuje smér vazani dalsich podjednotek fruktosy.
Sedé¢ ramecky zvyraznuji vychozi sacharosu (upraveno a prevzato z Benkeblia, 2013).
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Obr. 14 Strukturni vzorec neokestosy.

2.4.1.2 Levan a neosérie levanu

Levan tvofi linearni fetézce, kde jsou jednotlivé fruktosy spojené vazbou B(2—6).
Vychozim substratem syntézy je opét sacharosa, kdy se fetézec prodluzuje vazbou
fruktosové podjednotky na C6 fruktosové ¢asti v sacharose. Nejmensi FOS je 6-kestosa
(B-D-fruktofuranosyl-(2—6)-a-D-glukopyranosyl-B-D-fruktofuranosid; Obr. 13; Lewis,
1993).

Levan je ve srovnani s inulinem zastoupen v mensim méfitku (Benkeblia, 2013).
Obecné je typicky pro bakterie a travy (Poaceae), kde pouze levan byl stanoven naptiklad
v Poa secunda (Chatterton a Harrison, 1997).

Neosérie levanu stejné jako neosérie inulinu obsahuje glukosu uvnitt fetézce.
Zéakladnim trisacharidem je také neokestosa, kdy se fruktosové jednotky vazou
na glukosovy zbytek sacharosy vazbou B(2—6) (Obr. 13). Neosérie levanu se vyskytuje
u par rostlinnych druhi spadajicich do fadu lipnicotvaré (Poales), napt. oves sety (Avena

sativa; Livingston et al., 1993).

2.4.1.3 Vétveny fruktan

Vétveny fruktan je kombinaci inulinu a levanu. Piiklad struktury je ukazan na Obr. 13,
kdy nejmensi FOS je tetrasacharid zvany bifurkosa (p-D-fruktofuranosyl-(2—1)-[B-D-
fruktofuranosyl-(2—6)]-a-D-glukopyranosyl-B-D-fruktofuranosid; Lewis, 1993).

Tento typ fruktanu je specificky pro vétSinu rostlinnych druht fadu lipnicotvaré.
Typickymi ptiklady jsou pSenice seta (Triticum aestivum) a rod je¢men (Hordeum;
Bancal et al., 1992; Bonnett et al., 1997).
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2.4.2 Biologicka aktivita v rostlinach

Rostliny obvykle nemohou vyuzit vSechny uhlikaté skelety pochézejici z fotosyntézy,
proto si je ukladaji ve form¢ kratkodobych nebo dlouhodobych zasobnich sacharidu.
Ve srovnani se skrobem a sacharosou jsou fruktany méné zndmé sacharidové rezervy.
Syntézu fruktanti reguluje koncentrace sacharosy ve vakuole, kdy pti vysoké koncentraci
sacharosy vzroste aktivita biosyntézy fruktanti. Fruktany jsou akumulovany jako
dlouhodobd energetickd rezerva v podzemnich zasobnich organech typu kotent, hliz
a cibuli. Na jafe jsou vyuzity pro kli¢eni, kdy jejich hydrolyza ¢asto predchazi samotny
rust. Fruktan se od Skrobu 1isi chemickym slozenim (fruktosa versus glukosa), buné¢nou
lokalizaci (vakuola versus plastid) a fyzickym stavem (rozpustény versus precipitovany;
Vijn a Smeekens, 1999; Noél a Pontis, 2000; Van Laere a Van den Ende, 2002; Valluru
a Van den Ende, 2008).

Fruktany maji vyznamny podil v toleranci rostlin na salinitu, sucho a mraz. Jejich
vyhodou je vyssi rozpustnost ve vodé, coz je u€inna obrana proti poskozeni zpiisobené
krystalizujici membranou pfi nulovych teplotach. Fruktany jsou schopné vmezefit ¢ast
polysacharidového fetézce mezi hydrofilni domény lipidové dvouvrstvy, a tim zpeviiovat
membranu. Fruktany maji dalsi funkce pii plisobeni abiotickych stresi, avsak jejich
aktivita je pravdépodobné komplexni a nebyla zcela objasnéna. Bylo ukézano, Ze
fruktany vykazovaly antioxidacni vlastnosti vli¢i ROS. Je také mozné, ze vystupuji jako
signalni molekuly v drahach spojenych se stresovou toleranci (Valluru a Van den Ende,

2008; Livingston et al., 2009; Van den Ende a Valluru, 2009).

2.4.3 Nestrukturni sacharidy v cibuli kuchynské

Cibule kuchyniska akumuluje z nestrukturnich sacharidii sacharosu, glukosu, fruktosu,
FOS a fruktany. Stanoveni jejich distribuce ukazalo, ze nejstarsi suknice (Cislo 6; Obr.
zvySuje. Distribuce FOS tak naznacuje, ze ve vnéjSich suknicich jsou tyto slouceniny
hydrolyzovany na fruktosu, aby doslo k osmoticky fizenému piijmu vody a zvetSovani
objemu cibule. Tomu odpovida i fakt, Ze obsah vody a fruktosy byl vyssi ve vnéjSich
suknicich. Darbyshire a Henry (1978) stanovili prakticky neménnou koncentraci glukosy
a sacharosy ve vSech suknicich. Naopak Slimestad a Vagen (2009) pozorovali, Ze
mnozstvi sacharosy roste smérem k vnitinim suknicim. Obecné plati, ze s rostoucim DP

klesa koncentrace fruktanti (Obr. 16). V Salotce byl ve srovnani s cibuli kuchyiiskou
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stanoven vyss§i obsah FOS a niz§i obsah malych sacharidi. Muir et al. (2007) ur¢ili, ze
obsah fruktanti v Salotce byl pfiblizné pétkrat vyssi jak v bilé cibuli (Darbyshire a Henry,
1978; Darbyshire a Henry, 1979; Wang et al., 1999; Kaack et al., 2004; Muir et al., 2007;
Slimestad a Vagen, 2009).

Obr. 15 Schématické rozlozeni suknic cibule kuchynské (pfevzato z Shiomi et al., 2005).
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Obr. 16 Chromatogram separace fruktooligosacharida z cibule Salotky (pfevzato z Wang et al.,
1999).
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2.4.4 Metody stanoveni fruktooligosacharidii a fruktani

Rozmanitd chemicka struktura FOS a fruktani vyrazné komplikuje jejich strukturni
analyzu, identifikaci a kvantifikaci (Benkeblia, 2013).

Fruktany a FOS jsou extrahovany bud’ horkym 80% ethanolem a nasledn¢ horkou
vodou (Lopez et al., 2003) anebo pouze horkou vodou (Ernst et al., 1998). Pii strukturnich
analyzach nésleduje extrakci purifikace a frakcionace fruktani kombinaci metod
precipitace, TLC a fady chromatografickych metod, napt. gelovou permeacni, reverznimi
fazemi, iontoméni¢em nebo kolonou naplnénou aktivnim uhlim. NMR se vyuziva pro
stanoveni konformace molekul, GC-MS naopak umoznuje urcit typ vazeb v polymerech.
Je nutnd kyseld hydrolyza, derivatizace polarnich hydroxylovych skupin sacharidi
za vzniku ¢aste¢né methylovanych acetylovanych alditolt (Shiomi et al., 1976; Sims
et al., 2001; Lopez et al., 2003). Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci
za ucCasti matrice s pruletovym analyzatorem (MALDI-TOF, matrix-assisted laser
desorption/ionisation time-of-flight) zatim vykazuje nejlepsi vysledky urceni molekulové
hmotnosti a DP. Nazornym piikladem je urCeni molekularnich struktur fruktant
kombinaci vySe zminénych technik v Agave tequilana, kde bylo stanoveno DP 3-29
(Lopez et al., 2003).

Kapalinova chromatografie je nej¢astéji vyuzivana pro identifikaci a kvantifikaci FOS,
kdy mnohostupiiovou nebo kontinualni extrakci nasleduje enzymova nebo kysela
hydrolyza. Pomoci opakované HPLC se kvantifikuje obsah volné fruktosy a glukosy pred
a po hydrolyze. Analyza fruktani s vysokym DP je nemalym problémem, diky obtizné
separaci dlouhych polymerd, jejich izomert a nizkému rozliSeni. Zna¢nou piekazkou je
i absence ptislusnych komer¢nich standardi. Ve vysledku ma kvantifikace FOS o vys$§im
DP semikvantitativni charakter (Muir et al., 2007; Liu et al., 2011). Z metod kapalinové
chromatografie se nejcastéji vyuziva HPAEC-PAD. Separace je zajiSténa na zakladé
interakce indukovaného dipdlu v rdmci fruktanovych molekul s nabitymi skupinami
na povrchu stacionarni faze kolon. Vyuzivaji se tfi ptistupy HPAEC-PAD, kdy prvnim
zpusobem je piima detekce kratkych FOS srovnanim s retencnim ¢asem standardu. AvSak
komer¢ni standardy lze pofidit pouze inulinu s maximalnim DP 9 od firmy Carbosynth
(VB; Pohnl et al., 2017). Pfi druhém pfistupu se pro identifikaci vyuziva Castecné
hydrolyzy dlouhych fruktand, analyza jejich produkt a porovnani chromatografickych
spekter pfed a po hydrolyze. Hydrolyzovat je mozné enzymové€, napf. inulinasou

(EC 3.2.1.7; 1-B-D-fruktanfruktanhydrolasa) z Aspergillus niger, anebo se vyuziva kyselé

36



hydrolyzy (Ernst et al., 1998; Pohnl et al., 2017). Ttetim tzv. nepfimym pfistupem se
zjistuje celkova suma fruktand po absolutni hydrolyze az na volnou glukosu a fruktosu.
Nicméné presnd kvantifikace je zavisld na stanoveni nebo odstranéni volnych
monosacharidi pfed samotnou hydrolyzou fruktani (Monti et al., 2005; Muir et al.,
2007).

Ve srovnani s HPLC je spektrofotometrie mnohem jednodussi, rychlejsi a levnéjsi
na piistrojové vybaveni. McCleary a Blakeney (1999) vyvinuli spektrofotometrickou
metodu stanoveni celkové sumy fruktant, ktera je nyni povazovana za oficialni metodu
AOAC (Association of Official Analytical Chemists) pod ozna¢enim 999.03 a je
dostupna ve formé kitu vyrabéného irskou firmou Megazyme. Fruktany jsou extrahovany
horkou destilovanou vodou. Nésleduje odstranéni sacharosy, Skrobu a redukujicich cukrii
specifickymi enzymy. Sacharosa je hydrolyzovéna invertasou, ktera nevykazuje Zadnou
aktivitu vici FOS s nizkym DP typu 1-kestosa. Skrob je hydrolyzovan B-amylasou
a pullulanasou (EC 3.2.1.41) na maltosu a maltotriosu, které jsou dale Stépeny az
na D-glukosu maltasou (EC 3.2.1.20). Vzniklé D-glukosa a D-fruktosa jsou nasledné
redukovany tetrahydroboritanem sodnym na alkoholové cukry D-sorbitol a D-mannitol.
Po odstranéni interferujicich latek jsou fruktany hydrolyzovany smési rekombinantnich
enzymu exoinulinasy (EC 3.2.1.80) a endoinulinasy (EC 3.2.1.7). D-fruktosa a D-glukosa
jsou stanoveny kolorimetrickou metodou redukujicich sacharidi PAHBAH
(4-hydroxybenzhydrazid). Reakce probiha za horka v alkalickém prostiedi a pfitomnosti
vapenatych ionti, kde dochéazi k degradaci sacharidi a jejich reakci s PAHBAH. Formuji
se vapenaté chelaty aniontl bis(4-hydroxybenzoyl)hydrazonti glyoxalu (Obr. 17)
a methyl nebo dimethylglyoxalu, které maji intenzivné zluté zbarveni a absorpéni

maximum pii 410 nm (Lever, 1973; Hartmann et al., 1994; McCleary et al., 2000).
HO o
N
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Obr. 17 Bis(4-hydroxylbenzoyl)hydrazon glyoxalu.
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2.5 Rostlinny metabolismus fruktooligosacharida a fruktanii

Glykosidasy hydrolyzujici O- a S-glykosyly (GH; EC 3.2.1.-) stépi glykosidovou vazbu
mezi dvéma monosacharidy anebo mezi sacharidem a aglykonem. Klasifikace téchto
enzymu je zalozena na podobnosti aminokyselinové sekvence. Glykosidasy se dale d¢li
do rodin, kde rodina GH32 mimo invertas a fruktanexohydrolas (FEH) obsahuje
i fruktosyltransferasy (FT; EC 2.4.1.-; Carbohydrate-Active enZYmes Database).
Syntéza i degradace fruktant probiha ve vakuolach (Frehner et al., 1984).

2.5.1 Enzymy syntézy

Syntéza strukturné¢ komplexnich fruktani je dosazena kooperaci enzymi
fruktosyltransferasy. Draha zacind dvéma molekulami sacharosy, kdy jedna vystupuje
jako substrat a druhd jako donor fruktosy. Prvni transferasovd reakce enzymu
sacharosa:sacharosa-1-fruktosyltransferasa (1-SST; EC 2.4.1.99) produkuje 1-kestosu.
Enzym fruktan:fruktan-1-fruktosyltransferasa (1-FFT; EC 2.4.1.100) dale prodluzuje
fetézec tak, ze vyuziva 1-kestosu nebo fruktany o vyssim DP jako fruktosové donory
a fruktany o riizné délce fetézci nebo sacharosu jako akceptory. Enzymy 1-SST a 1-FFT
jsou dostacujici pro syntézu nejjednodussiho fruktanu inulinu (Henry a Darbyshire,
1980).

Syntéza levanu zahrnuje aktivitu enzymu sacharosa:sacharosa-6-fruktosyltransferasa
(6-SST; EC 2.4.1.-) a sacharosa:fruktan-6-fruktosyltransferasa (6-SFT; EC 2.4.1.10)
s produktem 6-kestosa. Biosyntéza bifurkosy, nejjednodussiho vétveného fruktanu, je
katalyzovana 6-SFT, kde 1-kestosa vystupuje jako substrat (Duchateau et al., 1995).

Enzym fruktan:fruktan-6G-fruktosyltransferasa (6G-FFT; EC 2.4.1.243) produkuje

neokestosu, kterd je prekurzorem neosérii (Shiomi, 1989).

2.5.2 Enzymy degradace

Katalyza fruktanexohydrolas (FEH) je zalozena na hydrolyze terminalni fruktosy
z fruktanového fetézce, kdy akceptorem je molekula vody. Aktivita FEH je spojena
s funkci fruktand a FOS v rostlinach (viz kapitola 2.4.2), tzn. dodavaji energii béhem
rostlinného ristu, udrzuji osmoticky tlak ve vakuolach a moduluji mnozstvi oligofruktanti
pii oxidativnim a mrazovém stresu (Asega et al., 2011).

Kyselé invertasy (kapitola 2.3.2.2) mohou kromé sacharosy S$tépit i 1-kestosu,

neokestosu nebo dokonce vykazuji rezidualni aktivitu vici inulinu a levanu. I kdyz jsou
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FEH lokalizovany ve vakuolach, maji nejvétsi strukturni podobnost s invertasou bunééné
stény. AvSak vSechny dosud purifikované rostlinné FEH nejsou schopné hydrolyzy
sacharosy (Van den Ende et al., 2002; De Coninck et al., 2005).

FEH se déli na zaklad¢ toho, jaky typ vazby S$tépi. Fruktan-B-(2,1)-fruktosidasa
(1-FEH, 1-fructan exohydrolase; EC 3.2.1.153) hydrolyzuje inuliny s vazbou p(2—1)
(De Roover et al., 1999). Fruktan-p-(2,6)-fruktosidasa (6-FEH, 6-fructan exohydrolase;
EC 3.2.1.154) se vyznacuje preferen¢ni hydrolyzou levanovych vazeb f(2—6) (Van Riet
et al., 2006). V psenici seté byla identifikovana exohydrolasa s extrémni substratovou
specifitou pro 6-kestosu (6-KEH, 6-kestose exohydrolase; Van den Ende et al., 2005).
Déle byla v psenici objevena exohydrolasa schopna hydrolyzy obou typi vazeb
(1&6-FEH), kdy nejlepsim substratem byla bifurkosa (Kawakami et al., 2005).

Piekvapivé 6-FEH a 1&6-FEH byly purifikovany a klonovany i z rostlin, u kterych
nebyla prokdzana piitomnost fruktanti, napt. Arabidopsis thaliana. Klonované
a purifikované enzymy hydrolyzovaly fruktany ale ne sacharosu (De Coninck et al.,
2005). Jejich funkce jesté nebyla zcela objasnéna. Je mozné, ze maji roli v regulaci
vyvojovych procesli, metabolismu Skrobu nebo nepiimé aktivaci invertasy bunééné stény

(Le Roy et al., 2013).

2.5.3 Posklizinovy metabolismus cibule kuchynské

Ugelem riistu zasobniho organu cibule je pieziti zimniho obdobi ve stavu dormance, ktera
je charakterizovéna jako obdobi klidu, pfi kterém cibule neroste. Dormantni cibule jsou
metabolicky aktivni na velmi nizké hladin€. Dormanci 1ze rozdélit na endodormanci
zavislou na vnitinim stavu cibule a ekodormanci zavislou na vnéjsich environmentalnich
faktorech. Teplota ma vyrazny efekt na délku dormance, kdy je obecné kliceni inhibovano
jak nizkymi, tak vysokymi teplotami. Délka dormance je odlisna mezi jednotlivymi roky
1 kultivary, kdy jeji konec je spojen s vnitfnimi zménami a naslednym kli€enim
a obnovenym rustem listd (Chope et al., 2006; Chope et al., 2012).

Mnoho fyziologickych a biochemickych vlastnosti se méni béhem skladovani cibule,
napf. pevnost cibule, obsah vody, koncentrace chut'ovych latek, sacharidl a rostlinnych
rustovych regulatori. Zminéné zmény jsou pravdépodobné spojeny s respiraci
a remobilizaci sacharidl potfebnych k rstu vyhonku. Fluktuace klicovych metaboliti by
mohla byt vyuzita k predikci pocatku kliceni. Momentalné neexistuje biochemicka nebo
molekularni esej presné predikce kliceni, pfestoze byla navrhnuta fada parametri ¢i

metod stanoveni markert konce dormance, napf. pomér koncentraci
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monosacharidi/disacharidi, koncentrace zeatin-ribosidu, snizeni koncentrace sacharosy,
zvySeni respirace a exohydrolasové aktivity nebo vyuziti diagnostického DNA ¢ipu
(Chope et al., 2006; Abrameto et al., 2010; Chope et al., 2012).

Cibule uklada sacharidy pievazné ve formé FOS, k jejichz akumulaci dochazi béhem
rustu zasobniho orgénu. Béhem skladovani jsou FOS postupné katabolizovany a zvétSuje
se zastoupeni malych sacharidt. V klic¢ich cibulich byla pozorovana vyraznéjsi degradace
fruktan na glukosu a fruktosu, které maji funkci osmoregulatorti a energie nutné pro
kliceni (Ernst et al., 1998). Na druhou stranu Chope et al. (2006) pozorovali béhem
uskladnéni i vzrist obsahu fruktan. Rozdil v obsahu je mozny diky odlisné reakci
kazdého kultivaru na vnéjs$i podminky. FOS jsou hlavni sloZkou cibule a jsou povazovany
za dobry index predikce trvanlivosti, konce dormance a kontroly kvality. Odrady
s vysokou koncentraci redukujicich cukrti jsou obycejné sladsi a distribuuji se Cerstvé
na trh. Naopak cibule s vysokym obsahem suSiny jsou vhodné k dehydratovani nebo
dlouhodobému skladovani (Benkeblia et al., 2005a; Revanna et al., 2013).

Prabéh posklizitového metabolismu sacharidl v cibuli z hlediska enzymové regulace
je v literatufe dosud malo popsan. Benkeblia et al. (2005a) zaznamenali nizkou aktivitu
1-FEH, ktera se na dva tydny prudce zvedla, a nasledné poklesla na hladiny pozorované
Vv prvnich tydnech dormance. Tento vzriist aktivity mize byt spojen s koncem dormance
pted pozorovanym kli¢enim. Benkeblia et al. (2005b) porovnavali aktivitu katabolickych
(1-FEH a aktivita hydrolyzy 1-kestosy) i anabolickych (1-FFT, 6G-FFT) enzymi béhem
skladovani. Rovnovaha aktivit enzymi zapojenych jak do biosyntézy, tak i degradace
hraje vyznamnou roli ve vysledném zastoupeni sacharidi. Pomér aktivit enzymi
degradace a syntézy ukazal, Ze se bé¢hem 12. tydne skladovani rovnovaha vyrazné
posunula smérem k hydrolytickym enzymiim. Vysledky byly v souhlasu s Benkeblia
et al. (2005a).

2.5.4 Metody méieni enzymové aktivity fruktan-p-(2,1)-fruktosidasy

Purifikace 1-FEH je zalozena na extrakci acetatovym (Krivorotova a Sereikaite, 2014)
anebo citrat-fosfatovym pufrem (Benkeblia et al., 2005b). Precipitace siranem amonnym
je nejcastéji nasledovana afinitni chromatografii na Konkanavalinu A a iontoméni¢ovou
chromatografii na Mono Q koloné (De Roover et al., 1999; Van den Ende et al., 2003).
Krivorotova a Sereikaite (2014) stanovovali exohydrolasovou aktivitu v surovych
extraktech. Extrakty jsou obvykle dale dialyzovany (Gasperl et al., 2015) nebo

zakoncentrovany pouzitim centrifugacnich filtri (Benkeblia et al., 2005b).
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Me¢teni enzymové aktivity 1-FEH je zalozeno na stanoveni uvolnéné fruktosy ptipadné
glukosy. Vétsina popsanych eseji vyuzivaji HPLC metody nejcastéji HPAEC-PAD (Van
den Ende et al., 2003; Benkeblia et al., 2005b; Verspreet et al., 2013).

Ve srovnani s HPLC jsou spektrofotometrické metody stanoveni aktivity mnohem
jednodussi. Neokuproinovd metoda stanoveni redukujicich sacharidi je zalozena
na redukci Cu?* redukujicimi sacharidy a tvorbé& barveného komplexu Cu*-neokuproin
(Obr. 18), jehoz absorbance je meétfena pii 450 nm. DalsSim zplsobem stanoveni
redukujicich sacharidii je metoda 3,5-dinitrosalicylové kyseliny (DNS). DNS metoda
spociva v oxidaci aldehydové skupiny na karboxylovou kyselinu redukujicich sacharida
a redukci DNS na barevnou slouceninu 3-amino-5-nitrosalicylovou kyselinu (540 nm,
Obr. 18). Enzymové stanoveni fruktosy vyuziva sledu enzymovych reakci, kdy v prvnim
kroku je fruktosa fosforylovana hexokinasou (HXK; EC 2.7.1.1), néasleduje pfeména
reak¢niho produktu fruktosa-6-fosfatu na glukosa-6-fosfat fosfoglukoisomerasou (PGI,
EC 5.3.1.9). V dalsim kroku je glukosa-6-fosfat oxidovana na glukonat-6-fosfat
v piitomnosti  NADP* glukosa-6-fosfatdehydrogenasou (G6PDH; EC 1.1.1.49).
Absorbance vzniklého NADPH je méfena pii 340 nm (Lothier et al., 2010). Pti
standardnim méteni aktivity 1-FEH nejdiive probéhne enzymova reakce a nasledné se
stanovi mnozstvi uvolnéné fruktosy. Gasperl et al. (2015) vyvinuli kinetické méteni
aktivity v rostlinnych extraktech na mikrotitracni desticce. Stanoveni bylo zaloZeno

na enzymové metod¢, kterou popsali Lothier et al. (2010).

O OH

OH

Obr. 18 Strukturni vzorce komplexu Cu+-neokuproin (vlevo) a 3-amino-5-nitrosalicylové
kyseliny (vpravo).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

4-Hydroxybenzhydrazid (PAHBAH; Sigma-Aldrich, USA)
Acetonitril (Lach-Ner, Ceska republika)

Citronan sodny dihydrat (VWR International, USA)
D-Fruktosa (Lach-Ner, Ceska republika)

D-Glukosa monohydrat (Lach-Ner, Ceska republika)
Fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF; Sigma-Aldrich, USA)
Glycin (Lach-Ner, Ceska republika)

Hydroxid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

Chlorid vapenaty hexahydrat (Lach-Ner, Ceska republika)
Inulin (Megazyme, Irsko)

Kit pro stanoveni D-fruktosy a D-glukosy (Megazyme, Irsko)
Kit pro stanoveni fruktani (Megazyme, 1rsko)

Kvercetin dihydrat (Extrasynthese, Francie)
Kvercetin-3,4'-O-diglukosid (Extrasynthese, Francie)
Kvercetin-4'-O-glukosid (Extrasynthese, Francie)

Kyselina 3,5-dinitrosalicylova (DNS; Sigma-Aldrich, USA)
Kyselina ethylendiamintetraoctova disodna stil dihydrat (Chelaton IIT; Lach-Ner, Ceska
republika)

Kyselina chlorovodikova 35 % (Lach-Ner, Cesk4 republika)
Kyselina maleinova (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina mravenci 98-100 % (Merck KGaA, Némecko)
Kyselina octova 99 % (Lach-Ner, Cesk4 republika)

Ledova kyselina octova pro HPLC (VWR International, USA)
Methanol (Sigma-Aldrich, USA)

Mili-Q voda (laboratot Centra regionu Hana)

Neokuproin hydrochlorid monohydrat (Sigma-Aldrich, USA)
Octan sodny trihydrat (Lach-Ner, Ceska republika)
Sacharosa (Lach-Ner, Ceska republika)
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Siran méd'naty pentahydrat (PENTA, Ceska republika)
Tetrahydroboritan sodny (Sigma-Aldrich, USA)
Uhli¢itan sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

Vinan sodno-draselny (Sigma-Aldrich, USA)

3.1.2 Pristroje a pomiicky

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

Centrifuga 5804 R (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga Microspin 12 (Biosan, Litva)

Centrifugaéni koncentrator CentriVap (Labconco, USA)

Desticky s tésnici folii WebSeal (96 jamek; Thermo Fisher Scientific, USA)

ELSD detektor 3300 (Alltech, USA)

Chromatograficka kolona Kinetex EVO C18 s ptedkolonou (150 x 2,1 mm, 2,6 pum;
Phenomenex, USA)

Chromatograficka kolona Rezex RCM monosacharide Ca?* (8 %) s predkolonou (100 x
7,8 mm, 8 um; Phenomenex, USA)

Injekéni sttikacka 2 ml (B. Braun, Némecko)

Kapalinovy chromatograf Dionex UltiMate 3000 s detektorem diodového pole (Thermo
Fisher Scientific, USA)

Kapalinovy chromatograf Smartline (Knauer, Némecko)

Lyofilizator BETA 1-8 LD plus (Pragolab, Ceska republika)

Magneticka michacka s ohfevem MSH-300 (Biosan, Litva)

Michana vodni lazen WB-4MS (Biosan, Litva)

Mikrocentrifuga Prism chlazena vzduchem (Labnet International, USA)

Orbitalni tiepacka s inkubaci ES-20 (Biosan, Litva)

Oscilaéni mlyn MM 400 (Retsch, Némecko)

Parafilm (Sigma-Aldrich, USA)

pH-metr CX505 (Elmetron, Polsko)

Pipety (Eppendorf, Némecko)

Sklenéné zkumavky (12 x 75 mm; Fisherbrand, USA)

Software Clarity verze 6.1 (DataApex, Ceska republika)

Software Thermo Xcalibur verze 3.1 (Thermo Fisher Scientific, USA)

Spektrofotometr S-20 (Biotech, Ceska republika)

Statisticky software STATISTICA verze 13.3 (TIBCO Software, USA)
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Stiikackové filtry CHS 0,22 um (Filter Pure Systems, USA)
Termostat HPLC CROCO-CIL (Ercatech AG, Svycarsko)

TyCovy mixér DG3 Spiralio (Moulinex, Francie)

Ultrazvukova cisticka Sonorex Digitec (Bandelin, Némecko)

Vortex V-1 plus (Biosan, Litva)

3.1.3 Biologicky material

Tab. 2 Kultivary cibule $alotky (Allium cepa var. aggregatum L.)

Polni &islo Nézev" Evidenéni ¢&islo” Zemé ptivodu”
3000 Gazda 09H0200017 Mad’arsko
3001 Milka 61-100is - selection 09H0200311 Ceskoslovensko
3002 Milka 31 - 60is 09H0200001 Cesko
3003 Cervena (Milka x Karmen, r) 09H0200016 Cesko
3004 landrace (Chodska 1) 09H0200304 Ceskoslovensko
3005 landrace (ROM 1) 09H0200018 Rumunsko
3006 landrace (Sandra) 09H0200278 Norsko
3007 Schalotte (AUT 1) 09H0200009 Rakousko
3008 landrace (Minnesund) 09H0200276 Norsko
3009 landrace (Stend 1) 09H0200265 Norsko
3012 Milka R 61 - 100is 09H0200002 Cesko
3013 Milka (orig.) 09H0200004 Cesko
3014 landrace (Fjeberg) 09H0200280 Norsko
3015 Jermor 09H0200912 Francie
3018 Zluta 09H0200008 Cesko
3019 Auddorpse Bruine 09H0200178 Nizozemsko
3020 landrace (V870231) 09H0200598 Finsko
3021 landrace (Ulefoss) 09H0200310 Norsko
3022 landrace (V840351) 09H0200603 Finsko
3023 Schalotte Gelbe 09H0200006 Rakousko
3024 Noordhollandse Strogele 09H0200179 Nizozemsko
3025 Milka (orig. I1) 09H0200011 Cesko
3026 landrace (Vestnes 1) 09H0200195 Norsko
3027 Dunn's Giant 09H0200010 Velka Britanie
3028 Thuringer (DDR 1) 09H0200014 Némecko
3029 Schalotte (AUT 2) 09H0200012 Rakousko
3030 landrace (Volbu) 09H0200279 Norsko
3031 landrace (Orskog 3) 09H0200309 Norsko
3032 Gelbe Osterreichische 09H0200007 Rakousko
3033 landrace (Chodska 2) 09H0200572 Ceskoslovensko
3034 landrace (Sumperska) 09H0200180 Ceskoslovensko
3035 landrace (Flesberg) 09H0200282 Norsko
3036 landrace (V871111) 09H0200665 Finsko
3037 landrace (Kvaloysletta) 09H0200201 Norsko
3040 landrace (Borkenes) 09H0200199 Norsko
3041 landrace (Sondre Akershus) 09H0200430 Norsko
3042 landrace (Vestnes 2) 09H0200306 Norsko
3043 landrace (Hordaland) 09H0200432 Norsko
3044 landrace (A840351) 09H0200604 Finsko
3052 landrace (V850721) 09H0200627 Finsko
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Tab. 2 Kultivary cibule $alotky (Allium cepa var. aggregatum L.) (pokracovani)

Polni &islo Nézev” Evidenéni ¢&islo” Zemé plivodu”

3055 landrace (V891171) 09H0200865 Finsko

3089 Frog's Legs Shalotts 09H0200303 USA

3090 landrace (Thuringer) 09H0200998 Némecko

3092 D-7-126 nsl 09H0201957 Postsovétské republiky
3093 landrace (Chodska) 09H0201958 Cesko

3095 landrace (Sumenep) 09H0201960 Indonésie

3097 landrace 09H0200963 Postsovétské republiky
3098 Sibirskyj Zoltyj 09H0201955 Postsovétské republiky
3099 Sibirskii Zoltyj 09H0200962 Postsovétské republiky
3100 D-7-126 nsl 09H0200964 Postsovétské republiky
3101 D-7-126 nsl 09H0200965 Postsovétské republiky
3102 D-7-126 nsl 09H0200966 Postsovétské republiky
3103 D-7-126 nsl 09H0200967 Postsovétské republiky
3104 landrace (Chodska) 09H0200968 Cesko

3105 landrace (Chodska) 09H0200969 Cesko

3107 landrace (Chodska) 09H0200971 Cesko

3108 landrace (Chodska) 09H0200972 Cesko

3109 landrace (Thuringer) 09H0200973 Némecko

3110 landrace (Thuringer) 09H0200974 Némecko

3111 landrace (Thuringer) 09H0200975 Némecko

3113 landrace (Thuringer) 09H0200977 Némecko

3114 Milka 09H0200978 Cesko

3115 Milka 09H0200979 Cesko

3116 Milka 09H0200980 Cesko

3117 Milka 09H0200981 Cesko

3118 Milka 09H0200982 Cesko

3119 landrace 09H0200983 Indonésie

3120 landrace 09H0200984 Indonésie

3121 landrace 09H0200985 Indonésie

3122 landrace 09H0200986 Indonésie

3123 landrace 09H0200987 Indonésie

3124 landrace 09H0200988 Indonésie

3125 landrace 09H0200989 Indonésie

3126 landrace 09H0200990 Indonésie

3127 landrace 09H0200991 Indonésie

3128 landrace 09H0200992 Indonésie

3130 landrace (Cvek) 09H0200994 Cesko

3131 landrace (Stencel) 09H0200995 Cesko

3132 landrace (Dostalek) 09H0200996 Slovensko

3133 landrace (POLKIE99 20 44) 09H0200997 Polsko

3134 landrace (Starosvetska) 09H0201962 Cesko

3137 landrace Penzesgyor 09H0201965 Mad’arsko

3138 landrace Penzesgyor 1 09H0201966 Madarsko

3139 landrace Penzesgyor 2 09H0201967 Madarsko

3140 landrace Zalavar 09H0201968 Mad’arsko

- Prisma F1 - -
- Ambition F1 - -

“ Nazev, evidené¢ni ¢&islo kultivaru a zemé& plvodu jsou uvedeny v informa¢nim systému
genetickych zdroji rostlin Ceské republiky GRIN Czech 1.9.1.
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Tab. 3 Kultivary cibule kuchyniské (Allium cepa)

Nézev Evidenéni ¢&islo” Zemé ptivodu”
Albienka - -
Karmen 09H0200083 Cesko
Vsetana 09H0200812 Ceskoslovensko

“Evidenéni ¢islo a zemé pivodu jsou v informaénim systému genetickych zdroji rostlin Ceské
republiky GRIN Czech 1.9.1.

Rostlinny material pochazel z genetickych zdroji zelenin Vyzkumného ustavu rostlinné
vyroby, v.v.i. v Olomouci. Pro stanoveni enzymové aktivity byla cibule Salotka

,,Gourmet“ zakoupena v Makru.

3.2 Metody

3.2.1 Zpracovani rostlinného materialu

Reprezentativni vzorek byl z rostlinného materidlu ziskan vybérem péti cibuli, které byly
zbaveny vnéjSich suchych suknic, nakrdjeny na malé kousky a 72 hodin lyofilizovany
do konstantni hmotnosti. Material byl homogenizovan oscilatnim mlynem za pouZiti
patron a kulicek po dobu 3 min pii 25 Hz a skladovan pii laboratorni teplote.
Lyofilizovany praSek byl vyuZit pro screening glukosidl kvercetinu, malych sacharidi

a fruktanu.

3.2.2 Analyza glukosidii kvercetinu HPLC-UV

Glukosidy kvercetinu byly extrahovany 0,5 ml 70% methanolu z 10 mg
homogenizovaného rostlinného materidlu. Po pfidavku rozpoustédla byla smés
zvortexovana, 15 minut sonifikovana a centrifugovana (10 min, 21200 g, 20 °C).
Supernatant byl desetkrat ziedén 70% methanolem do 96-jamkové desticky. Nasledovala
analyza na kapalinovém chromatografu Dionex UltiMate 3000 s UV detekci.

Analyty byly separovany na koloné Kinetex EVO C18 (150 x 2,1 mm, 2,6 pum)
vyhiivané na 25 °C a chranéné piedkolonou C18. Davkovano bylo 10 pl vzorku. Mobilni
fazi A byl 0,1% vodny roztok kyseliny mravenci a mobilni fazi B byla 0,1% kyselina
mravendi v acetonitrilu. Priitok mobilni faze byl 0,3 ml'min™ s gradientovou eluci, kdy
v ¢ase 0-8 min byla mobilni faze slozenaz 5 % B, v ¢ase 8-8,1 min 61,5 % B, 8,1-10,2 min
100 % B a 10,2-15 min 5 % B. Spektra byla sniména pfi vinovych délkach 255 a 270 nm

a vyhodnocena v modulu Quan Browser softwaru Xcalibur (verze 3.1).
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Obr. 19 Matematické vzorce vypoctu meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ;
6 — smérodatna odchylka posunu, ¢ — primér smérnice).

Kvercetin-3,4'-O-diglukosid (QDG), kvercetin-4'-O-glukosid (QMG) a aglykon
kvercetinu (Q) byly identifikovany na zakladé reten¢niho Casu standardu. Kvantifikace
byla provedena metodou externi kalibra¢ni ptimky s body 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1, 5, 10 a
50 ug-ml™. Body kalibraéni ptimky byly ziskany zfedénim zasobniho roztoku standardii
o koncentraci 100 pg-ml™ 70% methanolem. Kazdé méfeni bylo tikrat zopakovéano.

Mez detekce (LOD; limit of detection) a mez stanovitelnosti (LOQ; limit of
quantification) byly ur¢eny pomoci smérodatné odchylky posunu (o) a priméru smérnice
() z rovnice linearni regrese kalibra¢ni piimky podle Araujo (2009). Vzorce vypoctu
LOD a LOQ jsou na Obr. 19.

3.2.3 Optimalizace odezvy detektoru ELSD

Pratok plynu (dusiku) a teplota detektoru byly parametry optimalizace odezvy detektoru
ELSD 3300. Pro stanoveni byl pouZit bod kalibra¢ni pfimky o koncentraci 1 mg-ml=.
Separace sacharosy, glukosy a fruktosy na koloné Rezex RCM monosacharide Ca?* byla
provedena podle postupu popsaného v kapitole 3.2.4.

Optimalizace byla provedena tak, Ze byl postupné ménén jeden parametr, zatimco
druhy byl konstantni (tj. teplota 80 °C, priitok plynu 2 I-min). Teplota detektoru byla
nastavena na 90, 80, 70, 60, 50, 40 a 30 °C. Pro stanoveni vhodného priitoku plynu byly
zvoleny pritoky 1,5; 2,0 a 2,5 I'min?. Kazdé méfeni bylo zopakovano tiikrat a pro
analyzu sacharidii byly zvoleny hodnoty pritoku a teploty na zaklad¢ velikosti ploch pikt

a Sumu.

3.2.4 Analyza malych sacharidi HPLC-ELSD
Malé sacharidy byly extrahovany pomoci ultrazvuku z 10 mg rostlinného materialu 1 ml
62,5% methanolu po dobu 15 minut. Vzorky byly nasledné centrifugovany (10 min,

21200 g, 20 °C). Supernatant o objemu 500 ul byl odpipetovan a vakuové odpaien

na centrifugacnim koncentratoru pii 40 °C. Pfed HPLC analyzou byly vzorky rozpustény
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ve stejném objemu Mili-Q vody, zvortexovany, 5 min sonifikovany a zfiltrovany
do vialek za pouziti injekénich stiikacek a filtrii o porozité 0,22 pm.

Sacharidy byly separovany chromatografickym systémem Smartline na koloné Rezex
RCM monosacharide Ca?* (8 %, 100 x 7,8 mm, 8 um), ktera byla vyhiivana na 80 °C.
Kolona byla chranéna piedkolonou (50 x 7,8 mm) se stejnou stacionarni fazi. Mobilni
fazi byla Mili-Q voda o pritoku 0,6 ml'‘min?. Délka analyzy byla 20 min a bylo
davkovano 10 ul vzorku. Detekce ELSD byla provedena za optimalizovanych podminek
pratoku plynu 2 I'min a teploté detektoru 80 °C (kapitola 3.2.3).

Kazdy kultivar byl analyzovan v triplikatu a vysledné chromatogramy byly
vyhodnoceny v programu Clarity (verze 6.1). Sacharidy byly identifikovany na zakladé
reten¢nich Cast standardil a kvantifikovany pomoci rovnic externi kalibrace. Kalibra¢ni
fada byla pfipravena nafedénim zasobniho roztoku sacharosy, D-glukosy a D-fruktosy
o koncentraci 10 mg-mI™ Mili-Q vodou na kalibra¢ni body 5; 2,5; 1; 0,5; 0,25; 0,1; 0,05;
0,025 a 0,01 mg-ml*. Kazdy bod kalibra¢ni pfimky byl zméfen ttikrat.

Linedrni dynamicky rozsah byl stanoven na zdklad¢ rovnice linearni regrese
a koeficientu determinace R2. Mez detekce a mez stanovitelnosti byly uréeny pomoci

vybérové smérodatné odchylky posunu a priméru smérnice podle vzorci na Obr. 19.

3.2.5 Validace spektrofotometrického méreni fruktani

Fruktany byly stanoveny pomoci kitu firmy Megazyme. Validace metody byla provedena
uréenim vychyleni méfeni (bias), opakovatelnosti, linearity, LOD a LOQ. Vychyleni
meéfeni bylo stanoveno opakovanym méfenim standardu (Sestkrat) o deklarovaném
mnozstvi fruktant 27,5 % (w/w). Opakovatelnost metody byla zji§téna méfenim vzorku
3009 zroku 2016. Méfeni bylo zopakovano osmkrat Vrozpéti dvou tydni.
Spektrofotometrické stanoveni fruktanti bylo provedeno podle navodu vyrobce, kde pro
meéfeni redlnych vzorkll bylo méfitko testu zmenSeno na 20 %. Parametry vychyleni
meéteni a opakovatelnost byly testovany v piivodni i zmensené podobg.

Line4rni dynamicky rozsah byl uréen na zaklad¢ kalibra¢ni fady 0,5; 2, 10, 20, 40, 60
a 80 pg D-fruktosy a R2. Jednotlivé kalibra¢ni body o vysledném objemu 300 pl byly
piipraveny smisenim standardu D-fruktosy o koncentraci 1,5 mgml? v 0,2% (w/v)
kyseling benzoové a acetatového pufru (100 mmol-I", pH 4,5; ledova kyselina octova
a hydroxid sodny). Kalibra¢ni fada byla pfipravena v péti opakovanich. LOD a LOQ byly
vypocitany dle Araujo (2009), kde ¢ bylo nahrazeno vybérovou smérodatnou odchylkou

opakovaného méfeni reakéniho blanku (Obr. 19). Reak¢ni blank byl pfipraven v péti
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opakovénich napipetovanim 300 pl acetatového pufru (100 mmol-I?, pH 4,5). K bodim
kalibraéni  fady ikreakénim Dblankim bylo nasledné¢ pfidano 5 ml
4-hydroxybenzhydrazidu (PAHBAH) a vzorky byly inkubovany 5 minut pii 100 °C.
Po ochlazeni byla zméfena absorbance pii 410 nm. Standardy fruktanu i D-fruktosy byly

soucasti kitu.

3.2.6 Spektrofotometrické méieni fruktanu

Fruktany byly spektrofotometricky stanoveny podle kitu ve zmenSeném méftitku. Soucasti
kitu byly enzymové smési ve formé lyofilizovaného praSku. Enzymova smés znacena
A obsahovala enzymy sacharasu, f-amylasu, pullulanasu a maltasu. Enzymy byly
rozpustény v maleatovém pufru (100 mmol1?, pH 6,5; kyselina maleinova a hydroxid
sodny). Enzymova smés B obsahovala exoinulinasu a endoinulinasu. Enzymy byly
rozpustény acetatovym pufrem (100 mmol-I?, pH 4,5). Ke stanoveni redukujicich
sacharidl bylo vyuzito ¢inidlo PAHBAH, které bylo pfed méfenim nachystano smisenim
roztokd A aB v poméru 1 : 9. Roztok A byl ptipraven rozpusténim 10 g PAHBAH v 60 ml
destilované vody a 10 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové. Objem roztoku byl
nasledné destilovanou vodou doplnén na 200 ml. Roztok B byl pfipraven rozpusténim
12,5 g dihydratu citronanu sodného a 1,6 g hexahydratu chloridu vépenatého a 20 g

hydroxidu sodného ve vysledném objemu 1 1 destilované vody.

IFRUKTAN + SACHAROSA + SKROB|

lsacharasa + B-amylasa + pullulanasa + maltasa

[FRUKTAN| + [FRUKTOSA + GLUKOSA |

ltetrahydroboritan sodny / kyselina octova

+ [ALKOHOLOVE CUKRY

exoinulinasa + endoinulinasa

[FRUKTOSA + GLUKOSA |
PAHBAH

'MERENT 410 nm

Obr. 20 Schéma spektrofotometrického méfeni fruktand.
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Knavazenym 20 mg rostlinného materidlu bylo pfidano ptiblizné¢ 7 ml horké
destilované vody (80 °C). Fruktany byly extrahovany pii 80 °C po dobu 15 min pomoci
ultrazvuku. Extrakty byly ponechany stat pii laboratorni teploté. Po vychladnuti byly
vzorky doplnény destilovanou vodou na 10 ml a alikvoty o objemu 1 ml byly
centrifugovany (10 min, 12400 g, 20 °C). V ¢istych mikrozkumavkach bylo smiseno
40 pl extraktu a 40 pl enzymové smési A. Vzorky byly inkubovany 30 min pti 40 °C
na vodni lazni. V dalSim kroku bylo ke vzorkim pfidano 40 pl tetrahydroboritanu
sodného o koncentraci 10 mg'ml™* v hydroxidu sodném (50 mmol-1). Reakéni smés byla
zvortexovana a inkubovana na vodni lazni (40 °C, 30 min). Po skonceni inkubace bylo
ke vzorktim piidano 100 pl kyseliny octové (200 mmol-11). Tato smés byla oznacena jako
roztok S. Vzorky byly zvortexovany a rozpipetovany po 40 pl do tii sklenénych
zkumavek. Do jedné zkumavky bylo napipetovano 20 pul acetatového pufru
(100 mmol-I?, pH 4,5; tzv. blank vzorku) a do zbyvajicich bylo pfidano 20 pl enzymové
smési B. Zkumavky byly zakryty parafilmem a inkubovany 30 min na vodni 1azni pfi
40 °C. Nakonec byl ke vzorkiim pfidan 1 ml ¢inidla PAHBAH, reakce byla inkubovéna
72 s na vaftici vodni lazni. Po inkubaci byly vzorky vloZeny na 5 minut do studené vody.
Absorbance na spektrofotometru byla zmétena pii 410 nm. Obr. 20 znazoriuje schéma
stanoveni fruktand.

Paraleln¢ se vzorky byl pfipraven reakéni blank (60 pl acetatového pufru) a standard
D-fruktosy, kdy bylo 40 ul standardu D-fruktosy o koncentraci 1,5 mg:ml? smiseno
s 180 ul acetatového pufru (100 mmol-I?, pH 4,5). Do tid zkumavek byly rozpipetovany
alikvoty o objemu 40 ul (tj. 10,9 pg D-fruktosy), ke kterym bylo ptidano 20 pul
acetatového pufru (100 mmol-I%, pH 4,5). Kblanku i standardu D-fruktosy byl
napipetovan 1 ml PAHBAH.

0,22 100 1 162
0,04 W 1000 180

Fruktan (mg-100mg " DW) = AA - F - 25 -V -
= AA - F v 12,38
= o )

Obr. 21 Vzorec vypoctu sumy fruktantt (DW — susina, AA = absorbance vzorku — absorbance
blanku vzorku, F = 10,9 pg D-fruktosy / absorbance 10,9 pg D-fruktosy, V — objem
extraktu, W — hmotnost navazky).
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Suma fruktani byla vypocitana podle vzorce na Obr. 21, kde AA znamena rozdil
absorbance vzorku a blanku vzorku, F je faktor pfepoc¢tu absorbance na pg D-fruktosy,
25 je piepocCet odebranych 40 pl extraktu na 1 ml, V je celkovy objem extraktu
(V =10 ml), 0,22/0,04 je ptepocet alikvotu o objemu 40 ul na 220 ul roztoku S, W
znamena hmotnost navazky v mg, 100/W vyjadiuje mnozstvi fruktant jako procenta
hmotnosti navazky, 1/1000 konvertuje pg na mg, 162/180 ptepocitava volnou D-fruktosu
(D-glukosu) na anhydrofruktosu (anhydroglukosu) vyskytujici se ve fruktanu.

3.2.7 Méieni enzymové aktivity fruktan-p-(2,1)-fruktosidasy

3.2.7.1 Priprava enzymového extraktu

Enzymov4 aktivita byla stanovena v Cerstvé Salotce ,,Gourmet®, ktera byla skladovana pti
2 °C. Cibule byly zbaveny vnéjSich suchych suknic a nakrijeny na mensi kousky.
Extrakce a dalSi manipulace byly provedeny za souc¢asného chlazeni ledem. Enzymovy
extrakt byl pfipraven homogenizaci tyCovym mixérem 40 g Cerstvé cibule s 40 ml
vychlazeného acetatového pufru (0,1 mol-It, pH 4,5; octan sodny a kyselina octova),
ktery obsahoval 1 mmol-I"t PMSF a 5 mmol:I* chelatonu I1I. Homogenét byl zfiltrovan
pres tkaninu a alikvoty filtratu byly centrifugovany (15 min, 20000 g, 4 °C). Supernatant

byl dale vyuzit pro enzymové eseje.

3.2.7.2 Enzymova esej

V mikrozkumavkach bylo smiseno 0,2 ml enzymového extraktu s 0,8 ml 3% (w/v)
inulinu v acetatovém pufru (0,1 mol-I%, pH 4,5) nebo s 0,8 ml acetatového pufru (blank).
Smési byly inkubovany 3 h pti 30 °C. Reakce byla ukonc¢ena pétiminutovou inkubaci pfi
95 °C. Uvolnéna fruktosa, respektive glukosa byly stanoveny pomoci ¢tyt metod: DNS,
neokuproinova, HPLC-ELSD a komerénim kitem pro stanoveni D-fruktosy a D-glukosy.
Enzymova aktivita byla méfena ze tfi samostatnych izolaci, kdy kazd¢ izolaci ptislusely

dva vzorky a jeden blank.

3.2.7.3 Kalibraéni pirimky D-fruktosy

Pro DNS metodu a kit byly z vodného roztoku D-fruktosy o koncentraci 6 mmol-I*
piipraveny kalibraéni body 0, 0,1; 0,2; 0,4; 1, 2, 3 a4 mmol-I1. V ptipadé neokuproinové
metody byly body kalibra¢ni ptimky 0, 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7a 0,8 mmol-I2,
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Stejnym zplisobem byly pfipraveny i kalibra¢ni piimky v 20% rostlinném extraktu.
Rostlinny extrakt byl ziskan homogenizaci 7,5 g nakrajené cibule s 25 ml vody.
Homogenat byl ponechan 15 min pii 80 °C a alikvoty byly centrifugovany (10 min,
12400 g, 20 °C).

Kalibraéni ptimky byly ve vSech ptipadech ptipraveny ve tfech opakovanich. Linearni
dynamicky rozsah, LOD a LOQ byly stanoveny stejnym zptisobem jako v pfipad€ malych

sacharidil a glykosida kvercetinu.

3.2.7.4 Metoda 3,5-dinitrosalicylové kyseliny (DNS)

DNS ¢inidlo bylo pfipraveno rozpusténim 0,5 g DNS a 15 g vinanu sodno-draselného
ve 40 ml hydroxidu sodného o koncentraci 0,5 mol-I"t. Roztok byl ponechan pfti 45 °C
do uplného rozpusténi reagencii. Nasledné bylo ¢inidlo ochlazeno na laboratorni teplotu
a doplnéno destilovanou vodou do 50 ml.

Pro stanoveni redukujicich sacharidt bylo 0,2 ml vzorku ptidano k 0,8 ml DNS ¢inidla.
Smés byla zvortexovana a inkubovana 10 min pii 95 °C. Po ochlazeni mikrozkumavek
byla zméfena absorbance pii 540 nm. Kvantifikace uvolnénych sacharidt byla provedena

podle kalibra¢ni piimKy (kapitola 3.2.7.3).

3.2.7.5 Neokuproinova metoda

Neokuproinova metoda byla zalozena na smiseni dvou roztokti v poméru 1 : 1 pted
vlastnim méfenim. Roztok A byl pfipraven postupnym rozpousSténim 1 g uhli¢itanu
sodného, 0,4 g glycinu a 11,3 mg pentahydréatu siranu méd’natého ve 25 ml destilované
vody. Roztok B byl nachystan rozpu$ténim 30 mg monohydratu neokuproin
hydrochloridu ve 25 ml destilované vody.

Redukujici sacharidy byly stanoveny patnactiminutovou inkubaci na vatici vodni lazni
0,4 ml ¢inidla s 30 pl vzorku. Po inkubaci byla reakce zfedéna 0,65 ml destilované vody
a absorbance byla zméfena pii 450 nm. Kvantifikace uvolnénych sacharidi byla

provedena podle kalibra¢ni primky (kapitola 3.2.7.3).

3.2.7.6 Kit pro stanoveni D-fruktosy a D-glukosy

Stanoveni D-fruktosy a D-glukosy bylo provedeno podle kitu firmy Megazyme.
Absorbance byly odecteny pifi 340 nm proti destilované vodé. Reagencie S vyjimkou
NADP*/ ATP byly pouzity tak, jak je dodal vyrobce. Roztok NADP*/ ATP byl piipraven

rozpus$ténim kofaktor ve 12 ml destilované vody.
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c = V - AAD_glukosa _ 2132 ' AAD—glukosa
e d D 6300 - 1 - 0,1

Obr. 22 Vzorec vypoétu koncentrace glukosy (mol-I"; V — celkovy objem reakce, &€ — molarni
extinkeni koeficient NADPH, d — draha svételného paprsku v — objem vzorku).

Do plastové kyvety bylo napipetovano 2,1 ml destilované vody (blank) nebo 2 ml
destilované vody a 0,1 ml vzorku. Dalsi postup byl pro blank i vzorek stejny, kdy 0,1 ml
pufru (pH 7,6) a 0,1 ml roztoku kofaktori bylo napipetovano k reakéni smési, ktera byla
promichana a po 3 min byla zméfena absorbance (A1). Nasledné bylo ptidano 20 ul
suspenze glukosa-6-fosfatdehydrogenasy a hexokinasy, reakce byla promichana a po
5min byla zméfena absorbance (A2). Nakonec ke smési bylo napipetovano 20 pul
suspenze fosfoglukoisomerasy a absorbance byla zmé&fena po 10 min (As).

Pro vypocet koncentrace analytd byl nejdiive stanoven rozdil A2-As pro blank i vzorek
a rozdil absorbance blanku byl odeéten od rozdilu absorbance vzorku, tim byla ziskana
AAp-glukesa. Stejny zpiisobem byl proveden vypocet Az-A: a zjisténi AAp-fruktosa. Uvolnéna
glukosa byla vypocitana podle vzorce na Obr. 22, kde V je celkovy objem reakce
(V=2,32ml), & je molarni extinkéni koeficient NADPH pii 340 nm
(e = 6300 I*mol™t-cm™), d odpovida délce drahy svételného paprsku (d = 1 cm) a v je
objem vzorku (v = 0,1 ml). Uvolnéna fruktosa byla stanovena metodou externi kalibra¢ni
ptimky (kapitola 3.2.7.3).

3.2.7.7 Metoda HPLC-ELSD

Vzorky byly zfiltrovany pomoci injek¢nich stiikacek a filtri o porozité 0,22 pm
do 96-jamkové desticky. Uvolnéna fruktosa a glukosa byly stanoveny metodou
HPLC-ELSD tak, jak je popsano v kapitole 3.2.4.

3.2.8 Statistické vyhodnoceni

Data byla statisticky vyhodnocena pomoci softwaru STATISTICA (verze 13.3)
a Microsoft Excel 2016. Byly vyuzity nastroje popisné statistiky a tvorby grafii. Korelace
byla vyjadfena na zakladé Pearsonova korela¢niho koeficientu. Pro hodnoceni souborti
dat mezi dvéma roky byl pouzit dvouvybérovy parovy t-test. Variabilita dat byla
zobrazena formou krabicového grafu na zakladé medianu. Normalita dat byla stanovena
pomoci histogramu a Shapirova-Wilkova testu normality. Manntv-Whitneyuv U test byl

vyuzit k porovnéani hladin metaboliti v Salotce s cibuli.
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4 VYSLEDKY

4.1 Metoda HPLC-UYV stanoveni glukosidi kvercetinu

Metoda stanoveni glukosida kvercetinu vychazela z prace Caridi et al. (2007). Glukosidy
byly extrahovany vodnym roztokem methanolu a separovany na kolon¢ C18 kapalinovou
chromatografii s UV detekci pti vinové délce 255 nm.

Na zakladé reten¢nich Cast standardt byl identifikovan kvercetin-3,4"'-O-diglukosid
(QDG) v case 5,4 min, kvercetin-4'-O-glukosid (QMG) s reten¢nim ¢asem 6,2 min
a aglykon kvercetinu (Q) v ¢ase 7,2 min. Chromatogramy separace smési standardi
o koncentraci 10 pug-ml™? a vzorku 3109 z roku 2017 jsou na Obr. 23 a Obr. 24.

Glukosidy kvercetinu byly kvantifikovany metodou externi kalibracni pfimky.
Linearita byla pozorovana v intervalu 0,05-50 pg'ml™? u QDG a QMG, naopak Vv piipadé
aglykonu kvercetinu byla zavislost linearni v rozmezi 0,01-50 pg-ml™. Obr. 25 zobrazuje
kalibra¢ni ptimku QDG s rovnici linearni regrese y = 33636x - 3148,6 a R20,9999. QMG
byl kvantifikovan podle rovnice y = 82514,9x — 11059,8 (R? = 0.9998). Aglykon
kvercetinu (y = 115978x — 19352,8; R? = 0.9999) nebyl detekovan u zadného realného
vzorku. LOD a LOQ analyti byly stanoveny podle Araujo (2009) z rovnic linearni
regrese. LOD pro QDG, QMG a aglykon kvercetinu byly 0,02; 0,01 a 0,08 ug'ml™* a LOQ
byly stanoveny na 0,07; 0,03 a 0,24 pg-ml™.

Q
40 7,2 min
35

QMG

30 6,2 min

25

20

QDG
15 5,4 min

10

Signal [mAU - 104]

0 2 4 6 8 10 12 14

Retenéni ¢as [min]

Obr. 23 Chromatogram separace smési standardi 0 koncentraci 10 ug-ml? (QDG — kvercetin-
3,4'-O-diglukosid, QMG — kvercetin-4'-O-glukosid, Q — aglykon kvercetinu).
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Obr. 24 Chromatogram separace vzorku 3109 z roku 2017 (QDG — kvercetin-3,4"'-O-diglukosid,
QMG - kvercetin-4'-O-glukosid).
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Obr. 25 Kalibraéni pfimka kvercetin-3,4'-O-diglukosidu (0,05-50 pg-ml™). Chybové usecky
vyznacéuji smérodatnou odchylku ze tf méfeni.
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4.2 Optimalizace odezvy ELSD

Prutok dusiku a teplota detektoru byly parametry optimalizace ELSD, ktera byla
provedena na zakladé velikosti ploch pikli sacharosy, glukosy a fruktosy kalibra¢niho
bodu 1 mg-ml™,

Pro stanoveni optimalni teploty detektoru byly vybrany teploty 90, 80, 70, 60, 50, 40
a 30 °C. V pripadé glukosy a fruktosy se plocha piku s klesajici teplotou mirn¢ zvySovala,
naopak u sacharosy se vyrazné neliSila. Avsak pfi teploté 30 °C byl pozorovan vyrazny
Sum a nelinearni odezva, kdy se mobilni faze o pritoku 0,6 ml-min™ jiz dostate¢ng
neodparovala. Na zékladé miry Sumu a velikosti signalu byla pfi screeningu sacharidi
nastavena teplota detektoru 80 °C.

Pritok plynu byl testovan pfti 1,5; 2,0 a 2,5 I‘min™. Na Obr. 26 je zobrazena zavislost
velikosti piku na pritoku plynu, kdy nejvice analytu bylo detekovano pti pratoku

2 I'mint,

40
35
30

25

20

15

Plocha piku [mV"s - 10%]

10

==

5

0
1,4 1,6 1,8 2,0 2,2 2,4 2,6

Pratok plynu [1'min]

Obr. 26 Optimalizace prutoku plynu (dusiku). Chybové usecky vyznacuji smérodatnou odchylku
ze tii méfeni (oranzova — glukosa, zelena — fruktosa, modra — sacharosa).
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4.3 Metoda HPLC-ELSD stanoveni malych sacharidu

Analyza malych sacharidi byla zaloZzena na extrakci vodnym roztokem methanolu
a chromatografické separaci sacharidit mechanismem iontového vyluCovani a interakce
S vapenatymi ionty. Sacharosa, glukosa a fruktosa byly detekovany odpatfovacim
detektorem rozptylu svétla. Metoda HPLC-ELSD byla pievzata od autoru
O’Donoghue et al. (2004).

Sacharidy byly identifikovany na zakladé retenénich Cast standardi, kdy separace
probéhla v poradi sacharosa, glukosa a fruktosa s reten¢nimi ¢asy 8,6; 10,5 a 13,3 min.
Chromatogramy separace smési standardii o koncentraci 1 mg-ml™ a vzorku 3108 (rok
2016) jsou na Obr. 27 a Obr. 28. V realnych vzorcich byl pozorovan neznamy analyt
V Case okolo 6,5 min.

Sacharidy byly kvantifikovany externi kalibraci na zaklad€ rovnic linedrni regrese
(sacharosa: y = 1,3559x + 3,9698, R? = 0,9994; glukosa: y = 1,4105x + 4,5283,
R?=0,9996, Obr. 29; fruktosa: y = 1,3858x + 4,0127, R? = 0,9996), kdy plochy pikt

i koncentrace sacharidti byly zlogaritmovany.

16 Glukosa
14 10,5 min Fruktosa
13,3 min
& 12
> 10
e
— Sacharosa
> 8 .
§ 8,6 min
>
g 6
S 4
3
o 2
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
-2

Retencni ¢as [min]

Obr. 27 Chromatogram separace smési standardii 0 koncentraci 1 mg-ml=.
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Odezva detektoru ELSD byla linearni v tizkém koncentra¢nim rozsahu (Sacharosa

0,25-2,5 mg-ml'l, glukosa a fruktosa 0,1-1 mg-ml'l). Logaritmicka transformace zvysila

linearni dynamicky rozsah sacharosy na 0,025-2,5 mg-ml?, glukosy a fruktosy na

0,025-1,0 mg-ml*. LOD pro sacharosu, glukosu a fruktosu byly 9,4; 5,9; a 1,9 pgrml?,
LOQ byly 28,5; 18,0 a 5,8 pg'ml™.

Odezva detektoru [mV - 10?]

26

21

16

11

-4

Fruktosa

Sacharosa 13,3 min

8,6 min

Glukosa
10,5 min

4 6 8 10 12 14 16 18 20

Retenéni ¢as [min]

Obr. 28 Chromatogram separace vzorku 3108 z roku 2016.
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Obr. 29 Kalibra¢ni ptimka glukosy (0,025-1,0 mg-ml™). Chybové Gse¢ky vyznacuji smérodatnou
odchylku ze tifi méfeni.
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4.4 Spektrofotometricka metoda stanoveni fruktant

Suma fruktanti byla uréena podle ptiivodni metody autori McCleary a Blakeney (1999),
kterd je dostupnd ve form¢ kitu. Principem analyzy byla enzymaticka hydrolyza
sacharosy a skrobu v prvnim kroku, kterou nésledovala chemicka redukce uvolnénych
monosacharida na alkoholové cukry. Fruktany byly nakonec enzymaticky hydrolyzovany
auvolnéna glukosa a fruktosa byly stanoveny kolorimetrickou reakci. Suma fruktant byla
vypocitana podle vzorce na Obr. 21.

Vychyleni méfeni (bias) spektrofotometrické metody analyzy fruktand bylo stanoveno
opakovanym métenim standardu o deklarovaném mnozstvi fruktani 27,5 % (w/w).
Priimérna hodnota z Sesti méfeni byla 27,3 % (w/w) se smérodatnou odchylkou + 0,6 %
(w/w), z ¢ehoz vyplyvala relativni chyba méfeni 0,8 %. Opakovatelnost metody byla
stanovena opakovanou analyzou vzorku 3009 (rok 2016). Priimérné mnozstvi fruktant
Z osmi méteni bylo 42,9 % (w/w) s relativni smérodatnou odchylkou 2,7 %. Metrologicka
terminologie byla pouzita podle Plzdk a Milde (2012). Na zakladé¢ kalibra¢ni piimky a R?
byl stanoven linearni dynamicky rozsah 2-60 pg D-fruktosy (Obr. 30). Podle rovnice
linedrni regrese a smérodatné odchylky reak¢éniho blanku byl stanoven LOD 0,3 ug

a LOQ 0,9 pg D-fruktosy.
1,2

1,0 -

y = 0,0164x + 0,0011
08 R =0,9992
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0,6

0,4
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Mnozstvi D-fruktosy [ug]

Obr. 30 Kalibracni ptimka D-fruktosy (2-60 pg). Chybové usecky vyznacuji vybérovou
smérodatnou odchylku z péti méfeni.
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4.5 Screening metabolitl v rostlinném materialu

Screening metabolitt (glukosidy kvercetinu, malé sacharidy, fruktany) byl proveden
v 87 kultivarech cibule salotky a 3 kultivarech cibule kuchynské ze dvou sklizni (rok
2016 a 2017). Vysledky byly vyjadfeny ve formé procent (mg-100 mg™) susiny (DW; dry
weight) nebo v piipadé kvercetinu v mg-100 g* DW.

4.5.1 Obsahové latky v cibuli Salotce

V cibuli $alotce bylo stanoveno mnozstvi kvercetin-3,4'-O-diglukosidu (QDG)
a kvercetin-4'-O-glukosidu (QMG). Vroce 2016 byla priméma hladina QDG
556,7 mg-100 g DW, QMG 148,5 mg-100 g DW, takze mnozstvi QDG bylo v kazdém
kultivaru 2-6x vyssi. Obsah QDG byl stanoven v rozmezi 303,5-948,3 mg-100 g™ DW
a QMG 83,1-252,7 mg-100 g'1 DW. Ve srovnani, v roce 2017 bylo primérné mnozstvi
QDG 526,7 mg-100 g* DW a QMG 130,1 mg:100 g** DW. Obdobné& roku 2016 bylo
mnozstvi QDG 2-9x vys§i. Zjisténé hladiny analyti byly v ptipadé QDG v rozmezi
217,6-860,5 mg-100 g DW a QMG 44,5-217,9 mg-100 g** DW. Velikosti rozdilt mezi
vegetacnimi obdobimi byly na trovni jednotlivych kultivart variabilni, kdy rozdil mensi
nez 3 mg-100 g* QDG byl pozorovan u kultivart 3004, 3026, 3126 a 3140. V ptipadé
QMG se jednalo o kultivary 3013, 3121, 3125, 3128 a 3131. Na druhou stranu v roce
2016 byla koncentrace QDG minimalné 1,7x vySsi u kultivartt 3107 a 3133 a stejny rozdil
QMG byl pozorovan u kultivard 3040, 3092, 3101, 3104, 3107, 3110, 3133 a 3139.
Po spojeni vysledki z obou let vyplynulo, Ze hladina QDG byla nejvyssi u kultivart 3125,
3127, 3130 a 3132 a nejnizsi u 3037, 3041, 3099, 3101 a 3113. Nejvyssi obsah QMG byl
stanoven v piipadé 3003, 3005, 3006 a 3019 a naopak nejnizsi u kultivara 3110, 3111
a 3113. Priloha 1 obsahuje veskera naméiena data z obou let.

V cibuli Salotce dale bylo hodnoceno mmnoZstvi sacharosy, glukosy, fruktosy
a fruktant, jejichz primérné zastoupeni bylo v roce 2016 v poméru 8 : 1 : 5 : 27. Stiedni
hodnoty sacharidf byly 12,2 mg-100 mg™* DW sacharosy, 1,6 mg-100 mg™* DW glukosy,
8,7 mg-100 mg! DW fruktosy a43,1 mg:100 mg'DW sumy fruktani. Stanovené
koncentrace metabolitii se pohybovaly v intervalu 8,3-17,8 mg-100 mg™* DW sacharosy,
pod limitem detekce aZ 7,6 mg-100 mg! DW glukosy, 4,0-13,8 mg-100 mg™* DW
fruktosy a 31,5-54,7 mg-100 mgt DW fruktand. V roce 2017 byly sacharidy primérné
distribuovany vpoméru 7 : 1 : 6 : 19. Hladiny analytd byly v pfipadé¢ sacharosy
8,5-15,8 mg-100 mg* DW, glukosy pod limitem detekce az 10,4 mg-100 mg™ DW,
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fruktosy 5,2-16,1 mg-100 mg™* DW a fruktant 21,0-53,6 mg-100 mg* DW. Mezi dvéma
roky byl ve vétSin¢ pfipadii malych sacharidii na rovni kultivard rozdil mensi jak
3 mg-100 mg™. Naopak v roce 2017 byl obsah glukosy u kultivara 3001, 3007, 3015,
3055, 3095, 3098, 3105, Prisma a fruktosy u kultivarid 3105 a 3137 téméf dvojnasobny.
V kultivaru Ambition byla naopak koncentrace glukosy v roce 2017 dvakrat nizsi. Mezi
dvéma roky bylo zjisténo vyraznéjsi kolisani obsahu fruktant, kdy diference mensi jak
3 mg-100 mg™® byla zjisténa u 14 kultivart (j. 3007, 3008, 3012, 3032, 3033, 3035, 3036,
3092, 3093, 3099, 3101, 3110, 3111, 3121). Naopak kultivary 3037, 3124, 3138
obsahovaly v roce 2016 téméf dvojnasobné mnozstvi fruktand. Na zakladé vysledka
z obou let bylo zjisténo, ze kultivary 3021, 3023, 3025, 3026, 3089 a 3108 obsahovaly
nejvyssi hladiny sacharosy, kultivary 3006, 3020, 3108, 3126, 3139 a 3140 glukosy,
nejvyssi obsah fruktosy byl v kultivarech 3113 a 3123 a nejvyssi hladiny fruktant byly
byly stanoveny v kultivarech 3006, 3008, 3100 a 3115, glukosy v kultivarech 3028, 3031,
3042 a 3114, fruktosy v kultivarech 3015, 3101, 3114 a 3127 a nejméné fruktand bylo
detekovano v kultivarech 3108 a 3140. Mezi obsahem fruktani a fruktosy byla
pozorovana mirna negativni korelace (r = - 0,630), kde s rostoucim mnozstvi fruktosy
klesal obsah fruktant (Obr. 31). Pfiloha 2 a Pfiloha 3 obsahuji veskeré naméfené hodnoty

malych sacharidi a fruktand.
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Obr. 31 Korelaéni zavislost obsahu fruktanid na fruktose.
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Tab. 4 Shapiruv-Wilkiv test normality rozdili (A = 2016 — 2017)

Rozdil Pravdépodobnost p
A Kvercetin-3,4"-O-diglukosid p> 0,05
A Kvercetin-4'-O-glukosid p>0,05
A Sacharosa p>0,05
A Glukosa p <0,05
A Fruktosa p>0,05
A Fruktany p>0,05

Tab. 5 Dvouvybérovy parovy t-test

Analyt Stupei volnosti” Pravdépodobnost p
Kvercetin-3,4'-O-diglukosid 86 p <0,05
Kvercetin-4'-O-glukosid 86 p<0,05
Sacharosa 86 p> 0,05
Log(glukosa) 79 p < 0,05
Fruktosa 86 p <0,05
Fruktany 86 p<0,05

“Stupeni volnosti znamena pocet pozorovani zmenseny o jedna.

Hladiny obsahovych latek mezi dvéma roky byly srovnany dvouvybérovym parovym
t-testem, ktery je zavisly na normalnim rozdé€leni rozdilli A mezi parovymi daty. Nejprve
byl stanoven rozdil A odectenim hodnot z roku 2017 od roku 2016. Pomoci Shapirova-
Wilkova testu (Tab. 4) byla testovana normalita zjisténych rozdild A. Pokud byla
normalita zamitnuta (p < 0,05), byla data logaritmicky transformovana. Pouze mnozstvi
sacharosy se mezi lety statisticky nelisilo (p > 0,05; Tab. 5). Hladiny ostatnich analytt
byly signifikantn¢ odlisné (p < 0,05; Tab. 5). V roce 2017 byly primérné stanoveny nizsi

koncentrace fruktand a glukosidt kvercetinu, naopak hladiny monosacharidt byly vyssi.
4.5.2 Obsahové latky v cibuli kuchynské

V cibuli kuchyniské byly stejné€ jako v cibuli Salotce stanoveny glukosidy kvercetinu, malé
sacharidy a fruktany z vegetacnich obdobi, 2016 a 2017 (Tab. 6 a Tab. 7). Analyzovany
byly tfi bézné kultivary cibule kuchynské (Albienka, Karmen, Vsetana), které¢ slouzily
k porovnani obsahovych latek s Salotkou.

V obou letech bylo stanoveno nejvyssi mnozstvi glukosidi kvercetinu v Karmen.
Naopak v kultivaru Albienka bylo mnozstvi kvercetinu v roce 2016 pod limitem detekce
av roce 2017 byly stanoveny velmi nizké koncentrace. Mezi dvéma roky se podobné¢ jako
glukosidy kvercetinu hladiny sacharosy a glukosy vyrazné nelisily. Kultivar Karmen byl

nejbohatsi na zminéné sacharidy. Ve srovnani Albienka obsahovala nejméné sacharosy
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a Vsetana nejmén¢ glukosy. V roce 2017 bylo mnozstvi fruktosy u vSech kultivart vyssi,
kde nejvyrazné€jsi rozdil byl pozorovan u kultivaru VSetana s dvojnasobné zvySenou
hladinou. Fruktany vykazovaly opa¢ny trend, kdy u kultivaru Karmen bylo v roce 2017
stanoveno polovi¢ni mnozstvi.

Variabilita obsahovych latek byla znazornéna krabicovym grafem na zakladé
medidnu. Interkvartilové rozpéti Q bylo dano rozdilem mezi 75. a 25. percentilem.
Odlehl¢ a extrémni hodnoty byly vyjadfeny jako 1,5Q a 3Q. Hladiny analytt cibule byly
srovnany s Salotkou pomoci Mannova-Whitneyova U testu (Obr. 32 a Obr. 33).
Koncentrace metaboliti v testovaném souboru predevsim v piipadé Salotek vykazovala
Sirokou variabilitu, ktera byla dana velikosti souboru. V Salotkach byly stanoveny vyssi
koncentrace QDG (Obr. 32), naopak mensi koncentrace sacharosy a glukosy (Obr. 33).
Hladiny QMG, fruktosy a fruktant se vyznamné neliSily (p > 0,05).

Tab. 6 Metabolity v cibuli kuchynské ze sklizné 2016

Metabolit Albienka Karmen Vsetana
Kver?f;g.lg,dg 'E;S-S{/g\;/l%kosid ned.” 368,44 6,2 3054+ 5.0
Kvﬂﬁgilndg ;98{,‘:}5]0% ned. 1382+2.5 100,7 2,6
[mg-lS ggtﬁrgqls fE)W*] 11,3+£0,2 19,1+0,1 17,5402

[rng-15);(|)ur§?;161 DW'] 10,0£0,1 15,2+ 0,1 7,1 +0,0

[mg-lz[)urlﬁg-slaow*] 7.6+0.0 3,8+0,1 53+0,1
Fruktany 42,64 0.0 17,5401 1502038

[mg-100 mg™* DW¢]

* Vysledky jsou vyjadieny ve formé aritmeticky primér ze tif mé&feni + smérodatna odchylka.
¥ Ned. vyjadiuje hodnotu pod mezi detekce metody HPLC-UV.
Y Vysledky jsou vyjadieny ve formé aritmeticky primér z duplikatu + smérodatna odchylka.
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Tab. 7 Metabolity v cibuli kuchynské ze sklizné 2017

Metabolit Albienka Karmen Vietana
Kverc[itlign-fdg ;9'§ivgv'*”]k°s‘d 53+0,1 4249+ 18,8 344,6 + 10,6
Kviﬁgilndé Ig_ggwf]osm 8,1 £0,3 121,8+ 6,7 113,7+3,1
[mg-1S Sg'ﬁﬁf ?DW*] 11,3+ 17 21,4+0,2 16,7+ 0,4
[mg.lg(;unl?;f DW] 12,5+ 0,9 13,2+ 0,4 7,3+0,1
[mg-l(F):)uﬁgiaDw*] 10,9+0,3 10,3+0,2 10,7 + 0,0
[mg-liB“ﬁZﬂwaq 30,5+0.8 18,2+ 0,6 28,3+ 0,4

“ Vysledky jsou vyjadieny ve formé aritmeticky primér ze tii méfeni + smérodatna odchylka.
T Vysledky jsou vyjadieny ve formé aritmeticky primér z duplikatu = smérodatnd odchylka.
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Obr. 32 Srovnani koncentraci glukosidi kvercetinu mezi cibuli Salotkou a cibuli kuchynskou
(QDG — kvercetin-3,4'-O-diglukosid, QMG — kvercetin-4'-O-glukosid, n — velikost
souboru, p — Manntv-Whitneytav U test).
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Obr. 33 Srovnani koncentraci sacharidi mezi cibuli $alotkou a cibuli kuchyfiskou (n — velikost
souboru, p — Mannv-Whitneytuv U test).

4.6 Enzymova aktivita fruktan-g-(2,1)-fruktosidasy

Enzymovy extrakt byl pfipraven homogenizaci cibule Salotky ,,Gourmet™ s acetatovym
pufrem podle Krivorotova a Sereikaite (2014). Substratem enzymové reakce byl inulin,
coz je smes polymert fruktosy o riznych délkach fetézcti zakoncenych glukosou.
Uvolnéna fruktosa, glukosa nebo piipadné redukujici sacharidy byly kvantifikovany
externi kalibra¢ni pfimkou pomoci ¢ty metod. Na zdkladé metody DNS a nekuproinové
metody byly stanoveny redukujici sacharidy, naopak kitem a HPLC byla specificky
urena uvolnéna glukosa a fruktosa. U spektrofotometrickych metod byla testovana
interference sloucenin extraktu na linearitu tak, ze druha kalibrac¢ni fada byla pfipravena
ve 20% vodném rostlinném extraktu. Enzymové reakce byly doprovazeny blankem
(enzymovy extrakt s acetaitovym pufrem), aby bylo odecteno pozadi reakce. Jelikoz
pozadi reakce bylo vysoké, bylo nutné vSechny vzorky desetkrat ziedit. Enzymova
aktivita byla vyjadiena jako produkce 1 mol fruktosy (glukosy) za 1 Svztazendna 1 g
cerstvé hmoty (FW; fresh weight).

Metoda DNS byla provedena podle Sagib a Whitney (2011), kde redukujici sacharidy
byly oxidovany a DNS redukovana za vzniku barevné slouceniny

3-amino-5-nitrosalicylové kyseliny, jejiz absorbance byla zmétena pii 540 nm. Metoda
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byla linearni v koncentraénim rozmezi 0,4-4,0 mmol-1! (R? = 0,9988). Produkty byly
stanoveny rovnici linearni regrese D-fruktosy: y = 0,2368x - 0,1059 (Obr. 34), ze které
LOD bylo 0,09 mmol-1*a LOQ 0,29 mmol-1™. Jelikoz DNS metoda slouzi pro analyzu
redukujicich sacharidi, byla enzymova aktivita vyjadiena v ekvivalentech D-fruktosy.
V ptitomnosti rostlinného extraktu byla pozorovana interference, kdy byl rapidné snizen
linearni rozsah na 0-0,2 mmol-1" a zmé&néna smérnice ptimky (Obr. 34).

Neokuproinova metoda, ktera spo¢ivala v redukci Cu?* a vzniku barveného komplexu
Cu*-neokuproin, byla provedena podle Dygert et al. (1965). Absorbance barevného
produktu byla stanovena pii 450 nm. Z rovnice linearni regrese D-fruktosy (y = 1,0519x
+ 0,0012) a koeficientu determinace (R? = 0,9986) byl uréen linearni dynamicky rozsah
0,1-0,7 mmol-1t (Obr. 35), LOD 0,01 mmoll? a LOQ 0,03 mmol-1t. Pfi méfeni
kalibra¢nich bodii pfipravenych ve 20% rostlinném extraktu byla pozorovana zna¢na
odchylka od linearity (Obr. 35). Stejné jako metoda DNS Cu*-neokuproinovy komplex
vznikd v pritomnosti redukujicich sacharidi, proto byla enzymova aktivita rovnéz

vyjadiena jako ekvivalenty D-fruktosy.
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Obr. 34 Kalibra¢ni pfimky metody 3,5-dinitrosalicylové kyseliny (oranzova — D-fruktosa
v pritomnosti 20% rostlinného extraktu). Chybové tusecky vyznacuji smérodatnou
odchylku ze tii méfeni.
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Obr. 35 Kalibra¢ni piimky neokuproinové metody (oranzova — D-fruktosa v pritomnosti 20%
rostlinného extraktu). Chybové Gsecky vyznacuji smérodatnou odchylku ze tfi méteni.

Uvolnéna fruktosa a glukosa byly stanoveny kitem, jehoZ princip popisuje Lothier et
al. (2010). V prvnim kroku byla fruktosa fosforylovana hexokinasou. Vznikly produkt
byl fosfoglukosaisomerasou pireménén na glukosa-6-fosfat a nasledovala jeho oxidace na
glukonat-6-fosfat za piitomnosti NADP" a glukosa-6-fosfatdehydrogenasy. Vznikly
NADPH byl zméten pii 340 nm. Na Obr. 36 je znazornéna kalibra¢ni pfimka D-fruktosy
s rovnici linearni regrese y = 0,2603x + 0,0042 a R? 0,9996. Linearni dynamicky rozsah
byl 0,1-4,0 mmol-1, LOD a LOQ byly stanoveny na 0,02 a 0,05 mmol-1". Kalibraéni
piimka D-fruktosy v rostlinném extraktu byla posunuta na ose y a zaroven byla i mirné
zménéna smérnice piimky. Fruktosa byla kvantifikovana podle vySe zminéné rovnice
linedrni regrese, glukosa naopak podle vzorce na Obr. 22.

Posledni metodou byly sacharidy stanoveny zptisobem, ktery je uveden v kapitole
Analyza malych sacharidi HPLC-ELSD (3.2.4). Jedinym rozdilem bylo pouZiti
96-jamkové desticky misto klasickych vialek. Glukosa i fruktosa byly kvantifikovany
na zakladé rovnic linearni regrese (kapitola 4.3). Na Obr. 37 jsou pro srovnani
vyobrazeny kalibraéni piimky glukosy a fruktosy v nelogaritmované podobé
a koncentrace (mg-ml™?) byly pfepoéteny na molarni koncentrace, kdy linearni dynamicky
rozsah byl 0,6-5,6 mmol-1", LOD 0,01 mmol1* a LOQ 0,03 mmol-1™2. Enzymova aktivita
byla stejné¢ jako pfi stanoveni pomoci kitu vyjadiend souctem uvolnéné glukosy

a fruktosy.

67



= oF
B »
=

=
N
=

_,
—
~—
'__

[E=Y

—G
[

—
e

o
o

Absorbance (340 nm)
o
oo
B

o y=0,2603x + 0,0042
R2 = 0,9996

o
~

0,2

0 G@'e..
0 0,5 1 15 2 25 3 3,5 4 45

Koncentrace fruktosy [mmol-1-1]

Obr. 36 Kalibra¢ni ptimka Kitu (oranzova — D-fruktosa v pfitomnosti 20% rostlinného extraktu).
Chybové usecky vyznacuji smérodatnou odchylku ze tii méfent.
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Obr. 37 Kalibra¢ni pfimky fruktosy (modra) a glukosy (oranzovd) metody HPLC-ELSD.
Chybové usecky vyznacuji smerodatnou odchylku ze tii méfen.
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Vysledky méfeni enzymové aktivity fruktan-p-(2,1)-fruktosidasy jsou zobrazeny
v Tab. 8. Srovnanim jednotlivych vysledkii I1ze urcit, ze HPLC a kitem byla stanovena
totozna aktivita (0,24 nkat-g”* FW). Naopak pii pouziti DNS metody byla aktivita 2x vyssi

a v pripadé neokuproinové metody byla o fad nizsi.

Tab. 8 Stanovena enzymové aktivita fruktan--(2,1)-fruktosidasy

Metoda Enzymova aktivita [nkat-g? FW]
Kit 0,24+0,11"
3,5-Dinitrosalicylova kyselina 0,45+0,17°
Neokuproinova 0,02 +0,017
HPLC-ELSD 0,24 +0,12"

* Aktivita je vyjadiena souctem uvolnéné glukosy a fruktosy. Vysledky jsou vyjadieny ve formé
aritmeticky pramér ze tii mefeni + smérodatna odchylka.

T Aktivita je vyjadiena v ekvivalentech D-fruktosy. Vysledky jsou vyjadieny ve formé
aritmeticky prameér ze tii mefeni £ smerodatna odchylka.
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5 DISKUZE

Cibule Salotka (Allium cepa var. aggregatum L.) je oblibena pfedev§im Vv nékterych
asijskych a africkych statech pro svou chut a tadu zdravi prospéSnych vlastnosti.
Nicméné jednotlivé kultivary se mohou odliSovat nejen morfologii a fyziologii, ale
I obsahem bioaktivnich latek a jejich biologickou aktivitou. Tato diplomova prace byla
zam¢efena na studium diversity glukosidii kvercetinu, malych sacharidi a fruktani
v 87 kultivarech Salotky.

Analyza glukosidii kvercetinu v Salotce a cibuli byla zalozena na préci autort Caridi
et al. (2007). Provedeni extrakce bylo zjednoduseno tak, Ze byla pouze jednokrokova za
pouziti mensiho objemu rozpoustédla a nizs$i navazky. Vzorky byly desetkrat zifedény
a bylo mozné vynechat filtra¢ni krok. Rovnéz doba analyzy HPLC-UV byla kratsi, tj.
15 min ve srovnani s 35 min. V salotce byl detekovan kvercetin-3,4'-O-diglukosid
(QDG) a kvercetin-4'-O-glukosid (QMG), které patii mezi hlavni flavonoly cibule.
Stanovené koncentrace jsou fadové shodné s publikaci Vu et al. (2013), kteti hodnotili
27 kultivarti Salotek HPLC-UV pochazejicich prevazné z Vietnamu a dalSich asijskych
stattl. Autoii také detekovali aglykon kvercetinu (18-228 mg-100 gt DW), avsak zde je
dulezité zminit, ze béhem piipravy vzorku nebo analyzy mohlo dojit k hydrolyze.
Bonaccorsi et al. (2008) stanovili metodou HPLC-DAD-ESI-MS-MS v kultivaru
francouzské $alotky piiblizné 340 mg-100 g™* DW QDG a 300 mg-100 g** DW QMG. Pro
srovnani, v této diplomové praci byl analyzovan kultivar 3015 pochazejici z Francie,
ktery obsahoval v priméru 440 mg-100 g1 DW QDG a 160 mg-100 g1 DW QMG.
Mnozstvi kvercetinu v $alotce ovlivituje chut’ cibuli (hotkost), odolnost kultivaru proti
patogeniim nebo UV zéfeni. Kvercetin je také vyznamny pro své vyrazné antioxidacni
vlastnosti spojené s prevenci napiiklad kardiovaskularnich chorob (Egert et al., 2009).

Metoda HPLC-ELSD analyzy malych sacharidii byla provedena podle ¢lanku
O’Donoghue et al. (2004). Naopak suma fruktant byla stanovena spektrofotometrickou
metodou zaloZenou na reakci monosacharidi vzniklych enzymovou hydrolyzou fruktant
s PAHBAH (McCleary a Blakeney; 1999). Nestrukturni sacharidy mohou tvofit az 80 %
susiny (Darbyshire aHenry, 1979). Vnami studovaném materidlu se procenta
nestrukturnich sacharidd pohybovala v rozmezi 47-73 %. Obecné plati, ze cibule
S vysokym obsahem suSiny akumuluji sacharidy predev$im ve form¢ fruktanid. V této
diplomové praci byly ze sacharidi nejvice zastoupeny fruktany (21-55 mg-100 mg™
DW), nasledovala sacharosa (8-18 mg-100 mg™ DW), fruktosa (4-16 mg-100 mg™* DW)
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a glukosa (pod mezi detekce az 10 mg-100 mg™* DW). Byla prok4zana negativni korelace
mezi obsahem fruktanii a volné fruktosy. Stanovené hodnoty sacharidu a jejich distribuce
odpovidaji diive publikovanym vysledkam (Muir et al., 2007; Moongngarm et al., 2011;
Ariyanti et al., 2018). Obsah fruktant zavisi mimo jiné na zemé&pisné Sifce péstovani.
Prikladem je publikace Ariyanti et al. (2018), ve které byly srovnany hladiny sacharidt
v Salotkach péstovanych v tropickém pasmu. Naméfené koncentrace fruktand
(maximalné 9 mg-100 mg? DW) byly vyrazné niz§i nez vtéto diplomové praci
(21-55 mg-100 mg? DW). Mnozstvi sacharidd vyjadiuje odolnost kultivaru vigi
abiotickym stresim a slouzi jako faktor hodnoceni kvality cibule. Cibule s niz$im
obsahem fruktant jsou sladsi, a proto vhodnéjsi pro pfimou konzumaci (napft. kultivary
3108, 3123, Prisma). Naopak cibule svysokym obsahem fruktanti jsou vhodné
k dlouhodobému skladovani (napt. kultivary 3008, 3110, 3118). Fruktany také podporuji
prebioticky efekt a jsou spojené se snizovanim rizika rakoviny tlustého stieva (Allsopp et
al., 2013).

Pérovy t-test se pouziva k porovnani stfednich hodnot dvou populaci, pticemz vzorky
z jednoho pozorovani jsou sparovany se vzorky z druhého pozorovani. Pfedpokladem je,
ze rozdily pochézeji z normalniho rozdéleni (Krzywinski a Altman, 2014). V letech 2016
a 2017 byly hodnoceny hladiny vyse zminénych analytd, které téméf ve vsech ptipadech
byly signifikantn¢ odlisné (p < 0,05). V roce 2017 byly stanoveny vyssi hladiny glukosy,
fruktosy a niz§i hladiny glukosidii kvercetinu a fruktand. Obsah sacharidi nebo
kvercetinu zavisi na genotypu, mnozstvi suSiny, environmentalnich podminkach,
zpusobu kultivace nebo skladovani (Wurr et al., 1998; Galmarini et al., 2001; Ombodi et
al., 2016). Rozdily metaboliti tedy pravdépodobné souvisi s rozdilnou teplotou vzduchu
a mnozstvim srazek mezi dvéma roky, pfipadné jednotlivé kultivary mohly odlisné
reagovat na abioticky ¢i bioticky stres. Tato interpretace vysledkl neni soucasti této
diplomov¢ prace, ale bude zahrnuta do ptivodni védecké publikace, ktera se piipravuje.

Manniv-Whitneyiiv U test je neparametrickou obdobou dvouvybérového t-testu. Je
testovana nulova hypotéza, Ze oba vybéry pochazeji ze stejného rozdéleni (Lep$
a Smilauer, 2016). Na zakladé krabicovych grafii a Mannova-Whitneyova U testu byl
srovnan obsah latek v Salotce se tfemi béznymi kultivary cibule kuchynské, tj. Albienka,
Karmen a Vsetana. Uvadi se, Ze $alotka je bohatsi na flavonoly (Bonaccorsi et al., 2008)
a malé sacharidy (Moongngarm et al., 2011). Vysledky nasi prace potvrzuji vyssi obsah
flavonold, ale stejn¢ jako v publikaci Judprasong et al. (2011) a Ariyanti et al. (2018)

byly stanoveny ve srovnani s cibuli niz§i koncentrace malych sacharidt. Krabicové grafy
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zobrazuji rozptylenost dat, zeSikmeni a pfitomnost odlehlych hodnot. V pfipadé
kvercetinu byly pozorovany extrémni hodnoty obou glukosidu u kultivaru Albienka (bila
odrtida). Obecné bylo stanoveno nejvice kvercetinu v Cervenych odridach a pouze
stopova mnozstvi v bilych. Vysledek odpovida tomu, ze kvercetin je soucasti pigmenti
(Slimestad et al., 2007).

Cibule béhem rastu uklada sacharidy ve formé fruktant. Aktivita enzymu
fruktan-p-(2,1)-fruktosidasy spo¢iva v uvolnéni terminalni fruktosy z inulinového fetézce
pii energetické potiebé nebo regulaci osmotického tlaku. V klicicich cibulich byla
pozorovana vyraznéj$i degradace fruktant. Je proto mozné, ze enzymova aktivita 1-FEH
by mohla byt vyuzita k predikci konce dormance (Benkeblia et al., 2005a). Vétsina
publikovanych metod stanoveni aktivity 1-FEH je zaloZena na stanoveni uvolnéné
fruktosy po ukonceni enzymové reakce HPAEC-PAD, ktera se vyznauje vysokou
citlivosti a Sirokym linearnim dynamickym rozsahem (Van den Ende et al., 2003;
Benkeblia et al., 2005b; Verspreet et al., 2013). Cilem diplomové prace bylo porovnani
tii spektrofotometrickych metod a HPLC-ELSD analyzy malych sacharidii. Méteni
enzymové aktivity a charakterizovani spektrofotometrickych metod bylo provedeno
podle Krivorotova a Sereikaite (2014) svyjimkou pouziti cerstvého rostlinného
materialu. Pfednosti ELSD jsou univerzalnost a stabilni zakladni linie. Na druhou stranu
odezva detektoru je linearni ve velmi uzkém rozsahu. Vyhodou HPLC-ELSD oproti
HPAEC-PAD byla jednoduchost metody, krat$i doba analyzy a elu¢nim ¢inidlem byla
pouze voda. Priprava vzorku byla také urychlena pouzitim 96-jamkové desticky.
Spektrofotometrické metody jsou obvykle rychlejsi, jednodussi, avSak citlivéj$i na
interference. Metoda 3,5-dinitrosalicylové kyseliny (DNS) a nekuproinova metoda byly
zalozeny na redukujicich vlastnostech aldehydové skupiny sacharidi. Naopak pomoci
komerc¢niho kitu byly glukosa a fruktosa specificky stanoveny sledem spfazenych
rozsah D-fruktosy byl stanoven kitem, naopak nejuzsi byl v ptipadé neokuproinové
metody. Nejcitlivéjsimi metodami byly HPLC a neokuproinova. Ve srovnani
s komer¢nim kitem byla linearita neokuproinové a DNS metody dramaticky ovlivnéna
slozenim rostlinného extraktu. Interference byla pravdépodobné zplisobena pfitomnosti
fenolovych latek, které jsou v cibuli zastoupeny ve vysokych koncentracich. Baskan et
al. (2016) odstranili tato redukéni Cinidla SPE. Pfi stanoveni sacharidi kitem méla
kalibra¢ni pfimka mirn¢ zménénou smérnici a byla posunuta na ose y, kdy divodem je

ptfitomnost fruktosy v rostlinném extraktu. Krivorotova a Sereikaite (2014) pii pouziti
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stejného postupu pozorovali pii méfeni kitem pouze posun na ose y. V této diplomové
préci byla enzymova aktivita 1-FEH méfena v jiném rostlinném materidlu a absorbance
bodi kalibra¢ni pfimky v rostlinném extraktu byla vyssi jak jedna, coz mohlo snizit
pfesnost méfeni a ovlivnit smérnici. Pomoci kitu a HPLC-ELSD byla stanovena stejna
enzymova aktivita 1-FEH (0,24 nkat-g’t FW), pii¢emz literarni udaje uvadi, ze v priib&hu
skladovani cibule kuchymiské se hodnoty aktivity pohybovaly v rozsahu 0,03-1,69 nkat-g™
FW (Benkeblia et al., 2005b). Vyhodou HPLC-ELSD je rychla piiprava vzorku, ale
metoda je naro¢na na piistrojové vybaveni a délku analyzy. Spektrofotometrickd metoda
(kit) je jednoducha, umoznuje rychlej§i stanoveni vétsi sady vzorkl, ale je nutné
dokupovat reagencie. Pro naSi laboratot je ve vysledku vhodné&jsi HPLC-ELSD.
Enzymov4a aktivita byla méfitelnd v hrubém extraktu, ale v disledku vysokého pozadi
bylo nutné vzorky natedit, coz muze zavést dalsi chyby méfeni. Verhaest et al. (2007)
stanovili, Zze 1-FEH byla inhibovana sacharosou a fruktosou. Z téchto dtvoda, by bylo
vhodné zavést dalsi purifikacni krok, napt. dialyzu nebo vysolovani. HPLC-ELSD
metoda bude v dalsim kroku vyuzita pro pravidelnd méfeni enzymové aktivity
Vv uskladnéné Salotce, aby bylo ovéieno, zda je mozné urcit konec dormance na zaklade

vzrustu aktivity 1-FEH.
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6 ZAVER

Diplomova prace byla vénovana metabolitim v cibuli Salotce a cibuli kuchyiské,
respektive flavonoliim, malym sacharidim a fruktanim. Soucasti byla i problematika
poskliznového metabolismu a méteni enzymové aktivity fruktan-B-(2,1)-fruktosidasy.

V 87 kultivarech cibule salotky z genofondu Vyzkumného tustavu rostlinné vyroby,
V.v.i. byla pozorovana vysoka variabilita koncentraci glukosidu kvercetinu, malych
sacharidu a fruktani. Nejvys$si hladiny kvercetinu byly v kultivarech 3125, 3127 a 3130.
Kultivary 3108, 3123 a Prisma byly nejsladsi, a tudiz nejvhodné&jsi k okamzité
konzumaci, na strané¢ druhé kultivary 3008, 3110 a 3118 byly nejbohat$i na obsah
fruktant a jsou tudiz nejvhodné&jsi pro dlouhodobé skladovani.

Zastoupeni metaboliti bylo mezi vegetacnimi obdobimi 2016 a 2017 s vyjimkou
sacharosy odlisné. V roce 2017 byly zjistény vyssi koncentrace glukosy, fruktosy a nizsi
koncentrace fruktand a glukosidi kvercetinu.

V cibuli salotce byl ve srovnani s cibuli kuchyiskou pramérné stanoven vyssi obsah
kvercetin-3,4"'-O-diglukosidu. Naopak hladina malych sacharidi byla vyssi v cibuli
kuchynske.

Enzymova aktivita fruktan-p-(2,1)-fruktosidasy byla vyjadiena jako mnozstvi
uvolnéné fruktosy (glukosy) po probéhnuti enzymové reakce. Na zaklad¢ provedeni,
pfistrojového vybaveni a analytickych parametri nejvhodnéj$i metodou stanoveni
enzymové aktivity fruktan-p-(2,1)-fruktosidasy byla HPLC-ELSD metoda. Druhou
moznosti bylo méfeni uvolnénych monosacharidi komerénim kitem pro stanoveni
D-fruktosy a D-glukosy od firmy Megazyme.

Data budou dale doplnéna o hospodaiské parametry (vynos a kvalita) a odolnost vii¢i
chorobam a spole¢né s nutricnimi hodnotami podrobena vicerozmérné analyze s cilem

selekce vychoziho materialu pro dalsi Slechténi.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

1-FEH
DAD
DNS
DW
ELSD
ESI

FW
HPAEC
LOD
LOQ
PAD
PAHBAH
PMSF
QDG
QMG

.

RZ

SPE

Fruktan-B-(2,1)-fruktosidasa

Detektor diodového pole

Kyselina 3,5-dinitrosalicylova

Susina

Odpatovaci detektor rozptylu svétla

lonizace elektrosprejem

Cerstva hmota

Vysokoucinna kapalinova chromatografie na ménicich aniont
Mez detekce

Mez kvantifikace

Pulsni amperometricky detektor
4-Hydroxybenzhydrazid

Fenylmethylsulfonylfluorid
Kvercetin-3,4'-O-diglukosid

Kvercetin-4'-O-glukosid

Pearsontiv korelacni koeficient

Koeficient determinace

Extrakce na pevné fazi

Smeérodatna odchylka posunu rovnice linedrni regrese

Primér smérnice rovnice linedrni regrese
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9 PRILOHY

Ptiloha 1 Glukosidy kvercetinu v cibuli Salotce ze sklizni 2016 a 2017

Polni ¢islo

Kvercetin-3,4'-O-diglukosid
[mg-100 g DW’]

Kvercetin-4'-0-glukosid
[mg-100 g* DW']

2016 2017 2016 2017

3000 666,3 + 22,3 8272 + 14,4 152,7+ 3,6 186,3 2.8
3001 662.8+5.5 835,0 + 26,4 139,6 = 1,1 171,1£5,5
3002 499,8 222 693,2 + 14,1 127,0 £ 3,8 143,8£2,3
3003 5247+21,4 531,84 10,5 2289+ 8.4 1894 + 4,6
3004 468,4 + 26,4 465,5 + 28,1 202,8+£9,4 190,7 + 12,7
3005 5421+ 14,3 509,84 9,6 219,7+42 212,4+2.9
3006 591,4+32 543,5+ 18,1 2237+ 1,8 191,7 + 3,4
3007 609,7 + 33,1 818,5+ 19,1 1392+ 6,1 173,8+5,9
3008 559,7+ 15,5 567,9 £ 10,9 148,3 £4,3 129+43
3009 468,0 £ 10,6 462,8 + 153 114,7+1,1 99,3+33
3012 4441 £9,7 496,5 £ 6,0 117,1+2,9 123,942
3013 576,7+ 7,2 6703 £22.8 146,2 + 3.6 148 + 4,1
3014 638,1 + 20,5 684,4+7.4 158,6 2,0 146,5 + 3,1
3015 500,9 + 36,0 386,4 + 8,8 1823+ 12,1 1412+2,7
3018 561,8+27,5 504,5+ 5,6 152,8 + 6,8 1243+1,3
3019 451,8+19.9 5721 +39,1 107,3 + 4.5 131+8.9
3020 588.8 + 36,1 539,8 + 23,4 2232+98 217,9+ 8,4
3021 645,6 + 24,6 4744+ 8,1 132,1 3,1 99.4+0.9
3022 641,8+ 17,2 450,0 £ 7,3 252,7+78 185,8 + 4,6
3023 448,9 + 6,7 4364+ 112 96,6+ 1,0 892 +2.6
3024 3952 + 13,3 404 +28.4 98,0+ 1,6 922+7,1
3025 488,6 + 5,3 370,6 + 9,5 117,7+2,7 73.5+2.8
3026 4964 + 25,7 4984 + 8 1173413 100,1 +£2,5
3027 626,1 £5,1 607,2 + 23,1 142,8 £2,7 1282 +3,4
3028 590,2 + 3,4 8565+ 11,1 127,4+0,7 198,7+1.2
3029 4373 +13,9 5149+ 412 106,4+ 1,2 130+ 83
3030 750,7 + 22,8 711,7+3,3 182,2 +5,1 163,1+1.2
3031 555,7+ 58,1 598,5 + 12,7 1225+ 12,1 160,3 + 4,4
3032 432,8 + 46,1 652,1 + 50,4 120,4+9,5 165,9 9,6
3033 535,8 + 48,5 498,8 + 19,6 207,7 24,8 2128+ 11
3034 581,9+ 19,1 614,6 + 34,1 1412+ 6,1 150,7 £7,5
3035 630,6 + 32,5 57494225 134,7 4,6 1192 +3,9
3036 601,7+31,5 751,1+ 39,5 138,8 £ 5,4 159,3 £ 6,9
3037 387,1+11,2 369,9 + 16,8 98,7+ 1,2 81,9 +3.1
3040 7252+ 19,8 430,7+17.8 1652+ 4,2 93.8+43
3041 3644+ 18,3 331,1 £ 16,8 104,3 3,7 88 + 4.6
3042 640,8 + 21,4 473,8 50,5 131,2+2,4 102,3 £ 11
3043 5162+ 18,8 686,9 + 6,3 113,6 £2,1 173,12
3044 527,1£9,9 498,7 + 15 187,0 1,0 186+ 6,1
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Ptiloha 1 Glukosidy kvercetinu v cibuli salotce ze sklizni 2016 a 2017 (pokracovdni)

Polni ¢islo

Kvercetin-3,4'-O-diglukosid
[mg-100 g DW]

Kvercetin-4'-0O-glukosid
[mg-100 g DW]

2016 2017 2016 2017

3052 573,9+22.7 4349+ 43,6 2394+ 8.5 179+ 15,3
3055 511,7+21,1 4529+17,6 124,7+3,5 99,8 4,8
3089 623,3+17.0 491,6 + 48,5 141,1 £ 3,8 123,5+ 10,3
3090 557,6 £9,7 395,1+ 31,5 117,6 £ 1,8 76,4+53
3092 4744+ 72 330,6 + 24,8 133,7+ 1,7 70,6 £5.8
3093 659,8 + 14,5 545,4 £ 57,5 1374+ 1,0 104,9£10,3
3095 534,0 £ 6,8 428+429 204,8 £ 3,1 153,6 £ 15,6
3097 470,0+5,2 409,8 + 30,1 163,1 £ 1,6 102+8.4
3098 562,3+ 16,2 458 £79.6 118,4 + 4,6 96,6 16,8
3099 303,5+ 6,8 381,1+6,5 91,5+ 1,7 873+1.2
3100 370,0 £ 12,2 387,3 + 30,9 106,6 £2.9 77,5+ 7.4
3101 322,4+104,2 305,7+ 12,4 110,0 + 35,5 62,8 £2,7
3102 370,0+ 17,5 448,7+ 11,3 126,1 £ 3,1 79,7+0,7
3103 405,5 + 59,1 461,7+ 19,9 109,6 + 10,6 83,5+3,5
3104 7192+ 123 460,8 £ 15,8 176,5+5.,9 87,6 £3
3105 384,5+ 544 420,3 + 16,3 126,4 + 4,8 110,9 £ 4,7
3107 796,2 + 54,5 413,2+ 13,6 226,4 + 18,4 100,9 + 3,1
3108 477,7+ 18,9 414,9 £ 8.7 139,1 £ 5,0 91,1+ 1,9
3109 550,4 + 5,1 730,8 £ 22.1 107,2+2,2 110,7+5
3110 456,3£6,9 399,4+0,3 84,0+ 1,6 445+0,3
3111 509,5+ 114 536,9 + 3,3 97.4+29 744 +£1
3113 351,4+ 15,2 360,5+9,2 83,1£2,0 60,6 = 0,5
3114 395,6 + 13,1 521,2+ 40,9 119,2+ 4,5 123,4+9.9
3115 532,7+194 626,2+21,1 128,3+3,6 150,1 £ 6,1
3116 572,4+129 537.4+2,6 150,7 £ 3,6 1342+1,2
3117 4509 +9.4 309,7+ 11,6 120,3+ 2,6 76+ 1,5
3118 589,6 + 40,3 4379+ 134 151,3+7,6 99,1 +3,7
3119 796,5+115,7 5473+7,2 215,5+26,7 142,7+0,9
3120 672,7 + 10,7 5473 +£23.,6 165,2 +3,7 1389+ 8
3121 632,6 £ 60,4 597,5+ 23,7 166,8 + 14,3 167+ 6,4
3122 574,04+ 21,5 545,6+9,1 154,1 +4,8 157,9+ 1,7
3123 461,1 £ 15,4 403,2+7,1 124,1 £ 2,3 103,6 + 1,4
3124 676,9 + 38,3 593,8 £ 18,7 222,5+13,3 169 +2,7
3125 761,9+ 19,3 8124+ 31,1 1659+ 4,4 168 £ 7,3
3126 567,9 £232 567+ 18,9 190,2+ 4,9 170,2 + 5,8
3127 948,3 £ 35,0 860,5+ 13,9 217,4+3,9 176,3+ 1,7
3128 720,6 + 70,5 711,4+17,2 149,6 + 11,1 151,7+3,5
3130 793,1 +£38,6 773,3+17,5 131,5+5,8 143,1+£2,7
3131 717,0+ 7,9 563+ 33,8 120,6 £ 1,0 118,6 £ 8,5
3132 765,7 £ 40,7 739,3+ 61,5 125,6 £ 4,6 139 +11
3133 430,6 + 16,4 217,6 £9,3 117,8+4,3 48+1,6
3134 668,1 £ 23,5 526,7 £ 25,5 147,7+2,8 102,5+4,4
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Ptiloha 1 Glukosidy kvercetinu v cibuli salotce ze sklizni 2016 a 2017 (pokracovdni)

Polni ¢islo

Kvercetin-3,4'-O-diglukosid

[mg-100 g DW]

Kvercetin-4'-0O-glukosid
[mg-100 g DW]

2016 2017 2016 2017
3137 5164+ 13,5 4362+ 8.1 210,6 + 4,4 154,9 + 2.6
3138 6749+ 13,0 570,7 5,4 196,1 3,0 154,8 £ 0,3
3139 790,4 + 23,6 509,2+9,1 215,9+5,0 1247+ 1,5
3140 4243 +45 4251+ 13,5 170,1 £ 1,9 198,1+5,8
Ambition 599.6 + 15,0 5241 +£472 169.5+2.2 154,8 + 13
Prisma 337,0 £ 3,4 336,9 + 14,9 88,9+0,5 100,7 4,7

* Vysledky jsou vyjadieny ve formé aritmeticky primér ze tif mé&feni + smérodatna odchylka.

Ptiloha 2 Malé sacharidy v cibuli $alotce ze sklizni 2016 a 2017

Sacharosa Glukosa Fruktosa
Polni &islo [mg-100 mg?* DW"] [mg-100 mg?! DW"] [mg-100 mg* DW']
2016 2017 2016 2017 2016 2017
3000 10,9+ 0,0 9,8+0,2 0,7+0,0 1,2+0,1 8,3+0,1 9,3+0,3
3001 10,1 £0,3 9,7+0,1 0,5+0,0 1,0+ 0,0 8,4+£0,0 9,0+0,2
3002 154+0,3 13,3+03 12+01 1,7+0,1 10,0+02 11,3+0,2
3003 10,7+0,2 9.4+0,1 3,2+0,1 2,8+0,0 8,2+0,1 7,7+0,2
3004 10,6 £0,2 10,8+0,2 2,9+0,1 3,0+£0,1 8,3+£0,2 9,7+0,2
3005 9,9+0,2 10,6 £ 0,1 3,0£0,1 29+0,1 7,6 0,1 9.9+0,0
3006 8,9+0,1 9,5+0,3 3,0+0,0 3,8+0,1 6,1+0,0 8,4+0,2
3007 16,5+0,2 12,1 £0,2 1,2+0,0 2,1+0,1 9,8 +0,1 10,0+ 0,4
3008 9,1 £0,2 8,5+0,3 0,8+0,0 0,8+0,0 8,1+0,1 5,2+0,1
3009 14,3+ 0,3 14,8 £0,2 1,1 £0,0 1,7+ 0,0 9,6 +0,1 10,8 £ 0,1
3012 11,3+0,3 11,3+0,5 1,0+0,0 1,2+0,0 8,9+0,1 10,6 £0,4
3013 9,8 +0,2 11,3+0,2 1,0+ 0,0 1,1+£0,0 9,6 +0,1 9,7+0,5
3014 11,8+0,3 10,7+0,2 1,0+0,0 1,2+0,0 8,4+0,1 9,4+0,1
3015 13,3+0,1 12,3+0,1 0,9+0,0 1,9+0,0 5,8+0,1 7,0+0,2
3018 10,6 £0,4 10,4+0,2 0,9+0,0 1,0+ 0,0 7,1+£0,1 8,4+0,1
3019 14,2 +0,2 13,0+ 0,1 0,9+0,0 1,6 £ 0,1 8,6£0,1 10,1 £ 0,1
3020 10,6 £0,2 10,4+0,3 4,1+0,2 3,8+0,1 9,9+0,2 13,0+£0,3
3021 164+0,4 152+0,3 1,4+ 0,0 1,2+0,0 8,0+0,2 11,0 £ 0,1
3022 9,1+0,3 13,4+0,5 2,5+0,1 3,2+0,1 6,6 £0,2 9,6+0,3
3023 15,6+0,2 15,0+0,6 1,1+£0,0 1,5+0,1 94+0,2 11,7+0,4
3024 162+0,2 14,102 0,7+00 1,1+£0,0 93+0,1  98+0,1
3025 17,8 +£0,1 14,6 £ 0,4 0,8+0,0 1,2+0,0 11,0+ 0,1 11,7+0,2
3026 15,6 £0,5 14,9+0,5 09=+0,0 1,0+0,0 10,3+0,5 11,2+0,1
3027 11,8 £0,3 10,1 £0,3 0,6+0,0 0,7+0,0 8,9+0,2 7,4+0,3
3028 12,3+0,5 11,5+0,4 ned.t 0,8+0,0 6,1 £0,1 7,9+0,2
3029 120+0,4 10,7+04 0,7+0,0 09+0,0 9,0+0,1 10,4 £0,2
3030 11,0£0,4 10,4+0,1 0,7+0,0 0,9+0,0 7,2+0,1 7,6 +0,1
3031 10,3+0,1 10,9+ 0,1 ned. 0,8+0,0 7.4+0,2 7,3+0,1
3032 11,1 £0,1 10,7+ 0,4 0,7+0,0 0,9+0,0 8,6+0,0 7,5+0,0
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Ptiloha 2 Malé sacharidy v cibuli $alotce ze sklizni 2016 a 2017 (pokracovani)

Polni ¢islo

Sacharosa
[mg-100 mg™! DW]

Glukosa
[mg-100 mg™ DW]

Fruktosa
[mg-100 mgt DW]

2016 2017 2016 2017 2016 2017
3033 98+0,0 10,702 2,8+00 30+01 79+00 11,0£0,1
3034 144+06 125+02 08+00 14+0,1 98+01 83+02
3035 10,1£02 10,8+0,1 09+00 09+00 93+00 870,
3036 145+05 13,1+04 1,0+00 1,5+00 102+01 88+0,1
3037 140+0,1 144+02 09+00 09+00 120+0,1 10,4+02
3040 108+04 114+02 06+00 1,1£00 61+00 79+02
3041 10,1£03 10,1+0,2 0,7+0,0 12+00 93+02 89+03
3042 93403 10,7+04 ned. 07+00 6,7+0,1 10,102
3043 12,7+£0,1 14,1+0,6 ned. 15£00 97+0,1 104+03
3044 99+0,1 109+02 29+00 28+01 85+0,1 12,8+03
3052 10,8+£03 122403 39+01 26+0,1 104+0,1 13,1+0,1
3055 14,103 133+0,1 06+00 1,3+00 10,102 10,0+0,1
3089 16,702 151+03 1,8+00 2,1+00 71+01 7,60,
3090 10,702 123+0,1 09+00 1,3+00 93+00 12,2+03
3092 15503 134+03 12+00 1,6+0,1 8801 7,5+£02
3093 128+04 114+02 08+00 1,1+0,1 107+03 9,8+0,1
3095 138402 13,5+0,1 06+00 1,601 69+01 7,5+0,1
3097 10,1£02 94+0,1 07+00 1,1+0,1 6901 9,10,
3098 10,4+£0,1 10,0+£03 06+00 1,5£00 75+01  93£02
3099 142+0,1 11,0+£0,0 ned. 12400 10,4+0,1 7,802
3100 93+0,1 95+04 07+00 07+00 72+02  7,6+03
3101 12,5404 102+0,1 07+00 09+00 62+01 57+03
3102 14,1£02 132+02 09+00 12£00 85+01 810,
3103 146400 125+0,6 08+00 09+00 8601 7,7+0,1
3104 102+0,1 102+0,3 1,6+0,1 1,8£00 11,700 12,5404
3105 138+03 134+03 1,0+00 24+0,1 5800 11,1+0,1
3107 133+£02 13,7+£0,5 2,0+00 14£00 100+0,1 80£02
3108 16,7+0,1 151+0,5 7.6+00 104+0,2 125+01 12,3+03
3109 10,6+£0,1 11,6+03 08+00 09+00 11,6+£03 10,7+0,3
3110 129+0,1 103+0,1 09+00 09+00 8702 7,7+0,0
3111 11,9400 9,7+£02 14+00 1,0£0,0 128+00 122+04
3113 113+£03 11,5+0,2 08+0,0 08+00 13801 13,5402
3114 13,7£03 12,102 ned. ned. 63+0,1  68%0,1
3115 83+0,3 93+02 12£00 1,0+0,0 82+02 9,1+0,3
3116 98+0,0 11,305 14+00 1,6+00 65+0,1 81+03
3117 148+02 131+0,6 08+00 1,0£00 8801 920,
3118 112+£0,1 94+0,1 12+01 1,0£00 7001 6,10,
3119 10,602 12,5+0,6 25+00 2,6+0,1 88+00 11,4+03
3120 10,9+02 11,8+0,5 1,700 1,5£00 72401  95+02
3121 11,940,1 143+0,3 28+00 3,101 96+01 122+0,1
3122 120£02 14304 24+01 21+0,1 94+01 123+03
3123 14,1£0,1 158+04 20+00 20+0,1 112+04 13,2+03
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Ptiloha 2 Malé sacharidy v cibuli $alotce ze sklizni 2016 a 2017 (pokracovani)

Polni ¢islo

Sacharosa

[mg-100 mg™! DW]

Glukosa
[mg-100 mg™ DW]

Fruktosa
[mg-100 mgt DW]

2016 2017 2016 2017 2016 2017
3124 132+0,1 144+0,5 ned. 1.1£00 64+00 105+0,1
3125 12,1£0,4 12,7403 1,6+01 1,8+01 53+0,1 6,60,
3126 10,6+£03 140+0,2 48+00 67+0,1 89+01 13,9+03
3127 10,5€02 92+0,1 07+00 08+00 40+00 620,
3128 13,9402 143+0,5 12+00 1,70, 56+00 83£02
3130 89+0,2 12,6+05 08«00 1,1+00 10,0£0,1 122+0.2
3131 93402 124+04 09+00 09+00 99+0,1 13302
3132 98+0,2 12,102 12400 09+00 88+0,1 122+0.2
3133 120£03 11,1+02 1,5+0,1 1,0£0,0 12,1+0,1 11,3+0,1
3134 10,1 40,2 113+02 08«00 07+0,0 93+0,1 11,0+0,1
3137 12,0£0,0 13,9+05 23+00 28+01 9,1£0,1 16,1+04
3138 13,4+04 158+0,5 25+00 2,6+0,1 94+01 145+0,0
3139 128402 145+02 33+01 3,5+£0,1 92+01 12,8+0,1
3140 11302 13,9403 45+00 51+02 97+0,0 154+02
Prisma 151403 13,6+03 25+0,0 47+01 10,1+0,1 11.9+03
Ambition  17,5+02 128+0,1 56+0,1 28+0,1 7,6+0,1  9,6%0,1

* Vysledky jsou vyjadieny ve formé& aritmeticky primér ze tff mé&feni + smérodatna odchylka.
TNed. vyjadiuje hodnotu pod mezi detekce metody HPLC-ELSD.

Ptiloha 3 Fruktany v cibuli Salotce ze sklizni 2016 a 2017

Polni ¢islo

[mg-100 mg™* DW]

2016 2017
3000 39,5+0,9 353+ 1,6
3001 43,5+03 31,7+0,8
3002 38,1+0,1 30,3 + 0,7
3003 45,1 40,5 36,1+ 0,8
3004 34,7+0,1 27,5+0,8
3005 432+0,1 29,7+1,1
3006 45,5+09 33,1+0,7
3007 31,5+3,1 30,1+ 1,0
3008 50,2 +0,3 51,5420
3009 429+12 31,7+0,5
3012 44,9+0,1 43,6+22
3013 48,1+0,3 43,0+0,7
3014 48,0 £ 0,6 40,7+0,2
3015 49,3+0,5 36,3+0,9
3018 52,6+03 37.6+0,1
3019 402+ 2,6 32,5+0,5
3020 39,9+0,3 32.4+0.6
3021 423+03 26,8+ 0,6
3022 44,8 +0,1 28.9+0.8
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Ptiloha 3 Fruktany Vv cibuli Salotce ze sklizni 2016 a 2017 (pokracovdni)

Polni ¢islo

[mg-100 mg™* DW]

2016 2017
3023 392+1,5 272+1,0
3024 432+0,4 30,4+0,5
3025 36,5+1,5 31,9+0.,8
3026 36,7+0,3 31,6 £0,8
3027 353+0,2 39.8+0.,5
3028 43,7+ 1,0 33,6+0,1
3029 44,1 £0,3 37,1 +1,5
3030 44,6 £ 0,9 38,0+ 1,2
3031 43,7+0,6 36,4+0,0
3032 45,1 +0,4 425+0,2
3033 40,6 £0,3 40,7+ 1,2
3034 382+1,3 34,0+ 0,8
3035 40,8 + 1,0 41,4+0,8
3036 34,603 36,7+0,7
3037 42.4+0,2 21,0+1,0
3040 40,3 +0,1 32,7+0,3
3041 47,6 +0,2 30,3+0,9
3042 46,7 +0,7 29,5+0,1
3043 394+0,3 32,8+0,9
3044 49,2 £ 0,7 36,0+ 0,1
3052 37,8+0,7 28,6 +£0,7
3055 40,0 £0,7 34,5+ 04
3089 443 + 0,1 345+0,1
3090 44,6 £ 0,3 33,6 +0,3
3092 40,0 £0,2 37,5+0,9
3093 38,8+0,3 379+1,5
3095 46,8 +0,8 394+0,2
3097 53,9+0,3 39,1 0,1
3098 443+ 0,2 49,1 +0,0
3099 39,2 +0,7 40,7 £ 0,7
3100 53,5+0,7 43.8+0,9
3101 47,6 £0,7 48,7 +0,1
3102 41,8+1,0 33,1+0,0
3103 39,9 +0,1 31,9+ 1,0
3104 43,1+0,5 39,3 +0,7
3105 46,6 £ 0,3 36,0 +0,8
3107 42,6 +0,7 354+0,1
3108 34,7+1,0 26,5+0,3
3109 43,8+ 0,6 37,7+0,1
3110 48,9 +0,0 46,4 £ 0,6
3111 354+1,7 33,2+0,3
3113 43,6 £ 0,2 37,8+ 1,0
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Ptiloha 3 Fruktany v cibuli Salotce ze sklizni 2016 a 2017 (pokracovani)

. -1
Polni &islo [mg:100 mg™ DW]

2016 2017

3114 48,1 £ 0,8 41,8 +0,1
3115 48,7+ 0,1 412+1,7
3116 53,3+0,1 38,8+0,2
3117 45,1+0,1 38,8+0.6
3118 498+ 1,0 53,6 £0,5
3119 423+0,1 31,3+0,3
3120 445+09 39,6 £0,2
3121 328412 35,1+0,7
3122 39,7+0,8 32,8+1,1
3123 37,8+£0,3 252+0,8
3124 46,5+0,0 252+1,1
3125 482 +0,6 422+0,7
3126 43,1 £0,5 26,7+0,6
3127 547+1,7 444+ 0,5
3128 44,1 £ 1,2 30,1 +1,3
3130 48,6 £ 0,5 30,8 £0,6
3131 482 +1,3 36,5+0,1
3132 45.1+0,5 29,8 +0,7
3133 38.2+0,7 32,7+1,0
3134 46,1 £ 04 34,6+1,5
3137 37,8+0,2 28,0+0,4
3138 42,4 +0,9 24,1+0,3
3139 40,2+0,4 31,6 £ 1,3
3140 37,1£0,9 25,7+1,0
Prisma 41,1+£0,2 27.4+0,2
Ambition 42,6 +0,9 35,1£0,7

* Vysledky jsou vyjadieny ve formé aritmeticky primér z duplikatu = smérodatna odchylka.
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