Univerzita Hradec Kralové
Prirodovédecka fakulta

Katedra biologie

Hormonalni regulace sekundarniho metabolismu hermanku
pravého (Matricaria chamomilla L.)

Diplomova prace

Autor: Bc. Natalie Horakova
Studijni program: N1501 / Biologie
Studijni obor: Systematicka biologie a ekologie

Vedouci prace: RNDr. Zuzana Kovalikov4, Ph.D.

Hradec Kralové kvéten 2021



Univerzita Hradec Kralové
Piirodovédecka fakulta

Zadani diplomové prace

Autor: Bc. Natilie Horakova
Studium: S18BI004NP

Studijni program: N1501 Biologie

Studijni obar: Systematicka biologie a ekologie

Nazev diplomové Hormonalni regulace sekundarniho metabolizmu

price: hefmanku pravého
Néazev diplomové Hormonal regulation of secondary metabolism of chamomile plants
price AJ:

Cil, metody, literatura, predpoklady:

Cilem prace je studovat vlyv signdlnych molekil hornondlni povahy na sekundarni metabolizmus
hefmnénku kamilkového, zejména latky fenoclové povahy.

Franke R, Schilcher H. Chemomile: Industrial Profiles. CRC Press, 2012.

odborné clanky dostupné v databazich (Scopus, Web of Science)

Garantujici pracovisté: Katedra biologie,
Prirodovédecka fakulta

Vedouci price: RNDr. Zuzana Kovalikova, Ph.D.

Datum zadani zavérefné prace: 6.1.2018



e

Prohlasenti:

Prohlasuji, Ze jsem diplomovou praci vypracovala samostatné a Ze jsem v seznamu

pouzité literatury uvedla vSechny prameny, z kterych jsem vychazela.

V Hradci Kralové dne Natalie Horakova



Podékovani:

Rada bych podékovala RNDr. Zuzané Kovalikové, Ph.D. za cenné rady, vstricnost a
trpélivost s vedenim této diplomové prace. Také dékuji za finan¢ni podporu Speci-
fickému vyzkumu ¢. 2105/2019 (Vliv vybranych rostlinnych hormont na akumu-

laci sekundarnich metabolitli hefrmanku pravého (Matricaria chamomilla L.)).



Anotace

HORAKOVA, N. Hormondlni regulace sekunddrniho metabolismu hefmdnku pravého
(Matricaria chamomilla L.). Hradec Kralové, 2021. Diplomova prace na Prirodové-
decké fakulté Univerzity Hradec Kralové. Vedouci diplomové prace Zuzana Kovali-

kova. 55 s.

V této praci jsme se zabyvali vlivem Kkyseliny salicylové (SA) na sekundarni meta-
bolismus hefmanku a porovnanim obsahu sekundarnich metabolitli v béZzné do-
stupnych komercnich hefmankovych Cajich. V metanolovych i vodnych extraktech
ziskanych z ubori oSetfenych SA (0 - 3 mM) a z komerc¢nich smési jsme zjiStovali
celkovy obsah fenolq, flavonoidd a tanint, obsah jednotlivych fenolovych kyselin a
antioxidac¢ni aktivitu pomoci metody DPPH. NaSe vysledky potvrdily, Ze SA ma vliv
na produkci sekundarnich metaboliti hefmanku. Ve vodném vyluhu, ktery odpo-
vida nejobvyklejsi dietetické formé prijmu této byliny, tedy Caji, jsme zjistili, Ze u
celkovych rozpustnych fenold, flavonoidii i tanint ptisobi aplikace 0,5 mM SA inhi-
bi¢né. U fenoll se projevil vyrazny narust pri aplikaci 2 mM SA. Aplikace 3 mM SA
vedla k opétovnému poklesu. U flavonoidii a tanind nebyl statisticky vyznamny
nartist u zadné z koncentraci SA oproti kontrolni skupiné. Aplikace SA vedla ke
sniZeni akumulace kyseliny kavové a benzoové. Ostatni zjiStované kyseliny proje-
vily narust alespon pii nékterych koncentracich SA. Antioxida¢ni aktivita nevyka-
zovala statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolni skupiné. Porovnani vodnych
vyluhii z naSich rostlin a z komer¢nich ¢ajovin ukazalo, Ze celkovy obsah rozpust-
nych fenoli je u obou skupin srovnatelny. Vyrazneé vyssi obsah byl zaznamenan jen
u nasich rostlin oSetifenych 2 mM SA. Obsah flavonoidi v komerc¢nich ¢ajovinach
byl u nékterych vyrobcti vyssi a u jinych nizsi nez v nasich vzorcich oSetienych 2
mM SA, které vykazovaly nejvyssi obsah flavonoidt z nasich rostlin. Obsah taninti v
komerc¢nich ¢ajovinach nepresahl obsah v nasich vzorcich po oSetfeni 1 mM SA.
Antioxidacni aktivita byla vyssi u nasich vzorkd, ale rozdily byly do 5 %. Obsah fe-

nolovych kyselin byl vys$si v komerc¢nich ¢ajovinach.

Klicova slova: hefmanek pravy, kyselina salicylova, fenoly, flavonoidy, taniny,

DPPH, ¢aj



Annotation

HORAKOVA, N. Hormonal regulation of secondary metabolism of chamomile (Matri-
caria chamomilla L.). Hradec Kralové, 2021. Diploma thesis at Faculty of Science

University of Hradec Kralové. Thesis Supervisor Zuzana Kovalikova. 55 p.

This study focuses on the effect of salicylic acid (SA) on the chamomile secondary
metabolism and comparison of the content of secondary metabolites in commonly
available commercial chamomile teas. The total content of phenols, flavonoids and
tannins, the content of individual phenolic acids and also the antioxidant activity
were determined in methanol and aqueous extracts obtained from flowers treated
with SA (0 - 3 mM) and from commercial teas. Our results confirmed that SA has
an effect on the production of chamomile secondary metabolites. In the aqueous
extract, which corresponds to the most common dietary form of intake of this herb
(i.e. tea), we found that the application of 0,5 mM SA has an inhibitory effect on
total soluble phenols, flavonoids and tannins. Phenols showed a significant in-
crease with 2 mM SA. Application of 3 mM SA led to a further decrease. For flavo-
noids and tannins, there was no statistically significant increase in any of the SA
concentrations compared to the control group. The application of SA led to a re-
duction in the accumulation of caffeic acid and benzoic acid. Other detected acids
showed an increase at least at some concentrations of SA. The antioxidant activity
determined by the DPPH method also did not show a statistically significant differ-
ence compared to the control group. A comparison of aqueous extracts from our
plants and commercial teas showed that the total content of soluble phenols is sim-
ilar in both groups. Significantly higher content was found only in our plants treat-
ed with 2 mM SA. The content of flavonoids in commercial teas was higher for
some producers and lower for others compared to our samples treated with 2 mM
SA, which showed the highest content of flavonoids from our plants. The amount of
tannins in commercial teas did not exceed the content in our samples after treat-
ment with 1 mM SA. Antioxidant activity was higher in our samples, but the differ-

ences were up to 5%. The phenolic acid content was higher in commercial teas.

Key words: Chamomile, salicylic acid, phenols, flavonoids, tannins, DPPH, tea
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Uvod

Rostliny si vytvorily béhem evoluce riizné fyzikalni i biochemické adaptace jako
odpoveéd’ na puisobeni biotickych a abiotickych stresorti. Vyznamnou tlohu v téchto
obrannych mechanismech predstavuji rostlinné hormony, mezi které patii i kyse-
lina salicylova. Rostliny také syntetizuji sekundarni metabolity, které se diky svym
specifickym vlastnostem dokaZi uplatnit pfi obrannych reakcich na Siroké spek-

trum stresoru.

4

Sekundarni metabolity jsou ale také velmi Casto vyhledavané pro své lécivé ucinky.
Metody zajistujici zvySeni syntézy téchto latek v rostlinnych pletivech jsou proto
velice atraktivni pro farmaceuticky priamysl. Vyssi zastoupeni sekundarnich meta-

bolitti vede k lepSim terapeutickym tucinktim 1écivych rostlin.

Heifmanek pravy (Matricaria chamomilla L.) je zndmy pro své 1éc¢ivé ucinky uz od
pradavna a je velmi cenénou rostlinou v tradi¢ni mediciné. Jeho pozitivni plisobeni
na lidsky organismus je vyuZivan nejen ve farmaceutickém, ale i v potravinarském
a kosmetickém primyslu. Extrakty a ¢aje ziskané z jeho ubori jsou uplatnitelné pii
1é¢bé Sirokého spektra zdravotnich problémi od zanétlivych onemocnéni az po
hyperglykemii. Vyzkum hefmanku se soustredi predevsim na jeho silici a v ni ob-
sazené latky, jako fenolové, terpenové a polyacetylénové slouceniny. Tato prace se
zabyva predevsSim fenolovym metabolismem hefmanku a také moZnosti jeho
ovlivnéni pomoci aplikace kyseliny salicylové, coby znamého rostlinného hormo-

nu.



1. Literarni reserse

1.1 Charakteristika hefrmanku pravého

Heifmanek pravy (Matricaria chamomilla L., Chamomilla recutita L. Matricaria
recutita L. Rauschert) je jednoletd rostlina z Celedi hvézdnicovité (Asteraceae)
s charakteristickou prijemnou lehce nahotklou viini, vysoka 10-80 cm. Pivodni
areal vyskytu je jizni a vychodni Evropa a severni a zapadni Asie. V soucasnosti se
ale rostlina rozsitila i do severni Ameriky a Australie. Hefmanek pravy nejlépe
prosperuje v rozmezi teplot 7-26 °C. Vyhovuji mu oslunéna mista a preferuje pis-
kovité az jilovité pidy. Neni naro¢ny a dokaZze si poradit i se Sirokym rozmezim pH
od 4,8 do 8,5. Jedna se o mélce korenujici rostlinu s vétSinou hojné rozvétvenym
stonkem. Listy jsou stiidavé, dvakrat aZ tiikrat zpeiené v ¢arkovité tikrojky. Ubory
jsou umistény oddélené, v priiméru 10-30 mm velké, stopkaté. Kvete od kvétna do
srpna. V iboru jsou kvéty dvojiho typu. Zlatozluté, oboupohlavné, trubkovité, péti-
Cetné kvéty jsou umistény na terci kvétu, jsou 1,5-2,5 mm dlouhé. Na okraji vykle-
nutého, uvniti dutého kvétniho liizka, je 11 az 27 bilych, samicich nebo sterilnich,
jazykovitych kvéti, dlouhych 6-11 mm. Pylové zrno je pokryto kratkymi ostny a
ma tri klicni otvory. Plodem je zakfivena a lehce zplostéla nazka, Zlutohnédé az
hnédé barvy, dlouha 0,8-1,3 mm, asi 0,3 mm Sirok3, s 4-5 Zebry (Franke et Schil-
cher 2012, Lim 2014).

-

http: //botanika.wendys.cz

Obr. 1: Hefmanek pravy (pfevzato z botanika.wendys.cz)
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Hermanek se od nepaméti vyuziva pro své antiflogistické, spazmolytické, bakterio-
statické a fungicidni Gc¢inky. Latky z néj ziskané se uplatnuji nejen ve farmaceutic-

kych produktech, ale i v potravinarstvi a kosmetice (Franke et Schilcher 2012).

V Ceské republice je zaregistrovano pét odriid hefmanku pravého, a to 'Bona’,
'Goral', 'Lutea’ a 'Novbona' slovenského ptivodu a 'Bohemia’ (Franke et Schilcher

2012).

Hefmankovy kvét (Matricariae flos) je usuSeny ubor druhu Matricaria chamomilla
L. Droga ma hlavné 1ékarské vyuziti. Jeji poZadovana kvalita je dana Ceskym lékopi-
sem: obsahuje nejméné 4 ml modre zbarvené silice na kilogram vysusené drogy a
nejméné 0,25 % celkového apigenin-7-glukosidu, vztazeno na vysuSenou drogu

(CL 2017).

Alkoholové extrakty (metanolové i etanolové) maji pozitivni acinky napriklad pfti
lécbé zanétlivych onemocnéni a hyperglykémie. Vodny roztok (¢aj)
z hefmankovych kvétli napomaha pri 1éceni ran a pti prevenci osteoporoézy. Silice
ziskané z uborl vykazuji antimikrobiadlni aktivitu, odpuzuji nékteré parazity (na-
piiklad vsi) a jejich doposud zjisténé virucidni vlastnosti naznacuji, Ze by mohly
byt uspésné vyuzity napriklad pri 1é¢bé genitalniho herpesu (Gupta et al. 2010).
U¢inky hefmankovych extraktti na 1é¢bu tizkostnych poruch a depresi zatim nejsou
zcela priikazné (Amsterdam et al. 2019, Amsterdam et al. 2012). Pokusy na mysich
ale ukazuji, Ze hefmanek muize pomahat vyrovnavat se se stresovymi podminkami
(Gupta et al. 2010). Louhovanim se do Caje dostane cca 10-15 % silic z kvétl

(McKay et Blumberg 2006).

1.2 Sekundarni metabolity hermanku

Silice je obsaZena ve vSech rostlinnych organech, nejvice v kvétech a nejméné
v kotfenech. Obsah silice se méni v pritbéhu ontogeneze rostliny. Nejvyssi koncen-
trace je mozno zaznamenat tésné pred rozkvétem. Hlavni sloZkou silice jsou deri-
vaty seskviterpend a mohou tvorit 75-90 % silice obsazené ve kvétech. Naopak
monoterpeny jsou zastoupeny jen ve stopovém mnozstvi. Mezi nejvice zastoupené
latky patri konkrétné a-bisabolol (levomenol), a-bisabololoxid A, a-bisabololoxid
B, chamazulen a (E)-B-farnezén (Franke et Schilcher 2012). Kvalitativni

a kvantitativni obsah silic hermanku neni vyrazné ovlivnén riistovymi podminkami
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(prihnojovani, zavlaZzovani, aplikace pesticidii), ale mtliZe se liSit mezi regiony, kul-
turnimi odridami a divoce rostoucimi populacemi a riiznymi zpisoby zpracovani

(McKay et Blumberg 2006).

Seskviterpeny a seskviterpenoidy

Seskviterpeny jsou skupina terpent skladajici se ze tii izoprenovych jednotek. Za
nejvice cenéné se povazuje a-bisabolol a chamazulen. Chamazulen (Obr. 2) je mod-
ra latka s antiflogistickym ucCinkem. Jeho prekurzor matricin lze ziskat
z trubkovitych i jazykovitych kvéti, ale nevyskytuje se v kvétnim ltizku. Matricin je
nestala latka, ktera se snadno rozklada obzvlasté ve vodném roztoku. Chamazulen
vznika z matricinu deacetylaci, dehydrataci a dekarboxylaci pii destilaci. Mezipro-
duktem pri této reakci je chamazulen karboxylova Kyselina. Obsah matricinu
a chamazulenu je variabilni mezi jednotlivymi kultivary hermanku. Ukazalo se, Ze
tetraploidni kultivar 'Ztoty Lan' obsahuje vyssi koncentrace chamazulenu nez pla-
né rostouci rostliny a to az o 25 % obsahu silice. U jinych kultivart bylo v silici de-

tekovano i méné neZ 2 % chamazulenu (Franke et Schilcher 2012).

CHsj

)

CHa

HaC

Obr. 2: Chamazulen

Fenoly

Fenolové latky predstavuji riznorodou skupinu sekundarnich metabolitd, které se
uplatiiuji pfi rlstu a vyvoji rostlin, ale také pii obrannych reakcich. Mezi fenolové
slouceniny se radi Siroké spektrum latek od relativné jednoduchych sloucenin typu
fenylpropanti, kumarint, lignant a flavonoidia az po polyfenolické trisloviny. Jedna
se o slouceniny obsahujici jednu nebo vice hydroxylovych skupin ptipojenych pfti-
mo na aromatické jadro (Vermerris et Nicholson 2007). VétSina fenolickych latek
ma dvé nebo vice hydroxylovych skupin. Rostliny vyuzivaji fenolické slouCeniny

k pigmentaci, ristu, reprodukci, patogenové rezistenci a mnoha dal$im funkcim.
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Pozitivni korelace mezi antioxida¢ni kapacitou a obsahem fenolickych sloucenin
v lécivych rostlinach naznacuje, Ze tyto latky by mohly mit hlavni podil na lécivych
ucincich (Oksana et al. 2012). Velice Sirokou skupinu fenolickych latek tvori flavo-
noidy. Ddle byla zjiSténa pritomnost velkého mnozstvi derivati kyseliny skoricové,
kyseliny ferulové, kyseliny kavové a jinych neidentifikovanych fenolickych deriva-
tl. Malo zastoupené byli kumariny herniarin a umbelliferon. VSechny tyto slozky
(v€etné flavonoidl) jsou rozpustné v horké vodé a konzumaci hefmankového caje

se da ziskat alesponi ¢ast téchto latek (McKay et Blumberg 2006).

Flavonoidy
Flavonoidy jsou patnactiuhlikaté slouceniny, které vzdy vykazuji strukturalni vzo-
rec Cs-C3-Ce; tedy propojeni dvou benzenovych jader téfuhlikatym fetézcem (Sveh-

likova et al. 2004).

Predstavuji hlavni slozku ve vodé rozpustnych latek obsazenych v hermanku. Jsou
vyuzivany ve farmaceutickém primyslu, kde se uplatiiuji jako spasmolytika
a antiflogistika. Prvnim flavonoidem, ktery se podarilo z hefmanku izolovat, je api-
genin (Obr. 3). Apigenin se akumuluje v bilych, jazykovitych kvétech ve formé api-
genin-7-0-glukosidu nebo nékterého z acylovanych derivati (Franke et Schilcher
2012, Vermerris et Nicholson 2007, Svehlikova et al. 2004). Flavonoidy nejvice
zastoupené celkové v iborech hefmanku jsou apigenin (16,8 %), kvercetin (9,9 %),
patuletin (6,5 %), luteolin (1,9 %) ajejich glukosidy. Zastoupeni téchto latek
v jednotlivych c¢astech kvétenstvi se ale liSi. Napriklad apigenin je vyrazné zastou-
pen v jazykovitych kvétech (68 %), ale jeho koncentrace v kvétnim ltzku (0,8 %) a
trubkovitych kvétech (0,9 %) je podstatné niZsi. Naopak kvercetin je obsaZen hlav-
né v trubkovitych kvétech (12,4 %) a kvétnim ltzku (10 %), zatimco v jazykovitych
kvétech (2,1 %) se vyskytuje v menSich koncentracich (McKay et Blumberg 2006).
V trubkovitych kvétech, nikoliv vSak v jazykovitych, se vyskytuji flavonoidy jacei-
din a chrysosplenetin (Repcak et al. 1999). V kvétech hefmanku se dale vyskytuji
napriklad chrysosplenon, eupatoletin, spinacetin, axillarin a eupalitin (Exner et al.

1981).
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Obr. 3: Apigenin

Biosyntéza flavonoida (Obr. 4) vychazi z kyseliny Sikimové. Produkty Sikimatové
drahy vedou ke wvzniku aromatickych aminokyselin (napf. thyrosinu
a fenylalaninu). Fenylalanin je pomoci enzymu PAL (phenylalanine ammonia lyase)
preménén na kyselinu skoricovou, ktera je prekurzorem fady fenylpropanoidi.
U nékterych rostlin probiha biosyntéza pres kyselinu 4-hydroxyskoricovou, ktera
vznikd obdobnym zplisobem z tyrosinu. Z acetatové drahy prichazi tri molekuly
malonyl-CoA. Velice diilezity je poté enzym chalkon syntaza, ktery zajiStuje za-
cykleni kruht. Konkrétni rostliny maji své specifické skupiny enzymi (napft.
izomerazy, reduktazy, hydroxylazy), které dale upravuji zakladni strukturu, coz

vede ke vzniku riznych podskupin flavonoidti (Dewick 1997, Ma et al. 2014).

14



Sikimabowa draha

Tenylakanin
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Obr. 4: Biosyntéza flavonoidi (prevzato z Adamkova et al. 2006)

Kumariny

Kumariny (1,2-benzopyrany) se nachazi ve velkém poctu vy$sich rostlin. U¢astni se
obrannych reakci pti abiotickém stresu, proti patogentim a $kiidctim a pii hormo-
nalni regulaci. Jednd se o spojeni tiffuhlikatého heterocyklu obsahujici kyslik
s benzenovym jadrem. V jazykovitych i trubkovitych kvétech hefmanku jsou pii-
tomny herniarin (7-metoxykumarin) a umbeliferon (7-hydroxykumarin). Oba jsou
predmétem farmakologického zajmu. Prekurzorem herniarinu je kyselina (Z)- a
(E)-2-B-p-glukopyranozyloxy-4-metoxyskoricova (GMCA). Z-GMCA se po hydrolyze
B-glukosidazou laktonizuje a vznika herniarin. Pri stresu se hladina GMCA zvySuje
a dochazi tak i k navySeni herniarinu. Podobné se pfi stresu zvySuje i mnoZstvi

umbeliferonu. Mezi dal$i kumariny obsaZené v kvétech hefmanku patii isoskopole-

tin, eskuletin askopoletin. Na Obr. 5 je prehled nékterych mono-
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a disubstituovanych kumarinii ajejich prekurzorli. Biosyntéza kumarinti vychazi
stejné jako biosyntéza flavonoidi z kyseliny skoticové. Jeji hydroxylaci vznika ky-
selina kumarova. Ta je poté laktonizovana za vzniku kumarinu. Kumariny se vy-
skytuji vrostlindch bud’' v glykosidické formé, nebo jako aglykony. Glykosidim
sekundarnich metaboliti se obecné pripisuje sniZend chemicka aktivita, ale diky
lepsi rozpustnosti se uplatiiuji jako zasobni a transportni formy. Pfi plisobeni stre-
su glykosidicka vazba zanika vlivem specifického enzymu a vznika ucinnéjsi agly-
kon (Bourgaud et al. 2006, Chong et al. 2002, Franke et Schilcher 2012, Petrul’ova-
Poracka et al. 2013, Repcak et al. 2009).

OH
1 Skimmin [umbelliferone 7-0-f-o-glucoside)
Gluoosc’O 00 Glucow‘omo t fo-g
= = 2 Daphnin (daphnetin-7-0-p-o-glucoside)

1 2

3 Z-GMCA
(I?-aluoosc oH 4 Daphnetin
Ml o] HO. o 0
H,C COOH 5 E-GMCA
o =
[ Umbelliferone

-

Hermarin

(:_-‘.Iumsc

H3C'O\©:cj/\ ||omo
#~COOH &
o 0._.0
-
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Obr. 5: Substituované kumariny hefmanku a jejich prekurzory

Taniny

Taniny, oznaCované také jako trisloviny, patii do skupiny polyfenoli. Jedna se o
ve vodé rozpustné latky se stiedni aZ vysokou molekulovou hmotnosti. Dokazi vy-
tvaret nerozpustné komplexy se sacharidy, proteiny a travicimi enzymy, ¢imZ sni-
Zuji stravitelnost potravin. Maji typickou sviravou chut, kterd ale miize byt
v nizsich koncentracich prijemna. Nadmeérny prijem tanint je spojovan s vyskytem
nékterych druhd rakovinnych onemocnéni, zejména rakoviny jicnu. U nékterych
tanind byla ale zjisténa antimikrobialni aktivita, schopnost sniZovat krevni tlak
a pozitivni u€inky na imunitni systém. V hefrmanku se taniny vyskytuji v mnoZstvi

mensSim neZ 1 % (Ref’at et al. 2008, Zadeh et al. 2014).
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1.3 Kyselina salicylova

Kyselina salicylova (SA)(Obr. 6) patri do skupiny fenolickych latek. Povazuje se za
dtlezity rostlinny hormon, ktery se uplatiiuje pfi fizeni ristu a vyvoje. Podstatnou
roli ma také pri odpovédi na abioticky i bioticky stres. V minulosti byla SA zkou-
mana jen pro farmaceutické vyuziti. Az v devadesatych letech dvacatého stoleti
bylo zjiSténo, jak velky vyznam ma pro rostliny. Tato jeji funkce byla dlouho ne-
zndma nejspise i proto, Ze koncentrace SA v rostlinach je pomérné nizka (Ding et

Ding 2020).
O._OH
OH

Obr. 6: Kyselina salicylova

Kyselina salicylova je dilezitym obrannym hormonem. Prvni naznaky, Ze by SA
mohla mit imunitni funkci, jsou uz z roku 1979, kdy Raymond F. White popsal vliv
aplikace aspirinu (kyselina acetylsalicylova) na resistenci tabaku vii¢i viru tabako-
vé mozaiky. V nizkych koncentracich se SA vyskytuje v celé rostliné a prispiva
k systémové ziskané resistenci (SAR). Ve vétsich koncentracich se nachazi v misté
prinikd patogenu. SA pozitivné plisobi na syntézu proteinii souvisejicich
s patogenezi (PR proteiny). PR proteiny jsou skupina proteint, které se uvoliuji po
inokulaci patogenu a funguji jako signalni molekuly nebo mohou mit primo anti-
mikrobidlni u¢inky. ZvysSeni koncentrace SA v rostlinnych pletivech mize také vést
k hypersensitivni odpovédi (HR), kdy rostlina obklopi misto vstupu patogenu ne-
krotickou tkani, ktera brani/zpomaluje $ifeni patogenu (Ding et Ding 2020, Dzha-

vakhiya et al. 2007).

Rostliny vyuzivaji k syntéze SA dva moZné zptsoby (Obr. 7). Ackoli Zddna cesta pro
biosyntézu SA neni zcela pochopena, je znamo, Ze obé drahy vychazi z chorizmatu,
coZz je meziprodukt fenylpropanoidové drahy. Prvni draha probiha

v chloroplastech syntézou z kyseliny chorizmové. Ta je preménéna izochorizmat
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syntazou (ICS) na Kkyselinu izochorizmovou (IC). Kone¢ny krok premény kyseliny
izochorizmové na SA je katalyzovan izochorizmat pyruvat lyazou (IPL). Tato draha
byla popsana na zakladé hypotézy, Ze rostliny syntetizuji SA podobné jako bakte-
rie. U mnoha druhti rostlin byly skutecné identifikovany geny kédujici ICS, avSak
nebyl uz nalezen zZadny rostlinny gen, ktery by odpovidal bakterialni IPL (Dempsey
et Klessig 2017).

V druhé draze probihajici v cytoplasmé se preménuje fenylalanin na Kkyselinu
trans-skoticovou (t-CA). V zavislosti na druhu rostliny je t-CA pirevedena na SA
prostrednictvim meziproduktd kyseliny orto-kumarové nebo kyseliny benzoové
(BA). K pfeméné BA na SA pravdépodobné dochazi hydroxylaci enzymem hydroxy-
lazou (BAZ2H) (Dempsey et Klessig 2017).

COCH o OH OH
HOQC COOH CO, NH
CH CM 2 PAL
/’“\2 0 -/
(] COOH
OH Chorismic acid OH Prephenic acid L-Phenylalanine (Fhe)  Trans-Cinnamic acid (--CA)
“ ICS / / l
COQOH
OH o
CH,
OJ\COOH
Isochorismic acid (1C) Benzaldehyde ortfio- fuumant acid
l IPL? A .-\0 l
COOH COOH COOH
S BA2H? R
e —i.
Salievlic acid (SA) Benzoie acid (BA) Salicylic acid (SA)
The IC pathway The PAL pathway

Obr. 7: Biosyntéza SA (pi‘evzato z Dempsey et Klessig 2017)
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Vliv exogenni aplikace SA

Exogenni aplikace SA miZe vyvolat v rostliné mnoho reakci. U nékolika rostlin byl
prokazan vliv postiiki nebo maceni semen rostlin na jejich rist a produkci bioma-
sy. SA miiZze také zvySovat zastoupeni fotosyntetickych pigmenti. Nékteré studie
ukazuji, Ze uCinky SA jsou zavislé na koncentraci. NiZsi koncentrace maji pozitivni
vliv na rist i fotosyntézu, ale koncentrace vyssi maji tendenci ptlisobit inhibi¢né.
Dilezitou ulohu ma SA ve stresovych reakcich. Studie zabyvajici se vlivem SA na
bioticky stres ukazaly, Ze exogenné aplikovana SA indukuje expresi PR a podili se
na rezistenci vii¢i patogentim riizného ptivodu (Hayat et al. 2010). SA také dokaze
zlepsit toleranci rostlin k riiznym abiotickym strestim. Bylo zjiSténo, Ze aplikace SA
zvySuje toleranci k nékterym tézkym koviim, napiiklad médi, olovu nebo kadmiu.
SniZuje také dopady rtutnatych a olovnatych kationtli na klicivost a riist nékterych
rostlin (Horvath et al. 2007, Khan et al. 2015). Postrik SA zvySuje odolnost rostlin
vlcCi tepelnému stresu, jak bylo ukazano napftiklad na rostlinach tabaku, hoicice
nebo kukurice (Horvath et al. 2007). ZvySeni tolerance zaviselo na koncentraci SA
a projevovalo se jen u nizkych koncentraci. Na rostlinach okurky se také projevil
pozitivni efekt postiriku SA na toleranci vysokych teplot, ale stejné koncentrace SA
podavané rostliné hydroponicky mély opacny efekt (Shi et al. 2006). Postrik nebo
pridavani SA do hydroponického roztoku méli pozitivni efekt na zlepSeni tolerance
vlci nizkym teplotam nad bodem mrazu napriklad u rostlin kukuftice, ryzZe nebo
okurky (Miura et Tada 2014). Vliv SA na odolnost vii¢i mrazu neni jasny. Vliv SA na

osmoticky stres a stres zasolenim nenf jednoznacny (Horvath et al. 2007).

SA také ovliviiuje produkci sekundarnich metabolitli. Exogenni aplikace SA miiZe
byt pouzita jako velmi piinosna ekologickd metoda pro ziskavani farmakologicky
aktivnich latek, pro které jsou rostliny vyuzivany v lécitelstvi a farmaceutickém
priamyslu. Existuje jiZz mnoho studii o vyuziti aplikace SA na zvySeni produkce
sekundarnich metabolitli predevsim na rostlinnych bunécnych kulturach, ale i na
intaktnich rostlinach v polnich podminkach. Presto nebyva tato metoda vyuZivana

pri komercni produkci 1écivych rostlin (Sadeghian et al. 2013).

Bylo zjiSténo, Ze exogenni aplikaci SA v raznych koncentracich (0,01, 0,1 a 1 mM)
na listy Safranu setého (Crocus sativus) se zvysi produkce flavonoidi a fenolickych

sloucenin. Obsah sekundarnich metabolitii se lisil v zavislosti na pouzité koncen-
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traci SA (Tajik et al. 2019). Ke zvySené produkci flavonoidii, konkrétné anthokya-
nt, doslo i u hroznii vinné révy (Vitis vinifera) po sprejové aplikaci riznych kon-
centraci SA (50, 100 a 200 mM). Vyrazné zvySeni obsahu anthokyant se dostavilo
u koncentraci 100 a 200 mM. Exogenni aplikace SA pred sbérem hroznd by mohla
byt efektivni metoda zlepSovani kvality a nutri¢nich hodnot vinnych hroznt (Oraei
et al. 2019). Aplikace SA na listy morace zakrovnatého (Ammi visnaga) vystavené-
ho stresu suchem se také potvrdila jako stimulant pro produkci sekundarnich me-
tabolitii. Nejvyssiho obsahu fenolickych latek bylo dosaZeno pfti aplikaci 2 mM SA
(Osama et al. 2019). Polni studie zabyvajici se vlivem listové aplikace SA a kyseliny
jasmonové (JA) na sekundarni metabolity medunky lékarské (Melissa officinalis)
ukazuje, Ze oba hormony mohou podporit tvorbu nékterych sekundarnich metabo-
litli, predevsim pak monoterpent a seskviterpent (Pirbalouti et al. 2019). Do Ziv-
ného roztoku hydroponicky péstovanych rostlin ostropestice marianského (Sily-
bum marianum) byla pridavana SA v riznych koncentracich (100, 200 a 400 uM)
a bylo zjistovano mnozstvi silibininu, isosilibininu a silychristinu v plodech. Plody
sklizené z rostlin, které byly vystaveny 200 uM SA po pét dni vykazovaly vyssi hla-
dinu vSech flavonolignanti (Ahmed et al. 2020). Ve studii zabyvajici se vlivem SA na
stimulaci biosyntézy terpenovych trilaktont jinanu dvoulalo¢ného (Ginkgo biloba)
bylo potvrzeno, Ze SA ma pozitivni ¢inek na zvySovani obsahu sekundarnich me-
tabolitli (Ye et al. 2020). Studie zkoumajici uc¢inek exogenni aplikace SA a kyseliny
giberelové (GA) na vyhonky léc¢ivého zbéhovce (4juga integrifolia) ukazala, Ze SA
podporuje fytochemickou produkci v téchto kulturach, zatimco GA biosyntézu sni-
Zuje. Optimalni koncentrace SA pro zvySeni akumulace vétSiny métenych latek by-
la stanovena na 150 pM. Osetfeni touto koncentraci vedlo také ke zvySeni in vitro
ki teciku pistaciového (Pistacia vera) SA o koncentracich 1 a4 mM vedlo ke zvy-
Seni obsahu fenolickych latek a aktivity PAL. Statistické analyzy prokazaly, Ze ucin-
ky SA nejsou zavislé jen na koncentraci, ale také na Case. Nejlepsi vysledky se pro-
jevily 3-9 dni po aplikaci (Ghamari et al. 2020). Vysledky studie zabyvajici se vli-
vem aplikace SA arlst-podporujici rhizobakterii (PGPR) na matu peprnou
(Mentha piperita) ukazaly pozitivni u¢inky SA na obsah fenolickych latek. Spole¢na
aplikace SA a PGPR méla srovnatelny vliv jako aplikace samotné SA (Cappellari et

al. 2020).
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2. Material a metody

2.1 Pouzité chemikalie

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH): Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Acetonitril: Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Folin-Ciocalteu cinidlo: Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Chlorid hlinity: Penta s.r.o. (Praha, CZ)

Kempferol: Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Kozni prasek: Merck (Darmstadt, Némecko)

Kvercetin: Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Kyselina benzoova: Acros Organics (New Jersey, USA)
Kyselina gallova: Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Kyselina chlorogenova: Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Kyselina kavova: Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Kyselina mravenci: Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Kyselina p-hydroxybenzoova: Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Kyselina p-kumarova: Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Kyselina protokatechova: Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Kyselina salicylova: Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Kyselina syringova: Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Kyselina trans-ferulova: Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Kyselina trans-skoricova: Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Kyselina vanilova: Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Luteolin: Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Metanol: Penta s.r.o. (Praha, CZ)

Uhlicitan sodny: Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

2.2. Pristrojové vybaveni

Analytické vahy (Ohaus, Svycarsko)

Mikrocentrifuga MPW 55 (MPW Med Instruments, Polsko)
Trepacka Multi Reax (Némecko)

SuSarna Memmert UF450 (Memmert, Némecko)
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Dvoupaprskovy spektrofotometr (Cintra, Francie)

Chromatograficka kolona Zorbax RRHD Eclipse plus C18 (2.1 mm x 50 mm, 1.8
um) (Agilent, USA)

Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s trojitym

kvadrupoélem (6470 Triple Quadrupole LC/MS Systém; Agilent, USA)

2.3 Rostlinny material

Charakteristika odridy Lutea

Pro studii jsme pouZzili tetraploidni odridu 'Lutea’ (autofi: Repcak M., Oravec V.,
Cernaj P. (Statna odrodova kniha SR, ev. & 3333/1997)), ktera je péstovana pro
sviij vysoky obsah matricinu, chamazulenu a bisabololu. Vznikla na konci osmdesa-
tych let dvacatého stoleti z odridy 'Goral'. Jedna se o stiedné vysoké rostliny, se
stredné zelenymi listy, stredni vySkou drovné kvétt, s velkym priimeérem ubori
bez i s jazykovitymi kvéty. Tato odrtida se vyznacuje stabilnim chemotypovym slo-
Zzenim populace (vice nez 92 % (-)-a-bisabololovych rostlin). Obsah silic odpovida
1,2 %. Silice obsahuje hlavné (-)-a-bisabolol (43,3 %) achamazulen

(21,2 %)(Franke et Schilcher 2012).

Péstovani

Rostliny jsme predpéstovali vlaboratornich podminkach ve fytotronu. Primérna
teplota byla nastavena na 22 °C/20 °C (den/noc) a vlhkost vzduchu na 65 %. Foto-
perioda byla 12 h/12 h (den/noc). Semena (osivo ziskané z Univerzity P. J. Safarika
v KoSicich, SR) jsme vyseli do vypraného pisku a pravidelné zalévali. Po 4 tydnech
jsme presadili jednotlivé rostlinky do samostatnych raselinovych zakorerovact se
zahradnickym substratem a opét je umistili do fytotronu a pravidelné zalévali. Po
dalSich 5 tydnech jsme rostliny presazeli na pole v aredlu Botanické zahrady 1é¢i-

vych rostlin Farmaceutické fakulty UK.

Na analyzu jsme pouZili kvéty, které predstavuji l1é¢ivou drogu. Pri sbéru jsme se
ridili praci Repcak et Krausova (2009), kteti fazi kveteni rozdélili na Sest stadii,
priCemzZ nejvyssi obsah ucinnych latek (napf. apigenin a jeho derivaty) se zazna-
menal v 3. a 4. faze kveteni, tedy kdyzZ jsou jazykovité kvéty plné vyvinuté a ¥ az %4

rourkovitych kvéti je rozvinuta (Obr. 8). Kvéty jsme nasledné analyzovali po vol-
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ném ususeni pri laboratorni teploté po dobu 14 dni. Zamérili jsme se na celkovy

vizuadlni stav ubordg,

Cerstvou asuchou hmotnost,

a antioxidac¢ni aktivitu extraktu.

3. faze

Obr. 8: Vybrané faze vyvoje kvétu hefmanku (foto: Z. Kovalikova)

Aplikace kyseliny salicylové

sekundarni

4. faze

metabolity

Pomoci rozpraSovace jsme provedli aplikaci SA o koncentracich 0,5 mM, 1 mM,

2mM a 3 mM ve fazi pupent (3-4 dny pred rozkvétem).

Vzorky ¢ajovin

Vv _ v

V potravinach a v 1ékarnach jsme zakoupili 12 rtiznych bézné dostupnych vyrobk

obsahujicich rozemletou drogu hefmanku pravého porcovanou do ¢ajovych sackd,

nebo preparaty tvorené celymi tibory. Specifikace vyrobkt je uvedena v Tab. 1.

Tab. 1: Specifikace €ajovin

vyrobce ptivod doporucend pri- doba lou-
prava hovani

Herbex porcovany Slovensko 2,5g/500 ml 10 minut
Megafyt Pharma porcovany CR 1g/250 ml 10 minut
Leros bio porcovany CR 1g/250 ml 10 minut
Dr. Max sypany CR 0,87 g/250 ml 15 minut
Leros sypany CR 0,87 g/250 ml 15 minut
Fytofarma sypany Slovensko 0,87 g/250 ml 15 minut
Apothéke détsky Bio  porcovany CR 1g/250 ml 10 minut
Hipp bio porcovany Némecko 1,5g/250 ml 10 minut
Tea cz Natur (vyrobce porcovany CR 1g/250 ml 10 minut
Leros)

Pickwick porcovany Nizozemsko 1,5g/250 ml 10 minut
Apothéke porcovany CR 1,5g/250 ml 15 minut
Teekanne porcovany Rakousko 1g/250 ml 10 minut
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2.4. Analyzy

Priprava metanolovych extrakti

Extrakty jsme pripravili homogenizaci 0,5 g suSenych tbort spole¢né s 10 ml 80%
metanolu (fedéni 0,05 g FW/1 ml metanolu). Homogenaty jsme centrifugovali pfi
4 500 rpm po dobu 15 minut. Metanolové extrakty ¢ajovin jsme pripravili stejnym

zpisobem.

Priprava vodnych vyluhii

Vodny vyluh jsme pripravili zalitim 1 g susenych tbort 250 ml vrouci vody (fedéni
0,004 g FW/1 ml vody). Smés jsme nechali louhovat po dobu 10 minut. U dostup-
nych ¢ajli navazka i doba louhovani odpovidala doporucenim vyrobce uvedenym

na obalu zakoupenych €ajovych smési (Tab. 1.).

Stanoveni celkovych rozpustnych fenoli

Ke 30 pl metanolového nebo vodniho extraktu jsme ptidali 470 pl destilované vo-
dy. Po promichani jsme ptidali 975 pl 2% Na2C03 a 25 pl 2 N Folin-Ciocalteu ¢ini-
dla. Vzorky jsme nechali inkubovat v susarné prti 45 °C po dobu 1 hodiny. Po ochla-
zeni na laboratorni teplotu jsme vzorky analyzovali ve spektrofotometru pfi nasta-
vené absorbanci 750 nm. Extrakt byl ve slepém vzorku nahrazen destilovanou vo-
dou. Jako standardni latku pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky jsme pouzili kyselinu
gallovou (vyobrazena v priloze). Vysledky jsme vyjadrili jako mg g-1 DW (Singleton
et Rossi 1965).

Stanoveni flavonoidii

Ke 1 000 pl metanolového nebo vodniho extraktu jsme pridali 1 000 pl 2% AlCl3 ve
100% metanolu. Vzorky jsme nechali inkubovat 1 hodinu pfi laboratorni teploté.
K méreni byl pouZit spektrofotometr o nastavené absorbanci 420 nm. V slepém
vzorku byl extrakt nahrazen 1 000 pl 80% metanolu. Jako standardni latka pro se-
strojeni kalibra¢ni krivky byl pouzity kvercetin (vyobrazena v priloze). Vysledky
jsme vyjadrili jako mg g'1 DW (Ordofiez et al. 2006).

Stanoveni tanint
Extrakt o objemu 1 ml jsme promichali s 0,05 g koZniho prasku (hide powder).

Vzorky jsme nechali 1 hodinu tfepat v tfepacce Multireax Shaker a nasledné jsme
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je centrifugovali pti 4 500 rpm po dobu 10 minut. Poté jsme vyuZili metodu na sta-

noveni fenolu popsanou vyse.

Stanoveni fenolovych kyselin

Obsah fenolovych kyselin a vybranych flavonoidii jsme stanovili metodou UHPLC-
MS ve spolupraci s Katedrou chemie. UHPLC separace latek probéhla na koloné
Zorbax RRHD Eclipse plus C18 (2,1 mm x 50 mm, 1,8 pm) s trojitym kvadrupo6lem
jako detektorem (elektrosprejova ionizace - reZim negativnich ionti). Eluenty mo-
bilni faze byly (A) 0,05% kyselina mravenci ve vodé; (B) 0,05% kyselina mravenci
v acetonitrilu. Pro kazdou slouceninu byly sledovany vybrané prechody MRM: ky-
selina protokatechova (153,0 => 109,0, 91,0), kyselina p-hydroxybenzoova (137,0
=> 108,0, 92,0), kyselina benzoova (121,0 => 77,1), kyselina kavova (179,0 =>
135,0, 107,0), kyselina chlorogenova (353,1 => 191,0, 127,0), kyselina trans-
skoricova (147,1 => 103,0, 77,0), kyselina ferulova (193,1 => 134,1, 178,0), kyseli-
na gallova (169,0 => 125,0, 119,0), kempferol (185,1 => 1185,0, 239,0), luteolin
(285,1 => 133,0, 151,0), kyselina p-kumarova (163,1 => 119,0, 104,9), kvercetin
(301,0 =>151,0, 179,0), kyselina salicylova (137,0 => 93,0, 65,0), kyselina syringo-
va (197,1 => 182,0, 123,0), kyselina vanilova (167,0 => 152,0, 108,0) (Kovalikova

et al. 2019). Kalibra¢ni kiivky pro jednotlivé metabolity jsou uvedeny v priloze.

Stanoveni antioxidacni aktivity

DPPH (1,1-difenyl 2-pikrylhydrazyl) je stabilni volny radikal. Ac¢koliv ma volny
elektron nedochazi k dimerizaci. Ve chvili, kdy dojde ke sparovani volného elek-
tronu s jinym elektronem poskytnutym antioxidantem, dochazi ke zméné zbarveni

z temné fialové na svétlejsi odstiny az bledé Zlutou barvu (Molyneux 2004).

Pri analyze jsme vyuZili 60 uM DPPH (2,4 mg DPPH/100 ml 100% metanolu). Ku
1,5 ml roztoku DPPH jsme pridali 100 pl metanolového nebo vodného extraktu
anechali 30 minut reagovat ve tmé. Dale jsme mérili na spektrofotometru pri

515 nm absorbanci. ,Zhaseci“ aktivitu extraktd jsme vypocitali dle vzorce:

Ay—Ag

% zhaseni DPPH = x 100,

v

kde A, = absorbance testovaného vzorku a Ax = absorbance kontrolniho vzorku

(metanol).
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Statistické zpracovani dat

Namérené udaje jsme vyjadrili v podobé zakladnich statistickych parametri (pra-
mérna hodnota a smérodatna odchylka). Pro vyhodnoceni signifikance ziskanych
dat jsme pouzili jednorozmérnou analyzu variance (ANOVA) a Tukeylv test na
hladiné P<0,05 (program Statistica). Hodnoty ve sloupcich a radcich oznacené

stejnymi pismeny nevykazuji statisticky vyznamny rozdil.
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3. Vysledky

3.1. Vliv SA na velikost uborti

Vazeni ibord hefmanku jsme provedli v den sbéru a po kompletnim ususent. Z tab.
2 je viditelny nartst biomasy (po ususeni) po aplikaci SA oproti kontrolni skupiné.
Nejvyssi narist biomasy se projevil po aplikaci 1 mM a 2 mM SA. Rostouci koncen-
trace SA se také projevila ve zvysSujicim se obsahu vody v pletivech. Nejvyssi obsah

vody byl u tiborti oSetienych 3 mM SA.

Tab. 2: Vliv riiznych koncentraci SA na hmotnost ibora

Koncentrace SA

Kontrola 0,5 mM 1 mM 2 mM 3 mM
Biomasa (mg DW /ubor) 37,40 40,36 43,38 43,71 40,52
Obsah vody (%) 77,21 79,26 79,21 79,46 81,32

3.2. Vliv SA na obsah fenolii, flavonoidii a tanint

Ze sekundarnich metabolitd jsme pro zjiStovani vlivu SA vybrali celkovy obsah
fenold, obsah flavonoidl a tanini. Vysledky jsou uvedené v grafech na Obr. 8. a
v tabulce v prilohach. VSechny tyto metabolity jsme méfili, jak ve vodném vyluhu,
tak i v metanolovém extraktu. Ze ziskanych dat neni viditelny jednoznacny vliv SA
na produkci fenolovych metaboliti v podobé kontinudlniho nartistu metaboliti
s rostouci koncentraci SA. U vodnych vyluhi je zjistény obsah metabolitli vy$si nez
u metanolovych extraktii, v priiméru 2 aZ 4 nasobné (flavonoidy a fenoly). Pti apli-
kaci 0,5 mM SA je u vSech zjiStovanych metabolitii (vyjma taninti u metanolového
extraktu) vidét signifikantni pokles. Nejvyssi obsah rozpustnych fenolt byl ve vod-
ném vyluhu u vzorkl oSetfenych 2 mM SA a v metanolovém extraktu u vzorki
oSetfenych 1 mM SA. Nejvyssi obsah flavonoidi ve vodném vyluhu vykazovaly
vzorky oSetiené 2mM SA a v pripadé metanolovych extraktli u neosetienych, kon-
trolnich, rostlin. V pripadé tanint jsme mirné zvySeni pozorovali jen u vodného
vyluhu, a to ukoncentraci 1 a 2 mM. V metanolovych extraktech dosSlo naopak

k poklesu.
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Obr. 8: Obsah sekundarnich metabolitt (fenoly, flavonoidy, taniny) po aplikaci SA o rlizné koncentraci.
Hodnoty ve sloupcich oznacenych stejnymi pismeny nevykazuiji statisticky vyznamny rozdil na hladiné 0,05
podle Tukeyho testu. Useéky predstavuji smérodatné odchylky.
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3.3. Vliv SA na obsah fenolovych kyselin a vybranych flavonoidi
Vliv SA na fenolové kyseliny a vybrané flavonoidy jsme zjiStovali v metanolovém

extraktu i vodném vyluhu. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach (Tab. 3 a Tab. 4).

Celkové jsme v metanolovych extraktech stanovili 11 fenolickych kyselin a tri fla-
vonoidy. Pokles v obsahu u metanolového vyluhu jsme zaznamenali u 6 kyselin a
nartlst u 4 kyselin. Nejvyraznéjsi pokles byl u kyseliny syringové (2,5-nasobny) a
protokatechové (2-nasobny) pii nejvyssi pouZité koncentraci. Obsah kyseliny ka-
vové se stoupajici koncentraci vyrazné nariistal az do maxima pii 2mM SA. Mirny
narutst jsme zaznamenali i u kyseliny skoticové, salicylové a vanilové, kde se ma-
ximum pohybovalo mezi 2 mM a 3 mM koncentraci. U vSech studovanych flavonoi-
di doslo se stoupajici koncentraci ksignifikantnimu naristu, nejvyraznéji

v pripadé kempferolu, a to 2,2-ndsobné.

Obsah studovanych fenolovych kyselin byl ve vodnim vyluhu nizsi, v nékterych
piipadech 10-100 nasobné (napft. kyseliny p-hydroxybenzoovd, chlorogenova, ka-
vova). Vyjimkou je Kyselina vanilova, kde byly hodnoty naopak vyssi. Ve vodném
vyluhu se studované flavonoidy nepodarilo detekovat. Ze stanovenych 11 fenolo-
vych kyselin jsme zaznamenali pokles u 2, a to kyseliny kavové a benzoové. Nejvy-
raznéjsi pokles kyseliny kavové byl pti koncentraci 0,5 mM (3,8-ndsobny) a kyseli-
ny benzoové pii 1 mM (1,9-nasobny). Zbylych 9 kyselin reagovalo alespoi na né-
které koncentrace nartGstem. Nejvy$si narlist jsme pozorovali u Kkyseliny
p-hydroxybenzoové (10,3-nasobny) pri koncentraci 3 mM a kyseliny skoricové

(4,3-nasobny) pti koncentraci 1 mM SA.
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Fenolové kyseliny a vybrané flavonoidy - metanolovy extrakt

Fenolové kyseliny kontrola 0,5 mM SA 1,0 mM SA 2,0 mM SA 3,0 mM SA
Hydroxyskoricové kyseliny

chlorogenova 1104,21+58,01a 797,43+84,74bc 1056,03+£90,2ab 1015,84+166,16ab 694,83+61,63c
ferulova 3,77+0,4b 5,36+0,54a 3,92+0,87ab 2,63+0,34b 2,6%0,51b
kavova 45,31+1,27c 74,81+5,11b 93,68+3,94a 100,28+7,87a 71,45+2,58b
p-kumarova 5,33+0,1b 6,9+0,46a 3,96+0,81c 3,72+0,07c 3,57£0,05c
skoticova 1,09+0,06d 1,49+0,18c 1,67+0,02bc 1,89+0,06ab 1,92+0,04a
Hydroxybenzoové kyseliny

p-hydroxybenzoova 2,49+0,2a 2,10+0,11ab 2,48+0,25a 2,37+0,1a 1,77+0,03b
gallova 1,09£0,12a 0,92+0,09a 0,58+0,01b 1,03+0,19a 0,48+0,02b
protokatechova 23,36+1,85a 18,12+1,4b 17,67+0,11bc 14,89+0,52c¢ 11,38+0,4d
salicylova 1,77+0,03c 2,1+0,11bc 2,46+0,26ab 2,87%0,2a 2,52+0,2ab
syringova 1,27+0,19a 0,93+0,03b 0,76+0,04bc 0,75+0,05bc 0,53+0,05c
vanilova 9,46+0,22¢ 18,94+0,99a 17,58+2,97a 16,54+1,099ab 13,2+0,1bc
Flavonoidy

kvercetin 38,56+0,69c 44,44+712bc 50,88+0,99b 53,06+2,36ab 62,29+1,82a
luteolin 10,46+1,62¢ 12,73+0,23bc 13,51+0,28b 14,89+0,25ab 16,64+0,96a
kempferol 3,72+0,31d 5,31+0,2c 6,90+0,09b 6,68+0,25b 8,39x0,61a

Tab. 3: Obsah fenolovych kyselin (ng/g DW) a vybranych flavonoidii (ng/g DW) v metanolovém extraktu po aplikaci SA o rizné koncentraci. Hodnoty v
fadcich oznacenych stejnymi pismeny nevykazuji statisticky vyznamny rozdil na hladiné 0,05 podle Tukeyho testu. Hodnoty pfedstavuji primér + smérodajni odchylka.
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Fenolové kyseliny - vodny vyluh

kontrola 0,5 mM SA 1,0 mM 2,0 mM 3,0 mM
Hydroxyskoricové kyseliny
chlorogenova 9,56+0,02b 4,44+0,03d 5,01+0,18¢c 4,77+0,06cd 10,34+0,32a
ferulova 1,186+0,006a 0,865+0,022c 0,634+0,020d 1,039+0,035b 1,239+0,011a
kavova 0,0394+0,0003a 0,0104+0,0003e 0,0125+0,0002d 0,0131+0,0001c 0,0290+0,0000b
p-kumarova 1,062+0,024c 1,059+0,022c 0,936+0,03d 1,137+0,009b 1,396+0,014a
skoticova 0,191+0,002d 0,133+0,002e 0,814+0,004a 0,533+0,018b 0,466+0,004c
Hydroxybenzoové kyseliny
p-hydroxybenzoova 0,014+0,002e 0,043+0,003d 0,068+0,004c 0,115+0,001b 0,144+0,002a
gallova 1,210+0,027a 0,953+0,024c 0,633+0,023e 0,864+0,016d 1,096+0,050b
protokatechova 16,82+0,08b 15,42+0,14c 15,39+0,11c 16,91+0,16b 21,12+0,49a
salicylova 2,857+0,069b 2,540+0,019¢ 2,376+0,016d 2,532+0,015¢ 3,948+0,026a
syringova 0,634+0,020b 0,509+0,017cd 0,476+0,014d 0,555+0,006¢ 0,846+0,040a
vanilova 55,54+0,99b 51,12+0,66b 51,37+0,44b 53,17+1,18b 66,06+3,45a

Tab. 4: Obsah fenolovych kyselin (pg/g DW) a vybranych flavonoidii (ng/g DW) ve vodnim vyluhu po aplikaci SA o riizné koncentraci. Ostatni detaily jsou stejné jako

v Tab. 3.
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3.4. Vliv SA na zhaseni radikalu DPPH

Méreni antioxidacni aktivity metodou DPPH jsme provedli ve vodném vyluhu i me-
tanolovém extraktu. Vysledky jsou uvedené na Obr. 9. Antioxida¢ni aktivita ve
vodném vyluhu je nejvyssi u vzorkl ziskanych z rostlin, na které byla aplikovana
0,5 mM SA a 3 mM SA. U ostatnich vzorkd je antioxida¢ni aktivita niz$i nez u vzor-
kli z kontrolni skupiny. U metanolovych extraktl byla nejvyssi naméiena antioxi-

dacni aktivita zjisténa u vzorkil z kontrolni skupiny a vzorki po aplikaci 1 mM SA.

Zhaseni radikalu DPPH ve vodném vyluhu Zhaseni radikalu DPPH v metanolovém extraktu
99,6 T 120 +
a a a a
:\; 99,5 1 g 100 +
8 994 + 4 S
-“g HH g 80 +
2 £ =
£ 93¢ =
Sem \E 60 -+
5 992 T 9
© ©
T 2 407
8 91T S
] £ 207t
g o7 ]
98,9 0
kontrola 0,5 mM 1mM 2 mM 3mM kontrola 0,5 mM 1mM 2mM 3 mM

Obr. 9: Antioxidacni aktivita (%) po aplikaci SA o rizné koncentraci. Ostatni detaily jsou stejné jako v Obr. 8.
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3.5. Obsah fenolt, flavonoidii a tanint v ¢ajovinach

V zakoupenych cajovinach jsme meérili celkovy obsah rozpustnych fenolli, obsah
flavonoidi a taninti ve vodném vyluhu i metanolovém extraktu. Vysledky jsou zob-
razeny v grafech na Obr. 10 a v tabulce v prilohach. Nejvyssi obsah fenoll byl ve

vodném vyluhu u vzorku Tea CZ a v metanolovém extraktu Tea CZ a Apothéke bio.

vV

vV

noidd v metanolovém extraktu byl srovnatelny u vSech vzorkil. Vétsi rozdily byly
mezi zjiSténymi obsahy taninti. Ve vodném vyluhu jsme zaznamenali nejvyssi ob-
byl nejvyssi obsah tanini u vzorku Apothéke. Vysledny obsah tanini
v metanolovém extraktu vzorku Fytofarma neni v grafu uveden. I po opakovaném

méreni se nAm nepodarilo ziskat relevantni data.
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Obsah rozpustnych fenoll ve vodném vyluhu Obsah rozpustnych fenoli v metanolovém

extraktu
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Obr. 10: Obsah sekundarnich metabolitt (fenoly, flavonoidy, taniny) v ¢ajovinach. Ostatni detaily jsou stejné jako
v Obr. 8.
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3.6. ZhaSeni radikalu DPPH v ¢ajovinach

Zjisténa antioxidacni aktivita je zobrazena na Obr. 11. ZhaSeni radikalu ve vodném
vyluhu bylo srovnatelné u vSech vzorki kromé Hipp bio, ktery vykazoval nizsi an-
tioxidac¢ni aktivitu. V metanolovém extraktu byly vysledky vSech vzorka také po-

dobné s vyjimkou nizsi antioxidac¢ni aktivity u vzorku Herbex.

Zhaseni radikalu DPPH ve vodném vyluhu Zhaseni radikalu DPPH v metanolovém
extraktu

Antioxidaéni aktivita (%)
Antioxidacni aktivita (%)

Obr. 11: Antioxidacni aktivita (%) ajovin. Ostatni detaily jsou stejné jako v Obr. 8.
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3.7. Obsah fenolovych kyselin a flavonoidii v komer¢nich ¢ajovi-
nach
Méreni fenolovych kyselin a vybranych flavonoidii komerc¢nich ¢ajovin jsme pro-

vedli v metanolovém extraktu i vodném vyluhu. Zjisténé obsahy jsou uvedeny

v Tab. 5 a Tab. 6.

V metanolovém extraktu jsme stanovili 11 fenolovych kyselin a tfi flavonoidy. Nej-

vétsi rozdily mezi Cajovinami jsme zaznamenali u kyseliny salicylové a gallové.

vV

vV

vV

vzorku Fytofarma. U Kyseliny skoricové byl nejvyssi obsah v caji Fytofarma a
3,3-nasobné nizsi v ¢aji Teekanne. Obsah kyseliny vanilové byl 3-nasobné vyssi u
Caje Pickwick nez u ¢aje DrMax. Obdobny (2,9-nasobny) byl i rozdil v obsahu kyse-
liny kavové mezi caji Leros a Pickwick. U ostatnich kyselin byly rozdily mensi ale
stale vyrazné (1,3 az 2,2-nasobné). Rozdily mezi jednotlivymi flavonoidy byly také
signifikantni. NejvétSi rozdily byly v obsahu kvercetinu, ktery byl naméren
v 4,3-nasobné vysSim mnoZstvi u Caje Leros oproti Hipp bio. Obsah kempferolu byl

nejvyssi v ¢aji DrMax a 3,5-krat nizZsi u ¢aje Hipp bio. Nejvyssi obsah luteolinu byl

vV

Celkem jsme ve vodném vyluhu stanovili 11 fenolovych kyselin a pouze jeden fla-
vonoid. Nejvétsi rozdily jsme pozorovali u kyseliny skoficové. Jeji obsah byl
16,5-krat vyssi v €aji Fytofarma nez v ¢aji znacky Teekanne. Obsah kyseliny kavové
byl 7,6-ndsobné vyssi v ¢aji Fytofarma oproti ¢aji Hipp bio. Nejvyssi obsah kyseliny
gallové byl u ¢aje DrMax a to 7,3-nasobné vyssi neZ v ¢aji Pickwick. Obsah kyseliny
salicylové byl 6,4-nasobné vyssSi v Caji Fytofarma nez v ¢aji Hipp bio. Rozdily
v obsahu ostatnich fenolovych kyselin mezi jednotlivymi caji byly také vyrazné
(1,7 aZ 4,5-nasobné). Obsah luteolinu byl nejvyssi v ¢aji znacky Apothéke a to
5,3-vyS$si neZ u caje Hipp bio.
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Obsah fenolovych kyselin a flavonoidii - metanolovy extrakt

Fenolové kyseliny Herbex Megafyt Leros bio DrMax Leros Fytofarma Apothéke bio Hipp bio Tea CZ Pickwick Apothéke Teekanne
Hydroxyskoricové kyseliny
chlorogenova 226,79 192,21 211,04 196,88 209,26 212,68 222,10 223,43 222,05 176,52 192,40 175,38
+10,26a +1,70bcd +8,29ab +6,41bc +5,38ab +6,69ab +16,37a +2,78a +3,05a +2,24cd +1,85bcd +3,25d
ferulova 6,14 7,17 8,81 6,12 6,98 6,58 9,72 7,79 7,72 6,93 7,41 8,40
+0,27f +0,04de +0,75ab +0,27f +0,22def £0,53ef +0,08a +0,15cd +0,27cd +0,46def +0,24cde +0,14bc
kavova 39,11 40,16 32,60 29,00 50,84 46,93 26,93 13,56 39,19 17,47 30,18 26,13
+1,20c +0,45c +1,16d +0,54ef +0,71a +3,09b +0,62ef +0,11h +0,39¢ +0,16g +0,89de +1,55f
p-kumarova 13,64 13,57 14,26 9,55 13,78 14,34 13,76 16,94 13,64 11,51 13,55 13,97
+0,12c +0,07c +0,16b +0,11e +0,13bc +0,07b +0,15bc +0,20a +0,11c +0,21d +0,45c +0,28bc
skoficova 0,77 1,06 1,50 0,67 0,86 1,76 1,15 1,18 0,74 0,77 0,85 0,54
+0,01ef +0,07d +0,08b +0,01f +0,04ef +0,03a +0,01cd +0,03cd +0,02f +0,01ef +0,04ef +0,01g
Hydroxybenzoové kyseliny
gallova 13,37 26,40 16,89 48,51 64,64 47,09 18,67 8,94 21,57 13,59 23,75 10,54
+0,66efg *1,32c +0,20def +3,71b +3,53a 5,84b +0,49de +0,11g +2,15cd +0,09efg +2,64cd +0,71fg
p-hydroxybenzoova 3,47 2,23 2,80 3,48 2,23 2,16 1,20 1,38 1,45 3,32 1,90 3,37
£0,17a +0,16¢ +0,16b +0,05a *0,16¢ +0,10cd +0,01e +0,04e +0,05e +0,13a +0,03d +0,05a
protokatechova 10,92 10,73 7,93 511 5,18 6,91 6,41 551 7,39 11,23 10,15 11,34
+0,43a +0,10a +0,11b +0,61e +0,65e £0,21bc +0,29cd +0,19de +0,52bc +0,28a +0,54a +0,42a
salicylova 2,15 5,61 3,51 4,24 6,80 3,67 1,26 0,83 3,47 5,25 4,26 5,97
+0,20f +0,35bc +0,13e +0,19d +0,32a +0,09e +0,04g +0,02g +0,06e +0,18c +0,24d +0,10b
syringova 2,46 1,96 2,38 1,95 2,26 1,56 3,73 4,20 2,07 5,46 2,37 6,24
+0,12e +0,03g +0,09ef +0,01g +0,06efg £0,01h +0,03d +0,18c +0,09fg +0,25b +0,02ef +0,17a
vanilova 17,38 19,35 17,07 10,18 11,51 12,04 17,70 21,86 15,44 30,62 20,81 30,20
+0,21d +0,30c +0,91d +0,10g +0,21fg +0,24f +0,18d +1,21b +0,05e +0,23a +0,43bc +0,89a
Flavonoidy
kvercetin 7,54 8,48 9,59 17,43 19,03 15,09 5,64 4,44 5,87 4,77 6,60 6,49
+0,37f +0,06e +0,07d +0,17b +0,17a +0,60c +0,28h +0,37i +0,11gh +0,29i +0,14g +0,33gh
luteolin 12,13 13,55 14,29 512 5,51 7,43 9,49 9,45 10,44 13,94 10,83 12,83
+0,07c +0,47ab +0,12a +0,13g +0,18g +0,21f +0,24e +0,52e +0,41d +0,30a +0,14d +0,20bc
kempferol 1,19 0,98 1,29 1,74 1,58 1,55 0,78 0,50 1,06 0,97 0,96 0,85
+0,05d +0,04e +0,03c +0,03a +0,01b +0,01b +0,01f +0,03g +0,03e +0,04e +0,02e +0,04f

Tab. 5: Obsah fenolovych Kkyselin (ng/g DW) a vybranych flavonoidii (ng/g DW) v metanolovém extraktu ¢ajovin. Ostatni detaily jsou stejné jako v Tab. 3.
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Fenolové kyseliny a flavonoidy - vodny vyluh

Herbex Megafyt Leros bio DrMax Leros Fytofarma Apothéke bio Hipp bio Tea CZ Pickwick Apothéke Teekanne
Hydroxyskoricové kyseliny
chlorogenova 1540,51 1121,68 2965,26 1292,83 990,48 1956,21 1864,64 1200,43 1527,36 685,47 1077,65 971,57
+16,51a +24,80a +2857,42a +23,27a +31,53a +22,71a +12,46a +15,08a +7,76a +13,56a +14,81a +16,61a
ferulova 8,85 8,36 11,61 12,44 7,82 17,55 14,29 9,61 9,71 6,40 7,29 9,99
+0,12e +0,14f +0,20d +0,20c +0,32g +0,16a +0,05b +0,15e +0,18e +0,08i +0,22h +0,18e
kavova 43,45 49,29 63,57 43,09 49,72 99,72 69,20 13,08 86,82 40,83 46,74 29,80
+0,27g +0,48ef +1,03d +0,96g +1,34e +1,56a +1,07c +0,14i +0,71b +0,50g +1,13f +0,32h
p-kumarova 14,07 12,14 16,27 17,78 11,93 19,91 18,26 19,09 15,29 13,03 12,16 14,65
+0,28f +0,14gh +0,62d +0,08c +0,46h +0,11a +0,30bc +0,27ab +0,49de +0,28gh +0,15gh +0,45ef
skoficova 5,56 3,02 7,97 7,63 2,03 13,16 8,03 5,65 1,14 5,17 3,10 0,80
+0,31c +0,15d +0,22b +0,24b +0,05e +0,45a +0,40b +0,18c +0,03f +0,03c +0,18d +0,03f
Hydroxybenzoové kyseliny
gallova 43,17 36,07 14,86 78,59 63,49 73,43 15,53 13,02 25,80 10,72 17,64 13,18
+0,36d +0,3% +0,35hi +1,36a +0,24c +1,21b +0,30h +0,11j +0,65e +0,36k +0,19¢g +0,46ij
p-hydroxybenzoova 6,51 2,66 6,58 6,31 4,67 5,04 2,99 2,72 2,98 531 2,17 6,08
+0,28a +0,27cd +0,32a +0,48a +0,16b +0,23b +0,09cd +0,13cd +0,20c +0,30b +0,07d +0,18a
protokatechova 257,00 332,22 267,35 438,84 494,01 446,86 328,42 108,86 315,39 177,38 245,67 216,01
+12,72d +9,94c +£12,01d +22,51b +6,01a +16,09b +8,81c +3,74g +8,49c +6,79f +6,95de +2,85e
salicylova 15,20 21,51 16,20 29,89 28,51 34,53 20,79 5,43 21,33 25,29 12,16 16,49
+0,56e +0,57d +0,57e +1,15b +0,47b +0,46a +0,79d +0,22¢g +0,38d +0,95¢ +0,15f +0,22e
syringova 2,44 2,01 2,08 2,39 4,64 5,25 4,11 2,77 1,82 4,23 1,55 5,67
+0,09de +0,27ef +0,35ef +0,40de +0,20bc +0,36ab +0,14c +0,07d +0,15ef +0,05c +0,10f +0,23a
vanilova 342,12 382,79 383,09 657,66 586,45 591,36 532,08 171,24 488,59 239,54 287,85 293,56
+1,63f +3,22e +2,89%¢ +25,63a +5,06b +1,86b +19,85¢ +1,28i +6,43d +9,34h +2,62g +17,34g
Flavonoidy
luteolin 11,88 19,31 12,19 16,25 6,79 16,33 19,67 5,76 24,04 9,50 30,71 12,07
+0,46e +0,14c +0,07e +0,36d +0,51g +0,35d +0,26¢C +0,54g +0,12b +0,29f +0,74a +0,61e

Tab. 6: O Obsah fenolovych kyselin (ug/g DW) a vybranych flavonoidi (ug/g DW) ve vodnim vyluhu ¢ajovin. Ostatni detaily jsou stejné jako v Tab. 3.
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4. Diskuse

Metabolismus sekundarnich metaboliti rostlin mize byt ovliviiovdn mnohymi
podnéty. U vice rostlinnych druhii bylo prokazano, Ze ke zvySené syntéze a akumu-
laci téchto latek dochazi v diisledku odpovédi na biotické (houbové a bakterialni
infekce) i abiotické stresory (tézké kovy, zvySené radiace a dalSi). Sekundarni me-
tabolity neovliviiuji jen odolnost rostlin vii¢i stresu, ale i jejich trzni cenu, nebot
pravé tyto latky casto zvysuji jejich nutri¢ni hodnoty a hlavné 1éCebné ucinky. Zvy-
Seni produkce sekundarnich metaboliti 1ze docilit aplikaci vhodného elicitoru.
V bunéc¢nych kulturach ale i intaktnich rostlinach se jako ucinné elicitory osvédcily
SA, methyljasmonat nebo etefon. Studium akumulace sekundarnich metabolitli ma
vyznam nejen pro farmaceuticky primysl, ale i pro zemédélstvi, kde se da vyuzit

potencialu téchto latek pii obrané proti bakteridlnim infekcim i Skiidctim.

Fenoly jsou vSeobecné znamé diky svym antioxida¢nim vlastnostem. Predpoklada
se, Ze aktivace fenolového metabolizmu je béhem stresovych podminek

a aklimatizacCnich procesi nejstimulovanéjsi biosynteticka draha.

4.1. Vliv SA na sekundarni metabolismus

Akumulace fenolt a flavonoidl v kalusech podlaku (Fagonia indica), ktery je vyu-
Zivan pro své protinddorové, antimikrobidlni a antioxidac¢ni vlastnosti, byla pozi-
tivné ovlivnéna oSetfenim SA (20 uM). Flavonoidy a fenoly se vyznamné podili na
antioxida¢nim potencidlu rostlin. To se také projevilo pri analyzach aktivity DPPH.
Schopnost zhaset volné radikaly vzrostla z 87 % u kontrolni skupiny na 92 % po

oSetreni SA (Khan et al. 2019).

Aplikace SA (50, 100 a 250 pM) na bunécné kultury trezalky teckované (Hypericum
perforatum) vedla aZ ke zdvojndsobeni obsahu hypericinu a pseudohypericinu,
farmaceuticky vyznamnych latek pro své antivirdlni a protirakovinné acinky. Také
doslo k vyraznému nartstu flavonoli a flavanold, zatimco na antokyaniny neméla

aplikace SA vliv (Gadzovska et al. 2013).

Casové nebo koncentracné zavisla elicitace SA taktéz vedla ke zvySené akumulaci

volnych a vazanych hydroxybenzoovych a hydroxyskoricovych kyselin a jejich de-
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rivati (Sahu 2013). MiZeme jmenovat napt. kyselinu chlorogenovou, kdvovou,
p-kumarovou a ferulovou z Vitis vinifera (Chen et al. 2006), nebo kyselinu kavovou
a rozmarynovou z Thymus membranaceus (Pérez-Tortosa et al. 2012). U bunéc-
nych kultur Salvéje cervenokorenné (Salvia miltiorrhiza) doSlo vlivem SA
(0,16 mM) k nartstu obsahu kyseliny Salvéjové B a kyseliny kavové. Akumulace
obou fenolovych kyselin dosdhla béhem doby pozorovani dvou vrcholl a to pro
kazdou kyselinu v jiném Case. Kyselina Salvéjova B méla prvni ,peak” po 8 h a dru-
hy po 96 h. U kyseliny kavové se vrcholy na krivce objevily po 4 a 80 h. Kyselina
kavova tedy reagovala na elicitor rychleji nez kyselina Salvéjova B. Ve studii se také
ukazal protichlidny efekt rtiznych koncentraci SA. Zatimco nizké koncentrace
(0,02-016 mM) stimulovaly akumulaci obou fenolovych kyselin, koncentrace vyso-
ké (0,23-0,36 mM) vedly ke sniZeni jejich obsahu v bunécnych kulturach (Dong et
al. 2010). Obdobné vysledky zaznamenali i v praci Kovacik et al. (2009). Osetieni
listovych riizic hefmanku SA o koncentracich 50 a 250 uM po dobu az 7 dni ukaza-
lo, Ze vyssi davka SA ma toxicky efekt. Aplikace SA zpiisobila vysoky nariist aktivity
enzymu PAL nasledovany zvySenim obsahu celkovych rozpustnych fenoli
a vétSiny z 11 zjiStovanych fenolovych Kkyselin. Mezi kyseliny, které projevily nej-
vyssi narist po aplikaci SA (po 24 h) patfti kyselina protokatechova a vanilova. Ky-
selina syringova a p-hydroxybenzoova nebyly aplikaci SA témér viibec ovlivnény. U
kyselin s antioxida¢nimi vlastnostmi jako kyselina chlorogenova nebo kavova se

projevil naruist az ke konci experimentu.

KdyZ se zaméfime na vlastnosti jednotlivych kyselin, tak mZeme Fict, Ze lepsi an-
tioxidacni potencidl maji hydroxyskoricové kyseliny a jejich derivaty a to
li -CH=CH-COOH skuping, ve srovnani s derivaty hydroxybenzoovych kyselin s
COOH skupinou (Nair et al. 2013). Sato et al. (2011) ve svych in vitro a in vivo stu-
diich poukazali, Ze a¢ ma kyselina kdvova vyssi antioxida¢ni potencial, kyselina
chlorogenova se diky degradaci na kyselinu kavovou v travicim traktu mize téz
podilet na detoxikacnich ucincich. V naSem experimentu jsme zaznamenali nartst
kyseliny kavové se souc¢asnym poklesem kyseliny chlorogenové. Avsak ve vodném

vyluhu hladina obou kyselin s rostouci koncentraci SA poklesla.
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Funk¢ni derivaty SA, jako metylsalicylat a acetylsalicylat, také stimuluji akumulaci
fenolovych Kkyselin, pricemZ nejefektivnéjsi se ukazala samotna SA (Nair et al

2013).

Mezi vyznamné fenolové metabolity patii i kumariny. Aplikace SA o koncentracich
1 a 2 mM na listové riizice hefmanku se projevila nartistem herniarinu, ale zaroven
sniZenim obsahu jeho prekurzoru GMCA. Doslo také ke zvySeni obsahu umbellife-
ronu. Exogenni aplikace SA se také projevila na sniZujicim se obsahu endogenni SA

(Pastirova et al. 2004).

Studie Mahmood et al. (2017) se zabyva vlivem sucha na sekundarni metabolity
hefmanku a rebricku. Obsah fenolovych sloucenin a flavonoidii jako kyselina kavo-
v4, apigenin-7-glukosid, umbelliferon a luteolin se u rostlin hefmanku vyrazné
zvySil. Zatimco u rostlin febricku doSlo ke sniZeni obsahu vétSiny sledovanych
sekundarnich metabolitli. Ze studie také vyplyva, Ze hefmanek je plisobeni sucha

mnohem odolnéjsi neZ rebricek.

Vliv aplikace riznych koncentraci (50, 100, 150 mg/1) tii aminokyselin (ornitin,
proline, fenylalnin) na sloZeni silice hermanku se lisil v zavislosti na koncentracii u
jednotlivych sloucenin. Hlavnimi zjisténymi sloZkami silice byly farnsen, bisabolol
oxide B, a-bisabolol, chamazulen a bisabolol oxid A. OSetfeni rostlin vsemi koncen-
tracemi aminokyselin vedlo ke zvySeni obsahu farnesenu, a-bisabolol oxidu B a
a-bisabololu (s vyjimkou 150 mg/1 ornithinu a 150 mg/I prolinu). VSechny koncen-
trace aminoKyselin zptisobily snizeni obsahu chamazulenu, zatimco 150 mg/I feni-
lalanin obsah chamazulenu zvysil. Aplikace 50 mg/1 ornitinu, 100 a 150 mg/1 pro-
linu a 50 mg/l1 fenylalaninu vedla ke zvySené obsahu a-bisabolol oxidu A, zatimco
ostatni koncentrace aminokyselin jeho obsah sniZily (EI-Din et Abd El-Wahed
2005).

Dalsi ze studii zamérenych na vliv SA (0,07, 0,2 a 0,7 mM) na sekundarni metabo-
lismus hefmanku se zamérila na porovnani vlivu za normalnich podminek a za
stresu vyvolanym vysokymi teplotami. Experiment probéhl na tfech kultivarech
('Bushehr’, 'Bona’ a 'Bodegold"). V silici byl méreny naprtiklad obsah bisabolol oxi-

du B, ktery byl nejvyssi u rostlin kultivaru 'Bodegold’' neoSetfenych SA za normal-

vV
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timco a-bisabolol dosahoval nejvyssich hodnot u kultivaru Bona po aplikaci
0,7 mM za normdlnich podminek a nejméné bylo této latky naméreno u rostlin
'Bushehr' oSetfenych 0,2 mM SA za plsobeni teplotniho stresu. Nejvyssi obsah
chamazulenu mély rostliny 'Bona’ osetiené 0,07 mM SA pri piisobeni stresu a nej-
nizsi byl u kultivaru 'Bodegold' po oSetreni 0,2 mM SA pri plsobeni stresu (Gha-

semi et al. 2016).

Z dalsich farmaceuticky vyznamnych rostlin miZeme zminit napi. zvySenou aku-
mulaci saponinu glycyrrhizinu z lékoftice lysé (Glycyrrhiza glabra) po aplikaci 0,1 a
1 mM SA. Vyssi koncentrace nevykazovaly pozitivni elicitacni ucinky (Shabani et al.
2009). U Sruchy zelné (Portulaca oleracea) s prokazatelnymi protivirovymi
a antibakteridlnimi ucinky se naopak jako ucinnéjsi elicitor produkce dopaminu
piekdzal metyljasmonat o nizsich koncentracich (100, 150, 200 uM) nez SA (125,
250 a 500 pM) (Moghadam et al. 2013). K prokazatelnému nartistu dicentrinu
u Stephania venosa, farmaceuticky cenénému alkaloidu pro své antiarytmické
a protinadorové ucCinky, doSlo po oSetfeni bunécnych kultur SA o koncentraci
0,1 puM. Pri pouziti jinych koncentraci (4 a 7 uM) se elicitacni u¢inek neprojevil (Ki-

tisripanya et al. 2013).

4.2. Vliv metody extrakce

Kvalita rostlin vyuzivanych ve farmaceutickém primyslu se obvykle posuzuje na
zdkladé obsahu ucinnych latek. ZvySeni jejich obsahu je hlavnim cilem Slechténi
rostlin. U hefmanku se vyslechtilo vice typt zamérenych konkrétné na vybrané
ucinné latky. Znamé jsou chemotypy bohaté na matricin nebo latky bisabolanové-
ho typu. Dal$im z moZnych pristupii je stimulace obsahu ucinnych latek zménou
ploidie rostlin. Tetraploidni odrida 'Lutea’ sice produkuje vétsi ubory nez diploid-
ni odrida 'Novbona', avSak vyrazné rozdily v obsahu metabolitli byly zaznamena-
né jen v pripadé aminokyselin a fenolovych latek, kde tetraploidni odrida vykazo-
vala vyssi hladiny celkovych fenolt, flavonoidl (kvercetin, kempferol a apigenin)
a fenolovych kyselin (Kovacik et al. 2012). V pripadé monitoringu kumarini
v listovych rizicich se ukazalo, Ze kvantitativni zastoupeni sekundarnich metaboli-
tl se u jednotlivych kultivart vyrazné lisi. OSetieni diploidniho a tetraploidniho
kultivaru hefrmanku SA o koncentracich 0,7 mM, 1,4 mM, 3,5 mM, 7 mM, 10,5 mM a

15 mM se projevilo nariistem obsahu umbelliferonu, herniarinu i jeho prekurzoru
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GMCA u obou kultivarti, avsak obsah Z-GMCA byl aZ dvojnasobné vyssi u diploid-
nich rostlin, zatimco umbelliferon se nachazel v tetraploidnich rostlinach az
v trojndsobném mnoZstvi oproti diploidnimu kultivaru. Aplikace SA vedla u obou

kultivart k poklesu kyseliny chlorogenové (Ducaiova et al. 2013).

Hladiny sekundarnich metaboliti mohou kolisat i v zavislosti na ontogenetickém
stadiu uboru. Repc¢ak a Krausova (2009) ve svoji praci rozdélili fazi kveteni na Sest
stadii, pricemZ nejvyssi obsah ucinnych latek (jako napf. apigenin a jeho derivaty,
anebo kumariny) byl zaznamendan ve 3. a 4. fazi kveteni, tedy kdy jsou jazykovité
kvéty plné vyvinuté a %2 aZ %s rourkovitych kvéti je rozvinutych. V nasSem experi-
mentu jsme zohlednili vysledky predchazejici prace a vSechny zaznamenané udaje

pochazi z ibort pravé v tomto ontogenetickém stadiu.

Zasadni vliv na obsah ucinnych latek a celkovou biologickou aktivitu ma i metoda
extrakce. Z naSich vysledki jsou viditelné velké rozdily mezi zjiSténymi hodnotami
sekundarnich metabolitli v metanolovych extraktech a vodnych nalevech. Metoda
studie. Gerolis et al. (2017) porovnavali vliv gama zareni na antioxida¢ni potencial
nékolika pro €aj vyuZzivanych rostlin (v€etné hefmanku). Hodnoty sekundarnich
metabolitli v kontrolnich (neosetienych) skupinach z vodnych extraktli a metano-
lovych extrakti se lisili. Zvolend metoda extrakce méla také vliv na projev plisobe-
ni gama zareni. V ptipadé hermanku byly velké rozdily obzvlasté v obsahu flavono-
idli neoSettenych rostlin, ktery byl zjiStén skoro o 70 % vyssi v metanolovém ex-

traktu.

Cvetanovi¢ et al. (2015) porovnavali hermankové extrakty ziskané ¢tyfmi rliznymi
metodami (Soxhlet, extrakce podporovana mikrovinami, extrakce podporovana
ultrazvukem a extrakce subkritickou vodou). Pti srovnavani se zamérili na bioakti-
vitu (antioxidac¢ni, antimikrobialni a cytotoxickou aktivitu) a zaroven na obsah
sekundarnich metabolit(, a to akumulaci fenold a flavonoidu. Extrakce subkritic-
kou vodou se ukazala jako velmi efektivni metoda pro ziskavani extraktu herman-
ku z hlediska bioaktivity. Pomoci této metody se také podarilo ziskat vyssi procen-
to celkovych fenolickych latek oproti ostatnim metodam. U této metody sehraval
zasadni roli i pouzity tlak, kdy se jako optimalni jevil tlak o velikosti 30 a 45 bart.
Pro extrakci flavonoidii bylo nejucinnéjsi vyuziti metody Soxhlet.
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Studie Roby et al. (2013) se mimo jiné zabyva porovnanim extrak¢nich metod pri
ziskavani fenolovych latek ze semen fenyklu a kvétli hefrmanku. Pro extrakci byla
vybrana 4 rozpoustédla a to metanol, etanol, diethylether a hexan. Porovnani takto
vzniklych extraktli ukazalo, Ze dle vytéZnosti lze rozpoustédla seradit: meta-
nol > etanol > diethylether > hexan. Toto poradi platilo u obou rostlinnych materia-
14. Stejné dopadlo i u porovnani antioxidacni aktivity extraktli pomoci metody

DPPH.

Uéinnosti extrakti hefmanku vi¢i Staphylococcus aureus a Escherichia coli se za-
byvala i studie Mawlood (2011). Pro komparaci byly vybrany tii typy extrakti
(hydrodestilavna silice, petroleterovy extrakt a metanolovy extrakt), které byly
aplikovany na médium v rizném mnozstvi (5-30 mg/ml). Nejlepsi antibakterialni
vlastnosti ze vSech porovnavanych prokazala silice. Petroleterové a metanolové

extrakty byly i¢inné jenom proti Staphylococcus aureus.

Ve studii Guimaraes et al. (2013), ktera se zabyvala porovnanim tii druhti extraktt
(metanolovy extrakt, nalev a odvar) hefrmanku, se opét ukazuje, Ze typ extrakce ma
velky vliv na vysledné mnozstvi ziskanych sekundarnich metaboliti a bioaktivitu
extraktu. Napftiklad fenolovych Kkyselin a flavonoidi se podatilo ziskat nejvice
v metanolovém extraktu. Zatimco odvar a nalev poskytl vice organickych kyselin.
Pri testovani protinddorové aktivity se osvédcil metanolovy extrakt i nalev. Odvar
hefmdanku ale neprokazal Zddnou protinddorovou aktivitu, coz naznacuje, Ze tuto

schopnost maji latky, kterych se v odvaru nepodarilo uvolnit dostate¢né mnoZzstvi.

Na slozeni extraktu ma vliv i zplisob suseni rostlinného materialu. Harbourne et al.
(2009) se zamérili na razné metody suSeni hefmanku pro vyrobu Caje. Ze ziskané
susiny se nasledné pripravil nalev (voda o teploté 90 °C, louhovani 20 minut). Au-
tofi posuzovali celkovy obsah fenoldi, obsah apigenin 7-glukosidu, zakal a barvu
extraktu. Z testovanych metod (suSeni mrazem, volné suSeni a suSeni teplem pfti 40
nebo 80 °C) se ukazala jako nejvhodnéjsi varianta suSeni pri 40 °C. Ale zjiStény ob-
sah sekundarnich metabolitd se u této metody vyrazné nelisil od volného suseni a

suseni mrazem.

Hefmanek predstavuje léCivou rostlinu hojné vyuZivanou ve farmaceutickém

a potravinaiském primyslu. Obsah ucinnych latek v komerc¢né dostupnych cajo-
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vych smésich od riznych vyrobcli miize zna¢né kolisat, jako to mimo nasi prace
dokazuji i studie Petrul'ova-Poracka et al. (2013) a Raal et al. (2012). UsusSené kvé-
ty se jako surovina do ¢ajového primyslu, obchodi s bylinkami anebo ostatnich
prodejen dodava vétsinou jako surovina z kontrolované kultivace anebo sbérem z
piirody. PriCiny rozdilného chemického slozeni mohou byt rtizné, jako napft. pouzi-

v

ty kultivar, nacasovani jeho vysadby, klimatické zmény, dostupnost Zivin v ptidé,
samosbér ajiné. A pravé material pochazejici od sbéraci se ukazal jako nejméné
kvalitni, coZ miiZe byt zplisobené zdmérnym / netimyslnym nahrazenim jinymi

rostlinami pripominajici hefrmanek (Guzelmeric et al. 2017).
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Zavéry

Porovnani komerc¢nich ¢ajovin a nasich vzorkii

Nejbéznéjsi formou pro konzumaci hefrmanku je ¢aj, proto jsme se pii porovnani
vysledkli nasSich rostlin a zakoupenych c¢ajovin, soustredili na vodny vyluh.
Z analyzy celkovych rozpustnych fenolli v ¢ajovinach jsou viditelné velké rozdily
mezi jednotlivymi znackami. AZ na vzorek Pickwick, ktery ma opravdu velice malé
zastoupeni fenoldq, jsou ale vysledky srovnatelné s vysledky nasich rostlin. Vyjimku

v v

tvori vzorky oSetfené 2 mM SA, které jsou témér 1,5-nasobné oproti komercnimu
Caji s nejvyssim obsahem fenoli (Tea CZ). Vysledky flavonoidd u naSich rostlin
ukazali nejvy$si hodnoty u 2 mM SA. Nékteré komercni ¢ajoviny maji nizsi zastou-
peni flavonoidi (napt. Pickwick, Teekanne, Megafyt), ale jiné maji zastoupeni nao-

v v/

pak vyssi a to az 1,6-nasobné (Tea CZ). Pro akumulaci tanint se u nasich rostlin
ukazalo nejefektivnéjsi oSetfeni 1 mM SA. Nékteré c¢ajoviny mély niZsi obsah tani-
nl a to az 1,5- nasobné (napft. Pickwick, Leros, Megafyt), velice nizké zastoupeni
taninli vykazovala Fytofarma a to 5,7-ndsobné oproti nasim rostlindm. Extrémné

e

nizky obsah taninti u tohoto vzorku mohl byt zptisoben chybou v méfeni.

Rozdily ve fenolovych kyselinach nasich vzorkul a zakoupenych ¢ajovin jsou obrov-

ské. Zjistény obsah vSech fenolovych kyselin ¢ajovin je vy$si neZ v naSich vzorcich a

to az témér 500-nasobné.

Ve vodném vyluhu se ndm nepodarilo zmétit konkrétni flavonoidy, proto jsme po-
rovnali flavonoidy v metanolovém extraktu. Oproti fenolovym kyselinam nebyly
rozdily mezi ¢ajovinami a nasimi vzorky tak markantni. Akumulace kvercetinu byla
vyss$i u vSech naSich vzorki. Z ¢ajovin dopadl nejlépe Leros, ktery mél i presto
2-nasobné mensi obsah kvercetinu v porovnani snas$i kontrolni skupinou a
3,3-nasobné mensi nez nase vzorky oSetfené 3 mM SA. Porovnani luteolinu uZ ne-
bylo tak jednoznacné, nékteré ¢ajoviny mély v porovnani s nasimi vzorky vice to-
hoto flavonoidu a jiné naopak méné. Nicméné nase vzorky oSetiené 3 mM SA mély
vice luteoninu nez vSechny komer¢ni ¢ajoviny. Z ¢ajovin dopadl nejlépe Leros Bio,
ktery mél oproti 3 mM SA 1,2-nasobné méné luteoninu. Zjistény obsah kempferolu

v

byl podobné jako u kvercetinu vyssi u vSech nasich vzorki. Z ¢ajovin si vedl nejlépe
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Dr.Max, ktery mél 2-ndsobné méné kempferolu nez vzorky z kontrolni skupiny a

4,8-nasobné méné nez vzorky oSetrené 3 mM SA.

Zhaseci aktivita byla vyssi u vSech naSich rostlinnych vzorkd, ale rozdily byly ma-
ximalné do 5 %. Z komerc¢nich ¢ajovin se nasim vzorkiim nejvice blizil Leros a jako

druhy paradoxné Pickwick, ktery v jinych analyzach zna¢né zaostaval.

Vliv SA na nasSe vzorky

NaSe vysledky potvrdily, Ze exogenni aplikace SA m4 vliv na produkci sekundar-
nich metabolitli hefrmanku. Pfi zaméreni se na vodny vyluh, ktery odpovida nejob-
vyklejsi dietetické formé prijmu této byliny, tedy €aji, jsme zjistili, Ze u celkovych
rozpustnych fenold, flavonoidi i tanint ptsobi aplikace 0,5 mM SA na produkci
téchto metabolitli inhibi¢né. U fenold se projevil vyrazny (2-nasobny) narist pii
aplikaci 2 mM SA. Aplikace 3 mM SA ale vedla k opétovnému poklesu fenolt ve
vodném vyluhu. U flavonoida a tanint doslo s aplikaci 1,2 a 3 mM SA ke zvySeni
produkce jen v radech jednotek a tento rozdil nebyl statisticky vyznamny oproti
kontrolni skupiné. Tti sledované flavonoidy (kvercetin, luteolin a kempferol) se ve

vodném vyluhu nepodafrilo zachytit.

Z vysledki fenolovych kyselin je opét patrny vliv SA. Aplikace SA vedla ke sniZeni
akumulace kyseliny kavové a benzoové. Zbylych 9 zjistovanych kyselin projevilo
narust alesponl pti nékterych koncentracich SA. Nejvyssi zvySeni akumulace jsme
zaznamenali u kyseliny p-hydroxybenzoové (10,3-nasobny) pri koncentraci 3 mM
SA a u kyseliny skoricové (4,3-nasobny) pti koncentraci 1 mM SA. Z naSich vysled-
ki lze pozorovat, Ze vliv SA je individualni pro kazdy sledovany metabolit (skupinu

metaboliti) a liSi se pro rizné koncentrace SA.

Antioxidacni aktivita zjiStovana metodou DPPH také nevykazovala statisticky vy-

znamny rozdil oproti kontrolni skupiné.
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Kaempferol - 8 Levels, 8 Levels Used, 8 Points, 8 Points Used, 0 QCs
2 %103 y=-0.001291*x "2 +5.235728 * x - 21.966698

2 R"2=0.99979217

8 Type:Quadratic, Origin:Ignore, Weight:None

100 200 300 400 500 600 700 80 900 1000
Concentration (ng/ml)

o

Piiloha ¢. 1: Kalibracni kiivka kempferolu



Priloha ¢. 2

Quercetin - 8 Levels, 7 Levels Used, 8 Points, 7 Points Used, 0 QCs

@ 1044 y=-0.001086*x "2 +20.182137 *x +349.721509

2 5| R"2=0.99909065

% 1.94 Type:Quadratic, Origin:lgnore, Weight:None
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Priloha ¢. 1: Kalibraéni kiivka kvercetinu



Priloha ¢. 3

Benzoic acid - 8 Levels, 7 Levels Used, 8 Points, 7 Points Used, 0 QCs

® %1037y =8.709603E-004 * x " 2 +0.467202 * x + 142.922466
2 R"2=0.99951687
| Type:Quadratic, Origin:lgnore, Weight:None
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o

100 200 300 400 500 600 700 80 900 1000
Concentration (ng/ml)

Priloha ¢. 2: Kalibra¢ni krivka Kyseliny benzoové



Priloha ¢. 4

Gallic acid - 8 Levels, 6 Levels Used, 8 Points, 6 Points Used, 0 QCs

2 %1037y =-6.288022E-004 * x " 2 +2.309105 * x - 14.759731
2 q7]R"2=0.99808373

" | Type:Quadratic, Origin:Ignore, Weight:None
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Piiloha ¢. 3: Kalibracni kirivka kyseliny gallové



Priloha ¢. 5

Chlorogenic acid - 8 Levels, 7 Levels Used, 8 Points, 7 Points Used, 0 QCs

® %1027y =-2.820185E-005 * x " 2 +0.859947 * x + 1.608461
2 85 R"2=0.99874634

" | Type:Quadratic, Origin:gnore, Weight:None
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Priloha ¢. 4: Kalibracni kirivka kyseliny chlorogenové



Priloha ¢. 6

Caffeic acid - 8 Levels, 7 Levels Used, 8 Points, 7 Points Used, 0 QCs
@ x103] y =2.447945E-004 * x " 2 +1.605067 * x + 24.867100

2 R"2=0.99983167

| Type:Quadratic, Origin:lgnore, Weight:None
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o

Pfiloha ¢. 5: Kalibracni kfivka kyseliny kavové



Priloha ¢. 7

4-Hydroxybenzoic acid - 8 Levels, 8 Levels Used, 8 Points, 8 Points Used, 0 QCs

2 %1047 y=-0.002090 * x " 2 + 13.824209 * x + 129.241537 \l/
2 R"2=0.99630588
1.2 Type:Quadratic, Origin:lgnore, Weight:None
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Priloha ¢. 6: Kalibracni krivka kyseliny p-hydroxybenzoové



Priloha ¢. 8

p-Coumaric acid - 8 Levels, 8 Levels Used, 8 Points, 8 Points Used, 0 QCs
@ %1037y =-1.320273E-004 * x " 2 +2.228218 * x +20.194773
2 224 R"2=0.99683546
2.1 Type:Quadratic, Origin:lgnore, Weight:None
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Priloha ¢. 7: Kalibracni kirivka kyseliny p-kumarové



Priloha ¢. 9

3,4-Dihydroxybenzoic acid - 8 Levels, 8 Levels Used, 8 Points, 8 Points Used, 0 QCs
8 x103 |y =-8.774474E-004 * x " 2 +2.767748 * x +2.602850
2 R"2=0.99815512

1.94 Type:Quadratic, Origin:Ignore, Weight:None
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o

Priloha ¢. 8: Kalibrac¢ni kiivka kyseliny protokatechové



Priloha ¢. 10

Salycilic acid - 8 Levels, 8 Levels Used, 8 Points, 8 Points Used, 0 QCs

2 %1047 y=-0.002090 * x " 2 + 13.824271 * x + 129.228963
2 R"2=0.99630579
1.2 Type:Quadratic, Origin:lgnore, Weight:None
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Priloha ¢. 9: Kalibracni krivka kyseliny salicylové



Syringic acid - 8 Levels, 8 Levels Used, 8 Points, 8 Points Used, 0 QCs

(0]

x102

94
8.5
3
7.54
74
6.54
6
5.54
5
4.54

y=-1.428320E-004 * x " 2 +1.036943 * x +9.265644

1 R"2=0.99954417

Type:Quadratic, Origin:Ignore, Weight:None
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o

Priloha ¢. 10: Kalibracni kirivka kyseliny syringové

Priloha ¢. 11



Priloha ¢. 12

Ferulic acid - 8 Levels, 8 Levels Used, 8 Points, 8 Points Used, 0 QCs
% x102|y=-1.529152E-004 *x " 2 +0.830370 * x + 1.668635

2 7]R"2=0.99727695

Type:Quadratic, Origin:Ignore, Weight:None
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o

Priloha ¢. 11: Kalibra¢ni krivka Kyseliny trans-ferulové



Cinnamic acid - 8 Levels, 8 Levels Used, 8 Points, 8 Points Used, 0 QCs

2 x103
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y =-5.628527E-004 * x " 2 +2.386779 * x - 5.660881
R"2 = 0.99968598
Type:Quadratic, Origin:Ignore, Weight:None
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Priloha ¢. 12: Kalibra¢ni krivka Kyseliny trans-skoricové

Priloha ¢. 13



Vanillic acid - 8 Levels, 8 Levels Used, 8 Points, 8 Points Used, 0 QCs

(0]

X102
7,
6.5
6,
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5,
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y =-6.685404E-005* x " 2 +0.754502 * x + 12.420859
R"2=0.99813304
Type:Quadratic, Origin:Ignore, Weight:None
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Priloha ¢. 13: Kalibra¢ni krivka Kkyseliny vanilové

Priloha ¢. 14



Luteolin - 8 Levels, 8 Levels Used, 8 Points, 8 Points Used, 0 QCs

2 x104
1]
c 26,

244

2.24

0.84
0.64
0.44

0.24

y=-0.003109 *x " 2 +28.305352 * x +329.273903
R"2=0.99956416
Type:Quadratic, Origin:Ignore, Weight:None
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o

Priloha ¢. 14: Kalibraéni kiivka luteolinu

Priloha ¢. 15



Priloha ¢. 16

Koncentrace SA

0,5 mM 1 mM 2 mM
Vodny vyluh
Fenoly 21,25+1,25b 13,18+1,99c¢ 22,66+1,01b 45,01+2,78a 19,05+3,75bc
Flavonoidy 16,81+0,56a 9,79+0,25b 16,92+0,2a 18,7+0,3a 17,11+1,91a
Taniny 7,29+0,19a 4+0,14b 9+0,58a 8,26%0,96a 7,86+0,88a
DPPH 99,36+0,01ab 99,5+0,01a 99,29+0,03b 99,23+0,07b 99,43+0,09a
Metanolovy extrakt
Fenoly 6,79+0,51c 4,99+0,08d 9,26+0,25a 6,94+0,25c 7,72+0,01b
Flavonoidy 6,41+0,06a 5,41+0,14b 5,34+0,48b 5,6+0,52ab 5,36+0,4b
Taniny 4,34+0,35a 4,42+0,17a 3,31+0,12b 3,6+£0,16b 3,95+0,31ab
DPPH 96,98+0,51a 83,35+0,77b 96,51+0,53a 81,06+0,64c 81,2+0,26¢

Priloha ¢. 16: Obsah sekundarnich metabolitii (mg/g DW ) a antioxida¢ni aktivita (%) po aplikaci SA o rtizné koncentraci. Hodnoty v Fadcich oznac¢enych stejnymi pis-

meny nevykazuji statisticky vyznamny rozdil na hladiné 0,05 podle Tukeyho testu. Hodnoty piedstavuji primeér + smérodajni odchylka.



Priloha ¢. 17

Komer¢ni ¢ajoviny

Herbex Megafyt Leros bio DrMax Leros Fytofarma  Apothéke Hippbio TeaCZ Pickwick Apothéke Teekanne
bio
Vodny vyluh
Fenoly 21,52 14,69 19,62 14,85 15,68 19,56 22,54 159 31,16 9,12 23,48 17,17
+1,95bc +0,88e +1,68bcd +0,85e +1,1e +0,52cd +0,95bc +0,58de +2,47a +0,31f +1,88b +0,5de
Flavonoidy 18,74 13,78 17,14 21,94 23,14 25,83 22,18 15,47 29 8,74 24,63 15,41
+0,57e +0,3g +0,04ef +0,31d +0,24cd +0,47b +0,29d +0,19fg +0,53a +0,38h +1,67bc +0,25fg
Taniny 12,27 6,85 10,48 11,33 514 1,59 15,98 12,55 20,44 6,29 15,55 11,34
+0,73cd +1,28e +2,25d +2,01d +1,41ef +0,63f +1,25b +0,68bcd  £0,73a +1,26e +0,38bc +0,29d
DPPH 98,5 98,62 97,69 98,54 99,16 98,87 98,77 95,74 97,7 98,9 98,53 98,6
+0,32a +0,48a +0,89a +0,7a +0,25a +0,44a +0,52a +0,96b +1,38a +0,18a +0,31a +0,16a
Metanolovy extrakt
Fenoly 7,86 7,47 6,14 6,66 59 5,54 8,62 7,81 8,65 5,36 6,85 6,12
+0,32ab +0,51abcd  +0,03bcde +0,43bcde +0,78cde  +0,74de +1,09a +0,98abc +0,67a +0,89e +0,31abcde +0,19bcde
Flavonoidy 5,81 5,05 5,4 5,17 5,69 5,43 5,61 5,29 5,84 5,4 5,48 5,56
+0,56a +0,37a +0,29a 10,14a +0,87a +0,08a +0,71a +0,18a +0,15a +0,36a 10,2a +0,44a
Taniny 1,04 0,55+ 0,84 0,79 0,36 6,46 1,28 1,51 1,64 0,75 1,87 1
+0,33def 0,1gh +0,18efg +0,14fgh +0,1h +0,27a +0,1cde +0,08bcd  #0,06bc  +0,15fgh  +0,05b +0,03efg
DPPH 93,73 97,25 97,77 96,54 96,77 97,45 97,17 96,56 97,04 97,39 94,62 97,87
+2,42b +0,82a +0,54a +1,33a *1,57a +0,38a +0,28a *2,21a +1,09a +0,33a +2,97ab +0,19a

Priloha ¢. 17: Obsah sekundarnich metaboliti (mg/g DW) a antioxida¢ni aktivita (%) komer¢nich ¢ajovin. Hodnoty v fadcich oznac¢enych stejnymi pismeny nevykazuji
statisticky vyznamny rozdil na hladiné 0,05 podle Tukeyho testu. Hodnoty piredstavuji primér * smérodajni odchylka.



