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Abstrakt

Bakalarska prace se zabyva stanovenim obsahu fenolovych latek v neobvyklych
druzich zeleniny pfi rizném zplsobu péstovani. Byly vybrany tyto neobvyklé druhy
zeleniny: laskavec trojbarevny (Amaranthus tricolor), kopretina véncova
(Chrysanthemum coronarium), hoi¢ice ¢inska — listova (Brassica rapa var. komatsuna),
hoi¢ice ¢inska (Brassica juncea), mizuna a mibuna (Brassica rapa ssp. japonica). Tyto
neobvyklé druhy se fadi mezi asijskou listovou zeleninu, ktera se v soucasnosti zacina
rozsifovat po celém svéte.

Listova zelenina obsahuje mimo jiné i fenolové latky, mezi které se fadi i rozsahla
skupina flavonoidi. Flavonoidy jsou vyznamné svoji biologickou aktivitou, snadnou
dostupnosti a ptedevsim pozitivnimi G¢inky na lidsky organismus.

Vybrana listova zelenina byla vypéstovana na pokusném pozemku ve skleniku a na
volné plose. Obsahy fenolovych latek byly stanoveny metodou vysokoudinné
kapalinové chromatografie.

Ve vybranych rostlinach byly stanoveny obsahy dominantnich latek. V laskavci
trojbarevném byly stanoveny derivaty kavové kyseliny a rutin. V kopretiné véncové
byla stanovena chlorogenova kyselina, dikafeoylchinova kyselina a dikafeoylsukcinyl-
chinova kyselina. V hoi¢ici ¢inské — listové a hoicici ¢inské byly stanoveny derivaty
flavonold a fenolové kyseliny. V mizuné a mibuné byly stanoveny derivaty flavonold,
fenolové kyseliny a indoly.

Byly zjiStény vyznamné rozdily obsahovych latek mezi sklenikem a zdhonem. Ve

vétSing€ piipadl bylo vice obsahovych latek na zéhon¢.

Klicova slova: fenolové latky, flavonoidy, vysokoucinna kapalinova chromatografie,
Amaranthus tricolor L., Chrysanthemum coronarium L., Brassica rapa var. komatsuna,

Brassica juncea, Brassica rapa ssp. japonica



Abstract

My bachelor thesis dealed with determination of content of some phenolic
compounds in some rare sorts of vegetable like Amaranthus tricolor, Chrysanthemum
coronarium, Brassica rapa var. komatsuna, Brassica rapa ssp. japonica var. mizuna
and mibuna, Brassica juncea. These uncommon species belonged to the asian leaf
vegetable. At the present time these species are restrained over the whole world.

Besides vitamins, these species of leaf vegetable contain also phenolic compounds
like flavonoids, which reveal significant biological activity with positive effects on
human health.

The above mentioned sorts of vegetable were cultivated both on the experimental
field on the open air and also in glasshouse. The content of phenolic derivatives was
determined by high-performance liquid chromatography. In the selected plants were
found these dominant compounds: Amaranthus tricolor contained derivatives of caffeic
acid and rutin, in Chrysanthemum coronarium chlorogenic acid, dicaffeoyl acid and
dicaffeoyl-succinylquinic acid.

In the plants Brassica rapa var. komatsuna and Brassica juncea were determined
derivatives of flavonols and phenolic acid, in varieties mizuna and mibuna derivatives
of flavonols, phenolic acid and indols.

Significant differences in the content of studied compounds was found between the
plants cultivated under open air and in glasshouse. The plants cultivated under the open
air have significantly higher content of studied compounds than those cultivated in

glasshouse.

Keywords: phenolic compounds, flavonoids, high - performance liquid
chromatography, Amaranthus tricolor L., Chrysanthemum coronarium L., Brassica

rapa var. komatsuna, Brassica juncea, Brassica rapa ssp. japonica
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Seznam pouzitych zkratek

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid
chromatography)

LC kapalinova chromatografie (liquid chromatography)
MS hmotova spektrometrie (mass spectrometry)

var. varieta (varietas)

ssp. poddruh (subspecies)

RT retencni Cas (retence time)

UV ultrafialové spektrum (ultraviolet)

DAD detektor s diodovym polem (diode array detector)
FLD fluorescen¢ni detektor (fluorescence detector)
VIS viditelné spektrum (visible)

RP reverzni faze (reverse phase)



1 Uvod

Rostliny obsahuji metabolity, které se déli na primarni a sekundarni. Primarni
metabolity zajistuji zakladni Zivotni funkce. Jsou to sacharidy, proteiny, lipidy a
nukleové kyseliny. Sekundarni metabolity chrani rostliny pfed vnéjsimi vlivy jako je
ultrafialové zatfeni, ochrana proti bylozravcim, pied riznymi patogeny a jinymi
nepiiznivymi podminkami. Mezi sekundarni metabolity patii napf. terpenoidy,
alkaloidy, fenoly a polyamidy. S ohledem na Siroké rozsifeni fenolovych latek a vysoky
obsah v rostlinach, jsou fenolové latky béznou soucasti lidské potravy. Nejbéznéjsimi
rostlinnymi polyfenoly jsou fenolové kyseliny, flavonoidy a lignany (Berhow a Vaughn,
1999, Slanina a Taborska, 2004, Manaskova, 2013).

Neobvyklé druhy zeleniny (laskavec trojbarevny, kopretina véncova, hoic€ice
¢inska, hoicice ¢inska — listova, mibuna, mizuna) jsou bohatym zdrojem rostlinnych
polyfenold.

Fenolové slouCeniny jsou v potravé dualezité pro své biologické ucCinky
(antikarcinogenni,  antioxida¢ni,  antialergické, antibakteridlni, antivirové a
V potravé je spojovan se sniZzenim vyskytu zavaznych onemocnéni zejména
kardiovaskularni choroby, rakoviny a dal§i. Pusobit mohou i proti tvorbé krevnich
srazenin a tim 1 snizuji vyskyt infarktu myokardu, mozkové mrtvice nebo plicni embolie
(Pietta, 2000, Slanina a Téaborska, 2004). Tyto latky nas chrani pted oxidanim
poskozenim. To je dé&j, pti kterém dochazi k poskozeni riznych struktur vlivem volnych
radikald. Volné radikaly jsou dllezité pro funkci naseho organismu, ale za urcitych
okolnosti mohou organismus poskodit. Mezi zndmé flavonoidy patfi rutin,
chlorogenova kyselina a jiné (Urgeova, 2010, Sipek, 2000, UZEIL 2014).

Hlavnim cilem této bakalaiské prace je zjistit rozdilné obsahy fenolovych latek ve
skleniku a na zdhonu. Dale seznameni se s metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC). HPLC se velmi Casto pouziva pro stanoveni fenolovych
sloucenin. Pomoci této metody byl stanoven obsah dominantnich latek, jako jsou

derivaty kyseliny kavové, chlorogenové a rutin.



2 Cile prace

Cile této bakalarské prace jsou:

Podrobna literarni reSerSe zamétfena na rostlinné polyfenoly, jejich vyskyt v
cerstvych rostlinnych potravinach, jejich biologické ucinky a moznosti jejich
stanoveni.

Seznadmeni s metodikou stanoveni vybranych fenolovych sloucenin kapalinovou
chromatografii.

Stanoveni obsahi vybranych fenolovych sloucenin ve vybranych druzich

zeleniny vypéstované na pokusném pozemku, zpracovat vysledky.



3 Literarni ¢ast

3.1 Fenoly

Polyfenolické slouceniny tvofi riznorodou skupinu sekundarnich metaboliti, které
jsou piitomny v lidské straveé. Fenolové latky se fadi mezi pfirodni antioxidanty.
Antioxidanty prodluzuji udrznost potravin tak, ze je chrani pied poskozenim oxidaci.
Chemické zmeény potravin zptisobené oxidaci riznych obsahovych latek, negativné
ovlivituji vyzivovou, hygienicko-toxikologickou a senzorickou (vini, chut, barvu)
hodnotu. Pfirodni antioxidanty jsou ziskavany z rostlin piedev§im jako extrakty.
Rostlinné fenoly maji riizné vlastnosti, jsou to chinoidni barviva, pfirodni oxidanty,
ptirodni toxické latky nebo senzoricky aktivni latky (Fresco et al., 2006, Velisek, 1999).

V tab.1 jsou zndzornény hlavni skupiny fenolovych sloucenin.

Tab.1: Hlavni skupiny fenolovych slouc¢enin

Pocet uhliki | Zakladni skelet Skupina fenol
6 Ce jednoduché fenoly, benzochinony
7 Ce-Cy fenolové (benzoové) kyseliny
8 Ces-Cy acetofenony, fenyloctové kyseliny
9 C6-Cs fenolové (skoticové) kyseliny,

fenylpropeny, kumariny, chromony

10 Cs-Cy naftochinony

13 Cs-C1-Cs xanthony

14 Cs-Cr-Cs stilbeny, antrachinony

15 Cs-C3-Cq flavonoidy, isoflavonoidy
18 (Cs-Ca3)> lignany, neolignany

30 (Cs-C3-Cs)s biflavonoidy

n (Ce-Cs)n lignin

(Cs-C3-Ce)n flavolany

10



3.1.1 Fenolové kyseliny a jejich derivaty

Fenolové kyseliny pfevazné se strukturou Cg-C; (benzoova kyselina a jeji
derivaty) a se strukturou Cg-C3 (skoficova kyselina a jeji derivaty) jsou soucasti vSech
rostlinnych materialii. Fenolové kyseliny a jejich derivaty vykazuji antioxidacni Gcinky.
Aktivita zavisi na po¢tu hydroxylovych skupin v molekule. Aktivnéj$imi antioxidanty
jsou skoficové kyseliny a 0-difenoly (napi. kavova kyselina a jeji depsid chlorogenova
kyselina). Aktivitu vykazuji i dalsi derivaty fenolovych kyselin kuptikladu glykosidy a
amidy. Nejbéznéjsimi estery fenolovych kyselin jsou depsidy (depsidy jsou
polyfenolové slou€eniny slozené ze dvou nebo vice monocyklickych aromatickych
jednotek spojenych pomoci esterové vazby), (Velisek, 1999, Hillenbrand, 2004).

Velmi rozsitena chlorogenova kyselina je zastupcem 3-depsidii odvozenych od
chinové kyseliny. VSechny pfirodni estery chinové kyseliny se znaci obecnym nazvem
chlorogenova kyselina (Velisek, 1999).

Na obrazku 1, 2, 3 a 4 jsou znazornény fenolové kyseliny: kédvova, skoficova,

ferulova a chlorogenova.

Obr. 1 : Kavova kyselina Obr. 2 : Skoficova kyselina

Q 0
OH e )J\DH H\“)J\DH

OH

Obr. 3 : Ferulova kyselina

O
CH50 H\“\_)J\DH

OH
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Obr. 4 : Chlorogenova kyselina

OH COOH
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OH 0
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3.1.2 Flavonoidy

Flavonoidni latky neboli flavonoidy jsou velmi rozsahlou skupinou rostlinnych
fenol obsahujicich v molekule dva benzenové kruhy spojené tfiuhlikovym fetézcem.
Vsech flavonoidnich latek je v soucasnosti zndmo vice nez 4000 a stdle se v riznych

rostlinnych zdrojich nachdzeji nové slouceniny.

Rozeznavame zékladni struktury flavonoidu:
e katechiny
e leukoanthokyanidiny
e flavanony
o flavanonoly
o flavony
o flavonoly

e anthokyanidiny
Strukturné ptibuzné jsou:

e chalkony a dihydrochalkony

e aurony

12



Nékteré flavonoidy jsou dulezitd ptirodni rostlinna barviva, jiné jsou vyznamné pro
svoji chut’ (jsou to trpké a hoiké latky nebo jejich prekurzory) nebo maji vyznamné

biologické uc¢inky (Velisek, 1999). Struktura flavonoidu je znazornéna na obr. 5.

Obr. 5 : Zakladni struktura flavonoidu

3.2 Neobvyklé druhy zeleniny

Neobvyklé druhy zeleniny, pro nékteré populace jsou zakladni potravinou, pro
jiné exotickou pochoutkou. V Ceské republice se fadi mezi neobvyklou zeleninu
naptiklad kalabasa, bataty, rebarbora. Dale jsou pro Ceskou republiku neobvyklé asijské
druhy listové zeleniny. Z Celedi brukvovitych je malo znama naptiklad roketa a
mizuna, z ¢eledi hvézdnicovitych naptiklad kopretina véncova a z ¢eledi laskavcovitych

napiiklad laskavec trojbarevny (UZEI, 2014).

3.3 Listova zelenina

Listova zelenina je souborny nazev pro vSechny druhy zeleniny, které se péstuji
pro jedlé listy napt.: salat, zeli, kapusta a jiné. Jedna z vlastnosti listové zeleniny je
rychly rast. Proto potfebuje dostatek zivin, svétla a vldhy. Listova zelenina ma kratkou
vegetacni dobu, proto se pouziva jako doplnéni k hlavni ploding. Sklidi se dfive, nez by
se zacala s hlavni plodinou utlacovat. Listova zelenina obsahuje mnoho prospésnych

latek. Jedna z nejznamé;jsich je kyselina listova, ktera je nezbytnd pro syntézu
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nukleovych kyselin, krvetvorbu a zasadni vyznam ma pro normadlni rist a vyvoj plodu

(Juazlova, 2003, Bruchter, 2012).

3.4 Vybrané druhy neobvyklé zeleniny

Vybrané druhy neobvyklé zelenin€ se dostavaji uz 1 do maloobchodnich siti

v Ceské republice.

3.4.1 Laskavec trojbarevny (Amaranthus tricolor L.)
Taxonomie:

Rise: rostliny

Oddéleni: rostliny krytosemenné

Ttida: vyssi dvoudélozné rostliny

Rad: hvozdikotvaré

Celed: laskavcovité

Druh: laskavec trojbarevny (Amaranthus tricolor L.)

latinské synonymum: Amaranthus gangeticus L. (Machacek, 2012, Zicha, 2014)

Laskavce jsou ziejmé nejbeéznéjsi listovou zeleninou nizinnych tropt Afriky a Asie.
Druhy laskavce byly opét zviditelnény jako nadéjné potravinaiské plodiny predevsim
kvuli jejich odolnosti vici suchu, teplu, Sskidcim a chorobam, a vysokou vyzivovou
hodnotou semen a listt. Rod Amaranthus L. se sklada z 60 az 70 druhu.

Tento rod obsahuje nejméné 17 druht s jedlymi listy a tii druhy obili péstované pro
jejich semena. N¢které druhy jsou povazované za plevel, nicméné 1idé na celém svéte si
ceni laskavct jako listové zeleniny, obilovin a okrasnych rostlin (Sogbohossou a
Achigan-Dako, 2014).

Ve vsech odridach laskavce se z flavonoidi nejvice vyskytovaly isokvercetin a
rutin a hyperosid. Nejhojn¢jsi fenolové kyseliny ve vSech odruidach laskavce byly
salicylova kyselina, syringova kyselina, gallova kyselina, vanilinova kyselina, ferulova
kyselina, p-kumarova kyselina a sinapova kyselina. Laskavec trojbarevny je bohaty na
karotenoidy, betakyaniny, betalainy, betaxantiny a chlorofyly (Khanam a Oba, 2013).

14



Na obr. 6 mizeme vidét laskavec trojbarevny.

VARIEGATED AVAMANTH
AMARASILS PRt Om)

Obr. 6: Laskavec trojbarevny

3.4.2 Chryzantéma - kopretina véncova (Chrysanthemum coronarium
L.)

Taxonomie:

Rise: rostliny

Oddéleni: rostliny krytosemenné
Ttida: vyssi dvoudélozné rostliny
Rad: hvézdnicotvaré

Celed’: hvézdnicovité

Druh: kopretina véncova (Chrysanthemum coronarium L.)

¢eskd synonyma: zlateni véncova
zlateni véncova riznobarevna
pinardie
latinska synonyma: Glebionis coronaria (L.)
Xanthophthalmum coronarium (L.) (Machagek, 2012, Zicha, 2014)

Kopretina véncova je znazornéna na obr. 7.
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Listy nebo mladé stonky se jedi syrové nebo vaiené. Cifiané z listd i kvt vaii
¢aj, mladé vyhonky a okvétni listky pouzivaji do salatl a z kofenl pfipravuji ¢aj proti
bolesti hlavy. Jedld kopretina je bohatd na vitaminy a minerdly. Pokud se listy
odiezavaji tésné nad zemi, tak listy budou znovu obrustat. Kopretina vyzaduje dostatek
vlahy (www.daf.qld.gov.au).

V kopreting véncové se nejvice vyskytuji tii fenolové kyseliny, chlorogenova
kyselina, 3,5-dikafeoylchinova kyselina a 3,5-dikafeoyl-sukcinylchinova kyselina.
V mladych listech bylo nejvét§si mnozstvi fenolovych kyselin. Minoritni fenolové
kyseliny byly p-kumaroylchinova kyselina, feruoylchinova kyselina, kafeoylchinova
kyselina a trikafeoylchinova kyselina. Z flavonoidii zde byly nalezeny rutin, luteolin,

myricetin a tricin (Chuda et al., 1998; Hosni et al., 2013).

Sic.... tog A3 Apc, 4332 L. w

Obr. 7: Kopretina véncova
Celed’ brukvovité (Brassicaceae)

Celed’ brukvovité (dfive kiizaté — Cruciferae) zahrnuje 380 rodii a 3200 druht

po celém svété. Rostliny mohou byt jednoleté nebo vytrvalé. Nejzndméj$Sim druhem je
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brukev fepka olejka (Brassica napus subsp. napus L.) vyuzivana k vyrobé fepkového
oleje. Mén¢€ znamé jsou asijské druhy zeleniny: hotc¢ice Cinska — listova, hotcice ¢inska,
mizuna a mibuna (Dufek, nedostupné, Jelinek a Zichacek, 1996).

Mezi charakteristické obsahové latky brukvovitych patfi pfedevSim sirné
glykosidy zvané glukosinolaty. Tyto latky zplsobuji Stiplavou chut brukvovitych
rostlin. V pfiméfeném mnozstvi jsou glukosinolaty povazovany za latky pusobici spiSe
priznivé (Judd et al., 2002, Timova, 2006).

Z flavonoidi se zde vyskytuji kaempferol, isorhamnetin, kvercetina jejich
glykosidy. Z fenolovych sloucenin se vyskytuji hydroxybenzoova, hydroxyskoficova,
dihydroxyskoficova, hydroxyferulova, ferulova, p-kumarova, sinapova, vanillovd a
kafeoylchinova kyselina. Kromé& fenolovych sloucenin se zde nachdzeji isothiokyanaty,
Z nichZ je nejvyznamnéjsi sulforafan (Harbaum, 2007, Sivakumar, 2007).

V nadzemnich c¢astech a v semenech brukvovitych rostlin se nalézaji estery
skoticovych kyselin s jable¢nou kyselinou. V kli¢icich semenech brukvovitych rostlin
se nachazi glukosid s antioxida¢nimi ucinkami, (E)-I1-O-sinapoyl-B-D-glukopyranosa
(Velisek, 2009).

3.4.3 Hofrcice ¢inska - listova (Brassica rapa var. komatsuna)
Taxonomie:

Rise: rostliny

Oddéleni: rostliny krytosemenné

Ttida: vyssi dvoud€lozné rostliny

Rad: brukvotvaré

Celed: brukvovité

Druh: Hoi¢ice ¢inska — listova (Brassica rapa var. komatsuna) (obr.8)

¢eské synonymum: brukev fepak

latinské synonymum: Brassica rapa var. pervidis (Machacek, 2012, Zicha, 2014)
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Hoft¢ice ¢inska — listova je Casto oznaCovana jako japonska Spendtova hoicice a
muize byt konzumovéna v jakékoli fazi. Mize dosdhnout vysky 20-35cm a to jen 20 az
30 dnl po zaseti. V dospélosti jsou listy tmave zelené a asi 18 cm Siroké a 30 cm
vysoké, zatimco fapiky jsou svétle zelené a tenké (Larkcom, 1991).

Hoft¢ice ¢inska — listova je velmi bohatd na vapnik. Je bézné pouzivand ke
konzumaci ptredev§im v Japonsku a v mnoha asijskych zemich jako krmna plodina.
Obvykle se péstuje na jafe a na podzim. Kratkou dobu toleruje extrémné teplé nebo
studené podminky. Preferuje bohaté¢ jilovité ptidy s velkou schopnosti zadrzovat vodu.
Kofteny rostou hluboko do pidy, proto se musi zalévat pravidelné a hodné¢.

Hlavni problém této rostliny jsou msice a bakterialni hniloby. Sktdci jsou i
ptaci, hlavné holubi a vrabci. Sklizen by méla probihat ptfi vySce nad 10 cm. Pokud se

listy sefiznou 2 cm nad trovni terénu, pak porostou nové vyhonky (Larkcom, 1991).
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Obr. 8: Hot¢ice ¢inska — listova

3.4.4 Hofxcice ¢inska (Brassica juncea)

Taxonomie:

Rise: rostliny
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Oddéleni: rostliny krytosemenné
Ttida: vy$si dvoudélozné rostliny
Rad: brukvotvaré

Celed: brukvovité

Druh: Hof¢ice ¢inska (Brassica juncea) (obr.9)

¢eska synonyma: brukev sitinovita
hoi¢ice indicka

hoi¢ice sareptska (Machacek, 2012, Zicha, 2014)

Hoft¢ice Cinskd je kiehkd aromaticka zelenina, kterda se miZze chlubit celou
skupinou odrtid a typickou hot¢i¢nou chuti. Existuji i odridy s vyraznym cervenym
zabarvenim Zeber a listovych Cepeli (napiiklad RED GIANT), takze jidlu dodaji i

vyrazny barevny akcent. S vékem rostliny se aroma zvySuje, takze mladé listy maji jen

Obr. 9: Hof¢ice listova
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Mizuna a mibuna

Tyto odridy jsou velice popularni japonskou listovou zeleninou se stejnym
védeckym ndzvem. Mizuna i mibuna mohou rist na Siroké Skale typt ptdy, ale davaji
prednost bohaté, jilovité pidé s vysokou schopnosti zadrzovat vodu. Spole¢nymi sktdci
jsou slimdci a bakterialni hniloby. Jejich rizice lze sklizet 2-5 tydnt od osevu. Pokud se
pravidelné¢ ufezavaji jednotlivé listy, znovu obrustaji. Nejcastéji se pouzivaji ke

konzumaci v salatech.(Larkcom, 1991)

3.4.5 Mizuna (Brassica rapa ssp. japonica)

Taxonomie:

Rise: rostliny

Odd¢leni: rostliny krytosemenné

Ttida: vyssi dvoudélozné rostliny

Rad: brukvotvaré

Celed’: brukvovité

Druh: Mizuna (Brassica rapa ssp. japonica) (Machacek, 2012, Zicha, 2014) (obr. 10)

Latinské synonymum: Brassica rapa ssp. nipposinica

Mizuna ma jemné Clenité, rozvétvené listy ve tvaru ruzice, které jsou tmavé
zelené. Tato rdzice mize rist do vysky az 23 cm a $itky 45 cm. Mizuna je velmi
mrazuvzdornd rostlina, je tolerantni jak teplu, tak 1 chladu. VétSinou 1épe roste ve
vihkém prostiedi. Je-li vystavena suchu, mize rist zakrnéle. Mizuna roste nejlépe v
otevieném prostoru, a to i presto Ze roste obvykle na jafe a na podzim. Pokud ma

polostin, muze rist i v 1ét€ (Larkcom, 1991).
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Obr. 10: Mizuna

3.4.6 Mibuna (Brassica rapa ssp. japonica)

Taxonomie:

Rise: rostliny

Oddéleni: rostliny krytosemenné

Ttida: vyssi dvoudélozné rostliny

Rad: brukvotvaré

Celed’: brukvovité

Druh: Mibuna (Brassica rapa ssp. japonica) (Machacek, 2012, Zicha, 2014) (obr. 11)

Latinské synonymum: Brassica rapa ssp. nipposinica

Mibuna je velmi podobna mizuné, 1 kdyZ jeji listy maji tendenci byt delsi a uzsi se
zakulacenymi Spickami. Mibuna je méné piizplsobiva extrémnim podminkdm nez

mizuna. Ptili$ nesnese jarni vykyvy a velké chladno (Larkcom, 1991).
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Obr. 11: Mibuna

3.5 Abiotické podminky péstovani zeleniny

Abiotické podminky maji ohromny vliv na obsahové latky rostlin. Vysoka intenzita
UV zafeni pfiznivé ovliviiuje obsah Zivin a antioxidantl a snizuje kumulaci nitrat
Vv zeleniné. Priznivé svételné podminky zabezpecuji 1 spravny vyvin vybarveni a
chutovych vlastnosti plodin (Kopec, 2010).

Teplota je rozhodujici pro ¢innost rostlinné bunky. Optimalni teplota je 20-30°C.
Teplota ovlivituje i pomér jednotlivych slozek v plodinach. Naptiklad v plodech rajcat
se pfi vysokych teplotach tvoii vice barviva lykopenu a pii niZSich teplotach vice
karotenu. Dillezitd je i optimalizace zavlahy, béhem vegetace vyrazné zlepsuje podil

prvni jakosti i latkové slozeni plodin (Kopec, 2010).

3.6 Kapalinova chromatografie

V soucasnosti jsou vyuzivany tii varianty kapalinové chromatografie. Nizkotlaka
kolonova kapalinova chromatografie se pro analytické ucely vyuziva jen vyjimecné a
nachazi uplatnéni prevazné v oblasti preparativni, pii Cisténi smési latek. Zejména pro
svou instrumentalni jednoduchost a nenaro¢nost provedeni se pro analytické i

mikropreparativni ucely pouziva technika plandrni chromatografie. V soucasnosti ma v
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analytick¢é chemii dominantni postaveni vysokoucinna kapalinovd chromatografie
(HPLC), (Opekar, 2002).

Kapalinovéa chromatografie zahrnuje vSechny chromatografické zplisoby separace,
kdy je mobilni faze kapalna. S ohledem na experimentalni uspoifadani hovoiime o
kapalinové  chromatografii v otevieném  systému (papirova a tenkovrstva

chromatografie) a v uzavieném systému (piedev§im HPLC), (Drbal a K¥izek 1998).

Princip separace slozek
Pro separace se vyuziva adsorpce, rozdélovani mezi dvé faze na zaklad¢ rtizné
rozpustnosti, iontové vymeény, biospecifickych interakci (molekulové rozpoznavani) a

sitovém efektu (Stulik, 2004).

Kvalitativni analyza

Dulezita je znalost reten¢nich dat chromatografovanych latek. Identifikace se
provadi porovnanim retenc¢niho ¢asu a spekter (UV, VIS, hmotnostniho) stanovované
latky a standardu, ktery byl separovén za stejnych podminek. Existuje i elektrochemicka

detekce (Drbal a Ktizek, 1998).

Kvantitativni analyza

Zakladem pro kvantitativni vyhodnoceni je plocha pod elu¢ni kiivkou. Nej€astéji se
pro kvantitativni stanoveni pouziva soucin vysky piku s Sitkou piku v poloviné vySky
piku. Vétsinou vSak chromatografy byvaji vybaveny integratorem plochy pika (Drbal a
Kftizek, 1998).

3.6.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie je pokrocilou a instrumentalné naro¢nou
technikou kapalinové chromatografie. V HPLC je dosahovano vysoké ucinnosti
separacniho procesu pouzitim kolon naplnénych stacionarni fazi o malé a dobie
definované velikosti Castic. Separacni kolony pro HPLC se vyznacuji vysokou hustotou

a homogenitou népln¢ stacionarni faze a tedy i velkym hydrodynamickym odporem. Pro
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dosazeni dostate¢ného prutoku mobilni faze (fadové ml/min.) je nutno aplikovat pretlak
jednotek az desitek MPa (Opekar, 2002).

Velkou vyhodou HPLC je Siroké oblast pouzitelnosti. Lze analyzovat ionty, polarni
1 nepolarni latky, malo t¢kavé, tepelné nestabilni 1 vysokomolekuldrni slozky. Mezi
dalsi vyhody patii, Ze sloZenim mobilni fadze mizeme ovliviiovat separaci. Nevyhodou
je, ze vyzaduje naroc¢nou instrumentaci a komplikaci je i slozity mechanismus separace.

Pokud pouzijeme polarni stacionarni fazi, jsou kolonou nejméné zadrzovany
nepolarni komponenty vzorku a naopak, pii pouziti nepolarni stacionarni faze jsou

nejméné zadrzovany polarni latky (Stulik, 2004).

Piistroje pro HPLC

Mobilni faze je béhem isokratické eluce vedena ze zasobniku ptes odplynovacé do
vysokotlakého Cerpadla. Pfi gradientové eluci se komponenty mobilni faze ze zasobniku
pfivadéji do sméSovace, kde se programové v zvoleném poméru misi a nasledné
postupuji do Cerpadla. Z ¢erpadla je mobilni faze vedena pies tlumi¢ pulzt ¢erpadla do
kolony. Bezprostfedné za kolonou je pfipojen detektor. Vyhodnoceni naméfenych dat

zajist'uje prislusné obsluzné software (Drbal a Kiizek, 1998).

SCHEME OF A HPLC SYSTEM

Solvents

HPLC column

Detector

Sample injector
(Injection valve)

Solvent waste
(recycling)

Obr. 12: Schéma HPLC
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Na obr. 12 je znazornéno schéma HPLC, kde muzeme vidét pumpu, nastiik
mikrostiikackou pomoci ,,stop flow* ventilu, kolonu, detektor a softwarovy systém,

ktery zajistuje vyhodnoceni namétenych dat.

Cerpadla pro HPLC

Cerpadla zajistuji pritok mobilni fize. Musi byt vyrobeny z materialéi odolnych
vici korozi. Nejvice se pracuje s tlaky od 1 do 60 MPa, pii pritocich mobilni faze od
0,1 do 10 ml.min-1. Proto je davana pifednost kontinualn¢ pracujicim pulzujicim
cerpadlim pistovym anebo membranovym. Pti kazdém pohybu pistu nebo membrany
vpted dochazi k vytlaceni malého objemu mobilni faze. Pulzace je tlumena bud’ pomoci
dalsiho cerpadla pracujiciho v opacné fazi anebo pomoci tlumice pulzi. Moderni
Cerpadla jsou doplnéna elektronicky fizenymi zpétnovazebnymi systémy, rezidualni
tlakové pulzace pfimo ovladaji otacky motoru (Drbal a Ktizek, 1998 Churacek, 1990
Opekar, 2002).

Davkovani vzorki

Ustupujicim zpiisobem je nastiik mikrostiikackou pomoci tzv. ,,stop flow* ventilu.
Tento ventil umozni kratkodobé rozpojeni systému Cerpadlo — kolona a po nastiiku
dojde opét ke spojeni téchto Casti. Pievazujicim zptisobem nastiiku vzorku je pouzitim
Sesticestného kohoutu s davkovaci smyckou. Smycka o zndmém a konstantnim objemu
se naplni vzorkem, potom se kohout pfepne do druhé polohy a eluent protékd smyckou
a vnese vzorek do kolony (Drbal a Kiizek, 1998).

Je tfeba dbat na to, aby vzorky byly pii davkovani dokonale rozpusStény nejlépe v
rozpoustédle o stejném slozeni jako ma mobilni faze. Popi. pokud se ve vzorku

nachazeji tuhé ¢astecky, tak je odfiltrovat (Churacek, 1990).

Kolony pro HPLC

Volba vhodné kolony mé rozhodujici vyznam, nebot’ vysledek analyzy je ur€ovan
pfedevsim kvalitou kolony a jeji naplni. Separacni kolony musi odolat vysokému tlaku

mobilni faze. Pouzivaji se rovné kolony o délce 10-150 cm, nejcastéji 10-20cm o
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vnitinim praméru 0,2-2 cm. Obvykle byvaji vyrobeny z nerez oceli nebo specialnich
materidlti (Drbal a Kiizek, 1998, Churacek, 1990, Opekar, 2002).

Ptirodni vzorky, které obsahuji mnoho balastnich latek, mohou piedCasné
znehodnotit kolony. Proto se pfed vlastni kolonu zatazuje ochrannd predkolona, ktera je
levnéjsi a chrani separacni kolonu (Drbal a Ktizek, 1998).

Kolony pro HPLC jsou plnény profesionalné. Velikost zrn sorbentu se pohybuje
mezi 3-50 pum, nejéastéji mezi 5-10 um (Drbal a K#izek, 1998).

Naplné a eluenty pro chromatografii
o Silikagel je polarni adsorbent. Ma slabé kyselé vlastnosti a siln¢ zadrzuje
bazické latky. Obvykle byva amorfni struktury, snadno piijima vodu. Jeho bézna
aktivace je pii 180 °C.
o Alumina je krystalickd forma Al,Oz. Povrch zrn je bazicky. PouZivd se k
oddéleni slabé kyselych slozek vzorku. Aktivuje se zahfatim na 400 °C po dobu
6-16 hodin.

o Florisil (kfemicitan hofecnaty) je slabé kysely polarni adsorbent (Drbal a Kiizek,
1998).

Povrch adsorbentu je obsazovdm molekulami eluentu. Poté co je vzorek vnesen do
kolony, musi molekula slozky vytésnit z povrchu adsorbentu odpovidajici pocet
molekul eluentu. Velky vliv na tento stav ma adsorb¢ni energie eluentu, ktera je dana
velikosti interakce mezi eluentem a povrchem adsorbentu. Velikost interakce mezi
eluentem a povrchem adsorbentu se nazyva elucni sila. Interakce mezi slozkou a
eluentem nejsou tak vyznamné (Drbal a Ktizek, 1998).
elucni sila rozpoustédla, tim pevnéji je eluent adsorbovén a tedy slozka je adsorbovana

méné (Drbal a Ktizek, 1998).
Detektory

Nejcastéjsimi typy detektort jsou plitokovy fotometricky a fluorimetricky detektor.

Eluat protéka tzv. mérnou celou malého objemu s velkou optickou délkou, ¢asto 5-10 ul
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pfi Sifce 10 mm. Absorbance analyzovanych latek je zaznamendvana pii jejich
absorb¢nich maximech Moderni detektory umoznuji proménlivé a programoveé ménit

vinovou délku. Tzv. diode array detektor (DAD) je schopny proméfit ve zvoleném
okamziku celé¢ UV/VIS spektrum dané latky. Ziskava kvalitativni udaje o sledované
slozce. Mén¢€ béznym je refraktometricky detektor. Ten registruje zmény indexu lomu
eluatu a pouziva se pro latky, které nemaji potiebnou absorbci (Drbal a Kiizek, 1998,

Opekar, 2002).

Chromatografie v soucasnosti

Chromatografické separacni techniky se neuvétitelné rychle vyviji.

Soucasné trendy HPLC:
- zkracovani kolon a zmenSovani velikosti sorbentu,
- pouzivani kolon s mens§im vnitinim primérem tj. mikro a kapilarnich kolon,
- komplexni miniaturizace celych separacnich systému,
- ddraz na automatizaci analyz,
- vyuziti ultravysokych tlakd v chromatografii,

- stéle rostouci vyznam techniky LC-MS

Doby analyz na kratkych kolonach (5 cm, 2 cm 1 menSich) ur€enych pro tzv.
rychlou chromatografii byvaji okolo 1 az 2 minut. Tyto kolony jsou s vyhodou uzivany
pfedevSim pro tzv. vysokoprostupné (high-throughput) analyzy v oblastech, kde jsou
denn¢ zpracovavany stovky az tisice vzorkd. Prvni komercéni systém pro
ultravysokoucinnou kapalinovou chromatografii (UPLC) schopny vytvafet tlaky okolo
100 MPa (Waters). Prvni komeréni HPLC- ¢ip s LC-MS rozhranim (Agilent
Technologies), ktery vyuziva mikrofluidni technologii a Sjednocuje na plose mensi nez
kreditni karta obohacovaci kolonu, analytickou kolonu, Sesticestni ventil,
elektrosprejovou jehlu, elektrické kontakty a identifika¢ni mikrocip.

Jestlize se jedna o separacni mody HPLC, tak d€leni na reverznich fazich (RP) je

ey ee
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partikularni vézané faze na bazi silikagelu. Ze silikagelovych RP jsou dlouhodobé
nejpopularngj$i C18 modifikace s tim, Ze tyto faze pfedstavovaly kolem 50 % vSech RP
kolon nov¢ uvadénych na trh v roce 2005.

S velkym odstupem nasleduji modifikace C8 (13 %), fluorované faze, alkylované
faze s tetézci del§imi nez 18 uhliki, fenylové faze, faze se zabudovanou polarni funkéni
skupinou, C4 modifikace a dal$i. Vedle silikagelovych partikularnich sorbenti se v
moderni RP-HPLC stdle vice prosazuji  materidly nové, jako  napf.
anorganickoorganické hybridy a modifikované oxidy kovi. Velmi perspektivni jsou

také monolitické kolony.

Soucasné trendy sorbenti:

- porézni

- neporézni a povrchové porézni
- perfuzni

- monolity

vvvvv

kontrole vyrobnich procest a vyuziti novych poznatk.

Vysoce Cisty silikagel se stale dobie osvédcuje jako vychozi matrice pro piipravu
modernich vazanych fazi. OvSem hybridni anorganicko-organické materidly navic
vykazuji vynikajici odolnost vii¢i alkalickému prosttedi. Nadéjné jsou pravdépodobn¢ i
stacionarni faze zalozené na oxidech zirkonia a titanu. Velmi perspektivni, a dosud ani

zdaleka nevycerpanou oblasti jsou monoliticka média. (Sykora et al., 2007).
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4 Prakticka ¢ast
4.1 Material

4.1.1 Péstovani

Rostlinny materidl byl vypéstovan v 1ét€¢ 2014 na pokusném pozemku Zemédelské
fakulty (Ceské Budgjovice, kampus JU, N 48°58729,528 ", E 14°26°52,057""). Pouzito
bylo osivo z maloobchodni sité znacky Semo Smrzice. VSechny testované rostliny byly
vypéstovany jak na volné plose, tak ve skleniku.

Sklizen rostlin nadzemnich ¢asti prob&hla piiblizné po ¢tyfech mésicich od osevu.

4.1.2 Suseni

Rostlinny material se ihned po odbéru zmrazil (-16°C) a do 1 mésice od odbéru se
lyofilizoval (-50°C, 24 hodin). Lyofilizovany material byl homogenizovan na
laboratornim mlynku.

Tento material byl uchovavan v uzavienych vzorkovnicich v mrazicim boxu (-18°C).

4.1.3 Chemikalie a standardy
Chemikalie:
¢ methanol, Merck, LiChrosolv gradient grade for liquid chromatography
e acetonitril, Merck, LiChrosolv gradient grade for liquid chromatography
e ortofosfore¢na kyselina, Fluka p.a.
e destilovana voda
Standardy:
e chlorogenova kyselina, Sigma Aldrich
e rutin, Sigma Aldrich
e tryptofan, Sigma Aldrich
UV spektra standardii jsou uvedeny v ptiloze 1, 2, a 3.
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4.1.4 Laboratorni sklo a pristroje

Sklo:

odmérné valce

zkumavky

kalibrované zkumavky

zkumavky s vickem s teflonovym tésnénim
Pasteurovo pipety

plastové vzorkovnice pro uchovani lyofilizovaného materialu

Ptistroje:

laboratorni mlynek, Grindomix GM 200
lyofilizator, Alpha 1-4 LD plus, Christ
analytické pfedvazky, Sartorius
analytické vahy, Sartorius

ttepacka, UOCHB, Schaker R5
automatické pipety, Brand

centrifuga, Universal 32 R, Hettich
vodni lazen, VL 05

chladni¢ka a mraznic¢ka, Bosch

HPLC:

o pumpa: Systém Hewlett — Packard (HP 1050 HPLC, USA)

o detektor: G1315B DAD detektor (Agilent)

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

4.2 Metody

4.2.1 Extrakce fenolovych latek z rostlin

Nejprve jsem si piipravila 60% methanol. Poté jsem si navazila vzorky 0,25g.

Testované odridy:

%

laskavec trojbarevny
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*

*

kopretina véncova
horcice ¢inska — listova
hoi¢ice ¢inska

mizuna

mibuna

Z kazdého rostlinného materialu, jak ze skleniku tak i ze zdhonu byly pfipraveny tfi

vzorky (extrakty).

Extrakce:

1.

© © N o 0o bk~ o

Do vzorku (0,25g) jsem ptidala 3 ml 60% methanolu, a fadné jsem jej
protiepala.

Vzorek jsem vlozila do termostatu pii 50°C na 30 min a po 10 min jsem jej
protiepavala.

Pak jsem vzorek centrifugovala pii 3500 otackach na 10 min pii 20°C.
Dale jsem ze vzorku odebrala supernatant do kalibrovanych zkumavek.

K sedimentu jsem ptidala 1 ml 60% methanolu a fadn¢ prottepala.

Vzorek jsem opét centrifugovala pii 3500 otackach na 10 min pti 20°C.
Znovu jsem odebrala supernatant do stejnych kalibrovanych zkumavek.

K sedimentu jsem opét piidala 1 ml 60% methanolu a fadné protiepala.

Vzorek jsem opét centrifugovala pti 3500 otackach na 10 min pti 20°C.

10. Naposled jsem odebrala supernatant do stejnych kalibrovanych zkumavek.

Promichala jsem supernatant. Objem extraktu jsem odecetla Vv Kkalibrovanych

zkumavkach a pfevedla do malych vialek. Vzorky byly uchovany pii -18°C az do
meéfeni HPLC.

Extrakty byly pouzity pro stanoveni fenolovych latek metodou HPLC.

4.2.2 Stanoveni fenolovych latek metodou HPLC

Vzorky extraktu byly métfeny na kapalinovém chromatografu (viz kapitola 4.1.4).

HPLC na kterém je méfeno, je zndzornén V piiloze 5.
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Pro analyzu byly pouzity tyto mobilni faze:
voda+tacetonitril+kyselina fosfore¢na (objem/objem/objem)
Mobilni faze A: 5% acetonitril + 0,1% k. fosfore¢na

Mobilni faze B: 80% acetonitril + 0,1% k. fosfore¢na

Pouzit byl tento gradient:
0.min ... 98% A+2%B
40. min ... 58% A +42% B
42. min ... 20% A + 80% B

Byl nastaven prutok 0,25 ml/min, teplota na koloné byla nastavena na 25°C a objem
nastiiku byl 5ul. Méteno bylo v rozsahu 190 — 600 nm.

Jednotlivé vrcholy byly méfeny pii 220 nm a pocitdny podle dostupnych standard.
Celkova plocha chromatogramu od RT 0 min do 42 min byla méfena pii 220 nm a 355
nm. Celkova mnozstvi obsahovych latek na chromatogramu byla po¢itana nasledovné:

y = plocha (pii 220nm nebo pii 355 nm) * fedéni * objem extraktu /navdzka
Takto spocitané relativni hodnoty lze navzdjem porovnavat.
Absorbance pfi 220 nm je charakteristickd pro nejvice fenolovych latek, zatimco
absorbance pfi 355 nm je charakteristicka napft. pro flavonoly (rutin).

Vsechny standardy nebyly dostupné. Fenolové kyseliny mély stejné nebo podobné
spektrum jako chlorogenova kyselina, a proto byla pouzita kalibracni kiivka
chlorogenové kyseliny. Derivaty flavonoli byly stanoveny podle kalibraéni kiivky
rutinu. Indoly byly stanoveny podle kalibra¢ni kiivky tryptofanu. Indoly jsou primarni
metabolity. Byly stanoveny pro svou ¢istotu piki a dominantnost.

Latky byly identifikovany podle literatury, retencnich cast a spekter (UV a
hmotnostniho). Data hmotnostnich spekter poskytla RNDr. Nadézda Vrchotova, CSc.

Pro vyhodnoceni a zpracovani vysledka byl pouzit program ChemStation for LC
3D. Data byla vypocitana pomoci MS Office Excel (primér, smérodatna odchylka,
Studenttv t-test).
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Laskavec trojbarevny

DAD1 A, Sig=220,4 Ref=450,40 (LEC00745.D)
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Obr. 13: Chromatograficky profil extraktu laskavce trojbarevného pii 220 nm

Chromatograficky profil extraktu laskavce trojbarevného je na obr. 13. Dominantni
latky jsou rutin a derivaty chlorogenové kyseliny. Suma derivati chlorogenové kyseliny
byla od reten¢niho ¢asu (RT) 3,5 min do RT 10,5 min. Obsah derivati chlorogenové
kyseliny dosahoval ve skleniku 16 mg/g a na zahoné¢ 24,7 mg/g (obr.14) a rozdil je
statisticky vyznamny. Obsah rutinu ve skleniku byl 1,8 mg/g a na zahon¢ byl 1,6 mg/g a
tento rozdil, ikdyz je maly, je statisticky vyznamny.

V celkové ploSe chromatogramu pii 220 nm bylo obsahovych latek az o tietinu vice
na zahonu nez ve skleniku. V celkové plose pii 355 nm byl také rozdil obsahovych latek

statisticky vyznamny. Na zahoné bylo vice obsahovych latek (obr.15).
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Statisticky vyznamné rozdily jsou uvedeny v piiloze 6.
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Obr. 14: Vliv péstovani na obsah derivatu kavové kyseliny a rutinu v listech laskavce
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Obr. 15: Vliv péstovani na obsah latek absorbujicich pfi 220 nm a 355 nm



5.2 Kopretina véncova

V kopreting véncové jsou dominantni latky chlorogenova kyselina,

dikafeoylchinova kyselina a dikafeoylsukcinyl-chinova kyselina.

DADL1 A, Sig=220,4 Ref=450,40 (LEC00748.D)
mAU 7

600

dikafeoylchinova kyselina Chrysar.]themum
coronarium
5004 chlorogenova kyselina
400;
dikafeoylsukcinyl-chinova
300 kyselina

200

100+

O*J
T T T T T T T T T T T T T T T T T T

o] 5 10 15 20 25 30 35 40 min

Obr. 16: Chromatograficky profil extraktu kopretiny véncové pii 220 nm

Chromatograficky profil extraktu kopretiny véncové je na obr. 16. Obsah
chlorogenové kyseliny dosahoval ve skleniku 11 mg/g a na zdhon¢ 12,4 mg/g, je zde
nepatrny statisticky rozdil. Obsah dikafeoylchinové kyseliny byl ve skleniku 6,8 mg/g a
na zahoné byl 11,6 mg/g. Na zahoné je vice jak o tfetinu obsahu dikafeoylchinové
kyseliny nez ve skleniku a to je vyznamny statisticky rozdil. Rozdil obsaht dikafeoyl-
sukcinylchinové kyseliny ve skleniku a na zdhonu neni statisticky vyznamny rozdil, ale
ve skleniku bylo této kyseliny méné (obr. 17).

V celkové plose chromatogramu pii 220 nm bylo obsahovych latek na zéhonu a ve
skleniku téméf stejné, statisticky rozdil neni vyznamny. V celkové plose pii 355 nm byl

statisticky rozdil, na zahon¢ bylo vice obsahovych latek (obr. 18).
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Statisticky vyznamné rozdily jsou uvedeny v piiloze 6.
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Obr. 17: Vliv péstovani na obsah chlorogenové kyseliny,dikafeoylchinové kyseliny,

dikafeoylsukcinyl—chinova kyselina v listech kopretiny véncové

CHK.......... chlorogenova kyselina
DFCHK...... dikafeoylchinova kyselina
DFSCHK.... dikafeoylsukcinyl-chinova kyselina
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Obr. 18:Vliv péstovani na obsah latek absorbujicich pii 220 nm a pfi 355 nm
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5.3 Brukvovité

DADL A, Sig=220,4 Ref=450,40 (LEC00733.D)
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Obr. 19: Chromatografické profily extraktti zkoumanych brukvovitych rostlin

1, 8 ... derivaty flavonola

2. isoramnetin-3-O-soforotriosid-7-O-glukosid
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3. kemferol-3-O-kafeoylsoforosid-7-O-glukosid

4...... kemferol-3-O-sinapoyldiglukosid-7-O-glukosid

5...... kemferol-3-O-glukosid-7-O-glukosid

6...... kemferol-3-O-feruoylsofrosid-7-O-glukosid

7. isoramnetin-3-O-glukosid-7-O-glukosid

9...... smés dvou fenolovych kyselin, jednou z nich je sinapoyljablecna kyselina
10, 13... indoly

11, 12... fenolové kyseliny

Ve vSech vybranych brukvovitych rostlinach se nachazely stejné latky, ale
V riizném mnozstvi. U kazdé vybrané odridy se vyhodnocovaly pouze dominantni
latky. A v ptipad¢ mizuny a mibuny se stanovovaly i indoly, priméarni metabolity.
Indoly mély ¢isté piky, proto byly také stanoveny.

Statisticky vyznamné rozdily jsou vyznaceny v pfiloze 7.
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5.3.1 Horcice ¢inska - listova

Horcice cinska - listova
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Obr. 20: Vliv péstovani na obsah urcitych latek v listech hoicice ¢inské — listové

Vrcholy 1-8 jsou derivaty flavonola

l...

.. isoramnetin-3-O-soforotriosid-7-O-glukosid

statisticky vyznamny (vrcholy 1-8 derivaty flavonold, vrchol 9 fenolové kyseliny).

Kromé vrcholil 4 a 9 byl obsah stanovovanych latek vétsi na zahonu nez ve skleniku. U

O 0 9 O WD B~ W DN

derivat flavonolu

.. kemferol-3-O-kafeoylsoforosid-7-O-glukosid

.. kemferol-3-O-sinapoyldiglukosid-7-O-glukosid
.. kemferol-3-O-glukosid-7-O-glukosid

.. kemferol-3-O-feruoylsofrosid-7-O-glukosid

.. isoramnetin-3-O-glukosid-7-O-glukosid

.. derivat flavonolu

.. smes dvou fenolovych kyselin, jednou z nich je sinapoyljablecna kyselina

V hoft¢ici ¢inské — listové byl rozdil mezi obsahem vSech sledovanych latek
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vrcholi 1, 3 a 5 je na zdhoné o vice jak polovinu vétsi mnozstvi stanovovanych latek. U
vrcholu 8 je mnoZstvi stanovovanych latek dokonce desetkrat veétsi na zdhonu nez ve

skleniku (obr. 20).

4

Hofrcice cinska - listova
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mS

400000 -

mZz
200000 -

220nm 355 nm

Obr. 21: Vliv péstovani na obsah latek pti absorbanci 220 nm a pfi 355 nm

Rozdily v obsahu latek métenych pii 220 nm a pti 355 nm byly statisticky

vyznamné. Na zahon¢ bylo stanovovanych latek vice (obr. 21).
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5.3.2 Horcice ¢inska
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Obr. 22: Vliv péstovani na obsah ur€itych latek v hoicici ¢inské
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Obr. 23: Vliv péstovani na obsah latek pii absorbanci 220 nm a pii 355 nm

V hoi¢ici ¢inské byly rozdily obsahu latek oznac¢enych jako vrchol 2 a 7 statisticky
vyznamné. VEtsi obsah sledovanych latek byl na zdhonu. U vrcholu 9 byl rozdil
statisticky nevyznamny (obr. 22).

Rozdil obsahovych latek méfenych pii 220 nm byl statisticky vyznamny (na zédhoné

bylo vice obsahovych latek), kdezto pti 355 nm byl rozdil nevyznamny. (obr. 23).
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5.3.3 Mizuna
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Obr. 24: Vliv péstovani na obsah urcitych latek v mizuné
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Obr. 25: Vliv péstovani na obsah latek pii absorbanci 220 nm a pii 355 nm

V mizuné byly rozdily obsahu stanovovanych latek vrcholy oznacenych 9, 11, 12 a
13 statisticky vyznamné. Krom¢ vrcholu 11 a 12 byl obsah sledovanych latek vétsi na
zahonu. U vrcholu 7 byl rozdil statisticky nevyznamny (obr. 24).

Rozdil obsahovych latek méfenych pii 220 nm byl statisticky vyznamny (na zédhoné

bylo obsahovych latek vice), kdezto pti 355 nm byl rozdil nevyznamny (obr. 25).
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5.3.4 Mibuna
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Obr. 26:Vliv péstovani na obsah ur€itych latek v mibuné
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Obr. 27: Vliv péstovani na obsah latek pti absorbanci 220 nm a pfi 355 nm

V mibuné byly rozdily obsahu stanovovanych latek vrcholy oznacenych 9, 11, 12 a

13 statisticky vyznamné. V¢Etsi obsah sledovanych latek byl na zahonu pouze u vrchola

9a 13. U vrcholu 7 byl rozdil statisticky nevyznamny (obr. 26).
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Rozdil obsahovych latek méfenych pii vinové délce 220 nm byl statisticky
vyznamny (na zahon¢ bylo vice obsahovych latek), kdezto rozdil obsahovych latek

méfenych pii 355 nm byl nevyznamny (obr.27).
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6 Zavér

Obsahy dominantnich fenolovych latek (pfedevsim fenolové kyseliny, derivaty
flavonolu, rutin) byly méfeny v laskavci trojbarevném, kopretiné véncové, hoicici
¢inské, hoficici Cinské - listové, mizuné a mibuné. Rostliny byly vypéstované na
pokusném pozemku pro srovnani abiotickych podminek (teplota, vlhkost a predevsim
UV zéteni) ve skleniku a na zahonu.

Vétsinou ve skleniku je obsahovych fenolovych sloucenin méné nez na zahoné.
Domnivam se, Ze je to hlavné vlivem abiotického stresu - UV zafeni. Protoze fenolové
latky slouzi rostlin€ jako ochrana pifed UV zarenim.

V laskavci trojbarevném jsou dominantni latky derivaty chlorogenové kyseliny a
rutin. Obsah derivati chlorogenové kyseliny byl na zahoné az o tretinu vétsi. Obsah
rutinu byl na zdhoné nepatrné mensi. Oba rozdily jsou statisticky vyznamné. Obsahy
latek pti vinové délce 220 nm a 355 nm byly na zahon¢ vétsi.

V kopretiné  véncové  jsou dominantni latky  chlorogenova  kyselina,
dikafeoylchinova kyselina, dikafeoylsukcinyl-chinova kyselina. Kromé
dikafeoylsukcinyl-chinové kyseliny byly obsahy dominantnich latek na zahoné vétsi.
Obsahy latek pii vlnové délce 220 nm jsou témét stejné, statisticky rozdil neni
vyznamny. Rozdil obsahi latek pfi vinové délce 355 nm byl statisticky vyznamny, na
zahoné bylo obsahovych latek vice.

V brukvovitych odrlidich se nachdzely stejné latky, ale v rizném mnoZstvi.
V rostlinach celedi brukvovitych jsou dominantni latky derivaty flavonolt, fenolové
kyseliny a indoly. V mnozstvi obsahovych latek jsou si nejvice podobné hotcice ¢inska
— listové a hoi¢ice ¢inskd, mizuna a mibuna. V brukvovitych byly rozdily obsaht latek
pfi vinové délce 220 nm statisticky vyznamné, vice obsahovych latek bylo na zdhonu.
Pii vinové délce 355 nm byly rozdily obsahtli stanovenych latek kromé hoi¢ice ¢inské —
listové statisticky nevyznamné. U hoi¢ice ¢inské — listové pii vlnové délce 355 nm bylo
vice obsahovych latek na zahoné. Latka znafena vrchol 9 (smés dvou fenolovych
kyselin) se chovala v brukvovitych rizné. Z vysledkti obsahovych latek je ziejmé, ze

jsou si mibuna a mizuna velice podobné.
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Sice nebylo méteno mnozstvi chlorofylu, ale i tak byly zna¢né viditelné barevné
rozdily mezi sklenikem a zahonem. Barva rostlinného extraktu ze skleniku byla zluta
nebo svétle zelend. Barva rostlinného extraktu ze zahonu byla tmavé zelena. Rostliny

péstované na zdhon¢ obsahovaly vice chlorofylu (viz ptiloha 4).
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mizuna/)

Obr. 11: Mibuna (stazen 16. 3. 2015: http://www.marutane.com/tukena/body.html)

Obr. 12: Schéma HPLC (stazen 16. 3. 2015:
http://chem.uft.unibremen.de/Chromatography/chrom065.htm)
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8 Ptilohy

Ptiloha 1: UV spektrum chlorogenové kyseliny

mAU

250

200

chlorogenova kyselina

150 4

1004

50 +

T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 550

Piiloha 2: UV spektrum rutinu

mAU
700 —
600 — rutin
500
400 —
300

200

100 4

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 550

nnl




Ptiloha 3: UV spektrum tryptofanu

tryptofan

T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 550

Ptiloha 4: rostlinny extrakt zkoumanych rostlin

V extraktech je vidét barevny rozdil mezi rostlinami péstovanymi ve skleniku a na

zdhoné.
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Piiloha 5: HPLC

Ptiloha 6: Statisticky vyznamné rozdily

Rostlina

Stanovované latky

MnoZstvi obsahovych latek

Laskavec trojbarevny

chlorogenova kyselina
rutin

220 nm

355 nm

zahon > sklenik
zahon < sklenik
zahon > sklenik
zahon > sklenik

Kopretina véncova

chlorogenova kyselina
dikafeoylchinova k.

dikafeoylsukcinyl-chinova k.

220 nm
355 nm

zahon > sklenik
zahon > sklenik
zahon = sklenik
zahon = sklenik
zahon > sklenik
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Ptiloha 7: Statisticky vyznamné rozdily u brukvovitych rostlin

Rostlina Stanovované latky MnoZstvi obsahovych latek
Hofcice ¢inska - listova 1 zahon > sklenik
2 zahon > sklenik
3 zahon > sklenik
4 zahon < sklenik
5 zahon > sklenik
6 zahon > sklenik
7 zahon > sklenik
8 zahon > sklenik
9 zahon < sklenik
220 nm zahon > sklenik
355 nm zahon > sklenik
Hofcice ¢inska 2 zahon > sklenik
7 zahon > sklenik
9 zahon = sklenik
220 nm zahon > sklenik
355 nm zahon = sklenik
Mizuna 7 zahon = sklenik
9 zahon > sklenik
11 zahon < sklenik
12 zahon < sklenik
13 zahon > sklenik
220 nm zahon > sklenik
355 nm zahon = sklenik
Mibuna 7 zahon = sklenik
9 zahon > sklenik
11 zahon < sklenik
12 zahon < sklenik
13 zahon > sklenik
220 nm zahon > sklenik
355 nm zahon = sklenik
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8.1 Seznam priloh

Ptiloha 1:
Ptiloha 2:
Ptiloha 3:
Ptiloha 4:
Ptiloha 5:
Ptiloha 6:
Ptiloha 7:

UV spektrum chlorogenové kyseliny
UV spektrum rutinu

UV spektrum tryptofanu

rostlinny extrakt zkoumanych rostlin
HPLC

Statisticky vyznamné rozdily

Statisticky vyznamné rozdily u brukvovitych rostlin
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