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Abstrakt

V soucasné dob¢ se vétSina zeleniny, kterda je vyprodukovéana na evropském
kontinenté, vypéstuje ve sklenicich. Tento zpisob skytd zna¢nou fadu vyhod: nizsi
spotiebu vody a tepla, ochranu proti Skidctim ¢i meteorologickym jevim, jako jsou
napiiklad kroupy, a tim padem i vyss§i vytéZnost. Nicméné, jednou z podstatnych
nevyhod téchto zafizeni je fakt, ze sklo neni propustné pro UV-B zafeni, které
podporuje biosyntézu flavonoidd, latek, jez maji blahodarné antioxida¢ni ucinky pro
lidsky organismus. Tento nezadouci vliv je mozné eliminovat instalaci LED (Light-
Emitting Diode, ¢esky elektroluminiscenéni dioda) osvétleni do skleniku. Je to z toho
duvodu, ze tato svitidla poskytuji Siroké spektrum elektromagnetického zafeni ¢ili

vlnovych délek, které rostliny vyuzivaji pro celou fadu svych procest.

V této diplomové praci byl zkouman vliv podminek péstovani na obsah
biologicky aktivnich latek, zejména kvercetinu a kemferolu v netradi¢nich druzich
asijské listové zeleniny, konkrétné Namenii, Sagami, Golden Lion, Choy Sum a
Tatsoi. VSechny zminéné odridy byly péstovany ve dvou osevech (jarni a podzimni)

ve skleniku a na zdhoné v letech 2019-2021.

Nejvyssi koncentrace celkového kvercetinu byla zaznamenana u jarniho osevu
Namenie vypéstované v roce 2019 na zdhoné 1241 mg/kg susiny. RovnéZ nejvyssi
obsah celkového kemferolu 1753 mg/kg suSiny byl zjistén u Namenie, jednalo se o
podzimni osev roku 2020, rovnéZ vypestovany na zahoné. Po piepoctu na Cerstvou
hmotu byly ziskany stejné vysledky, hodnota u kvercetinu byla 103 mg/kg Cerstvé
vahy a u kemferolu 142 mg/kg Cerstvé vahy.

KliCova slova: brukvovité, netradiéni asijskd zelenina, kvercetin, kemferol,

UHPLC, FAR



Abstract

Currently, most of the vegetables that are produced on the European continent
are released in greenhouses. This method offers a considerable number of advantages,
such as lower amount of water and heat consumption, protection against pests or
meteorological phenomena, such as hail, and thus higher yields. However, one of the
major disadvantages of these devices is the fact that glass is not permeable to UV-B
radiation, which supports the biosynthesis of flavonoids, substances that have
beneficial antioxidant effects for the human organism. This undesirable effect can be
eliminated by installing LED (Light-Emitting Diode) lighting in greenhouses. This is
because these lights provide a wide spectrum of electromagnetic radiation, i.e.

wavelengths that plants use for a whole range of their processes.

In this diploma thesis, the influence of growing conditions on the content of
biologically active substances, especially quercetin and kaempferol in non-traditional
types of Asian leafy vegetables, namely Namenia, Sagami, Golden Lion, Choy Sum
and Tatsoi, was investigated. All the mentioned varieties were grown in two crops

(spring and autumn) in the greenhouse and on the seedbed in the years 2019-2021.

The highest concentration of total quercetin was recorded in the spring seed of
Namenia grown in 2019 on the seedbed 1241 mg/kg of dry matter. Also, the highest
content of total kaempferol 1753 mg/kg of dry matter was found in Namenia, it was
the autumn period of 2020, also grown in a seedbed. When converted to fresh weight,
the results were the same, the value for quercetin was 103 mg/kg of fresh weight and

for kaempferol 142 mg/kg of fresh weight.

Key words: Brassicaceae, non-traditional Asian vegetable, quercetin, kaempferol,
UHPLC, PAR



Seznam pouzitych zkratek

4CL - 4-kumaroyl-CoA-ligasa

ATP — adenosintrifosfat

C4H — cinamat-4-hydroxylasa

CHS — chalkonsynthasa

DAHP - 3-deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-fosfatsynthasa
F3H — flavanon-3-hydroxylasa

GR — globalni radiace [W-m-?]

IR — infracervené spektrum zéieni

NADPH — nikotinamidadenindinukleotidfosfat

PAL - fenylalanin-amoniak-lyasa

PAR — fotosynteticky aktivni radiace [umol-m2-sec]

pH — zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych iontt
PHE — fenylalanin

ROS - reaktivni formy kysliku

TRP — tryptofan

TYR —tyrosin

UHPLC — ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie
UV — ultrafialové spektrum zatfeni

UV-VIS — ultrafialové-viditelné spektrum zéteni
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1. Uvod

Listova zelenina pattici do ¢eledi brukvovitych je oblibena zelenina, kterda ma
kratkou vegetacni dobu a je velmi nenaro¢na na péstovani. Jedna se o zeleninu, ktera
se vyuziva v gastronomiich celého svéta. Diky obsahu biologicky aktivnich latek,
zejména antioxidantli, prispiva jeji pravidelnd konzumace k prevenci zejména tzv.
civilizanich onemocnéni. Tyto druhy listové zeleniny jsou obvykle péstovany v
riznych podminkach (volna pada, skleniky). Péstitelska zatizeni ovliviiuji mimo jiné
intenzitu a spektrum dopadajiciho zafeni. U nékterych obsahovych latek, zejména

polyfenold, to mize mit vyznamny vliv na jejich zastoupeni a obsah.

Cilem této diplomové prace bude zjistit, jaky vliv maji podminky péstovani na

obsah vybranych obsahovych latek v netradicni listové zelening.



2. Literarni prehled

2.1.Netradicni asijska zelenina

2.1.1. Namenia (Brassica rapa var. rapa)

Namenie se fadi mezi netradi¢ni fapikovou zeleninu, jez ma dlouhou historii.
Jeji chut’ je lehce kysela a diky obsahu hot¢icovych oleji rovnéz lehce paliva. Mezi
hlavni vyhody fadime velmi vysokou vynosnost, ktera je zptsobena jejim rychlym
rustem, a také mozZnosti vysevu i na podzim, jelikoz je to zelenina kratkého dne. Dalsi
vyhodou je pak to, ze kromé listii se mohou konzumovat i fapiky, které se odiezavaji
kousek nad zemi a oddéli se od nich listky, které jsou kiupavé a stavnaté. Spolecné se
ptidavaji naptiklad do polévek. Vyuziti namenie je dosti obdobné jako u Spenatu
(https://www.osiva-semena.cz/ostatni/1016-namenia-brassica-rapa-osivo-namenie-
200-ks.html; https://www.semena.cz/ostatni-asijska-zelenina/1016-namenia-brassica-

rapa-semena-200-ks.html, nedatovano).

2.1.2. Pak Choi — odriida Sagami (Brassica rapa var. chinensis)

Sagami je odriidou brukve ¢inské neboli téz ¢inského zeli pattici do skupiny
asijské listové zeleniny. Jeho fapiky jsou bilé s jemné kotfenénou chuti, zatimco
ovalné, Sirsi a ploché tmavé zelené listy maji jemnou a vynikajici chut’. Tato odrida
vynika svym rychlym rustem. Sklizen se uskute¢iiuje po 40-50 dnech, kdy listy
dosahnou velikosti zhruba 15-20 cm (https://www.osiva-semena.cz/ukoncene-
produkty/1877-pak-choi-sagami-brassica-rapa-var-rosularis-osivo-pak-choi-150-
ks.html, nedatovano). Pouzivaji se v syrové formé¢ do salati, nebo se tepelné upravuji,
ale mizeme se setkat také se susenou podobou (https://www.semena.cz/ukoncene-
produkty/2118-pak-choi-cinske-zeli-sagami-brassica-rapa-var-rosularis-semena-150-

ks.html, nedatovano).

2.1.3. Pak Choi — odriida Golden Lion (Brassica rapa var. chinensis)

Dalsi odrtidou Pak Choi neboli ¢inského zeli je Golden Lion, ¢esky Zlaty lev.
Jedna se o rychle rostouci, nenarocnou asijskou zeleninu se zlutozelenymi listy
a Uzkymi stonky, kterou je mozné po cely rok péstovat doma. Mezi piednosti brukve
¢inské bezesporu patii takika zanedbatelny obsah kalorii, z tohoto divodu se

doporucuje jako idealni strava pii redukcnich dietdch, dale pak vysoky obsah
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antioxidantl, jejichz vliv méa blahodarné detoxikacni a antisklerotické ucinky, coz
znamena, ze pomaha snizovat hladinu cholesterolu
(https://www.semena.cz/ukoncene-produkty/1638-pak-choi-zlaty-lev-brassica-
chinensis-semena-02-g.html, nedatovano). Co se vyuziti tyce, je Golden Lion vhodny
pfedev§im pro pifimou konzumaci ve formé salata (https://www.osiva-
semena.cz/ukoncene-produkty/1609-pak-choi-golden-lion-asijska-zelenina-prodej-

semen-asijske-zeleniny-02-gr.html, nedatovano).

2.1.4. Choy Sum (Brassica rapa var. parachinensis, Brassica chinensis var.

parachinensis)

Choy Sum, n€ékdy zvana t¢z Choi Sum nebo Choi Sam je netradi¢ni listovou
zeleninou vyuzivanou pfedevsim v asijské gastronomii. Nazev Choy Sum je piepisem
hongkongské kantonstiny, jehoz doslovny pteklad zni ,,srdce zeleniny*. V nékterych
piipadech mizZe byt znama také jako ,,Cinské kvetouci zeli®. Jeji ptivod je datovan do
obdobi pied 15. stoletim do oblasti jizni Ciny. Patii rovnéz do skupiny listovych
zelenin z rodu brukve (Brassica) a do ¢eledi brukvovitych (Brassicaceae) (YANLIN,
2020).

Jednd se o zvlastni odridu cinského zeli, jejiz chut’ je podobna chiestu
(https://www.semena.cz/ostatni-listova-zelenina/1226-choi-sum-fubbi-brassica-
parachinensis-semena-choi-sum-100-ks.html, nedatovano). Nejvhodné&jsi pouziti tato
zelenina najde pfedevsim v pokrmech asijské kuchyné, naptiklad znamé jidlo wok
nebo jako ptisada do riznych salati. Choy Sum je nenaro¢na zelenina, ktera rychle
roste, je navic velice jednoducha na péstovani, a jejiz vysev muzeme provadet
Vv obdobi od kvétna do srpna. Jediné podminky, které je potfeba splnit jsou, aby méla
rostlina kolem sebe dostate¢ny prostor pro svijj rist, uvadi se kolem 30 cm, a pak je
nutné  sklidit  zeleninu  dfive, nez =zafne kvést (https://www.osiva-
semena.cz/ostatni/1216-choi-sum-fuubi-brassica-parachinensis-osivo-asijske-

zeleniny-100-ks.html, nedatovano).

2.1.5. Tatsoi (Brassica rapa var. rosularis)

Poslednim druhem netradi¢ni asijské zeleniny, ktery zde zminime, je Tatsoi,
jemuz obchodnici n¢kdy pirezdivaji japonsky salat. Tatsoi je svou chuti podobna

napiiklad fedkvickam ¢i kedlubntim. Je to zelenina s bohatym obsahem vitamini C, A
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a K, dale B-karotend a minerald jako jsou fosfor (P), draslik (K), vapnik (Ca) a Zelezo
(Fe). Co se vzhledu rostliny tyce, je kompaktniho vzrustu, jeji listy maji tmavé zelenou
barvu, zakulaceny tvar pfipominajici 1zicku a jsou jemné struktury s jemnou chuti.
Spolu s bilymi stonky, které méfi kolem 5-10 cm, utvaii hustou razici ¢itajici 50-80
vyhonkt. Pokud jsou listy jesté mladé, vydavaji silné aroma. Obrovskou vyhodou této
rostliny je jeji odolnost vuci chorobam (https://www.semena.cz/ostatni-asijska-
zelenina/1230-tatsoi-brassica-rapa-var-rosularis-semena-100-ks.html, nedatovano) a
vyjimecna odolnost vici chladu (uvadi se az do -25 °C), proto je mozné péstovat ji i
pod sné€hem. Sklizeni se provadi po 45 dnech a je nutné, aby se listy konzumovaly
ihned po odtrzeni, protoze rychle zasychaji (https://www.nasezahrada.com/tatsoi-
tenhle-asijsky-salat-muzete-sklizet-po-cely-rok/, 2020). Vyuziti je obdobné jako u
ptedeslych druhl, tudiz v syrové podob€ na zeleninové salaty, jako piisada do
sendvicl, polévek, panve wok a jinych asijskych pokrmt, ¢i po tepelné upraveé
smazenim (https://www.osiva-semena.cz/ostatni/1230-tatsoi-brassica-rapa-var-

rosularis-osivo-tatsoi-100-ks.html, nedatovano).
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2.2.Rostlinné fenolické latky

Rostlinné fenolické latky, jejichz soucasti jsou pravé flavonoidy, jsou
pozoruhodné rozmanitou skupinou produkti sekundarniho metabolismu rostlin.
V soucasné dob¢ je znamo pies deset tisic riznych struktur, jejichz zakladni jadro je
tvofeno molekulou flavanu (VELISEK J., HAJSLOVA J., 2009b). Tyto sloueniny
zaujimaji v rostlindch mnoho nepostradatelnych funkci, mezi néz patii ochrana proti
patogentim, Sktidciim a hmyzu, regulace rlstu a vyvoje rostliny, dale se uplatiiuji
pfi rostlinné reprodukci, a to jednak pii lakdni opylovaci, tak pfi distribuci semen.
Rovnéz maji za nésledek typické podzimni zbarveni listd u mnoha druhii rostlin, coz
bylo v posledni dobé shledano jako ochranny mechanismus proti oxidativnimu
bunééného starnuti neboli senescence, ale predevs§im slouzi jako ochrana
fotosyntetického aparatu proti poskozeni ultrafialovym zafenim (ROMANI A., et al,
2002, WINKEL-SHIRLEY B., 2002). O tomto ucinku se jest¢ zminime v dalsi
podkapitole.

2.2.1. Biosyntéza flavonoidii

Na biosyntéze flavonoidl se podili mnoho faktord, jak exogennich, mezi které
muzeme zatadit svétlo, dale stresory, jako naptiklad nizkou teplotu, infekci €i ranu,
zpisobenou naptiklad poskozenim bylozravci, tak endogennich, kam patii naptiklad
nékteré regulatory rlstu, predevSim auxin a ethylen, ale také nutri¢ni faktory

(GUO J., et al, 2008).

Biosyntéza flavonoidnich latek probiha na endoplasmatickém retikulu a je ddna
kombinaci dvou metabolickych drah: Sikimatové a fenylpropanoidové. U nizSich
organismil, zejména u hub, slouzi jako alternativni zpisob syntézy polyfenoll
polyketidova draha (BOND C. et al, 2016). Vzhledem k tomu, Ze jako prekurzor
k syntéze slouzi esencialni aminokyselina, nemohou polycyklické fenoly syntetizovat

zivocichové, jedna se konkrétné o aminokyseliny fenylalanin (PHE) a tryptofan (TRP).

2.2.1.1. Sikimatova draha

Sikimatova draha je hlavni metabolickou drahou vedouci k syntéze
aromatickych sloucenin, jmenovité tyrosinu, tryptofanu a fenylalaninu, které vznikaji

slou¢enim vstupnich molekul erythrosa-4-fostatu, ktery je meziproduktem
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pentosofosfatového cyklu a fosfoenolpyruvatu, ktery do reakce piichazi
jako  meziprodukt glykolyzy. Tato reakce je katalyzovana enzymem
3-deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-fosfatsynthasou (DAHP) a dava vzniknout
slouceniné 3-deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-fosfatu. V dalsim kroku vznika
pusobenim 3-dehydrochinatsynthasy molekula 3-dehydrochinatu. Dale se pomoci
3-dehydrochinatdehydratasy odstépi molekula vody a vnikne 3-dehydrosikimat, ktery
je katalytickym enzymem Sikimatdehydrogenasou nasledné pfeménén na Sikimat.
Nasledné¢ dojde za spotieby molekuly ATP (adenosintrifosfatu) k fosforylaci
vzniklého Sikimatu a vznikne Sikimat-3-fosfat, znéhoz néslednou katalyzou
5-enolpyruvylsikimat-3-fosfat-synthasy a pripojenim dalsi molekuly
fosfoenolpyruvatu vznika 5-enolpyruvylSikimat-3-fosfat. Poslednim krokem dochazi
k tvorbé chorismatu, ktery slouzi jako primarni prekurzor pro tvorbu jiz zminénych

aromatickych aminokyselin (HERMANN K. M., 1995).
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Obrazek 1. Schéma Sikimdatové drahy (zdroj: orion.chemi.muni.cz, nedatovano)
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2.2.1.2.  Fenylpropanoidova driaha

Fenylpropanoidové biosyntetické draha je po Sikimatové draze druhou
fenylalanin-amoniak-lyasa (PAL), ktera deaminuje tyrosin vznikly v piedchozi draze
a dava vzniknout kyselin¢ skotficové. Ta je v dalSim kroku preménéna na kyselinu
p-kumarovou pomoci cinamat-4-hydroxylasy (C4H). Nasledné dojde k piipojeni
koenzymu A (CoA) a vznika 4-kumaroyl-CoA, tuto reakci katalyzuje 4-kumaroyl-
CoA-ligasa (4CL). Tento meziprodukt vstupuje do reakce se tfemi molekulami
malonyl-CoA, kdy se za soucasné katalyzy, které se iCastni enzym chalkonsynthasa
(CHS), vytvoti chalkon. Tato molekula pak slouzi jako hlavni prekurzor pro tvorbu
flavonoidi (FERRER J.-L., et al, 2008).
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Obradzek 2. Schéma biosyntézy flavonoidii (zdroj: KOES R. E. et al, 1994)
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2.2.2. Pusobeni flavonoidu v rostlinach

Flavonoidy ptsobi jako bariéra pro skodlivé ultrafialové zareni diky jejich
adsorpénimu maximu v UV oblasti. Byly provedeny nékteré studie o vlivu slune¢niho
zateni (UV-A a UV-B) na polyfenolové slozeni listového salatu (Lactuca sativa) a
bylo prokazano, ze UV absorbance extraktti z listi pfi 270, 300 a 330 nm byla
vyznamné snizena, pokud bylo vylou¢eno okolni UV-B zafeni (KRIZEK D. T. et al,
1998).

Koncentrace fenylpropanoid, zejména flavonoidli, se znacné zvysSuji
v rostlindch vystavenych Sirokému spektru environmentélnich stresii abiotického
i biotického pivodu (ROBERTS M. R., PAUL N. D., 2006), pravdépodobné
vyuzivajici ROS (Reactive Oxyxen Species, Cesky reaktivni formy kysliku) a oxid
dusnaty (NO) jako bé&zné signalni slozky (MACKERNESS S. A. H. et al, 2000);
TAYLOR L. P.,, GROTEWOLD E., 2005). Biosyntéza flavonoidii se zvySuje hlavné
vlivem UV-B zafeni, piestoze flavonoidy nevybavuji listy nejuc¢innéjsim UV Stitem
ve srovnani s jinymi fenylpropanoidy, napt. derivaty kyseliny hydroxyskoficové
(HARBORNE J. B., WILLIAMS CH. A., 2000).

Bylo navrZeno, Ze flavonoidy mohou fungovat jako lapace reaktivnich forem
kysliku (YAMASAKI H. et al, 1997; AGATI G. et al, 2009) a modulatory transportu
auxinu (PEER W. A, MURPHY A. S., 2007). krom¢& toho, ze absorbuji to
nejenergi¢téjsi kratké slune¢ni vinové délky (ROZEMA J. et al, 1997). Tyto funkce
odpovidaji Siroce uvadénému nariistu obsahu kvercetinu vyvolanému UV zéfenim
v poméru ke kemferolu, luteolinu nebo apigeninu (MARKHAM K. R. et al, 1998;
RYAN K. G. et al, 1998).

Existuji rovnéZ nové poznatky, Ze flavonoidy hraji roli v odolnosti vii¢i toxicité

hliniku u kukufice (KIDD P. S., et al, 2001).

Zavislost obsahu flavonoidii na péstebnich podminkach neni ani zdaleka
prozkoumana u vétSiny uzitkovych rostlin. Vzhledem k vyzivové dulezitosti
flavonoidt je potieba vyzkum rozsifit na vyznamné zdroje flavonoidi, jako je tfeba

zelenina.
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2.3.U¢inek rostlinnych polyfenoli na lidsky organismus

Flavonoidy jsou dnes pfedmétem studia piedev§im diky svym pfiznivym
ucinkiim na lidské zdravi. V roce 1936 byl pro latky flavonoidni povahy navrzen
pojem vitamin P, pravé diky jejich pozitivnimu ucinku na cévy. Nicméné bylo od
tohoto oznaceni brzy upusténo, protoze s definici vitaminu se vlastnosti flavonoida

piimo neshodovaly (MOBH S., 1939).

Flavonoidy jsou dobie zndmé pro své antioxidacni vlastnosti, zejména ty, které
obsahuji ortho 3°‘,4°-dihydroxy substituent v kruhu B, jako je kvercetin, luteolin a
kyanidin (RICE-EVANS C. et al, 1997). Hydroxylové skupiny pfitomné na uhlicich
C4, C3° a C4° vyrazné zvySuji antioxidacni potencidl dané slouceniny (LIEN E. J.
et al, 1999). Vyzkum NOROOZI M. et al, (1998) rovnéz dokazuje, ze aglykony, jako
jsou kvercetin, kemferol, myricetin ¢i luteolin, maji oproti jejich konjugovanym
formam (napft. kvercetin-3-glukosid nebo rutin) vyssi antioxida¢ni aktivitu. Zajimavé
je, ze se uvadi, ze transkripéni faktory biosyntézy flavonoida jsou ovlivnény zménami

redoxniho potencialu rostlinnych bunék (AGATI G., TATTINI M., 2010).

Béhem studii, které probihaly in vivo i in vitro byly vyhodnoceny mnohé
biologické funkce flavonoid, jako je naptiklad modulace enzymové aktivity, inhibice
bunécné proliferace nebo potlateni nezadoucich ucinkti volnych radikald.
Potencionalni vyuZiti mohou tyto latky uplatnit proti alergiim, zanétim, prijmtm, dale
jako antibiotika na 1écbu viedovych onemocnéni (BRAVO L., 1998). Dalsi
nezastupitelnou roli hraji flavonoidy spole¢né s dalSimi antioxidanty, jako je vitamin
C nebo E, v zabranovani peroxidaci lipidi ve fosfolipidové dvojvrstvé, kterou
zpusobuji volné kyslikové radikaly (ROS), jez mohou zpisobovat poruchy genetické
informace organismu, a tim padem poskozovat strukturu ¢i funkci bilkovin nebo lipidi
(ROSS J., KASUM C. M., 2002). Dale flavonoidy zamezuji ukladani cholesterolu do
cévnich stén, zesiluji jejich tloustku, zlepSuji pruznost (permeabilitu) cév, a tudiz
jejich vlastnosti pfispivaji ke sniZeni rizika vyskytu infarktu myokardu a dalSich

kardiovaskularnich onemocnéni ¢i vzniku rakoviny (BLOCK G. et al, 1992).

Epidemiologické studie spojuji stravu bohatou na polyfenoly s niz§im

vyskytem kardiovaskularnich ¢i karcinogennich chorob (CARTEA M. E. et al, 2011).

vvvvvv

potravinovym zdrojem polyfenoll, protoze obsahuje nékolik fenolovych kyselin
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(derivaty kyseliny kavové) a flavonoidni glykosidy kvercetinu, luteolinu a kyanidinu
(LLORACH R. et al, 2008). Prestoze hlavkovy salat neni zelenina nejbohatsi na
polyfenoly, stile poskytuje zna¢né mnozstvi denniho piijmu polyfenolti, protoze se

bézn¢ konzumuje V syrovém stavu a ve velkém mnozstvi (DUPONT M. S. et al, 2000).

Nejvétsi zastoupeni ze vSech flavonoidu zaujima flavonol kvercetin, ktery je
v lidské stravé piijiman hlavné ve formé caju, jablek ¢i cibule. Dalsim dalezitym
zdrojem této slouceniny je Cervené vino, které je mimo jiné zodpovédné i za tzv.
francouzsky paradox. Jedna se o jev popisujici vztah mezi niz§im vyskytem akutnich
srdeCnich ptihod, za soucasné konzumace nenasycenych mastnych kyselin a pitim
cerveného vina, ktery prevazuje u populaci zijicich v oblasti Stfedomoii. Pravé
flavonoidy v ném obsazené jsou pfinejmensim ¢asteéné zodpoveédné za tuto vyzivovou

anomalii (COOK N. C., SAMMAN S., 1996).
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2.4 .Slunecni zareni

Slunec¢ni zafeni nebo také solarni radiace piinasi vétSinu energie, jez se na Zemi
vyskytuje. Jedna se o soubor elektromagnetického zéateni neboli elektromagnetickych
vin, které lezi v oblastech od gama zatfeni (y), ptes ultrafialové (UV), viditelné a
infracervené (IR) zafeni, az po radiové viny, poptipadé tok hmotnych ¢astic zemskou
atmosférou (VYSOUDIL M., 2006). Celkové mnozstvi této energie vyzaiené
Sluncem, které k nam v celém svém spektru dopada na horni hranici atmosféry a jez
je vztazeno na jednotku plochy, se nazyva solarni konstanta. Na zakladé¢ méteni

provadénych druzicemi se jeji hodnota uvadi 1366 W-m™.

Celkova bilance elektromagnetického zareni, které k nam pfichazi od Slunce
se da rozdélit na dil¢i kategorie: svételnd energie reflektovand neboli odrazend
a absorbovana neboli pohlcend, a to bud’ atmosférou nebo zemskym povrchem.
Od atmosféry je v dusledku reflexe zpét do vesmiru odrazeno asi 6 % energie, dalSich
20 % je odrazeno oblac¢nosti a zhruba 4 % odrazi zemsky povrch. Co se absorbovaného
zafeni tyCe, atmosférické plyny, pfedev§im vodni para, ozon (O3) nebo kyslik (O2),
pohlti aZ 16 % a oblacnosti je absorbovano jen kolem 3 % slune¢ni energie. Zbylych
priblizne 51 % slunecniho zafeni je pohlceno zemskym povrchem a oceany (OLIVER

JE., 2005).
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Obrdzek 3. Celkova energeticka bilance (zdroj: NASA GPM, nedatovano)
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Vznik slunecni energie se uskuteCiiuje termonukledrnimi reakcemi neboli
termojadernymi fizemi v jadru Slunce, kde se pfi teplot¢ okolo 15 milioni °C
a velmi vysokého tlaku slucuji atomy vodiku za vzniku atomut hélia, doprovazené
uvolnénim obrovského mnozstvi energie ve forme fotonti. Fotony maji riznou energii,
a tudiz rtznou vinovou délku A, piicemz zde plati vztah: ¢im vétsi je energie fotonu,
tim mensi je jeho vlnova délka, tim padem i lepsi pronikavost. Praveé vétSina téchto

vlnovych délek je ndm prezentovana formou barevného spektra. Nejvyssi energii ma

cvwr

Rostliny jsou pro své reakce schopné vyuzivat elektromagnetické zatreni

V rozmezi od zhruba 280 nm do 800 nm.
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Obrdzek 4. Schéma elektromagnetického zdreni (zdroj: Cyberphysics, 2014)
2.4.1. Globalni sluneéni zareni (Q) [W-m?]

Globalni solarni radiace (Global Radiation, GR) je definovana jako tok
kratkovinného zareni, které je smérovano doll. Pro zjisténi této hodnoty je potfeba
seCist dvé veliiny, konkrétn€ ptimou soldrni radiaci, respektive jeji vertikalni slozku
a rozptylenou solarni radiaci, jez dopadd na vodorovnou plochu pod prostorovym
uhlem 2n. Tyto veli¢iny budou popsany v nasledujicich podkapitolach. Stejné jako
rozptylené slune¢ni zafeni, tak 1 globalni radiace se pohybuji v rozmezi vinovych délek

mezi 0,2 az 10 um (SOBISEK B., 1993).
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Intenzita sluneCniho zafeni neni rovnomeérnd, ovliviiuje ji zejména vyska
také vzristajici zakalenost atmosféry, takzvana turbidita, kterd je zplisobena pevnymi
¢i zkapalnénymi CasteCkami aerosolu, na nichz dochazi k rozptylu nebo absorpci
svételného zafeni. V oblastech za severnim ¢i jiznim polarnim kruhem ¢ini nejvyssi
hodnoty globalni solarni radiace 800 W-m™, zatimco v rovnikovych oblastech za
pfitomnosti oblakd, jejichz mira odrazivosti (albedo) mlize dosdhnout az 70 %, muize

hodnota globalniho slune¢niho zafeni dosahnout az 1500 W-m (SOBISEK B., 1993).
Vzorec pro vypocet intenzity globalni solarni radiace pak vypada nasledovné:

Q= (-sinh)+i
kde | vyjadfuje intenzitu ptimé solarni radiace, h ptedstavuje vysku Slunce nad

obzorem, respektive jeho funkci sinus a veli¢ina i je vyjadienim intenzity rozptylené
solarni radiace (VYSOUDIL M., 2006).

V dnesni dobé¢ existuje mnozstvi pfistroju, které jsou schopné méfit hodnoty
globalniho slune¢niho zafeni, mezi nejvyznamnéjsi patii takzvané pyranometry, nékdy
se pouzivd téZz nazev solarimetr, ktery byl zaveden polskym meteorologem
W. Gorczynskym. Mechanismus pyranometru pracuje zejména na termoelektrickém
principu. Jedna se o diferen¢ni termoclanek, jehoZz funkci je indikace teplotniho rozdilu
dvou povrchil, jeden pohlcuje dopadajici kratkovinné zareni, zatimco druhy toto
kratkovinné zateni neabsorbuje, poptipade je zastinén. TentyZ mechanismus vyuziva
také diferencni bimetal v Robitzschové bimetalickém pyranografu nebo teplomér
Aragova-Davyova pyranometru. Dal$imi typy pyranometri mohou byt:
Molla-Gorczynského pyranometr, destila¢ni pyranometr, lucimetr a sféricky (kulovy)
pyranometr. Cidla piistrojii jsou vétiinou chranéna dvéma sklenénymi polokoulemi

(SOBISEK B., 1993).
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Obrazek 5. Pyranometr CMP11 (zdroj: Kipp & Zonen)
2.4.2. PFimé sluneéni zareni (In)

Ptima solarni radiace je charakterizovana jako tok kratkovlnného zateni, které
ptichazi z malého prostorového thlu, jehoZz osu tvofti stied Slunce a dopadé na plochu,
ktera je k ose tohoto Uhlu kolmd. Zména intenzity souvisi jednak s prodluzujici se
dréhou slunec¢nich paprski, tedy ¢im delsi je paprsek, tim niz$i intenzita (klesani
Slunce nad obzorem), tak se vzrustajicim zakalenim atmosféry. V ptipadé, Ze je Slunce
zastinéno oblaky, je intenzita pfimé solarni radiace zemského povrchu rovna nule.
Méfici pfistroje pro zjiStovani intenzity zafeni se nazyvaji pyrheliometry nebo
aktinometry. Pokud chceme zméfit délku zéfeni, pouzivame heliografy (SOBISEK B.,
1993).

2.4.3. Rozptylené slune¢ni zareni (i)

Rozptylena neboli diftzni solarni radiace je popisovana jako kratkovinné
zateni, které je smérovano dolii a dopadd na vodorovnou plochu pod prostorovym
uhlem 2m pfi soucasném zakryti slunecniho disku, tedy odklonéni piimé solarni
radiace. Vznik je zapfi¢inén rozkladdnim slunecniho zareni na ¢asteckéach aerosolu
rozptyleného v atmosféte, jako jsou ledové krystalky, vodni kapicky, pylova zrna ¢i
vulkanicky popel apod., ale také na molekulach vzduchu. Molekuly vzduchu rozptyluji
slune¢ni zareni o celkové velikosti, kterd je rovna prevracené hodnoté ¢tvrté mocniny

vlnové délky. V atmosféfe se nejvice rozptyluji fialové a modré barvy, protoze maji

nejkrat$i vinové délky. Z tohoto divodu se nam jevi obloha jako modra. Intenzita
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diftzniho solarniho zéafeni je opacna ku pfimému slune¢nimu zaieni, to znamena, ze
jeho velikost roste se zvysSujicim se zakalenim atmosféry a nabyva hodnot mezi 70 az

do 700 W-m2. K méfeni této veli¢iny se vyuzivaji difazometry (SOBISEK B., 1993).

2.4.4. Fotosynteticky aktivni radiace

Fotosynteticky aktivni radiace nebo také zateni (Photosynthetic Active
Radiation, PAR, Cesky FAR) je oblast slune¢niho spektra lezici mezi vlnovymi
délkami 400 az 700 nm, kterd je vyuzivana rostlinami pii fotosyntetickém procesu.
Znalost této veli¢iny ndm miiZze poskytnout klicové vstupy pro vypocty a modelovani
biomasy a lesnické produkce, ristu rostlin, ale také piirodniho osvétleni sklenikil

(GARCIA-RODRIGUEZ A. et al, 2021).

Fotosynteticka hustota proudéni fotonti Qp [umol-m™-s] se méii a prevadi na
energetické jednotky pomoci McCreeova konverzniho faktoru (4,57 pmol-J™* + 3 %)

v zavislosti na klimatickych faktorech (AKITSU et al, 2015).

2.4.5. Fotosyntéza

Fotosyntéza je nejpozoruhodnéjSim a nejvyznamnéjSim fyziologickym
procesem, ktery mé na Zemi zasadni vyznam pro vSechny Zivé organismy. Jeji princip
spociva v absorpci svételné energie fotoautotrofnimi organismy, které ji spolecné
s fixaci vzdusného oxidu uhli¢itého (COz2) a fotolyzou vody (H20) vyuzivaji k syntéze
energetickych organickych sloucenin za soucasného uvolnéni kysliku (O2) jako
odpadniho produktu. Tento biochemicky proces probiha ve dvou fazich — prvni faze,

téZ svételna a druhd neboli temnostni fize (RYPLOVA R., 2014).

Nejvyznamnéj$i morfologickou strukturou rostlin podilejici se na fotosyntéze
je list. V jeho nitru se nachazeji malé organely chloroplasty, jez jsou nejmensi
strukturni a zaroven funk¢ni jednotkou, schopnou absorbovat zafeni a zabudovavat
uhlik z fixovaného oxidu uhli¢it¢tho do sacharidi. Chloroplast je tvofen dvojitou
cytoplazmatickou membranou, vnéj$i a vnitini, pod niZ se nachézi stroma. Ve stromatu
jsou umistény membranové struktury zvané thylakoidy, které tvoti sloupcovité ttvary,
které se nazyvaji grana, nebo také granalni thylakoidy. Druhym typem jsou stromatalni
thylakoidy, které jiz grana netvofi. V membrané thylakoidl jsou vazany rostlinné

fotosyntetické pigmenty — chlorofyly. Uvadi se, ze list je tvofen pfiblizné
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5-10° chloroplasti, pficemz v kazdém z nich je p¥itomno asi 600 milionti molekul

chlorofylu (PROCHAZKA S. et al, 1998).

2.45.1. Chlorofyl

Chlorofyly jsou nejvice dulezitymi fotosyntetickymi pigmenty. Nachazeji se v
zelenych rostlinach, sinicich a nékterych fasach ulozeny v specialnich organelach —
chloroplastech, kde jsou vazany na molekulu proteinu. V soucasné dob¢ je zndmo
celkem sedm typt chlorofyl: bakteriochlorofyl a bakterioviridin, dale chlorofyly a,
b, c, d a e, pficemz nejdilezitéjsi jsou modrozeleny chlorofyl a a zlutozeleny chlorofyl
b. Jedna se o zelené tetrapyrrolové barvivo, které ve svém centru obsahuje iont hotéiku
(Mg). Barevné je zeleny, protoZze absorbuje ¢ervenou (A= 640—700 nm) i modrou (A=
430-460 nm) &ast svételného spektra a zbytek odrazi (KINCL M., KRPES V., 2006).

a X CH=CH, Y:CH;

b X:CH=CH, Y:CHO

d X:CHO Y: CH,3
CHj CH, CH,

Obrazek 6. Struktura chlorofylu a, b, d (zdroj: Yikrazuul, 2009)

Biosyntéza chlorofylu je v mnohém podobna biosyntéze hemu. Prvnim krokem
je pfipojeni glutamatu na tRNA a vznik glutamyl-tRNA. Tato slou¢enina miize byt
pouzita jednak pro syntézu dalSich proteint, tak i pro syntézu chlorofyli. Glutamyl-
tRNA je metabolizovan na glutamyl-1-semialdehyd, ktery se dale za pomoci enzymu
5-aminolevulatsythasy preménuje na kyselinu 5-aminolevulovou. Nasledné se
kondenzaci a soucasnou dehydrataci 2 mol 5-ALA (Kys. 5-aminolevulova) vytvofi
monopyrrol  porfobilinogen.  Cely  proces je  katalyzovan  enzymem
5-aminodehydratasou. Porfobilinogen je jiz cyklickou molekulou a obsahuje pyrrolové
jadro. Ctyii molekuly porfobilinogenu davaji vzniknout protoporfyrinu IX, ktery

obsahuje porfyrin. Do n& mize byt zabudovano zelezo (Fe), a to enzymem Fe-
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chelatasou, v takovém piipad¢ vznika hem, z néhoz lze ziskat cytochrom ¢i fytochrom,
nebo pomoci enzymu Mg-chelatasy dojde k zabudovani hot¢iku (Mg) a vznika tak
protochlorofylid a, ktery je zménén na chlorofylid a ¢innosti enzymu reduktasy a
fotochemickou reakci za spotieby dvou fotont a jednoho NADPH. Po pfipojeni fytolu
pak vznika chlorofyl a, jehoZz oxidaci lze ziskat chlorofyl b (BEALE S. 1., 1999).

2.4.5.2. Fotoreceptory

Fotoreceptory se vyvijely postupné s tim, jak se rostliny adaptovaly na pfijem

svételné energie. Doposud byly charakterizovany tii typy fotoreceptorii:

(1) Cerveny farred-reverzibilni chromoprotein, fytochrom pro absorpci

cerveného a daleko cerveného svétla (600-750 nm).

(2) Kryptochromy, které zprostiedkovavaji nékolik reakci modrého svétla a
UV-A (320-500 nm). Nedavno byl identifikovan dal§i chromoprotein absorbujici

modré svétlo, fototropin, jako fotoreceptor zprostredkujici fototropismus.

(3) Fotoreceptory pro UV-B (282-320 nm). Dosud vSak nebyly izolovany
(BRIGGS W. R., OLNEY M. A., 2001; GILIBERTO L. et al, 2005).

Vsechny tii typy té€chto fotoreceptorli by mohly potencidlné snimat signal
UV-A (MANCINELLI A. L., 1986). UV-A reakce u Arabidopsis by mohly byt
nahrazeny modrym svétlem (FEINBAUM R. 1. et al, 1991; FUGLEVAND G. et al,
1996), coz ukazuje na zapojeni UV-A/modrych fotoreceptorti. Nekteré geny
biosyntézy antokyan, tj. CHS a F3H, jsou vSak indukovany pouze po expozici UV-A
(ZHOU B. et al, 2007). Ob¢ drahy UV-B i UV-A/modra zahrnuji reverzibilni
fosforylaci proteinil a vyZaduji syntézu proteinil. Signalizace UV-B a UV-A/modrého
svétla se proto lisi od fytochromové signalni transdukéni drahy regulujici expresi CHS

u jinych druhtt (CHRISTIE J. M., JENKINS G. I., 1996).

Jak se ukazuje, svételné zateni registrované fotoreceptory, reguluje ziejmeé

obsah fenolickych latek tim, ze ovliviiuje aktivitu enzymu biosyntetickych drah.
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2.5.Analyticka separa¢ni metoda — UHPLC

Analyticka metoda UHPLC (Ultra High Performance Liquid Chromatography,
ultra vysokouc¢inna kapalinova chromatografie nebo Ultra High Pressure Liquid
Chromatography, ultra vysokotlaka kapalinova chromatografie), nékdy téz UPLC
(Ultra Performance Liquid Chromatography, ultra i¢innd kapalinovéa chromatografie),
je nova separacni technika v oblasti analyzy latek. Jednéa se o modifikovanou formu
jiz znamé techniky vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC, High
Performance Liquid Chromatography) (https://www.chromservis.eu/c/uhplc-in-
details?lang=CZ, nedatovano). Tato separani technika ma Siroké spektrum
pouzitelnosti prakticky ve vSech primyslovych odvétvich, at uz se jednd o
farmaceuticky pramysl, klinické metody, bioanalyzu, tak 1 bezpecnost potravin,

identifikaci metabolitt ¢i rutinni screening (BASHARAT R. et al, 2021).

Hlavnim rozdilem mezi t€émito metodami je v prvé fadé zrnitost kolon —
u HPLC pracujeme se sorbenty o velikosti zrn v rozpéti 3-50 um, ovSem nejcastéji
V rozmezi 5-10 pm, zatimco UHPLC vyuZziva velikost zrn mensi nez 2 pm, nejcastéji
v8ak 1,7 um. DalSim podstatnym rozdilem je poté tlak v kolonach, v ptipadé¢ HPLC
nabyvaji tlaky v kolonéch hodnot 1-60 MPa, zatimco u UHPLC se mohou pohybovat
az kolem 100 MPa. Z tohoto diivodu je potifeba pouzivat kratsi kolony (ROGE A. B.
etal, 2011). Vzhledem k vysokym tlakim je rovnéz potieba zvolit odoInéjsi materialy,
kterymi jsou nejéastéji ocel nebo pozlacena ocel, PEEK (polyetheretherketon) anebo

pak kombinace ocel-PEEK.

Tato separa¢ni technika poskytuje oproti klasické vysokouc¢inné kapalinové
chromatografii nékolik pfednosti, konkrétné zvySeni separacni G¢innosti, a to prave
vlivem zmenSeni zrnitosti sorbentu, dale zvySeni citlivosti, snizeni meze detekce,
kratSi dobu analyzy latek, snizeni nakladii a v neposledni fad¢ také poskytnuti vétSiho

mnozstvi kvalitativnich informaci NARWATE B. M. et al, 2014).

Pro pfenos metod z vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) do ultra
ucinné kapalinové chromatografie (UHPLC) je pro poZzadovanou aplikaci nejprve
nutné optimalizovat selektivitu a ti¢innost kolony. Tento proces zahrnuje nasledujici

¢tyfi kroky (https://www.chromservis.eu/c/uhplc-in-details?lang=CZ, nedatovano):
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a) zvoleni délky kolony

Vzhledem ke snizovani velikosti zrn sorbentu, ale soucasnému zachovani
délky kolony, dochézi ke zvySeni poctu teoretickych pater. Z tohoto divodu je mozné
kolonu zkratit bez toho, aby doslo ke ztraté rozliseni (http://www.hplc.cz/UPLC/,

nedatovano).
b) optimalizovani nastfikového objemu

Snizovanim délky kolony a jejiho vnitfniho priméru dochézi ke snizeni
celkového objemu a kapacity vzorku. V disledku toho je podstatné zajiSténi
kompatibility rozpoustédla vzorku se slozenim mobilni faze, aby se zamezilo ptipadné
zmén¢ selektivity, snizeni ucinnosti ¢i nereprodukovatelnosti retenc¢nich cCast

(http://www.hplc.cz/UPLC/, nedatovano).
C) nastaveni prutoku

Nastavenim pritoku je nutné docilit toho, aby byla zajisténa adekvatni linearni
rychlost u mensi kolony, zarovei je nutné se zmenSenim pruméru kolony snizit priitok
mobilni faze tak, aby byla zachovana totozna linearni rychlost, jez je dulezitd pro

zachovani G¢innosti (http://www.hplc.cz/UPLC/, nedatovano).
d) nastaveni ¢asového programu

Po splnéni predeslych tiech kroka je pii pfenosu metody z HPLC do UHPLC
potieba nastavit pocatek gradientu, a to konkrétné¢ tak, aby k interakcim dochazelo ve

stejnou dobu (http://www.hplc.cz/UPLC/, nedatovano).

2.5.1. Instrumentace v ultra vysokouinné kapalinové chromatografii

Aby mohla byt vyuzita zvySena rychlost analyzy, vynikajici rozliSeni, vétsi
citlivost poskytovana malou velikosti ¢astic a prace s vysokymi tlaky, bylo nezbytné
nutné vypracovat ndvrhy s pokrocilou technologii v zékladnich pfistrojich pro ultra
vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii, to znamend v Cerpadle, autosampleru,
detektoru, datovém vyhodnocovacim systému a servisni diagnostice. Zakladni
ptistrojové vybaveni UHPLC bude popséano v nasledujicich podkapitolach (ASHOK
K. etal, 2012).
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2.5.1.1.  Cerpadlo

Ideélni cerpadla pro UHPLC maji kapacitu dodavat rozpoustédla pti vyssim
tlaku kolem 100 MPa pro optimalni pritok s maximdlni G¢innosti napfi¢ 15 cm
dlouhou kolonou naplnénou ¢asticemi o velikosti 1,7 um. UHPLC pouziva dvé sériova
Cerpadla stlakovym limitem 100 MPa a maji vestavéné ventily pro vybér
rozpoustédla, které maji schopnost zvolit pifesny pomér rozpoustédla az ze Ctyt

rozpoustédel (ASHOK K. et al, 2012).

25.1.2. Davkovad

Syst¢ém UHPLC se svym spravcem vzorkll s prutokovou jehlou fesi tfi
konstruk¢ni vyzvy pro spolehlivy vykon: robustni utésnéni jehly pfi vyssim tlaku,
minimalizaci $ifeni extrakolonového pasma pro uzké piky a provadéni bezpulzniho
injekéniho procesu pro ochranu kolony pfed extrémnimi vykyvy tlaku. Kdyz je injekce
zahdjena, vstfikovaci ventil odkloni tok z jehly, aby shromézdil vzorek z lahvicky.
Jehla se zasune do lahvicky, kde dojde k odebrani ptesného objemu pozadovaného
vzorku, a poté se vrati do injek¢éniho portu. Jehla je tlacena proti vnitinimu tésnicimu
povrchu portu, vstiikovaci ventil se otaci a vzorek je vtlacen do vstiikovaciho portu.
Disperzi vzorku 1ze minimalizovat udrzovanim mensi vzdalenosti mezi vstfikovacim
portem a vstfikovacim ventilem. Po vstiiknuti vzorku se jehla po urcitou dobu

promyva, aby se minimalizoval pifenos vzorku (NARWATE B. M. et al, 2014).

25.1.3. Kolona

V soucasnosti se na trhu nachdzi nepfeberné mnozstvi riznych typt kolon,
liSicich se jejich délkou, primérem, velikosti ¢astic, velikosti porti, nebo materialem.
Nejcastéji se vSak délka kolon pohybuje mezi 5 az 10 cm a primér bud’ 1 mm nebo
2,1 mm. Jak jiz bylo zminéno, kolony pro ultra vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii jsou vyrobeny z malych ¢astic o velikosti mensi nez 2 pm. V soucasné
dob¢ prakticky kazda firma vyvijejici instrumentaci pro kapalinovou chromatografii,
nabizi kolony, které 1ze pouzit technikou UHPLC (ASHOK K. et al, 2012). Jednotlivé

skupiny kolon se 1i$i typem staciondrnich fazi:

C18 a C8 kolony: Jedna se o kolony s linedrnim alkylovym fetézcem, které
patii mezi nejvyhodngjsi pro techniku UHPLC, protoze je lze pouzit v Sirokém

rozmezi pH. Trifunkéni ligandy poskytuji stabilitu pii nizkém pH, kterd je
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pouzitelného provozniho rozsahu pH.

Shield R18 kolony: obsahuji polarni skupinu karbamatu, poskytuji selektivitu
pro UHPLC, pouzivaji se jako dopliikové ke kolonam C18 a CS8.

Fenylové kolony: maji trifunkéni C6 alkylethyl mezi fenylovymi kruhy a

silylovou funkéni skupinou.

Amidové kolony: kombinace trifunkéné vazané amidové faze poskytuje
vyjimecnou zivotnost kolony. Usnadiiuji pouZiti Siroké Skaly oblasti pH, konkrétné od

2 do 11.

25.1.4. Detektor

Detektory vyuzivané pro ultra vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
musi mit vysokou vzorkovaci frekvenci, aby byla umoznéna citlivd detekce a
spolehliva kvantifikace vytvotenych uzkych piki (Sitka piku <1s polovi¢ni vysky), ale
také minimalni rozptyl (objem), takze se neztrati separace dosazena na koloné.
Detektor také vyzaduje novou elektroniku a firmware podporuji ethernetovou
komunikaci, ktera se ptizptisobi vysoké datové rychlosti. Potencialni zvyseni citlivosti
UHPLC je odhadovano na 2-3nasobek hodnoty ziskané pomoci HPLC, v zavislosti na
metod¢ detekce. Pro tyto ucely jsou vhodné detektory s fotodiodovym polem (PDA,
PDA e)) a laditelné UV-VIS (TUV) detektory. Datové rychlosti téchto detektort jsou
az 80 Hz se specifikaci nizkého Sumu, konkrétn€ 10 Au se Sirokym rozsahem
spektralni analyzy az do 500 nm (PDA detektor) a 800 nm (eA detektor). Aby se
zabranilo Sifeni pasu a kolisani koncentrace, pouzivaji se nizkoobjemové svétlovodné
priatokové cely z optickych vldken, které¢ obsahuji vniting reflexni povrch z teflonu
AF, ktery eliminuje vnitini absorpci pouzitim principu Gplného vnitiniho odrazu pro
zlepSeni Gc¢innosti ptenosu svétla (NARWATE B. M. et al, 2014). Detekce s pomoci
hmotnostni spektrometrie (MS) byla rovnéz pouzita s UHPLC (ROGE A. B. et al,
2011).
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Obrazek 8. Agilent 1290 Infinity Il HPLC (zdroj: www.agilent.com)
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Obrazek 9. ACQUITY UPLC M-Class System (zdroj: www.waters.com)

Obrazek 10. Jasco LC-4000 UHPLC System (zdroj: www.jascoinc.com)
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3. Cile prace

Cilem této diplomové prace je:

(1) vypracovani literdrniho piehledu zamétfeného na biosyntézu rostlinnych

fenolii a vliv podminek péstovani na obsah biologicky aktivnich latek,

(2) péstovani vybranych druhi netradiéni listové zeleniny z Celedi

brukvovitych jako modelové rostliny,

(3) péstovani zeleniny v rtiznych podminkach — dvoji osev za rok, péstovani ve

skleniku a na zahoné,

(4) vziskaném materialu stanovit vybrané obsahové latky ze skupiny

polyfenold,

(5) zjisténi souvislosti obsahu vybranych latek a podminek péstovani (doba a

misto péstovani, meteorologické podminky).
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4. Experimentalni ¢ast

4.1.Pouzité chemikalie a pristroje

4.1.1. Chemikalie

methanol (Merck, Némecko)

kyselina askorbova (Merck, Némecko)

kyselina a-naftyloctové (Lachema, Ceska republika)

kyselina chlorovodikova (Lachema, Ceské republika)

acetonitril (Merck, Némecko)

hydrogenuhli¢itan sodny (Lachema, Cesk4 republika)

apigenin (Aldrich Chemie, Némecko)

kemferol (Aldrich Chemie, Némecko)

kvercetin (Aldrich Chemie, Némecko)

luteolin (Aldrich Chemie, Némecko)

morin (Aldrich Chemie, Némecko)

myricetin (Aldrich Chemie, Némecko)

Vsechny pouzité chemikalie mély analytickou Eistotu.

4.1.2. Laboratorni sklo a pFistroje

chladnicka s lednickou (Bosch Cooler, Némecko)

lyofilizator Alpha 1-2/LD plus (Christ, Némecko)

laboratorni noZovy mlyn Grindomix GM 200 (Retsch, Némecko)

analytické vahy AB204 (Mettler Toledo, Svycarsko)

zékladni laboratorni vybaveni (Fischer Scientic, Pardubice, Ceské republika)
vodni lazefi termostatovana michana EL-20R (Kavalier, Ceska republika)
filtry ze sklenénych vlaken GF/C (Whatman, Velka Britanie)

odstfedivka Sigma 2-5 (Sigma Zentrifugen, Némecko)

SPE kolonky RP-18 (Merck, Némecko)
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kolona Zorbax Eclipse SB-C18 (Agilent, USA)

kapalinovy chromatograf Agilent 1200 Series Rapid Resolutions (Agilent,
USA)

4.2 Priprava rostlinného materialu

Vsechny testované vzorky listové zeleniny (Namenia, Sagami, Golden Lion,
Choy Sum a Tatsoi) byly vypéstovany na pokusném Skolnim pozemku Zemédélské
fakulty v kampusu Jihogeské univerzity (Ceské Bud&ovice, N 48°58°29.528
E 14°26°52.057°) v letech 2019, 2020 a 2021. Osiva byla zakoupena od firmy
Semena.cz. VSechny testované odridy byly vypéstovany volné a v b&zné€ upravené
zemin¢ na ploSe pozemku, konkrétné ve skleniku a na zdhoné. Bohuzel se nepodafilo
po celou dobu feSeni prace péstovat totozné odrudy, které¢ byly testovany v moji
bakalaiské praci, protoze z epidemiologickych divodi nebylo mozné koupit osiva.

Zelenina nebyla béhem vegetace hnojena ani nijak chemicky oSetfovéna.

Po sklizni se nechal rostlinny material pecliveé ocistit a byly z néj odebrany
vSechny jedlé ¢asti, které se bézn¢ konzumuji, to znamena nadzemni zelené. VSechen
rostlinny material se nasledné nechal nakrajet na ¢asti o maximalni tloustce 0,5 cm,
byl okamzité zamraZen pii teploté -16 °C, a poté do 1 mésice od odbéru po dobu
24 hodin lyofilizovan pfi teploté -50 °C a tlaku 0,1 mbar. Dale se lyofilizovany
material nechal na laboratornim mlynku homogenizovat a az do analyzy byl uloZzen v

plastovych vzorkovnicich a v mrazicim boxu o teploté -16 °C.

4.3.Metodika zpracovani vzorki

V rostlinném materidlu se v naprosté vétSin€ ptipadi molekuly flavonoidnich
aglykonti vazou na sacharid a tim vytvareji takzvané glykosidické formy. Oproti témto
formam je vyskyt volnych aglykont prakticky zanedbatelny. Vzhledem k tomu, zZe se
Vv pfirodnich materidlech od kazdého aglykonu vyskytuje obrovské mnoZstvi
konkrétnich glykosidt, je proto velmi obtizné stanovit jejich jednotlivé obsahy.
Nicméné, pocet jednotlivych aglykontl, které vytvareji glykosidy, je podstatné niZsi.
Mnozstvi v§ech forem flavonoidnich glykosida se d4 posoudit podle celkového obsahu

konkrétnich flavonoidnich aglykonti.
Pro tento ucel byla zvolena takova metoda, pti niz byly vzorky podrobeny
kyselé hydrolyze, diky ¢emuz doslo k uvolnéni vsech aglykonu, ptesnéji rozstépenim
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pritomnych glykosidt (DADAKOVA E. et al, 2001). Volné aglykony byly nasledné
ze vzorku izolovany pomoci metody sorpce na tuhé fazi (SPE) a stanoveny metodou

UHPLC.

Byly sledovany celkem dva nejbéznéjsi flavonoidni aglykony, konkrétné

kvercetin a kemferol.

4.4.Stanoveni flavonoidnich aglykoni

Stanoveni vybranych flavonoidi bylo provedeno pomoci metody, ktera byla
vyvinuta na tomtéz pracovisti (DADAKOVA E., KALINOVA J., 2010), kde byla tato
diplomova prace vytvofena. Nejprve byla vytvofena smés piiblizné 0,25 g
homogenizovaného a lyofilizovaného materialu s 5 ml 6M kyseliny chlorovodikové
(HCI), 80 ml kyseliny askorbové, 12,5 ml methanolu a 7,5 ml destilované vody. Tato
smés byla v 500ml bance nasledné pod zpétnym chladi¢em a na vodni lazni pii teploté
90 °C hydrolyzovana po dobu dvou hodin. Po vychladnuti se obsah baniky nechal
zneutralizovat 2 g hydrogenuhli¢itanu sodného (NaHCO3), a poté byl s pomoci
12,5 ml methanolu (CH30H) a vody pieveden do odstiedovaci kyvety, kde byl
postupné tiikrat odsttedén pii 3000 otackach a dob¢ trvani 1 cyklu 10 minut. Vzniklé
supernatanty byly nasledné v 600ml kadince doplnény vodou na 200 ml a pomoci
nasyceného roztoku NaHCO3z bylo upraveno pH na hodnotu 3. Tento upraveny roztok
byl poté za snizeného tlaku zfiltrovan pies filtr ze sklenénych vlaken. Vznikly filtrat

byl nasledn¢ kvantitativné pteveden do 500ml odmérné banky.

Aby mohly byt vSechny roztoky pouzity k sorpci na tuhé SPE fazi, bylo je
potieba desetkrat nafedit, a to pfipravenym 5% roztokem methanolu. K tomuto G¢elu
byly pouzity kolonky RP-18 (Merck), které byly nejprve kondiciovany promytim
10 ml methanolu a 10 ml vody. Nasledné doslo k promyti vzorkid, po némz byly
kolonky promyty 10 ml vody, a poté po dobu 20 minut suSeny prochazejicim
vzduchem. Zachycené latky byly vymyty do mérné vialky s pomoci 1,4 ml methanolu.
Roztok wvnitfniho standardu, kterym byla zvolena kyselina o-naftyloctova o

koncentraci 2 mg/ml a v mnozstvi 100 pl, byl nasledné ptidan k eluatu v mérné vialce.

Vsechny vzorky byly méfeny na ultra vysokoulinné kapalinové
chromatografii. Byl pouzit kapalinovy chromatograf typu Agilent 1200 Series Rapid
Resolutions americké firmy Agilent Technologies s kolonou Zorbax Eclipse SB-C18

s parametry 4,6x50 mm a zrnénim 1,8 um, rovnéz znacky Agilent. Jako mobilni faze
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se pouzily dvé rizné smési. Prvni smés byla tvofena 5% acetonitrilem, 0,1% kyselinou
mravenci a vodou. Druhym typem mobilni faze byla smés 0,1% kyseliny mravenci s
acetonitrilem. Analyza probihala pfi teploté¢ 25 °C po dobu 15 minut, pratok mobilni
faze €inil 1 ml/min, objem néstiiku 5 pl a mez detekce analytu byla nastavena na 270

nm.

Obrazek 11. Pouzity kapalinovy chromatograf Agilent 1200 Series Rapid Resolutions
(zdroj: doc. Ing. Eva Daddkova, Ph.D., katedra aplikované chemie, 2022)

4.5.Pouzité statistické metody

Pro vyhodnoceni ziskanych dat byl pouzit program ChemStation 3 (Agilent),
dale MS Office Excel 2016, konkrétn¢ jeho matematicko-statistické nastroje a mezi
popisné charakteristiky byly zahrnuty: primérna hodnota, smérodatnd odchylka,

korelace a regresni analyza.

4.6.Modelové zpracovani dat

V diplomové praci se porovnavaji hodnoty stanovovanych flavonoida
kvercetinu a kemferolu z jarnich a podzimnich osevlli ve skleniku a na zahong,
konkrétné z let 2019, 2020 a 2021. Nicméné, pro korelaci s absorbovanym slune¢nim
zarenim bylo mozné vyhodnotit data pouze z jarnich osevli 2019 a 2020. Je to z toho

divodu, ze vroce 2021 a béhem podzimnich osevi Vv letech 2019 a 2020 byla
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poskozena meteorologicka stanice, proto nebyly k dispozici potfebné meteorologické

udaje.
4.6.1. Vyhodnoceni dat

Pro analytickou odezvu byl pouzit pomér ploch piki identifikovanych druht
flavonoidu, pfedevsim kvercetinu a kemferolu ku vnitinimu standardu. Kvantifikace
obsahu byla provedena pomoci kalibra¢ni zavislosti, pro jejiz sestaveni slouzily
roztoky, které byly pfipravené ze zasobnich roztokli v pracovnim rozsahu 5-100 pg/ml.
Mez detekce byla 1 mg/kg, mez stanovitelnosti 5 mg/kg susiny. VSechny vzorky byly
analyzovany dvakrat, vysledek je jejich aritmetickym primérem, dale je uvedena

smérodatna odchylka.
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Obrazek 12. Zaznam analyzy standardniho méreni aglykonii

Symbol v chromatogramu Sloucenina

MY Myricetin
MO Morin

L Luteolin

Kvercetin

A Apigenin

K Kemferol
VS Vnitini standard

Tabulka 1. Legenda k vyznacenym aglykoniim ve chromatogramech
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4.6.1.1. Kalibrac¢ni data pro kvercetin

Pro spravné vyhodnoceni dat analyzovanych vzorkii bylo potieba vytvofit
kalibracni rovnici. Nejprve se vypocetla relativni odezva podilem odezvy
stanovovaného kvercetinu ku odezveé vnitiniho standardu. Nasledné byly do grafu

vlozeny na osu X hodnoty koncentrace kvercetinu a na osu y hodnoty relativni odezvy.

Koncentrace Odezva Odezva vnitiniho Relativni
[ug/ml] kvercetinu standardu odezva

0 0 1368,2 0

5 48,6 13438 0,036166096
10 103,2 1398,6 0,073788074
30 318 1343,3 0,23673044
50 529,7 1365,1 0,388030181
70 745 1366,5 0,545188438
100 1043 1329 0,784800602

Tabulka 2. Kalibracni Fada pro kvercetin

Kalibracni fada pro kvercetin

<

R 08 y = 0,0079x - 0,0023
3

S 06

o]

5 04

>

20,2

=

< 0

0 20 40 60 80 100 120

Koncentrace kvercetinu [pug/ml]

Obrazek 13. Kalibracni kifivka pro flavonol kvercetin

Po dosazeni kalibranich hodnot pro kvercetin do grafu vySla kalibraéni

rovnice: y = 0,0079x — 0,0023, korela¢ni koeficient R? = 0,9999.
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4.6.1.2. Kalibrac¢ni data pro kemferol

Pro spravné vyhodnoceni dat analyzovanych vzorkd bylo potieba vytvorit
kalibracni rovnici. Nejprve se vypocetla relativni odezva podilem odezvy
stanovovaného kemferolu ku odezvé vnitiniho standardu. Nésledné byly do grafu

vlozeny na osu X hodnoty koncentrace kemferolu a na osu y hodnoty relativni odezvy.

Koncentrace Odezva Odezva vnitiniho Relativni
[ug/ml] kemferolu standardu odezva
0 0 1345 0
5 82,5 1366,2 0,0603865
10 160,8 1348,8 0,1192171
30 489 1385 0,3530686
50 789,7 1374,6 0,5744944
70 1133,3 1416,6 0,8000141
100 1548,5 1358,1 1,1401959

Tabulka 3. Kalibracni fada pro kemferol

Kalibra¢ni fada pro kemferol

y =0,0114x + 0,0047

Analyticka odezva
o

0 20 40 60 80 100 120
Koncentrace kemferolu [ug/ml]

Obrazek 14. Kalibracni kiivka pro flavonol kemferol

Po dosazeni kalibra¢nich hodnot pro kemferol do grafu vysSla kalibra¢ni

rovnice: y = 0,0114x + 0,0047, korela¢ni koeficient R? = 0,9999.
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5. Vysledky a diskuse

5.1.Stanoveni suSiny a celkového obsahu sledovanych flavonoidi

Aby bylo mozné porovnani vyhodnocenych koncentraci jednotlivych
flavonoidnich aglykont, tedy kvercetinu a kemferolu s literarnimi daty, byla pouzita
data o susin¢ zkoumaného materialu, ktery byl ziskan lyofilizaci jednotlivych vzork.
Pro lepsi orientaci se rovnéz vyuzivaji hodnoty, které jsou piepoctené na Cerstvou
hmotu. Ty lze ziskat tak, ze se podil cerstvého a lyofilizovaného materidlu vynasobi

primérnou koncentraci sledované latky ve vzorku.

5.1.1. Rok 2019

V roce 2019 se podaftilo vypéstovat totozné odriidy jako v mé bakalaiské praci,
tedy Namenia, Sagami, Golden Lion a Tatsoi. Prvni (jarni) osev probihal v obdobi od

29.4. do 11.6., druhy (podzimni) osev pak v obdobi od 20.8. do 2.10.

Cerstvy Lyofilizovany
Jarni osev Vzorek Susina (%)
material (g) material (g)
Namenia 110,36 8,21 7,44
Sagami 192,33 9,41 4.89
Sklenik
Golden Lion 124,44 6,94 5,58
Tatsoi 106,38 6,72 6,32
Namenia 49,49 41 8,28
Sagami 101,66 9,78 9,62
Zahon
Golden Lion 33,78 3,19 9,44
Tatsoi 26,87 2,87 10,68

Tabulka 4. Stanoveni susiny materialu v jarnim osevu 2019
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) Cerstvy Lyofilizovany )
Podzimni osev Vzorek . . Susina (%)
material (g) material (g)
Namenia 93,21 571 6,13
Sagami 16,71 1,01 6,04
Sklenik
Golden Lion 2,63 0,17 6,46
Tatsoi nevyrostla
Namenia 43,4 401 9,24
Sagami 90,01 8,29 9,21
Zahon
Golden Lion 52,58 3,9 7,42
Tatsoi nevyrostla
Tabulka 5. Stanoveni susiny materialu v podzimnim osevu 2019
5.1.1.1. Namenia

Ze zdznamu Namenie vyplyva, Ze jarni osev péstovany ve skleniku vykazal
nejvetsi mnozstvi kemferolu 1354431,17 mg/kg suSiny a obsah kvercetinu byl pouze
136+3,91 mg/kg suSiny, zatimco obsah kvercetinu ve vzorku péstovaném na zahoné
byl s hodnotou 1241+18,97 mg/kg susiny témét desetinasobné vyssi. Obsah kemferolu

byl vypocten na 667£18,30 mg/kg suSiny.
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Obrazek 15. Zaznam analyzy jarniho osevu Namenie péstované ve skleniku
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Obrazek 16. Zaznam analyzy jarniho osevu Namenie péstované na zahoné
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V podzimnim osevu vykazala Namenie rovnéz nizky obsah kvercetinu
80+0,02 mg/kg susiny a obsah kemferolu 893+0,91 mg/kg susiny, v ptipadé, ze byla
péstovana ve skleniku. V ptipadé€, ze byla péstovana na zahoné, koncentrace obou
flavonolli dosahly pomérné vysokych hodnot, kvercetin byl zméten na 769+23,51

mg/kg susiny a kemferol dokonce 1205+12,60 mg/kg susSiny.
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Obrazek 17. Zaznam analyzy podzimniho osevu Namenie péstované ve skleniku
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Obrazek 18. Zaznam analyzy podzimniho osevu Namenie péstované na zahoné
51.12. Sagami

V prvnim osevu Sagami péstované na zdhoné byly vysSi obsahy obou
sledovanych flavonoidi nez ve skleniku. Hodnota kvercetinu byla 591+14,74 mg/kg
suSiny a kemferolu 603+14,09 mg/kg suSiny. Ve skleniku byl obsah kvercetinu
stanoven na 92+4,38 mg/kg suSiny a obsah kemferolu 458+2,77 mg/kg suSiny.

Analyza druhého osevu vykazala hodnoty kvercetinu 76+7,55 mg/kg susiny a
405+0,73 mg/kg susiny v ptipad¢ kvercetinu u vzorku péstovaného ve skleniku, na

zahon¢ pak byly naméfeny hodnoty 480+12,68 mg/kg susiny kvercetinu a 750+7,80

mg/kg susiny kemferolu.

5.1.1.3. Golden Lion

Golden Lion péstovany v jarnim osevu ve skleniku obsahoval 120+7,20 mg/kg
suSiny kvercetinu a 497+35,16 mg/kg suSiny kemferolu. Celkovy obsah prvné
zminéného flavonolu ve vzorcich ze zahonu byl stanoven na 972+7,97 mg/kg suSiny,

zatimco obsah kemferolu byl 581+£9,40 mg/kg susiny.
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Podzimni osev ve skleniku se u Golden Lion pohyboval v hodnotach 35+0,27
mg/kg suSiny u kvercetinu a 129+5,73 mg/kg suSiny kemferolu. Na zahon¢ byl
zaznamenan nejvyssi obsah kemferolu, a to 1437+2,90 mg/kg suSiny, celkovy obsah

kvercetinu byl zméifen na 731£6,81 mg/kg susiny.

5.1.1.4. Tatsoi

Tatsoi v prvnim osevu rovnéz vykazovala nizké hodnoty obsahu kvercetinu,
presnéji 16949,73 mg/kg susiny, obsah kemferolu byl stanoven na 638+11,72 mg/kg
susiny. U vzorku, ktery byl vypéstovan na zahong&, byl obsah kemferolu nizsi nez ve
skleniku, jeho hodnota byla vypoctena na 371+4,06 mg/kg susiny, ale koncentrace

kvercetinu byla tém¢éf Ctyinasobna s hodnotou 653+27,69 mg/kg susiny.

Vzhledem ktomu, Ze podzimni osev Tatsoi nebyl Usp&$ny (zelenina
nevyrostla), nebyly k dispozici zadné udaje o koncentracich vybranych flavonoidd,

tedy kvercetinu ani kemferolu.

5.1.1.5. Porovnani obsahu ve skleniku

V roce 2019 bylo pfi péstovani ve skleniku zaznamendno nejvyssi mnoZzstvi
kvercetinu u Tatsoi z prvniho osevu, jehoZ hodnota ¢inila 16949,73 mg/kg susiny.
Tato hodnota by se dala pfirovnat ke Komatsuné, kterou podrobil vyzkumu
KYRIACOU M. C. et al, (2019) a zjistil koncentraci 148 mg/kg susiny. Naopak
nejniz§i naméfené mnozstvi kvercetinu, presnéji 35+0,27 mg/kg suSiny, bylo
stanoveno ve druhém osevu, a to u Golden Lion. LI Z. et al, (2018) ve své praci
zkoumal celkem 12 druhli brukvovitych zelenin a ptipad¢ ¢inského zeli vySel celkovy
obsah kvercetinu 44 mg/kg suSiny. Tento obsah by se dal pfirovnat ke mnou zjisténé

koncentraci.

V piipadé¢ kemferolu byl nejvy$si obsah naméfen u Namenie vypéstované
behem jarniho osevu, konkrétné 1354+31,17 mg/kg susiny. Vzhledem k tomu, Ze touto
zeleninou se doposud vyzkumy nezabyvaly, miizeme tento vysledek porovnat
s odridou brukve ¢inské (Pak Choi), kterou rovnéz zkoumal L1 Z. et al, (2018) také
pomoci metody UHPLC. Vyslednd koncentrace kemferolu byla stanovena na
1033 mg/kg susiny, tedy zhruba o 300 mg/kg niz$i. Naopak nejnizsi obsah kemferolu

byl zjistén rovnéz u odridy Golden Lion béhem podzimniho osevu. Jeho hodnota byla
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129+5,73 mg/kg susSiny. Pii vyzkumu obsahu flavonoidi ve Spenatu, ktery provedl
DEHKHARGHANIAN M. et al, (2010), byl stanoven obsah kemferolu 242 mg/kg

susiny, tedy téméf dvojnasobné vetsi.

5.1.1.6. Porovnani obsahu na zahoné

Béhem péstovani na zahon¢ byl v roce 2019 zaznamenan nejvyssi obsah
kvercetinu u Namenie z prvniho osevu. Hodnota ¢inila 1241+18,97 mg/kg susiny.
Podobnou hodnotu kvercetinu naméfil KYRIACOU M. C,, et al, (2019) u Mibuny,
jejiz koncentrace byla stanovena o 101 mg/kg méné, tedy 1140 mg/kg suSiny. Druhy
osev Sagami vykazal nejniZ§i obsah kvercetinu, 480+12,68 mg/kg suSiny, ktery je
mozné piirovnat k vyzkum DEHKHARGHANIAN M. et al, (2010), kde byl ve

Spendtu stanoven obsah kvercetinu 403 mg/kg suSiny.

Nejvyssi obsah kemferolu byl naméfen u podzimniho osevu Golden Lion,
konkrétn¢ 1437+2,90 mg/kg susiny. Toto mnozstvi miizeme porovnat s odriidou Choy
Sum, kterou rovnéz podrobil vyzkumu LI Z. et al, (2018). V tomto piipadé bylo
mnozstvi kemferolu stanoveno na 1087 mg/kg suSiny, coZ je o v porovnani s mym
kemferolu o hodnoté 371+4,06 mg/kg suSiny, a to u Tatsoi. Toto mnoZstvi je témé&f
poloviéni v porovnani s listovou zeleninou Kailan neboli ¢inskou brokolici, ktera byla

predmétem vyzkumu LI Z. et al, (2018). Jeji obsah byl roven 681 mg/kg susiny.

5.1.2. Rok 2020

V roce 2020 byla vlivem epidemiologické situace horSi dostupnost osiv,
zZ tohoto divodu byla odriida Golden Lion nahrazena jinym druhem netradi¢ni listové
zeleniny, konkrétné odridou Choy Sum. Jarni osev probihal v obdobi mezi 13.5. az
16.6., podzimni osev mezi 20.8. az 22.9. Vysledné koncentrace stanovovanych

flavonolii byly pro tento rok modelové pfepocteny na cerstvou vahu.
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Cerstvy Lyofilizovany

Jarni osev Vzorek . . Susina (%)
material (g) material (g)
Namenia 143,74 8,26 5,75
Sagami 255,01 11,24 4,41
Sklenik
Choy Sum 178,83 8,62 4,82
Tatsoi 158,17 7,71 4,87
Namenia 111,71 9,51 8,51
Sagami 163,68 13,01 7,95
Zahon
Choy Sum 120,36 10,58 8,79
Tatsoi 88,46 7,63 8,63

Tabulka 6. Stanoveni susiny materialu v jarnim osevu 2020

Cerstvy Lyofilizovany

Podzimni osev Vzorek Susina (%)
material (g) material (g)
Namenia 214,45 10,39 4,84
Sagami 269,6 11,56 4,29
Sklenik
Choy Sum 129,12 7,24 5,61
Tatsoi 53,16 3,24 6,09
Namenia 155,23 12,52 8,07
Sagami 252,5 18,06 7,15
Zahon
Choy Sum 217,51 17,07 7,85
Tatsoi 215,66 16,13 7,48

Tabulka 7. Stanoveni susiny materialu v podzimnim osevu 2020

5.1.2.1. Namenia

V jarnim osevu Namenie, kterd byla péstovana ve skleniku, bylo stanoveno
celkové mnozstvi kvercetinu na 91+9,08 mg/kg susiny (5 mg/kg cerstvé vahy),

zatimco obsah kemferolu byl vyssi, 1024+42,64 mg/kg susSiny (59 mg/kg Cerstvé
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vahy). U vzorku péstovaného na zahoné byla koncentrace kemferolu také vyssi,
konkrétn¢ 1388+20,25 mg/kg susiny (118 mg/kg cerstvé vahy), celkovy obsah
kvercetinu se rovnal 669+14,05 mg/kg susiny (57 mg/kg Cerstvé vahy) a jednalo se o
druhou nejvyssi naméfenou koncentraci, nicméné po pfepo¢tu na Cerstvou vahu
dokonce nejvyssi.

Podzimni osev pfinesl u Namenie péstované na zdhoné nejvyssi koncentraci
kemferolu, kde bylo zjisténo 1753+42,61 mg/kg susiny (142 mg/kg Cerstvé vahy), také
koncentrace kvercetinu byla velmi vysoka, zde bylo naméfeno 689+19,08 mg/kg
susiny (56 mg/kg Cerstvé vahy). Hodnoty obsahl sledovanych latek u vzorku
pestovan¢ho ve skleniku rovnéz vykazaly ptevahu kemferolu, ptesnéji 1024+26,19
mg/kg susiny (50 mg/kg Cerstvé vahy), za to obsah kvercetinu byl velmi nizky,
57+1,63 mg/kg susiny (3 mg/kg Cerstvé vahy).

5.1.2.2. Sagami

V prvnim osevu byl u Sagami vypéstované na zdhoné¢ vyhodnocen obsah

kemferolu na 561+43,49 mg/kg susiny (4 mg/kg Cerstvé vahy). Po piepoctu na

cvwvr

419+17,86 mg/kg susiny (33 mg/kg cerstvé vahy). U vzorku vypéstovaného ve
skleniku byla vypoctena koncentrace kemferolu 303+14,76 mg/kg susiny (13 mg/kg

cerstvé vahy) a mnozstvi kvercetinu 61+7,18 mg/kg susiny (3 mg/kg Cerstvé vahy).

Co se druhého osevu tyCe, tak u Sagami péstované ve skleniku bylo naméfeno
nejniz§i mnozstvi celkového kvercetinu 52+0,80 mg/kg susiny (2 mg/kg Cerstvé vahy),
obsah kemferolu byl 416+23,09 mg/kg susiny (18 mg/kg cerstvé vahy). Odruda
vypéstovana na zahoné obsahovala 392+2,58 mg/kg susiny (28 mg/kg Cerstvé vahy

kvercetinu a 645+3,02 mg/kg susiny (46 mg/kg Cerstvé vahy) kemferolu.

5.1.2.3. Choy Sum

cvwr

49+4,50 mg/kg susiny (2 mg/kg Cerstvé vahy), a to ve vzorku péstovaném ve skleniku,
mnozstvi kemferolu v susiné bylo rovnéz nejnizsi, konkrétné 268+11,26 mg/k susiny

(13 mg/kg Cerstvé vahy). Obsah kvercetinu u Choy Sum péstované na zahoné byl
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stanoven na 542+29,96 mg/kg susiny (48 mg/kg Cerstvé vahy) a obsah kemferolu byl
748+26,28 mg/kg susiny (66 mg/kg Cerstvé vahy).

Celkové obsahy kvercetinu a kemferolu byly v podzimnim osevu této odrudy
vypéstované na zdhon¢ pomérné¢ podobné, prvni zminény flavonol dosahl hodnoty
461+35,00 mg/kg susiny (36 mg/kg Cerstvé vahy) a druhy flavonol 404+16,77 mg/kg
susiny (32 mg/kg Cerstvé vahy). Vzorek vypéstovany ve skleniku vykazoval vyssi
mnozstvi kemferolu, konkrétné 515+27,68 mg/kg susiny (29 mg/kg Cerstvé vahy),

mnozstvi kvercetinu bylo vypoéteno na 63+1,29 mg/kg susiny (4 mg/kg Cerstvé vahy).

5.1.2.4. Tatsoi

Prvni osev Tatsoi vypéstovany ve skleniku byl vyhodnocen nésledovné:
celkovy obsah kvercetinu 51+2,25 mg/kg susiny (2 mg/kg Cerstvé vahy), taktéz
nejniz$i koncentrace pfi prepocétu na Cerstvou vahu, obsah kemferolu 429+11,94 mg/kg
susiny (21 mg/kg Cerstvé vahy). V piipadé zahonu byla naméfeny hodnoty kvercetinu
563+4,42 mg/kg susiny (49 mg/kg Cerstvé vahy) a kemferolu 619+0,07 mg/kg susiny
(53 mg/kg Cerstvé vahy).

Ve druhém osevu byla u Tatsoi, kterd byla péstovana ve skleniku, rovnéz
stanovena nizka koncentrace kvercetinu, a to 68+1,19 mg/kg susiny (4 mg/kg Cerstvé
vahy), obsah kemferolu byl 517+10,30 mg/kg susiny (31 mg/kg cerstvé vahy).
Celkova mnozstvi analyzovanych flavonoli, ktera byla u této odridy naméiena u
vzorku vypéstovaném na zahong, se rovnala 4524282 mg/kg susiny (34 mg/kg Cerstvé
vahy) v piipadé kvercetinu a 604+8,82 mg/kg suSiny (45 mg/kg Cerstvé vahy)

Vv piipad¢ kemferolu.

5.1.2.5. Porovnani obsahu ve skleniku

Pokud budeme brat v potaz celkovy obsah flavonoidl, nejvyssi koncentrace
byla namétfena u Namenie vypéstované v jarnim osevu, konkrétné 6,4 mg/100g Cerstvé
vahy. YANG R. Y. et al, (2008) zkoumal ve své praci n€kolik druht asijské zeleniny,
mezi nimi napiiklad Mizunu, u niZ byl obsah flavonoidl stanoven na 9,7 mg/100g
Cerstvé vahy, dale mizeme zminit rukolu, ve které¢ bylo vypocteno 45,2 mg/100g

Cerstvé vahy, to je téméi Sestinasobek mnou naméiené koncentrace.
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odridy Choy Sum, pifesnéji 1,5 mg/100g cCerstvé vahy. Tuto zeleninu je mozné
porovnat s praci DU Y. et al, (2022), kde byl stanoven celkovy obsah flavonoidd na
3,2 mg/100g Cerstvé vahy.

5.1.2.6. Porovnani obsahu na zahoné

Nejvyssi mnozstvi celkovych flavonoida bylo vyzkouméno taktéz u Namenie
Z podzimniho osevu, jeho hodnota byla stanovena na 19,8 mg/100g Cerstvé vahy.
V porovnani s CHO M. J. et al, (2008), kde byly popisovany celkové koncentrace
flavonoidd v péti odriidach Spenatu a hodnoty se pohybovaly v rozmezi od 180,5 do

370,3 mg/100g Cerstvé vahy, je mnou stanoveny obsah 9x az takika 19x nizsi.

cvwr

obsah 3,7 mg/100g Cerstvé vahy. Tento vysledek lze ptifadit k podobnému vysledku
Pak Choi z vyzkumu CAO J. et al, (2010), kde byla celkova koncentrace 4 mg/100g

Cerstveé vahy.

5.1.3. Rok 2021

V roce 2021 byl vlivem epidemiologickych opatieni zamezen vyvoz oSiv
z Ciny, proto bylo k dispozici omezené mnozstvi vzorki k analyze, konkrétné pouze
Namenia a Tatsoi. Prvni osev se uskutecnil v obdobi od 14.5. do 25.6. a druhy osev

probihal v dobé mezi 19.8. az 1.10.

Cerstvy Lyofilizovany
Jarni osev Vzorek Susina (%)
material (g) material (g)
Namenia 303,76 16 5,27
Sklenik
Tatsoi 178,8 9,25 5,17
Namenia 146,41 12,82 8,76
Zahon
Tatsoi 143,92 11,57 8,04

Tabulka 8. Stanoveni susiny materialu v jarnim osevu 2021
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) Cerstvy Lyofilizovany )
Podzimni osev Vzorek . . Susina (%)
material (g) material (g)
Namenia 115,62 7,81 6,75
Sklenik
Tatsoi 79,08 4,75 6,01
Namenia 32,39 2,76 8,52
Zahon
Tatsoi 4,1 0,51 12,44

Tabulka 9. Stanoveni susiny materialu v podzimnim osevu 2021
5.1.3.1. Namenia

V jarnim osevu bylo zjisténo nejvEétsi mnozstvi kemferolu, a to u Namenie
vypestované na zdhoné, jeho hodnota ¢inila 1484+4,31 mg/kg suSiny, koncentrace
kvercetinu byla stanovena na 630+7,41 mg/kg susiny. Oproti tomu ve skleniku byl
naméfen nejnizsi obsah kvercetinu, pouze 53+5,51 mg/kg susiny, hodnota kemferolu

byla 629+52,78 mg/kg susiny.

Namenia vypéstovand v podzimnim osevu na zdhon¢ vykazala nejvéEtsi
mnozstvi kvercetinu, a to 1004+£32,06 mg/kg suSiny, zatimco obsah kemferolu byl
vypocten na 749+0,17 mg/kg suSiny. Koncentrace kemferolu u této odridy byla
rovnéZ velmi vysokd pii péstovani ve skleniku, piesnéji 1283+6,26 mg/kg suSiny,

nicméné hodnota kvercetinu byla znatelné nizsi, 127+0,09 mg/kg suSiny.

5.1.3.2. Tatsoi

Velmi nizky obsah kvercetinu, 75+2,21 mg/kg suSiny, byl zaznamendan
Vv prvnim osevu u Tatsoi péstované ve skleniku, kemferol byl stanoven na 554+50,36
mg/kg susiny. Koncentrace kvercetinu byla vyssi u venkovné vypéstované odrtidy,
konkrétné 611+22,43 mg/kg susiny a koncentrace kemferolu byla 761+31,43 mg/kg
susiny.

Tatsoi ve druhém osevu vypéestovana ve skleniku obsahovala nejniz$i mnozstvi

kvercetinu, 6242,22 mg/kg susiny, obsah kemferolu byl vypoé¢ten na 489+11,16 mg/kg
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437+27,89 mg/kg susiny a téméf totozné mnozstvi kvercetinu, a to 441+32,68 mg/kg

susiny.

5.1.3.3.  Porovnani obsahiu ve skleniku

V podzimnim osevu Namenie vykazala nejvétsi mnozstvi obou sledovanych
flavonoidii, celkovy kvercetin byl stanoven na 127+0,09 mg/kg suSiny a celkovy
kemferol na 1283+6,26 mg/kg susiny. Podle BELL L. et al, (2015) byl rocheté seté
(Eruca sativa) stanoven nejvyssi obsah kvercetinu na 700 mg/kg susiny a 1100 mg/kg
suSiny kemferolu, koncentrace kvercetinu je tedy oproti mnou zjisténému mnozstvi
mnohem vyssi.

Nejmén¢ kvercetinu bylo nalezeno taktéz u Namenie, ale v jarnim osevu, kdy
druhém osevu Tatsoi, jehoZ hodnota byla vyhodnocena na 489+11,16 mg/kg suSiny.
Pro srovnani, GIORDANO M. et al, (2022) stanovil ve svém vyzkumu ¢erveného
salatu koncentraci kvercetinu na 752 mg/kg suSiny, nicméné obsah kemferolu byl

mnohonasobné nizsi, pouze 7 mg/kg susiny.

5.1.3.4. Porovnani obsahu na zahoné

Béhem péstovani na zdhoné byly stanoveny nejvyssi koncentrace kvercetinu a
kemferolu rovné€z u Namenie. Obsah kvercetinu 1004+32,06 mg/kg susiny se nachéazel
u podzimniho osevu, zatimco 1283+6,26 mg/kg suSiny kemferolu se vyskytovalo u
jarniho osevu. FRIEDBERGEROVA M., (2020) ve své bakalaiské praci zjistila obsah
kvercetinu 136048,01 mg/kg susiny a obsah kemferolu 993+5,07 mg/kg susiny, obé

hodnoty byly platné pro Namenii v podzimnim osevu.

Co se nejmensich obsahil tyce, obsahoval je podzimni osev odriidy Tatsoi, a to
441+32,68 mg/kg susiny kvercetinu, kemferolu bylo presnéji 437+27,89 mg/kg
susiny. Podle FRIEDBERGEROVA M., (2020) byla koncentrace kemferolu
vypoctena na 418+4,87 mg/kg suSiny, zatimco obsah kvercetinu u tytéz odrady byl

vyss$i, 704+8,7 mg/kg susSiny.
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5.2.Korelace se slune¢nim zarenim

Vzhledem k absenci potfebnych meteorologickych udaju byly pro korelaci
s absorbovanym slunecnim zaienim pouzity pouze hodnoty stanovenych flavonoida
odridy Namenie vypéstované na zahoné, a to z jarnich osevii 2018 (tyto hodnoty byly
pouzity z mé bakalaiské prace), dale 2019 a 2020. Korelace se provadéla konkrétné
s dvéma veli¢inami — globalni radiaci (GR) a fotosynteticky aktivni radiaci (PAR).
Celkové hodnoty GR a PAR byly vypocitany jako sumy hodnot pro vyznacené obdobi

pestovani.

5.2.1. Korelace obsahu kvercetinu s meteorologickymi tdaji

Celkovy obsah Globélni radiace (GR) Fotosynteticky aktivni
ROK | \vercetinu [mg/kg W-m?] radiace (PAR)
susiny] [umol-m?2-s7]
2018 650 1244805,3 2375640,6
2019 1241 1050785,8 2021965,47
2020 669 856213,7 1630933,5
Tabulka 10. MnozZstvi kvercetinu a absorbovaného zareni
Kvercetin X GR
1400000 R® = 0,0008
1200000 ¢
1000000 | e ®
800000 e
600000
400000
200000
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Obrazek 19. Korelacni zavislost obsahu kvercetinu na globalni radiaci
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Kvercetin x PAR
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Obrdazek 20. Korelacni zavislost obsahu kvercetinu na fotosynteticky aktivni radiaci
5.2.2. Korelace obsahu kemferolu s meteorologickymi udaji
Celkovy obsah o Fotosynteticky aktivni
Globalni radiace )
Rok kemferolu [mg/kg radiace (PAR)
) (GR) [W-m?] o
susiny] [wmol-m™-s™]
2018 1015 1244805,3 2375640,6
2019 667 1050785,8 2021965,47
2020 1388 856213,7 1630933,5
Tabulka 11. Mnozstvi kemferolu a absorbovaného zareni
Kemferol x GR
1500000
........... . R2=0.2683
1000000 @ el R Rt b
[
500000
0
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Obrazek 21. Korelacni zavislost obsahu kemferolu na globalni radiaci
Kemferol x PAR
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Obrazek 22. Korelacni zavislost obsahu kemferolu na fotosynteticky aktivni radiaci
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Zvyse uvedenych grafi je patrné, ze celkové obsahy stanovovanych
flavonoidl, tedy kvercetinu ¢i kemferolu, nejsou v Korelaci s absorbovanymi
hodnotami slunecniho zafeni, at’ jiz s globalni radiaci, tak s fotosynteticky aktivni
radiaci. Problematika zavislosti obsahu vybranych fenolickych latek na mnozstvi a

kvalité¢ dopadajiciho zéfeni je komplikovana.
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6. Zavér

Diplomova prace je Clenéna na literarni reSersi, ve které byla s pomoci odborné
literatury zpracovana kapitola na téma netradi¢nich odrud asijské listové zeleniny, jeji
charakteristiky, péstovani a vyuziti. Druhd kapitola byla vénovana biosyntéze
polyfenolickych latek a u¢inkiim flavonoidt Vv rostlindch. Tteti kapitola se zabyvala
ucinky flavonoidi na lidské zdravi. Ve tieti kapitole byly pfedstaveny zakladni
charakteristiky sledovanych meteorologickych veli¢in, jako je globalni a
fotosynteticky aktivni radiace, dale je v ndvaznosti piedstavena fotosyntéza, jakozto
nejklicovejsi fyziologicky proces a posledni kapitola popisuje pouzitou analytickou

separacni metodu — UHPLC.

Pro analyzu biologicky aktivnich latek bylo vybrano celkem pét druht
neobvyklé asijské zeleniny — Namenia, Sagami, Golden Lion, Choy Sum a Tatsoi,
které byly péstované v ruznych rezimech v mistnich podminkédch na pokusném
$kolnim pozemku Jihodeské univerzity v Ceskych Budgjovicich, v letech 2019-2021
ve dvou osevech — jaro a podzim, na dvou stanovistich — sklenik a zahon. Po sklizni

byl material o€istén, ususen, namlet a lyofilizovan.

V praktické ¢asti byly pomoci ultra vysokoucinné kapalinové chromatografie
zkoumany obsahy flavonoli, konkrétné kvercetinu a kemferolu ve vzorcich vyse
zminénych vzorkli. Muzeme fict, Ze se celkové vys$si koncentrace sledovanych
flavonoidnich aglykonti vyskytovaly béhem podzimnich osevl pii péstovani na

zahoné.

Nejvyssi obsah celkového kvercetinu 1241+18,97 mg/kg susiny byl zjistén u
jarniho osevu Namenie béhem péstovani na zdhong¢, a to v roce 2019. Rovnéz nejvetsi
obsah celkového kemferolu 1753442,61 mg/kg suSiny byl zjiS§tén Namenie, tentokrat
se jednalo o podzimni osev roku 2020, rovnéz na zdhoné&. Pii piepoctu na Cerstvou
hmotu ziskame stejné vysledky, hodnota u kvercetinu byla 103 mg/kg Cerstvé vahy a

u kemferolu 142 mg/kg Cerstvé vahy.

cv v

béhem péstovani ve skleniku, a to rovnéz pii podzimnich osevech. Sledovanim
celkového kvercetinu byla stanovena minimalni hodnota 354+0,37 mg/kg suSiny u
odridy Golden Lion vypéstované ve skleniku pfi podzimnim osevu roku 2019 a

nejnizsi koncentrace kemferolu byla vypoctena na 12945,73 mg/kg suSiny u tytéz
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odridy za stejnych podminek. Pokud bychom opét brali v potaz pfepocet na Cerstvou

cvwr

této hodnoty se podafilo dosdhnout hned nékolikrat, vzdy behem péstovani ve
skleniku, konkrétné u podzimniho osevu Golden Lion v roce 2019, dale v jarnim osevu

roku 2020 u odrtid Choy Sum a Tatsoi, a poté v podzimnim osevu Sagami, také v roce

Cvwr

jarnim osevu odriildy Sagami vypéstované na zahoné v roce 2020.
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