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Uvod

Za posledni roky se stravovaci navyky nasi populace méni. Se zdravéjSim zivotnim
stylem pfichdzi ruku v ruce vyssi spotieba zeleniny a to samoziejmé i brukvovitych
rostlin. Brukvovité rostliny jsou rozSifeny téméf kosmopolitné a nemaji specifické
podminky zeméd¢lstvi, tudiz jsou vhodnou péstitelskou celedi. Jsou péstovany nejen jako
zdroj zeleniny ale i oleju, kofeni ¢i k Iékafskym ucelim. V druzich této celedi jsou

obsaZeny charakteristické latky, které jsou zdravi prospésné (Maly, 2003).

Jednou skupinou takovychto latek jsou glukosinolaty (GLS). Na tyto dfive odsuzované
slouceniny z hlediska mozné toxicity, se dnes muzeme divat z uplné jiného pohledu.
Nejvétsi prednosti téchto latek je kromé antimikrobialnich ucinki dnes jiz prokazana
prevence rakoviny. Nové diagnostikovanych onemocnéni neustale piibyva a z rakoviny
se stava pojem ¢&islo jedna. BohuZel zvysujici &isla rakovinné incidence se tykaji i Ceské
republiky, ktera se objevuje uz n€kolik let na prvnich prickach kolorektalniho karcinomu
u muzu (Ferby a Parkin, 2003).

Koncentrace GLS se lisi v jednotlivych druzich brukvovitych rostlin, ale také i v
genotypech samotnych druhti. Bylo by tedy velice pfinosné charakterizovat tyto genotypy
na zaklad€ zastoupeni jednotlivych GLS, doporucit vhodny material ke Slechténi a
péstovanim vysokoobsahovych odrid zajistit alesponi 0 trochu mensi riziko vzniku

rakoviny v nasem téle.

Diplomova prace je zaméfena na vyvoj vhodné validované metody pro analyzu intaktnich
GLS v brukvovité zelening, ktera by byla vyuzitelna pro dalsi studia. Zvolenou metodou
na zaklad¢ diivéjSich studii je ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie
s tandemovou hmotnostni detekci (UHPLC-MS/MS). Analyza GLS je nejcastéji
popisovana u brokolice. Nase zemépisné podminky ale nejsou pro péstovani brokolice
uplné nejvhodnéjsi. Mezi nove objevované brukvovité druhy v potravinaiském primyslu
patii tufin a vodnice, které jsou navic péstitelsky nendrocné. I z t€chto divodii byly praveé

tyto druhy vybrany pro kvantifikaci GLS v této praci.



1. Teoreticka c¢ast

1.1 Celed’ Brassicaceae

1.1.1 Charakteristika celedi a zastupci

Velmi obsahla ¢eled’ Brassicaceae neboli brukvovité dfive nazyvané ktizaté (Cruciferae)
je fazena do oddéleni Magnoliophyta (krytosemenné rostliny), tiidy Rosopsida (vyssi
dvoudélozné rostliny) a tadu Brassicales (brukvotvaré) také nazyvany Capparales

(kaparotvar¢). Do tohoto fadu je fazeno 6 Celedi, z nichZ nejvyznamnéjsi jsou Celedi

Capparaceae (kaparovité) a Brassicaceae (brukvovité) (Novak a Skalicky, 2009).

Druhy celedi Brassicaceae jsou jednoleté az vytrvalé rostliny, nejéastéji byliny, pouze
vyjimecné se mizeme setkat s kefi ¢i polokefi. Mezi jejich charakteristické znaky je
mozné zatadit kofeny S diarchnim cévnim svazkem a stiidavé usporadani listd. Dtlezitym
systematickym znakem jsou vegetativni organy s trichomy (Novak, 1961). V pletivech
brukvovitych rostlin se nachazeji tzv. myrosinové buiiky, protdhlé idioblasty obsahujici
enzym myrosinasu. Dojde-li knaruseni téchto pletiv, myrosinasa za¢ne S$tépit
jsou drobné, sestavené do hroznli a oboupohlavné. Na kvétnim 10Zku jsou vytvorena
epitelidlni hrbolkovitd nektaria. Kvét sestava ze ¢tyt kaliSnich a Etyf korunnich listkd.
Dale jsou pro tuto Celed’ charakteristické dveé vnéjsi tyCinky s kratsi nitkou a Ctyfi vnitini
ty€inky s nitkou delsi. Oproti vétSin¢ krytosemennych rostlin se generativni buiika déli
JiZ v prasném pouzdre na dvé spermatické bunky za vzniku trojbunééného pylového zrna
(Vinter, 2009). Pestik je jednoplodolisty s nepravou placentarni ptepazkou, dozravajici
nejcastéji v SeSule ¢i SeSulky, ale mlze dozrat i v nazky ¢i dvoustruky. Podle plodt je téz

mozné rostliny tfidit (Rosypal, 2003).

Celed brukvovité je rozsifena témét kosmopolitng, mozna pravé i proto je do ni fazeno
vice jak 3000 druhti. Zastupci jsou Casto vyznamnymi zemédélskymi plodinami, nebot’
jsou pestovany jako zelenina ¢i zdroje koteni nebo rostlinnych olejti (Novak, 1961). Prave
oleje z druht brukvovitych rostlin jsou na prvnim misté ve vyrob¢ jedlych olejt. Proto
nesmime ze zastupcti opomenout fepku olejku (Brassica napus) o niz jsou prvni pisemné
zminky z roku 1578 (Volf, 1990). V celedi Brassicaceae se ale najdou i plevelné rostliny.

Z nich je dilezité zminit kokosku pastusi tobolku (Capsella bursa — pastoris), penizek



rolni (Thlaspi arvense) a husenicek rolni (Arabidopsis thaliana), ktery nepatii mezi
vyznamné plevele, ale je Casto vyuzivan jako modelovy organismus v oblasti
experimentalni biologie. Mezi uzitkové brukvovité rostliny patii napiiklad kien selsky
(Armoracia rusticana), fedkev seta (Raphanus sativus) nebo brukev zelna (Brassica
oleracea), ktera je péstovana v riznych odridach. Mizeme zde uvést rizickovou kapustu
(var. gemmifera), kvétak (var. botrytis), zeli (var. capitata), brokolici (Brassica botrytis
italica) ¢i tufin (Brassica napus var. napobrassica) (Rosypal, 2003). Pfedevsim tyto
druhy jsou zkoumany z hlediska mnozstvi a druhtt GLS. Nékteré druhy této celedi se ale
péstovaly i z lékafskych davodd, napt. 1zicnik 1ékaisky (Cochlearia officinalis) ¢i
Cesnacek lékaisky (Alliaria petiolata) (Kremer, 2004), nebo jako technicky uzite¢né
rostliny. Jako ptiklad 1ze uvézt boryt barvifsky (Isatis tinctoria), ktery obsahuje ve svych

kofenech barvivo, dnes se ale jiz k témto G¢elim nevyuziva (Volf, 1990).

1.1.1.1. Tukin (Brassica napus var. napobrassica)

Nékteré rostliny byly péstovany tak davno, Ze neni ani mozné zjistit jejich piivod. Mezi
né patii prave i tufin, nékdy prezdivany kolnik (obr. 1). Prvni zminky o ném se datuji jiz
z doby pted 4 tisici lety. Ve starsi literatufe se Casto zaménuje s vodnici neboli okrouhlici.
Lisi se barvou listl a velikosti bulvy, u tufinu je bulva vétsi. Rozdil je ale také ve
vyzivovych hodnotach téchto druhli, nebot’ u tufinu je mnohem vyssi jak dieteticka tak
energetickd hodnota (Tronickova, 1985). Na rozdil od vodnice tufin obsahuje velké
mnozstvi vapniku (Duda a Stielec, 1986). Vzhledem k tomu, Ze je tufin péstitelsky
nenaro¢ny, snadno skladovatelny a ma mnohostranné vyuziti se v diivéjsich dobach
postaral o obzivu chudych lidi v nepfiznivych dobach. Jsou prokazany i blahodarné vlivy
na lidsky organismus. Doporucuje se zejména pii zadnétlivych onemocnénich zazivaciho

traktu ¢i chorobach cévniho ¢i zlu¢ového charakteru.

Sazeni tufint je vhodné v dubnu, kdy sejeme ptimo do fadkt vzdalenych od sebe 40 cm.
Nebo si je mizeme predpéstovat na vysevném zahonku a sadbu vysadit az v kvétnu.
V prvnim roce tufin tvoti rizice namodralych zvinénych listl, které jsou slabé ojinéné a
kulovitou bulvu. Sklizen se pohybuje mezi 18 a 20 tydny po vysadbé. Je mozné je sklizet
az pozd¢ na podzim hlavné kviili tomu, ze snasi mrazy az do -10°C, diky cemuz je jeho

péstovani vhodné i ve vysSich polohach. Samoziejmé jsou ruzné barevné variety. Mezi
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nejchutnéjsi se fadi zluté se Zlutou duzinou (f. rutabaga). Naopak odrudy bilé

(f. communis) se péstuji jako krmivo (Troni¢kova, 1985).

1.1.1.2. Vodnice (Brassica rapa var. rapa)

Jak jiz bylo feceno, ve staré literatuie se vodnice a tufin ztotoziuji, ackoli nemaji
spolecného prarodice. Stejné jako tufiny mély vodnice pred pfichodem brambor veliky
vyznam pro obzivu lidi i jako krmivo pro dobytek. P&stovani je totiz také nenarocné na
teplo ¢i pidni podminky. Dtlezité je, Ze ma i kratkou vegetac¢ni dobu (Tronickova, 1985).
Vodnicové bulvy maji opravdu vysoky obsah drasliku, pfiblizn¢ 420 mg na 100 g
biomasy. Zajimavé je, Ze po jeji konzumaci se zvysuje chut’ k jidlu, coz je pravdépodobné

stav (Duda a Stielec, 1986).

Vodnice (obr. 1) se mize set pfimo na stanovisté v obdobi od biezna do zafi. Tato
dvouleta rostlina v prvnim roce vytvofi rizice zelenych hladkych listii s kulovitou ¢i
protahlou bulvou s celou skalou barev. Povrch bulvy mtize byt bily, Sedy, Zluty, oranzovy,
nafialovély ¢i ¢erny. Duzina je hodné vodnata, coZ je také jeden z rozdili mezi tufinem a
vodnici. Sklizet je moZné jiZ za 6 tydnd, ale pro skladovani se sklizeji aZ pln€¢ vyvinuté
koteny ze srpnovych ¢i zafijovych vysevi. RozliSujeme tfi typy odrid, tedy vodnice
podzimni (f. communis), teltovské (f. teltowiensin) a majové (f. majalis), které se sklizeji
jesté na jate (TroniCkova, 1985). Zajimavosti mezi vodnicemi je druh nazyvany Shogrin,

ktery je péstovany predevsim pro jedlé listy (Botanika, 2007).

Obr. 1: Zleva vodnice (Brassica rapa var. rapa), zprava tufin (Brassica napus
var.napobrassica) (Ferrie et al., 2015).
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1.1.2 Obsahové latky

Brukvovité rostliny jsou dualezité i z hlediska velkého obsahu rtiznorodych chemickych
latek, z nichz n¢€které jsou pro lidsky organismus naprosto nezbytné. Druhy brukvovitych
rostlin obsahuji rizné vitaminy, z nichZz obsahové nejvyznamnéjSim je vitamin C, dale
kardioaktivni glykosidy, organické kyseliny, flavonoidy ale pfedevsim také GLS, které
budou podrobnéji popsany v dalsi kapitole (Jahodat, 2006).

1.1.2.1. Vitamin C

Vitamin C, zndmy téZ pod nazvem kyselina askorbova, je nejznaméjSim vitaminem.
Mozna je to prave i proto, Ze byl ze vSech vitaminl jako prvni objeven, strukturné
charakterizovan 1 poprvé laboratorné syntetizovan. O jeho vyznamu hovoii 1 ¢isla
celosvétové produkce, nebot’ vitaminu C se vyrobi pfes 40 miliont kilogramli ro¢né
(McMurry, 2007). Je obsazen piedevsim v zeleniné€ a ovoci. Optimalni denni pfijem se
pohybuje v rozmezi 30 az 50 mg (Wenke, 1990). Pti dlouhodobém nedostatku vitaminu
C v lidské stravé se miize projevit onemocnéni zvané kurdéje (skorbut), které zplisobuje
poskozeni tvorby kolagenu (Voet a Voet, 1995). Tato nemoc vede ke krvaceni dasni, rany
se Spatné hoji a v dobé objevovani svéta byla u ndmoinikti i velika imrtnost na tuto

chorobu (McMurry, 2007).

Kyselina askorbova je dilezita pro hydroxylaéni reakce organismu. Je nezbytna naptiklad
pro syntézu noradrenalinu z dopaminu nebo pro vznik hydroxyprolinu a hydroxylyzinu
Vv kolagenu. Ma antioxida¢ni G¢inky, je rozpustna ve vodé€ a spolu s vitaminem E chréani
bunécné membrany a lipoproteiny LDL (nizkodenzitni lipoproteiny) pted oxidaci (Racek
et al., 1999). Kyselina askorbova se také uplatituje pii mobilizaci Zeleza v organismu a
ma aktivaéni vliv pfi pfeméné kyseliny listové na koenzym F. V l€katstvi se pouZiva
predevsim k 1éCeni jiz zminéné avitaminozy (kurd&ji), ale jeji ptiznivy lécebny tcinek se
dostavuje 1 pti popaleninach, pti Soku, pti hojeni ran ¢i zlomenin. Terapeutické vyuziti

vitaminu C je tedy opravdu $iroké (Santavy et al., 1975).
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1.1.2.2. Kardioaktivni glykosidy

V literatufe se Casto setkame i s nazvy kardiotonické ¢i srde¢ni glykosidy. Tyto latky
inhibuji ¢innost sodnodraselné iontové pumpy, ¢imz se zvysi koncentrace sodikovych
iontl uvnitf bunky, coz mé za nasledek mobilizaci iontii vapniku. LéCebné davky téchto
latek mohou vyvolat ucinnéjsi svalové stahy. Této skuteCnosti se vyuziva pro lécbu
arytmii ¢i méstnavych selhani srdce, pii kterych nelze provést 1é¢bu chirurgicky (Mann,
1996). Jako kardiotonika se nejcastéji pouzivaji glykosidy obsazené v listech naprstniki
(Digitalis lanata), acokanthery (Acocanthery ouabaio) a v semenech keit krutikvétu
(Strophantus) (Wenke, 1990). Ovsem ve vétsich (toxickych) davkach mohou srde¢ni
glykosidy zpisobit poruseni iontové rovnovahy svalovych bun¢k a vyvolat arytmii ¢i
srdeCni zastavu. I z tohoto diivodu se v Africe pripravovaly jedy na Sipy z téchto latek
(Mann, 1996). V celedi Brassicaceae jsou kardioaktivni glykosidy nejvice obsazené
v rodu Erysimum, napiiklad v tryzeli malokvétém je vétsi mnozstvi téchto latek (Jahodar,
2006).

1.1.2.3. Organické kyseliny

Obsah organickych kyselin v druzich celedi brukvovitych je nezanedbatelny. Nejvice
jsou Vv nich zastoupeny kyselina jable¢na a citronova, glukuronova ¢i tartronova, ktera je
dilezitou prevenci obezity a arterosklerdzy, nebot brzdi pfeménu glycidl na tuky a
cholesterol (Maly, 2003). Naopak kyselina erukova piitomna piedevsim v fepce olejce
zpusobuje pii vySSim piijmu zdravotni riziko a jeji obsah v oleji se snizuje na minimum

(Jahodaf, 2006).

1.1.2.4. Flavonoidy

Flavonoidy se fadi mezi pfirodni barviva. Jsou to zluté az oranzové latky kvéta, lista a
plodi. Z chemického hlediska jsou to derivaty flavanu, tedy 2-fenylchromanu, a patii
K nejrozsirenéjsim sekundarnim metabolitim rostlin. V literatufe se Casto setkame i
s nazvem flavanoidy. Tyto latky jsou tvofeny tiemi jednotkami Cs-C3-Cs, kdy jsou Cs

mustkem propojeny dva aromatické systémy.
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Jsou zndmy riazné typy flavonoidnich sloucenin, které se 1isi svou strukturou a také
vlastnostmi a G¢inky na zivocisny organismus. Mezi takové zakladni typy patii napiiklad
flavanony, flavony, flavonoly ¢i antokyany (Macholan, 2003; Opletal, 2016). Flavanony
jsou ptitomné ve vysokych koncentracich hlavné v citrusovych plodech, v mensi
koncentraci se mohou vyskytovat naptiklad i v rajéatech ¢i v maté. Flavony se fadi mezi
mén¢ vyznamné flavonoidy. Jsou obsazené zejména v celeru a petrzeli. Naopak flavonoly
jsou v rostlinach nejvice obsazenou skupinou flavonoidi. NejvyznamnéjSimi latkami
z této skupiny jsou quercetin a kaempferol. Nejbohatsimi zdroji flavonolt je cibule,
kapusta, brokolice, porek ¢i borivky. Antokyany jsou pigmenty epidermalni tkané kvéta
a plodi. V zavislosti na pH se vyskytuji v riznych chemickych podobach. Nejvice jsou
antokyany obsazeny v ovoci, ale jejich zastoupeni v listové a kostalové zeleniné neni
taktéZz zanedbatelné. VEtsi mnozstvi téchto latek je nalezeno v fedkvickach, zeli, lilku ¢i

fazolich (Manach et al., 2004).
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1.2 Glukosinolaty

GLS neboli thioglukosidy jsou skupinou sekundarnich metabolitii, které se nachazeji
vyluéné v dvoud€loznych rostlindch. Dominantni skupinou ohledné¢ GLS je celed
brukvovitych rostlin Brassicaceae. Tato skupina je tedy vyznamna i pro konzumaci GLS
¢lovékem. Praimérny denni piijem GLS v Ceské republice je 10 mg na osobu (Velisek a
Hajslova, 2009). GLS jsou z chemického hlediska B-thioglukosidy N-hydroxysulfaty,
znamé také jako S-glukopyranosyl thiohydroximat ¢i  Z-N-hydroximinosulfat,
S postrannim fetézcem a atomy siry vazanymi na 3-D-glukopyran6zu (Fahey et al., 2001).
Obecna struktura GLS je na obr. 2.

N

N—O
O

\

-
N
0

Obr. 2: Zakladni struktura GLS.

Postranni fetézce GLS urcuji jejich biologické, chemické a fyzikalni vlastnosti, dale také
produkty, které vzniknou pii jejich rozkladu. Postranni fetézce jsou odvozeny jen
z n¢kolika aminokyselin (fenylalanin, tryptofan, tyrosin a methionin). V dnesni dobé¢ je
znamo pies 100 GLS. I tuto chemickou rozmanitost zajiSt'uje pestrost postranniho

fetézce R. Na zakladé jeho struktury se GLS déli do chemickych tiid:

e alifatické s dvojnou vazbou

e alifatické s hydroxy skupinou

e sirné s methylthioskupinou v postrannim fetézci
e aromatické

e indolové
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Tab. 1: Tabulka GLS tfid se zastupci a strukturou jejich postranniho fetézce R.

Nazev GLS

Struktura R

Nazev GLS Struktura R

Alifatické s dvojnou vazbou

Indolove

sinigrin* HoC

glucobrassicin*

prop-2-enyl H/ indol-3-ylmethyl |“* 2
5N
"
. HZC . OH
gluconapin* \ 4-hydroxyglucobrassicin N
but-3-enyl 4-hydroxyindol-3-ylmethyl [ )
!
H,C
glucobrassicanapin* | 1-methoxyglucobrassicin B
pent-4-enyl 1-methoxyindol-3-ylmethyl N
"CH,
Aromatické Sirné

glucotropaeolin

benzyl S

e

gluconasturtiin* | =
2-phenylethyl &

glucoerucin*

4-(methylsulfanyl)butyl  nc” >~

o

glucoraphanin*
4-(methylsulfinyl)butyl e~ 7Y

o

Alifatické s hydroxy skupinou

progoitrin* Hac on

gluconapoleiferin

2(R)-hydroxybut-3-enyl 2-hydroxypent-4-enyl 2 W

* GLS, které byly soucasti studie v této diplomové praci.

V ptirodé se obecné GLS vyskytuji jako draselné soli (Velisek a Hajslova, 2009). Jak jiz
bylo feceno, nejcastéji jsou tyto chemickeé latky spojovany s brukvovitymi rostlinami, ale
typické jsou také pro fad Capparales, Violales a Tropaleolales (Opletal, 2016). SloZeni
GLS je typické pro kazdou rostlinu, je tedy stanoveno genetickymi dispozicemi. Celkovy
obsah GLS zavisi kromé vrozenych predpokladil i na vnéjsich faktorech, jako naptiklad
na klimatickych podminkach ¢i napadeni skudci (Velisek a Hajslova, 2009). V nékolika
studiich zabyvajicich se vzajemnym plsobenim genotypu a klimatickych podminek, se
objevuji zavery, Ze genetika ma na obsah GLS mnohem vyrazn¢jsi vliv (Kang et al., 2006;
Brown et al., 2002). Koncentrace GLS je také rGzna pro urcité ¢asti rostlin, veliké

mnozstvi se jich nachazi v semenech (az 60 g-kg™?) (Velisek a Hajslova, 2009).
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1.2.1 Chemie glukosinolati

V ramci cytoplasmy jsou GLS chemicky stabilni, ov§em jen do doby nez dojde k naruseni
tkan¢ a GLS se dostanou do kontaktu s myrosinasou (Mithen et al., 2000). K poruseni
bun¢k miize dojit nasledkem biotickych faktord, jako naptiklad bylozravci ¢i penetraci
hub (Hanschen et al., 2014). Myrosinasa, globularni glykoprotein, je slozena z n¢kolika
izoenzymu. Jeji vyskyt neni omezen jen na rostlinné buiky, ale jeji pfitomnost byla
zjiSténa i u n¢kterych mikroogranismi, hub i v tkanich zivo¢ichii. Jakmile dojde ke styku
GLS s myrosinasou dochazi k hydrolyze. Rychlost s jakou bude reakce probihat, zavisi
na enzymové aktivité, kterd zavisi na mnoha okolnostech, napiiklad na pH prostfedi,

teploté, ¢asti ¢i druhu rostliny (Velisek a Hajslova, 2009).

Prvnim krokem hydrolyzy je $t€peni thioglukosidové vazby myrosinasou. Pfi této reakci
vznika z GLS ekvimolarni mnozstvi glukozy, sulfatd a aglykond. Vzhledem k tomu, ze
aglykony jsou velice nestabilni, dochazi k dalSim reakcim, pfi nichz vznikaji thiokyanaty,
nitrily a isothiokyanaty. Pribéh reakce je samoziejmé zavisly na reakénich podminkach,
ale také na struktufe postranniho fetézce (obr. 3) (Mithen et al., 2000). Zminény pribéh
je typicky pro alifatické GLS. V ptipadé 2-hydroxyalkenylovych GLS vznikaji spontanné
cyklizujici isothiokyanaty. Jako nazorny ptiklad lze uvést strumigenni goitrin vznikly
z progoitrinu. Jiny prubéh je pii hydrolyze indolového glukobrassicinu, kdy vznika navic
3-indolylisothiokyanat,  z kterého nasledné ve vodném prostiedi  vznika
3-hydroxymethylindol. Tato latka je zajimava tim, ze v rostlinném pletivu reaguje
s kyselinou L-askorbovou na askorbigen. Ten se v zaludku rozklada zpét na kyselinu L-
askorbovou a jiné produkty, které maji antimutagenni a antikarcinogenni vlastnosti

(Velisek a Hajslova, 2009).
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Obr. 3: Schéma hydrolyzy GLS (ptevzato a upraveno z Opletal, 2016).

Ptitomnost kyseliny L-askorbové ovliviiuje i hydrolyzu jinych GLS. Dilezité je, ze je
jednim z faktord aktivace myrosinasy. Vratime-li se tedy zpét k vlivim ovlivitujicim
prubéh hydrolyzy, je tfeba zminit u€inek pH a teploty, nebot’ je nutné na né brat zietel pii
posuzovani pozitivnich ¢i toxickych ucinkd u produktt. Podivame-li se na pH, pfi nizsi
hodnoté (kyselé¢ prostfedi) vznikaji zejména nitrily. Ale v bazictéjSim prostiedi se
rovnovaha posune ve prospéch isothiokyanatii. Druhy faktor, teplota, se uplatiiuje

zejména béhem tepelného zpracovani zeleniny (Velisek a Hajslova, 2009).
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1.2.1.1. Obsahové zmény pri kuchyriské upravé

Za posledni dobu se zménam obsahovych latek pfi klasickych kuchyniskych upravach
Vv zelening vénovala pomérné velkd pozornost. Z hledacku neunikly ani GLS v brukvovité
zeleniné (Verkerk et al., 2009). Pti tepelné tpraveé ¢asto dochazi k obsahové zméné GLS.
Dulezité je, Ze pii presahnuti teploty 80 °C je narusena ¢innost myrosinasy a nedochazi
k rozkladu GLS (Kuchyikova, 2007). Podrobnéji budou zmény popsany u jednotlivych

druhti uprav.

Blans$irovani se ¢asto vyuziva jako pfedbézna uprava pred dal§im zpracovanim. Cilem je
ziskat mekci strukturu potraviny, dosdhnout snizené enzymové aktivity a tim také
prodlouzit moznou dobu uskladnéni (Verkerk et al., 2009). Pii této kratké tepelné upravé
dochazi ke snizeni hladiny GLS (Wennberg et al., 2006; Cieslik et al., 2007). Pti vafeni
ve vodé, kdy je zelenina obklopena vatici vodou ze vSech stran, dochéazi k obrovskym
ztratam GLS. Nejen tepelnou upravou, ale také z davodu, Ze jsou nékteré GLS a jejich
produkty rozpustné ve vod¢. Naopak pti vaieni v paie k takové velké ztraté nedochazi,
naopak jsou zmény minimalni. Coz je pravdépodobné vysledkem toho, Ze zelenina
nepfichazi do kontaktu s vodou. Ke kondenzaci vody dochazi totiz az po dlouhé dobé
(Verkerk et al., 2009). Dalsi klasickou kulinarni upravou je smazeni, kdy dochazi
k tepelné Gpraveé tukem za teploty 150 — 190 °C (Kuchynikova, 2007). Song a Thornalley
(2007) dospeéli k nazoru, ze pii této Gprave se zabrani puisobeni myrosinasy ihned a tudiz
dochdzi k minimalnim zméndm v hladin€ GLS. Za zminku jeSté€ urcité stoji tepelna
uprava v mikrovinné troub€. Autofi ¢lanku Song a Thornalley (2007) a Verkerk a Dekker
(2004) se shodli na zavéru, ze i pii této tepelné piipravé zistava obsah GLS v zeleniné
témer konstantni. Ve druhém zminéném ¢lanku dokonce popisuji pii urcitych casovych a
energetickych podminkach GLS narust. Ale ke ztratdam v obsahu GLS dochazi i

v podminkach snizené teploty, napiiklad pfi mrazeni ¢i chlazeni (Verkerk et al., 2009).

1.2.2 Toxické vlastnosti glukosinolata

Jak jiz bylo fe¢eno, samotné GLS nejsou pravdépodobné zdravi skodlivé. Toxicita GLS
je ovlivnéna typem produktu po GLS degradaci. V piipadé, ze dochazi k rozkladu
alifatickych GLS, vznikaji isothiokyanaty, které¢ jsou slabé strumigenni a nékteré¢ vykazuji

antimikrobni a insekticidni pusobeni (VeliSek a Hajslova, 2009). Pokud z GLS vznikaji
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nitrily, jsou ohroZeny jatra a ledviny. Vznikaji-li kyany, je ovlivnéna ¢innost §titné zlazy.
Silnymi strumigennimi slou¢eninami jsou goitriny, které snizuji sekreci tyroxinu, coz ma
za nasledek snizeni ristu a vede az k hyperplasii a hypertrofii $titné zlazy (Ttimova,
2006). Jako priklad GLS, ze kterych vznikaji tyto toxické goitriny, 1ze uvést gluconapin,
glucobrassicanapin ¢i progoitrin. Pti hydrolyze progoitrinu kromé jinych produkti vznika
L-5-vinyl-2-oxazolidinthion, ktery ma nejsiln€j$i antithyreoidni ucinky. Ve velkém
mnozstvi byva piitomen v semenech brukvovitych rostlin. Ale naptiklad v listech kapusty
je tak zanedbatelné mnozstvi, Ze nemize mit pro zivy organismus negativni U¢inky
(Davidek et al., 1983). Z nestabilnich indolovych a aromatickych isothiokyanati vznika
tzv. thiokyanatovy anion. Tato latka také naruSuje ¢innost $titné Zlazy a téz mize dojit ke
vzniku strumy (zvétSeni S§titné Zlazy) az k funkénimu poSkozeni (Velisek a Hajslova,

2009).

O toxickych vlastnostech GLS se mluvilo zejména v poloviné minulého stoleti, kdy se
fesil problém s krmivy pro hospodéiska zvifata. U nevhodné krmenych zvifat miize
dochazet pravé k poskozeni §titné zlazy a jater. Nicméné i tento problém se podafilo
vyfesit a nyni je k dispozici nova odriida fepky se snizenym obsahem GLS. OvSem u
Clovéka tyto strumigenni U€inky v souvislosti s bézné konzumovanym mnoZzstvim

brukvovité zeleniny nikdy prokazany nebyly (Velisek a Hajslova, 2009).

1.2.3 Pozitivni u¢inky glukosinolatii na lidské zdravi

Naprosto nezastupitelné misto maji GLS na poli rakovinné prevence, tedy Ze snizuji
riziko tvorby rakoviny vyvolané piijmem karcinogend (Velisek a Hajslova, 2009).
Incidence (tj. pocet nove diagnostikovanych piipadi onemocnéni za dané ¢asové obdobi
Vv pfepoctu ke sledované populaci) rakovinnych onemocnéni neustale roste (Vorlicek et
al., 2012). Jeji rast mezi lety 1977 a 2013 mtzeme vidét spoleéné s pomérné ustalenou

mortalitou na grafu ¢. 1.
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Graf ¢. 1. Incidence a mortalita mezi lety 1977 a 2013 v piepoétu na 100 000 osob.
(http://www.svod.cz/publikace/60.pdf)

Obecné Ize nekterym typlim rakoviny caste¢n¢ predejit konzumaci zeleniny a ovoce.
Vysledky mluvi jasné, je-li do sloZeni stravy zafazena zelenina, snizuje se riziko vzniku
nadori organli travici soustavy, plic, moového méchyfe nebo naptiklad prsu. Za
dostatecné mnoZzstvi prevencni konzumace zeleniny je povazovano 400-800 g denné

(Vorlicek et al., 2012).

Zminky o sniZzeni moznosti vzniku rakoviny na zékladé konzumace GLS jsou jiz z roku
1983 (Fenwick et al., 1983). Nejvice sledovanymi latkami, které takto preventivné
pusobi, jsou isothiokyanaty. Ty inhibuji nebo az blokuji tumorogenezi. Mechanismus
tohoto procesu neni jesté dostatecné objasnén, ale jsou dvé moznosti, jak isothiokyanaty
a jejich metabolity toxické Gcinky karcinogeni inhibuji. Jednou moZnosti je interference
se skupinou enzyml nalezicich kenzymové fazi |, jako jsou cytochrom
P-450-dependentni monooxygenasy. Moznosti druhou je indukce detoxika¢nich enzymi
faze 11, naptiklad glutathiontransferas (Opletal, 2016). Protirakovinné G¢inky ma vétsina
hydrolytickych produktt glucoiberinu, progoitrinu a sinigrinu (Park et al., 2013).

Velky zajem pritahuji zejména indolové GLS. Tento typ GLS je pfitomen téméi ve vSech
bézn¢ konzumovanych brukvovitych rostlinach. Napiiklad z glucobrassicinu muze ve
vysledku vzniknout 5,11-dihydroindolo[3,2-b]karbazol inhibujici urcité karcinogeny,
které poskozuji DNA (Velisek a Hajslova, 2009).
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Clankd nahliZejicich na GLS jako moZnost rakovinné prevence je nepfeberné mnozstvi
(McDanell a McLean, 1988; Zhang et al., 1992; Fahey et al., 2001). Protirakovinna
aktivita byla zkoumana napfiklad i u vodnic (Chung et al., 2016). V roce 2016 vysla GLS
studie druhu Lobularia libyca, z které vyplyva, ze nejvice citlivé jsou vuci GLS
kolorektalni rakovinné burky, dale jaterni, ale u plicnich nadorovych bunék byla naopak
zaznamenana velka rezistence (Al-Gendy et al., 2016). Dalsi studie poukazuje na velkou
ucinnost 3-butenylisothiokyanatu proti rakoviné prostaty (Arora et al., 2016). Na zakladé
studii je Ceské republika zemi s nejvyssi incidenci kolorektalniho karcinomu u muzi ze

vSech zemi Evropské unie (Ferby a Parkin, 2003).

Kromé¢ protirakovinné aktivity jsou ale u GLS také prokazany antimikrobialni u¢inky.
Hypotézy o souvislosti mnozstvi GLS s antibakterialnim ptisobenim byly vysloveny jiz
dtive (Dubuis et al., 2005). Produkty GLS Lobularia libyca vykazovaly antibakterialni
aktivitu proti grampozitivni bakterii Staphylococcus aureus a proti gramnegativni
Pseudomonas aeruginosa. V této studii byla prokazana i antifungalni uc¢innost k Candida
albicans (Al-Gendy et al., 2016). Druh bakterie Pseudomonas aeruginosa byl pouzit i pro
podrobnéjsi studii antibakterialnich ucinkii isothiokyanati (Kaiser et al., 2017).
Zajimavosti je novy vyzkum, ve kterém byl dokazan stimula¢ni vliv GLS na tvorbu

kostnich buné€k u potkanti (Jeong et al., 2015).
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1.3 Metody pouzivané k analyze glukosinolatii

GLS predstavuji skupinu latek s podobnymi fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi
(rozpustnost, polarita atd.). K jejich analyze se nejcastéji vyuzivaji chromatografické
metody. Obecné se chromatografie z analytického hlediska fadi mezi instrumentalni
separacni metody. Jiz z tohoto zafazeni 1ze usoudit, Ze se pfi této metod¢ separuji slozky
obsazen¢ ve vzorku. Vzorek je privadén mezi dvé vzijemné nemisitelné faze: faze
nepohyblivd staciondrni a faze pohyblivda mobilni. Vzorek je umistén na zaclatek
stacionarni faze a posléze je unaSen pohybem mobilni faze pfes stacionarni. Muze
dochazet k zachytu (retenci) sloZek na stacionarni fazi. Cim silngji jsou latky stacionarni
fazi poutany, tim déle se na ni zdrzuji. Timto zplisobem se jednotlivé slozky ptivodniho
vzorku od sebe oddéli. Chromatografické metody se déli podle skupenstvi mobilni faze
(chromatografie kapalnd, plynova), uspotadani faze stacionarni (kolonova, papirova,
tenkovrstva chromatografie) nebo podle toho, ktery z fyzikalné-chemickych jevi pii
separaci pievlada (chromatografie rozdélovaci, adsorpcni, iontové-vyménna, gelova c¢i

afinitni) (Klouda, 2003).

K identifikaci a kvantifikaci GLS byla zejména diive oblibena plynova chromatografie
s hmotnostni detekci (GC-MS). Tato metoda byla pouzita napiiklad pro studium GLS u
fedkvi¢ek Raphanus sativus (Carlson et al., 1985), kienu Armoracia lapathifolia (Matile
a Grob, 1980) ¢i u druhu Lobularia libyca (Al-Gendy et al., 2016). Analyza pomoci GC
vyzaduje enzymatické Stépeni GLS, coz prodluzuje zpracovani vzorku a tudiz mize
dochazet k zanaSeni chyb. MoZna prave i z tohoto diivodu je v dnesni dob¢ vice oblibena
kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci (LC-MS), kterou lze stanovit intaktni
GLS.

1.3.1 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (LC) je chromatograficka metoda s mobilni fazi tvofenou
kapalinou. Kapalinové chromatografy sestavaji z n€kolika casti (obr. 4). V poradi prvni
je zasobnik s mobilni fazi, ktera protéka celym ptistrojem. Dalsi diilezitou ¢asti je pumpa,
jejiz praci je protlacit kapalinu ptes kolonu, ktera klade velky odpor. Vzhledem k tomu,
ze jsou nezadouci rusivé tlakové razy, nelze pouzivat jednocinné pistové pumpy, ale je

zapotiebi Cerpadel dvoj¢innych. Velice ¢asto pouzivana pumpa funguje na bazi injekcni
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stiikacky, kterd je pohancna elektromotorem. Mobilni faze proudi trubici, na niz je
plastovy ¢i gumovy segment (septum), ktery slouzi k pipetovému pienosu vzorku do
mobilni faze. Odborné je tento oddil oznaCovan jako davkovaci zatizeni. Dfive bylo toto
zafizeni Casto zastoupeno injekénim systémem, ktery je ale ¢im dal vice nahrazovan
obtokovym davkovacim systémem. Mobilni faze spole¢né se vzorkem se po nastiiku
dostanou ke koloné. Kolona piedstavuje trubici vyplnénou staciondrni fazi s velkym
povrchem. Pravé tato c¢ast chromatografu by se dala povazovat za nejpodstatnéjsi, nebot’
zde dochazi k onomu chromatografickému déleni. Riizné kolony se mezi sebou mohou
lisit délkou, vnitinim pramérem i naplni. Klasické kolony jsou pomérné kratké, délka se
pohybuje zpravidla kolem 10, 15 ¢i 25 cm. K rychlym separacim se vyuZzivaji velmi
kratké kolony (jen 3 cm). Aby nedochazelo ke zneciSténi kolony, mezi Cerpadlo a
davkovaci zatizeni nebo ptimo pied kolonu se umist'uje ochranna pfedkolona. Poslednim
oddilem je detektor, diky némuz ziskdme informace o slozeni vzorku. Zaznamem analyzy
je chromatogram, kde vidime chromatografické piky, které vyjadiuji zavislost signalu
detektoru na case. Dulezitou vlastnosti detektoru je selektivita pro analyty a mensi
citlivost k mobilni fazi. Nejbézngji pouzivanymi jsou detektory fotometrické,
refraktometrické ¢i fluorescencni. Mohou se ale vyuzivat i jiné typy jako FTIR detektor,
elektrochemické detektory nebo hmotnostni spektrometr, ktery ma nezastupitelny
vyznam (Klouda, 2003; http://www.sci.muni.cz/~analchem/files/pdf/bartusek_skripta.p
df).

Zerpadlo daviovaci
zafizeni

fizeni slofeni

mobilni faze
vzorek
smédovaci
zafizen| |
zasobniky vyhodnocovac
muohilni faze zafizeni

detektor }——-I ||,|'I| | A \
ik L

Obr. 4: Schéma kapalinového chromatografu (Klouda, 2003).
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1.3.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je separa¢ni metoda, pii niz dochazi k separaci
molekulovych iontii a fragmentl analyzované latky. Nejprve dojde k odpateni vzorku.
Dalsim krokem je ionizace (Klouda, 2003). Vzorek je ve vakuu ionizovan chemicky,
pusobenim elektrostatického pole nebo narazem elektrond. Pii ionizaci vznikaji ionty
(fragmenty), které jsou separovany v elektromagnetickém poli (Holzbecher a Churacek,
1987) a tudiz dochazi K jejich rozd¢leni na zakladé podilu jejich hmotnosti a naboje m/z.
Dalsi ¢asti hmotnostniho spektrometru je detektor. Nejcastéji vyuzivanym detektorem je
elektronovy nasobic. Jeho Zivotnost je sice pouze jeden rok, ale tuto nevyhodu vyvazuje
vysokou citlivosti (Klouda, 2003). Zaznamem MS je hmotnostni spektrum, které
oznacuje zavislost mnozstvi iontil na jejich hmotnostnim c¢isle (Holzbecher a Churacek,
1987). Spojenim hmotnostnich spektrometri ziskdme tandemové hmotnostni
spektrometry (MS/MS). Pii prvni reakci vznikaji ionty, z nichz je separovan ion
pozadovany. Analyzovany jsou az ionty, které vzniknou reakci z tohoto pozadovaného
iontu (Klouda, 2003). Detekce pii MS ¢asto probiha v rezimu SRM (Selected reaction
monitoring). Tato neskenovaci technika provadéna na zafizeni s trojitym kvadrupdlem
vyuziva ke zvyseni selektivity fragmentaci. Pravé pro tyto experimenty se vyuziva dvou

hmotnostnich spektrometri (Lange et al., 2008).

1.3.3 Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci v analyze GLS

Intaktni GLS pomoci této metody byly analyzovany u druhti Brassica elongata, Brassica
botteri a Brassica cazzae (Montaut et al., 2017) a u brokolice a kvétaku (Tian et al., 2005).
Metoda LC-MS byla pouzita i pfi kvantifikaci GLS po ruznych kuchyniskych Gpravach u
brukvovité zeleniny (Park et al., 2013) nebo u brukvovitych rostlin znamych jako
hyperakumulatory tézkych kovli (Montaut et al., 2017). Vyhodou této metody je kromé

moznosti spolehlivé identifikace, pfedevsim selektivita a citlivost detekce.

Metoda HPLC (vysoceucinna kapalinova chromatografie) je pfedchtidkyné metody
UHPLC (ultra-vysoceucinna kapalinova chromatografie). Pti UHPLC se Kk oddé€leni

wrwe

Castic (az 2 um). Ale pravé diky této malé velikosti ¢astic, dosahuje tato metoda mnohem
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rychlejsi analyzy, ma vyssi rozliSeni a propustnost a je tedy daleko ucinngjsi. (Cabooter
a Desmet, 2012)

Pro studium intaktnich GLS byla vyuzita metoda UHPLC-MS, napt. pii profilovani GLS
u rodu Arabidopsis (Glauser et al., 2012) nebo identifikaci bioaktivnich latek véetné GLS
u druhu Raphanus sativus var. caudatus (Sangthong et al., 2017). Pomoci této metody
bylo analyzovano 49 intaktnich GLS v béZzné konzumované brukvovité zeleniné ve

Spojenych statech americkych (Sun et al., 2016).
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2. Material a metody

2.1 Rostlinny material

GLS vtéto diplomové praci byly analyzovany u genotypli tufinu a vodnice
z genofondové kolekce brukvovitych zelenin udrzovanych na Oddéleni genetickych
zdrojii zelenin, 1éCivych rostlin a specidlnich plodin Vyzkumného ustavu rostlinné
vyroby, v.v.i. v Olomouci. Tufiny a vodnice byly vysety v druhé poloviné bfezna a sadba
byla pfedpéstovana do faze 4-5 pravych listi ve skleniku. Nasledné byly rostliny
vysazeny na pokusny pozemek do sponu 50 x 50 cm a zakryté netkanou textilii, ktera
byla po 3 tydnech odstranéna. Rostliny byly standardné kultivované (pleckovani,

okopavani) a pravideln¢ zalévané. V dobé¢ skliznové zralosti (po 18-20 tydnech od

vysadby) byly rostliny sklizeny.

2.2 Pouzité chemikalie

Acetonitril (>99,9%, Sigma Aldrich, Némecko)
Kyselina mravenci (98%, Fluka, USA)
Methanol (>99,9%, Sigma Aldrich, Némecko)
Voda (Sigma Aldrich, Svycarsko)

Standardy GLS (>97%, Phytoplan, Némecko)

glucobrassicanapin (CAN)
glucobrassicin (BRA)
glucoerucin (ERU)
gluconapin (NAP)
gluconasturtiin (NAS)
glucoraphanin (RAPH)
progoitrin (PRO)

sinigrin (SIN)
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2.3 Pouzité pristroje a pomiicky

Analytické vahy KERN ALJ 220-4 (KERN, Némecko)

Centrifuga (Labnet, USA)

Erlenmayerovy banky

Chromatografickd kolona Acquity UPLC® HSS 50 mm x 2,1 mm; velikost ¢astic 1,7
um (Waters, Ireland)

Chromatograficka kolona Acquity UPLC® CSH 50 mm x 2,1 mm; velikost ¢astic 1,7 pm
(Waters, Ireland)

Chromatograficka kolona Acquity UPLC® CSH 100 mm x 2,1 mm; velikost ¢astic 1,7
pum (Waters, Ireland)

Hmotnostni spektrometr s ionizaci elektrosprejem TSQ Quantum ACCESS MAX
(Thermo Fisher Scientific, USA)

Kulovy mlynek MM 400 (Retsch, Némecko)

Lyofilizator BETA 1-8 LD Plus (Christ, Némecko)

Membranovy nylonovy filtr 0,22 um (Labicom, CR)

Mikrozkumavky 2 ml (Eppendorf, Némecko)

Sestava kapalinového chromatografu Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, USA)
Ultrazvukova lazeit (ARGO LAB, Némecko)

Vortex (Velp Scientifica, Italie)

Zkumavka PP s vickem BRAND (Thermo Fisher Scientific, USA)

2.4 Pouzité metody

2.4.1 Priprava rostlinného materialu

Vzorky tufint a vodnic byly ve formé tenkych platkt odebrany z péti zdravych bulev, tak
aby byly v analyzovaném materialu zastoupeny vsechny jedlé ¢asti bulvy. Tyto platky
byly spojeny do jednoho smésného vzorku. Rostlinny material tufinti a vodnic byl
lyofilizovan do konstantni hmotnosti po dobu 72 hodin. VysuSeny materidl byl
homogenizovan v kulovém mlynku po dobu 3 minut pfi frekvenci vibraci 25 s a uchovéan

Vv plastovych zkumavkéch pfi laboratorni teploté.
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2.4.2 Priprava mobilni faze pro UHPLC

Pro chromatografickou separaci GLS byla pfipravena mobilni faze A obsahujici 0,05%
HCOOH ve vodé (v/v), smichanim 250 pl 98% kyseliny mravenéi s vodou v 500ml
odmérné baice. Pro koncentraci 0,025% HCOOH ve vodé (v/v) bylo rozpusténo 125 pl
kyseliny mravenci ve vodé v 500 ml bance. Koncentrace 0,1% HCOOH ve vodé (v/v)
byla pfipravena rozpuSténim 500 pl kyseliny mravenci ve vod¢ také v 500 ml bance.
Stejnym zplsobem byly pfipraveny mobilni faze B obsahujici 0,025%, 0,05%, 0,1%

HCOOH v ACN (v/v), ovSem voda byla zaménéna za acetonitril.

2.4.3 Priprava roztoki glukosinolatovych standardu

Z nakoupenych praskovych GLS uchovavanych pii teploté¢ -18 °C byly pfipraveny
10 mM zasobni roztoky. U jednotlivych GLS byla vypocitana navazka pro 1 ml roztoku
pomoci empirického vztahum = ¢ - V - M. Standardy byly navazeny a pomoci trojclenky
byly vypocitany hodnoty piidavkl vody. Tyto roztoky byly taktéz uchovavany pfi teploté
-18 °C.

Pro vyvoj metody a optimalizaci separac¢nich a detek¢nich podminek byla pfipravena
0,1 mM smés vSech osmi GLS standardi. 1 ml této smési byl nachystan smichanim 10 pl

z kazdého 10 mM roztoku GLS a 920 pl vody.

Pro urceni linedrniho dynamického rozsahu jednotlivych GLS byla pfipravena kalibra¢ni
fada 13 roztokli GLS smési v rozmezi hodnot koncentrace 0,001 pM az 1000 uM.
Nejprve bylo nachystano 200 pl 1000 uM zésobniho roztoku smichéni 20 pl z kazdého
10 mM GLS roztoku a 40 ul vody. Déle byly roztoky pfipraveny do inzertii vialek dle
tab. 2. Po kazdém nafedéni byl vysledny roztok pted pouzitim pro piipravu dalsiho
roztoku fadné protfepan na vortexu. Takto pfichystand kalibracni fada mohla byt

analyzovana pomoci UHPLC-MS/MS.
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Tab. 2: Redéni kalibra¢nich roztoka.

¢ [uM] Vi [ul] C1 [uM] Ve [ul]
1000 100 1000 0
500 50 1000 50
100 10 1000 90
50 10 500 90
10 10 100 90
5 10 50 90
1 10 10 90
0,5 10 5 90
0,1 10 1 90
0,05 10 0,5 90
0,01 10 0,1 90
0,005 10 0,05 90
0,001 10 0,01 90

¢ ... hodnota koncentrace vysledného kalibra¢niho roztoku
C1 ... hodnota koncentrace kalibra¢niho roztoku pouZzitého pro fedéni
V1 ... objem kalibra¢niho roztoku o koncentraci C1 piidavany k objemu vody V2

V2 ... objem vody

2.4.4 Extrakce glukosinolatii z rostlinného materialu

Extrakce GLS z rostlinného materialu byla provedena podle Lee et al. (2013) s malymi
obménami. Jako extrakéni ¢inidlo byla zvolena smés 75% CH3;OH a 0,1% HCOOH. Ta
byla ptipravena ve 100 ml baiice pfidanim 100 pl kyseliny mravenc¢i k 75 ml methanolu
a doplnénim po rysku vodou. Pro extrakci bylo navazeno 25 mg homogenizovaného
materialu do ependorfové zkumavky a k nému byl pfidan 1 ml extrakéniho roztoku. Smés
byla protfepana na vortexu, po dobu 15 minut byla sonifikovana v ultrazvuku a poté 10
minut odstfed’'ovana v centrifuze. Vzorek bylo tieba natfedit desetindsobné. Do novych
zkumavek bylo nachystano 900 pl extrakéniho solventu, ke kterému bylo pfipipetovano
100 pl supernatantu ptipravené¢ho vzorku. Zkumavky byly vortexovany a obsah byl
pomoci injek¢ni stiikacky pres nylonové filtry prefiltrovan do inzertt ve vialkach. Takto

ptipravé vzorky byly analyzovany metodou UHPLC-MS/MS.
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2.4.5 UHPLC-MS/MS analyza

Pro analyzu GLS v genotypech tufinu a vodnice byla pouzita metoda UHPLC-MS/MS.
Separace negativné nabitych GLS byla provedena za pouziti nasledujicich podminek
gradientové eluce. Analyza byla nastavena na 12 minut. Po prvni 0,5 min byl podil
mobilni faze B béhem 5,5 min zvySena ze 2% na 45%. Poté béhem 0,5 min byl navySen
na 100%, kde byl udrzovan po dobu 2 min. Nasledn¢ byl podil mobilni faze B snizen
béhem 0,1 min na 2%, na nichz byl ponechan az do konce analyzy. Pritok mobilni fadze
byl nastaven na 0,200 ml/min a objem injektovaného vzorku na 5 pl. Teplota na koloné

byla udrzovana na 25 °C.

Data z detekce MS byly zaznamenany v rezimu SRM. Parametry MS byly nasledujici:
teplota zdroje 320 °C, teplota desolvata¢niho plynu (dusik) 350 °C, tlak sprejovaciho
plynu o hodnoté 45 psi, tlak susiciho plynu o hodnoté 15 psi, tlak ochranného plynu 1 psi
a hodnota délky skenu 1 s, kapildrni napéti 3500 V, napéti na vstupu 50 V a kolizni

energie 25 V vyjma glucoraphaninu, u které¢ho byla hodnota kolizni energie 30 V.
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3. Vysledky

3.1 Vybér kolony

Pro chromatografickou analyzu GLS byly testovany 2 typy kolon stejné délky 50 mm,
CSH (Charged Surface Hybrid) a HSS (High Strength Silica). Obé tyto kolony by podle
vyrobce mély byt vhodné pro separaci latek kyselé povahy. Rozdilem mezi CSH a HSS
kolonou jsou chybéjici ethylenové miistky na nosi¢i u HSS kolony. Pfi pouziti kolony
HSS, bylo z chromatogramu patrné, Ze prvni tfi latky nebyly u¢inné separovany. Naopak
u analyzy pomoci kolony CSH, nebyly dostate¢n¢ oddéleny pouze prvni dvé latky. U
kazdého z téchto méfeni bylo také zjisténo, ze latky glucoerucin a glucobrassicanapin
koeluuji. Pro studium GLS v této diplomové praci byla tudiz na zaklad¢ téchto zavéru
vybrana chromatograficka kolona CSH. Pro dokonalou separaci a tedy jesté delsi retenci

ale byla zakoupena tato kolona v del§im provedeni (100 mm).

3.2 Optimalizace metody UHPLC-MS/MS — separacni podminky

Optimalni koncentrace kyseliny mravenci (0,025%, 0,05%, 0,1% v/v) v mobilnich fazich
byla hodnocena na zakladé naméfenych chromatogramli. Hodnoticim kriteriem byla
udinnost separace a rozliSeni mezi sousedicimi chromatografickymi piky. Mezi
jednotlivymi méfenimi nebyly zjiStény vyraznéj$i rozdily a tak na zakladé¢ literatury byla

za optimalni povazovana koncentrace kyseliny mravenci v mobilnich fazich 0,05%.
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Obr. 5: Chromatogram separace standardit GLS za optimalnich podminek (mobilni faze
A: 0,05% HCOOH v H,0 (v/v); mobilni faze B: 0,05% HCOOC v ACN (v/v); CSH
kolona 100 mm x 2,1 mm, velikost ¢astic 1,7 um): 1-glucoraphanin, 2-progoitrin, 3-
sinigrin, 4-gluconapin, 5-glucobrassicanapin, 6-glucoerucin, 7-glucobrassicin, 8-

gluconasturtiin

3.3 Optimalizace metody UHPLC-MS/MS — podminky MS detekce

Jednou z podminek, ktera zasadné ovliviiuje citlivost tandemové MS detekce je kolizni
energie. Ta byla optimalizovana v rozsahu 20 V az 40 V po pfirastcich 5 V (graf 2). Na
zaklad¢ grafického vyjadfeni zavislosti plochy chromatografickych pikdt na kolizni
energii byla pro glucoraphanin vybrana optimalni hodnota kolizni energie 30 V, u vSech

ostatnich GLS byla detekce nejcitlivéjsi pii hodnoté 25 V.
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Graf 2: Zavislost plochy piku na hodnoté kolizni energii u gluconasturtiinu.

Optimalni kapilarni napéti bylo stanoveno méfenim v rozmezi hodnot 500 V az 6000 V

(ptirastky 500 V) (graf 3). Pro detekci v§ech GLS byla vybrana hodnota 3500 V.

7000000
5500000 e ¥ o .
L
L

E o« .
= . ®
£ 4000000
(=]
=

L
2500000
1000000

0 1000 2000 3000 4000 5000 6OOD 7000

Kapilaminapéti [V]

Graf 3: Zavislost plochy piku na hodnoté kapilarniho napéti u gluconapinu.

Optimalizace parametru napéti na vstupu byla provedena méfenim v rozsahu 50 V az 300

V (ptiriastky 50 V) (graf 4). Rozdil u vSech GLS ve vysledcich mezi jednotlivymi
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hodnotami napéti byl nepatrny. Na zaklad¢ tohoto zjisténi byla vybrana optimalni
hodnota parametru napéti na vstupu 50 V pro detekci vSech GLS.
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Graf 4: Zavislost plochy piku na hodnoté napéti na vstupu pro glucobrassicin.

3.4 Validace metody

3.4.1 Selektivita

Pied kazdym méfenim byl analyzovan slepy vzorek pfipraven podle postupu redlnych
vzorkll vyjma pfitomnosti rostlinného materidlu, aby se potvrdila nepfitomnost

interferujicich piku, které by mohly ovlivnit identifikaci a kvantifikaci GLS.

3.4.2 Linearita metody UHPLC-MS/MS

Linearita studované metody byla sledovana v rozsahu hodnot koncentraci 0,001 uM az
1000 uM (13 koncentracnich hladin). U kazdé koncentrace byl vzorek nastiiknut tfikrat
a linearita byla ovéfena na zaklad¢ priméru téchto tii hodnot. Linearita byla vyhodnocena
linedrni regresni analyzou zavislosti logaritmickych hodnot ploch pika na logaritmickych
hodnotach koncentrace. Z grafického znazornéni linearity bylo patrné, Ze plvodni
koncentra¢ni rozmezi je ptili§ Siroké. Pro kazdy GLS byl tedy vymezen vhodny linearni

rozsah. Grafické vyhodnoceni linearity pro glucobrassicin mizeme vidét na grafu 5.
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Graf 5: Linearni zavislost plochy piku na koncentraci u glucobrassicinu.

Linearni dynamicky rozsah pro jednotlivé GLS, véetné rovnic kalibra¢nich kiivek a

korela¢nich koeficientll jsou uvedeny Vv tab. 3. Na zaklad¢ korela¢nich koeficientt,

mizeme konstatovat, Ze vyhovuji pozadavkaim validace metody (R? > 0,99).

Tab. 3: Linearni dynamicky rozsah, rovnice kalibra¢nich kiivek a korela¢ni koeficienty

pro jednotlivée GLS.
GLS Linearni dynamicky  Rovnice kalibra¢ni Korelaéni
rozsah [uM] kFivky koeficient R?
Glucoraphanin 0,05-100 y =0,9576x + 5,3282 0,9960
Progoitrin 0,1 -1000 y =0,8729x + 5,196 0,9951
Sinigrin 0,1-1000 y =0,8639x + 5,2168 0,9959
Gluconapin 0,1-1000 y =0,8733x + 5,285 0,9955
Glucobrassicanapin 0,1-100 y =0,9611x + 4,869 0,9969
Glukoerucin 0,05 -500 y =0,9399x + 5,2731 0,9907
Glucobrassicin 0,1-1000 y =0,9736x + 5,0231 0,9992
Gluconasturtiin 0,05 - 1000 y =0,8856x + 5,5573 0,9974
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3.4.3 Opakovatelnost a reprodukovatelnost metody UHPLC-MS/MS

Pii méfeni linearity GLS mohla byt stanovena opakovatelnost v ramci méfeni v jednom
dni (intraday) a reprodukovatelnost v ramci méteni béhem 2 tydna (interday). Vysledné
hodnoty  relativnich ~ smérodatnych  odchylek  (RSD)  opakovatelnosti a
reprodukovatelnosti pfi hodnotach koncentrace 0,1 uM, 5 uM, 100 uM jsou zaznamenany

v tab. 4.

Tab. 4: Opakovatelnost a reprodukovatelnost metody pfi vybranych koncentracich GLS.

¢ [uM] RSD[%] RAPH RSD[%] PRO RSD[%] SIN
intraday  interday intraday interday intraday interday
0,1 3,1 16,1 1,8 7,7 4,7 13,0
5 4,0 10,8 34 3,8 1,7 4,7
100 1,7 51 2,0 10,0 0,7 51
¢ [uM] RSD[%] NAP RSD[%] CAN RSD[%] ERU
intraday  interday intraday interday intraday interday
0,1 10,3 19,6 7,1 10,8 1,8 8,4
5 18 7,4 0,6 8,6 1,2 3,4
100 1,0 1,8 1,1 6,5 2,5 7,5
¢ [uM] RSD[%] BRA RSD[%] NAS
intraday  interday intraday  interday
0,1 4,9 11,9 54 12,1
5 4,5 7,8 0,8 54
100 1,3 3,5 1,5 2,3

Z tabulky lze vycist, Ze nejvysSi hodnoty relativnich smérodatnych odchylek jsou
pfevazné v niz§ich koncentracich. Zaroven miizeme konstatovat, ze hodnoty relativnich

smérodatnych odchylek jsou u méfeni v rdmei 14 dni mnohem vyssi.

3.4.4 Limit detekce a limit kvantifikace metody UHPLC-MS/MS

Limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ) pro jednotlivé GLS (tab. 5) byly uréeny
na zakladé metody popsané v Araujo et al. (2009). Nejprve byla kalibra¢ni kiivka
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vyjadiena v logaritmickém tvaru log (Y) = b + a-log (X). Pro vypocet LOD a LOQ
nas zajimala hodnota a. Vzhledem ke tfem koncentracnim nastfiktim pti urceni linearity,
byly tii kalibra¢ni kiivky a tedy i tfi hodnoty a. Z téchto tii hodnot byla vypoctena
smérodatna odchylka (STDEV) a primérna hodnota (AVG). Vysledky byly dosazeny do
vzorci k vypoctu LOD a LOQ.

LOD = 3 (STDEV)
B AVG

LOO = 10 (STDEV)
Q= AVG

Tab. 5: Hodnoty limitu detekce (LOD) a limitu kvantifikace (LOQ) u jednotlivych GLS.

GLS LOD [pmol/L] LOQ [pumol/L]
Glucoraphanin 0,03 0,11
Progoitrin 0,03 0,09
Sinigrin 0,03 0,09
Gluconapin 0,12 0,39
Glucobrassicanapin 0,05 0,16
Glukoerucin 0,02 0,06
Glucobrassicin 0,01 0,04
Gluconasturtiin 0,03 0,11

Limit detekce stanovovanych GLS se pohybuje v rozmezi hodnot 0,01 az 0,12 pmol/I,
limit kvantifikace v rozmezi hodnot 0,04 az 0,39 umol/l. Nejvyssi hodnota limitu detekce

a kvantifikace je u gluconapinu.

3.5 Identifikace glukosinolatii v rostlinném materialu

GLS byly v kolizni cele pfi hodnoté kolizni energie 20 V fragmentovany na produktové
ionty. Timto zpilisobem byla ziskana kolizni spektra jednotlivych GLS (obr. 5). Na
zaklad¢ spekter byly pro kazdy GLS vybrany dva fragmenty s nejvyssi intenzitou, které
byly pouzity pro kvantifikaci GLS. Dva hlavni fragmentové ionty vSech 8 GLS, které

byly vyuzity pro dalsi méfeni, jsou uvedeny v tab. 6. Identifikace GLS vV rostlinném
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materidlu tedy probéhla na zdkladé shody retenc¢nich casti a koliznich spekter

s autentickymi standardy.
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Obr. 5: Hmotnostni spektrum s fragmenty glucoraphaninu. Hlavni fragmenty (97, 178,

372) jsou v souladu s uvedenymi fragmenty v literatufe (Glauser et al., 2012).

Tab. 6: Vybrané fragmenty pro jednotlivé glukosinolaty.

Nazev GLS Reten¢ni ¢as m/z Fragmenty
[min]

Glucoraphanin 4,87 436 178, 97
Progoitrin 5,16 388 97,75
Sinigrin 5,38 358 97,75
Gluconapin 6,08 372 97,75
Glucobrassicanapin 6,79 386 97,75
Glucoerucin 6,88 420 259, 97
Glucobrassicin 7,31 447 259, 97
Gluconasturtiin 7,60 422 259, 97
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3.6 Stanoveni GLS v genotypech tufinu a vodnic za rok 2015 a 2016

Ke stanoveni jednotlivych GLS v genotypech tufinu a vodnice vypéstovanych v letech
2015 a 2016 byla pouzita validovand metoda UHPLC-MS/MS. Kvantifikace byla

provedena za externi kalibrace, nebot’ pfi identifikaci GLS nebyl ani jeden shledan jako

vhodny interni standard. Kazdé méfeni probéhlo ve tfech opakovanich. Jednotlivé

genotypy jsou evidovany pod kody 09H2800001 az 09H2800012 (dale jen pod

oznacenim 01-12) a navic odrida tufinu Sweet vypéstovana pouze v roce 2016. Vysledné

naméfené hodnoty GLS pro genotypy tufinu a vodnice za oba méfené roky jsou

Vv nasledujicich tabulkach (tab. 7 a 8). Nékteré genotypy byly péstovany pouze v jednom

roce.

Tab. 7: Hodnoty koncentrace [umol/g] GLS vyjadfeny na suchou hmotu (DW)

Vv genotypech vodnice se smérodatnou odchylkou.

Odruida Rok RAPH PRO SIN NAP CAN ERU BRA NAS
Croppa 2015 X 0,24 X 050 0,37 X 0,08 0,35
04 +0,04 +0,12 +0,03 +0,03  +0,05
Croppa 2016 N 16,72 X 462 063 030 028 0,89
04 +1,11 +0,93 +0,07 £0,03 +0,03 0,09
Aspin 2015 N 0,35 X 0,15 0,22 X 0,60 0,73
05 +0,02 +0,01 +0,01 +0,03 0,02

N ... pfitomnost GLS byla prokazana, ale neni mozné¢ urcit jeho mnozstvi, < LOQ

X ... ptitomnost GLS nebyla prokazana, < LOD
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Tab. 8: Hodnoty koncentrace [umol/g] GLS vyjadieny na suchou hmotu (DW) v

genotypech tufinu se smérodatnou odchylkou.

Odrida Rok RAPH PRO SIN NAP CAN ERU BRA NAS
01 2015 1,96 3,33 X 145 0,27 0,17 0,44 6,43
+0,09  +0,09 +0,38 0,02 +0,01 +0,00 =+0,17

01 2016 0,06 6,41 X 0,62 057 144 1,96 2,28
+0,01  +0,32 +0,58 +0,03 +0,06 +0,15 +0,17

02 2015 2,22 5,56 X 3,23 X 0,88 0,09 2,33
+0,13  +0,20 +0,88 +0,06  +£0,01  =+0,09

02 2016 0,11 11,91 N 11,62 N 2,75 0,11 1,17
+0,01 +0,74 +0,26 +0,17 +0,01  +0,09

03 2015 N 5,34 X 2,49 0,92 X 0,52 1,64
+0,24 +0,57 =£0,06 +0,08  +0,05

06 2016 N 1380 X 11,25 1,18 0,32 0,25 1,76
+1,90 +0,44 +0,23 +0,03 +0,06 +0,27

07 2015 3,10 8,43 X 1,04 N 1,63 0,62 1,78
+0,14  +0,26 +0,39 +0,08 +0,03  +0,03

07 2016 0,35 9,75 X 0,85 X 1,61 0,30 0,38
+0,05  +0,28 +0,23 +0,04 +0,01 +0,01

08 2015 4,75 15,46 X 11,71 X 0,31 0,15 5,66
+0,33  +0,57 +0,22 +0,02  +£0,01 +0,33

08 2016 0,32 9,15 N 6,44 X 2,14 0,13 2,38
+0,01 +0,40 +2,00 +0,11  +0,01  +0,05

09 2015 0,93 6,23 X 0,27 N N 0,39 2,29
+0,06 +0,44 +0,07 +0,03 +0,14

09 2016 0,07 8,10 N 0,85 N 1,06 0,51 1,35
+0,02 +0,46 +0,23 +0,05 +0,09 =+0,07

10 2015 1,35 7,42 X 0,72 N 0,06 0,28 2,28
+0,06 +0,22 +0,20 +0,01 +0,04 +£0,16

10 2016 0,08 12,20 N 095 041 2,09 0,41 2,52
+0,01  +0,78 +0,28 0,05 +0,12 +0,04 =£0,21

12 2015 0,61 10,34 X 059 054 0,51 0,54 2,14
+0,02  +0,60 +0,11 +0,01 =+0,02 +0,05 +0,04
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12 2016 0,18 18,84 N 1,40 0,89 1,31 1,62 1,62

+0,01 +0,88 +0,38 +0,08 +0,09 +0,12  +0,09
Sweet 2016 0,57 3,71 X 5,90 0,35 1,18 0,04 1,35
+0,02  +0,28 +0,93 +0,03 +0,30 +0,02 +0,19

N ... pfitomnost GLS byla prokazana, ale neni mozné urc¢it jeho mnozstvi, < LOQ

X ... pritomnost GLS nebyla prokdzéna, < LOD

Na zakladé namétenych dat (tab. 7 a 8), mizeme konstatovat, ze obecné v genotypech
vodnice je vétSinou mensi mnozstvi GLS nez v genotypech tufinu. Nejvyraznéji je tento
aspekt vidét u glucoraphaninu, ktery nebylo mozné v genotypech vodnice oproti tuiiniim
kvantifikovat. Dominantnim GLS u vétSiny genotypt byl progoitrin. Ten byl nejvice
zastoupen Vv odradé 12 a nejméné v 05. Pfitomnost sinigrinu byla prokézana pouze u
nckolika genotypil, ale u nich jeho koncentrace nedosahovala limitu kvantifikace.
Gluconapin mél nejvyssi koncentraci u odridy 08 a nejniz§i u 09. Koncentrace
glucobrassicanapinu byla celkové u vSech genotypt nizka. U odrud 02, 05, 07, 08 a 09
nebylo jeho mnozstvi kvantifikovano ani v jednom roce. Koncentrace glucoerucinu a
glucobrassicinu mély téz nizké hodnoty u vSech genotypi. Gluconasturtiin byl nejvice

zastoupen u odriidy 01 a nejméné u 04.

Pfi porovnani jednotlivych roéniku je zajimavé, ze napiiklad u genotypu vodnice 04 byla
hodnota koncentrace v roce 2015 pouze 0,24 pumol/g, ale v roce 2016 ¢inila jiz 16,72
umol/g. Velky rozdil koncentraci je patrny i gluconapinu v odrtidé 02, kde v roce 2015
bylo kvantifikovano mnozstvi 3,23 umol/g ale v roce 2016 uz 11,62 umol/g.
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4. Didakticka c¢ast

Vzhledem k mému studiu ucitelského oboru, by bylo vhodné zafadit do této prace i
pohled na zpracovana témata z ucitelského pohledu. Moznosti pro zatrazeni do vyukového

procesu se nabizi rovnou dvé.

Pro hodiny biologie urcit¢ nelze pominout vyuku brukvovitych rostlin. Zejména
z divodu, ze vSichni studenti tuto Celed’ zajisté velice dobie znaji. Zelenina z Celedi
Brassicaceae je jednou z nejvice zastoupenych &eledi na jidelnim stole. Zaci se s ¢eledi
mohou setkat jiz v 7. rocniku na zakladni Skole. Urcité by bylo vhodné, aby zaci uméli
urcit zdkladni znaky této skupiny a nejznaméjsi zastupce. Na stiednich Skolach by této
¢eledi mohlo byt vénovano vice ¢asu. Rozhodné by zminka o nékterych druzich méla
zaznit uz pfi obecné botanice zejména u rostlinnych orgdnt a jejich metamorfoz.
Samotnou celed’ uz by studenti na stiednich Skoldch méli umét spravné zaradit do

systému.

Moznosti druhou je hodina chemie a vyuka chromatografie. Toto téma neni bézné
probirano. Dovoluji si fici, Ze na zékladnich Skolach je vétSinou opomijeno plné€ a na
sttednich Skolach bez chemického zaméteni téz. Pokud je toto téma zatfazeno, pak
vétSinou v ramci prirodovédnych blokli. Zminka o analytické chemii by méla zaznit
s urcitosti na zdkladni i stfedni Skole. A vedle zkumavkovych dikazovych reakci, je dle
mého nazoru chromatografické déleni téZ velmi efektni a miize Zaky vyborné motivovat.
V ptiloze této diplomové prace je priprava hodiny k chromatografickému tématu na

sttedni Skole se zatfazenim ukazkového experimentu.
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5. Diskuze

Tato diplomova prace je zamétena na studium intaktnich GLS v brukvovité zeleniné. Na
zéklad¢ nejnovéjsich studii byla jako metoda pro analyzu intaktnich GLS pouzita
UHPLC-MS/MS (Jeong et al., 2015; Sangthong et al., 2017). Cilem prace byla separace
negativné nabitych GLS, nebot’ GLS jsou anionty. Stejné ptistupovali i v jinych studiich
GLS (Tian et al., 2005; Glauser et al., 2012; Lee et al., 2013).

Jednim z prvnich krokti prace byl vyvoj této metody a optimalizace podminek separace a
detekce. Nejprve byla vybrana vhodna kolona. Na zakladé testovani kolony HSS a CSH
jsme dospéli k zavéru, ze vhodnéjsi kolonou je CSH. OvSem pro vlastni analyzu jsme
vybrali kolonu delsi. Nas vybér kolony i jeji délky korespondoval s Glauser et al. (2012),
kde oznacili kolonu CSH jako vynikajici k retenci a separaci GLS. Tento vysledek
podlozili studii, v niz pfi separaci kolonou CSH byly stejné vysledky pii pouziti TFA i
aditiva s nizkou iontovou silou jako je kyselina mravenci (Fountain a Hewitson, 2011).
Podminky metody, které byly optimalizovany v této praci, byly vyhodnoceny na zakladé
nejcitlivejsi detekce. Maldini et al. (2012) pii optimalizaci kolizni energie, dosli k jinym
vysledkiim. Kolizni energie se u spole¢né studovanych GLS pohybovala v rozmezi 24 V
az 38 V. Stejny vysledek mizeme ptisoudit pouze sinigrinu a gluconapinu s Kolizni
energii o hodnoté 24 V a 27 V, které pfiblizn€ souhlasi s nasimi 25 V. OvSem u vSech

ostatnich je rozdil vétsi, coz miiZze byt zplisobeno rozdilnou instrumentact.

Pro validaci metody, je dulezité zjistit jeji linearni dynamicky rozsah. Hodnoty
vyslednych korelac¢nich koeficientti jsou podobné jako u Tian et al. (2005), Rochfort et
al. (2008) nebo Maldini et al. (2012) u nichz ale vysly o néco 1épe. Pfi studiu linearity
metody v Glauser et al. (2012) dokonce dosahli hodnot korela¢nich koeficienti nad
0,999. Ovsem je dulezité zdiraznit, ze v této diplomové praci byl oproti zminénym
studiim pouzit k zjisténi linearity metody mnohem vétsi rozsah koncentraci (2-3 tady
oproti nasim testovanym 6 fadiim). Metoda byla testovana i na pfesnost méteni v ramci
dne a vramci 14 dni. Hodnota opakovatelnosti v rimci méfeni v jednom dni se
pohybovala v rozmezi 10%. Reprodukovatelnost za obdobi 14 dni se pohybovala az do
20%, coz lze vysvétlit velkym ¢asovym rozmezim. Stoupajici tendence byly patrné i
v Maldini et al. (2012) kde urcili pfesnost intraday kolem 6%, ale pfesnost interday
V ramci 3 dni uz 8%. Stejnou hodnotu opakovatelnosti (intraday) jako v této praci popsal

ve svych vysledcich i Tian et al. (2005). V ramci diplomové prace byly urCeny i detekéni
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a kvantifika¢ni limity pro jednotlivé GLS. Limit detekce se pohyboval v rozmezi hodnot
od 0,01 pmol/l do 0,12 umol/l a limit kvantifikace od 0,04 pmol/l do 0,39 umol/l.
Nejvyssi hodnoty LOD a LOQ byly pro gluconapin. Coz ¢aste¢né souhlasi s Maldini et
al. (2012) kde je ze studovanych GLS nejvyssi hodnota LOD po glucocheirolinu u
gluconapinu. Pti porovnani hodnot vysledki mych a ze zminéné studie, je vidét, ze mezi

LOD a LOQ v mé praci jsou veétsi rozestupy.

Pfed samotnym stanovenim GLS v rostlinném materialu, byla provedena fragmentace
standardit GLS. Nami ziskané hodnoty pro osm GLS se s ostatnimi vesmés shodovaly
(Glauser et al., 2012). Dle Tian et al. (2005) se u v§ech jimi studovanych GLS objevoval
vyrazny pik pti m/z 97 ([SOszH]"). S ¢imZ na zéakladé naSich vysledki Ize jen souhlasit.
Nebo v jiném ¢lanku u glucoraphaninu byl dalsi vyrazny pik oznacen stejné jako v této
a neutralni ztratou glukozy. Ve stejné studii se ale objevily i né&jaké rozdily. Pii
fragmentaci byl uréen hlavni pik u glukoerucinu pfi hodnoté m/z 178. U nas byl tento
fragment nevyrazny, ale naopak pievladaly piky pti hodnoté m/z 259 a 97 (Maldini et al.,
2012).

Nejcastéji je pro studium GLS v brukvovité zeleniné vyuzivana brokolice (Brassica
botrytis italica) (Brown et al., 2002; Park et al., 2013) nebo rod Arabidopsis (Glauser et
al., 2012). V diplomové praci byly ke kvantifikaci vyuzity genotypy tufinu a vodnice,
které nejsou v Ceské republice jiz piili§ zndmé. Pfitom maji opravdu vysokou
energetickou hodnotu a oproti tolik vyzdvihované brokolici jsou v nasich podminkach
péstitelsky méné naro¢né. V poslednich letech vyslo par studii o GLS ve vodnicich
(Brassica rapa var. rapa). At uz jde také o analyzu, jaké GLS jsou v tomto druhu
zastoupeny nejvice (Lee et al., 2013) nebo studie zjist'ujici nové pozitivni G¢inky na lidské
zdravi (Jeong et al., 2015). Dfive nez byla provedena samotna kvantifikace, byla
provedena identifikace GLS v rostlinném materialu. V tufinech a vodnicich bylo
nalezeno vSech osm studovanych GLS (glucobrassicanapin, glucobrassicin, glucoerucin,
gluconapin, glukonasturtiin, glucoraphanin, progoitrin i sinigrin). Lee et al. (2013)
pozitivné identifikovali navic i glukonapoleiferin, glukobetherin, hydroxyglukobrassicin,
methoxyglucobrassicin a neoglukobrassicin. OvSem v ramci studie neidentifikovali
oproti nam sinigrin a glucoraphanin. VVzhledem k pozitivni identifikaci v§ech GLS, nebyl

vybran ani jeden jako vnitini standard. Kvantifikace GLS byla tedy provedena za externi
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kalibrace, stejné jako v jinych pfipadech (Lee et al., 2013). Ale vzhledem k tomu, ze GLS
je veliké mnozstvi, v nekterych pracich se objevily moznosti kvantifikace za interni

kalibrace. Naptiklad He et al. (2012) vyuzili jako vnitini standard glucotropaleoin.

Nakonec byla provedena samotna kvantifikace GLS v jednotlivych genotypech tuiinu a
vodnic. Rozmezi hodnot koncentraci se pohybovalo u vodnic mezi 0,08 a 16,72 pmol/g,
u tufind 0,04 a 18,84 umol/g. Kdyz byly porovnany vysledky obecné mezi tufiny a
vodnicemi na zaklad¢ jednotlivych koncentraci, je na prvni pohled vidét, ze vétsi
mnozstvi GLS je vétSinou v genotypech tufinu. Navic u genotypii vodnice nebyl
kvantifikovan glucoraphanin. Na zdkladé¢ téchto vysledki by se dalo ptedpokladat, ze
m¢li k dispozici pouze dva genotypy — Croppa a Aspin, pficemz pouze u odrudy Croppa
byla moznost kvantifikace GLS za oba hodnocené roky. Pti kvantifikaci tufind, byly
vysledky velmi rozmanité, coZ potvrzuje tvrzeni, ze obsah GLS v rostliné ovliviiuje jeji
geneticka vybava. Cartea et al. (2012) se ve své studii zabyvali mnozstvim GLS v listech
jednotlivych odrud tufinu. Hodnoty koncentrace vyjadieny na suchou hmotu (DW) se
pohybovaly v rozmezi 9,7 a 47,2 umol/g. Za nejvice obsazeny GLS v listech tufinu
povazovali gluconapin. V naSem piipad€, je ale celkova koncentrace GLS v bulvé
mnohem mensi. Stejné tak, nelze urcit gluconapin jako dominantni GLS. Jeho hodnoty
koncentrace jsou napfi¢ odridami spiSe primérné. Vyssi hodnoty koncentrace GLS
Vv tufinovych listech jsou popsany 1 jinymi autory (Francisco et al., 2011). Tato skute¢nost
podporuje jiz vyi¢ené zakonitosti ohledné riizné koncentrace GLS v riiznych ¢astech

rostlin (Velisek a Hajslova, 2009).

Dle Francisco et al. (2011) jsou koncentrace alifatickych GLS ovlivnény vyhradné
genotypem, a naopak hlavni vliv pro mnozstvi indolovych GLS tvoii podminky prostfedi.
Na zakladé naSich vysledkd, se ale s timto tvrzenim nedé zcela souhlasit. Nebot’ v ramci
dvou let, je jasné, ze podminky prostiedi byly alespon trochu odlisné. OvSem variabilita
u indolového glucobrassicinu v ramci jedné odridy za dva roky je mnohem mensi nez
variabilita mezi riznymi odriidami. Ale z celkového pohledu v ramci méteni za obdobi
dvou let, jsou rozdily patrné. Tudiz lze potvrdit, Ze koncentrace GLS v rostling je kromé
genetiky zavisla i na podminkach prostiedi. Bohuzel ale nelze najit celkovy trend pro

vSechny GLS, z kterého by se mohly vyvozovat konkrétni zavéry. V tomto ohledu by

vvvvv
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prace nebylo mozné. Ale na zakladé zjisténych vysledku je ziejmé, Ze kromé genetického
vlivu a podminek prostfedi ovliviiuji mnozstvi GLS 1 jiné faktory, naptiklad bioticky

stres.
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6. Zavér

V této diplomové praci jsou predlozeny vysledky studia GLS v brukvovité zelening.
Prvnim cilem prace byl vyvoj vhodné metody pro analyzu GLS. Na zaklad¢ literatury
byla vyuzita metoda ultra-vysokou¢inna kapalinova chromatografie s tandemovou
hmotnostni detekci (UHPLC-MS/MS). Nejprve byly testovany 2 typy kolon, pficemz
byla vybrana kolona CSH, kterd separovala Iépe. Podminky separace byly
optimalizovany na zakladé¢ tii riznych koncentraci kyseliny mravenci v mobilnich fazich.
Dale byly optimalizovany podminky detekce: kolizni energie, kapildrni napé€ti a napéti na
vstupu. Metoda UHPLC-MS/MS byla validovana zejména na zaklad¢é linearity a limitu
detekce LOD a limitu kvantifikace LOQ. Ovéfena byla i presnost Vv ramci dne
(opakovatelnost) a reprodukovatelnost v ramci 14 dni. Pomoci této validované a
optimalizované¢ metody jsme se Vramci diplomové prace snazili o charakterizaci
genotypl tufinu a vodnic vypéstovanych v roce 2015 a 2016 na zékladé zastoupeni
jednotlivych GLS (RAPH, PRO, SIN, NAP, CAN, ERU, BRA, NAS). GLS v realnych
vzorcich byly identifikovany na zékladé shody retencnich Cast a hlavnich fragmentt
s autentickymi standardy. Vzhledem k pozitivni identifikaci vSech GLS, byla provedena
kvantifikace za externi kalibrace. Pfi porovnani zjisténych hodnot koncentrace na suchou
hmotu mezi tufiny a vodnicemi, bylo zjisténo, ze v tufinech je mnozstvi GLS vétsi. Pri
porovnavani jednotlivych odriid mezi sebou, nebyla zadna na zakladé¢ méteni v ramci
dvou let, shleddna jako vyrazné¢ GLS bohatSi. GLS sinigrin, ve vétSin€ vzorkd nebyl
prokdzan vibec, pouze u nékterych vzorkl byla prokdzana pfitomnost ale bez moZnosti
kvantifikace. Hodnoty koncentraci pii srovnani roku 2015 a 2016 nevykazuji
jednoznaény trend, z kterého by se daly vyvozovat konkrétni zavéry. Je ale naprosto

jasné, ze mnozstvi GLS zavisi nejen na genetice ale i na podminkach prostredi.
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7. Seznam zkratek

AVG
BRA

CAN

CSH

DNA

DW

ERU

FTIR
GC-MS
GLS
HPLC
HSS
LC-MS
LDL

LOD

LOQ

MS

NAP

NAS

PRO
RAPH
RSD
SD,STDEV
SIN

SRM

TFA
UHPLC-MS/MS

pramérna hodnota
glucobrassicin
glucobrassicanapin

Charged Surface Hybrid
deoxyribonukleova kyselina
sucha hmotnost

glucoerucin

infracerveny detektor s Fournierovou transformaci

plynova chromatografie s hmotnostni detekci

glukosinolat

vysokouéinna kapalinova chromatografie

High Strength Silica

kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

nizkodenzitni lipoprotein
limit detekce

limit kvantifikace
hmotnostni spektrometrie
gluconapin

gluconasturtiin

progoitrin

glucoraphanin

relativni smérodatnd odchylka
smérodatnd odchylka
sinigrin

Selected reaction monitoring
kyselina trifluoroctova

ultra-vysokoucinna kapalinova
s tandemovou hmotnostni detekei
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Priloha
Podklad pro piipravu na vyuku.
Téma: Analytické metody: Chromatografie
Predmét: Chemie
Ro¢nik: 3.
Vyukové cile:
1. Zék zafadi chromatografii mezi separaéni metody.
2. 74k definuje separaéni metody.
3. Zak vysvétli princip chromatografie.
4. 74k vyjmenuje zakladni typy chromatografie.

Kli¢ové kompetence:

Kompetence k uéeni — zak operuje s odbornymi pojmy, samostatné pozoruje vysledky a

vyvozuje zavery experimentu

Kompetence komunikativni — zak se vyjadiuje souvisle, reaguje na nazory spoluzakt

Analyza prekonceptii:
1. Jak délime analytické metody?
2. Co zkoumaji kvalitativni metody?
3. Co zkoumaji kvantitativni metody?
Zakladni terminy: separace, chromatografie, mobilni a stacionarni faze,
chromatogram, retencni ¢as, pik
Vyucovaci metody, organizacni formy vyuky, prace s ucebnici ¢i pracovnimi listy:
Informaéné receptivni metoda vyuky
Nézorn€¢ demonstra¢ni metoda vyuky
Hromadna forma vyuky
Prurezova témata: environmentalni vychova
Mezipfredmétové vztahy, mozZnosti integrace uciva: biologie
Motiva¢ni momenty vyuky: experiment
Materidlni didaktické prostiedky — pomiicky: kadinka, filtrani papir, fixy, voda
Pouzité zdroje:
Wilkes A (1990) Moje prvni knizka pokusy. Dorling Kindersly Limited, London. 48 s.
Klouda P (2003) Moderni analytické metody, Nakl. Pavel Klouda, Ostrava. 132 s.



Strukturovany obsah uciva:

ANALYTICKE METODY

Kvantitativni analyza
e instrumentdlni metody
e separacni metody (chromatografie)
e optické metody (spektrofotometrie, polarimetrie)

o clektrochemické metody (polarografie, potenciometrie)

Separacni metody — oddé€leni slozek smési
Chromatografie — déleni smési na zakladé 2 nemisitelnych fazi
e nepohyblivé stacionarni faze

e pohybliva mobilni faze

Princip metody: Vzorek je unasen mobilni fazi pies fazi stacionarni. N&které slozky
vzorku mohou byt stacionarni fazi zachyceny, jejich pohyb se zdrzi. Na zaklad¢ této

skute€nosti se jednotlivé slozky vzorku separuji.

Zakladni pojmy:
e retencni Cas = zpozdéni slozek vzorku oproti mobilni fazi
e chromatograf = pfistroj k chromatografii

e chromatogram = zdznam z chromatografu (piky)

Rozdéleni chromatografie:
podle skupenstvi mobilni faze
e plynové chromatografe GC
e kapalinova chromatografie LC
podle uspotadani stacionarni faze
e kolonova
e plosna: papirova
podle principu separace
e rozdélovaci

e adsorbéni



Experiment:

Pomiicky: kadinka, 1zicka, filtracni papir, barevné fixy
Chemikalie: voda, kuchyniska stl

Pracovni postup:

e do kadinky nalijeme trochu vody (asi do 2cm)

e do vody vmichame ptl 1zicky soli

e na Ctverec filtraéniho papiru ve vySce 4 cm od spodniho okraje udélame
barevnymi fixami nékolik skvrn

o filtraéni papir stoc¢ime teCkami dovnitt a vlozime do kadinky

Vysledek: Vsakovanim vody do filtraéniho papiru se rozpousti inkoust ve skvrnach a je
unaSen vzhiru. RGzna barviva se pohybuji ruznou rychlosti a dochazi tedy k jejich

odd¢leni. Ve vysledku je mozné pozorovat pestrobarevné pruhy.



