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ADCL  aminodeoxychorismát lyáza 
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APCI  chemická ionizace za atmosférického tlaku  

APPI  fotoionizace za atmosférického tlaku 

BA  kyselina benzoová 

BAE  glukosylester kyseliny benzoové 

CI  chemická ionizace 

CM  chorismát mutasa   

DAHP  3-deoxy-D-arabinoheptulosonát-7-fosfát  

DAHPS  3-deoxy-D-arabinoheptulosonát-7-fosfát syntáza 

DHD-SDH dehydrochinátdehydratáza-šikimátdehydrogenáza   

DHQS  3‑dehydrochinátsyntáza 

E4P  D-erythrosa-4-fosfát 

EI  elektronová ionizace (Electron Impact)  

EPSP  5‑enolpyruvylšikimát-3-fosfát  
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ES+  ionizace elektrosprejem v negativním módu 

ES-  ionizace elektrosprejem v pozitivním módu 

FAB  bombardování rychlými atomy   

FT-ICR  iontová cyklotronová rezonance s Fourierovou transformací 

GC‑MS  plynová chromatografie s hmotnostní spektrometrií 

HILIC  Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography 

HPLC  vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

ICS  isochorismát syntáza 
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JA  kyselina jasmonová 

LC  kapalinová chromatografie 

MALDI  matricí asistovaná laserová desorpce/ionizace  

MeBA  methylester kyseliny benzoové   

MeJA  methylester kyseliny jasmonové 

MeSAG  methylester glukosidu kyseliny salicylové 
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1. Úvod 

Fenylpropanoidy tvoří jednu z nejpočetnějších skupin sekundárních metabolitů vyskytujících se 

ve vyšších rostlinách. Základní podskupinou fenylpropanoidů jsou skořicové kyseliny, které jsou 

strukturně i biosynteticky propojeny s benzoáty. Slouží primárně k obraně vůči širokému spektru 

abiotických i biotických stresových faktorů zahrnujících např. patogeny, býložravce, mechanické 

poškození, UV záření, působení ozonu nebo znečištění prostředí (Korkina et al., 2011). Dále jsou 

klíčové při vzniku rezistence rostlin vůči pesticidům (La Camera et al., 2004). Kromě obranné 

funkce mají některé odvozené polymery i funkci strukturní. Např. lignin, který vzniká polymerací 

alkoholů skořicových kyselin, je základním stavebním prvkem suchozemských rostlin. Vzhledem 

k vysokému obsahu fenolických kyselin a flavonoidů v řadě zemědělských plodin jsou navíc 

významnou složkou lidské stravy a jejich obsah je spojován s funkčností a kvalitou potravin. 

Pochopení jejich biosyntézy proto může být zásadní nejen pro zemědělské aplikace zaměřené 

na zvýšení odolnosti plodin vůči environmentálnímu stresu, ale současně i pro produkci 

kvalitnějších potravin příp. nutraceutik.  

Cílem této práce je studium biosyntetických drah benzoových kyselin včetně jejich 

navázání na metabolismus fenylpropanoidů. Jako modelová rostlina byl zvolen oves setý, který je 

významnou kulturní plodinou a zástupcem poměrně málo prozkoumaných jednoděložných rostlin. 

Základním postupem pro studium byla metabolomická analýza rostlin ošetřených izotopově 

značenými prekurzory.  
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2. Teoretická část 

2.1. Biosyntéza benzoových kyselin a jejich derivátů  

Benzoové kyseliny a jejich deriváty jsou rostlinami syntetizovány jako sekundární metabolity a 

signální molekuly. Jejich funkcemi je např. zprostředkování odpovědi rostliny na biotické a 

abiotické stresory. Jejich biosyntéza může probíhat v různých rostlinných, popř. živočišných či 

bakteriálních, druzích odlišným způsobem. Také v rámci jednoho organismu může biosyntéza 

probíhat více možnými dráhami (Dempsey et al., 2011). Úvodem je nutno zmínit, že biosyntetická 

dráha benzoových kyselin dosud nebyla zcela popsána a řada reakcí, enzymů a genů stále čeká 

na objasnění (Widhalm & Dudareva, 2015). 

2.1.1. Dráha kyseliny šikimové/chorismové  

2.1.1.1. Kyselina šikimová  

Kyselina šikimová, jejíž strukturu lze vidět na obrázku 1, byla prvně izolována z plodu badyáníku 

posvátného (Illicium religiosum) (Obr. 2) Johanem Fredrikem Eykmanem v roce 1885 v Japonsku, 

kde se rostlina nazývá shikimi-noki (Eykman, 1885). Kyselina šikimová v rostlinách slouží 

především jako prekurzor aromatických aminokyselin L-fenylalaninu, L-tyrozinu a L-tryptofanu. 

Dále je výchozí látkou pro biosyntézu benzoových kyselin, alkaloidů, indolů, fenylpropanoidů, 

vitamínu K1, vitamínu B9, taninů nebo ligninů (Tzin & Galili, 2010, Maeda & Dudareva, 2012). 

Kyselina se vyskytuje ve velké koncentraci především v anýzu, plodech stromu Illicium verum, 

který je hlavním přírodním zdrojem kyseliny šikimové pro preparativní extrakci (Payne & 

Edmonds, 2005). Šikimová kyselina je využívána ve farmaceutickém průmyslu k výrobě léčivých 

látek, neboť bylo zjištěno, že má antikoagulační, protizánětlivé, analgetické, antioxidační, 

protirakovinné a antibakteriální účinky na lidský organismus (Chen et al., 2014). Podle této 

kyseliny je pojmenována celá biosyntetická dráha kyseliny šikimové, též někdy podle výsledného 

produktu označována jako dráha kyseliny chorismové (Widhalm & Dudareva, 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 1 Kyselina šikimová Obr. 2 Plod badyánu pravého, 
převzato od Wang et al., 2011 
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2.1.1.2. Biosyntéza kyseliny šikimové 

Šikimátová dráha zahrnuje sedm reakcí lokalizovaných v plastidech. V prvním kroku reaguje 

fosfoenolpyruvát (PEP) pocházející z glykolýzy s D-erythrosa-4-fosfátem (E4P) 

z pentosofosfátového cyklu za vzniku 3-deoxy-D-arabinoheptulosonát-7-fosfátu (DAHP). Reakci 

katalyzuje DAHP syntáza (DAHPS, EC 2.5.1.54), která je prvním enzymem účastnícím se 

biosyntetické dráhy vzniku benzoových kyselin. Aktivita tohoto enzymu je zpětnovazebně 

inhibována aromatickými aminokyselinami (Tzin & Galili, 2010, Maeda & Dudareva, 2012). Bylo 

zjištěno, že pro DAHPS jsou u rostlin přítomny dva geny, z nichž jeden je exprimován trvale a 

druhý pouze při obranné reakci rostliny jako zdroj benzoových kyselin (Maeda & Dudareva, 2012).  

Při konjugaci PEP a E4P dochází k uvolnění jednoho fosfátu. Druhý fosfát je uvolněn 

v následujícím kroku za vzniku 3-dehydrochinátu, kde katalyzujícím enzymem je 3-dehydrochinát 

syntáza (DHQS). Následuje vznik 3-dehydrošikimátu pomocí dehydrochinátdehydratázy-

šikimátdehydrogenázy (DHD-SDH; EC 4.2.1.10 a EC 1.1.1.25). Tento enzym katalyzuje zároveň dvě 

reakce na jedné molekule, kterými jsou dehydratace 3-dehydrochinátu za vzniku 3-

dehydrošikimátu a redukce oxo-skupiny na třetím uhlíku 3-dehydrošikimátu pomocí NADPH. 

Průběh těchto reakcí je zobrazen na obrázku 3. Výsledkem reakcí je vznik šikimátu. (Maeda & 

Dudareva, 2012). 

 

    Obr. 3 Dráha kyseliny šikimové, převzato a upraveno podle Zucko et al., 2010 

 

2.1.1.3. Biosyntéza kyseliny gallové  

Enzym DHD-SDH má dvě domény. Doména šikimát SDH může 3-dehydrošikimát přeměnit na 

kyselinu gallovou. Tato reakce byla prokázána v rostlinách a v bakterii Escherichia coli (Miur et al., 

2011). Další způsob biosyntézy kyseliny gallové byl nalezen ve fazolích mungo, kde biosyntéza 

https://en.wikipedia.org/wiki/Enzyme_Commission_number
http://enzyme.expasy.org/EC/2.5.1.54
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probíhá ve dvou krocích. Nejdříve je 3-dehydrošikimát transformován na kyselinu 

protokatechovou (3,4-dihydroxybenzoovou) (Dewick, 2009). Posléze je kyselina protokatechová 

metabolizována na kyselinu gallovou (Tateoka, 1968). Mechanismy obou rekcí jsou však zatím 

neznámy (Widhalm & Dudareva, 2015).  

2.1.1.4. Biosyntéza chorismátu 

Kyselina šikimová může být dále kromě kyseliny gallové metabolizována na chorismát, jak je 

patrno na obrázku 3. Kyselina šikimová podléhá fosforylaci hydroxy skupiny na třetím uhlíku 

za pomoci šikimát kinázy. Šikimát-3-fosfát je poté konjugován s fosfoenolpyruvátem (PEP), reakce 

je katalyzovaná enzymem 5-enolpyruvylšikimát-3-fosfát syntázou (EPSP syntázou) za vzniku EPSP. 

Konečným krokem dráhy kyseliny šikimové je defosforylace EPSP a vznik chorismátu, průběh 

reakce umožňuje chorismátu syntáza (Maeda & Dudareva, 2012). Chorismát je zdrojem 

aromatických aminokyselin L-Phe, L-Tyr a L-Trp. Dále slouží také jako prekurzor phyllochinonu 

(vitamín K1). Chorismát je metabolizován isochorismát syntázou (ICS) za vzniku isochorismátu 

(Wildermuth, 2001). Ten je následně transformován enzymem PHYLLO na kyselinu 

ortho-sukcinylbenzoovou (Gross et al., 2006). Kyselina ortho-sukcinylbenzoová je enzymaticky 

transformována na phyllochinon, který je využíván fotosyntetizujícími organismy ve fotosystému I 

při transportu elektronů. U červených řas a eubakterií se místo phyllochinonu tvoří menachinon 

(vitamín K2) (Widhalm & Dudareva, 2015). 

2.1.1.5. Biosyntéza kyseliny para-aminobenzoové a anthranilové 

Dále je z chorismátu biosyntetizována kyselina para-aminobenzoová (pABA). Nejdříve vzniká 

v mezikroku aminodeoxychorismát, tato reakce je katalyzovaná aminodeoxychorismát syntázou 

(ADCS), a následně enzym aminodeoxychorismát lyáza (ADCL) odštěpí pyruvyl z třetího uhlíku 

benzenového kruhu za vzniku pABA (Widhalm & Dudareva, 2015). Spolu s pterinem a glutamátem 

je pABA součástí kofaktoru tetrahydrofolátu (THF, vitamín B9), sloužícího jako přenašeč 

jednouhlíkatých zbytků. Tato biosyntetická dráha byla prokázána v huseníčku (Arabidopsis 

thalliana) a v rajčeti (Lycopersicon esculentum) (Basset at al., 2002). Navázání amino skupiny do 

ortho pozice chorismátu je katalyzováno anthranilát syntázou za vzniku kyseliny anthranilové 

(kyselina ortho-aminobenzoová). Kyselina anthranilová souží jako prekurzor L-Trp, auxinů nebo 

indolového alkaloidu camalexinu (Dempsey et al., 2011). 
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2.1.1.6. Biosyntéza prephenátu  

Poslední možnou přeměnou chorismátu je transformace na prephenát chorismát mutasou (CM).  

Prephenát je prekurzorem aromatických aminokyselin L-Phe a L-Tyr, z nichž L-Phe je prekurzorem 

benzoových a jiných fenolických kyselin (Dempsey et al., 2011).  

2.1.2. Biosyntéza kyseliny benzoové (BA) a salicylové (SA) 

Kyselina salicylová může být v rostlinách syntetizována dvěma cestami, a to buď z L-Phe pomocí 

L-fenylalaninamoniumlyázy (PAL, E.C. 4.3.1.24) nebo z isochorismátu, který může být 

metabolizován více možnými enzymy (Widhalm & Dudareva, 2015). Obě tyto cesty mají společný 

prekurzor chorismát, který vzniká jako konečný produkt v šikimátové dráze (Dempsey et al. 2011). 

Biosyntézu BA a SA z chorismátu lze vidět na obrázku 4. 

 

 

2.1.2.1. Vznik SA z isochorismátu 

Při vzniku isochorismátu z chorismátu hrají důležitou roli enzymy isochorismát syntáza 1 (ICS1) a 

isochorismát syntáza 2 (ICS2) (Dempsaey et al. 2011). Enzymy ICS1 a ICS2 byly prvně objeveny 

Obr. 4 Biosyntetické cesty vzniku BA a SA skrz PAL a isochorismát; převzato a upraveno podle 

Dempsey & Klessig, 2017 

 

Biosyntéza SA přes isochorismát  Biosyntéza BA a SA přes PAL 
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v huseníčku rolním (Arabidopsis thaliana). Původně však byl vznik isochorismátu z chorismátu 

objeven v bakteriích, kde se na vzniku podílí buď enzym isochorismát syntáza (EC 5.4.4.2), 

např. u druhů Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, nebo SA synthasa (SAS), 

který se vyskytuje u Yersinia enterocolitica nebo Mycobacterium tuberculosis (Pelludat et al., 

2003; Kerbarh et al., 2005; Harrison et al., 2006). Jelikož plastidy mají původ v endosymbiotických 

bakteriích, předpokládalo se, že také biosyntetické dráhy v plastidech mohou být podobné 

bakteriálním dráhám. Tudíž v rostlinách mohl vznikat isochorismát přímo z chorismátu (Verbene 

et al., 1999). Tato domněnka byla potvrzena objevem genů pro ICS1 a ICS2 v Arabidopsis. Že je SA 

syntetizována právě přes isochorismát potvrdilo studium exprese ICS1 genu. Listy rostliny byly 

inokulován houbovými plísněmi nebo bakteriemi, což vedlo k akumulaci SA a indukci exprese genů 

PR-1 (Pathogen related) a ICS1 (Wildermuth, 2001). Bylo zjištěno, že ne pouze rostlinné patogeny, 

ale i stresory zahrnující UV záření, ozon nebo exogenní aplikace SA indukují expresi ICS1 genu 

(Dempsey et al., 2011). 

Je velmi pravděpodobné, že ICS gen mají všechny rostlinné druhy. Doposud byly homology 

ICS identifikovány v rostlinných druzích: barvínkovec růžový (Catharanthus roseus), paprika setá 

(Capsicum annuum), tabák virginský (Nicotiana tabacum), réva vinná (Vitis vinifera), čirok obecný 

(Sorghum bicolor), skočec obecný (Ricinus communis), rajče jedlé (Solanum lycopersicum), rýže 

setá (Oryza sativa), sója luštinatá (Glycine max) nebo topol chlupatoplodý (Populus trichocarpa) 

(van Tegelen et al., 1999a; Ogawa et al., 2005; Uppalapati et al., 2007; Catinot et al., 2008; Yuan 

et al., 2009). 

Isochorismát může být metabolizován třemi způsoby (Obr. 5), první za vzniku 

phyllochinonu (i), druhý za vzniku SA (ii) a třetí za vzniku kyseliny 2,3-dihydroxybenzoové 

(2,3-DHBA) (iii). Všechny tři přeměny probíhají v plastidech. Kroky vedoucí ke vzniku SA a 

2,3-DHBA dosud nebyly objasněny (Wildermuth, 2001; Widhalm & Dudareva, 2015).  

 

 

 

 

 

 

 Obr. 5 Schéma třech možných metabolizací isochorismátu na SA, 2,3-DHBA nebo phyllochinon 

Kyselina ortho-sukcinylbenzoová  

 Isochorismát 

Phyllochinon (i) 

SA (ii) 

? 

2,3-DHBA (iii)  

PHYLLO 
? 
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2.1.2.2. Vznik BA a SA z L-fenylalaninu 

Biosyntéza BA, a její možná konverze na SA, může probíhat biosyntetickou cestou skrz enzym PAL 

(viz. Obr. 4). Biosyntéza začíná transformací L-Phe za vzniku kyseliny trans-skořicové (tCA) 

mechanismem neoxidativní deaminací za současného uvolnění amoniaku (Adámková et al., 2006).  

L-Phe je výchozí látkou pro tvorbu fenylpropanoidů. Fenylpropanoidy obsahují v základní 

struktuře kyselinu skořicovou (např. kyseliny kumarová a ferulová) a jsou základem fenolických 

sloučenin jako jsou lignin, lignany, suberin, kutin, flavonoidy, stilbeny a také benzoové kyseliny. 

Biosyntéza všech těchto látek začíná právě transformací L-Phe na tCA pomocí PAL (Adámková 

et al., 2006).  

Při biosyntéze BA může následně tCA reagovat třemi možnými způsoby: ß-oxidací (i), 

neoxidativní cestou závislou na koenzymu A (CoA) (ii) a neoxidativní cestou nezávislou na CoA (iii). 

Další možností je konverze tCA na kyselinu para-kumarovou (kyselinu para-hydroxyskořicovou), 

která poté ß-oxidací reaguje podobně jako tCA s tím rozdílem, že z kyseliny para-kumarové vzniká 

pHBA, zatímco z tCA vzniká BA a následně SA (Wildermuth, 2006). 

(i) ß-oxidace L-Phe v rostlinách probíhá v peroxisomech. Jedná se o reakci analogickou 

ß-oxidaci mastných kyselin (Qualley et al., 2012). Zkoumána byla především v okvětních 

lístcích rostliny petúnie (Petunia hybrida cv Mitchell) pomocí radioizotopů a stabilních 

izotopů značeného [2H5] Phe. Petúnie je pro studium biosyntetických drah benzoových 

kyselin ideálním modelovým organismem, neboť produkuje velké množství volatilních 

benzenoidních látek (Boatright et al., 2004). V petúnii byl popsán následující mechanismus 

ß-oxidace. V prvním kroku dojde k aktivaci tCA enzymem cinnamoyl-CoA ligáza (PhCNL) 

za vzniku thioesteru tCA-CoA (Klempien et al., 2012). Následují tři kroky, které končí 

formací BA-CoA. Třetí uhlík na postranním řetězci tCA je hydroxylován za vzniku 

3-hydroxy-3-fenylpropionyl-CoA, který je poté oxidován na 3-oxo-3-fenylpropionyl-CoA. 

Oba kroky jsou katalyzovány bifunkčním enzymem cinnamoyl-CoA hydratasa-

dehydrodenasou (PhCHD) (Qualley et al., 2012). V poslední fázi 3-ketoacyl-CoA thioláza 

(PhKAT1) katalyzuje vznik benzoyl-CoA (Van Moerkercke et al., 2009). V peroxisomech je 

BA-CoA hydrolyzován, a následně je BA volnou difúzí nebo pomocí transportéru uvolněna 

do cytosolu buňky (Widhalm & Dudareva, 2015). Obdobná cesta ß-oxidace s homologními 

enzymy byla identifikována také v Arabidopsis. Zároveň bylo zjištěno, že také další 

skořicové kyseliny podléhají ß-oxidaci stejným mechanismem a za vzniku příslušné 

benzoové kyseliny (Bussell et al., 2014). V tabulce 1 jsou vypsány jednotlivé skořicové 

kyseliny a jejich produkty ß-oxidace. Na obrázku 6 jsou pak reakce schematicky zobrazeny 

se vzorci jednotlivých kyselin.  
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Tab. 1 Výchozí látky ß-oxidace skořicových kyselin a jejich deriváty - benzoové kyseliny, podle 

Widhalm & Dudareva, 2015 

  Výchozí látka ß-oxidace (skořicová kys.)  Derivát skořicové kyseliny (benzoová kys.) 

1 kyselina skořicová → kyselina benzoová 

2 kyselina ortho-kumarová → kyselina salicylová 

3 kyselina para-kumarová → kyselina para-hydroxybenzoová 

4 kyselina kávová → kyselina protokatechová 

5 kyselina ferulová → kyselina vanilová 

6 kyselina sinapová → kyselina syringová 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(ii) Alternativní neoxidativní cesta závislá na CoA začíná aktivací tCA enzymem 

4-kumarát CoA-ligasa (4CL). Působením hydratasy je třetí uhlík postranního řetězce 

hydroxylován. 3-hydoxy-3-fenylpropionyl-CoA je poté podléhá reverzní aldolové 

reakci za vzniku acetyl-CoA a benzaldehydu (Widhalm & Dudareva, 2015).  

(iii) Benzaldehyd je meziproduktem také neoxidativní cesty nezávislé na CoA. V prvním 

kroku dochází k hydroxylaci třetího uhlíku postranního řetězce tCA. 

3-hydoxy-3-fenylpropanová kyselina je následně štěpena reverzní aldolovou reakcí 

na kyselinu octovou a benzaldehyd (Widhalm & Dudareva, 2015). 

Benzaldehyd vznikající cestami (ii) a (iii) může být transformován na BA enzymem 

Arabidopsis aldehyd oxidáza 4 (AAO4), tato reakce byla zaznamenána u klíčících semen 

Arabidopsis. AAO4 spadá do rodiny enzymů aldehyd oxidáz (Ibdah et al., 2009). BA může být 

hydroxylována do ortho pozice BA 2-hydroxylasou (BA2H), enzymem s monooxygenázovou 

aktivitou, za vzniku SA (León et al., 1995). Ke vzniku SA dochází zejména při stresových 

Obr. 6 Schéma ß-oxidace skořicových kyselin za vzniku benzoových kyselin 

podle Tabulky 1 
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podmínkách. Pokud na rostlinu žádné stresové faktory nepůsobí, pravděpodobně dojde spíše 

ke konjugaci BA např. s glukosinolátem za vzniku benzoylglukosinolátu (Ibdah et al., 2009).  

Na modelové rostlině Petunia hybrida bylo inkorporačním experimentem s deuteriem 

značeným Phe zjištěno, že BA je častěji syntetizována bez využití CoA přes meziprodukt 

benzaldehyd. V petúnii je biosyntéza BA touto cestou dvakrát intenzivnější než přes β-oxidaci a 

benzoyl-CoA (Boatright et al., 2004). 

2.2. Modifikace benzoových kyselin 

Biosyntézy kyselin salicylové, gallové, para-aminobenzoové, protokatechové, anthranilové, 

2,3-dihydroxybenzoové probíhají v plastidech, z kterých jsou následně transportovány 

do cytosolu. Většina transportérů těchto kyselin není známá, v Arabidopsis byl identifikován 

transportér pro SA v membráně plastidu EDS5. Kyselina benzoová vzniká neoxidativními cestami 

v cytosolu a ß-oxidací v peroxisomu (Widhalm & Dudareva, 2015). Benzoové kyseliny mohou být 

v cytoplasmě modifikovány. Modifikace regulují množství aktivního hormonu SA v cytoplasmě, 

upravují vlastnosti benzoových kyselin jako je těkavost, stabilita nebo biologická aktivita. 

Biologická aktivita SA a ostatních benzoových kyselin je modifikacemi obvykle utlumena, 

proto mají tyto deriváty zpravidla funkci uskladňovací (Dempsey & Klessig, 2017). Opačně tomu je 

u modifikace koenzymem A, která typicky vede ke zvýšení reaktivity cílové molekuly. Konkrétní 

význam modifikací však není objasněn, např. není známo, proč v rostlinách dochází k sulfonaci. 

Mezi nejčastější modifikace benzoových kyselin patří modifikace glykosylací, methylací, konjugací 

s aminokyselinami, hydroxylací, sulfatací nebo aktivací CoA. Výše zmiňovaným modifikacím 

podléhá nejen samotná BA, ale také řada jejich derivátů zahrnující SA, kyselinu anthranilovou 

nebo 3-hydroxybenzoovou (Wildermuth, 2006).  

2.2.1. Glykosylace 

Účel glykosylace benzoových kyselin v rostlinách není dosud plně definován. Pravděpodobně 

slouží k zvýšení rozpustnosti benzoových kyselin, aby mohly být následně transportovány 

k uskladnění do vakuol. Dále glykosylace omezuje volnou difúzi benzoových kyselin 

přes membrány, zpřístupňuje molekuly transportérům, které rozpoznávají glykosylované 

molekuly, nebo je glykosylací snižována toxicita BA a SA (Bowles & Lim, 2010). Glykosylovaná SA, 

spolu s nemodifikovanou SA, byla detekována zejména při abiotickém a biotickém stresu rostliny, 

kdy se celkové množství SA v rostlině zvyšuje až 10-krát (Wildermuth et al., 2006). Benzoové 

kyseliny mohou být glykosylovány do různých poloh. UDP-glukosyltransferázou může být BA 

modifikována připojením glukózy na karboxylový kyslík za vzniku glukosylesteru kyseliny benzoové 

javascript:void(0);
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(BAE). Tento metabolit byl identifikován např. v tabáku (Lee & Raskin, 1999). Stejně tak může být 

SA glykosylována UDP-glukosyltransferázou za vzniku glukosylesteru kyseliny salicylové (SGE) 

(Obr. 7). Může také dojít ke konjugaci glukózy na hydroxy skupinu SA za vzniku glukosidu SA (SAG) 

(Obr. 7). I tuto reakci katalyzuje UDP-glukosyltransferáza (UGT) (Dean & Delaney, 2008). 

V rostlinách se nachází velké množství enzymů patřících do skupiny UGT, např. Arabidopsis má 

UGT celkem 107 (Wildermuth, 2006). V Arabidopsis katalyzují vznik SAG hned dva UGT enzymy 

kódované geny UGT74F1 a UGT74F2, kde enzym kódovaný genem UGT74F2 katalyzuje také 

esterifikaci SA na SGE. Oba enzymy se uplatňují také při konjugaci glukózy s dalšími deriváty 

benzoových kyselin jako jsou kyselina anthranilová nebo methylsalicylát (MeSA) (Dean & Delaney, 

2008). 

Při syntéze SA indukované reakcí rostliny na patogen je potřeba nadbytek SA uschovat a 

inaktivovat, protože volná SA má fytotoxický účinek. V tomto případě je SA glykosylována a 

transportována ve formě SAG z cytoplazmy do vakuol (Dean et al., 2005). Glykosylace propůjčuje 

SA hydrofilitu, stabilitu, bioaktivitu a určuje rozmístění SA v rostlinné buňce na základě transportu 

SAG do vakuol (Bowles at al., 2005). V případě potřeby může být SAG hydrolyzována za uvolnění 

aktivní molekuly SA a glukózy (Dean et al., 2005). Přesný mechanismus hydrolýzy SAG v rostlinách 

není dosud znám (Dempsey et al., 2011). Jak bylo zjištěno u Arabidopsis, SAG je pro dlouhodobější 

uskladnění převážně transportován do vakuol, zatímco SGE zůstává volně v cytoplasmě. V případě 

potřeby SA je SGE rychlejším zdrojem než SAG, jelikož hydrolýza SA z konjugátu probíhá 

v cytoplazmě (Vaca et al., 2017).  

 

 

 

 

 

 

 

Další glykosylovanou benzoovou kyselinou v rostlinách je kyselina gallová, která může být 

konjugovaná s glukózou za vzniku ß-glukogallinu. ß-glukogallin je glukosylester kyseliny gallové. 

K této reakci dochází za účasti UGT v prvním kroku biosyntézy gallotaninů a ellagitaninů 

(Niemetz & Gross, 2005).  

Obr. 7 Glukosid SA (SAG), glukosylester SA (SGE), metyl salicylát (MeSA), 

metylsalicylát glukosid (MeSAG); převzato z Vincente & Plasencia, 2011 
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2.2.2. Methylace 

Methylaci benzoových kyselin u Arabidopsis zprostředkovávají BA/SA karboxyl 

methyltransferázy 1, které patří do rodiny enzymů SABATH. Methylovou skupinu transferují 

z koenzymu S-adenosyl-L-methionu na karboxyl BA nebo SA za vzniku methylesterů, 

tj. methylbenzoátu (MeBA) a methylsalicylátu (MeSA) (Obr. 7). Methylován může být také SAG 

za vzniku methylsalicylát glukosidu (MeSAG). Methylestery jsou oproti samotným benzoovým 

kyselinám těkavé. Rostliny využívají těkavých vlastností methylesterů (např. MeBA, MeSA), 

produkují je zejména v květech, které díky methylesterům specificky voní a lákají opylovače 

(Wildermuth, 2006). Nicméně také v listech dochází k syntéze MeSA, a to za účelem spuštění 

obranné reakce při napadení rostliny. Obranná reakce spočívá v lákání predátorů, kteří zbaví 

rostlinu parazitů či býložravců. Tato kooperace rostliny, parazita či býložravce a predátora se 

nazývá tritrofická interakce (Dempsey & Klessig, 2012). Rostlina může např. reagovat na napadení 

housenkami, konkrétně na její slinné sekrety, které se při okusování listů dostávají do rostlinné 

tkáně a jsou signálem pro obrannou reakci. Dojde k syntéze MeSA, který se díky své volatilitě 

dostává do ovzduší a láká potenciální predátory housenky (Taiz & Zeiger, 2010) 

MeSA přispívá ke spouštění systémové získané odolnosti (SAR, Systemic Acquired 

Resistance) při napadení rostliny mikrobiálními patogeny (Park et al., 2007). MeSA také 

pravděpodobně reguluje, jestli se při odpovědi na stresový podnět uplatní SA nebo kyselina 

jasmonová (JA) (Robert-Seilaniantz et al., 2011), jelikož JA a SA se uplatňují při rozdílných typech 

stresů a vůči sobě působí antagonisticky (Dempsey & Klessig, 2017).  

Dále MeSA umožňuje mezirostlinnou komunikaci vzduchem. Mechanismus byl prokázán 

exogenní aplikací MeSA značeného radioaktivním izotopem uhlíku [14C] na rostlinu tabáku. MeSA 

se vzdušnou cestou dostal do rostliny, ve které hydrolyzoval na [14C]SA (Shulaev et al., 1997). 

Pomocí MeSA tak mohou rostliny napadené patogenem transportovat SA do nenapadených 

rostlin a vyvolat v nich SAR ještě před napadením patogenem (Park et al., 2007). Hydrolýza MeSA 

na SA je v rostlinách umožněna enzymy s esterasovou aktivitou SABP2 (SA Binding Protein 2) 

(Kumar, 2014). Mechanismus transportu MeSA mezi rostlinami je znázorněn na obrázku 13 

v kapitole 2.4.2. 

2.2.3. Sulfatace 

Sulfatované aromatické kyseliny byly objeveny v řase Dasycladus vermicularis (Obr. 8) z čeledi 

Dasycladaceae a u čeledi mořských tav Zosteraceae, konkrétně u druhu Zostera marina (Obr. 9) 

(Kurth et al., 2015).  U savců je známá sulfatace neurotransmiterů a hormonů (thyroidní hormony, 

estrogeny). Sulfatací se tyto molekuly aktivují nebo deaktivují, dále dochází ke snížení toxicity 
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nebo zvýšení rozpustnosti a hydrofility hydrofobních molekul (Gidda et al., 2003). U Arabidopsis 

existují sulfatované deriváty fytohormonů (JA, MeJA, brassinosteroidy) a dalších sekundárních 

metabolitů (např. flavonoidy, glukosinoláty) (Baek et al., 2010). Za sulfataci jsou zodpovědné 

sulfotransferázy (SOT), které transferují sulfátové skupiny z donoru, což je nejčastěji 

3′-fosfoadenosin-5′-fosfosulfát, na hydoxy nebo amino skupiny molekul (Paul et al., 2012). 

Sulfatované benzoové kyseliny v rostlinách nejsou dobře prozkoumané. U Arabidopsis bylo 

zjištěno, že dochází k sulfataci hydroxy skupiny SA, konkrétně enzymem SOT12, za vzniku kyseliny 

2-(sulfooxy)benzoové. SOT12 sulfatuje v rostlinách také brassinosteroidy. Enzym je 

pravděpodobně exprimován při salinním stresu nebo při biosyntéze kyseliny abscisové při klíčení. 

Při sulfataci SA v rostlině Arabidopsis dochází k biosyntéze volné SA a zvyšování hladiny 

koncentrace SA za účelem zvýšení rezistence rostliny (Baek et al., 2010).  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Sulfatované benzoové kyseliny jsou spíše rozšířené u mořských organismů z říše řas. 

V mořské trávě Zostera marina byla objevena kyselina 4-(sulfooxy)trans-skořicová (Obr. 10), 

která se též triviálně nazývá kyselina zosterová. V řase Dasycladus vermicularis byla objevena 

4-(sulfooxy)benzoová (Obr. 10) (Kurth et al., 2015). U této řasy je znám také metabolit 

trihydroxykumarin, jehož sulfonylovaná forma je využita pro skladování (Welling et al., 2011).  

Kyselina zosterová se díky svým vlastnostem v nedávné době stala předmětem vědeckého 

zájmu. Bylo zjištěno že dobře likviduje a inhibuje vrstvu biofilmu, především inhibuje růst bakterií 

(Escherichia coli, Bacillus cereus) a hub (Aspergillus niger, Penicillium citrinum) (Villa et al., 2010). 

Dále bylo zjištěno že účinně odstraňujě biofilmovou vrstvu (drobní korýši, bakterie, řasy apod.) na 

lodích, čehož může být využito při ošetřování povrchu lodí, které jsou kolonizací ponořeného 

Obr. 8 Dasycladus vermicularis, záliv 

Pagasitikos, Řecko; zdroj: 

http://www.projectnoah.org/spottings

/2005286002 

Obr. 9 Zostera marina, Ostrovní 

moře, jihozápadní Finsko; zdroj: 

https://www.nature.com/article

s/nature16548/figures/1 
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Obr. 10 Zleva kyseliny 

4-(sulfooxy)benzoová 

a zosterová 

povrchu lodi poškozovány. Kyselina zosterová je tedy vhodná pro inhibici množení a růstu 

mikroorganismů a dalších drobných organismů. Avšak bylo zjištěno, že účinnější antimikrobiální a 

„protibiofilmovou“ aktivitu má funkční hydroxy derivát kyseliny zosterové - kyselina kumarová 

(Kurth et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

2.2.4. Konjugace s aminokyselinami  

Konjugace benzoových kyselin s aminokyselinami u rostlin není příliš prozkoumaná. U některých 

rostlinných druhů (např. hroznové víno, fazole, Arabidopsis) byl detekován saliyloyl-L-aspartát 

(Obr. 11), jehož přesný účinek není definován. Protein umožňující konjugaci Asp a SA je GH3.5 

(Zhang et al., 2007).  Byla objevena také aktivita PBS3 proteinu, který konjuguje aminokyseliny 

na benzoové kyseliny substituované na 4. uhlíku, např. pHBA, pABA (Okrent et al., 2009).  

 

 

 

 

 

Více toho víme o konjugaci aminokyselin s fytohormony JA a IAA, kdy mají oba konjugáty 

odlišné funkce. Konjugát isoleucin s JA hormon aktivuje (Suza et al., 2010). Naopak konjugace IAA 

s více druhy aminokyselin tento auxin inaktivuje (Woodward & Bartel., 2005).  

2.2.5. Hydroxylace 

SA může být hydroxylovaná na třetím nebo pátém uhlíku. U Arabidopsis k reakcím dochází 

zejména při infekci patogenem. Rostlina na infekci reaguje tvorbou kyseliny 

2,3-dihydroxybenzoové (2,3-DHBA), v menším množství se tvoří též kyselina 

Obr. 11 Salicyloyl-L-aspartát 
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2,5-dihydroxybenzoová (gentisová). Transformace SA na 2,3-DHBA je katalyzována enzymem SA 

3-hydroxylasou (S3H), tato reakce je pro rostlinu důležitá pro udržování normální hladiny 

koncentrace SA v cytosolu, což bylo zjištěno při experimentu s s3h mutantními rostlinami, 

ve kterých byla koncentrace SA v cytosolu nepřiměřeně vysoká (Zhang et al., 1013).   

2.3. Výskyt benzoových kyselin a jejich derivátů  

V rostlinách je z benzoových kyselin nejrozšířenější a klíčovou molekulou SA, fytohormon 

uplatňující se při abiotickém a biotickém stresu. Nachází se v nesčetném množství rostlinných 

druhů. Např. deriváty MeSA a MeBA byly detekovány v květech u více než 30 čeledí (Wildermuth, 

2006). Zajímavým příkladem jsou kyseliny gallová a gentisová, které se spolu nachází v rostlině 

citlivka stydlivá (Mimosa pudica). Koncentrují se buňkách pulvinisu v oblasti řapíku listu a ovlivňují 

turgor, který při změně podnícené např. dotykem, větrem nebo deštěm spouští seismonastické 

pohyby listů citlivky (Macholán, 2003). Kyselina gallová se v rostlinách též často vyskytuje v 

polymerní formě hydrolyzovatelných taninů (Ossipov et al., 2003). Hydrolyzovatelné taniny jsou 

obsaženy v čaji, víně, kávě a řadě dalších přírodních produktů a způsobují trpknou chuť (Velíšek & 

Hajšlová, 2009, I). Další deriváty BA, které se v konkrétních rostlinných druzích vyskytují ve značné 

koncentraci, jsou zaznamenány v tabulce 2. 

Tab. 2 Příklady rostlinných druhů obsahující vybrané deriváty benzoových kyselin (zdroj: Dr. 

Duke's Phytochemical and Ethnobotanical Databases) 

Kyselina Rostlinný druh, popř. orgán 

benzoová  
sturač (Styrax sp.) - pryskyřice benzoe; pivoňka čínská (Paeonia lactiflora) – kořen; 

brusinka velkoplodá (Vaccinium macrocarpon); jabloň domácí (Malus domestica) 

para-hydroxy- 

benzoová 

jalovec obecný (Juniperus communis); vanilka pravá (Vanilla planifolia) – plod; tis 

červený (Taxus baccata); koriandr setý (Coriandrum sativum) 

salicylová 
lékořice lysá (Glycyrrhiza glabra) - oddenek a kořen; pšenice setá (Triticum aestivum) - 

obilná zrna; zlatobýl obrovský (Solidago gigantea); tis červený (Taxus baccata) - list 

gentisová 
heřmánek pravý (Matricaria chamomilla); pelyněk estragon (Artemisia dracunculus); 

křen selský (Armoracia rusticana) – kořen; šalvěj (Salvia sp.) - semínka 

skořicová 
skořice cejlonská (Cinnamomum verum) – kůra; ambroň západní (Liquidambar 

styraciflua) - pryskyřice, exudát; vavřín vznešený (Laurus nobilis); aloe vera 

kumarová 
pomerančovník čínský (Citrus sinensis) – plody; levandule lékařská (Lavandula 

angustifolia); jabloň domácí (Malus domestica) 

sinapová 
slunečnice roční (Helianthus annuus) – semínka; bazalka posvátná (Ocimum 

tenuiflorum); ořešák vlašský (Juglans regia) - ořechová skořápka 
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Benzoové kyseliny jsou využívány též bakteriemi pro biosyntézu sideroforů, látek vážících 

železo. Např. SA a 2,3-DHBA jsou prekurzory pro výrobu sideroforu phyochelinu v bakterii 

Pseudomonas aeruginosa nebo enterobactinu v druhu Escherichia coli (Serino et al., 1995; 

Gehring et al., 1997). 

Lidský organismus a organismy živočišné říše nedokáží syntetizovat aromatický kruh, 

tudíž nesyntetizují ani benzoové kyseliny (Macholán, 2003). Benzoové kyseliny a další fenolické 

látky přijímané v potravě se v organismu transformují na kyselinu hippurovou (konjugát BA 

s glycinem), která je vylučována močí (http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDB00714).  

 

 

Obr. 12 Kyselina hippurová 

 

2.3.1. Oves setý  

Oves setý (Avena sativa) byl vybrán jako modelová rostlina a zástupce jednoděložných rostlin 

pro experimentální část, kdy na ovsu byla zkoumána biosyntézy a metabolismu benzoových a 

skořicových kyselin. Oves setý je jednoděložná (Monocotyledonae), jednoletá rostlina z čeledi 

lipnicovitých (Poaceae) a ze skupiny tráv Gramineae. Oves má 60 až 150 cm vysoká stébla, ploché 

čepele listů, květenství lata s typem květů dvoukvěté klásky, které jsou sevřeny v plevách 

s  pluchou. Roste hojně v polohách mírného pásma. Oves patří mezi obilniny a zároveň pícniny. 

Ovesné vločky jsou získávány drcením obilek ovsa. V minulosti se z ovsa také vyráběl alkohol, pivo 

(např. v Belgii) nebo se z ovsa dokonce mlela mouka (Tříska, 1979). V současnosti je každý rok 

sklizeno průměrně 23 mil. tun ovsa ročně. Největší výnosy sklizně ovsa byly zaznamenány 

v severní Evropě (Boczkowska et al., 2016). Z výživového hlediska oves obsahuje především škrob, 

cukry, dextriny, mnoho vlákniny (0,8-2,6%) a lipidů (2-12 %), kterých je až trojnásobné množství 

oproti jiným obilninám (např. pšenici), a bílkovin s mnoha esenciálními anikokyselinami, zeOves je 

nejbohatší z obilnin na beta-glukany, které jsou součástí vlákniny, ve struktuře obsahují lineární 

nerozvětvené řetězce polysacharidů, a mají vlastnost dobře absorbovat tekutiny (Gajdošová & 

Šturdík, 2004; ASP et al., 1999, Tříska, 1979). Vláknina má proto dobrý vliv na trávení a působí 

preventivně proti střevním onemocněním (Vojtaššáková et al., 1999). Při konzumaci ovesných 

výrobků je snižován obsah cholesterolu v krvi. Oves je také vhodná potravina pro diabetiky, pro 

osoby trpící problémy s trávením, s žaludkem, se zapály žáhy nebo pro  některé pacienty 
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s chudokrevností (Åman & Graham, 1986; Davidson, 1999). Z hlediska obsahu fenolických kyselin 

byly v ovsu detekovány např. kyseliny vanilová, 2,4-dihydroxybenzoová, para-kumarová, ferulová, 

skořicová, syringová, ortho-kumarová nebo syringaldehyd. Vyskytují se jak volně, tak konjugované 

s dalšími látkami (Multari et al., 2018). Fenolické kyseliny mají stejně jako ostatní fenolické látky 

silnou antioxidační aktivitu, a tím pádem mohou v lidském organismu působit protektivně proti 

oxidaci DNA, proteinů nebo membránových lipidů v buňkách (Yu et al., 2002).  

2.4. Zástupci benzoových kyselin 

Benzoové kyseliny patří do skupiny sekundárních metabolitů - fenolických látek. Jsou to látky 

obsahující karboxylovou skupinu navázanou na šestiuhlíkatý aromatický kruh. Mohou být 

substituovány hydroxy-, amino-, methoxy- nebo metylovými funkčními skupinami. Mezi benzoové 

kyseliny patří BA, SA, 2,3-DHBA, pHBA, pABA, kyselina gentisová nebo gallová (Obr. 12). Benzoové 

kyseliny mohou být modifikovány za vzniku jejich derivátů, např. glukosidů, glukosinolátů, 

glukosylesterů, methylesterů nebo konjugátů s aminokyselinami. Metabolity biosynteticky 

odvozené od benzoových kyselin, které již ve struktuře přímo neobsahují skelet kyseliny 

benzoové, zahrnují např. vitamín B9 (kyselina listová), ubichinon, fenylpropanoidy (kyselina 

škořicová, ortho-kumarová, kávová, chlorogenová), aromatické aminokyseliny (Tyr, Phe, Trp), 

meta-tropolin, gallotaniny, ellagitaniny a mnoho dalších látek (Widhalm & Dudareva, 2015).  

 

Obr. 13 Zástupci benzoových kyselin 

 

2.4.1. Kyselina benzoová  

BA, sumárním vzorcem C6H5COOH, je bezbarvá krystalická látka rozpustná ve vodě. 

Monoizotopická molekulární hmotnost BA je 122.0368 Da. Je nejjednodušší aromatickou 

karboxylovou kyselinou. Soli BA se využívají pro konzervaci potravin, jelikož BA má dobré 

fungicidní vlastnosti. V lidském organismu BA reaguje s glycinem za vzniku kyseliny hippurové 

nacházející se v moči, která má podobně jako BA baktericidní efekt 

(http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDB00714; Del Olmo et al., 2017). V přírodě se BA vyskytuje 

volně nebo také ve formě esterů s glukosou. Většina benzoových kyselin v rostlinách existuje 

        SA                 2,3-DHBA        pHBA                  pABA                kys. gallová         kys. gentisová 

 

 

 

  

váalicylová  
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převážně ve formě esterů, např. estery kyseliny gallové v hydrolyzovatelných taninech (Ossipov 

et al., 2003).  Redukční produktem BA je benzaldehyd (C6H5CHO). Má charakteristický zápach 

po hořkých mandlích. Je bezbarvý až nažloutlý, rozpustný ve vodě. Využíván je hlavně v průmyslu 

při výrobě anilinových barev, parfémů, kosmetiky a farmaceutických přípravků. Snadno 

prostupuje kůží, plícemi a distribuuje se v organismu, nicméně se v něm nekumuluje, je 

metabolizován na BA a vyloučen močí (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). Dalšími deriváty BA 

mohou být benzyl alkohol, amidy, chloridy, anhydridy nebo parabeny (Del Olmo et al., 2017). 

2.4.2. Kyselina salicylová  

SA, strukturně kyselina 2-hydroxybenzoová, je fenolická látka a hydroxy derivát BA. Je 

syntetizovaná rostlinami, kde plní funkci fytohormonu. SA ovlivňuje celou řadu fyziologických 

procesů zahrnující růst, vývoj, kvetení, fotosyntézu, transpiraci, produkci ethylenu, senescenci, 

rezistenci rostliny vůči patogenům a odpověď na abiotické stresové faktory, jako jsou chlad, 

sucho, působení ozonu nebo UV záření (Vlot et al., 2009). Jakožto základní signální molekula se SA 

vyskytuje ve většině známých rostlin, avšak v různých koncentracích závislých na rostlinném 

druhu, zkoumaném orgánu i environmentálních podmínkách. Mechanismy, kterými rostlina 

reguluje aktivitu volné SA, jsou esterifikace a glykosylace, popř. některé další modifikace. Kromě 

SAG, SGE, MeSA a MeSAG jsou zajímavými, dosud nezmíněnými, přírodními deriváty SA salicin, 

salicortin a saligenin (salicyl alkohol) (Obr. 14). Spolu s SA se nachází zejména ve vrbě (Salix sp.) a 

topolu (Populus sp.) (Dempsey & Klessig, 2017; Dr. Duke's Phytochemical and Ethnobotanical 

Databases). Salicin a salicortin jsou deriváty glukózy. Saligenin je často součástí salicinu.  

 

 

 

 

 

V současnosti se v medicíně nejčastěji používá derivát SA, kyselina acetylsalicylová 

(aspirin) (Obr. 15), která působí jako antipyretikum (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). 

Významné medicinské účinky má ale i samotná SA, používá se k léčbě kožních nemocí a bradavic. 

SA se využívá také v kosmetice v přípravcích na vlasy a pokožku (https://www.drugbank.ca). 

Léčivé účinky SA na lidský organismus jsou zkoumány již stovky let, zatímco její efekt na fyziologii 

rostlin byl objeven relativně nedávno.  

 

Obr. 14 Zleva salicin, salicortin a saligenin 
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Obr. 15 Kyselina acetylsalicylová 

 

 

 

 

SA v rostlině indukuje systémovou získanou odolnost (SAR) indukovanou mikrobiálními 

patogeny. Nejprve dochází k lokální obraně proti patogenu, v místě napadení se syntetizuje a 

akumuluje SA. SA je posléze methylovaná a ve formě MeSA se šíří floémem i do vzdálených lisů a 

částí rostliny, kde zatím nedošlo k napadení, a zde spouští obranné reakce ještě před případným 

napadením dané části rostliny. Díky své těkavosti se MeSA vzduchem šíří i do sousedních rostlin, 

kde spouští obranné reakce. Výsledkem je zvýšení koncentrace SA a systémové odolnosti 

i v sousedních rostlinách.  Tento mechanismus SAR byl popsán v tabáku, jak lze vidět na 

obrázku 13 (Park et al., 2007). Při SAR se dále exprimují PR geny (Pathogen Related) za syntézy PR 

proteinů přispívajích k rezistenci rostlin proti patogenu (Taiz & Zeigler, 2010). Dochází také 

k biosyntéze JA, která má většinou oproti SA antagonistické účinky. SA obvykle zodpovídá 

zaobranu vůči biotrofním patogenům, zatímco JA reguluje obranu vůči nekrotrofním patogenům a 

hmyzu (Dempsey et al., 2017). Jedním z regulátorů, který rozhoduje, jaký hormon bude 

při konkrétním stresu napadením patogeny využit, je pravděpodobně MeSA. Přesný mechanismus 

tohoto děje však není jasný (Robert-Seilaniantz et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 16 Mechanismus zvyšování rezistence rostlin při napadení 

patogeny, syntéza PRP, SA a MeSA a mezirostlinná komunikace přes 

MeSA; převzato z Taiz & Zeigler, 2010 
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2.4.3. Kyselina para-hydroxybenzoová 

Dalším isomerem hydroxy derivátů BA je kyselina para-hydroxybenzoová (pHBA).  Jejím hlavním 

zdrojem v rostlinách je reakce zkracování postranního řetězce kyseliny para-kumarové. Známé a 

průmyslově využívané deriváty pHBA jsou alkylestery neboli parabeny. Parabeny mají 

antimikrobiální vlatnosti a používají se jako aditiva s konzervačními účinky. S délkou jejich 

alkylového řetězce roste antimikrobiální účinnost a klesá rozpustnost parabenu ve vodě (Velíšek & 

Hajšlová, 2009 II.). pHBA je zapojena do biosyntézy ubichinonu, kterému poskytuje své benzenové 

jádro (Block et al., 2014; Tohge et al., 2014). Ubichinon neboli koenzym Q10 je kofaktorem 

v dýchacím řetězci. pHBA slouží jako prekurzor také pro biosyntézu šikoninu, u kterého byla 

zjištěna protinádorová aktivita a schopnost inhibovat HIV virus (Gaisser & Heide, 1996; Chen 

et al., 2011). 

2.4.4. Kyselina gentisová 

Kyselina gentisová je dihydroxy derivát BA (2,5-DHBA). V lidském organismu vzniká degradací 

aspirinu a SA v ledvinách. Má protizánětlivé, antirevmatické a antioxidační vlastnosti 

(http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDB0000152). V rostlinách vzniká 2,5-DHBA hysroxylací SA 

(Dean & Delaney, 2008). 2,5-DHBA lze též syntetizovat uměle karboxylací hydrochinonu (Hudnall, 

2000 Hydroquinone. Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry). 2,5-DHBA je využívána 

v hmotnostní spektrometrii při ionizaci pomocí MALDI (Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionisation = matricí asistovaná laserová desorpce/ionizace), kde slouží jako matrice 

pro vzorek. Kromě tohoto derivátu BA se používají jako matrice i deriváty skořicových kyselin, 

např. kyselina sinapová (Manz et al., 2015).  

2.4.5. Kyselina skořicová  

Kyselina skořicová (C6H5CH=CHCOOH) je bílá krystalická látka mírně rozpustná ve vodě. 

Její monoizotopická molekulová hmotnost je 148.0524 Da. Existuje ve formě trans a cis isomerů, 

v přírodě je běžný trans isomer. tCA patří do skupiny fenylpropanoidů. tCA je spolu se svým 

derivátem trans-cinnamaldehydem přítomna hlavně ve skořicovníku (Cinnamomum sp.). 

Obě látky jsou složkou esenciálního oleje získávaného z kůry skořicovníku. Trans-cinnamaldehyd je 

viskózní kapalina žluté barvy a je nositelem specifické skořicové vůně. Dále se tCA vyskytuje 

např. v brusinkách (Velíšek & Hajšlová, 2009, I.). V přírodních produktech se tCA velmi často 

vyskytuje ve formě esterů s glukosou.  
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2.4.6. Kyseliny kumarové 

Kyseliny para-kumarová, ortho-kumarová a meta-kumarová jsou isomery a hydroxy deriváty tCA. 

V přírodě je nejrozšířenější kyselina para-kumarová, běžně se vyskytující v rostlinách a 

jejich plodech. Kyselina ortho-kumarová tvoří základ struktury kumarinů, kterých v přírodě 

existuje přes 1000 druhů (Velíšek & Hajšlová, 2009, II.).  

2.5. Metabolomika  

Metabolomika je jedním z „-omics“ přístupů studia organismů. Zkoumá celkový metabolom, 

soubor všech metabolitů účastnících se metabolických drah na úrovni buněk, tkání nebo 

organismů. Metabolity jsou chrakterizovány nízkou molekulární hmotností, která je většinou 

menší než 1 kDa. Látky s velkou molekulovou hmotností, což jsou zejména proteiny, už jsou 

předmětem studia proteomiky nebo dalších „-omics“ technologií. Stanovení metabolitů má 

informační hodnotu vypovídající o expresi genomu a o stimulech z vnějšího prostředí působící 

na buňky. Metabolomika tedy odráží aktuální stav buňky (Musilová & Glatz, 2011). Celkový 

metabolom dosud nebyl definován u žádného z organismů, oproti tomu např. v genomice byl 

kompletně identifikován genom již mnoha organismů (Viant et al., 2017).  

Metabolity nacházející se v intracelulárním prostředí zkoumá endometabolomika, jejich 

rychlou analýzou bez potřeby identifikace metabolitů je „fingerprinting“ (otisk prstu). Metabolity 

v extracelulárním prostředí se zabývá exometabolomika, a jejich kompletní analýzou 

bez identifikace metabolitů je „footprinting“ (otisk nohy). Identifikaci a kvantifikaci metabolitů, 

popř. jejich zapojení do společné metabolické dráhy, zahrnuje metoda „Metabolite profiling“ 

(profilování metabolitů) (Musilová & Glatz, 2011). Mezi identifikační metody využívané 

v metabolomice patří 1H- nebo 13C-nukleární magnetická rezonance, plynová chromatografie 

s hmotnostní spektrometrií (GC-MS, Gass Chromatography-Mass Spectrometry), vysokoúčinná 

kapalinová chromatografie s MS (HPLC-MS, High Performance Liqiud Chromatography-MS), 

kapilární elektroforéza s MS, MS s přímou infuzí vzorku do iontového zdroje, Ramanova 

spektrometrie nebo infračervená spektrometrie s Fourierovou transformací. Metody analýzy 

metabolomu můžeme podle přístupů rozdělit na cílenou a necílenou analýzu (Roberts et al., 

2013).   

2.5.1. Cílená a necílená analýza  

Cílenou analýzou rozumíme kvalitativní a kvantitativní analýzu chemicky a strukturně 

charakterizovaného metabolitu (Roberts et al., 2013).  Vybranou skupinu metabolitů je třeba 

ze vzorku co nejlépe separovat. Mnoho metabolických informací o vzorku je tak z analýzy 
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vyřazeno. Necílená analýza je naopak analýza celého metabolomu v komplexním vzorku. Necílená 

analýza tak může sloužit jako metoda objektivního výzkumu. (Internetový článek: Targeting 

the untergeted, https://theanalyticalscientist.com/issues/0614/targeting-the-untargeted/).  

Při necílené analýze metabolomu je navržen experiment, připraven vzorek, z kterého jsou 

metabolity vhodnou metodou extrahovány, a následně je vzorek podle svého charakteru 

separován. Metabolity jsou většinou semipolárního charakteru, proto je vhodná HPLC na reverzní 

fázi. Měření separovaných analytů probíhá nejčastěji v hmotnostním spektrometru. Získávány 

jsou hrubá data, která je potřeba zpracovat a vyhodnotit. MS/MS spektra a data z chromatogramu 

mohou být zpracována pomocí programových nástrojů, existují např. MetAlign, MZmine nebo 

XCMS, které umožňují rozpoznání signálů, jejich separaci od pozadí a kvantifikaci (Commisso et al., 

2013). Často je nutné využít chemometrické techniky zahrnující vícerozměrnou analýzu 

pro redukci velkého objemu získaných dat na menší podskupiny (Roberts at al., 2013). Změřený 

signál, tzv. feature, muže být porovnán se spektry a daty z databází jako jsou MassBank, Metlin 

nebo MS2T (Commisso et al., 2013). Tyto databáze obsahují experimentálně změřená data 

nebo počítačově generované in silico knihovny spekter (Roberts at al., 2013). Cílem je 

feature/metabolit identifikovat nebo anotovat. Vlivem velké diverzity metabolomu se může 

jednat o látku neznámou, kterou lze identifikovat pouze po její izolaci v dostatečném množství. 

Pro identifikaci metabolitů byly zavedeny čtyři úrovně (The Metabolomics Society 

http://metabolomicssociety.org; Summer et al., 2007): 

1) Identifikace (Identification)  

2) Předběžná identifikace (anotace) látky (Putatively annotated compounds) - pro látky 

nejsou standardy pro srovnání, anotace je založená na fyzikálně-chemických 

vlastnostech, a na podobnosti spekter s podobnými látkami z databází; 

3) Předběžná charakterizace strukturních skupin (Putatively characterized compound 

classes) - založeno na charakteristických fyzikálně-chemických vlastnostech nebo 

na spektrální podobnosti se známými látkami z databází;  

4) Neznámé látky (Unknown compounds) – známý může být sumární vzorec. 

Pro identifikaci metabolitu ve vzorku je potřeba porovnání s autentickým standardem, 

kdy standard a analyzovaný metabolit se musí ve dvou nezávislých/orthognálních veličinách, 

získaných za stejných experimentálních podmínek. Nezávislými veličinami míněny 

např. hmotnostní spektra a retenční čas nebo NMR spektra a retenční čas. Dodatečná data 

jako jsou selektivní extrakce rozpouštědlem, spektrum fotodiodového pole, přesná hmota, 

infračervené spektrum nebo isotopické značení poskytují důkaz k identifikaci metabolitu a často 

jsou také nutná pro určení stereo konfigurací sloučenin (Summer at al., 2007).  
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2.5.2. Princip LC-MS 

Běžně využívanou separační technikou pro necílenou i cílenou analýzu je kapalinová 

chromatografie (LC). Analyzovaný vzorek je nutné převést do roztoku s kapalnou mobilní fází, 

která je pumpována skrz pevnou stacionární fázi v koloně. Jedna fáze je obvykle hydrofobní 

a druhá hydrofilní. Díky rozdílné polaritě analytů ve směsi dochází k různě silným interakcím 

analytů se stacionární fází. Analyty jsou stacionární fází v koloně zadržovány a z kolony jsou 

eluovány ve specifickém retenčním čase. Komponenty směsi a jejich intenzity jsou detekovány 

na detektoru v čase a zaznamenány v chomatogramu (Manz et al., 2015). Pro lepší účinnost je 

dnes využívána HPLC nebo ultra-vysokoúčinná kapalinová chromatografie (UHPLC). 

Existují dva módy LC, normální a na reverzní fázi. U normální chromatografie jsou kolony 

plněny hydrofilními, polárními materiály (např. křemičité částice) a mobilní fáze je nepolární 

(např. hexan). LC na reverzní fázi (RP-LC) má naopak kolony plněné hydrofobními materiály a 

mobilní fáze je polární (např. směs vody, acetonitrilu a methanolu). RP kolony bývají plněny 

částicemi s navázanými uhlovodíkovými řetězci o různé délce (např. C18 - oktadecyl silan; C8 – 

oktyl silan), velikost částic je obvykle 3,5-5 µm. RP-LC je při metabolomické analýze často 

využívanou technikou pro separaci, jelikož se metabolity díky své polární a netěkavé povaze dobře 

rozpouští v polární mobilní fázi a v koloně jsou poté zadržovány podle interakcí s hydrofobní 

stacionární fází (Manz et al., 2015). Kromě kolony je součástí LC pístové nebo membránové 

čerpadlo, směšovací zařízení pro mobilní fáze a dávkovací zařízení pro vzorek (Klouda, 2003). 

Schéma HPLC je zobrazeno na obrázku 17. 

 

 

 

 

 

 

 

               

               Obr. 17 Schéma HPLC, podle Manz et al., 2015 a Klouda, 2003 

 

Separace analytů na LC kolonách je založena na různých mechanismech. Kromě RP kolon a 

kolon plněných polárními fázemi byly zavedeny také kolony s kationtově výměnnou fází (SCX, 
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Strong Cation Exchange), kolony založené na hydrofilní interakci (HILIC, Hydrophilic Interaction 

Liquid Chromatography) nebo kolony s elektrostaticky odpuzovanými hydrofilními interakcemi 

(ERLIC, Electrostatic Repulsion-Hydrofilic Interaction Chromatography) (Choi, 2012). Výběr kolony 

ovlivňuje účinnost separace, která roste s větší délkou kolony (25-50 cm) a s menším průměrem 

kolony (1-2 mm) (Klouda, 2003). Detektory v LC využívají metod UV-spektroskopie, měření indexu 

lomu, fluorescence, elektrochemické metody a především MS (Manz et al., 2015). Při LC-MS 

rozlišujeme off-line separaci, kdy je možné provést zvlášť separaci a zvlášť detekci, a on-line 

separaci, která je přímo spojená s MS analýzou (Dvořáková et al., 2014). 

Princip hmotnostní spektrometrie je založen na interakci nabitých částic s elektrickým 

nebo magnetickým polem ve vakuu. Základní části hmotnostního spektrometru jsou iontový zdroj, 

hmotnostního analyzátor a detektor. Prvním krokem je ionizace látek v iontovém zdroji 

hmotnostního spektrometru za vzniku molekulárních nebo aduktových iontů, popřípadě u málo 

stabilních látek fragmentů. Při analýze metabolomu se analyty nejčastěji ionizují elektrosprejem 

(ESI) (Friedecký & Lemr, 2012). Princip ESI je uveden na obrázku 18.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ESI řadíme mezi měkké ionizační techniky, protože při ionizaci většiny látek nedochází 

k jejich fragmentaci. ESI má proti ostatním ionizačním technikám téměř univerzální využití. 

Pracuje za atmosférického tlaku, je vhodná pro ionizaci látek středně polárních až iontů a ionizuje 

velké i malé molekuly (Friedecký & Lemr, 2012). K ionizaci analytu dochází aplikací vysokého 

napětí (1-5 kV) mezi kapilárou a protielektrodou. Průtok mobilní fáze kapilárou je 

obvykle 1 - 200 µl/min. V kapalině se vlivem vysokého napětí tvoří náboje. Ve výstupu kapiláry 

se kapalina formuje do tvaru Taylorova kužele (Obr. 18). Z vrcholu kužele se uvolňují aerosol s 

Obr. 18 Mechanismus elektrospereje: vznik nábojů v kapiláře 

vlivem vysokého napětí, odpařování kapek a zmenšování jejich 

povrchu vlivem odpařování rozpouštědla, uvolňování plynného 

nabitého vzorku, převzato z Dvořáčková et al., 2014 
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náboji, kdy se kapky postupně rozpadají na menší kapičky. Vlivem odpařování rozpouštědla 

se povrch kapek zmenšuje, hustota náboje a elektrického pole na povrchu se zvyšuje. Elektrosprej 

se tvoří při překročení povrchové hustoty náboje dané Rayleighovým limitem, kdy se nabité 

kapičky se rozpadají na molekulární ionty v plynné fázi (Hoffman & Stroobant, 2007).  

Pro nepolární látky je vhodnější elektronová ionizace (EI), což je tvrdá ionizační technika 

vedoucí k hojné fragmentaci molekul. Kombinuje se s GC-MS. Další technikou ionizace je chemická 

ionizace (CI), což je měkká ionizační technika a pracuje stejně jako EI ve vakuu. Při CI je ionizován 

reakční plyn, např. methan, amoniak, který poté reaguje s analytem za vzniku molekulárních 

iontů. Byla vyvinuta také CI pracující za atmosférického tlaku (APCI), kdy je primárně ionizován 

reakční plyn výbojovou jehlou (Hoffman & Stroobant, 2007). Mezi měkké ionizační techniky patří 

i MALDI, využívá se hlavně pro analýzu peptidů a proteinů. Při MALDI dochází k absorpci energie 

laseru matricí s analytem, desorpci matrice s analytem a ionizaci matrice, která předává náboj 

analytu (Friedecký & Lemr, 2012). Další ionizační techniky jsou např. bombardování rychlými 

atomy (FAB) nebo fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) (Manz et al., 2015). 

Hmotnostní analyzátory jsou založeny na různých fyzikálních principech, všechny však 

pracují za vysokého vakua. Podstatou je separace iontů podle jejich hodnoty m/z 

(hmotnost/náboj) (Dvořáková et al., 2014). V analyzátorech doby letu (TOF, Time Of Flight) 

dochází k separaci iontů při průletu dráhy mezi zdrojem a detektorem. Ionty mají každý jinou 

dobu letu, podle které je vypočtena hodnota m/z. Rozlišení TOF analyzátorů může být vylepšeno 

zařazením reflektronu (iontového zrcadla), které otáčí směr letu iontů o 180° a prodlužuje 

tak dráhu letu, která se projeví lepším rozlišením s užšími píky v chromatogramu. Analyzátory 

lineární nebo sférická iontová past, elektrostatická iontová past (orbitrap) nebo iontová 

cyklotronová rezonance s Fourierovou transformací (FT-ICR) pracují na principu zachycování iontů 

v cele, kde jsou separovány podle rezonanční frekvence. Kvadrupól separuje a vysílá ionty o určité 

m/z k detektoru. Ionty se pohybují po stabilní trajektorii podélně uprostřed mezi čtyřmi tyčemi, 

na které je vloženo stejnosměrné nebo střídavé napětí a polarita dvou protějších tyčí se střídá 

s danou frekvencí. Ionty se vlivem střídání napětí pohybují po trajektorii k detektoru a ionty 

s nestabilní trajektorií na detektor nedoletí (Friedecký & Lemr, 2012; Dvořáková et al., 2014; 

Holčapek et al., 2012). Detektor může být např. elektronový násobič, který je bud ve formě sady 

dynod nebo kontinuálního dynodového elektronového násobiče (channeltron). V FT-ICR nebo 

orbitrapu jsou ionty detekovány v analyzátoru při dopadu na elektrody, kdy je indukován proud, 

jehož velikost je převedena flourierovou transformací na intenzitu (Friedecký & Lemr, 2012).  

Pro identifikaci molekulárních iontů v metabolomické analýze jsou potřebná fragmentační 

MS/MS (také MS2) spektra generovaná při tandemové MS. V tandemovém uspořádání se 
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kombinují alespoň dva hmotnostní analyzátory, kde na první analyzátor navazuje disociační 

proces způsobující fragmentaci (Hoffman & Stroobant, 2007). Uspořádání v tandemové MS jsou 

např. dva kvadrupóly (QqQ) nebo kvadrupól a průletový analyzátor (QqTOF) (Dvořáčková et al., 

2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

                Obr. 19 Schéma tandemové hmotnostní spektrometre, převzato z Dvořáčková et al., 2014 

 

Na obrázku 19 je zobrazeno schéma principu tandemového hmotnostního spektrometru, 

který může představovat např. QqTOF. V prvním hmotnostním analyzátoru je selektován jeden 

molekulární ion. Za prvním hmotnostním analyzátorem je zařazen další analyzátor, který je kolizní 

celou, kde dochází ke kolizí indukované disociaci prekurzorových iontů (Manz et al., 2015). 

Selektovaným prekurzorovým iontům je dodána kolizní energie (10-60 eV), což způsobí srážky 

urychlených iontů s kolizním plynem, nejčastěji argonem, a vznik produktových iontů, které jsou 

analyzovány druhým analyzátorem. Podle fragmentačních spekter pak můžeme molekulu 

identifikovat. Fragmentační spektrum molekuly se může lišit podle použité kolizní energie 

(Dvořáčková et al., 2014; Hoffman & Stroobant, 2007; Manz et al., 2015).  

Produkce fragmentačních spekter je spojena s nastavením získávání dat. Sběr dat může 

být nastaven na DDA (Data Dependent Acquisition) nebo DIA (Data Independent Acquisition) 

mód. Při DDA dochází k detekci molekulárních iontů v prvním analyzátoru, poté jsou vybrané 

nejintenzivnější prekurzorové ionty fragmentovány. V dalším hmotnostním analyzátoru jsou 

detekovány produktové ionty vybraných prekurzorových iontů. Při DIA metodě jsou detekovány 

všechny ionty vstupujícího do hmotnostního spektrometru (Liebler, 2004). 
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3. Experimentální část 

3.1. Rostlinný materiál 

Oves setý (Avena sativa) - semínka (nemořená), od Seva-SEED (Olomouc, Czech republic) 

3.2. Chemikálie  

Jako prekurzory byly použity kyseliny benzoová (BA), trans-skořicová (tCA) (obě Sigma-Aldrich, 

St. Louis, USA), [2,3,4,5,6-2H5] BA, [ring-13C6] tCA (obě Cambridge Isotope Laboratories, Inc., 

Tewksbury, USA) a zosterová (získaná darem od prof. dr. Rona Wevera z Van 't Hoff Institute 

for Molecular Sciences, Universiteit van Amsterdam). Pro přípravu mobilních fází byly použity 

kyselina mravenčí (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), ≥99,9% acetonitril pro LC-MS (LiChrosolv, 

Merck, Darmstadt, Germany) a ≥99,9% methanol (LiChrosolv, Merck, Darmstadt, Germany). 

Semenáčky byly homogenizovány kapalným dusíkem (Linde, Munich, Germany). Jako lockspray 

sloužil leucin-enkefalin o koncentraci 5 ng/µl (Waters, Milford,  USA).  

3.3. Příprava extraktů ovsa setého na UHPLC-MS 

3.3.1. Pěstování a ošetření rostlin prekurzory 

Semínka ovsa setého (Avena sativa) byla pěstována na Petriho miskách, na které byla umístěna 

buničina tak, aby pokrývala celý povrch misky. Na buničinu bylo rozmístěno cca 7 semínek a 

přidáno 10 ml kohoutkové vody. Misky přiklopené víčkem byly umístěny na denní světlo, teplota 

byla nastavena na 23 °C. Po 48 h byla semínka ošetřena prekurzory. Nejprve byla semínka 

přenesena na nové Petriho misky s buničinou a k semínkům bylo přidáno 5 ml 600 µM roztoku 

vybraného prekurzoru v destilované vodě. Použité prekurzory byly BA, tCA, deuterii značená 

[2,3,4,5,6-2H5] BA nebo na jádře značená [ring-13C6] tCA. Do jedné Petriho misky bylo 

napipetováno 5 ml destilované vody (kontrola). Misky byly přiklopeny víčky, oblepeny parafilmem, 

aby bylo zamezeno ztrátám vlhkosti, a umístěny na denní světlo. Teplota byla nastavena na 23 °C. 

Doba působení prekurzorů byla 72 h. Na obrázku 20 jsou vyfoceny pětidenní rostliny ovsa před 

sklizením. Po 72 h byly do mikrozkumavek sklizeny rostlinné orgány (cca 100 mg), zvlášť kořeny a 

zvlášť nadzemní části – děložní lístky (cotyledon). V tabulce 3 jsou zaznamenány navážky vzorků 

(Analytické váhy Pioneer PA214C, Ohaus, Parsippany, USA). Navážený rostlinný materiál byl před 

další manipulací uskladněn v - 80 °C. 
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           Obr. 20 Pětidenní rostliny ovsa setého po 72 h inkubaci s prekurzorovými látkami  

 

Tab. 3 Navážky sklizeného rostlinného materiálu ovsa setého z pěti vzorků na Petriho miskách, 

po 72 h působení prekurzorových látek  

Prekurzor BA [2,3,4,5,6-2H5] BA tCA [ring-13C6] tCA Kontrola 

Sklizený materiál - 

kořeny [mg] 
92.4 91.0 96.9 63.9 79.1 

Sklizený materiál – 

děložní lístky [mg]  
133.5 114.4 135.5 111.5 112.9 

 

3.3.2. Extrakce  

Schéma extrakce je zobrazeno na obrázku 21. Do mikrozkumavek obsahující rostlinný materiál byl 

přidán 1 ml extrakčního činidla (80% methanol a 0,1% kyselina mravenčí). Vzorky byly 10 min 

homogenizovány na kulovém oscilačním mlýnu Verder MM 400 (Retsch, Haan, Germany) 

s kovovými kuličkami při frekvenci 27 Hz, a následně 10 min sonifikovány na ultrazvukové lázni 

(VWR International, Radnor, USA). Extrakty byly centrifugovány na centrifuze 5424 (Eppendorf, 

Hamburg, Germany) při 20238 g po dobu 10 min. Supernatanty byly odpařeny na dusíkové 

odparce TurboVap LV (Caliper LifeScience, Hopkinton, USA)) a odparky byly následně rozpuštěny 

v 20% methanolu s 0,1% kyselinou mravenčí tak, aby koncentrace extraktu byla 100 mg/ml. 200 µl 

extraktu bylo zfiltrováno na membránovém 0,2 µm mikrofiltru Micro Spin Filter (Ciro 

Manufacturing Corp., Deerfield Beach, USA) z recyklované celulózy pomocí centrifugy 5424 

(Eppendorf) při 4136 g po dobu 5 min. Filtráty byly přeneseny do vialek pro UHPLC-MS/MS 

analýzu. 
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3.4. UHPLC-MS/MS 

Extrakty byly separovány na reverzní fázi na koloně Acquity UPLC BEH C18 1,7 µm (Waters, 

Milford, USA), rozměry kolony byly 150 x 2,1 mm. Systém UHPLC byl složen PDA detektoru 

(Acquity Ultra Performance), Sample manageru (FTN Acquity UPLC) a pump (Quaternary Solvent 

manager Acquity UPLC Class H) (vše Waters). Teplota kolony byla nastavena na 30 °C. Teplota 

vzorků v Sample Manageru byla nastavena na 4 °C. Nástřikový objem vzorku byl 5 µl. Použity byly 

mobilní fáze ≥99,9% acetonitril (A) a 5 mM kyselina mravenčí v deionizované vodě (B). 

Deionizovaná voda byla připravena v přístroji Simplicity 185 (Millipore Corp., Billerica, USA). 

Gradient složení mobilních fází je zaznamenán v tabulce 4. 

Tab. 4 Gradient složení mobilních fází A (acetonitril) a B (5 mM kyselina mravenčí) 
 

 

 

 

 

 

 

 

Čas (min) Průtok (ml/min) Obsah A (%) Obsah B (%) 

0 0.25 5 95 

0.1 0.25 5 95 

1 0.25 10 90 

12 0.25 35 65 

17 0.25 70 30 

17.5 0.25 100 0 

19 0.25 100 0 

19.5 0.25 5 95 

22 0.25 5 95 

Obr. 21 Schéma přípravy extraktů ovsa setého (Avena sativa) pro analýzu UHPLC-ESI-MS/MS  
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Detekce separovaných analytů probíhala na hmotnostním spektrometru Synapt G2-Si (Waters). 

Jako iontový zdroj sloužil ESI a analyzátory byly kvadrupól a TOF v tandemovém uspořádání 

(QqTOF). Měření vzorků proběhlo v pozitivním i negativním módu. Jako zmlžující plyn a plyn 

na vstupní štěrbině byl použit dusík. Jako lockspray byl použit leucin-enkefalin (5 ng/µl). Další 

parametry nastavení hmotnostního spektrometru jsou vypsány v tabulce 5. Sběr dat probíhal 

v DDA (Data Dependent Acquisition) režimu, kolizní energie při MS2 byla 20 eV. Data byla 

zaznamenávána ve formátu centroid. Celková doba analýzy jednoho vzorku byla 22 min.  

         Tab. 5 Nastavení parametrů hmotnostního spektrometru při detekci  

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5. Vyhodnocení dat  

Automatická metabolomická analýza surových dat byla provedena pomocí programu vyvinutého 

v Laboratoři Růstových Regulátorů (UP, Olomouc). Pro účely necíleného vyhledávání metabolitů 

s pozměněným izotopovým profilem byly srovnány plochy features v rostlinách ošetřených 

izotopově značenými a neznačenými prekurzory. Srovnání spočívalo ve výběru features, 

které vykazují minimálně 300 násobný rozdíl a maximální plochu >5000. Vybraná data byla 

dále manuálně vyhodnocena v programu MassLynx, ver. 4.0 (Micromass, Manchester, UK). 

 

 

 

 

 

Parametr Nastavení 

Rozsah měřených hmotností  50-1500 Da 

Kapilární napětí 2 kV 

Teplota iontového zdroje 120 °C 

Cone voltage 15 V 

Desolvatační teplota 500 °C 

Průtok cone gas 30 l/h 

Průtok desolvatačního plynu 600 l/h 
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4. Výsledky 

Předmětem této bakalářské práce bylo studium biosyntézy a metabolismu benzoových kyselin 

v rostlinách pomocí izotopově značených prekurzorů. Jako prekurzory byly vybrány látky, 

u kterých se předpokládá, že jsou zapojeny v biosyntéze benzoových/skořicových kyselin.  

4.1. Detekce benzoových a skořicových kyselin v ovsu setém  

V kontrolních rostlinách ovsa setého byla cíleně zjišťována přítomnost vybraných benzoových a 

skořicových kyselin. Analýza byla provedena v negativním ionizačním módu, v chromatogramech 

byly vyhledávány následující kyseliny a jejich deriváty: BA (m/z 121), SA (m/z 137), dihydroxy-BA 

(m/z 153) a kyseliny vanilová (m/z 167) a gallová (m/z 179). V dalším kroku byly stejným 

způsobem analyzovány skořicové kyseliny v ovsu: CA (m/z 147), kyseliny kumarová (m/z 163), 

kávová (m/z 179), ferulová (m/z 193) a sinapová (m/z 223). U všech detekovaných m/z 

benzoových a skořicových kyselin šlo pouze o fragmenty molekulárních iontů. Benzoové a 

skořicové kyseliny se v ovsu volně nevyskytovaly. Kyseliny byly ve formě konjugátů s jinými 

látkami. Celkem bylo v kořenech a děložních lístcích ovsa setého detekováno 5 metabolitů 

odvozených od BA a tCA, které jsou shrnuty v tabulce 6.  

Tab. 6 Kyseliny benzoové, skořicové a jejich deriváty detekované v negativním ionizačním módu 

v kořeni a děložních lístcích kontrolních rostlin ovsa setého (Avena sativa). 

benzoová/skořicová kyselina 

(nebo jejich derivát)  
m/z RT (min) část rostliny  

benzoyl malát  237 9.06 kořen 

hexosylester kyseliny benzoové  283 6.68 kořen 

hexosid/hexosylester kyseliny vanilové 329 3.73 děložní lístky, kořen 

kyselina hydroxy,sufooxy-benzoová 217 4.3 děložní lístky 

kyselina zosterováA 243 6.03 děložní lístky, kořen 

A též 4-(sulfooxy)-trans-skořicová, identifikace kyseliny je v kapitole 1.2.2. 

  

4.2. Studium inkorporace  

4.2.1. Detekce metabolitů s pozměněným izotopovým profilem  

Pro detekci metabolitů s pozměněným izotopovým profilem byly aplikovány dvě strategie. První 

využívala cílené posouzení izotopových profilů u benzoových/skořicových kyselin detekovaných 
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v kontrolních rostlinách ovsa. Druhá strategie využívala srovnání ploch všech features 

detekovaných v rostlinách ošetřených značeným vs. neznačeným prekurzorem.  

a) Cílená analýza  

Byly vyhledávány deriváty benzoových a skořicových kyselin, které byly detekovány v kontrolních 

rostlinách (Tab. 6), a u těchto metabolitů bylo dále pomocí diferenční analýzy zjišťováno, zda 

metabolity obsahují inkorporovaný prekurzor. Nejprve byly v chromatogramech s neznačenými 

metabolity byly vyhledávány m/z metabolitů benzoových/skořicových kyselin a následně byly 

v chromatogramech s přidanou [2,3,4,5,6-2H5] BA vyhledávány odpovídající m/z + x, kde x Є 〈1; 5〉. 

U rostlin ošetřených [ring-13C6] tCA byly hledány metabolity skořicových kyselin m/z + 6. V ovsu 

bylo cílenou analýzou detekováno 5 metabolitů s inkorporovanými prekurzory, a to pouze 

v kořenech ovsa. Byly hledány také další m/z běžných derivátů benzoových/skořicových kyselin 

jako v předešlé kapitole, které však nebyly detekovány v kontrolní rostlině. To vedlo k detekci 

dvou nových metabolitů, a to derivátu kyseliny benzoové (m/z 371, ES-) a hexosidu/hexosylesteru 

kyseliny ferulové (m/z 355, ES-), u kterých také došlo k inkorporaci prekurzorů. Metabolity jsou 

zaznamenané v tabulce 7. Všechny metabolity byly detekovány také při necílené analýze a jsou 

zmíněny v následující kapitole v tabulkách 9 a 10.  

 Tab. 7 Metabolity, u kterých byla detekovaná inkorporace kyseliny benzoové (600 µM) nebo 

kyseliny trans-skořicové (600 µM) v kořeni ovsa setého (Avena sativa) pomocí cílené analýzy. 

Detekovány byly v negativním módu (ES-). Hodnoty m/z odpovídají molekulárnímu iontu [M-H]-. 

 

b) Necílená analýza  

Celkový počet detekovaných features v obou ionizačních módech byl 55 546 v kořenech i 

nadzemní části. Metabolity, u kterých pravděpodobně došlo k inkorporaci celé nebo části 

prekurzorové molekuly byly vybrány na základě rozdílů v plochách features detekovaných 

m/z RT (min) Prekurzor Anotace 

371 6.93 BA derivát kyseliny benzoové (C16H20O10)  

237 9.4 BA benzoyl malát  

283 6.72 tCA hexosylester kyseliny benzoové 

329 3.64 tCA hexosid/hexosylester kyseliny vanilové 

355 6.44 tCA hexosid/hexosylester kyseliny ferulové  
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v rostlinách ošetřených značeným a neznačeným prekurzorem. Protože signifikantně rozdílných 

features byly řádově stovky, byla stanovena další podmínka včetně minimálně 300-násobného 

rozdílu v plochách a minimální plocha > 5000. Tento seznam kandidátů obsahoval < 100 položek a 

byl dále manuálně vyhodnocen. Především bylo potřeba potvrdit, že skutečně dochází 

k inkorporaci vyhodnocením izotopových profilů metabolitů v rostlinách ošetřených značeným a 

neznačeným prekurzorem. Přibližně 5 % kandidátů bylo vyřazeno, protože nebyla potvrzena 

inkorporace. Dalším krokem byla redukce dimensionality v datech seskupením všech features 

pocházejících z jednoho metabolitu. Tím došlo k redukci počtu kandidátů na přibližně 60 %. 

Tabulka 1 obsahuje seznam metabolitů, u kterých došlo k inkorporaci prekurzorů, detekovaných 

v pozitivním ionizačním módu v kořeni ovsa setého. Všechny metabolity detekované v ES+ jsou 

vypsány v tabulce 8. S vyjímkou m/z 606.1639 byly tyto metabolity detekované v obou ionizačních 

módech. Metabolity detekované v ES- jsou vypsány v tabulkách 9 a 10 (metabolity 

s inkorporovanou BA v Tab. 9; metabolity s inkorporovanou tCA v Tab. 10).  

Tab. 8 Metabolity, u kterých byla detekována inkorporace kyseliny benzoové (600 µM) nebo 

kyseliny trans-skořicové (600 µM) v kořeni ovsa setého, ionizace analytů v pozitivním módu (ES+). 

Hodnoty m/z odpovídají molekulárnímu iontu [M+H]+ pokud není uvedeno jinak. 

A odchylka naměřené hmoty m/z od teoretické hmoty sumárního vzorce m/z  
B Sumární vzorec neutrálním molekuly metabolitu (v nenabitém stavu)  
C[M-H2O]- (molekulární ion po odštěpení vody), prekurzorový iont m/z 447 nebyl v ES+ detekován 
D předběžná charakterizace strukturní skupiny metabolitu 
E [M-Hex+H]+ (molekulární ion po odštěpení hexosy), prekurzorový ion m/z 709 nebyl v ES+ detekován 
F předběžná identifikace metabolitu; detekován jako fragment po ztrátě hexosy   

 

m/z  
Δ 

ppmA 
VzorecB  

RT 
(min)  

Anotace Prekurzor 
Fragmenty  

v MS1 
Fragmenty  

v MS2 

429.1393C 

[M-H2O]- 
-0.9 C19H24O10 5.9 

derivát kyseliny 
benzoovéD 

BA 267 105, 267,193 

429.1392C 

[M-H2O]- 
-0.5 C19H24O11 5.98 

derivát kyseliny 
benzoovéD 

BA 267 105, 267,193 

547.1448E 
[M-Hex+H]+ 

-0.7 C26H28O13 5.7 
hexosylrhamnosyl-

scopoletinF 
tCA 193 - 

308.1971 -1 C16H25N3O3 5.16 
derivát kyseliny 

skořicovéD  
tCA 147 204, 147 

606.1639 -1 C28H31NO12S 9.91 derivát scopoletinuD tCA 113 
193, 131, 

275, 414, 378 
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Tab. 9 Metabolity, u kterých byla detekována inkorporace kyseliny benzoové (600 µM) v kořeni 

ovsa setého, ionizace analytů v negativním módu (ES-). Hodnoty m/z odpovídají molekulárnímu 

iontu [M+H]-. 

A odchylka naměřené hmoty m/z od teoretické hmoty sumárního vzorce m/z  
B Sumární vzorec neutrálním molekuly metabolitu (v nenabitém stavu)  
C benzoylmalát byl detekován také v nadzemní části ovsa (v děložních lístcích) 
D předběžná identifikace metabolitu  
E předběžná charakterizace strukturní skupiny metabolitu 
F m/z 589.1764 obsahuje hexosu a fragment 305, které jsou obě navázané na BA;  
G fragment m/z 249 by podle databáze Yeast Genome mohla být 4,6-pyruvylated galaktose 

m/z Δ ppmA VzorecB  
RT 

(min)  
Anotace 

MS1: Fragmenty; 
adukty; dimery 

Fragmenty v 
MS2 

237.0408C 3.8 C11H10O6 9.08 benzoyl malátD 121 121 

283.0819 0.4 C13H16O7 6.72 
hexosylester kyseliny 

benzoovéE 

121;  
329 [M+HCOOH-H]-;  

319 [M+Cl]- 
121, 175, 214 

427.1242 0.5 C19H24O11 9.62 
derivát kyseliny 

benzoovéE 
305;  

855 [M+M-H]-  
121,125, 305, 

409 

589.1764F -0.8 C25H34O16 8.34 
derivát hexosylesteru 

kyseliny benzoovéE 

305, 427;  
635 [M+HCOOH-H]-;  

625 [M+Cl]-;  
1179 [M+M-H]- 

427, 305, 121, 
161 

371.0981G 0.8 C16H20O10 6.5 
derivát kyseliny 

benzoovéE 
746 [M+M-H]- 249, 121 

413.1453 1.2 C19H26O11 9.38 
derivát kyseliny 

benzoovéE 
827 [M+M-H]- 269, 161 

575.1978 0.3 C25H36O15 8.07 
derivát kyseliny 

benzoovéE 

413 [M-Hex-H]-, 
 621 [M+HCOOH-H]-,  
611, 1151 [M+M-H]- 

- 

445.1353 1.6 C19H26O12 6.9 
derivát kyseliny 

benzoovéE 

121, 179, 283, 351; 
491 [M+HCOOH-H]-; 

481 [M+Cl]- 

121, 161, 175, 
323 

445.135 0.9 C19H26O13 6.76 
derivát kyseliny 

benzoovéE 

121, 179, 283, 351; 
491 [M+HCOOH-H]-; 

481 [M+Cl]- 
121 

445.1346 0 C19H26O12 5.62 
derivát kyseliny 

benzoovéE 
323, 145, 545;  

491 [M+HCOOH-H]- 
121, 125, 161, 

400 
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Tab. 10 Metabolity, u kterých byla detekována inkorporace kyseliny trans-skořicové (600 µM) 

v kořeni ovsa setého, ionizace analytů v negativním módu (ES-). Hodnoty m/z odpovídají 

molekulárnímu iontu [M+H]-. 

A odchylka naměřené hmoty m/z od teoretické hmoty sumárního vzorce m/z  
B Sumární vzorec neutrálním molekuly metabolitu (v nenabitém stavu)  
C předběžná charakterizace strukturní skupiny metabolitu 
D pravděpodobně kyselina ferulová (C10H10O4) konjugovaná s kyselinou chinovou (C7H12O6)  
E předběžná identifikace metabolitu 

 

4.2.2. Anotace a identifikace metabolitů  

Molekulární ionty, které jsou vypsány v tabulkách předešlé kapitole, byly určeny na základě 

chromatogramů a MS1, případně MS2, spekter. Strukturní charakterizace těchto detekovaných 

molekulárních iontů byla založena na srovnání MS2 spekter a sumárních vzorců metabolitů 

s online databázemi (např. Metlin). Kromě srovnání s databázemi byly hodnoceny rozdíly 

mezi produktovými ionty, které odpovídaly typicky neutrálním ztrátám: hexosa (-162), pentosa 

(-142), voda (-18) apod. Dalším nástrojem pro stanovení struktury bylo určování sumárních vzorců 

na základě přesné hmoty a přirozeného izotopového profilu. Kombinace elementárního složení a 

MS2 spekter byla porovnávaná s MS databázemi za účelem předběžné anotace metabolitů. 

m/z Δ ppmA VzorecB  
RT 

(min)  
Anotace 

MS1: 
Fragmenty; 

adukty; dimery 

Fragmenty v 
MS2 

341.0878 1.5 C15H18O9 4.89 
hexosid/hexosylester 

kyseliny kávovéC 
179, 161;  

683 [M+M-H]- 
161, 179, 139, 

203 

503.1408 1.4 C21H28O14 4.5 
derivát 

hexosidu/hexosylesteru 
kyseliny kávovéC 

197;  
1007 [M+M-H]- 

341, 179, 161,  

325.0932 2.8 C15H18O8 5.94 
hexosid/hexosylester 
kyseliny kumarovéC 

145;  
651 [M+M-H]- 

145, 163 

355.1033 1.1 C16H20O9 6.46 
hexosid/hexosylester 

kyseliny ferulovéC 
175, 160;  

711 [M+M-H]- 
175, 160, 217 

367.103D 0.3 C17H20O9 5.85 derivát kyseliny ferulovéC 
193;  

735 [M+M-H]- 

193, 134, 117, 
173, 149, 265, 

325 

707.1814 
- 

C26H26O13 5.76 
hexosylrhamnosyl-

scopoletinE 
191, 399, 176, 

161, 545 
191, 176 

306.1818 0 C16H25N3O3 5.16 derivát kyseliny skořicovéC  147 
119, 173, 217, 

288 
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Vybraná spektra detekovaných molekulárních iontů z tabulek 8 - 10 jsou popsány níže v této 

kapitole. Na fragmentačních spektrech je zaznamenán postup identifikace nebo předběžné 

identifikace (anotace) metabolitů. Jsou zde popsána MS1 spektra, na kterých je znázorněno, 

jak byly rozpoznávány molekulární ionty. V MS1 spektrech jsou ukázány typické adukty nebo 

dimery, které se tvoří v iontovém zdroji. Detekce dimerů nebo aduktů molekulárního iontu je 

často jedinou možností určení molekulárního iontu. V negativním módu (ES-) tvoří molekulární ion 

často adukty s kyselinou mravenčí [M+HCOOH-H]- nebo s chlórem [M+Cl]-. V pozitivním módu 

se vyskytují adukty molekulárního iontu se sodíkem [M+Na]+ a draslíkem [M+K]+, a 

také se z molekulárního iontu odštěpuje molekula vody [M-H2O+H]+; např. derivát kyseliny 

benzoové (MW 446), kde zcela chybí molekulární ion (Obr. 27A). 

Benzoyl malát (m/z 237) 

Z fragmentačních spekter na obrázku 22 je patrné, že molekulární ion m/z 237 (Obr. 22A) 

strukturně odpovídá molekulárnímu iontu m/z 242 (Obr. 22B), jejich izotopový pofil je však 

pozměněný. Metabolit byl předběžně charakterizován jako malát kyseliny benzoové. Malát je 

konjugován na karboxylové skupině BA. Fragment malátu ve spektrech [A] a [B] představuje pík 

115. Píky 121 a 126 rozdílem 5 Da představují neznačenou a deuterii značenou BA, kdy je 5 

deuterií navázáno na uhlících C2 až C6. Rozdíl 5 Da je patrný také u píků 77 [A] a 82 [B], což jsou 

fragmenty BA po odštěpení karboxylové skupiny. Malát je ke karboxylu BA vázán esterovou 

vazbou přes hydroxyl na uhlíku C2 podobně, jako je malát vázán např. v látce sinapoyl-(S)-malát. 

 

Obr. 22 [A] Fragmentační spektrum molekulárního iontu m/z 237 detekovaného 

v kořeni a v nadzemní části ovsa setého po ošetření 600 µM BA. [B] Fragmentační 

spektrum molekulárního iontu m/z 242 detekovaného v kořeni a v nadzemní části ovsa 

po ošetření 600 µM [2,3,4,5,6-2H5] BA. Retenční čas (RT) detekce byl 9.04 min. Kolizní 

energie při fragmentaci byla 20 eV. 
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Hexosylester kyseliny benzoové (m/z 283) 

Na obrázku 23 je zobrazeno MS1 spektrum hexosylesteru kyseliny benzoové. Ve spektru lze vidět 

adukt molekulárního iontu s kyselinou mravenčí [M+HCOOH-H]-  s m/z 329. Adukt s chlorem 

[M+Cl-H]- s m/z 319 byl ve spektru přítomen také, ale s menší relativní intenzitou, proto není 

zobrazen. Na základě přítomnosti aduktů je potvrzeno, že m/z 283 je molekulární ion. Dalším 

důkazem, že se jedná o molekulární ion, je dimer [2M-H]- s m/z 567. Fragment BA odpovídá  

m/z 121, kde u molekulárního iontu došlo k neutrální ztrátě 162 Da, což je ztráta hexosy.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 23 Určení molekulární iontu z MS1 spektra vzorku kořene 

ovsa setého po ošetření 600 µM BA. Molekulární ion je 

m/z 283 [M-H]-, předběžně byl identifikován jako hexosylester 

kyseliny benzoové. Detekce v RT 6.75 min. 
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Na obrázku 24 jsou zaznamenaná fragmentační spektra molekulárních iontů s m/z 283 a 

s m/z 288. Jedná se o jeden metabolit, který však má v rostlině s deuterii značenou BA o 5 Da větší 

hmotnost. V MS2 spektrech lze vidět neutrální ztráty 162 Da odpovídající hexose. Hexosa je zjevně 

navázaná přes karboxyl (hexosylester), což je potvrzeno rozdílem 5 Da mezi značeným a 

neznačeným metabolitem. Fragmenty m/z 121 [A] a m/z 126 [B] odpovídají BA a deuterii značené 

BA. Po odštěpení COOH skupin vznikly fragmenty m/z 77 [A] a m/z 82 [B] odpovídají benzenu. 

Na obrázku 4 je možná struktura metabolitu m/z 283. Podle přesně změřené hmoty 283,0819 Da, 

programem vygenerovaného sumárního vzorce C13H16O7 s odchylkou hmoty 0,4 ppm od (Tab. 1) a 

podle fragmentačního spektra byl metabolit předběžně identifikován jako hexosylester BA. 

Hexosa je s velkou pravděpodobností v rostlinách běžně se vyskytující glukóza. Strukturní vzorec 

glukosylesteru BA je na obrázku 25.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 25 Benzoyl-ß-D-glukosid 

Obr. 24 [A] Fragmentační spektrum molekulárního iontu m/z 283 detekovaného 

v kořeni ovsa po ošetření 600 µM BA. [B] Fragmentační spektrum molekulárního iontu 

m/z 288 detekovaného v kořeni ovsa po ošetření 600 µM [2,3,4,5,6-2H5] BA. Detekce 

v RT 6.68 min. Kolizní energie při fragmentaci byla 20 eV. 
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Derivát hexosylesteru kyseliny benzoové (m/z 589)  

Na obrázku 26 jsou zobrazena fragmentační spektra molekulárních iontů m/z 589 a m/z 594. 

Jedná se o neznámý metabolit, do kterého byla inkorporována BA. Fragment BA 

ve fragmentačních spektrech obou m/z je zastoupen píky 121 na obrázku 26A a píkem 126 

s deuterii značeným jádrem na obrázku 26B. Látka obsahuje také hexosu, jejíž neutrální ztráta 162 

Da je patrna na rozdílu mezi m/z 589 a m/z 427. Po odštěpení hexosy a BA z m/z 589 zůstává 

fragment m/z 305, jehož struktura není známá. Pro fragment m/z 305 byl stanoven sumární 

vzorec molekuly C12H18O7. Přesně změřená hmota iontu m/z 305 je rovna 305,0873 Da.  

 

Obr. 26 [A] Fragmentační spektrum molekulárního iontu m/z 589 detekovaného v kořeni 

ovsa po ošetření 600 µM BA. [B] Fragmentační spektrum molekulárního iontu m/z 594 

detekovaného v kořeni ovsa po ošetření 600 µM [2,3,4,5,6-2H5] BA. Detekce v RT 8.2 min. 

Kolizní energie při fragmentaci byla 20 eV. 
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Derivát kyseliny benzoové (m/z 429)   

U následujícího derivátu BA byl v ES+ detekován pouze fragmentový ion po odštěpení molekuly 

vody [M-H2O+H]+, jehož m/z bylo 429. Molekulární ion by měl být m/z 447, ten však v ES+ 

detekován nebyl. Molekulární ion se však podařilo detekovat v ES- s m/z 445. Na obrázku 27A je 

spektrum MS1, kde byl metabolit detekován. Pík 193 k metabolitu nepatří, je to nejspíš fragment 

z jiné látky. Fragmentační spektrum m/z 429 detekovaného v ES+ je zobrazeno na obrázku 27 [B]. 

Tento metabolit obsahuje BA a dvě molekuly hexosy, pravděpodobně glukosy, které jsou 

nejrozšířenějším cukrem v rostlinách. Rozdíl m/z 267 a m/z 429 je 162 Da, odpovídá neutrální 

ztrátě jedné hexosy, ve fragmentačním spektru na obrázku 27B lze vidět [M-Hex+H]+ u píku 267. 

Proto je také zřejmé, že ztráta vody u m/z 447 nebyla na této hexose. Při odštěpení dalšího 

fragmentu hexosy o 162 Da z m/z 267 vzniká fragment m/z 105, který pozorujeme 

ve fragmentačním spektru na obrázku 27B. Pokud bychom k fragmentu 105 připočetli vodu 

s hmotností 18 Da, získáme 123, což je prekurzorová BA. V molekulárním iontu m/z 447 byla tedy 

voda odštěpena z BA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 27 [A] Určení molekulární iontu z MS1 spektra vzorku kořene ovsa setého 

po ošetření 600 µM tCA. [B] Fragmentační spektrum molekulárního iontu m/z 429 

detekovaného v kořeni ovsa po ošetření 600 µM tCA. Detece v RT 5.9 min. Kolizní 

energie při fragmentaci byla 20 eV. 
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Derivát kyseliny ferulové (m/z 373) 

Derivát kyseliny ferulové byl identifikován pomocí MS2 spekter metabolitů m/z 373 a 367 

(Obr. 28). V struktuře metabolitu je pravděpodobně obsažena kyselina chinová konjugovaná 

s kyselinou ferulovou (Obr. 19). Kyselina chinová je odvozená od 3-dehydrochinátu, který je 

prekurzorem aromatických aminokyselin, fenylpropanoidů a fenolických kyselin (Maeda & 

Dudareva, 2012). Kyselina chinová se vyskytuje zejména v chinovníku a v kávě, kde výrazně 

ovlivňuje kyselou chuť. Zda je vazba kyselin ferulové a chinové přes kyslík nebo přes uhlíky nelze 

u značení na kruhu určit. Na obrázku 28 pozorujeme v obou fragmentačních spektrech 

molekulárních iontů neutrální ztráty 174 Da, což je podle přesné hmoty kyselina chinová. M/z 193 

zastupuje kyselinu ferulovou a m/z 199 kyselinu [ring-13C6] ferulovou. Identifikace kyseliny 

ferulové byla provedena pomocí pseudo MS3 spektra tak, že bylo v retenčním čase metabolitu 

m/z 367 zobrazeno MS1 spektrum, v kterém byl nalezen fragment m/z 193, a jeho fragmentační 

spektrum bylo porovnáno s fragmentačním spektrem kyseliny ferulové z databáze Metlin. 

Kyselina ferulová fragmentuje za vzniku m/z 134, a méně intenzivních m/z 133 a 135. M/z 134 je 

i ve spektru metabolitu m/z 367. 

 

Obr. 18 [A] Fragmentační spektrum molekulárního iontu m/z 373 detekovaného v kořeni 

ovsa po ošetření 600 µM [ring-13C6] tCA. [B] Fragmentační spektrum molekulárního iontu 

m/z 367 detekovaného v kořeni ovsa po ošetření 600 µM tCA a pseudo MS3 spektrum 

fragmentu m/z 193. Detekce v RT 5.8 min. Kolizní energie byla 20 eV. 

 

 

 

 Obr. 2 Kyselina chinová 
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Derivát hexosidu/hexosylesteru kyseliny kávové (m/z 503) 

V MS1 spektru na obrázku 29 nalevo lze vidět postup identifikace molekulárního iontu. 

Molekulární ion byl určen na základě přítomnosti m/z 1007, což je dimer [2M-H]- molekulárního 

iontu m/z 503 [M-H]-. V ovsu ošetřeném izotopicky značenou tCA byl detekován stejný metabolit 

m/z 509 s pozměněným izotopovým profilem, což potvrzuje inkorporaci přidaného prekurzoru. 

Molekulární ion byl identifikován pomocí MS2 spektra, které je zobrazeno vpravo na obrázku 7. 

Rozdíl m/z 503 a m/z 341 je 162, který značí ztrátu hexosy. Stejný rozdíl je mezi m/z 341 a 

m/z 179, proto lze usuzovat, že metabolit obsahuje dvě hexosy. Následně bylo identifikován ion 

m/z 179. Jedná o kyselinu kávovou, jejíž vzorec je zakreslen v spektru MS1 na obrázku 29. Jedná 

fragment molekulárního iontu po ztrátě dvou hexos, lze jej tedy zapsat jako [M-Hex-Hex-H]-. 

 

Obr. 29 MS1 spektrum (nalevo) při určování molekulárního iontu m/z 503 detekovaného 

v kořeni ovsa po ošetření 600 µM tCA, a fragmentační spektrum m/z 503 (napravo). Detekce 

v RT 4.51 min. Kolizní energie při fragmentaci byla 20 eV. 

 

Kyselina zosterová (m/z 243) 

V děložních lístcích ovsa setého byl identifikován sulfatovaný metabolit tCA. Byl objeven 

při analýze obsahu tCA v kontrolní rostlině ovsa, kdy bylo zjištěno, že m/z tCA v RT 5,7 min je 

pouze fragment tCA, a jeho molekulární ion je m/z 243. Metabolit byl podle sumárního vzorce a 

MS2 spektra určen jako sulfooxy-tCA. Srovnáním retenčního času se standardem kyseliny 

4-(sulfooxy)-trans-skořicové (zosterové) bylo potvrzeno, že skupina (HSO3)- je připojená přes kyslík 

vázaný na C4 (Obr. 30). Dále byly porovnány fragmentační spektra standardu a detekovaného 

metabolitu. Spektra jsou zobrazena na obrázku 31. Standard kyseliny zosterové byl poskytnut 

prof. dr. Ronem Weverem z Van 't Hoff Institute for Molecular Sciences, Universiteit 

van Amsterdam, který kyselinu zosterovou nasyntetizoval.  
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Obr. 30 [A] Část chromatogramu standardu kyseliny zosterové o koncentraci 1·10-5 M 

při zobrazení TIC – Total Ion Current (všechny detekované m/z). Pík kyseliny zosterové se nachází 

v RT 5.84 min. [B] Zobrazení vybraného píku kyseliny zosterové (m/z 243) v chromatogramu 

extraktu z děložních lístků ovsa setého v RT 5.73 min. 

 

Jak lze vidět na obrázku 31, spektrum kyseliny zosterové (m/z 243) z extraktu děložních 

lístků ovsa v ES- je stejné jako spektrum standardu kyseliny zosterové (c = 1·10-5 M). 

Při fragmentaci kyseliny zosterové vzniká fragment m/z 163 (kyselina kumarová). Dochází 

k neutrální ztrátě 80 Da, která je typickou pro sulfooxy skupinu (Holčapek et al., 2007). Další 

fragmentací vzniká fragment m/z 119, kde došlo k neutrální ztrátě -44, tj. odštěpení CO2.  

 

Obr. 31 [A] Fragmentační spektrum kyseliny zosterové (m/z 243) detekované v děložních lístcích 

ovsa setého. RT detekce byl 5,7 min. Kolizní energie při fragmentaci byla 20 eV. 

[B] Fragmentační spektrum kyseliny zosterové (m/z 243) detekované v standardu o koncentraci 

1·10-5 M. Detekce v RT 5.89 min. Kolizní energie při fragmentaci byla 20 eV.  
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5. Diskuze  

Doposud bylo provedeno několik fytochemických studií ovsa setého zaměřených na analýzu 

fenolických kyselin. Tyto byly ovšem analyzovány výhradně v zrnech (ovesných vločkách/cereáliích 

a mouce) a ne v semenáčcích jako v této bakalářské práci, čímž lze vysvětlit většinu zjištěných 

rozdílů. Zásadním zjištěním, které nebylo zřejmé z publikovaných prací je to, že většina 

rozpustných kyselin je přítomná v konjugované formě (estery, glykosidy). Důvodem může být 

prakticky výhradní použití cílených metod pro analýzu fenolických kyselin v publikovaných pracích 

(Sosulski et al., 1982; Multari et al., 2018; Emmons at al., 1999; Durkee & Thiviergery, 1977). 

Např. kyselina ferulová, která se podle těchto publikací vyskytuje v ovsu volně běžně a ve značné 

koncentraci, jsem volnou nedetekovala. U kyseliny ferulové jsem detekovala její deriváty 

až po aplikaci prekurzoru tCA, která byla v ovsu hydroxylována a konjugována, a to dokonce se 

dvěma látkami, s hexosou (m/z 355,1033; ES-) a s kyselinou chinovou (m/z 367,103; ES-). 

Překvapivě jsem v klíčícím ovsu detekovala benzoyl malát (m/z 237,0408; ES-) a hexosylester 

kyseliny benzoové (m/z 283,0819; ES-) a především sulfooxy deriváty BA a tCA.  

Sulfatované fenolické kyseliny, tzn. kyseliny zosterová a 4-(sulfooxy)-benzoová, jsou 

známé z mořských organismů jako je mořská tráva Zostera marina nebo zelená řasa Dasyclades 

siphonous. Úloha sulfatovaných metabolitů pravděpodobně spočívá ve skladování inaktivovaného 

metabolitu (Kurth et al., 2015), ale nelze vyloučit ani mnohem specifičtější funkci. Kromě 

přítomnosti kyseliny zosterové mají oves a Zostera marina společné zařazení do jednoděložných 

rostlin. Je tedy možné, že se kyselina zosterová vyskytuje ve více druzích jednoděložných rostlin. 

Před analýzou benzoových/skořicových kyselin ovsa jsem provedla stejný experiment 

s modelovou dvouděložnou rostlinou Arabidopsis thaliana, která však kyseliny zosterovou 

ani sulfooxy-benzoovou neobsahovala. Při studiu inkorporace jsem zjistila, že prekurzory v ovsu 

nebyly inkorporované ani do jedné ze sledovaných sulfatovaných kyselin. Je tedy možné, že se 

kyseliny vyskytují v ovsu jako původní metabolity už v semínku, nebo jejich biosyntéza probíhá 

příliš pomalu, a proto nebyla inkorporace po 72 h detekovatelná. Poslední možností je, 

že prekurzorem jejich biosyntézy jsou jiné látky než tCA nebo BA. 

Při necílené analýze bylo v ovsu celkem detekováno 18 nových metabolitů u nichž došlo 

k inkorporaci molekuly BA nebo tCA. Žádný z těchto metabolitů nebyl podle dostupné literatury 

v ovsu detekován. Tyto metabolity byly obvykle konjugáty prekurzoru s hexosou (glukosou), 

např. hexosylester BA, hexosylrhamonosyl-scopoletin, a hexosid/hexosylester kyseliny kávové. 

Je známo, že glykosylace je hlavním způsobem metabolizace např. při inaktivaci fytohormonu SA 

(Dempsey et al., 2011). Prekurzory byly tedy v ovsu glykosylací pravděpodobně inaktivovány 

a transportovány do vakuol k uskladnění (Vaca et al., 2017). Přirozeným derivátem BA, u kterého 
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došlo k inkorporaci BA je benzoyl malát, který se vyskytoval ve značné koncentraci i v kontrolní 

rostlině neošetřené prekurzory. Mezi zajímavé metabolity, u kterých došlo k inkorporaci tCA, jsou 

derivát scopoletinu (m/z 606,1639; ES+) a hexosylrhamnosyl-scopoletin (též rhamnosylscopolin) 

(m/z 707,1814; ES-). Jde o deriváty kumarinu, což je látka odvozená od kyseliny ortho-kumarové. 

Prekurzorová tCA zde byla pravděpodobně hydroxylována a následně byl propanový postranní 

řetězec izomerován na cis formu, aby mohlo dojít k cyklizaci. V Arabidopsis je scopolin 

syntetizován při osmotickém stresu v kořenech a při nízké teplotě v listech (Döll at al., 2018).  

 

 

 

 

 

 

Zatímco hydroxylace/methoxylace byla běžná u prekurzoru tCA, 

např. hexosid/hexosylester kys. ferulové (m/z 355,1033; ES-), u BA nebyla hydroxylace 

detekovaná u žádného metabolitu. To naznačuje, že hydroxybenzoové kyseliny nejsou 

biosyntetizovány postupnou hydroxylací BA, a tedy analogicky ke vzniku kyselin 

hydroxyskořicových. Současně nebyl detekovaný vznik benzoových kyselin z tCA ani skořicových 

kyselin z BA. Tyto indicie naznačují, že v ovsu nejsou benzoové kyseliny biosyntetizovány 

zkrácením C3 řetězce kyseliny skořicové jako např. v Arabidopsis, ale spíše přes intermediáty 

šikimátové dráhy.  

Téměř všechny metabolity s pozměněným izotopovým profilem byly detekovány v kořeni. 

Při studiu inkorporace byly kořínky ovsa ošetřeny prekurzorovou látkou po dobu 72 h, což nejspíš 

nebyla dostatečně dlouhá doba pro transport prekurzorů nebo metabolitů do děložních lístků 

(nadzemní části). Jediný metabolit detekovaný v děložních lístcích a obsahující prekurzor byl 

benzoyl malát. Je ale také možné, že rostlina cizorodé látky primárně metabolizuje v kořeni, 

a i jejich metabolity v kořeni uskladňuje. Benzoyl malát je však v ovsu přítomen přirozeně, 

a proto mohl být distribuován i do jiných orgánů.  

V tabulce 11 je shrnut přehled některých doposud provedených inkorporačních studií 

zabývajících se biosyntézou benzoových/skořicových kyselin v různých rostlinách. Ve studiích byly 

analyzovány např. SA, BA, tCA, kyselina gallová nebo L-Phe za využití různých izotopově nebo 

radioaktivně značeného prekurzorů. Pro experimenty byly voleny jak modelové rostliny (tabák, 

Obr. 3 Scopolin 
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Arabidopsis, okurka), tak i méně známí zástupci rostlinné říše (např. škumpa orobincová). Všechny 

rostliny v dohledných experimentech jsou však dvouděložné. Jednoděložný oves doposud 

pro inkorporační studie fenolických kyselin použit nebyl.  

Tab. 11 Přehled vybraných inkorporačních studií metabolismu fenolických látek v rostlinách 

(popř. houbách), kde prekurzor je látka aplikovaná na modelový organismus a studovaný 

metabolit je látka, do které se prekurzor inkorporoval. 

Prekurzor Modelový organismus  Studovaný metabolit  Metoda Autor 

[14C] SA různé druhy rostlin 
2,3-DHBA, kys. 

gentisová 
? 

Ibrahim & 

Towers, 

1959 

[1-13C] glukosa, 

[U-13C6] glukosa 

houba Phycomyces 

blakesleeanus, škumpa 

orobincová 

kys. gallová NMR 
Werner 

et al., 1997 

[14C] SA různé druhy rostlin 
2,3-DHBA; 

kys. gentisová 
NMR 

Shulaev 

et al, 1997 

[2H6, 18O] kyselina 3-

hydroxy-3-fenylpropanová 
okurka, tabák BA, SA GC-MS 

Jarvis et al., 

2000 

[2H5] Phe 
Petunia hybrida cv 

Mitchell 
BA GC-MS, LC-MS 

Boatright 

et al., 2004 

[14C] BA, [14C] tCA, [14C] 

Phe 

prvosenka bezlodyžná, 

libavka poléhavá 
SA, BA, kys. kumarová NMR 

Chen et al., 

2009 

[14C] tCA, [14C] Phe tabák, okurka SA, BA NMR 
Chong et al, 

2001 

[7-14C] SA sója 
kys. gentisová, MeSA, 

SAG 
TLC, HPLC 

Dean et al., 

2003 

[1-13C] glukosa barvínkovec růžový SA NMR 
Mustafa 

et al., 2009 

[7-14C] SA tabák SAG, MeSA, MeSAG 

HPLC kapalinová 

scintilační 

spektrometrie 

Dean et al., 

2004 a 2005 

[2H] SA Arabidopsis 

2,3-DHBA; pentosid a 

3-O-β-D-xyloside 

kyseliny gentisové 

HPLC-MS 
Bartsch 

et al., 2010 

[14C] MeSA tabák SA 

HPLC, 

kapalinová 

scintilační 

spektrometrie 

Dean & 

Delaney, 

2008 

[13C6] CA, [2 H5] BA, 

[2H6] CA, [ 13C6]-

salicylaldehyd a další 

topol černý 
salicortin, salicilin, 

fenolické glykosidy 
HPLC-MS 

Babst et al., 

2010 
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6. Závěr 

Teoretická část této bakalářské práce shrnuje biosyntetické cesty a metabolizace skořicových a 

benzoových kyselin v rostlinách. Na teoretickou část je navázáno v experimentální části, kdy byla 

pomocí izotopicky značených prekurzorů a diferenční LC-MS/MS analýzy zkoumána metabolizace 

kyselin benzoové (BA) a trans-skořicové (tCA) v ovsu setém. V první fázi experimentu byly 

analyzovány benzoové a skořicové kyseliny a jejich deriváty, které se v ovsu vyskytují přirozeně. 

Bylo zjištěno, že majoritní fenolické kyseliny jsou konjugované s dalšími látkami, např. hexosou 

nebo malátem. Nečekaným zjištěním byla detekce sulfatovaných derivátů BA a tCA. U těchto 

sulfatovaných metabolitů se ale v druhé fázi experimentu nepodařilo prokázat inkorporaci 

aplikovaných prekurzorů. Inkorporaci se podařilo prokázat u 18 metabolitů detekovaných téměř 

výhradně v kořenech. Bylo zjištěno, že metabolity odvozené od tCA jsou typicky 

hydroxylovány/methoxylovány a konjugovány, např. s hexosou (např. hexosidy/hexosylestery 

kyselin kávové a ferulové). Naproti tomu po aplikaci BA nebyl detekován žádný hydroxylovaný 

derivát, ale výhradně konjugáty (estery). Současně nebyl detekován žádný derivát kyseliny 

benzoové, jehož prekurzorem by byla tCA. Tyto výsledky naznačují, že benzoové kyseliny jsou 

v ovsu pravděpodobně biosyntetizovány z meziproduktů šikimátové dráhy spíše než zkracováním 

propanového řetězce skořicových kyselin.   
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