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Sledovani biologicky aktivnich latek v asijské zeleniné z ¢eledi
Brukvovité

Abstrakt

V bakalarské praci je sledovan obsah polyfenolickych latek v netradi¢ni listové zeleniné
V riznou ro¢ni dobu. Mezi experimentalné¢ zkoumanou zeleninu jsou zafazeny: hoicice
¢inska zelena (Brassica rapa var. komatsuna), hoicice ¢inska ¢ervena (Brassica juncea
(L.) Czern.), mizuna a mibuna (Brassica rapa ssp. japonica (L.)). A¢ se jedna o asijskou
listovou zeleninu, v soucasné dobé je rozsifena i u nas a lze ji sehnat jak v podobé
semen, tak i jako listy pro konzumaci. Proto je otazka obsahu prosp&$nych biologicky
aktivnich latek tak aktualni. Do skupiny fenolickych latek fadime flavonoidy, které jsou
lehce dostupné a vyznamna je i jejich biologické aktivita. Zelenina ma diky flavonoidim
antioxida¢ni vlastnosti, coz zabraiiuje peroxidaci lipid a jsou tak likvidovany volné
radikaly. Tato vlastnost je prospésna i pro ¢lovéka, a proto se flavonoidni latky pouzivaji
i v 1ékatstvi. Mohou piedchazet vzniku chronickych onemocnéni, jako je kardiovaskularni
onemocnéni nebo ateroskleréza. Flavonoidim se také pfipisuji preventivni Gcinky proti

rakoving a diabetu mellitu.

Vzorky brukvovité listové zeleniny byly vypéstovany v roce 2017 na pokusném
pozemku Zemédélské fakulty JihoGeské univerzity v Ceskych Budgjovicich na volné
plose zahonu v jarnim a podzimnim osevu. Pro naméfeni obsahu flavonoidnich latek

byla vyuZita metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Ve vybrané zeleniné byly sledovany tyto latky: myricetin, morin, luteolin, kvercetin,
apigenin a kemferol. BohuZel myricetin, morin, luteolin a apigenin se pomoci HPLC
detekovat nepodatilo. Pro vysledné srovnani s odbornymi c¢lanky byly naméfeny
koncentrace pouze kvercetinu a kemferolu. Doba osevu neméla ve vét§in€ vzorkl vliv
na vysledny obsah kvercetinu a kemferolu. Pouze vzorek hoicice ¢inské cervené

z podzimniho osevu obsahoval vice biologicky aktivnich latek.

Klic¢ova slova: polyfenoly, flavonoidy, kvercetin, kemferol, vysokouc¢inna kapalinova

chromatografie, vliv flavonoidi na ¢loveka, Brassicaceae



Monitoring of biologically active substances in Asian vegetables from
Brassicaceae family

Abstract

The Bachelor thesis is monitoring the content of polyphenolic substances in non-
traditional leafy vegetables at different times of the year. Specific samples were
experimentally studied, such as: green mustard (Brassica rapa var. komatsuna), red
mustard (Brassica juncea (L.) Czern.), mizuna and mibuna (Brassica rapa ssp. Japonica
(L.)). Although the samples are Asian leafy vegetables, they are now widely used in the
Czech Republic and can be found both in the form of seeds and as leaves for
consumption. Therefore, the issue of beneficial biologically active substances is topical.
The phenolic group includes flavonoids that are easily available and their biological
activity is also significant. Vegetables have antioxidant properties due to flavonoids,
which prevent lipid peroxidation and eliminate free radicals. This property is also
beneficial to humans, and therefore flavonoid substances are also used in medicine.
They can prevent the emergence of chronic diseases such as cardiovascular disease or
atherosclerosis. Flavonoids are also attributed to preventive effects against cancer and

diabetes mellitus.

Samples of cruciferous leafy vegetables were grown in 2017 on the experimental plot of
the Faculty of Agriculture of the University of South Bohemia in Ceské Bud&jovice on
the open area of the flowerbed in spring and autumn sowing. The high performance
liqguid chromatography method was used to measure the content of flavonoid

substances.

The following substances were studied in selected vegetables: myricetin, morin,
luteolin, quercetin, apigenin and kaempferol. Unfortunately, myricetin, morin, luteolin
and apigenin were not detected by HPLC. Concentrations of only quercetin
and kaempferol were measured for final comparison with expert articles. The sowing
time did not affect the measured contents quercetin and kaempferol in most of the
samples. Only a specimen of Chinese red mustard from autumn sowing contained more

biologically active substances.

Keywords: polyphenols, flavonoids, quercetin, kaempferol, high performance liquid

chromatography, the effect of flavonoids on humans, Brassicaceae
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1 UVOD

Polyfenolické latky patii stejné jako vitaminy a karotenoidy mezi pfirodni antioxidanty.
Antioxidanty jsou pro lidsky organismus dulezité, protoze zabraiiuji oxida¢nimu stresu
(Seong et al., 2016). Polyfenoly jsou organické latky soucasti rostlin, diky nimz je
rostlina chranéna pted patogeny ¢i slune¢nim zafenim. Jsou obsazeny hlavné v ovoci a
zeleniné. Jejich vyznam nalézame v prevenci onemocnéni a v boji proti smrtelnym
nemocem jako je rakovina, neurodegenerativni a kardiovaskularni choroby (Khanam et

al., 2012).

Flavonoidy jsou polyfenolické slouceniny, které se vyskytuji vzdy v potravinach
rostlinného ptivodu. Flavonoidy se rozliSuji podle stupné oxidace na flavony, flavonoly
a dalsi (Ignat et al., 2011). Mezi flavony patii apigenin a luteolin (Babu et al., 2013).
Zastupci flavonoll jsou kemferol, kvercetin a myricetin (VeliSek a HajSlova, 2009b).
Vsechny chemické vzorce téchto sloucenin V této praci byly vytvofeny v programu

ChemSketch.

Tyto latky se stanovuji vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC). HPLC byla

vyuZita v experimentalni ¢asti bakalatrské prace (Daddkova a Chmelova, 2017).

Cilem bakalarské prace je stanovit obsah vybranych flavonoidnich aglykonti
Vv netradi¢ni asijské listové zelening, a to za pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie. Dal§im cilem bakalaiské prace je shromazdit informace o biologicky
aktivnich fenolickych slouceninach, jejich zdravotnich G¢incich na lidsky organismus

a metodach jejich stanoveni.



2 TEORETICKA CAST
2.1  Biologicky aktivni latky

Velky pocet védct jako naptiklad Khanam (2012), Soengas (2012) ¢i Beidokhti et al.
(2017) se ve svych studiich zabyva obsahem biologicky aktivnich latek, jako jsou
polyfenolické slouCeniny, a jejich vlivem na lidské zdravi. Diky biologickym u¢inkiim
fenolii se tyto latky vyuzivaji jako pfirodni antioxidanty (pfirozené toxické slozky
potravin), anebo sama rostlina tyto latky (fytoalexiny) vyuziva jako obrannou slozku

(Velisek a Hajslova, 2009b).
2.1.1 Fenoly

Fenoly jsou jednoduché aromatické slouceniny, s nizkou molekulovou hmotnosti, ale
i velké a komplexni tfisloviny a odvozené polyfenoly (Velisek a Hajslova, 2009b).
Fenolické slouceniny se vyskytuji ve vysoké koncentraci v rostlinné potravé (Slanina a
Taborska, 2004). Jsou syntetizovany ve vySSich rostlinach, ¢imz se chrani pted
nepiiznivymi vlivy, jako jsou napiiklad UV zafeni, zmény teplot, dostupnost vody a
jiné. Prvni suchozemské rostliny se tak diky fenolickym latkam 1épe aklimatizovaly pfi
prechodu z vodniho prosttedi (Dadakova a Chmelova, 2017). Fenolické slou€eniny jsou
znamé jako antioxidanty (VeliSek a Hajslova, 2009b). Aromatické slou¢eniny vytvari
komplexy s ionty ptechodnych prvkd. Antioxida¢ni vlastnosti fenold maji souvislost

s jejich reakei s kovovymi ionty (Velisek a Hajslova, 2009a).
2.1.1.1 Polyfenoly

Polyfenoly se sklddaji z jednoho nebo vice aromatickych cyklii s vétSim mnoZzstvim
navazanych  hydroxylovych  skupin  (Daddkovd a  Chmelova,  2017).
Rostlinné polyfenoly zhasi reaktivni kyslikové radikaly a omezuji také tvorbu radikal
chelataci iontlh pfechodnych kovi. Hlavné kationty Zeleza produkuji vysoce reaktivni
hydroxylové radikaly. Tomuto déji se pfipisuje ochranny ucinek (Slanina a Téborska,

2004; Ignat et al., 2011).

Studie prokazaly, Ze konzumace téchto ptfirodnich latek ma za nésledek snizeny vyskyt
rakoviny ¢i kardiovaskularnich chorob. SniZeni rizika kardiovaskularnich onemocnéni
0 vice nez 50 % je dano do souvislosti pravé s konzumaci polyfenold Vv potravé. Dale

tyto polyfenoly v potravé mtizou chranit organismus pred nékterymi formami rakoviny



a byly u nich tedy prokazany antikarcinogenni u¢inky. Mechanismy ucinku polyfenolt
pracuji na urovni prenosu signalu. Maji tedy pod kontrolou bunéény cyklus, apoptézu

a angiogenezi (Slanina a Taborska, 2004).

Polyfenoly maji reduk¢ni 1 antioxidacni u€inky. Jsou tak ucinnéjsi nez nékteré vitaminy.
Denni pfijem je odhadovan na 1 g. Nejvice polyfenolickych sloucenin je obsazeno ve
ving, kave, cerném Caji, ovocnych dzusech, ¢okolade€, ovoci a pivé (Slanina a Taborska,
2004). Polyfenoly jsou vstiebavany pievazné v tenkém a tlustém stievé. Avsak

oy e

V dutin€ Ustni (Slanina a Taborska, 2004).

Polyfenoly se d€li do nékolika tfid podle poc¢tu aromatickych kruhti a na konstrukéni

prvky, které tyto kruhy vazi navzajem. Hlavni skupiny polyfenoll jsou:

1) flavonoidy,

2) fenolické kyseliny,

3) taniny (hydrolyzovatelné a kondenzované),
4) stilbeny,

5) lignany (Ignat et al., 2011).

Nejrozsifengj$i a nejrozmanitéjsi skupinou polyfenolt v druhu Brassica jsou flavonoidy

(Velisek a Hajslova, 2009b).
2.1.1.1.1 Flavonoidy

V rostlinach, a tedy i v zelening, se vyskytuji biologicky aktivni flavonoidy, jinak také
nazyvané bioflavonoidy (Mindell a Mundis, 2000). Flavonoidy jsou slouc¢eniny s nizkou
molekulovou hmotnosti sloZzené z 15 atomil uhliku, uspofddanych v konfiguraci
C6-C3-C6 (Ignat et al., 2011). Molekula flavonoidt se skldda ze dvou benzenovych
kruhi A a B spojenych tfi uhlikovym mustkem, obvykle ve formé dalsiho
heterocyklického kruhu C (Velisek a Hajslova, 2009b). Aromaticky kruh A je odvozen
od drahy acetat/malonat, zatimco kruh B je odvozen od fenylalaninu pies Sikimat (Cook

a Samman, 1996; Ignat et al., 2011; Babu et al., 2013).

Flavonoidy ptsobi v rostliné jako primarni antioxidant. Jejich funkce je prodlouzit
pouziti potravin tim, ze je chrani pted oxidaci (Seong et al., 2016). Ta vede ke zluknuti

tuk®i a dalSich oxidujicich se slozek potravin. Dusledkem zluknuti tukd jsou chemické
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zmény, které maji negativni vyzivové, chemické, toxické a senzorické dusledky (Cook a
Samman, 1996; Velisek a Hajslova, 2009b). Antioxida¢ni aktivita vSech
dihydroxyderivati je diky hydroxylovym skupindm v polohdch C-3'a C-4" vysoka,
zvysuje se vSak jesté vice navazanim hydroxylové skupiny v B kruhu. Zavisi také na
mnozstvi a vzajemném uspotradani hydroxylovych skupin (VelisSek a Hajslova, 2009b;

Dadakové a Chmelova, 2017).

Chloroplast obsahuje flavonoidy, které mohou doplnit piisobeni jinych inhibitorti, jako
jsou karotenoidy v boji proti ROS (reaktivni formé& kysliku). Tyto antioxidacni
flavonoidy jsou “spojeny” s chloroplasty a G¢inn¢ zachyti singletovy kyslik. Flavonoidy
uvniti chloroplastu béhem bunééné dehydratace zachovavaji celistvost obalovych

membran, a to ptedchazi oxidacnimu poskozeni. (Agati, 2012).
Flavonoidy se rozlisuji podle stupné oxidace C3 fetézce a jeho substituce na:

a) flavonoly,

b) flavony,

c) flavanony,

d) katechiny,

e) anthokyanidiny,

f) isoflavony,

g) dihydroflavonoly,

h) chalkony (Cook a Samman, 1996; Ignat et al., 2011).

B-glykosidy jsou nejcastéji se vyskytujici formou flavonoidu. Jako sacharid je pfipojena
rhamnosa, glukosa, glukoronova kyselina, galaktosa a jiné. Dile mohou byt navazany
jeden glykosyl anebo 2 nebo 3 hydroxyly polyfenolu. Na aglykon nebo sacharid se
muze substituci navazat hydroxykyselina, napiiklad jablecna nebo gallova (Slanina a

Taborska, 2004; Molnar-Perl a Fiizfai 2005).

Mezi nejrozsitenéj$i flavonoidy patii oligomerni proanthokyanidiny a flavanoly
(katechiny). Jejich denni davka je vice nez 100 mg. Oligomerni proanthokyanidiny,
obsazené¢ v ovoci, ¢okolad¢ a Cerveném vin€, zuzuji cévy a pusobi sviravé. Ovoce,
¢okolada a zeleny ¢aj jsou téz zdrojem katechinti (Slanina a Téborska, 2004; Dower et
al., 2016; Dadakova a Chmelova, 2017). Flavonoidy tvofi 2/3 ptijmu vSech pfirozenych
fenolt (Dadékova a Chmelova, 2017).
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Flavonoidy jsou absorbovany z gastrointestindlniho traktu lidi a zvifat a jsou
vylu¢ovany nezménény. Jejich metabolity jsou ztéla vylucovany moci (Cook a
Samman, 1996). Tyto latky byly sledovany pro jejich aktivitu na bakterie rezistentni
vici nékterym béznym antibiotikim a také pro jejich antimikrobialni aktivitu (Seong et

al., 2016).
2.1.1.1.1.1 Flavony

Flavony se nachazeji v celeru, petrzeli, paprice a mnoha Ié¢ivych bylinach. Hlavni
dietni flavony jsou luteolin (obr. 1) a apigenin (obr. 2) (Lachman et al., 2012). Rostliny
obsahujici apigenin, jako je napfiklad hefmanek, byly pouzity v tradiéni mediciné
k1é€bé raznych druhtt onemocnéni a apigenin byl uznan jako potencialni
chemopreventivni ¢inidlo. Lécba apigeninem snizuje hyperglykemii (Erlund, 2004;
Babu et al.,2013).

Flavony jsou Zluté pigmenty rostlin. Casto jsou substituované v C-5 a C-7 kruhu. Jako
substituenty jsou zde zastoupeny hydroxylovd a methoxylova skupina. Dalsi flavony

jako tricetin a chrysin se vyskytuji méné Casto (VeliSek a Hajslova, 2009b).

Isoflavony jsou soucasti vétsi skupiny fytoestrogend a jsou obsazeny v séje. Tvoii vSak

malou ¢ast celkové pfijimanych flavonoidii. Isoflavony, flavony a flavanony (obsazené

V citrusovém ovoci) jsou celkové malou soucasti denni davky polyfenolii (Slanina a

Taborska, 2004).

Obrazek 1 Luteolin
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Obrazek 2 Apigenin
2.1.1.1.1.2 Flavonoly

Hlavnimi flavonoly jsou kemferol, kvercetin a myricetin (obr. 3). (Slanina a Téaborska,
2004; Babu et al., 2013).

Obrdzek 3 Myricetin

Kemferol (obr. 4) potlacuje vysokou hladinu glukosy v plazmé, a proto se mize stat

novym antidiabetickym ¢inidlem. Je obsazen v brokolici (Babu et al., 2013).

OH

Obrazek 4 Kemferol

Kvercetin (obr. 5) zabranuje oxidaci lipoproteinii s nizkou hustotou (LDL) skrze volné
radikaly (Khanam et al.,, 2012; Dadakova a Chmelova, 2017). Potlacuje rust
rakovinnych bunék, jesté¢ pred vznikem nddoru. V pocatecni fazi rakovinného bujeni
tlumi jeho dalSi rist a dokaZze zastavit i vznik metastdz. Zdravé bunky chrani pred
zménami vyvolanymi nadorem (Cook a Samman, 1996; Mindell a Mundis, 2000).

Inhibuje pasobeni histaminu a tlumi tim zanétlivé zmény a alergické projevy. Je
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obsazen v cibuli, citrusovych plodech, melounu, ananasu a tykvi. Posiluje imunitni
systém (Mindell a Mundis, 2006). Diky antitrombotiku a vazoprotektivnim G¢inkiim je
schopen se vazat na destickové membrany 1 bez uchytu radikalti (Cook a Samman,
1996). Vyssi piijem kvercetinu byl spojen s niz§im rizikem astmatu a rakoviny plic a
doslo ke snizeni rizika diabetu 2. typu. Diky vysSimu piijmu kvercetinu byla u osob

s ischemickou chorobou srde¢ni prokazana nizsi mortalita (Erlund, 2004).

Obrazek 5 Kvercetin

Kvercetin a kemferol se vyskytuji hlavné jako glykosidy. Existuji trividlni nazvy
glykosidii odvozenych od kvercetinu, kterych je vice nez 179, avSak bézné€ se pouzivaji
systematické nazvy (Molnar-Perl a Fiizfai, 2005; Velisek a Hajslova, 2009b; Dadakova
a Chmelova, 2017).

Rutin (obr. 6) je nejznaméjSim a nejdostupnéjSim glykosidem kvercetinu. Je to
netoxickd latka a v travicim Ustroji mé antimikrobidlni G¢inky (Opletal a Skiivanova,
2010). Rutin (dfive vitamin P) ma vliv na pruznost a permeabilitu krevnich kapilar,
a proto se vyuziva jako 1écivo k 1é€bé Zilnich onemocnéni (Slanina a Taborska, 2004;
Velisek a Hajslova, 2009b). Kvétenstvi bezu Cerného je velmi bohaté na flavonol rutin,
kde je ho asi 20 g na kg suseného kvétenstvi. Rutin se naléza iV riznych ¢astech
rostliny pohanky a mladych listech laskavce neboli amarantu (Daddakova a Chmelova,

2017).
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Obrazek 3 Rutin

Tyto glykosidy mohou byt hydrolyzovany a absorbovany v lidském zaludku silnou
kyselinou. Podobnym mechanismem (kyselou hydrolyzou) jsou analyzovany flavonoidy

pomoci HPLC (Seong et al., 2016).

Stejné tak jako flavony jsou flavonoly Zluta barviva. V poloze C-3, C-5. C-7 a C-4" maji

hydroxylovou skupinu. Odli$nost mezi nimi najdeme v substituci v poloze C-3'a C-5".

V cibuli, ¢aji a ovoci jsou obsazeny flavonoly. Jsou nejcastéji studovany diky jejich

komer¢ni dostupnosti a také diky jejich biologické aktivité (Slanina a Taborska, 2004).
2.1.1.1.2 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny tvoii asi jednu tfetinu dietnich fenoli, které mohou byt pfitomny
Vv rostlinach ve volnych a vazanych formach (Ignat et al., 2011; Dadakova a Chmelova
2017). Vazané fenoly mohou byt spojeny s ruznymi slozkami rostlin pfes esteroveé,
etherové nebo acetalové vazby (Ignat et al., 2011). Mezi fenolické kyseliny patii
kyselina kavova, ferulova a gallova. Ty jsou soucasti rostlin jako estery. Kyselina
chlorogenova (ester kyseliny kavové) je asi v 50-150 mg obsazena v Salku kavy. Proto
clovek, ktery pije kavu, piijima vice fenolickych kyselin nez flavonoida. Dalsimi zdroji
této kyseliny jsou ovoce, brambory a dalsi druhy zeleniny. Kyselina ferulova je slozkou

vlakniny. Kyselina gallovd se v gallotaninech vdze na glukosu (Slanina a Téborska,
2004).
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2.1.1.1.3 Taniny (tFisloviny)

Taniny tvofi tfeti skupinu polyfenolti. Maji relativné vysokou molekulovou hmotnost.
Déli se na hydrolyzovatelné a kondenzované taniny. Proanthokyanidiny (kondenzované
taniny) jsou polymerni flavonoidy. Hydrolyzovatelné taniny jsou derivaty kyseliny

gallové (kyselina 3.,4,5-trihydroxybenzoova) (obr. 7) (Ignat et al., 2011).

O§ OH

HO OH
OH

Obrazek 7 Kyselina gallova

2.1.1.1.4 Stilbeny

Malé mnozstvi stilbenti je pfitomno v lidské stravé. Hlavnim zastupcem je resveratrol
(obr. 8), ktery existuje jak v cis, tak 1 v trans isomernich, vétSinou glykosylovanych
formach. Rostlina je diky nim odolnd viic¢i infekci patogennimi organismy a vuci
stresovym stavim. Tato latka snizuje riziko infarktu a cévni mozkové piihody, tim ze
brani tvorb& krevnich srazenin. Diky resveratrolu se v téle vytvaii mén&€ LDL
cholesterolu a také blokuje vyvoj nddorovych bunék (Mindell a Mundis, 2006).
Resveratrol je obsazen ve vinnych hroznech (Dadidkova a Chmelova, 2017). Existuji
I potravinové dopliiky pro prevenci v davee 60 mg za den (Mindell a Mundis, 2006).

Stilbeny jsou obsazeny u vice nez 70 druht rostlin (Ignat et al., 2011).
HO

HO
Obrazek 8 Resveratrol

2.1.1.1.5 Lignany

Lignany vznikaji oxidacni dimerizaci dvou fenylpropant. Jsou vétSinou piitomné
v ptirod¢ ve volné form¢. O lignany a jejich syntetické derivaty roste zajem kvili
potencionalnimu vyuziti v chemoterapii rakoviny a diky jejich dalsim farmakologickym

ucinkam (Ignat et al., 2011).
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2.1.2  Vliv polyfenolii na zdravi ¢lovéka

Flavonoidy maji rozsahlé biologické vlastnosti, které podporuji lidské zdravi a pomahaji

snizit riziko onemocnéni (Craig, 1999; Liu et al., 2008; Seong et al., 2016).

Udaje z rtiznych epidemiologickych studii naznaduji, Ze konzumace ovoce a zeleniny je
spojena se sniZzenim rizika starnuti, zanétu, rakoviny, kardiovaskularnich chorob,
Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby (Molnar-Perl a Fiizfai, 2005; Hossain et al.,
2015; Dadakova a Chmelova, 2017). Krom¢ toho bylo také prokazano, ze flavonoidy
maji antivirové, cytotoxické, antiulcerogenni a karcinostatické uéinky (Craig, 1999; Liu
et al., 2008). Byliny, které jsou bohaté na flavonoidy, vitamin C nebo karotenoidy,
mohou zvysit funkci imunitniho systému (Craig, 1999; Di Carlo et al., 1999; Hossain et
al., 2015).

Listova zelenina obsahuje hydrofilni i lipofilni antioxidanty. VétSina antioxidantd je
hydrofilni a pfispivad k udrzeni fyziologického zdravi hydrofilnich organt. Lipofilni
antioxidanty jsou nezbytné pro lipofilni organy, jako je mozek, bunétna membrana
aklze (Hossain et al., 2015). Systém vnitinich antioxidantl, specializovanych
slouenin a enzymi, reguluje radikdlové formy sloucenin na minimalni mnozZstvi.
U vSech dobfe fungujicich organismil je tento vnitini systém doplnén systémem
vngjsich, dietarnich antioxidantl, ziskanych z potravy (Dadékova a Chmelova, 2017).
V soucasné dobé jsou antioxidanty dulezité pro podporu zdravi a prevence riznych
onemocnéni spojenych s reaktivni formou kysliku (ROS) (Hossain et al., 2015).
Reaktivni formy kysliku ROS jsou vyvijeny béhem dychani aerobnich bunék. Za
normalnich fyziologickych podminek je redoxni stav diisledn€ kontrolovan antioxidanty
(Soengas et al., 2012; Hossain et al., 2015; Seong et al., 2016). Vzrustajici piijem
dietnich antioxidanti muze pfispét k udrZeni antioxida¢niho stavu, a tedy i normalni
fyziologické funkci zivého systému (Hossain et al., 2015). Brukvovité plodiny patii
mezi zeleniny, které maji nejvySsi antioxidacni aktivitu. Vysoky pfijem brukvovité
zeleniny snizuje riziko chronickych onemocnéni, jako jsou kardiovaskularni a jiné

degenerativni choroby (Soengas et al., 2012).
2.1.2.1 Protirakovinné ucinky

V né¢kolika bézné pouzivanych rostlinach (naptiklad Cesnek, kurkuma, zazvor nebo

koten 1ékoftice) byly detekovany latky plisobici preventivné proti rakoving. Flavonoidy
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inhibuji nitraci a tvorbu DNA s karcinogeny, inhibuji hormonalni G¢inky a spojené
metabolické drahy s vyvojem rakoviny a vyvolavaji detoxifikaci (Craig, 1999).
Antioxidanty jsou slouceniny, které mohou zpomalovat oxidaci jinych molekul inhibici
iniciace nebo Sifenim oxidacni fetézové reakce zpusobené volnymi radikaly a tim
muzou snizit oxida¢ni poskozeni lidského téla. Flavonoidy v denni stravé mohou zvysit
bunécnou antioxidacni obranu a prodlouzit zdravy zivot. Celkova plazmaticka
antioxida¢ni kapacita (TAC) listové zeleniny se odrazi od jeji schopnosti inhibovat
tvorbu volnych radikala (Khanam et al.,2012). Kvercetin inhibuje buiiky rakoviny prsu
u lidi in vitro inhibici exprese mutovaného proteinu plazmatické membrany P. Protein P
je tumor supresorového proteinu a hraje klicovou roli pfi apoptoze (Di Carlo et al.,

1999; Dadakova a Chmelova, 2017).
2.1.2.2  Uéinky podporujici srdce

Nejcastejsi pric¢inou onemocnéni koronarni arterie je vyskyt a vyvoj aterosklerotickych
platl v koronarnich tepnach, které blokuji krevni cévy. To naruSuje normalni tok krve
a tim muze dojit k zastavé srdce. Kardiovaskuldrni onemocnéni jsou dnes celosvétove
hlavni pfi¢inou nemocnosti a umrtnosti obyvatelstva. Ovoce, zelenina a luSténiny
s nizkym obsahem nasycenych tukl, spolu s pravidelnym aerobnim cvi¢enim jsou
prevenci pro kazdého, kdo ma zvysené riziko kardiovaskuldrniho onemocnéni (Gan et

al., 2015; Dower et al., 2016).

Bylo prokazano, Ze polyfenoly chrani lipoproteiny s nizkou hustotou oxidace, a tak
zabranuji tvorb& aterosklerotickych plati (Seong et al., 2016). Pfedpokladéd se, Ze
oxida¢ni modifikace LDL cholesterolu hraje klicovou roli béhem aterosklerdzy.
Ateroskler6za je chronické zanétlivé onemocnéni, pfi kterém dochézi k ukladani tuku
do stén cév (Hollman a Katan, 1999). Rostliny s obsahem antokyant jsou U¢inné pfi
inhibici oxidace LDL cholesterolu a agregaci trombocytil, diky tomu mohou poskytnout
uréitou ochranu proti srde¢nim onemocnénim (Cook a Samman, 1996; Craig, 1999;
Kochar, 2011). Anthokyany mohou byt také uzite¢né pro 1é¢bu cévnich poruch a
kapilarni kfehkosti (Cook a Samman, 1996; Craig, 1999). Podporuji také uvolnéni
kardiovaskularnich hladkych svali a tim snizuji vysoky krevni tlak a brani poruchdm
srde¢niho rytmu (Craig, 1999; Liu et al., 2008; Seong et al., 2016). Flavonoidy zvysuji
tvorbu endotelialniho prostacyklinu a snizuji vaskularni tlak (Craig, 1999; Erlund, 2004;
Gan et al., 2015).
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2.1.2.3 Udinky v prevenci diabetu mellitu

Diabetes mellitus (DM) je komplexni metabolicka porucha, ktera je dusledkem
nedostatku inzulinu, jeho nedostatenym ucinkem nebo kombinaci obojiho. DM se
rozdéluje na dva typy. DM 1. typu se fadi mezi autoimunitni poruchy. Imunitni systém
jedince ni¢i pankreatické B-buniky, které za normalnich okolnosti produkuji hormon
inzulin. Postupem ¢asu tyto buiiky inzulin neprodukuji a dojde k uplnému nedostatku
vlastniho inzulinu. DM 2. typu je zptisoben vice pfi¢inami. Mezi hlavni se fadi obezita
(nadmérny piijem Kkalorii), nevhodné slozeni stravy, mald fyzicka aktivita, stres
a koufeni. V podstaté jde o vznik inzulinové rezistence v perifernich tkanich, kterou
doprovazi zhorSena sekrece az defekt inzulinu z B-bun¢k. Dochazi také ke sttedné tézké
az t¢zké apoptoze B-bunck a zvysené tvorbé glukézy v jatrech (Babu et al.,2013).
Ptiroda je vynikajicim zdrojem antidiabetickych 1€Civ a rostliny jsou cennymi dopliky
stravy ke zlepSeni kontroly glykemie a prevence dlouhodobych komplikaci u diabetu
2. typu. Hypoglykemické ucinky ovoce a zeleniny mohou byt zpiisobeny jejich
povzbuzujici povahou na pankreatické B-bunky pro sekreci inzulinu nebo obsahem
bioaktivnich sloucenin, jako jsou flavonoidy, alkaloidy a antokyany, které plisobi jako
molekuly podobné inzulinu nebo inzulinové sekretagogy (zvysuji vylucovani inzulinu
z B-bunék pankreatu) (Babu, 2013; Beidokhti et al., 2017). Flavonoidy snizuji hladinu
glukézy, plazmatického cholesterolu a triglyceridi a zlepSuji aktivitu jaterni
glukokinadzy vys$im uvolfiovani inzulinu z pankreatickych bunék (Beidokhti et al.,
2017). Flavonoidy snizuji apoptéozu a podporuji proliferaci pankreatickych B-bunék.
Reguluji metabolismus glukézy v hepatocytech, tim zlepSuji stav hyperglykémie.

Zvysuji absorpci glukozy v kosternim svalu a tukové tkani (Babu, 2013).
2.2 Rostliny z ¢eledi Brukvovité

Brukvovitd zelenina mé antioxidacni vlastnosti a je pfirodnim zdrojem vitaminu C.
Mezi brukvovité patii naptiklad brokolice, kapusta kadefava i razickova, zeli, kvétak,
kedluben a dalsi (obr. 9). V této zeleniné jsou obsazeny naptiklad flavonoidy, indoly
a sulforafan. Ty podporuji tvorbu enzymi, které dokéazi potlacit riist nadort. Estrogen je
inaktivovan indolem a tim je potla¢en vznik nadoru prsu (Mindell a Mundis, 2000;
Kubat, 2002; Mindell a Mundis, 2006).
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Epidemiologické studie prokazaly, ze diky vyssi konzumaci brukvovité zeleniny se
snizuje riziko tvorby chemicky indukované rakoviny, tj. ktera je vyvoland vysokym
pfijmem karcinogenii. Je to zasluhou produkti rozkladu glukosinolatl. Déle maji
V brukvovité zeleniné vyznam: L-askorbova kyselina, a-tokoferol, B-karoten,
dimethylthiosulfinat, fenolické antioxidanty a vldknina (VeliSek a HajSlova, 2009b).
Myricetin, kvercetin a kemferol jsou hlavnimi flavonoidy v rostlinach z celedi

Brassicaceae (Seong et al., 2016).

THE MILD GREENS (BRASSICA/CRUCIFER! lSPECIES)
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Obrazek 9 Asijské listové zeleniny Celedi Brassicaceae. Zdroj: Larkcom, 1991
2.2.1 Hoiice ¢inska zelend (Brassica rapa var. Komatsuna)

Hoft¢ice Cinskd zelend (obr. 10) roste v pfizemni rtizici. Jedna se o rostlinu jednoletou.
Listy obsahuji vitamin C, vyuziva se jejich 1é€Civych a dietetickych vlastnosti. Ma
baktericidni vlastnosti a také podporuje chut’ k jidlu. Hot¢i¢na silice je obsazena v celé
rostling, hlavné v semenech. Diky ni ma peprnou chut’. Pii kratkych dnech vyrlsta
Vv bohatou listovou rizici a béhem dlouhych letnich dnii vybiha do kvétd (Pekarkova,
2002). Listy jsou tmavé 1 svétle zelené, hladké nebo lehce zkadefené s duznatymi fapiky
(Pekarkova, 1997). Pochazi z Tibetu a z oblasti hranic Indie s Cinou. Péstuje se hlavng
ve vychodni Asii. Vyuzivaji se jeji listy, avSak na Dalném vychod¢ vyuzivaji i jeji

zduznatélé kvétni stonky a koteny (Hlava et al.,1998; Pekarkova, 2002).
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2.2.1.1 Péstovani

U nas se péstuje pouze kaderava forma. Semena se vysévaji velmi brzo na jafe nebo
v ¢ervenci v fadcich Sirokych 0,3-0,4 m. Seje se do hloubky 10 mm asi 10 g semene na
plochu 10 m2. Konzumace je mozna jiz po 25 dnech o vysadby (pfiloha 1 obr. 1) (Pevna
et al., 1985; Deppe, 2018). V 1ét¢ mize vybéhnout do kvétu, jesté pred vytvofenim
fadné razice. Listy snesou mraz az -10 °C, proto je mozné v teplejSich oblastech jejich
ptezimovani (Pekarkova, 1997). Odolava chorobam, ale musime ji chranit pfed sktdci

(Pekarkova 2002).
2.2.1.2 VyuZiti v kuchyni

UsuSené a rozemleté listy se vyuzivaji jako kofeni. Mladé listy maji jemnou pikantni
chut’, v pozdé&jsi fazi vyvoje je vsak jeji chut’ ostiejsi (Pekarkova, 2002; Deppe, 2018).

Za syrova se z listil pfipravuje salat. (Pekarkova, 2002). I kvétni stonky se konzumuji

jako salat. Hoi¢ici je mozné nakladat nebo zakonzervovat (Pekarkova, 1997; Deppe,

2018).

Obrazek 10 Horcice ¢inska zelend. Zdroj: Semo.cz
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2.2.2 Hoi¢ice ¢inska ¢ervend (Brassica juncea Czern.)

Hoi¢ice Cinska cervend (obr. 11) (jinak také brukev sitinovd) je jednoletd asijska
zelenina, ktera dokaze ptrezimovat ve skleniku, péstuje se i v truhliku. Obsahuje az 10x
vice vitaminu C neZ citrony. V Ciné se hoi¢ice ¢inska péstuje od nepaméti. Ma §iroké,
velké Cerveno-zelené listy (Pekarkova, 1997; Deppe, 2018). Ma malo kalorii a velké
mnozstvi antioxidantli. Pro zeny v menopauze je uzitecnd, protoze je chrani pted

rakovinou prsu a srde¢nimi chorobami (Boutenko, 2015)
2.2.2.1 Péstovani

Péstuje se 20-35 dni vIété a kolem 60 dni v zimé€. Pro jarni sklizen se vyséva
Vv polovin¢ biezna. Roste velmi rychle, tim padem nevybiha do kvétu. Vsechen plevel
okolo sebe pieroste a zahubi (pfiloha 1 obr. 2). Kdyz se sefizne 2 cm nad povrchem
pudy, listy znovu doristaji. ProtoZe je paliva, zvifata ji nekonzumuji a veskera iroda se

da sklizet (Deppe, 2018).
2.2.2.2 Vyuziti v kuchyni

Za syrova ma ohnivé¢ palivou chut’, ktera se povafenim zjemni. Vyvar z hoicice je jasné
zeleny a chutny. SuSenim se paliva chut’ vytrati. Pouziva se na bylinné ¢aje. Mladé
listky se vyuzivaji jemné nakrajené do salatl, poté je mozné vynechat pept. Na rozdil
od Spenatu 1 po uvafeni (dusSeni) zachovava svij objem, takZe se spotifebuje mensi

mnozstvi (Pekarkova, 2002; Deppe, 2018).

>

Obrdazek 11 Hoicice cinska cervenda. Zdroj: Semo.cz
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2.2.3 Mibuna (Brassica rapa ssp. japonica)

Mibuna (obr. 12) stejn¢ jako mizuna ma tenké, bilé a $tavnaté fapiky. Velmi husta
ruzice hladkych S$tihlych listd, které jsou uzké bez vykrojeni a svétlezelené barvy se
zakulacenym vrcholem, je vysoka pfiblizné¢ 30-45 cm. Dobte snési chlad (Larkcom,
1991).

2.2.3.1 Péstovani

Na jafe, v 1ét€ a na podzim vyroste rostlina od zaseti po prvni sklizeii za 30-40 dnti. Je
nenaroc¢nd, vhodnd i1 pro zimni sklizent a k zimnimu rychleni v truhlicich, kdy je jeji
vegetatni obdobi 50—60 dnd. Sklizi se jednotlivé listy, nebo celé rtzice (priloha 1
obr. 3). Mibunu neni vhodné péstovat v extrémné horkych ani chladnych stanovistich

jako mizunu (Larkcom, 1991).
2.2.3.2 Vyuziti v Kuchyni

Na zapad¢ se mibuna pouziva jako salatova zelenina. Muze se také pouzit v teplé

kuchyni do polévek nebo jako soucédst smési zeleniny dusend nebo osmazena s masem

(Deppe, 2018).

Obrazek 12 Mibuna. Zdroj: Semo.cz
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2.2.4 Mizuna (Brassica rapa ssp. japonica)

Mizuna (obr. 13) patii mezi skupinu vychodoasijskych listovych zelenin. Ma pikantni
chut' (Pekarkova, 2000). Mizuna je listovy typ kofenové zeleniny (vodnice). Roste
v mirném klimatu, ale maze se péstovat i pii nizkych teplotach. Rostlina je jednoleta.
Sklizi se celé listy. Roste v nizké, dekorativni rtizici, az 40 cm Siroké. Diipené, velké a
lesklé listy maji tenké, bilé a Stavnaté fapiky (Pekarkova, 2000; Pekarkova, 2002).
Mizuna obsahuje velké mnozstvi antioxidantim, které snizuji riziko rakoviny

(Boutenko, 2015).
2.2.4.1 Péstovani

Muze se péstovat celoro¢n€. Snasi letni velmi vysoké teploty, ale i mrazy do -10 °C
(Pekarkova, 2002; Boutenko, 2015). Je odolna k letnimu vybihani do kvétd. Neni
potfeba predpéstovani, vyséva se piimo na stanovisté. Vyséva se do fadkd v 5-10cm
vzdalenosti. Muze se sklizet po 2 az 3 tydnech (pfiloha 1 obr. 4). Rostliny, které se
sklizeji po 8 az 10 tydnech, se vysévaji ve vzdalenostech 30 x 40 cm. Pfi podzimni
sklizni listl se semena vysévaji v pozdnim letnim obdobi. Jakmile se rostlina setizne asi

2 cm nad zemi, da se sklizet opakované, az pétkrat (Pekarkova, 2002).
2.2.4.2 Vyuziti v Kuchyni

Mizuna se vyuZziva ve vSech vyvojovych stadiich. Jestlize chceme mladé listy, musi se
sklidit dfive, nez budou hrubé a pfestarlé. Ty se pak jako Cerstvé vyuZzivaji na salat.

Starsi listy se vafi nebo nakladaji (Pekarkova, 2002).

Obrdzek 13 Mizuna. Zdroj: Semo.cz
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2.3 Analytické separacni metody

Separacni metody jsou vysoce selektivni a analyzuji se tak komplexni vzorky se

slozitymi makromolekulami. Analyza se provani ve dvou krocich:

1) separacni krok,
2) detekeni krok.

Béhem separacniho kroku se fyzicky odd€li slozky vzorku a pii detekénim kroku se urci

konkrétni makromolekula (K¥izek a Sima, 2015).

Separacni metody lze rozdélit do dvou skupin. Mezi prvni skupinu separa¢nich metod,
kdy se analyzovana latka rozdéli mezi dvé faze, patii chromatografie. Molekuly analytu
se u vsech typt chromatografickych separaci rozd€luji mezi dvé nemisitelné faze:
stacionarni a mobilni fazi. Druhd skupina metod je zalozena na separaci latek
pusobenim pole. U elektromigracnich metod je wuzito elektrické pole. Mezi
elektromigraéni metody fadime elektroforézu. U hmotnostni spektrometrie se k separaci

Castic analytu uziva magnetické pole (Opekar et al., 2005; Kiizek a Sima, 2015).

Spektrofotometrické metody poskytuji velmi uZzitecné kvalitativni a kvantitativni
informace. Ve skute¢nosti je spektroskopie hlavni technika pouZzivana pro kvantifikaci

riznych tiid polyfenold diky své jednoduchosti a nizké cené (Ignat et al., 2011).
2.3.1 Chromatografie

Principem chromatografie je ustaveni rozdélovaci rovnovahy analytu mezi mobilni
a stacionarni fazi. V prostoru, kde dochazi k separaci, je analyt undSen mobilni fazi.
V tomto separanim prostoru je obsazena i nepohybliva (stacionarni) faze. Sorbent
(staciondrni faze) mohou byt Castecky pevné latky nebo to miiZze byt kapalina na
povrchu inertniho nosi¢e nebo kapalina uvnitf kapilary. Do chromatografické kolony
naplnéné sorbentem se nastiikne analyt, pfi tomto nastfiku vznikne elucni pés (zéna).
Jakmile analyt projde separa¢nim prostorem, opakovan¢ interaguje se stacionarni fazi
(Opekar et al., 2005; Kiizek a Sima, 2015). Oddélené latky analytu se diky této
interakci postupné zbrzdi a tim se rozd€li. Jakmile vystoupi prvni slozka analytu
Z kolony, detektor zaznamena jeji pfitomnost v eludtu a vykresli eluéni pik (kfivku).
Podle toho, kolik obsahoval analyt slozek, je zaznamenan i pocet elu¢nich pika (kiivek)

v grafu. Potadi, v némz vyjdou slozky analytu z kolony, je zavislé na velikosti interakce
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se stacionarni fazi (¢im je vétsi interakce, tim je vyS$i hodnota retenéniho — elu¢niho
asu) a na dobé& setrvani analytu v koloné (Holzbecher et al., 1987; Kiizek a Sima,

2015). Vazebna sila interakce je imérna mife brzdéni (Opekar et al., 2005).

Kazda z délenych latek mé odliSnou velikost vzajemné pusobicich sil a riiznou povahu
interakci v¢i stacionarni a mobilni fazi. Podle typu vzajemnych interakci, které
postupné oddéli Casti analytu, se chromatografické metody d€li na: adsorpéni,
rozdélovaci chromatografie, iontové vyménné, gelové nebo afinitni chromatografie.
Avsak pfi separacich dochdzi ke kombinacim téchto mechanismu. Toto oznaceni se jiz

dnes nepouziva (Holzbecher et al., 1987).

Dnes se pouziva déleni chromatografickych metod podle toho, v jakém skupenském
stavu je mobilni faze. V plynové chromatografii je tato faze v plynném skupenstvi,
u kapalinové chromatografie v kapalném. Jakmile je para v nadkritické teploté a tlaku
pouzita jako mobilni faze, jedna se o superkritickou fluidni chromatografii (Opekar et

al., 2005; Kfizek a Sima, 2015).

Kapalinova chromatografie (LC) se obvykle provadi pfi pokojové teploté, ale teploty se
zvySuji az na 40 ° C. Tehdy se doporucuje zkratit dobu analyzy (Liu et al., 2008).
Kapalinové chromatografie existuji 3 typy: nizkotlaka kolonova kapalinova
chromatografie, vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) a planarni
chromatografie. Nizkotlaka kolonova kapalinova chromatografie se vyuziva pfi €iSténi
smési latek. Planarni chromatografie je instrumentilné jednoduchad a nendro¢na. Jeji
uziti nalezneme v analyze a mikropreparaci (Opekar et al., 2005). Mobilni faze je vzdy
kapalina. Podle uspotfadani se d¢li na LC v otevieném systému (papirova a tenkovrstva
chromatografie) a v uzavieném systému (HPLC) (Kiizek a Sima, 2015). Technika
kapalinové chromatografie je dnes nejlepsi analytickou metodou ke studiu polyfenoll z
riznych biologickych zdroji a je nejucinngj$im nastrojem pii studiu struktury

fenolickych sloucenin (Ignat et al., 2011).
2.3.1.1 Priprava vzorku k analyze

Extrakce na pevné fazi (SPE) je jedna z nejucinnéjSich a nejjednodussich metod
pfipravy vzorku. Vyuziva nizkych nakladl, predbalené jednorazové kazety, hledané
slouceniny se oddé€li od ostatnich aplikaci smési vzorku na vhodné zvolenou pevnou

latku — sorbent a poté se selektivné vymyvaji pozadované slozky. Uinnost SPE zavisi
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na druhu sorbentu, objemu vzorku, pH, obsahu organického modifikatoru a objemu
eluniho rozpoustédla (Liu et al., 2008). Ve vétsiné piipadi je sorbentem kiemik
spojeny s Cig a roztokem vzorku, rozpoustédla jsou obvykle mirné okyselena, aby se
zabranilo ionizaci flavonoida (Liu et al., 2008; Ignat et al., 2011). Pomoci SPE je tedy
stanovovana latka zakoncentrovana z velkého objemu kapalného vzorku do malého

objemu vymyvaciho roztoku (Liu et al., 2008).

Vodny methanol jako extrakéni rozpousStédlo zajistuje extrakci aglykont
a flavonoidnich glykosida, v zavislosti na Case, teploté atd. (Molnar-Perl a Fiizfai,
2005). Pevné vzorky jsou obvykle nejprve homogenizovany. Vyuziva se suSeni
(mrazem) nebo zmrazeni kapalnym dusikem. Dal$im krokem je izolace analytu. Pro
stanoveni polyfenol se pouziva SPE. Ta je stale nejrozsitenéjsi technikou, hlavné diky

snadnému pouziti a Sirokému uplatnéni (Liu et al., 2008).

Cistici stupen je kritickou ¢asti metody, odstranéni potencialnich rusivych soucasti se

méni podle rostlinné matrice, ktera ma byt analyzovana (Ignat et al., 2011).
2.3.1.2 Vysokoucinnd kapalinovda chromatografie

Nézev High Performance Liquid Chromatography ve zkratce HPLC Ize do ceStiny
pteloZit jako: vysokoucinna kapalinovd chromatografie (obr. 14). Pro dosaZeni vysoké
ucinnosti separacniho procesu jsou pouZity kolony naplnéné stacionarni fazi s malymi
a dobfe definovanymi ¢aste¢kami. Cim jsou ¢astice mensi, tim je separace Ginn&jsi.
Castice uvnitf separacni kolony jsou homogenni, maji stejny tvar (kulovity) a stejnou
velikost. Maji vysokou hustotu a tim i velky hydrodynamicky odpor (Stulik, 2005;
Kiizek a Sima, 2015). Mobilni faze neni inertni. Musi byt vzdy kapalna, musi proudit
V dostatecné silném proudu, aby vznikl pietlak jednotek az desitek MPa. Proto se
pouzivaji pumpy, které Cerpaji mobilni fazi pies kolonu. Kolony jsou vyrobené ze
specidlniho skla nebo ocelové tlustosténné trubice, aby odolaly vysokému tlaku mobilni
faze. Pro co nejcitlivéjsi detekci analyti by méla mobilni faze ukazat v detektoru co
nejmensi signal (Opekar et al., 2005; Stulik, 2005). Hned za kolonou je pfipojen
detektor, ten je propojen s PC, ktery zaznamenava rozdélené slozky smési, a tedy
priibéh analyzy (Opekar et al., 2005; Kiizek a Sima, 2015).
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Analyty jsou organické méné t€kavé kapaliny a tuhé latky rozpustné v organickych
rozpoustédlech (nejbéznéjsi je methanol a acetonitril), vodé nebo V anorganickych

pufrech (Holzbecher et al., 1987; Xiang et. al, 2006; Kiizek a Sima, 2015).

Rozdil mezi analytickou a preparativni metodou spoc¢iva v tom, ze analytickd HPLC
neslouzi k ziskani vzorku, zatimco preparativni HPLC je ¢isti a usiluje o izolaci Cisté

latky ze smési (Andersen a Markham, 2006).

Neznama latka se rozpozna a vyhodnoti na zakladé srovnani jejiho retencniho Casu
a standardu, ktery byl separovan soucasné za stejnych podminek. Jednoznacnou
identifikaci slouceniny poskytne pouziti hmotnostniho detektoru. Toto srovnani se
provadi v opakovéni. Vysledkem analyzy je eluc¢ni kiivka zaznamenana detektorem.
Vynésobime-li hodnotu vysky piku hodnotou Sitky v poloviné vysky piku, ziskdme
kvantitativni vysledek (K¥izek a Sima, 2015).

sample [ I
" ' . l
HPLC I
Injector Detector - ..
um :u
PR l HPLC column I I—ll I
HPLC Data aquisition
solvent \ 4

waste

Obrazek 14 Schéma kapalinové chromatografie. Zdroj: laboratoryinfo.com
2.3.2 Kapilarni elektromigracni metody

Mezi elektromigra¢ni metody patii zonova elektroforéza, izotachoforéza, izoelektricka
fokusace, elektrokineticka chromatografie a elektrochromatografie. Uginkem
elektrického pole projde analyt separa¢nim prostorem a dojde k oddéleni ¢asti analytu
(Opekar et al., 2005). Pojmem migrace se oznacuje pohyb castic v disledku plsobeni
stejnosmérného elektrického pole. Castice, které maji jiny rozmér a odlisnou velikost
naboje, maji tim padem 1 odliSnou rychlost a je mozné je od sebe separovat. Pohyb
téchto Castic zavisi také na podminkach prostiedi, ve kterém dochazi k separaci a na

velikosti elektrického naboje (Opekar et al., 2005; Kiizek a Sima, 2015).
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Elektrochemickéd detekce fenolli je zalozena na zaklad¢ jejich redoxnich vlastnosti.
Protoze vétSina flavonoidd je elektroaktivni diky piitomnosti fenolickych skupin,
elektrochemicka detekce muize byt také pouzita. Tato technika se rychle rozviji a Siroce
se pouziva pro analyzu léCiv a byla také pouzita pro analyzu flavonoida. Kapilarni
elektroforéza ma ve srovnani s konven¢nimi chromatografickymi metodami mnoho
cennych vyhod, tj. vynikajici u¢innost separace, vysoké rozliSeni, kratky cas analyzy,
snadnou automatizaci a nizkou spotiebu rozpoustédel a vzorkl. Kapilarni elektroforéza
se dale déli na: kapilarni zénova elektroforéza (CZE), micelarni elektrokineticka

chromatografie (MEKC) a kapilarni elektrochromatografie (CEC) (Liu et al., 2008).

V téchto pracich (Molnar-Perl a Fizfai 2005; Liu et al., 2008; Ignat et al., 2011) byla

kapilarni elektroforéza pouzita jako analytickd koncovka.
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3 CILE PRACE

Listova zelenina mize byt zdrojem fenolickych sloucenin, které ptsobi v lidském téle
jako antioxidanty a maji proti rakovinné, Kardioprotektivni a antidiabetické GCinky.
Mezi nejvyznamnéjsi polyfenoly patii kvercetin, myricetin, kemferol, apigenin, luteolin
a morin. Tyto slouceniny byly analyzovany metodou vysokouc¢inné kapalinové

chromatografie. Hlavni cile této prace jsou:

e vypracovani literarni reSerSe o biologicky aktivnich fenolickych slouc¢eninach
ajejich zdravotnich ucincich a prospésném vlivu na lidské zdravi, o mén¢
znamych druzich brukvovité listové zeleniny,

e potizeni vzorkil né€kolika druhii asijské brukvovité zeleniny a jejich Gpravy pro
ucely analyzy,

e stanoveni obsahu nejvyznamnéjsich polyfenolickych latek metodou HPLC,

e porovnani hodnot namétfenych zjarniho a podzimniho osevu a dosazenych

vysledku s daty z odbornych ¢lank.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Odbér rostlinného materialu

Pro analyzu byly vybrany ¢tyfi druhy asijské listové zeleniny z Celedi Brukvovité
(tab. 1).

Tabulka 1 Druhy asijské listové zeleniny pouzité k analyze

Nazev Cesky Nazev latinsky
1 Hoi¢ice Cinska zelena Brassica rapa var. Komatsuna (L.)
2 Hof¢ice ¢inska Cervena Brassica juncea (L.) Czern.
3 Mizuna Brassica rapa ssp. japonica (L.)
4 Mibuna Brassica rapa ssp. japonica (L.)

Vzorky listové zeleniny byly péstované v jarnim a podzimnim osevu na zahoné
pokusného pozemku Zemédélské fakulty Jihodeské univerzity v Ceskych Budgjovicich
ZF (kampus JU, N 48°58729.528"", E 14°26'52.057""). Jarni osev zapocal v kvétnu
a podzimni osev v srpnu roku 2017. Vsechny testované odridy byly péstovany na volné

ploSe pozemku v bézné upravené zeming¢.

Vsechna osiva vyprodukovala firma Semo SmrZice u Prostéjova a byla zakoupena

v lokalni obchodni siti (Zahradni centrum Klima, Ceské Budéjovice).
4.2  Uprava vzorki k analyze

Vypéstovana zelenina byla postupné odebirana a upravena pro Ucely analyz. Z rostlin

byly vybrany kuchynsky vyuZivané ¢asti (zelena nadzemni) a byly povrchové o€istény.

Veskery rostlinny material byl pokrajen na ¢asti silné maximalné 0,5 cm a vzorek byl
homogenizovan promichanim. Bezprostiedné po sklizni byl zmrazen na teplotu -16 °C a
do 1 mésice od odbéru lyofilizovéan v lyofilizatoru. Lyofilizace je velice Setrny zpiisob
mrazeni a odstranéni vody. Probihala pfi teploté¢ -50 °C a tlaku 0,1 mbar po dobu
24 hodin. Voda tak pfimo sublimuje — Z pevné do plynné faze. Suchy lyofilizovany
material byl zhomogenizovan na laboratornim mlynku a homogenni materidl byl
uchovavan do analyzy v uzaviené plastové vzorkovnici v mrazicim boxu pfi teploté

-18 °C.
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4.3 Seznam pomiicek a piistrojit

technické laboratorni sklo

laboratorni mlynek Retsch (Némecko)

analytické vahy Mettler Toledo (USA)

lyofilizator Gregor Instruments (CR)

kombinovana lednice Bosch (Némecko)

termostatova vodni lazefi L-20R Fisher Scientific (CR)

odstredivka Sigma (Némecko)

pH-metr Eutech Instruments

magneticka michacka Heidolph MR Hei-Mix S

filtra¢ni zatizeni Sigma

filtry ze sklenénych vlaken GF/C Whatman (Velka Britanie)

ptistroj na SPE extrakci (z vyvojové dilny Zemédélské fakulty)

kolonky SPE LiChrolut RP-18 (40-63 um) 500 mg 3 ml Standardni PP-kolona
(Merck, Némecko)

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

chromatograficka kolona Zorbax Eclipse SB-C18 (Agilent) o parametrech 4,6 x
50 mm se zrnénim 1,8 um (USA)

4.4  Seznam chemikalii a standardu

kyselina chlorovodikova, methanol, hydrogenuhli¢itan sodny (Lachema, Brno)
kyselina askorbova (Merck, Némecko)

kyselina a-naftyloctova (Spolana, Neratovice)

kvercetin, kemferol, myricetin, luteolin, morin apigenin (Extrasynthese, Francie)

demineralizovand voda, pfipravovand na zatizeni firmy Premier (USA)

4.5 Stanoveni flavonoidnich aglykonii v lyofilizovaném materidalu

Touto metodou byl stanoven celkovy obsah flavonoidnich aglykontl, které se za

podminek metody uvolnily z glykosidl pfitomnych v materidlu.

Flavonoidy se v rostlinném materialu vyskytuji v naprosté vétsin€ jako glykosidické

formy. V glykosidu je molekula flavonoidniho aglykonu vazana na sacharid. Naproti

tomu obsah volnych aglykoni je velmi nizky.
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Mnozstvi druhtl glykosidii kazdého aglykonu je v pfirodnich materialech velké a bylo

by velmi obtizné stanovit jednotlivé obsah kazdého z nich. Pocet aglykonti, které

glykosidy vytvaieji, je pomérné omezen. Obsah vSech forem flavonoidnich glykosida se

tedy da posoudit podle celkového obsahu pfislusnych flavonoidnich aglykonti. Proto

byla zvolena metoda, pfi které byl material podroben kyselé hydrolyze, a vSechny

ptitomné glykosidy se v tomto prostiedi rozstépily a uvolnily aglykon. Volné aglykony

byly ze vzorku izolovany metodou sorpce na tuhé fazi (SPE) a stanoveny po rozdéleni

metodou HPLC. Bylo sledovano Sest nejbéznéjsich flavonoidnich aglykont (myricetin,

morin, luteolin, kvercetin, apigenin a kemferol).

4.6 Metodika stanoveni polyfenolickych latek metodou HPLC

1.

Kazdy homogenizovany lyofilizovany material jsem analyzovala dvakrat. Pfi

kazdém cyklu jsem zpracovala 4 vzorky.

. Ptiprava vzorkli: Na sklenéné lodi¢ce jsem navazila 0,25 g s pfesnosti na

0,0001 g homogenizovan¢ho lyofilizovaného vzorku. Poté ji kvantitativné
ptevedla do 100 ml varné banky a hmotnost jsem si zaznamenala.

Déle jsem do banky ptidala 80 mg kyseliny askorbové, 7,5 ml destilované vody,
5 ml 6M HCl a 12,5 ml methanolu.

Tato smé&s v baiice byla hydrolyzovana a zahtivana ve vodni 14zni pod zp&tnym
chladicem 2 hodiny pfi teplot¢ 90 °C. Po uplynuti varné doby byla barnka
odstranéna z vodni lazn€. Nechala se 10 minut vychladnout, ale stile byla
zapojena pod zpétnym chladi¢em.

Do vychladlé bariky jsem ptidala 2 g NaHCOs3 a tim se obsah zneutralizoval.
Pomoci 12,5 ml methanolu jsem cely obsah pfevedla do odstied’ovaci kyvety.
Obsah kyvety jsem doplnila destilovanou vodou piiblizné na stejny objem
a vzorek byl odstfedovan 15 minut pii 3500 otdckach. Tento odstted’ovaci
proces probéhl u kazdého vzorku tfikrat. Supernatant jsem odlila do 600 ml
kadinky a v kazdém mezikroku jsem baiku vyplachla destilovanou vodou.

Do této 600ml kadinky jsem doplnila destilovanou vodu na hodnotu 200 ml. Na
magnetickém michadlu byl vzorek misen s nasycenym roztokem NaHCOs, ktery
jsem po kapkach ptidavala a tim upravila pH na hodnotu 3. pH bylo méfeno pH
metrem.

Vznikly roztok byl filtrovan pies filtr ze sklenénych vlaken za snizené¢ho tlaku na

vakuovém filtratnim zafizeni. Poté jsem nalila 5 ml methanolu, aby se vymyly
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zachycené Castice. Filtrat jsem kvantitativné pievedla do 500ml odmérné banky
a doplnila destilovanou vodou po rysku. Obsah bainky jsem dikladné
promichala.

9. Roztok byl natfedén v poméru 1:10 kvali vysoké koncentraci stanovovanych
sloucenin. Jako ftedici roztok jsem pouzila 5% roztok methanolu. Takto
pfipraveny roztok jsem pouzila pro sorpci na tuhé fazi (SPE) (pfiloha 2 obr. 2).

10. Popsanou kolonku RP-18 (Merck) jsem upravila dvojim promytim 2,5 ml
methanolu a dvojim promytim 2,5 ml destilované vody. Do této kondiciované
kolonky jsem nalévala roztok vzorku. Jakmile vzorek protekl, promyla jsem
kolonku 4 x 2,5 ml destilované vody. Poté byla kolonka suSena 20 minut
prochazejicim vzduchem.

11. Zachycené latky byly promyty pomoci 2 x 0,7 ml methanolu do mérné vialky.
Do vialky s eluatem jsem piidala 100 pl roztoku vnitiniho standardu (kyselina

a-naftyloctova, 2 mg/ml)
4.7  Analyticka koncovka

Vzorky byly méfeny na kapalinovém chromatografu Agilent 1200 Series Rapid
Resolutions (vyrobce: Agilent Technologies, USA) s UV-VIS detektorem (ptiloha 2
obr.1).

K analyze byla pouzita chromatografickd kolona Zorbax Eclipse SB-C18 (vyrobce:

Agilent Technologies) o rozmérech 4,6 x 50 mm se zrnénim sorbentu 1,8 pum.
4.7.1 Chromatografické podminky

Mobilni faze se sklada ze dvou ¢asti: faze A a B. Faze A byla slozena z 5% acetonitrilu,
0,1% kyseliny mravenci a vody; faze B z 0,1% kyseliny mravenéi v 100% acetonitrilu.
Pro analyzu byl nastaven gradient v tomto slozeni: 0 - 1 minuta: 20 - 25 % B, 1-5 minuta:
25-30 % B, 5-7 minuta: 30-50 % B, 7-9 minuta: 50-20 % B. Poté prob¢hla kondicionace
kolony dlouha 6 minut pii pocatecnim slozeni mobilni faze (20 % B). Mobilni faze
protékala rychlosti 1 ml/min. Analyza probihala pii 25 °C, pfitomnost analyzovanych latek

byla detekovana pii 270 nm.

Pomér ploch piki identifikovanych aglykonl a vnitfniho standardu byl pouZzit jako
analyticka odezva. Pomoci kalibra¢ni zavislosti byla provedena kvantifikace obsahu.

Roztoky pro sestaveni kalibraéni kiivky byly pfipraveny ze zasobnich roztokl
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V pracovnim rozsahu 5-100 pg/ml. Mez detekce je 1 mg/kg a mez stanovitelnosti
5 mg/kg susiny. Analyza vSech vzorkl byla provedena 2x, vysledky kazdého druhu
byly zprimérovany aritmetickym primérem a byla dopocitana smérodatna odchylka.

Veskeré vysledky byly vypocitany pomoci nastroju v programu MS Office Excel.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

V naSich podminkach se jako listova zelenina nejcastéji vyskytuje ledovy salat, Spenat,
cekanka listova, kapusta a vzhledové podobnd analyzovanym listovym zelenindm
I roketa setd nebo feficha. Tato zelenina je také nejcastéji analyzovana pro sviij obsah
biologicky aktivnich latek. V diskuzi lze proto nalézt srovnani s t€émito zndméjSimi

listovymi zeleninami.

Analyzovana listova zelenina je zeleninou kratkého dne. Péstuje se v dubnu a srpnu,
kdy jsou dny krat§i a zelenina tak mlze vyrlst pouze do listi. Zatimco kdyby byla
vyseta v cervenci, diky horkym a dlouhym dniim vybéhne do kvétd. U nas se péstuje
hlavné na jate. V této bakalaiské praci lze nalézt srovnani obsahu biologicky aktivnich

latek z jarniho a podzimniho osevu a zjistit tak, kdy je vyhodné&jsi zeleninu péstovat.
5.1 Kalibrace

Pro vypocet obsahu stanovované latky se pracuje s metodou kalibra¢ni zavislosti, tj.
byly naméfeny za stejnych podminek vzorky o zndmé koncentraci stanovované latky,
Vv tomto piipad¢ koncentrace od 0 do 100 pg/1 ml vzorku. Méfeni poskytlo vysledky pro
kvercetin, kemferol a vnitini standard, ktery byl ke kazdému vzorku ptidan, aby se
korigovaly neptesnosti pii métfeni. Jako analytickd odezva byla pouZzita relativni plocha
piku kvercetinu nebo kemferolu, tj. pomér plochy piku kvercetinu (tab. 2) nebo
kemferolu (tab. 3) proti ploSe piku vnitfniho standardu. Byl vytvofen graf kalibra¢ni
zavislosti pro kvercetin (obr. 15) a kemferol (obr. 16), kde byla vynesena na ose X
koncentrace a na ose y relativni odezva. Vysledkem vypoctu byla linearni kalibraéni
zavislost a rovnice této zavislosti. Byla také vycislena hodnota koeficientu spolehlivosti
R. Cim vice se hodnota R blizila 1, tim byla p¥imka linearn&jsi. Z rovnice ptimky byl

vypocitan obsah aglykonti.
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5.1.1 Kalibrace kvercetinu

Tabulka 2 Hodnoty kalibrace kvercetinu

Koncentrace (ug) Odezva kvercetinu Odezva VS Relativni odezva
0 0 1345 0
5 55,2 1459,8 0,0378134
10 108,4 1389,3 0,0780249
30 336,4 1358,8 0,2475714
50 567,5 1404,8 0,4039721
70 784,2 1369,6 0,5725759
100 1107,6 1387,1 0,7985005
Zavislost koncentrace kvercetinu na relativni odezvé
0,8
0,7
0,6
o y = 0,0081x+ 0,0007
R 0,5 R2 = 0,9997
2
o
= 0,4
=
Eﬂj 0,3
0,2
0,1
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Koncentrace Q (ug)

Obrazek 15 Zavislost koncentrace kvercetinu na relativni odezvé

5.1.2 Kalibrace kemferolu

Tabulka 3 Hodnoty kalibrace kemferolu

Koncentrace (ug) Odezva kvercetinu Odezva VS Relativni odezva
0 0 1420 0
5 109,7 1404,1 0,078128338
10 220,8 1438,5 0,153493222
30 680,5 1422,9 0,478248647
50 1109,9 1399,3 0,793182305
70 1555,5 14118 1,101784955
100 22216 1402,8 1,583689763
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Zavislost koncentrace kemferolu na relativni odezvé
1,6

1,4

1,2
y =0,0158x - 0,0009

R2=1
0,8

0,6

Relativni odezva

0,4

0,2

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Koncentrace K (ug)

Obrazek 16 Zavislost koncentrace kemferolu na relativni odezve
5.2  Naméiené hodnoty a pomocné vypolty analyzy

V tabulkach (piiloha 3) jsou zaneseny hodnoty navazek lyofilizovaného materialu.
Pomoci analyzy byla zméfena odezva kvercetinu/kemferolu a odezva standardu. Déle je
v tabulkach zahrnuto fedéni vzorkt. Vzorky, vzhledem k pouzité technice SPE — sorpce
na tuhé fazi (prolévani ptes kolonky), se musely fedit kviili obsahu doprovodnych latek.
SPE sorpce je Cistici a koncentrani operace, kterou se nezddouci latky ze vzorku
odstrani. Po hydrolyze bylo ziskdno 500 ml velmi zifedéného vzorku a analyticky
pfistroj pracuje aZz od urcité koncentrace, tj. mez stanovitelnosti nebo mez detekce.
Nebylo by mozné detekovat analyty ve ziedéném roztoku. Pfi SPE se selektivné
z velkého mnozstvi zakoncentruji pouze analyzované latky a odtece voda a dalsi slozky
(sacharidy, polarni latky), které by v analyze zpisobovaly necistoty. Z SPE sorpce byly
zakoncentrovany zachycené latky do 1 ml vzorku k analyze. Ten se nechal zanalyzovat

a byla ziskana data pro diskuzi.

Naméfend odezva kvercetinu/kemferolu se vydélila odezvou VS a byla ziskéana relativni
odezva u kazdého konkrétniho vzorku. Relativni odezva je parametr y a byl dopocitan
parametr x, coz je obsah kvercetinu/kemferolu v ug v1 ml vzorku v mémé vialce.
Avsak vzorek byl fedén 10krat, proto se musi obsah kvercetinu/kemferolu vynasobit 10.
Dopocitané hodnoty kvercetinu z jarniho (piiloha 3 tab. 1) a podzimniho osevu (pfiloha

3 tab. 2) a kemferolu z jarniho (pfiloha 3 tab. 3) a podzimniho osevu (pfiloha 3 tab. 4)
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jsou vypsany nize. Obsah biologicky aktivnich latek se udava v jednotkach mg/kg,
proto se musi vypocitat pfimou umeérou nejprve obsah kvercetinu/kemferolu v pg na
1000 g a prepocitda se na mg/kg. Kazda listova zelenina byla analyzovana dvakrat.
Z téchto dvou hodnot obsahu kvercetinu/kemferolu v mg/kg byl vypocitan praimér a

smérodatna odchylka. Analyza pracuje s obvyklou chybou do 5 %.

Susina byla vypocitdna z navazky cCerstvé a lyofilizované listové zeleniny. SuSina
v procentech se vypocita tak, ze hmotnost lyofilizovaného materidlu se z jarniho
(ptiloha 3 tab. 5) a podzimniho osevu (pfiloha 3 tab. 6) podéli hmotnosti ¢erstvého
materidlu a vynasobi se 100. Pro konzumenta je nejvice vypovidajici hodnotou o
obsahovych latkach koncentrace v mg/kg cerstvé hmoty. Abychom ziskali koncentraci
latek v Cerstvé hmoté, musime vynasobit pramérnou koncentraci susiny hmotnostnim

zlomkem sus$iny pro danou listovou zeleninu, viz tabulky jednotlivé listové zeleniny.
5.3 Standard

Vzorky listové zeleniny ¢tyi uznanych odrid z ¢eledi Brukvovité byly vypéstovany na
jafe a vIét€ v roce 2017. Tyto vzorky byly analyzoviany metodou HPLC. Byla
sledovana pfitomnost téchto latek: myricetin, morin, luteolin, kvercetin, apigenin
a kemferol. Podafilo se vSak detekovat pouze kvercetin a kemferol. Ostatni latky byly
naméfeny v tak malé koncentraci, ze je nebylo mozné detekovat. Nize (tab. 4) je
legenda ke chromatografickym zaznamim nejen analyzy standardu (obr. 17), podle
kterého se aglykony rozpoznavaly, ale i k analyze vzorkl. Ostatni piky sice udavaji
nckteré biologicky aktivni latky, ale k nim nemame pfislusné standardy. Mohou to byt
latky ptibuzné vzhledem k identifikaci pfi stejné technice, ale v této praci nejsou

vyhodnoceny.
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Obrazek 17 Chromatograficky zaznam standardu

Tabulka 4 Legenda k obrdzkiim a retencni casy jednotlivych aglykonii

ZKkratka Analyt Retencni ¢as (min)
1 MY Myricetin 1,45
2 MO Morin 2,79
3 L Luteolin 3,40
4 Q Kvercetin 3,48
5 A Apigenin 5,02
6 K Kemferol 5,40
7 VS Vnitini standard kyselina a-naftyloctova 5,9
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5.4 Hoi¢ice ¢inska zelena

Vysledna koncentrace kvercetinu z jarniho osevu 119+1,9 mg/kg a z podzimniho osevu
1184+0,806 mg/kg Cerstvé hmoty je takika stejnd (tab. 5). Doba osevu nema vliv na
obsah kvercetinu v Cerstvé listové zeleniné. V jarnim osevu hoiCice Cinské zelené
(obr. 18) byla koncentrace kemferolu 94,1+1,6 mg/kg Cerstvé hmoty vyrazné niz$i nez
V pozd¢jsim podzimnim 0sevu z roku 2017. Nejvy$si analyzovand hodnota hoicice
Cinské =zelené byla koncentrace kemferolu 148+0,062 mg/kg cerstvé hmoty
V podzimnim osevu (obr. 19). Podle Khanama (2012) v jeho vyzkumu byl analyzovan
kvercetin v koncentraci 151 pg/g=mg/kg, ovSsem neni zde stanovena doba osevu. Ta
vSak ani v této praci nehrala roli. Pro koncentraci kemferolu v hoi¢ici ¢inské nebylo
mozné nalézt srovnani, proto je zde koncentrace biologicky aktivnich latek porovnéna
s ¢ekankou listovou. Ve svém vyzkumu detekoval Hertog (1994) kemferol v mnozstvi
15-91 mg/kg v ¢ekance listové, kdy hodnota 91 mg/kg se blizi naméfené koncentraci
Z jarniho osevu. V ¢lanku vyzkumu je psano, Ze vzorky byly sbirany celoro¢né. Hertog
(1994) ve svém vyzkumu naméfil v ¢ekance listové kvercetin o koncentraci 271 mg/kg
susiny. CoZ je opét nizsi koncentrace nez naméiend v této praci, a tak lze vyvodit zavér,

ze hoicice ¢inska zelena je obsahové bohatsi na kemferol neZ ¢ekanka listova.

Tabulka 5 Obsah aglykonii v hoicici ¢inské zelené

Koncentrace (mg/kg) Pramér Smérodatna Koncentrace
susiny (mg/kg) | odchylka Cerstvé | (mg/kg) Cerstvé
Méfenicislo| 1. | 2. | 1. | 2 susiny hmoty hmoty
Osev jarni podzimni J. p. J. p. j. p.
Q 998 | 967 | 954 | 941 | 983 | 94 19 0,80 11 11
K 792 | 765 | 1192 | 1193 | 779 | 1193 | 16 0,062 94,1 148
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5.5 Hoi'¢ice ¢inskad Cervena

Hodnoty koncentrace kvercetinu jak z jarniho 153+5,3 mg/kg, tak podzimniho osevu
157+8,8 mg/kg Cerstvé hmoty se nijak vyznamné nelisi (tab. 6). Tato hodnota je
nejvyssi namétfend koncentrace kvercetinu ze vSech ¢ty analyzovanych listovych
zelenin. Pro konzumenta, co do obsahu stanovovanych biologicky aktivnich latek, je
vyznamnéjs§i podzimni osev i1 pro koncentraci kemferolu 177+9,8 mg/kg Cerstvé
zeleniny (obr. 21). Koncentrace kemferolu analyzovana z jarniho osevu je 151+4,3
mg/kg Cerstvé hoicice ¢inské ¢ervené (obr. 20). Vyzkumy, které by analyzovaly hoi¢ici
¢inskou Eervenou, nejsou znamy. Tato listova zelenina by se dala srovnat s kapustou
kadetavou. Je to odrida druhu brukev zelna (Brassica oleracea), kterou analyzoval ve
svém vyzkumu Andersen (2006) a zjistil tak hodnoty kvercetinu 115 mg/kg a kemferolu
341 mg/kg cerstvé hmoty. Kvercetin by se v této listové zelenin€ dal srovnat
s analyzovanou hodnotou z této prace: primérnou hodnotou 155 mg/kg Cerstvé hmoty,
avSak koncentrace kemferolu v kapusté kadefavé z vyzkumu Andersena vice nez
dvojnasobnd. Hodnoty kvercetinu v kapusté kadetavé srovnaval také Aherne (2002),
kde udava hodnotu 110 mg/kg cerstvé hmoty. K té samé hodnoté kvercetinu 110 mg/kg
Cerstvé kapusty kadetavé dosel ve svém vyzkumu i Hertog (1994). Pii této analyze byla
detekovana koncentrace kemferolu na 211 mg/kg cerstvé hmoty. Tato hodnota se
nejvice podoba analyzovanému vysledku z této prace. Vzorky byly sbirdny cely rok,

takZe je nelze srovnat s konkrétni rocni dobou.

Tabulka 6 Obsah aglykonii v hoFcici cinské cervené

Koncentrace (mg/kg) Pramér Smérodatna Koncentrace
susiny (mg/kg) odchylka (mg/kg) Cerstvé
Mgfeni &islo | 1. | 2. 1. | 2 susiny &erstvé hmoty hmoty
Osev jarni podzimni J. p. J. p. j. p.
Q 1276 | 1368 1298|1452 | 1322 | 137 53 8,8 15 15
K 1270| 1344 |1461|1633| 1307 | 1547 | 4,3 9,8 151 177
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Obrazek 21 Chromatograficky zaznam analyzy horcice cinské cervené z podzimniho osevu

5.6

Koncentrace kvercetinu 131+0,46 mg/kg zjarniho osevu diky nizké smeérodatné

odchylce ukazuje opét velmi podobné vysledky z obou analyz (tab. 7). Pro konzumenta

je vyzivové vyznamna mibuna z podzimniho osevu (obr. 23). Obsah kvercetinu je

145+13 mg/kg Cerstvé hmoty a koncentrace kemferolu 163+14 mg/kg Cerstvé hmoty je

dvojnasobkem koncentrace z jarniho osevu. Koncentrace kemferolu z jarniho osevu

86,6=1,5 mg/kg cerstvé hmoty je ovSem ze vSech analyzovanych detekovanych

fenolickych latek nejmensi (obr. 22).
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Mibunu lIze srovnat s ¢inskym (bok ¢oj neboli pak ¢oj) zelim (Brassica rapa ssp.
Chinensis). To analyzoval Khanam (2012) ve svém vyzkumu, kde namé&fil koncentraci
kvercetinu na 167 pg/g=mg/kg Cerstvé hmoty. Ve stejném vyzkumu byla analyzovana i
samotna mibuna, avSak koncentrace kvercetinu byla naméfena pouze 47,4 ng/g=mg/kg
Cerstvé hmoty. Vysoké duznaté stonky ma také feficha setd z celedi Brukvovité
(Lepidium sativum), se kterou by se dala hodnota kemferolu srovnat. Ta podle analyzy
Andersena (2006) byla naméfena na 130 mg/kg cCerstvé hmoty. OvSem 1 zde neni
urceno, v kterou rocni dobu byla rostlina péstovana, ale s naméfenymi primernymi
hodnotami z jarniho i podzimniho osevu z mého vyzkumu by se dala tato hodnota

srovnat.

Tabulka 7 Obsah aglykonii v mibuné

Koncentrace (mg/kg) Priamér Smérodatna Koncentrace
] susiny (mg/kg) odchylka (mg/kg) Cerstvé
Cislomgfeni| 1. | 2. | 1. [ 2 susiny Gerstvé hmoty hmoty
Osev jarni podzimni j. p. j. p. j. p.
Q 1001 | 994 | 1080 | 1294 | 99 118 0,4 13 13 14
K 673 | 650 | 1230 [ 1451 | 662 | 1341 15 14 86,6 163
Vs
50 a K
0 Lﬂ*—’—j\%

T T T T T T
2 4 g g2 10 12 14 min

Obrazek 22 Chromatograficky zaznam analyzy mibuny z jarniho osevu

45



200 -
Vs
100 o

50+

of ||

T T T T T T T
2 4 g ] 10 12 14 mi

Obrazek 23 Chromatograficky zaznam analyzy mibuny z podzimniho osevu

5.7 Mizuna

V mizuné z jarniho osevu je opét vidét podobna koncentrace kemferolu z obou méteni
(tab. 8). Koncentrace kemferolu z jarniho osevu 105,9 mg/kg Cerstvé zeleniny udava
spiSe podprimérny vytézek (obr. 24). Nejvyssi obsah kemferolu (ze vSech
analyzovanych listovych zelenin) 185+10,5 mg/kg Cerstvé hmoty byl naméfen v mibuné
Vv podzimnim osevu (obr. 25). Pro tuto hodnotu by se vyplatilo mizunu péstovat spiSe na
podzim, ale pro obsah kvercetinu 89,6+£2,99 mg/kg Cerstvé hmoty, jakozto nejnizsi
hodnoty kvercetinu ze vSech analyzovanych listovych zelenin, je toto tvrzeni v rozporu.
Vice kvercetinu 92,4+1,4mg/kg Cerstvé hmoty ukazala analyza mizuny z jarniho osevu,
avSak od koncentrace kvercetinu z podzimniho osevu se vyznamné neliSi. Khanam
(2012) analyzoval v mizuné kvercetin v mnozstvi 70,1 pg/g=mg/kg Cerstvé hmoty.
V porovnani s naméfenymi hodnotami je toto mnozstvi o poznani mensi. Listovy salat
zkoumal Andersen (2006) a naméfil kvercetin az 84 mg/kg Cerstvé hmoty. Tato hodnota
by se dala srovnat s koncentraci kvercetinu v mizuné¢ z podzimniho osevu. Primér je
vSak 30 mg/kg Cerstvé hmoty. MnozZstvi kemferolu v ledovém saldtu ve studii
Andersena (2006) bylo tak nizké, Ze jej nebylo mozZzné detekovat. Khanam (2012)
sledoval také obsah kvercetinu v listovém salatu a naméfil 43,3 mg/kg Cerstvé hmoty.

Co do obsahu kvercetinu, je tedy mizuna bohatsi nez ledovy salat.
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Tabulka 8 Obsah aglykonii v mizuné

Koncentrace (mg/kg) Pramér Smérodatna Koncentrace
susiny (mg/kg) odchylka (mg/kg) Cerstvé
Cislom&feni | 1. | 2. 1. | 2 susiny cerstvé hmoty hmoty
Osev jarni podzimni j. p. j. p. j. p.
Q 746 | 769 | 738 | 789 | 75 76 14 29 924 89,
K 864 | 872 |1484| 1663 | 868 |1574| 0,49 10,5 105,9 185
] Vs
K
50 o Q
Obrazek 24 Chromatograficky zaznam analyzy mizuny z jarniho osevu
Vs
K
m W Q LNL,#

Obrazek 25 Chromatograficky zaznam analyzy mizuny z podzimniho osevu
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6 ZAVER

V teoretické Casti této bakalarské prace byly z odborné literatury popsany polyfenolické
latky a jejich pozitivni vliv na zdravi ¢lovéka. Nejvice zastoupenou skupinou
polyfenolickych latek jsou flavonoly, konkrétné myricetin, morin, luteolin, kvercetin,
apigenin a kemferol. Tyto aglykony byly stanovovany vV praktické casti bakalaiské

prace.

Analyzovany byly ¢tyfi druhy asijské listové zeleniny z ¢eledi Brukvovité. Péstovany
byly na zdhoné¢ na pozemku Zemédélské fakulty JihoCeské univerzity v jarnim (v
kvétnu) a podzimnim (v srpnu) osevu v roce 2017. Analyza byla provedena ve dvou
opakovani metodou HPLC. Z Sesti analyzovanych aglykonti byly stanoveny pouze
kvercetin a kemferol, ostatni latky byly obsazeny v tak malém mnozstvi, ze se je

nepodafilo detekovat.

Vzorek hoicice ¢inské cervené z jarniho osevu obsahoval nejvice kvercetinu, a to
153+5,3 mg/kg Cerstvé hmoty a nejvice kemferolu z jarniho osevu méla opét hoicice
Cinska cCervena s hodnotou 151+4,3 mg/kg Cerstvé hmoty. Pro porovnani obsahu
biologicky aktivnich latek byly experimentalné zasety rostliny i v podzimnim osevu
Vv srpnu, a byla tak zjiSténa nejvhodnéjsi doba pro péstovani téchto zelenin. Nejvice
kvercetinu z podzimniho osevu bylo detekovano v hoicici ¢inské Cervené, 157+8.8
mg/kg Cerstvé hmoty. Nejvetsi mnozstvi kemferolu z podzimniho osevu bylo naméteno

Vv mizuné, 185+10,5 mg/kg Cerstvé hmoty.

Mibunu je vyhodnéjsi pro obsah kemferolu a kvercetinu péstovat na podzim.

U ostatnich listovych zelenin nelze urcit vhodnéjsi dobu péstovani.

Zamé&rem této bakalafské prace je poukdzat na prospéSnost konzumace zeleniny pro jeji
obsah polyfenolii. Ty maji vliv na zdravi ¢lov€ka zejména v prevenci proti rakoviné,

proti srde¢nimu onemocnéni a proti diabetu mellitu.
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Pfiloha 1 Péstovani na zahoné (obrazky 1-4)

Ptiloha 2 Vlastni prace (obrazky 1-2)

Ptiloha 3 Tabulky ke kapitole: 5.2. Namétené hodnoty a pomocné vypocty analyzy
Obrazek 9 Asijské listové zeleniny celedi Brassicaceae. Zdroj: Larkcom, 1991
Obrazek 10 Hoi¢ice ¢inska zelena. Zdroj: Semo.cz

Obrazek 11 Hoi¢ice ¢inska Cervena. Zdroj: Semo.cz

Obrazek 12 Mibuna. Zdroj: Semo.cz

Obrazek 13 Mizuna. Zdroj: Semo.cz
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

LDL — nizkodenzitni, ,,z1y*, ,,$patny* lipoprotein (low density lipoprotein)
ROS — Reaktivni forma kysliku (Reactive oxygen species)

TAC — celkova antioxidac¢ni kapacita (Total Antioxidant Capacity)

DM - tuplavice cukrova, ,,cukrovka* (Diabetes mellitus)

var. — varieta (varietas)

ssp. — poddruh (subspecies)

LC — Kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography)

HPLC - Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High-Performance Liquid
Chromatography)

SPE — Extrakce pevnym sorbentem (Solid-Phase Extraction)
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9 PRILOHY

Piiloha 1 Péstovini na zahoné (obrazky 1-4)

s S

Obrazek 2 Horcice cinska cervena (viastni zdroj)
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Obrazek 4 Mizuna (vlastni zdroj)
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P¥#iloha 2 Vlastni prdace (obrazky 1-2)

Obrdzek 1 HPLC na Zemédélské fakulte JCU (vlastni zdroj)

Obrazek 2 Proces pro sorpci na tuhé fazi (SPE) (viastni zdroj)

58



Piiloha 3 Tabulky ke kapitole: 5.2. Naméiené hodnoty a pomocné vypocty analyzy

Tabulka 1 Hodnoty navazky listové zeleniny a analyza kvercetinu z jarniho osevu

Poradi Obsah Q| Obsah Q
méfeni, | Navazka | Odezva | Odezva | Relativni na vynasobeny | Obsah Q
vzorek (9) Q VS odezva |navazku | tedénim (ng/kg)
1. h. ¢
zelena 0,2542 | 267,59 | 12974 0,206 254 254 998000
2.h.¢. z. 0,256 266,65 | 1325,6 0,201 24,7 247 967000
1. h. ¢
cervena 0,2501 | 350,38 | 13519 0,259 31,9 319 1280000
2.h.¢. ¢. 0,2575 | 380,93 | 1331,7 0,286 35,2 352 1370000
1. mizuna | 0,2534 | 207,79 | 1350,6 0,154 18,9 189 746000
2. mizuna | 0,2566 228,7 14243 0,161 19,7 197 769000
1. mibuna 0,252 264,47 | 12894 0,205 25,2 252 1001400
2. mibuna | 0,2525 | 263,89 | 12932 0,204 251 251 994000
Tabulka 2 Hodnoty navazky listové zeleniny a analyza kvercetinu z podzimniho osevu
Poradi Obsah Q| Obsah Q
méfeni, | Navazka | Odezva | Odezva | Relativni na vynasobeny | Obsah Q
vzorek (9) Q VS odezva | navazku | fedénim (no/kg)
1. h. ¢
zelend 0,2511 | 261,29 | 134227 0,195 23,9 239 954000
2.h.¢.z. | 0,2511 253,18 | 1317,73 0,192 23,6 236 941000
1. h. ¢
cervena 0,2548 | 364,21 | 1356,37 0,269 33,06 330,6 1298000
2.h.¢.¢. | 0,2544 383,6 1279,7 0,300 36,9 369 1450000
1. mizuna | 0,2507 199,25 | 1323,65 0,151 18,5 185 738000
2. mizuna | 0,2513 218,04 | 1352,35 0,161 19,8 198, 789000
1. mibuna | 0,2517 293,07 1326,9 0,221 27,2 272 1080000
2. mibuna | 0,2525 | 362,36 | 1365,36 0,265 32,7 327 1290000
Tabulka 3 Hodnoty navazky listové zeleniny a analyza kemferolu z jarniho osevu
Poradi Obsah K | Obsah K
méfeni, | Navazka | Odezva | Odezva | Relativni na vynéasobeny | Obsah K
vzorek (9) K VS odezva | navazku fedénim (no/kg)
1. h. ¢
zelena 0,2542 | 411,772 1129736 | 0,317 20,1 201,5 792000
2.h.¢. z. 0,256 | 408,704 | 1325,38 | 0,3084 19,6 196 765000
1.h.¢.
cervena 0,2501 |677,333 135194 | 0,501 31,8 318 1270000
2.h.¢.¢. | 02575 |726,891 | 133166 | 0,546 34,6 346 1340000
1. mizuna | 0,2534 | 465,905 | 1350,57 | 0,345 21,9 219 864000
2.mizuna | 0,2566 |502,148 | 1424,27 | 0,353 22,4 224 872000
1. mibuna | 0,252 344,36 | 1289,38 | 0,267 17 170 673000
2. mibuna | 0,2525 | 333,993 |1293,17 | 0,258 16,4 164 650000

59




Tabulka 4 Hodnoty navazky listové zeleniny a analyza kemferolu z podzimniho osevu

Poradi Obsah K Obsah K

méfeni, | Navazka Odezva | Relativni na vynasobeny | Obsah K

vzorek (9) Odezva K VS odezva navazku fedénim (ng/kg)

1.h.¢C.

zelend 0,2511 | 633,401 | 1342,27 0,472 29,9 299 1190000
2.h.¢.z. | 02511 | 622,351 | 1317,73 0,472 29,9 299 1190000

1.h.¢.

dervena 0,2548 | 796,775 | 1356,37 0,587 37,2 372 1460000
2.h.¢. ¢ | 02544 | 838,719 | 1279,7 0,655 41,5 415 1630000
1. mizuna | 0,2507 | 776,658 | 1323,65 0,587 37,2 372 1480000
2. mizuna | 0,2513 891,71 | 1352,35 0,659 41,8 418 1660000
1. mibuna | 0,2517 | 647,859 | 1326,9 0,488 30,96 309,6 1230000
2. mibuna | 0,2525 | 789,117 | 1365,36 0,578 36,6 366 1450000

Tabulka 5 Stanoveni susiny listové zeleniny v jarnim osevu
v

Cerstvy Lyofilizovany
material (g) materidl (g) | SuSina (%) | Hmotnosti zlomek
Hoi¢ice Cinska zelend 202,06 24,42 12,09 0,121
Hor¢ice ¢inska Cervena 141,24 16,32 11,55 0,116
Mizuna 172,93 21,09 12,20 0,122
Mibuna 156,56 20,49 13,09 0,131

Tabulka 6 Stanoveni susiny listové zeleniny v podzimnim osevu
<

Cerstvy Lyofilizovany
material (g) material (g) | SuSina (%) | Hmotnosti zlomek
Hof¢ice ¢inska zelena 136,55 16,93 12,40 0,124
Hor¢ice ¢inska Cervena 114,02 13,03 11,43 0,114
Mizuna 159,32 18,69 11,73 0,117
Mibuna 140,83 17,15 12,18 0,122
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