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Abstrakt

Bakalarska prace se zabyva stanovenim obsahu vybranych fenolickych latek
v Cerstvych jedlych vyhoncich pii rizném zptusobu péstovani. Pro tuto bakalaiskou
praci byly vybrany tyto druhy jedlych klickt z nasledujicich botanickych druhii: cocka
jedla (Lens culinaris Medik.), vigna zlata (Vigna radiata (L.) Wilezek), pohanka obecna
(Fagopyrum esculentum Moench), cizrna berani (Cicer arietinum L.), Soja lustinata
(Glycine max (L.) Merrill).

Jedl¢é vyhonky mimo jiné obsahuji 1 fenolické latky. Mezi tyto slouCeniny se fadi i
rozsahld skupina flavonoidi. Flavonoidy jsou bezprostiedné vyznamné svou
biologickou aktivitou a zejména pak pozitivnimi ucinky na organismus cloveka.
V poslednich letech se tak diky témto skute¢nostem zvysuje zdjem o jejich vyzkum.

Vybrané jedlé vyhonky byly vypéstovany piimo v laboratofi a to za rGznych
svételnych podminek. Obsahy fenolickych latek byly poté stanoveny metodou
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s UV VIS detektorem a MS detektorem.

Stanoveni bylo zaméfeno na nejcastéji se vyskytujici fenolické aglykony: kvercetin,
kemferol, luteolin, apigenin a myricetin. V ¢occe jedlé byl stanoven luteolin (123 mg/kg
susiny) a kemferol (249 mg/kg susSiny). Ve vigné zlaté byly identifikovany
polyfenolické slouceniny vitexin a isovitexin. V pohance obecné byl stanoven kvercetin
(156 mg/kg suSiny) a v cizrné berani byl identifikovan kemferol (8 mg/kg susiny).
V s6ji lustinaté byly identifikovany polyfenolické slouceniny daidzin, daidzein, genistin
a genistein.

Z vysledkt bylo zjisténo, Ze vétsi obsahy fenolickych sloucenin se nachazi u rostlin
péstovanych na svétle. Domnivam se, Ze je to diky UV zéfeni, které mé vliv na obsah

fenolickych slou€enin.

Kli¢ova slova: fenolické latky, vysokoucinna kapalinova chromatografie, Lens
culinaris Medik., Vigna radiata (L.) Wilezek, Fagopyrum esculentum Moench, Cicer

arietinum L., Glycine max (L.) Merrill



Abstract

The bachelor thesis deals with the content of selected phenolic substances in fresh
edible sprouts during various methods of cultivation. There were selected five kinds
edible sprouts from the following species: Lentil culinaris (Lens culinaris, Medik.),
Vigna (Vigna radiata (L.) Wilezek), Buckwheat (Fagopyrum esculentum Moench),
Chickpea (Cicer arierinum L.), Soybean (Glycine max (L.) Merrill).

Edible sprouts among other things contain also phenolic substances. The extensive
group of flavonoids is also ranges among these compounds flavonoids are significant in
consequences of its biological activity and particularly positive impacts on human
organism. Thanks to these facts there is increase of the interests for their further
research over recent years.

Selected edible sprouts were grown directly in laboratory during various lighting
conditions. The contents of phenolic substances were determined by High Performance
Liquid Chromatography method with UV VIS detector and MS detector.

The assessment was focused on the most often occurred phenolic aglycons:
quercetin, kaempferol, luteolin, apigenin and myricetin. In Lentil culinaris there was
determined luteolin (123 mg/kg of dry mass) and kaempferol (249 mg/kg of dry mass).
In Vigna there were identified polyphenolic substances vitexin and isovitexin. In
buckwheat there was determined quercetin (156 mg/kg of dry mass) and in chickpea
kaempferol (8 mg/kg of dry mass). In soybean there were found polyphenolic
substances daidzin, daidzein, genistin and genistein.

The higher contents of phenolic substances were found in all samples from by
plants grown on light. It is probably due the UV lighting, which has the impact on the

content of substances.

Key words: phenolic substances, High Performance Liquid Chromatography, Lentil
culinaris Medik., Vigna radiata (L.), Wilezek, Fagopyrum esculentum Moench, Cicer

arietinum L., Glycine max (L.) Merrill
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Seznam pouZzitych zkratek

HPLC — Vysokot¢inna kapalinova chromatografie (High-Performance Liquid

Chromatography)

LC — Kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography)

MS — Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

SPE — Extrakce pevnym sorbentem (Solid-Phase Extraction)

LOQ — Mez stanovitelnosti (Limit of Quantification)

DAD — Detektor s diodovym polem (Diode Array Detector)

WHO - Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
LDL — Lipoproteiny s nizkou hustotou (Low-Density Lipoproteins)
var. — Varieta (Varietas)

FAQO — Organizace pro vyzivu a zemédélstvi (Food and Agriculture Organization)
ACE — Angiotensin konvertujici enzym (Angiotensin Convert Enzyme)
UV - Ultrafialové spektrum (Ultraviolet)

VIS — Viditelné spektrum (Visible)



1 Uvod

Fenolické latky spadaji do skupiny rostlinnych sekundarnich metaboliti. Jsou ndm
znamy jak primarni tak sekundarni metabolity. Primarni metabolity obstaravaji zékladni
zivotni funkce. Do této skupiny patii sacharidy, lipidy, proteiny a nukleové kyseliny.
Metabolity sekundarni naopak vykonavaji ochranou funkci rostlin pted zevnimi Vvlivy,
jako je naptiklad ultrafialové zafeni, ochrana pted riznorodymi patogeny ¢i proti jinym
nepfiznivym podminkam. Mezi tyto sekundarni metabolity fadime napi. alkaloidy,
fenoly, polyamidy ¢i terpenoidy. Fenolické slouCeniny jsou hojné rozsifené a
zastoupené v potravinach, proto jsou béznou soucasti lidské stravy. Ptijem fenolickych
sloucenin plisobi pozitivné proti vzniku krevnich srazenin a tim je tak snizovano riziko
vyskytu infarktu myokardu ¢i mozkové mrtvice. Mezi nejznamé;jsi rostlinné polyfenoly
patii flavonoidy, fenolové kyseliny, a lignany. (13.25)

Velmi vyznamnou skupinou fenolickych latek jsou flavonoidy, které maji pozitivni
ucinky na zdravi ¢lovéka. Jsou vyznacnou soucasti lidské stravy (zelenina, ovoce, ¢aj,
¢ervené vino). Konzumace potravin obsahujici vysoky podil téchto flavonoidi mize
fungovat jako prevence pii 16&bé rakoviny a chréani pred aterosklerozou. % 230

Pro tuto praci byla vybrana jako analytickd metoda vysokouc¢inna kapalinova
chromatografii (HPLC). Tato metoda se pro stanoveni flavonoidii a fenolickych latek
pouziva velmi casto. Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie je metodou velmi
citlivou, pfesnou a s jeji pomoci mizeme analyzovat i vzorky malych koncentraci. %%

Prvotnim cilem této bakalafské prace je ziskat souhrn informaci o Ucincich
flavonoidii na lidsky organismus. Dale pak seznamit se S metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC), jez se pro stanoveni téchto fenolickych latek

pouziva velmi hojné. V neposledni fadé pak objevit rozdilné obsahy vybranych

fenolickych latek v jedlych vyhoncich vypéstovanych na svétle a ve tmé.
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2 Cile prace
Cile této bakalarské prace jsou:

e Podrobnd literarni reSerSe zaméiena na rostlinné polyfenoly, jejich vyskyt
v Cerstvych rostlinnych potravinach, jejich biologické ucinky a moznosti jejich
stanoveni.

e Seznameni s metodikou stanoveni vybranych fenolickych slouc¢enin kapalinovou
chromatografii.

e Stanoveni obsahli vybranych fenolickych sloucenin ve vybranych cerstvych

kli¢cich ptipravenych v laboratofi, zpracovani vysledki.
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3 Literarni Cast

3.1 Rostlinné fenolické latky

Rostlinné fenoly vytvaii velmi pestrou skupinu sloucenin, jez je zZ chemického
pohledu velice heterogenni. Tvoii rozsdhlou a rozmanitou skupinu metabolitd
sekundarnich, které se nachazeji v lidské potrave. V mnozstvi pripadd se jedna o latky,
které maji vyznam 1 v technologické praxi. V n¢kterych rostlinach se vyskytuji ve
vysokych koncentraci. (6.10,35)

Rozmanitd tfada chemickych struktur fenolickych latek zapocind jednoduchymi
molekulami s jednim aromatickym kruhem a kon¢i u zna¢né komplexnich polymerd,
kterymi jsou napiiklad tfisloviny ¢i lignin. Primarnim strukturnim znakem fenolickych
latek je vyskyt alespon jednoho aromatického kruhu substituovaného nejméné jednou
kyselou hydroxylovou skupinou, jenz je volna ¢i utvaii dalSimi vazbami (etherické,
esterové, glykosidické) dalsi slouceniny. Tento rys je vSak k definici fenolickych latek
nedostate¢ny, nebot’ by tak do této skupiny musely byt téz fazeny nékteré alkaloidy
(morfin) a terpeny (thymol), tedy sekundarni metabolity, které patii k jinym chemickym
skupindm. K vymezeni skupiny fenolickych latek se tedy dale vyuziva kritéria jejich
biosyntézy. (10)

Rostlinné fenolickeé latky se vytvati jednou ze dvou klicovych drah, které vedou
K tvorbé aromatickych sloucenin a to b&zné pies shikimaty ¢i méné Casto
polyacetatovou biosyntézou. (10)

Mnohé z fenolickych latek maji vyrazné biologické ucinky, a proto jsou fazeny
mezi obranné latky rostlin tzv. fytoalexiny, pfirodni antioxidanty ¢i pfirozené toxické
slozky potravin. Déle vykazuji oxidacni, redukéni a chelatacni vlastnosti. (16)

Nejzasadnéjsi misto ve skupiné rostlinnych fenolickych latek maji flavonoidni
latky, vyznacujici se molekulovym seskupenim Cg - C3 - Cg, které je utvotreno dvéma
aromatickymi kruhy spojenymi navzajem alifatickym fetézcem o tfech uhlicich. Pouze
rostliny a mikroorganismy disponuji schopnosti syntetizovat aromatické jadro, proto

jsou v rostlinné ¥isi viudypiitomné. Zivo&isné druhy jsou tak zavislé na piijmu téchto
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latek z potravy, popfipadé na symbidze s mikrobidlni populaci, ktera vede k produkci

téchto metaboliti, 19

3.1.1 Rozdéleni rostlinnych fenolu

e fenolické kyseliny a jejich derivaty
e derivaty kumarinu

e derivaty stilbenu

e (tfisloviny

e flavonoidy

e prenylované flavonoidy

e isoflavonoidy

e ostatni fenolické latky ™

3.1.2 Rozsitené rostlinné fenolické latky

Nejrozsitenégjsimi rostlinnymi polyfenoly byvaji flavonoidy a fenolické kyseliny,
které pokladame za vyznamné biologicky aktivni latky. Celkovy pfijem polyfenolt
zajistuji flavonoidy, které se podili asi dvéma tfetinami, dale pak fenolické kyseliny,

které obstaravaji asi jednu tietinu a jiné polyfenoly tvofi jen malou ¢ast. (13.14)

3.1.3 Fenolické kyseliny

V rostlinach se nejcastéji vyskytuji ve formé& esterli. V takovéto formé se
karboxylem vazi na hydroxylové skupiny organickych kyselin ¢i sacharidi. Kyselina
chlorogenova, ktera se ve vysokém mnozstvi vyskytuje v kaveé, patfi pravé mezi
nejbeézngjsi fenolickou kyselinou. Konzumenti kavy tak pfijimaji v Salku kavy zhruba
50-150 mg praveé této kyseliny. Nadmémd konzumace muze proto vést k tomu, Ze
clovek piijima vice fenolickych kyselin nez flavonoidi. Dale se tato kyselina muize
vyskytovat i v ovoci, bramborach ¢i vjinych druzich zeleniny. Napiiklad kyselina

skoficova se vyskytuje ve vétSin¢ olejnatych semen a tvofi estery s cukry. Dal§imi
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zastupci fenolickych kyselin je kyselina ferulova, ktera je soucasti vlakniny, kyselina
gallovd a neméné vyznamna kyselina kavova. Zastupci fenolickych kyselin jsou

uvedeni na obr. 1. 4324

Obr. 1 Zastupci fenolickych kyselin

COOH
HO 0
HO / OH
HO OH
OH
Kavova kyselina Gallova kyselina
0
CH;0 0
/ OH
HO OH
Ferulova kyselina Skofticova kyselina

Chlorogenova kyselina
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3.1.4 Flavonoidy

Flavonoidy jsou znamy jako pfirodni barviva rostlinného plvodu. Nekteré
flavonoidni latky jsou vyznamné pro svou chut (hotké a trpké latky ¢i jejich
prekurzory) ¢i pro své biologické ucinky. Pravé tyto latky jsou vyjime¢né tim, ze
udavaji barvu kvétim, plodim a v nékterych piipadech i listim. Flavonoidy jsou
chemické slouceniny, které spadaji do rozsahlé skupiny rostlinnych fenolt.. V jejich
molekule se nachazi dva benzenové kruhy (kruh A a C), které spojuje triuhlikaty
fetézec. Takovato struktura je oznaCovana jako usporadani Cg-C3-Cg. VSechny tii kruhy
byvaji substituovany hydroxyskupinami nebo methoxyskupinami, pfi¢emz se jednotlivé
derivaty li§i pouze stupném substituce a oxidace. (1013, 15.16)

Flavonoidy se v rostlinach vyskytuji pfevazné jako B-glykosidy a sacharidovou
sloZzku vytvaii nejcastéji glukoza, rhamndza, galaktdza, kyselina glukuronova ¢i jiny
sacharid. Jsou nachazeny v potravé rostlinného ptivodu. V dne$ni dobé se odhaduje
mnozstvi flavonoidnich latek okolo 5000 a stale se v riznych rostlinach objevuji nové

slouceniny, proto toto ¢islo neustale roste. Zakladni struktura téchto latek je znazornéna

na obr. 2. (10, 13, 16)

5 4

Obr. 2 Zakladni struktura flavonoida
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3.1.4.1 Klasifikace flavonoidi
Podle stupné oxidace C3 fetézce rozeznavame zakladni strukturni tfidy flavonoidu:

e katechiny

e leukoanthokyanidiny
o flavanony

e flavanonoly

o flavony

o flavonoly

e anthokyany ®©

Strukturné ptibuzné tiidy:

e chalkony

e dihydrochalkony
e aurony

e isoflavony

e neoflavony @©

3.1.4.1.1 Katechiny

Jsou to derivaty flavanu, které se vyskytuji v rostlinnych materidlech. Pokud nebyly
katechiny v rostlinném materialu prokazany, lze pifedpokladat, ze jsou pfitomny alespon
v polymernich formach. Tuto tfidu flavonoidd pfijimame zejména Vv Cokoladé, ovoci a

Gaji. @19

3.1.4.1.2 Leukoanthokyanidiny

Leukoanthokyanidiny jsou opét derivaty flavanu, které se v piirodé vyskytuji i
glykosidicky vazané (leukoanthokyany). Vyskytuji se predev§im v monomerni formé,
pfiCemZ jsou v pfirod¢ velmi rozSifené. V pfirozenych materidlech se vyskytuji

spole¢né s katechiny. ¢ 12
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3.1.4.1.3 Flavanony

Jejich pritomnost je prokdzana v citrusovém ovoci. Flavanony ¢i jejich glykosidy
nejsou priliS pozoruhodné, ponévadz se v rostlinném materidlu vyskytuji v malych
koncentracich. Denni pfijem téchto polyfenolii tvoifi maximalné¢ nckolik desitek

miligrami. @)

3.1.4.1.4 Flavanonoly

Jejich rozsifeni v rostlinném materialu neni tak zietelné jako u ostatnich flavonoidd,

proto nejsou tolik vyznamné. ®)

3.1.4.1.5 Flavony

Vv

pouze ziidka, daleko rozsitengjsi jsou jejich glykosidy. Vyssi koncentrace téchto latek
byvaji v povrchovych vrstvach, zatimco ke stfedu se jejich koncentrace snizuje.
Ptikladem mohou byt jablka. Jejich slupky obsahuji 0,47-18,8 mg flavonolii na gram

materialu, ovSem v dfeni je jejich obsah téméf nulovy. Zastupci flavonti uvedeni na obr.
3 (9,10,13)

Obr. 3 Zastupci flavont
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3.1.4.1.6 Flavonoly

Jedna se o ptirozend zluta barviva. Vyskytuji se hlavné v ovoci, zeleniné (cibule) ¢i
V napojich (¢aj), avsak jejich denni pfijem necini vice jak 20 mg. Mezi neodmyslitelné
zastupce flavonolu patii kvercetin, kemferol a myricetin. Kvercetin a jeho derivaty

(rutin aj.) patii k nejvice badanym flavonoidiim. Zastupci flavonold uvedeni na obr. 4.
9,10, 13, 32)

Obr. 4 Zastupci flavonolu
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3.1.4.1.7 Anthokyany

Téz oznaCovany jako anthokyaniny jsou nejrozsahlejsi skupinou ve vodé
rozpustnych rostlinnych barviv. Anthokyany jsou glykosidy anthokyanidintl. Radi se

mezi jedny z nejrozsifen¢jSich polyfenolickych latek v pfirodé. Doposud bylo
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Vv ptirodnich zdrojich objeveno asi 300 riznych anthokyant. Nemalé¢ mnozstvi druhd
ovoce, zeleniny ¢i kvétin vdé¢i pravé jim za svoji barevnou rozmanitost (oranzova,
fialova, cCervend a modrad barva). Jsou napiiklad barevnymi pigmenty ovoce c¢i
cerveného vina. Obsah anthokyant v rostlinném materialu se postupné méni a to jak
z hlediska kvantitativniho, tak i kvalitativniho. Toto je hlavni pfi¢inou barevné
riznorodosti rostlinnych tkéani. Jejich denni pfijem je velmi odlisny, ale mize dosahovat

az 200 mg, & 111310

3.1.4.1.8 Chalkony

U velkého mnozstvi rostlin maji vyznam jako kvétni barviva. V rostlinach jsou

vSak zastoupeny v minimalnich koncentracich. (10, 16)

3.1.4.1.9 Dihydrochalkony

Nejznaméjsim piirodnim dihydrochalkonem je florentin a jeho glykosidy, které

vyvolavaji hotkou chut. Vyskytuji se v jablkach a jable¢nych vyrobcich. ©)

3.1.4.1.10 Aurony

V rostlinné {iSi jsou pfitomna jako kvétni barviva. V potravinaiskych materialech

vSak uz tak vyznamnymi nejsou. (10.16)

3.1.4.1.11 Isoflavony

Jejich vysSi koncentrace byla prokazana pouze u rostlin z celedi bobovité
(Fabaceae). Vyskytuji se predev§im v soji ¢i ve vyrobcich ze sojovych bobl. Maji
estrogenni, ale i toxické u€inky a fadime je mezi fytoestrogeny. Jejich piijem odpovida

piiblizné 30-40 mg/den. (19
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3.1.4.1.12 Neoflavony

Typickym zastupcem je dalbergin. Vyskytuji se u stromii rodu Dalbergia (bobovité,

Fabaceae), které rostou v teplejsich oblastech Asie a Ameriky. 9

3.1.4.2 Biologické icinky flavonoidi

Flavonoidy disponuji protizdnétlivymi, protisklerotickymi a protinadorovymi
ucinky. Mnoho z nich se nachazi v ¢erveném ving, zeleném ¢aji ¢i Cerném ¢aji. Praveé ve
zminéném cerveném viné se nachazi flavonoidy resveratrol a kvercetin, které chrani
organismus pted ateroskler6zou. Podle epidemiologickych studii, flavonoidy obsazené
v zelenin¢ a ovoci vykazuji ochranny uc¢inek proti rakovin€, mrtvici a ischemické
chorobé srde¢ni. Neméné podstatnou vlastnosti je i to, Ze flavonoidy chelatuji zelezo a

tim tak mohou tlumit oxidaéni stres tkani, ‘% 2% 31

3.1.5 Prijem polyfenoli z potravy

Mezi zdroje téchto latek patii naptiklad ovoce, zelenina, ¢aj, vldknina, chmel, vino,
aromatické ¢i 1é¢ivé rostliny. Nejvyznamnéjsi biologické ucinky jsou ucinky
antioxidacni, protirakovinotvorné, antimikrobialni a protizanétlivé. ZvySena pravidelna
konzumace ovoce, zeleniny ¢i jinych potravin rostlinného piivodu je spojovana s nizsi
incidenci tzv. civiliza¢nich onemocnéni. Jsou shromazdény dikazy o pozitivnim ucinku
nejen nutri¢nich, ale i mimo nutri¢nich faktort této potravy (polyfenoly, flavonoidy aj.).
Pfesto v8ak neni rozumné preferovat pouze urcity druh potravy, ktery vykazuje vysoky
obsah fenolickych latek. Je spiSe doporucovana pravidelnd konzumace Sirokého
sortimentu rostlinné stravy. WHO vydala doporuceni, podle kterého je vhodné
spotifebovat denné 400 g ovoce a zeleniny na osobu. Takovéto mnozstvi odpovida cca.

250 g zeleniny (3 porce zeleniny) a 150 g ovoce (2 porce ovoce). %20
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3.2 Luskoviny

Radi se mezi hospodaisky velmi vyznamné jednoleté rostliny z ¢eledi bobovitych
(Fabaceae). Doposud jsou vsak tyto plodiny nedocenéné. Do této Celedi dale patii
jeteloviny (picniny) a fada vytrvalych rostlin (akat aj.). Podle druhu jejich semena
obsahuji 19-40 % bilkovin, mnoho vitamin a mineralnich latek. Velky vyznam maji
Vv raciondlni vyzivée lidi a ovSem také jako krmivo hospodaiskych zvirat. (©.8)

Luskoviny lze péstovat podle rtiznych uzitkovych smérti a to na zrno, na lusky,
zelenou hmotu, zelené hnojeni aj. Svym rozsahlym kofenovym systémem, ktery
prostupuje do hlubSich vrstev ornice, zlepSuji stav a trodnost pidy. Je tak prokédzano,
ze uzitim luskovin jako pfedplodin v osevu dosdhneme vyssiho vynosu obilovin.
V symbiodze s hlizkovymi bakteriemi ziskaji vzdusny dusik, ktery vyuzivaji jak pro svou
potieba, tak i pro obohaceni pidy dusikem. Tento dusik vyuzivaji plodiny péstované po
nich.© 821

Mnoho druhti luskovin ma puvod ve Stifedomoii (velkozrnny hrach, ¢ocka, vikev,
bob, hrachor, lupina). V roce 1985 se nejhojnéji péstovala soja (52 mil ha.), dale fazol
(26 mil ha.), hrach polni a zahradni (9,7 mil ha.), bob (9,2 mil ha.) a ¢ocka (2,3 mil ha.).
Za nejmladsi luskovinu je povazovédna vikev, ktera se jako kulturni plodina zacala
péstovat az poc¢atkem druhé poloviny 19. stoleti. ®)

Luskoviny disponuji vysokym obsahem vitamin skupiny B (thiamin, riboflavin,
niacin, pyridoxin, kyselina listova), ktery ma v dnes$ni dobé pfi neustale se zvySujici
neuropsychické zatézi organismu velky vyznam. Cenénou sloZkou je také podil
minerdlnich latek (fosfor, vapnik, hoicik, Zelezo, zinek, méd’, kobalt, molybden, jod,
fluor, vanad) a vlakniny. Luskoviny ze vSech zemédélskych plodin obsahuji nejvétsi
podil bilkovin. Obsah hrubych bilkovin u hrachu, fazoli, ¢ocky odpovida 22-25 %, u
soje 38 %. Bilkoviny Zzivocisného pluvodu (maso, vejce, mléko) vSak maji vyssi
biologickou hodnotu nez bilkoviny v luskovinach, coz vyplyva z aminokyselinové
skladby. V bilkoviné luskovin postradame piedev§im metionin, leucin, tryptofan ¢i
valin. Pii kombinaci bilkovin luskovin a bilkovin Zivo¢i§ného ptivodu dosahneme toho,

ze chybgjici aminokyseliny doddme organismu praveé z bilkovin zivociSnych. Podle
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FAO by m¢l byt denni piijem bilkovin 80 g bilkovin, z toho alesponi polovina ma byt
rostlinného ptavodu. (©.8)

Luskoviny jsou vyznatné 1 svym mnozstvim purinovych latek, proto pfi
onemocnéni mocovych cest neni doporucena jejich konzumace. Zahradni luskoviny
maji rovnéz vysoky podil karotenu a vitaminu C, ktery ovSem v suchych luskovinach
neni. V soucCasné dob¢ je velmi diskutovatelnym tématem obsah dusi¢nana
V potravinach, tedy i v luskovinach, které jsou konzumovany cerstvé. Obsah dusi¢nana
by nemél piesahnout hranici 15 mg na 100 g. Séja je znaméa mimo jiné i pro svlj obsah
nenasycenych mastnych kyselin (kyselina linolova, lecitin, tokoferolti a karotenu). ®)

Luskoviny se péstuji velmi snadno a dobie, nepotfebuji zadny prostor pro
pfedpéstovani. Pro domaci péstovani jsou vhodné hrach cukrovy, hrach dienovy, fazol
ketickovity (zelené lusky), fazol ketickovity (Zluté lusky), fazol kefickovity (na

semeno), fazol tyckovy, fazol Sarlatovy &i bob zahradni. ¢Y

3.3 LuSténiny

Jsou to semena nékterych luskovin, které maji hodnotu v potravinafstvi a
krmivarstvi. Osobitymi znaky luskovin je jejich vysoky obsah bilkovin (v semenech ¢i
Vv celé nadzemni ¢4sti) a symbidza s hlizkovymi bakteriemi, které umoziiuji biologickou

fixaci dusiku. ©

3.4 Vybrané druhy jedlych vyhonki

Vybrané druhy jedlych vyhonkid jsou volné dostupné v maloobchodnich sitich

v Ceské republice.

Celed’: bobovité (Fabaceae)

Tato celed’, diive oznacovana jako motylokvété (Leguminosae) je v naSich
geografickych podminkach doma. Zastupce nachdzime jak mezi uzitkovymi a

okrasnymi rostlinami tak i dfevinami. Vyznacuji se stfidavé slozenymi listy s palisty.
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Kvéty maji slozené a jejich kvétenstvi se podoba tvaru hroznu ¢i hlavky. Plodem je
lusk. Do této Celedi se fadi picniny, lusténiny a 1éCivky. Na zahrad¢ je nachazime
nejcastéji v podobé klasického zeleného hrasku ¢i zelené fazolky. Lusky cukrového
hrachu se konzumuji celé bez vyloupani, ovsem velké pnouci fazole se mohou upravit
jako zelené fazolky nebo se nechaji dozrat a upravi se jako vydatné lusténiny. Bob
zahradni se setkal s velkou pozornosti v Anglii, u nas jsou pro jeho péstovani vsak také
pfiznivé podminky. (e1.22)

Typickym znakem bobovitych rostlin je jejich atypicky metabolismus, diky
kterému si potiebu dusiku zajist'uji vlastnimi silami. Touto vlastnosti se li§i od ostatnich
rostlin. Jev byl nejspisSe zpsoben nedostatkem dusiku v ptidé. Na kotfenech rostlin tak
nalézame typické hlizky, ve kterych se nachazi hlizkové bakterie. Vazani dusiku ze
vzduchu je tak silné, Ze vyplni nejen potiebu konkrétniho druhu, ale jeho ptebytek
zustane v pudé¢ a vyuziji ho tak rostliny nasledné péstovany. (21)

Nejbéznéjsi zastupci jsou napiiklad: jetel lu¢ni (Trifolium pretense), ¢icorka pestra
(Securigera varia), janovec metlaty (Cytisus scoparius), krucinka barvifskd (Genista

tinctoria), hrachor luéni (Lathyrus pratensis), podzemnice olejnd (Arachis hypogaea),

hrach sety (Pisum sativum) &i fazol obecny (Phaseolus vulgarit). 2.

3.4.1 Codka jedla (Lens culinaris Medik.)

Taxonomie:

Rige: rostliny

Oddéleni: krytosemenné

Ttida: vyssi dvoudélozné rostliny

Rad: bobotvaré

Celed’: bobovité

Rod: ¢ocka

Druh: ¢ocka jedla (Lens culinaris Medik.)
Ceské synonymum: ¢ocka kuchyiiska
Latinska synonyma: Lens esculenta Moench,

Ervum lens L.,
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Cicer lens Willd,

Lens adans “®

Co¢ka vzhledem pro své kulindiské vlastnosti je nejhojngji vyhledavanou
luskovinou u nas. Mé vysoky obsah vitaminli skupiny B, mineralnich latek a také jeji
nutri¢ni hodnota je vysoka. Jeji semena se od starodavna vyuzivaji jako plnohodnotna a
oblibena potravina, kterd je velmi dobie stravitelnd. Po kuchyfiské upravé se semena
pouzivaji ke konzervaci ¢i k pfimé konzumaci. Tento rod ma u nas pouze jednoho
zastupce a to ¢ocku jedlou. Je to jednoleta rostlina se zpefenymi listy, bledé¢ modrymi
kvéty, které jsou v chudych hroznech. Lusky jsou 1-2 semenné. Semena tohoto druhu
jsou diskovitého tvaru, rizné barvy obsahujici skrob, tuky, cukry a dusikaté latky. “.6.8)

Cocka je pradavna kulturni plodina, které se dafi v teplejsich oblastech v leh¢ich
hlinit&jsich piidach. Radi se mezi dlouhodenni rostliny. Je suchovzdorna a teplomilna.
Jsou nam zndmy odridy cocky jak velkosemenné (macrocarpa) tak i malosemenné
(microcarpa). Pii sklizni Cocky dochazi k jejimu znaénému vydrolovani, a proto je
potieba provadét jeji sklizen tésné pred tvrdou zralosti. @)

V dne$ni dobé dochazi ke Slechténi Cocky, které piispivd ke zvySenému vynosu
semen a tak i k zlepSeni nékterych uzitkovych vlastnosti a ukazateld nutricni hodnoty.
4)

Tento rod ma dohromady pét druhtl, pfi¢emz ¢tyfi z toho jsou plané (L. lenticela, L.
nigricans, L. kotschyana, L. orientalis) a jeden druh kulturni (L. esculenta). Plané druhy
tohoto rodu nejsou doposud dostate¢né prozkoumané z ohledu moZznosti vyuziti jako
genetickych zdrojii ve Slechténi kulturni cocky. Pravlasti ¢ocky jsou horské oblasti

jihozapadni Asie. “.5)

24



Obr. 5 Cocka jedla ©®

3.4.2 Cizrna berani (Cicer arietinum L.)

Taxonomie:

Rise: rostliny

Oddéleni: krytosemenné

Ttida: vyssi dvoudélozné rostliny

Rad: bobotvaré

Celed’: bobovité

Rod: cizrna

Druh: cizrna berani (Cicer arietinum L.) ®
Ceska synonyma: cizrnik obecny

hréach fimsky

Cizrna patii mezi vyznacné jedlé luskoviny suchych oblasti jihozédpadni Asie a
Stiedozemi. Vyskytuje se hlavné v teplych a suchych oblastech svéta, kde nahrazuje
ostatni jedlé luskoviny, které jsou naptiklad napadeny Skudci. Péstuje se prevazné
v zemich kolem Stiedozemniho mote. Casto byva oznadovana jako hrach suchych zemi.

Radi se mezi jednoleté byliny s napadné nafouklymi 1-3 semennymi lusky. Semena jsou
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kulovitého ¢i hranatého tvaru rizné barvy, kterd jsou velmi hodnotna a vyuziva se jich
jako hrachu. Semen se vyuziva v potravinaiském pramyslu (pfiprava konzerv,
makarond, salamu, cukrafskych vyrobku, kavovych nahrazek aj.) ¢i v krmivaistvi. Jako
pochutina je zndma varena cizrna, ktera se prazi. )

Cizrna ke svému vypéstovani vyzaduje teplo a svétlo, avSak naroky na vldhu ma

malé. Hnojeni dusikem vyzaduje pouze u vyCerpanych pid, jinak se obejde bez ného. ©)

Obr. 6 Cizrna berani ¢

3.4.3 Vigna zlata (Vigna radiata (L.) Wilezek)

Taxonomie:
Rise: rostliny
Oddéleni: krytosemenné
Ttida: vyssi dvoudélozné rostliny
Rad: bobotvaré
Celed’: bobovité
Rod: vigna
Druh: vigna zlata (Vigna radiata (L.) Wilezek)
Ceska synonyma: vigna mungo
fazole mungo
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Latinska synonyma: Phaseolus aureus Roxb.
Phaseolus radiatus
Vigna mungo var. Aureus ®®

Mungo fazole obsahuji velmi pestrou skalu vyzivovych latek, diky kterym dokazou
chranit naSe zdravi. Tato luskovina se bézné vyskytovala v Indii a to jiz nékdy 1500 let
pied naSim letopoctem. Postupem Casu se Sifila po celém svété. Bylo prokazano, ze
fazole mungo jsou vysoce efektivni pfi inhibici oxidace LDL cholesterolu, jez se fadi
k nejsiln¢jSim rizikovym faktorm budouciho kardiovaskularniho onemocnéni.
Oxidované ¢astice se nakupi v endotelu a zah4ji fadu zanétlivych udélosti, které vedou
k vytvoteni pénovych bunék. Pravé tento d¢j je kliCovy faktor pro rozvoj aterosklerozy.
(26)

Vyzkumy na potkanech prokazaly, ze poddvanim extrakti z nakli¢enych mungo
fazoli po dobu jednoho mésice dochazi k vyznamnému snizeni systolického krevniho
tlaku. Takovyto Gc¢inek je piisuzovan obsazenym peptidim, které zpusobuji snizeni
aktivity angiotensin-konvertujiciho enzymu (ACE), jenz muze zvySovat krevni tlak
kaskadou vlivi. Také dlouhodoby nedostatek hot¢iku miize prohloubit kardiovaskularni
onemocnéni a praveé fazole mungo jsou vynikajicim zdrojem hot¢iku. O fazolich mungo
tak muzeme fict, ze jsou hodnotnym zdrojem polysacharidi, avSak maji nizky
glykemicky index a hladinu cukru v krvi po jidle zvySuji jen pozvolna. Tento d¢j hraje
v prospéch zejména diabetikd. ®®

Dalsi studie prokazala, ze konzumaci fazoli spolu s jidlem s vysokym glykemickym
indexem zpomalime celkovou reakci organismu po jidle a po pravidelném uzivani
dosdhneme 1 snizeni hladiny plazmatického C peptidu. Tim tak docilime méfitelného
zlepSeni v metabolismu gluko6zy a citlivosti na inzulin. (26)

Dalsi vyzna¢né prazkumy prokazaly ucinky téchto fazoli 1 v protinddorové aktivité.
Nejhojnéji ovlivituji nddorova onemocnéni tlustého stieva. Fazole mungo maji velké
mnozstvi nerozpustné vlakniny, z které bakterialni fermentaci v tlustém stfevé vznika
kyselina maselna. Pravé tato mastna kyselina je odpovédna za zna¢nou ochranu proti

rakoviné tlustého stfeva ochranou DNA. ¢
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Pro unikatni rozlozeni bilkovin a vlakniny tyto luskoviny spadaji do skupiny
dietnich potravin, které bojuji proti obezit¢. Mungo fazole je bohata také na dulezité
vitaminy (kyselina listova) a prvky (zelezo, draslik). Kupftikladu v hrnku uvatenych
fazoli najdeme v priméru: 321,0 mcg kyseliny listové, 15,4 g vldkniny, 0,6 mg
manganu, 97.0 mg hot¢iku, 0,3 mg thiaminu, 2,8 mg zeleza, 0,3 mg médi a 537,0 mg

drasliku. ¢®

Obr. 7 Vigna zlata (40)

3.4.4 Soja lustinata (Glycine max (L.) Merrill)

Taxonomie:

Rige: rostliny

Oddéleni: krytosemenné

Ttida: vyssi dvoudélozné rostliny

Rad: bobotvaré

Celed’: bobovité

Rod: sbja

Druh: s¢ja lustinata (Glycine max (L.) Merrill)
Latinska synonyma: Dolichos soja L.

Glycine gracilis Skvortzov
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Glycine hispida (Moench) Maxim.
Glycine soja

Glycine ussuriensis Regel & Maack
Soja hispida Moench

Soja max (L.) Piper *®

Séja se z hospodaiského hlediska, které zohlediiuje vyuziti produkce, fadi mezi
olejniny. Avsak z hlediska biologického patii mezi luskoviny. Radi se mezi tzv.
strategické plodiny, protoZze ve svétovém meétitku zaujima nejvétsi osevni plochy. Do
lidského podvédomi se dostala asi pied 6-7 tisici lety. Vyuziva se jak jako potravina tak
I jako Kkrmivo. Jeji semena ze vSech péstovanych luskovin maji nejvyssi podil
dusikatych latek. Dale obsahuji tuky, lecitin, minerdlni latky (draslik, hot¢ik, vapnik,
fosfor, méd’, Zelezo, mangan zinek, nikl, kobalt) a §iroké spektrum vitaminu (A, B, D,
E, K). Soja je zdrojem plnohodnotnych bilkovin. V neposledni fadé byl v soje objeven i
isoflavonovy glykosid daidzin a genistin. 5.6.7)

S¢je se vyuziva hlavné v tukovém primyslu, jehoz hlavnim produktem je kvalitni
sojovy olej, ale 1 extrahované Sroty. Jeji hlavni uZiti je proto ve vyzivé hospodatskych
zvitat v podobé bilkovinné komponenty do krmnych smési. Nejpodstatnéjsi je vSak
uplatnéni soji v racionalni vyzivée lidi, pficemz se vyuzivaji cela semena v nejriznéjsich
upravach (ofisky, mouky, salaty, Sroty) ¢i po technologické Upravé v potravindiském
primyslu, kdy tak ziskdvame mnoho vyrobkil (mouka, olej, krupice, mléko, Slehacka,
syry, sdjové maso, tuky, polévkové kofeni, lecitin aj.). ©

Tento rod ma mnozstvi druht, avSak vétSina z nich roste plané v teplych oblastech
Asie, Afriky a Ameriky. Jako prvotni oblast vzniku je fazena jihovychodni Asie
(severni a vychodni Cina). Kulturni druh soji patii mezi jednoleté rostliny. Kvétenstvim
je hrozen bilé, ruzové az fialové barvy. Plodem jsou 1-4 semenné lusky zbarveny do
svétle hnédé barvy. Semena maji obvykle kulaty, elipsovity ¢i podlouhly tvar. 5.6.8)
Slechténi této plodiny je orientovano na zvyseni obsahu a kvality bilkovin a oleje,

reakci na délku svételného dne, vysku rostlin, vyssi fixaci dusiku, odolnost proti

chorobam, $kiidctim, chladu, suchu aj. V podminkach Ceské republiky se vsak $lechti
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jen ziidka. Soja je plodinou kratkého dne. Reakce odlisnych odriid na zménu délky dne
je rizna a jsou proto rozdéleny do 12 skupin od nejranéjSich, oznacenych 000, 00, 0 az
po nejpozdnéjsi kategorii |. — IX. U nés bezpecné dozravaji pouze odridy skupin 000 a
00. Na naSem uzemi se sOja pestuje pouze V teplejsich oblastech. ©.7.8)

So6ja se tadi mezi teplomilné rostliny a je ndro¢na na vladhu. Pro naSe Zivotni
podminky jsou vhodné pouze ty odriidy, které na délku dne vyrazné nereaguji. V obdobi
kveteni, nasazovani luskti a tvorby semen ma plodina nejvyssi naroky na svétlo. @

Jeji Gc¢inky maji nesmirné piiznivy vliv na krvetvorbu, nervovou soustavu ¢i na
latkovou vymeénu. Prospéch je téz znam pii 1éCeni cukrovky, krevnich chorob,
neurastenii, ateroskleréze & pii chorob& z ozafeni. "

Konzumace tzv. s6jového mléka je vhodna pro alergiky. Naopak konzumace
sojovych bobll vede ke snizeni hladiny krevniho cholesterolu, chrani pfed tvorbou
zluovych kamenu ¢i snizuji riziko vzniku rakoviny prsu. Jako dietni potravina, kterou
sOja bezesporu je, neni stanovena jeji maximalni davka, avSak obsahuje velké mnozstvi
bilkovin, ¢emuz je potieba vénovat pozornost. @)

Séja, kterd je urcena pro kliceni, ma podobu malych zelenych kulicek. Na
zmékéovani riiznych otokt, bouli ¢i zatvrdlin je hodné vyuzivana sdjova mouka formou

za tepla ptipravenych kaSovitych obkladi. )

E\

\ 4
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a(»

(41

Obr. 8 Soja lustinata
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Celed’: Rdesnovité

Celed’ rdesnovité (Polygonaceae) obsahuje asi 1120 druhd rostlin, které jsou
celosvétoveé rozsifeny. Vyskytuji se predevSim v mirném pasu, nékolik druhl pak
Vv tropech. Do této Celedi patfi byliny, kefe 1 malé stromy - VétSina druhli roste plané.
Mezi hospodaisky vyznamné fadime reven (Rheum), ktera se vyuziva v mediciné ¢i

v potravinaistvi a pohanku (Fagopyrum), ktera se uZivéa k produkci nazek.

3.4.5 Pohanka obecna (Fagopyrum esculentum Moench)

Taxonomie:

Rise: rostliny

Oddé¢leni: krytosemenné

Ttida: vyssi dvoudélozné rostliny

Rad: hvozdikotvaré

Celed: rdesnovité

Rod: pohanka

Druh: pohanka obecna (Fagopyrum esculentum Moench) &

Rod Fagopyrum zahrnuje jednoleté nebo vytrvalé rostliny, které doriistaji ptiblizné
do ptlmetrové vysky. Je péstovana jako tzv. kulturni plodina, které se vyuziva jako
potraviny (moucnaté nazky) a z jeji nati je ziskavan rutin. Péstuje se také jako hodnotna
pice. (7,17

Pohankové nazky obsahuji vétsi mnozstvi vldkniny. Jeji kvetouci nat’, ptipadné jeji
slupky maji 1écebné Gcinky. Praveé tyto rostlinné ¢asti obsahuji ve vétsi mife flavonoid
rutin. Dale se zde také vyskytuji vitaminy skupiny B, vitamin E, mnoho
plnohodnotnych bilkovin a fada mineralnich prvki, predev§im draslik, fosfor, hoicik,
vapnik a mensi mife pak Zelezo, mé€d’, mangan a zinek. Také obsah cholinu souvisi
s 16¢ebnymi Ginky. )

Pokud chceme zvysit pevnost a pruznost cévnich stén, je dobré vyuzit praveé naté

pohanky. Jeji uziti je tedy vyhodné pii kieCovych zilach, hemoroidech, bércovych
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viedech €i pfi poruchach prokrveni koncetin, které jsou charakterizovany Cervenymi
nitkami na stehnech. Vyuzivd se také jako prevence proti praskani cév uvnitt
organismu, tedy proti mozkovym piihoddm. Pohankové naté uzivame v podob¢ nalevu
nebo slupky pomeleme na prasek a konzumujeme 4krat denné pil Sajové 1Zicky.
Pohankovou nat’ miizeme pouzit jako drogu do tzv. cévnich smési, kterou miizeme
kombinovat s routou, kterd ma téz vysoky podil rutinu, ¢i s kvétem ¢erného bezu. Lze
fici, Ze pohanka je 1éCebném smyslu na vysi. @
Lécebného ucinku nazek se vyuziva zejména v detoxikaci, napiiklad v t€hotenstvi,

ve sy oy R ’ v ’ r 7
pii snizovani cholesterolu ¢i pfi nékterych stievnich chorobach. )

Obr. 9 Pohanka obecna “?

3.5 Stanoveni fenolickych latek

Né&které fenolické latky jsou patrné piimo (napf. anthokyaniny), jiné vSak po
ozéafeni UV zafenim nebo odhalené barevnymi reakcemi. Dvoudimenzionalni papirova
chromatografie je stidle uzivana jako rutinni nastroj identifikace hlavnich skupin
fenolickych latek, které jsou obsaZené v alkoholickém extraktu. Tato metoda se mlze
kombinovat i s chromatografii na tenké vrstve, zejména pro specifikaci produkti kyselé
hydrolyzy (v pfitomnosti HCl). Technikou plynové chromatografie mohou byt rychle a

kvantitativné stanoveny jednoduché fenolické latky. Pii pouziti metody kapalinové
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chromatografie (HPLC) odpada potieba derivatizace a navic lze i1 identifikovat a
kvantifikovat rostlinné¢ flavonoidy. Zminénymi dvéma metodami Ize separovat i
derivaty cis a trans skoficovych kyselin a glykosidy jednoduchych fenolickych latek. (10)

Z dosavadnich prizkumt vychdzi, ze biologickd aktivita fenolickych latek v
rostlinném materidlu se suSenim podstatné neméni. Negativni ucinek na aktivitu
fenolickych latek ma ale samotné zamrazovani zelené pice. Rizné rody, druhy rostlin
maji charakteristické zastoupeni fenolickych latek. (10)

Fenolické latky obsazené v rostlinnych produktech plsobi jako latky vonné a
chutové. Kondenzované tiisloviny (zvané flavolany) jsou drziteli trpké chuti, jiné
fenolické latky ptisobi jako ptirodni barviva (n€které chinony, lignany, flavonoidy aj.) a
pfirodni antioxidanty. (10)

V soucasné dobé roste zdjem o studovani téchto ptirodnich latek, nebot” jejich
pfijem v potravé je dan do souvislosti se snizovanim vyskytu zévaznych nemoci
(rakovina, kardiovaskuldrni choroby). Usuzuje se, ze za protektivni G¢inky rostlinnych
fenolickych latek jsou zodpovédné jejich schopnosti zhaSet reaktivni kyslikové radikaly
a omezovat jejich tvorbu chelataci ionti pfechodnych kovu (kationtl Zzeleza aj.).

Mrwe

aterosklerdzy. Mohou také pozitivné pusobit proti vytvareni krevnich srazenin a tim

snizuji riziko vzniku infarktu myokardu ¢i mozkové mrtvice. (13)

3.6 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

V dnesni dobé jsou zndmy tfi varianty kapalinové chromatografie a to nizkotlaka
kapalinova chromatografie, vysokotc¢inna kapalinova chromatografie a chromatografie
na tenké vrstvé. V analytické chemii mé v soucasnosti dominantni postaveni praveé
vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC). @

Vysokoucinna kapalinova chromatografii vznikla v pocatcich 70. let z plynové
chromatografie. Tato metoda se vyuziva pro separaci komplikovanych smési latek.
Vysoké ucinnosti této metody se docili uzitim stacionarnich fazi, obsahujici pravidelné,
drobné cCastice shodného tvaru a velikosti, jeZ homogenné vyplni kolonu. Vysoky tlak

(az desitky MPa) zajistuje pratok mobilni faze, ktera je kapalna. Jsou davkovana jen
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mala mnozstvi vzorku (fddové mikrolitry). Pro detekci jsou potiebné citlivé detektory,
které umozni kontinudlni monitorovani latek na vystupu z kolony. Pocita¢ tento signal
detektoru zpracovava. Z vyse uvedenych informaci tak vyplyva, ze HPLC pozaduje
pomé&mé naro¢nou instrumentaci. @

Mezi vyhody HPLC se zejména fadi jeji rozsahla oblast pouzitelnosti. Je mozno tak
analyzovat ionty, latky polarni 1 nepolarni, malo tékavé, vysokomolekularni i tepelné
nestabilni slozky. Touto metodou lze v priméru analyzovat az 80 % veskerych znamych
latek. Dalsi vyhodou je moznost ovlivnéni separace prostfednictvim sloZzeni mobilni
mechanismus separace.

K HPLC se tadi vSechny chromatografické zpiisoby separace, kdy je mobilni faze
v kapalném skupenstvi. S ohledem na experimentalni uspofadani mluvime o kapalinové
chromatografii v otevieném systému (papirova a tenkovrstva chromatografie) a
V uzavieném systému (predevSim HPLC). (27, 28)

Tato metoda tak slouzi kuptikladu ke stanoveni fenolickych latek, které se v hojné
mife vyskytuji v rostlinnych potravinach. Stanovovani téchto latek neni snadné. U
stanovovanych vzorki potravin je tak v prvni fadé potieba provést, nez se pustime do
chromatografické HPLC detekce izolaci a extrakci. Selektivni izolaci a extrakci je
potieba zvolit dle matrice, kterou chceme oddélovat. Pouzitd metoda, ktera je urcena k
analyze flavonoidli, ma dva hlavni izolacni kroky. Prvni krok je klasickd izolace
provedena vodnym methanolem a druhy pak extrakce pevnym sorbentem (SPE).

Vysledné aglykony jsou tedy uréené k HPLC. (31,33)

3.6.1 Princip separace latek

Pro separace se uzivd adsorpce, rozdélovani mezi dvé faze na zdklad¢é rtzné
rozpustnosti (separace na chemicky vazanych fazich), biospecificka interakce
(molekulové rozpoznani), iontova vymeéna a sitovy efekt. V chromatografickém
systému se ¢asto vyuziva vice typu interakci. @

Eluéni pofadi vychazi z oboustranného vztahu polarity separovanych latek a

polarity mobilni a stacionarni faze. Volbou jednotlivych rozpoustédel je mozno ovlivnit
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polaritu mobilni faze. Jestlize pouzijeme stacionarni fazi polarni, budou kolonou
nejmén¢ zadrzovany nepolarni slozky vzorku, a naopak pii uziti stacionarni faze
nepolarni, budou kolonou nejméné¢ zadrzovany polarni komponenty vzorku. @

Pti nastfiku vzorku do chromatografické kolony se vytvaii zona, zahrnujici smés
obou latek ze vzorku. Mobilni faze tyto latky unaSi a nasledné¢ dochdzi na koloné
naplnéné sorbentem K jejich separaci. Jakmile vystoupi prvni latka z kolony, odhali
detektor pritomnost latky Vv eluatu a zaznamena tzv. eluéni pik. Tento postup se opakuje
1 pii vystupu dalSich latek z kolony. Na zaznamu zapisovaCe je tak zaznamenano
nékolik oddélenych elu¢nich pikl. Doba, kterou zdstava separovana latka v kolonég, je
zavisla na Cetnosti a velikosti interakei. Tato doba tak urcuje poradi, kdy slozka opousti
kolonu. Cim jsou vétsi interakce ve stacionarni fazi, tim je i hodnota retenéniho

(elu¢niho) ¢asu vérst. @ @)

3.6.2 Pristroje pro HPLC

Mobilni faze je béhem isokratické eluce vedena ze zasobniku ptes odplynovac¢ do
vysokotlakého cerpadla. Komponenty mobilni faze se pii gradientové eluci ze
zasobniku ptfivadi do sméSovale, kde se programové v zvoleném poméru misi a
nasledné putuji do Cerpadla. Z Cerpadla je mobilni faze odvedena pies tlumi¢ pulzt
Cerpadla do kolony. Kolona obvykle byva vytvofena z nerez oceli ¢i specialniho skla.
Bezprostiedné za kolonou je napojen detektor. Detektor je pak spojen se zatizenim pro
registraci prib&éhu analyzy (zapisova¢ ¢i pocita¢ s hardwarovou upravou a
vyhodnocovacim softwarem). Vyhodnoceni dat, ktera byla naméfena, obstarava

piislusny obsluzny software. ¢”
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Obr. 10 Schéma HPLC “®

3.6.2.1 Cerpadla pro HPLC

Tato vysokotlaka cCerpadla zajistuji tok mobilni faze. Musi byt vyrobena
z materialtt odolnych vaci korozi i1 pfi uziti agresivnich mobilnich fazi. V HPLC se
nejhojnéji setkavame s tlaky od 1 do 60 MPa, pfi prutocich mobilni faze od 0,1 do 10
ml.min. Za t&chto obtiznych tlakovych podminek bylo proto naro&né davkovat do
kolony mobilni fazi bezpulzné. Hodné se proto uzivaly linearni davkovace, u kterych
byla vyloucena pulzace mobilni faze. V dneSni dobé& jsou uptfednostiiovany kontinualné
pracujici pulzujici Cerpadla pistova ¢i membranova. Pfi kazdém pohybu pistu nebo
membrany vpied nastava vytlaceni malého objemu mobilni faze. K tlumeni pulzace
dochazi bud’ pomoci dal§iho ¢erpadla pracujiciho v opacné fazi, anebo pomoci tlumice
pulzli. Moderni cerpadla jsou vybavena elektronicky fizenymi zpétnovazebnymi

systémy, rezidualni tlakové pulzace pifimo ovladaji ota¢ky motoru. (2.3,21.28)

3.6.2.2 Davkovani vzorku

Ustupujicim zptisobem davkovani vzorkil je nastfik mikrostiikackou pomoci tzv.
,»stop flow* ventilu. Ventil poskytne kratkodobé rozpojeni systému cerpadlo — kolona a
po nastiiku dojde k opétovnému spojeni téchto ¢asti. Velmi pievazujicim zptisobem

nastiiku vzorku je pouziti tzv. Sesticestného kohoutu s davkovaci smyckou. Nejprve
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dochazi k naplnéni smyc¢ky o zndmém a konstantnim objemu vzorkem. Poté dochazi
k pfepnuti kohoutu do polohy dvé, eluent tak protece smyckou a vzorek je vnesen do
kolony. ®®

Na zfetel je tfeba brat i to, ze vzorky by mély byt pii dadvkovani dokonale
rozpustény. Nejlépe vzdy v rozpoustédle o téze slozeni jako ma mobilni faze. Pokud se

ov§em Ve vzorku vyskytuji tuhé castecky, tak je potteba je odfiltrovat. ©

3.6.2.3 Kolony pro HPLC

Vybér vhodné kolony ma prvofady vyznam, nebot’ vysledek chromatografické
analyzy je stanoven zejména kvalitou kolony a jeji naplni. Separa¢ni kolony musi
odolavat vysokému tlaku mobilni faze. Pro HPLC jsou typické kolony rovné o délce 10
— 100 cm, nejcastéji 10 — 20 cm o vnitinim priméru od 0,2 — 2 cm. Jsou nejcastéji
zhotoveny z nerez oceli ¢i ze specialniho skla. (2.3,28)

Pokud dochazi k déleni slozitéjSich smési, mohou byt kolony fazeny za sebou.
Ptirodni vzorky, které obsahuji vice balastnich latek, mohou vyvolat ptredCasné
znehodnoceni kolony. Z tohoto divodu se Casto pred vlastni kolonu vhodné umisti
ochranna predkolonka. Tato pfedkolonka se nachazi v cenové nizsi relaci nez kolona a
zaroven ma i ochranou funkci pro kolonu. V dnesni dob¢ jsou kolony pro HPLC plnény
vyhradné profesionalné. Velikost zrn sorbentu se nachazi mezi 3 — 50 pm, nejcastéji pak

mezi 5 - 10um. @

3.6.2.4 Naplné a eluenty

Silikagel je polarni absorbent, ktery ma slabé kyselé vlastnosti a siln€ zadrzuje
bazické latky. VétSinou je amorfni struktury. Dokéaze snadno pfijimat vodu a pred jeho
aplikaci je b&zn& aktivovan pii 180 °C. ¢"%)

Alumina je krystalicka forma Al;O3. Povrch zrn na rozdil od silikagelu je bazicky.
Bézné se tak mize pouzivat k odd€leni slabé kyselych slozek vzorku. Byva obvykle
aktivovéan zahiivanim na 400 °C po dobu 6-16 hodin. ¢

Florisil (kiemicitan hofecnaty) je znamy jako slab¢ kysely polarni absorbent. (7. 28)
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Molekuly eluentu obsazuji povrch absorbentu. Kdyz je vzorek vnesen do kolony,
musi molekula slozky vytésnit z povrchu absorbentu dany pocet molekul eluentu. Na
tento stav ma zasadni vliv adsorpéni energie eluentu. Ta je dana velikosti interakce mezi
eluentem a povrchem adsorbentu. Velikost interakce mezi eluentem a povrchem
adsorbentu je nazyvana jako elu¢ni sila. Méné vyznamné jsou interakce mezi slozkou a
eluentem. "
ma nejvétsi. Cim je vétsi eluéni sila rozpoustddla, tim pevnéji je eluent adsorbovan a
slozka tak adsorbovana méné. Elu¢ni sila rozpoustédla tak velmi tésné souvisi s jeho

polaritou. ")

3.6.2.5 Detektory

NejrozsifenéjSimi typy detektord jsou pratokovy fotometricky a fluorimetricky
detektor. Eluat protéka tzv. mérmou celou malého objemu s velkou optickou délkou,
absorbance eluatu. Moderni detektory jiz umi proménlivé a programoveé ménit vinovou
délku. Tzv. diode array detektor (DAD) disponuje schopnosti proméfit ve zvoleném
okamziku celé¢ UV/VIS spektrum dané slozky. Takto ziskané informace se stavaji
dilezitym kvalitativnim udajem o sledované slozce. Mén¢ béznym detektorem je
refraktometricky detektor. Tento detektor registruje zmény indexu lomu eluatu. Je tak
vhodny pro latky, které nemaji potfebnou absorpci. Pouziva se napiiklad pfi separacich

cukrii a podobnych latek. &%

3.6.3 Kbvalitativni analyza

Kli¢ovym prvkem je znalost retencnich dat chromatografovanych latek.
Identifikace se zaklada na porovnani reten¢niho Casu stanovované latky a standardu,
ktery byl separovan za stejnych podminek. Jednim z mnoha zplsobii identifikace
eluovanych latek je pfipojeni chromatografu na hmotnostni spektrometr. Takovéto

R I . . o e (27,2
spojeni je fazeno k nejlepSim analytickym separa¢nim a identifikacnim systémum. (7. 28)
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3.6.4 Kvantitativni analyza

Zakladnim udajem pro kvantitativni vyhodnoceni je plocha pod elu¢ni kiivkou.
Tuto plochu je mozno méfit vice zplisoby. Nejcastéji se pro kvantitativni stanoveni
pouziva soucin vysky piku s Sitkou piku v poloving vysky piku. Moderni chromatografy
vSak byvaji vybaveny integratorem plochy piki, ktery je v dnesni dobé bé€zné soucasti

fidiciho pogitade chromatografu.”

3.6.5 Vyuziti HPLC v praxi

Vyhoda kapalinové chromatografie vychazi ze Setrného stanoveni nejriznéjSich,
zejména organickych latek oproti plynové chromatografie, kdy musime pracovat
s latkami za zvySené teploty. SloZky, které nelze béznymi detektory pro HPLC dobfie
detekovat, se tak musi pfevést na sndze detekovatelné derivaty. Vysokouc¢inna
kapalinova chromatografie se tak v dnesni dob¢ hojn¢ uziva v primyslu, zdravotnictvi,

farmacii a mnoha dalgich oborech. ?®

3.6.6 Chromatografie v dnes$ni dobé

Kazdy rok se v USA kona vyznamna konference Pittcon, kde jsou uvedeny
nejnovéjsi trendy a inovace v oblasti analytické chemie. @3)
Novodobé¢ trendy HPLC:

zkraceni kolon a zmeng$eni velikosti ¢astic sorbentu,

- pouziti kolon, které maji mensi vnitini primér (kapilarnich a mikro kolon),
- miniaturizace separa¢nich systémt,

- duraz kladeny na automatizaci analyz,

- uziti ultravysokych tlaku,

- neustale narlstajici vyznam techniky LC-MS (23)
ZmenSovani sorbentu souvisi se zkracovanim chromatografickych kolon. Docili se

tak zkraceni dob analyz bez ztraty G€innosti ve srovnani se separacemi, které se provadi

na kolonach tradi¢ni délky (25 cm). Doby analyz na kratkych kolonach, které jsou
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urceny pro tzv. rychlou chromatografii, byvaji kolem 1 az 2 minut. Takovéto kolony
jsou uzivany zejména pro vysokoprostupné analyzy v odvétvi, kde se denné zpracovava
sto a tisic vzorkd. ¥

Vyvoj sorbentll neustale pokracuje a jsou tak na trhu k dostani stile pokrocilejsi
materialy s lep§imi vlastnostmi. (3)
Mezi soucasné moderni trendy sorbentil patii:

- porézni sorbenty

neporézni a povrchové porézni sorbenty

perfuzni sorbenty
(23)

monolity

Kvalita sorbentd neustale stoupa piedevsim diky dikladnéjsim kontrolam

vyrobnich procesti, zvySené Cistoté vstupnich surovin, uplatnéni novych poznatkl atd.
(23)

40



4 Prakticka ¢ast

Pro vypracovani bakaldiské prace byla pouzita analyticka metoda HPLC, ktera

slouzi ke stanoveni fenolickych latek.

4.1 Material

K analyzadm vybranych fenolickych latek bylo vybrano pét druhti jedlych vyhonkd,
které se b&zné konzumuji v Ceské republice. Ctyii vybrani zastupci pochazi z Geledi
bobovitych a jeden zceledi rdesnovitych. Pro porovnani obsahu sledovanych
fenolickych latek bylo téchto pét druhi jedlych vyhonkl péstovano za odliSnych

podminek. Analyzované rostlinné vzorky uvedeny na obr. 11.

¢ocka jedla Lens culinaris Medik.
cizrna berani Cicer arietinum L.

vigna zlata Vigna radiata (L.) Wilezek
sOja lustinata Glycine max (L.) Merrill
pohanka obecna Fagopyrum esculentum

Obr. 11 Analyzované rostlinné vzorky

Experimentalni material byl pfipraven v 1ét€¢ roku 2014 v budové Zemédélské
fakulty (Ceské Budgjovice, kampus JU). K vypéstovani byla pouZita semena, ktera byla
zakoupena v maloobchodni siti v Ceskych Budgjovicich znatky CountryLife. Viechny

testované druhy byly péstovany jednak za svétla, jednak ve tmé.

4.2 Péstovani a odbér rostlinného materialu

U téchto péti vybranych druhti klicka bylo odvézeno potfebné mnozstvi suchych
semen kazdého druhu. To znamend, ze pro ziskdni 300 g namocenych semen jsem si
navazila 150 g suchych semen lusténin a 200 g suchych semen pohanky. Suchd semena

jednotlivych druhti byla vzdy umisténa do kddinek o objemu 1 1. Poté do kazdé¢ kadinky
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bylo pfilito 500 ml pievarené vychlazené pitné vody a semena byla namocena po dobu
16 hodin. Semena tak pfijala vodu, navysila svou hmotnost, a to semena lusténin o
100% a semena pohanky o 50%. Timto jsem ziskala potifebnych 300 g od kazdého
rostlinného materidlu. Po uplynuti doby byla namocend semena kazdého druhu
rozvazena po 25 g do Petriho misek. Jeden druh klicku rozvazen vzdy do 8 Petriho
misek. Poté bylo do Petriho misek jesté ptidano priblizné 5 ml vody stfi¢kou. Takto
byly vzorky rostlinného materialu ptipraveny k nakli¢eni.

Ctyti vzorky od kazdého druhu rostlinného materialu, které byly rozvazeny na
Petriho miskach, byly umistény do tmy (temna mistnost) a Ctyfi vzorky na svétlo
(laboratof) pfi teploté 22 °C. Takto rozvazena namocena semena byla jednou za 24
hodin proplachnuta vodou.

Prvotni navazky vyhonki jsou uvedeny v ptiloze 1.

Vsechny vybrané testované rostliny byly tedy vypéstovany jak za svétla
(normalnich podminek), tak za tmy. Odbér rostlinného materialu probihal vzdy po dnu
od osevu po dobu ¢étyt dnti (viz. piiloha 2).

Vzdy po uplynuti jednoho dnu jsem jeden vzorek od kazdého nakliceného druhu
vyhonku na Petriho misce odebrala, zvazila, ptesunula do polyethylenového sacku a
umistila do mraznic¢ky pfti teploté -16 °C. Zbyvajici vzorky uskladnéné na svétle a
ve tmé& jsem prolila 5 ml vody.

Jednotliva vaha klick uvedena v ptiloze 3 a 4.

4.3 Uprava rostlinného materialu

Veskery odebrany rostlinny material byl po odbéru zmrazen (-16 °C) a ihned poté
do 1 mésice od odbéru se lyofilizoval. Lyofilizace probihala pfi teploté -80 °C a tlaku
0,0045 mbar po dobu 24 hodin. Cerstvy rostlinny material ma aktivni enzymové
systémy (pii1 del§im skladovani, nizsi teplot€¢) mize dojit ke zménam v zastoupeni a
obsahu sledovanych latek. Proto jsem vzorky zbavila pied analyzou vody (pro delsi
skladovani) procesem zvany lyofilizace. Takovyto materidl ma poté vhodnou

konzistenci pro homogenizaci na laboratornim mlynku. Tento material byl poté
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skladovan v uzavienych plastovych vzorkovnicich v mrazicim boxu (-18 °C) az do

analyzy.

4.4 Chemikalie a standardy

Vsechny nize zminéné pouzité chemikalie mély analytickou cistoty p. a., pokud
neni uvedeno jinak. Pro pfipravy roztoku byla pouzita demineralizovanid voda,

pfipravena na zafizeni firmy Premier (USA).

a-naftyloctova kyselina (Lachema, CR)
L-askorbova kyselina (Merck, Némecko)
methanol (LiChrosovl Reag. Ph. Eur, Merck)
acetonitril (LiChrosovl Reag. Ph. Eur, Merck)
mravenéi kyselina (Lachema, CR)
rozmarynova kyselina (Sigma Chemicals, USA)
kavova kyselina (Sigma Chemicals, USA)
chlorogenova kyselina (Sigma Chemicals, USA)
kvercetin (Extrasynthese, Francie)

myricetin (Extrasynthese, Francie)

apigenin (Extrasynthese, Francie)

luteolin (Extrasynthese, Francie)

kemferol (Extrasynthese, Francie)

morin (Extrasynthese, Francie)
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4.5 Laboratorni sklo a pristroje

Sada laboratorniho skla: (Fisher Scientic, Pardubice, CR)
Sklenéné filtracni zafizeni (Sigma Aldrich)

Zkumavky s vickem s teflonovym tésnénim

Vialky

Petriho misky

Lzicky

Plastové vzorkovnice pro uchovéni lyofilizovaného materialu
Laboratorni mlynek Grindomix, GM 200

Analytické vahy AB 204 (Mettler Toledo, Svycarsko)
Technické vahy Kern (Némecko)

Odstiedivka Sigma 2-5 (Sigma Laborzentrifugen, Némecko)

Pipety automatické, objem 20-200 pl a 100-1000 pl Transferpette (Treff AG,
Svycarsko)

Kombinovani lednicka s chladni¢kou (Bosch Cooler, Némecko)
Teplovzdusna susarna ULM (Memmert, Némecko)

Lyofilizator Alpha 1-4 (Christ, Némecko)

Centrifuga 5810 R (Eppedorf)

ph-metr Inolab-1, s elektrodou SenTix 61 (WTW, Némecko)
Magnetické michadlo (Heidolph, Némecko)

SPE kolonky RP-18 (Merck, Némecko)

Vodni lazen termostatovana michana EL — 20 R (Kavalier, CR)
Davkovag kapalin 5 ml (Sklo Union, CR)

SPE izolaéni jednotka (vyvojové dilny JU, CR)
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Filtry ze sklenénych vlaken GF/C (Whatman, Velka Britanie)
Filtra¢ni papir Filtrak (Filtrak GmbH, Némecko)

Kapalinovy chromatograf Agilent 1200 Series Rapid Resolution LC Systém (Agilent
Technologies, USA), detektor DAD UV VIS (Agilent), pouzita kolona: Zorbax SB-
C18,50 mm x 4,6 mm, 1,8 um velikost Castic stacionarni faze (Agilent Technologies)

Kapalinovy chromatograf Hewlett Packard HP 1050 (USA), detektor DAD — G1315B,

pouzita kolona Luna C18, 2 mm x 150mm, 3 um (Phenomenex, USA)

LC-MS detektor LCQ Accela Fleet (Thermo Fisher Scientific, USA), APCI, detektor
PDA, pouzitd kolona Luna C18, 2 mm x 150 mm, 3 pm (Phenomenex, USA)

451 Metodika stanoveni

Pro vypracovani bakalaifské prace byla pouzita analytickd metoda, ktera byla
vyvinuta na pracovisti zeméd¢lské fakulty JihoCeské univerzity, na katedie aplikované
chemie. Tato analyticka metoda vychazela z publikované prace (Dadakova et al. 2001) a
byla vyuzita pro stanoveni flavonoidnich aglykonti v lyofilizovaném materialu.

Pro ucely je potfebné zbavit vzorek piecisSténim balastnich doprovodnych latek a
analyt dostatecné zakoncentrovat. Zminény postup je sloZen zkyselé hydrolyzy
veSkerych glykosidli pfitomnych v analytu. Dale pak nasleduje tUprava vzorku
odstfedénim, filtraci a fedénim. Sorpce analytu je provedena na kolonkdch SPE a
analytickou koncovku uskute¢nuje metoda kapalinové chromatografie (HPLC).

Schéma sorpce na tuhé fazi uvedeno v piiloze 5.

45.1.1 Stanoveni flavonoidnich aglykonii v lyofilizovaném materialu

Touto metodou byl stanoven celkovy obsah nckterych flavonoidnich aglykonii,
které se uvolnily z lyofilizovaného materialu kyselou hydrolyzou. Bylo tak moZzno
stanovit obsah flavonold kvercetinu, myricetinu a kemferolu a flavonii luteolinu a

apigeninu. Za podminek metody se pfitomné glykosidické formy flavonoidi pievedou

45



na jejich aglykony. Pro posouzeni obsahu flavonoidii v rostlinném materialu je tento
postup vhodnéjsi nez sledovani obsahu jednotlivych glykosidu.

Smés presné asi 0,25 g lyofilizovaného homogenniho materidlu, vazen¢ho na
analytickych vahach s pfesnosti na 0,1 mg byla vlozena do 100 ml varné banky spolu s
80 mg kyseliny askorbové, 7,5 ml destilované vody, 5 ml 6 moll™ HCI a 12,5 ml
methanolu. Tato smés byla 2 hodiny hydrolyzovana pod zpétnym chladicem v
termostatované vodni lazni pii teploté 90 °C. Po vychlazeni byl hydrolyzovany vzorek
zneutralizovan 2 g NaHCO; (vypoétené mnozstvi), kvantitativné pieveden do
odstied’ovaci kyvety pomoci 12,5 ml metanolu a vody a postupné tiikrat odsttedén (15
minut, 1000 ota¢ek/minutu). Spojené supernatanty byly shromazdovany v 600 ml
kadince, doplnény vodou na objem 200 ml a pH roztoku bylo upraveno na hodnotu pH
3 pomoci nasyceného roztoku NaHCOj3. Takto upraveny roztok byl filtrovan ptes filtr
ze sklenénych vlaken za sniZzeného tlaku. Poté byl filtrat pfeveden (kvantitativn€) do
odmérné banky 0 objemu 500 ml. Podle obsahu kvercetinu se tento roztok fedil
pfipravenym 5% roztokem methanolu o hodnoté¢ pH 3,5. Roztok, piipraveny timto
zpusobem, byl nasledné pouzit pro sorpci na tuhé fazi (SPE). Pouzity byly kolonky RP-
18 (Merck), kondiciované promytim 10 ml metanolu a 10 ml vody. Pro promyti vzorku
byla kolonka promyta 10 ml vody a 15 minut suSena prochazejicim vzduchem.
Zachycené latky byly nasledné eluuvanyl,4 ml methanolu do mérné vialky. K eluatu
v mérné vialce byl pfidan roztok vnitiniho standardu (kyselina a-naftyloctova 2 mg/ml)

v mnozstvi 100 pl.

45.1.2 Méreni flavonoidnich aglykont

Dale byly vSechny vzorky naméfeny na kapalinovém chromatografu Agilent 1200
Series Rapid Resolution LC System (Agilent Technologies, USA) s AD UV VIS
detektorem. Byla pouzita chromatograficka kolona Zorbax SB-C18 (4,6 x 50 mm,
zrnitost sorbentu 1,8 um, vyrobce Agilent Technologies).

Pouzité mobilni faze byly tvofeny acetonitrilem, vodou a kyselinou mravenci.
Zminéné slozky byly smichany do dvou typi roztokd:

A: 5% acetonitril, 0,1% kyselina mravenci, voda
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B: 0,1% kyselina mravenéi v 100 % acetonitrilu

Pti analyze byl pouzivan gradient nasledujiciho slozeni (v % faze B):
0-1 minuta: 20-25% B
1-5 minuta: 25-30% B
5-7 minuta: 30-50% B
7-9 minuta: 50-20% B

Nasledovalo 6 minut kondicionace kolony pii pocateCnim slozeni mobilni faze
(20% B). Pritok mobilni faze byl stanoven na 1ml/min. Pribéh analyzy byl pii 25°C,
odezvy analyzovanych latek byly ¢teny pii 270 nm.

Pomér ploch pikl aglykonu a vnitiniho standardu je pouzit jako analytickd odezva.
Kvantifikace obsahu stanovované latky je provedena na zaklad¢ kalibraéni zavislosti.
Kalibrace veskerych latek je proméfena v pracovnim rozsahu 5-100 pg kazdé
slouc¢eniny v 1 ml roztoku.

Pro vSechny slouceniny je mez stanovitelnosti (LOQ) 10 mg/kg susiny. VSechny
rostlinné vzorky byly analyzovany dvakrat, uvedené vysledky tedy reprezentuji pramér
z obou méteni s uvedenou odchylkou. Takto ziskané vysledky byly zaokrouhleny na
cela cisla.

Latky byly rozpoznany a identifikovany podle reten¢nich Casi a absorpénich
spekter.

Ctvrty den kultivace jedlych klicki nakonec do analyzy zahrnut nebyl. Nejvétsim
problémem bylo postupné kazeni vzorki, coZz se projevovalo kvasenim materidlu a
nepiijjemnym zipachem. Konzumace takového rostlinného materidlu by jiz nebyla
vhodna.

Me¢éteni neznamych latek provedla v pfipravovanych vzorcich RNDr. Vrchotova z
analytické laboratofe Centra vyzkumu globalni zmény v. v. i. AV CR. Pro toto méfeni
byla pouzita metoda HPLC-MS, kdy postup této metody vychazel z publikované prace
(Triska et al. 2013). Timto zpusobem tak byly identifikovany neznamé latky ve vigné

zlaté a v s0ji luStinaté.
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4.6 Pouzité programy

Pro zpracovani a vyhodnoceni namétenych dat byl pouzivan program ChemStation
3D (Agilent Technologies). Na zavér byla data vypocitana prostfednictvim Microsoft

Office Excel (smérodatna odchylka, pramér).

200 —|

150

400 —

T T T T T T T
= a 5 ES A0 1z 14 min

Obr. 12 Chromatograficky zaznam standardti aglykont
1.myricetin

2. morin

3. luteolin

4. kvercetin

5. apigenin

6. kemferol

7. kyselina a-naftyloctova
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Coc¢ka | Fazole |Pohanka| Cizrna | Séja
jedla mungo seta berani | lustinata
Piivodni nenamocena 1-N 2-N 3-N 4-N 5-N
semena
Namotend semena ped | 4 o | 500 | 3.00 | 400 | 500
kultivaci
TMA-1 den kultivace 1-1-T 2-1-T 3-1-T 4-1-T 5-1-T
TMA-2. den kultivace 1-2-T 2-2-T 3-2-T 4-2-T 5-2-T
TMA-3. den kultivace 1-3-T 2-3-T 3-3-T 4-3-T 5-3-T
SVETLO-1. den kultivace | 1-1-S 2-1-S 3-1-S 4-1-S 5-1-S
SVETLO-2. den kultivace | 1-2-S 2-2-S 3-2-S 4-2-S 5-2-S
SVETLO-3.den kultivace | 1-3-S 2-3-S 3-3-S 4-3-S 5-3-S

Obr. 13 Oznaceni vzorkd a jejich kodovani

N — pivodni nenamocend semena

O — namocena semena pied kultivaci

1, 2, 3 —dny kultivace
T -tma

S - svétlo
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Cocka jedla

Chromatograficky profil extraktu ¢ocky jedlé je uveden na obr. 14. Jak je zfejmé,

dominantnimi latkami jsou kemferol a luteolin.

mAU |
350 —

300 —
250 —
] kyvselina a-naftyloctova

200 —

150 —|

] kemferol
100 —

luteolin

50 —

|

Obr. 14 Chromatograficky profil extraktu ¢ocky jedlé

Obsah luteolinu ve vzorcich péstovanych na svétle dosahoval postupné zvysujici se
tendence. Tedy to znamena, ze prvni den 97 mg/kg, druhy den 110 mg/kg a tieti den
123 mg/kg. Naopak u vzorkii péstovanych ve tmé se tato zvySujici se tendence tak
zieteln¢ neprojevila (obr. 15). Vice obsahovych latek luteolinu bylo tedy ve srovnani
nalezeno ve vzorcich ¢ocky, které byly péstovany na svétle.

AvSak do naSi analyzy byla zahrnuta i semena nenamocena ¢i namocend, ale
nenaklicend. Jak je patrné (obr. 15), jiz tyto vzorky obsahovaly vice luteolinu nez

vzorky, které jiZ byly péstovany prvni den na svétle ¢i ve tmé.
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Coéka jedla - obsah luteolinu

123
106 109 109 110
I 98 | I | I
N 0 1-1-T 12T 13T 1-1S 12§ 13§

N

m1-1-T
m1-2-T
m1-3-T
m1-1-S
m1-2-S
m1-3-S

Obr. 15 Vliv péstovani na obsah luteolinu v ¢occe jedlé

Obsah kemferolu ve vzorcich péstovanych jak na svétle, tak i ve tmé postupné
stoupal (obr. 16). Obsahovych latek bylo az o ¢tvrtinu vice v rostlinném materialu
pestovaném na svétle. To je ziejmé naptiklad pfi porovnani tietiho dne ve tmé, kdy byl

obsah kemferolu 194 mg/kg, avsak na svétle tomu bylo az 249 mg/kg. Na svétle bylo

tedy zjisténo vice obsahovych latek kemferolu.

Cocka jedla - obsah kemferolu

249
230
211
| 191 172 194 192
] 157 I I I
N 0 1-1-1  1-2-T  1-3-T 1-1-S 1-2-S 1-3-S

EN

m1-1-T
m1-2-T
m1-3-T
m1-1-S
m1-2-S
m1-3-S

Obr. 16 Vliv péstovani na obsah kemferolu v ¢occe jedlé
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5.2 Vigna zlata

U tohoto rostlinného materialu vigny zlaté byly metodou HPLC/MC identifikovany
nasledujici polyfenolické slouceniny: vitexin a isovitexin. Na chromatogramu jsou

znazornény piky obou latek.

CADT A SR=LN I R=H00 TAA_FPL-TDATALERTT 77 D
mAU

7004

isovitexin
€00+ vitexin

500
4004

300

7 _,jjﬂwj W

T T — — T T T T T
10 135 o 23 N 3 40 mr

Obr. 17 Chromatograficky profil extraktu vigny zlaté

Chromatograficky profil extraktu vigny zlaté je znazornén na obr. 17. Vitexin a
isovitexin jsou glykosidy apigeninu. Za podminek nasi metody pravdépodobné nedoslo

k jejich hydrolyze, proto ve vzorcich nebyl identifikovan apigenin jako aglykon.

5.3 Pohanka obecna

V pohance obecné se jako dominantni latka projevil kvercetin. Chromatograficky

profil extraktu pohanky obecné znazornén na obr. 18 a 19.
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mAL
350 —

300 —
250 — .

g kyselina a-naftyloctova
200 —
150 —

100 —

e kvercetin

T T T T T
2 4 1 8 10

Obr. 18 Chromatograficky profil extraktu pohanky obecné 0

kyselina a-naftyloctova

200
150 —
100 —

50| kvercetin

Ml

T T T T
2 4 1 8

Obr. 19 Chromatograficky profil extraktu pohanky obecné 3T

Obsah této latky se kazdy den péstovani zvySoval, a to ve vzorcich péstovanych na

svétle 1 ve tmé&. Nejvyssi podil této latky byl zaznamenan tfeti den péstovani na svétle a
to 156 mg/kg.
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Obsah kvercetinu dosahoval druhy den ve tm¢ 94 mg/kg, na svétle 124 mg/kg.
Obsahovych latek bylo tedy az o ¢tvrtinu vice ve vzorcich péstovanych na svétle (obr.
20). Tteti den péstovani ve tmé dosahoval obsah kvercetinu 106 mg/kg, na svétle pak
156 mg/kg. Tim bylo dosazeno zjisténi, ze tfeti den bylo dokonce o tfetinu vice
obsahovych latek kvercetinu na svétle. Rozdil obsahti kvercetinu na svétle a ve tmé je
ziejmy a nelze ho prehlédnout. Ve tmé tak bylo identifikovano kvercetinu méné.

Zajimavym poznatkem je také to, ze vice kvercetinu bylo identifikovano jiz u

semen pouze namocenych oproti semenim, ktera byla jeden den péstovana na svétle ¢i

ve tmé.
Pohanka obecna - obsah kvercetinu
180 -
156
160 - EN
140 - 124 0
120 - 114 106 m3-1-T
100 - 95 94 90
5 84 m3-2T
[-T+]
£ 80 -
m3-3-T
60 -
m3-1-S
40 -
20 - 32
0 = T T T T T T T .3-3_5
N 0 3-1-T 3-2-T 3-3-T 3-1-S 3-2-S 3-3-S

Obr. 20 Vliv péstovani na obsah kvercetinu v pohance obecna

5.4 Cizrna berani

V cizrné berani byl objeven jako dominantni latka kemferol. Grafické znazornéni
kemferolu v cizrné berani je uvedeno na obr. 21.

Vzorek nenamoceny a vzorek, ktery byl pouze namocen, ale nekultivovan
obsahovaly niz§i mnozstvi zminéného kemferolu oproti vzorkim, které jiz kli¢ily. Pro
porovnani, obsah kemferolu tfeti den ve tmé ¢inil 7 mg/kg, na svétle dosahoval hodnoty
8 mg/kg. Jak je patrné, obsah dominantniho kemferolu dosahoval vyssich hodnot ve

vzorcich péstovanych na svétle.
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Cizrna berani - obsah kemferolu
9 -
8
8 - ; 8 EN
7 A 6 6 6 0
6 W4-1-T
M5 4
> 3 m4-2-T
E4 -
m4-3-T
3 _
m4-1-S
2 .
1 ] m4-2-S
0 = T T T T T T T .4-3-5
N 0 4-1-T 42T 43T 415 425 435

Obr. 21 Vliv péstovani na obsah kemferolu v cizrné berani

5.5 Soja lustinata

V s0ji lustinaté byly identifikovany metodou HPLC/MS nésledujici polyfenolické
slouceniny daidzin, daidzein, genistin a genistein. Chromatograficky profil extraktu je

zndzornén na obr. 22.

DAD1 A, Sig=220 4 Ref=450.40 (LECO00730 D)

AL daidzein
genistein

250

genistin

150 o

daidzin

F LA

T T T T T T T T
B 10 15 20 25 30 S 10 mn

Obr. 22 Chromatograficky profil extraktu soji lustinaté

55



Tyto polyfenolické slouceniny jsou tzv. isoflavony. Soéjové bilkoviny, a tedy i
isoflavony nabyly v posledni dobé zna¢né pozornosti pravé diky jejich roli pii
zlepsovani rizikovych faktort kardiovaskularniho onemocnéni a celkového zdravi. (36)

Mezi jejich biologické ucinky patii vyznamna estrogenni aktivita. Pravidelny
ptijem téchto sloucenin s potravou, ktery je zajistén zejména pti konzumaci sdjovych
vyrobktll ovliviiuje pfiznivé onemocnéni srdce a cév a vznik nékterych druhia rakoviny.

Publikovana prace (Sacks, 2006) se zabyva problematikou sdjovych proteint,

isoflavont a jejich ucinky.
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6 Zavér

Obsahy dominantnich fenolickych latek byly stanoveny ve ctyfech zastupcich
Celedi Fabaceae (Cocka jedld, cizrna berani, vigna zlatd, sdja lustinatd) a u jednoho
zastupce Celedi Polygonaceae (pohanka obecnd). Rostlinné materialy byly vypéstovany
na svétle a ve tmé pro porovnani mnozstvi fenolickych latek u vybranych druhu.

Fenolické latky (fenolické kyseliny, flavonoidy), které takto byly uréeny ve
zkoumaném rostlinném materialu metodou HPLC, pattily mezi flavony a flavonoly.

V ¢occe jedlé se jako dominantni latky projevily luteolin a kemferol. Obsah téchto
latek byl na svétle znateln€ vyssi nez ve tmé.

Ve vigné zlaté¢ jsou dominantnimi latkami polyfenolické slouceniny vitexin a
isovitexin. Za podminek nasi metody nejspiSe nenastala jejich hydrolyza, a proto ve
vzorcich nebyl apigenin identifikovan jako aglykon. Tyto slouceniny byly detekovany
metodou HPLC/MC.

V pohance obecné je dominantni latkou kvercetin. Obsah kvercetinu byl na svétle
az o tietinu vyss$i nez ve tmé.

V cizrné berani je dominantni latkou kemferol. Rovnéz i zde byl podil obsahovych
latek vyssi na svétle.

V s6ji luStinaté jsou dominantnimi latkami polyfenolické slouceniny daidzin,
daidzein, genistin a genistein. Tyto zminéné isoflavony byly detekovany stejnym
zpusobem jako vzorky vigny zlaté, a to metodou HPLC/MC. NejspisSe opét nedoslo
K jejich hydrolyze.

Z vysledkil vyplyva, Ze vétsi obsahy fenolickych sloucenin byly zjistény u rostlin
péstovanych na svétle. Ze studii bylo zjiSténo, ze pravé UV zafeni ma vliv na obsah
fenolickych latek, coz vysledky prokazuji.

Ziskané vysledky o obsahu flavonoidnich aglykont v lyofilizovaném materialu,

které jsou uvedené v této praci, nebyly dosud v literatufe publikovany.
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8 Prilohy

Ptiloha 1: Tabulka zaznamendavajici prvotni navazky vyhonki

Lusténiny svétlo Navazka (g) Lusténiny tma Navazka (g)
1/1/S 25,08 | 1/U/T 25,04
1/2/S 25,01 |1/2/T 25,03
1/3/S 25,06 | 1/3/T 25,03
1/4/S 25,07 | 1/4IT 25,04
2/1/S 25,05 | 2/1/T 25,05
2/2/S 25,00 | 2/2/T 25,00
2/3/S 25,08 | 2/3/T 25,01
2/4/S 25,06 | 2/4/T 25,01
3/1/S 25,01 | 3/UT 25,00
3/2/S 25,02 | 3/2/T 25,01
3/3/S 25,00 | 3/3/T 25,02
3/4/S 25,00 | 3/4/T 25,00
4/1/S 25,13 | 4/1/T 24,99
4/2/S 25,20 | 4/2IT 25,06
4/3/S 25,00 | 4/3/T 25,08
4/4/S 25,18 | 4/AIT 25,04
5/1/S 25,06 | 5/1/T 24,99
5/2/S 24,99 | 5/2/T 25,14
5/3/S 25,08 | 5/3/T 25,10
5/4/S 25,16 | 5/4/T 25,14

Pfiloha 2: Rozvazena namocena semena
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Ptiloha 3: Tabulka zaznamenavajici ménici se vahu klicka péstovanych na svétle

LuSténiny - Viha 1. den Viha 2. den Viha 3. den Viha 4. den
svétlo svétlo (g) svétlo (g) svétlo (g) svétlo (g)
1/S 23,81 31,94 27,69 25,11
2/S 22,58 28,13 24,69 17,49
3/S 22,86 29,81 28,76 21,19
4/S 23,69 27,38 26,21 17,58
5/S 22,64 27,59 26,00 19,36

Ptiloha 4: Tabulka zaznamenavajici ménici se vahu klickl péstovanych ve tmé

LuSténiny - | Vaha 1. den tma | Vaha 2. den tma | Vaha 3. den tma | Vaha 4. den tma
tma (%) (9) (9 (%)
UT 24,37 22,87 25,93 27,18
2/1T 24,44 22,22 24,60 26,70
3T 24,25 22,33 24,75 22,53
4/1T 23,00 23,36 25,45 24,58
5/1/T 23,23 21,32 21,89 18,88

Ptiloha 5: Sorpce na tuhé fazi (SPE)

63




8.1 Seznam priloh
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