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Abstrakt

Flavonoidy se v soucasné dob¢ stale vice dostavaji do popredi zajmu nejen
védecké obce, ale také vetejnosti. Byly shledany jako velice piinosné v oblasti
prevence vzniku kardiovaskularnich, pfipadné nddorovych onemocnéni. Déle u nich

byly prokazany antioxidacni, antialergické nebo protizanétlivé Gcinky.

V této bakalarské praci byly zkoumany obsahy latek, konkrétné kvercetinu,
kemferolu, morinu, myricetinu, apigeninu a luteolinu, pomoci metody HPLC.
K analyze byl vybran lyofilizovany material ¢tyt odrad asijské listové zeleniny Celedi
brukvovitych: Namenia, Sagami, Golden Lion a Tatsoi. Vsechny vzorky byly
pestovany V jarnim a podzimnim osevu. Byly stanoveny pouze dva ze sledovanych

aglykont, a to kvercetin a kemferol.

Nejvyssi obsah celkového kvercetinu byl zaznamenan v podzimnim osevu
Namenie 1360 mg/kg susiny, obsah celkového kemferolu 1300 mg/kg susiny v odrudé
Golden Lion, rovnéz pifi podzimnim osevu. Pii piepoctu na Cerstvou hmotu byly
nejvyssi koncentrace obou aglykoni naméfeny u Namenie pii podzimnim osevu.
Mnozstvi kvercetinu bylo stanoveno 157 mg/kg cerstvé hmoty, zatimco obsah

kemferolu 114 mg/kg Cerstvé hmoty.

Klicova slova: brukvovité, listova zelenina, flavonoidy, kvercetin, kemferol, HPLC



Abstract

Flavonoids are now increasingly coming to the forefront of interest not only
from the scientific community but also of the public. They were found to be very
beneficial in the field of prevention of cardiovascular or cancer diseases. In addition,

they have proven to have antioxidant, anti-allergic or anti-inflammatory effects.

In this bachelor ‘s thesis, the contents of substances, namely quercetin,
kaempferol, morin, myricetin, apigenin and luteolin, were investigated using HPLC
method. Lyophilized material of four varieties of Asian leafy vegetable from the
cruciferous family was selected for analysis: Namenia, Sagami, Golden Lion and
Tatsoi. All samples were grown in spring and autumn sowing period. Only two of the
monitored aglycones, quercetin and kaempferol, were determined.

The highest content of total quercetin was registered in the autumn sowing
period of Namenia 1360 mg/kg of dry matter, the content of total kaempferol
1300 mg/kg of dry matter in the Golden Lion variety, also in autumn sowing period.
After conversion to fresh mass, the highest concentrations of both aglycones were
measured in Namenia during autumn sowing period. The amount of quercetin was
determined to be 157 mg/kg of fresh weight, while the kaempferol content was

114 mg/kg of fresh weight.

Key words: Brassicaceae, leafy vegetable, flavonoids, quercetin, kaempferol, HPLC
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. Uvod

Listova zelenina je specifickou skupinou rostlin nalezici do riznych
botanickych celedi, jejichz spole¢nym pojitkem je vyuziti v syrové podobé
do nejrizngjSich salatd. Vzhledem k jejimu nizkému energetickému obsahu je
oblibenym doplitkem kazdodenni stravy. Nékteré obsahové latky, zejména rostlinné
polyfenoly, maji intenzivni antioxida¢ni ucinky a mohou pfispét k prevenci
civiliza¢nich onemocnéni, jako jsou kardiovaskularni onemocnéni nebo rakovina.
Tradi¢ni sortiment listové zeleniny se v posledni dobé€ rozsituje a na trh se i k drobnym
péstiteliim dostavaji druhy rostlin, které nejsou v nasich podminkach pfili§ znamé.
Mnoho neobvyklych druht této zeleniny pochdzi predevsim z asijskych lokalit, kde

jsou vyuzivany v mistni gastronomii.

Cilem této bakalatrské prace bude zjistit obsah vybranych fenolickych latek,
zejména flavonoidi a fenolickych kyselin ve vybranych méné znamych druzich listové

zeleniny vypéstované v mistnich podminkéch.



Il. Literarni prehled

1. Listova zelenina

Listova zelenina je zelenina, jejiz konzumni ¢ésti jsou listy nebo stopky. V této
praci jsem se zabyvala predev§im zeleninou z ¢eledi brukvovitych (Brassicaceae).
Jedna se o pomérné¢ velkou skupinu dvoudéloznych rostlin, z nichz je vétSina zastupct
fazena mezi byliny. Jsou rozsifené po celém svété, predevsim v mirném pasu, hojné
se nachazeji v kvétené Ceské republiky. Celkové zahrnuji pies &tyfi tisice druht
ve 372 rodech. Mezi nejznaméjsi zastupce patii naptiklad penizek rolni, kokoska
pastusi tobolka, husenicek rolni, hot¢ice polni nebo cesnacek 1ékarsky. Do této Celedi
mimo jiné nalezi také vyznamné zeméd¢€lské plodiny jako kapusta, rizickova kapusta,
kvétak, brokolice, zeli, pekingské zeli, kien, fedkev nebo fepka (VALfCEK P. et al,
2002).

Byvaji také péstovany jako okrasné rostliny ¢i skalnicky a sviij vyznam si nasly
také v prirodni medicin€é. Mezi charakteristické obsahové latky nalezi zejména sirné
glykosidy zvané glykosinolaty, které zpiisobuji Stiplavou chut’ brukvovitych rostlin
(ANJUM N. A. et al, 2012).

Rostliny z celedi brukvovitych jsou pievazné jednoleté, dvouleté, nebo
vytrvalé byliny s ctyicetnymi, vétSinou oboupohlavnymi a pravidelnymi kvéty,
nejcastéji Zlutého, bilého ¢i purpurového zbarveni, tvofici hroznovitd kvétenstvi —
hrozen, chocholik, lata. Kalich i koruna jsou slozeny ze ¢tyt volnych listkd, v kvétu
lze nalézt 6 ¢tyfmocnych ty€inek usporadanych ve dvou kruzich, jez jsou typickym
znakem této Celedi, dale semenik, srostly ze dvou plodolistt, ktery miize byt svrchni,
ptisedly, ¢i stopkaty a nektarové Zlazy, zvané medniky, jejichZ stavba, pocet a uloZeni
prispiva k rozliSovacim znakim brukvovitych. U mnoha zastupcii je vyvinuta
ptizemni ruzice listl. Maji jednoduché, sttidavé uspotadané listy s celistvou az silné
¢lenénou Cepeli a charakteristické plody, zvané sesule (AL-SHEHBAZ I. A., 2012).
V jejich zakladnich pletivech se nachazi tvarove odlisné bunky, zvané idioblasty, které
obsahuji enzym myrosinasu (jinak také myrosinové buiiky), jez ve vodném prostiedi
Stépi glykosidy sousednich bun€k. Pti této reakci vznikaji kromé glukosy a siranu
draselného v kyselé formé také hoici¢né silice, charakteristické svym Stiplavym

zapachem a ostrou chuti (SMITH N. et al, 2004).



Listova zelenina zahrnujici salat, zeli, Spenat, kapustu, brokolici nebo
hof¢icnou zeleninu se vyznacuje nizkym obsahem kalorii, vysokym obsahem
vladkniny, mineralii, dale v nich mizeme najit bilkoviny a vitaminy (SEONG G.-U.

et al, 2016).

Obrazek 1. Kvétni diagram rodu Brassica (zdroj: wikipeda.org)

Kvétni vzorec rodu Brassica: § K2+2 C4 A2+4 G(2)
1.1. Brukev iepak (Brassica rapa)

Brukev fepdk je rostlina patfici do celedi brukvovitych. Sklada se
z rozmanitych, Siroce péstovanych druhtt zahrnujicich vodnici (Brassica rapa
rapifera), pekingské zeli (Brassica rapa ssp. pekinensis), cinské zeli
(Brassica rapa ssp. chinensis), namenii (Brassica rapa var. rapa), tatsoi (Brassica
rapa ssp. rosularis) a olejnodarnou rostlinu brukev fepak olejny (Brassica rapa
oleifera), jejichz charakteristika a vlastnosti budou vypsany v nasledujicich
podkapitolach. Vyuziva se jednak jako konzumni zelenina, jednak i jako krmivo
pro dobytek, a to pifevazné vodnice. Jedna se o nenaro¢nou rostlinu, kterou lze bez

obtizi péstovat i v chladnéjsich oblastech (STACE C. A., 1997).
1.1.1. Namenia (Brassica rapa var. rapa)

Namenia je velmi chutnd a robustni listovd zelenina pochazejici z Ciny
a Japonska. Ma dlouhou vegetacni dobu a velmi dobie snasi chlad. Je velice podobna
mizung, avSak nema tolik oddélené listy. Pro svou riznorodost barev a textur je idealni

pro piipravu michanych salatt. Jeji listy maji stfedné az svétle zelenou barvu a jemné

pikantni chut (TAMAR ORGANICS, 2018).
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Obrazek 2. Namenia (zdroj: doc. Ing. Eva Daddkova, Ph.D., katedra aplikované chemie, 2018)

1.1.2. Pak Choi/Brukev ¢inska (Brassica rapa ssp. chinensis)

Pak Choi, mimo jiné znama také pod nazvem Bok Choy nebo ¢insky mangold,
je rychle rostouci jednoleta asijska zelenina S charakteristickymi vlastnostmi, jez
ji vycleniuji od mnoha ostatnich druht orientalni listové zeleniny. Jedna se o dulezitou
plodinu diky vyjime¢né odolnosti vici chladu (TANG J. et al, 2013). Byva casto
zaménovana za pekingské zeli (Brassica rapa ssp. pekinensis), piestoze rozdil je
zfejmy na prvni pohled. Zeli pekingské je tvotenou pevnou hlavkou kuzelovitého tvaru
a jeho listy nemaji fapiky, zatimco ¢inské zeli netvofi hlavku, ale rozevienou listovou
ruzici, ze které vybihaji bilé, zlabkovité a kifupavé stonky s tmaveé zelenymi fapikatymi
listy 1Zzickovitého tvaru. Stonky jsou velmi chutné a §tavnaté, listy maji jemnou chut.
Ptestoze jeji listy mohou byt konzumovany za syrova, ¢astéjsim zptisobem tUpravy je
smazeni (TAMAR ORGANICS, 2018).
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Obrazek 4. Odrida Golden Lion (zdroj: doc. Ing. Eva Daddkova, Ph.D., katedra aplikované chemie, 2018)

1.1.3. Tatsoi (Brassica rapa ssp. rosularis)

Tatsoi je rovnéz listova zelenina piivodem z Ciny. Objevuji se i jiné nazvy,
jako ,,spinach mustard*, ,,spoon mustard“ (CHOI Y. J. et al, 2012) nebo ,,rtzicova
pak choi®, nebot’ jeji tmavé zelené 1zi¢kovité listy a dlouhy duty bily stonek utvaieji
mohutnou ruzici. Nejcastéjsi zpisob konzumace je za syrova Vv riznych michanych

salatech, ale muZeme se setkat také se smazenou formou (CREASY R., 1999).
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Obrazek 5. Tatsoi (zdroj: doc. Ing. Eva Daddkovad, Ph.D., katedra aplikované chemie, 2018)

1.2. Podminky péstovani brukvovité zeleniny

Listova zelenina z ¢eledi brukvovitych je fazena do kategorie rostlin kratkého
dne (tzv. kratkodenni). To znamena, Ze pii zkracovani dne do takové meze, jez je dana
jejich pottebou k ziskani energie pifi fotosyntéze, urychluji svij nastup
do rozmnoZzovaci (generativni) faze (SETLIK I. et al, 2004). ProtoZe se p&stuje pouze
pro listy, vyplyva z této skutecnosti fakt, ze ma kratkou vegetacni dobu a tzv. vybihani
do kvétu je u ni nezddouci. Z tohoto diivodu je nejvyhodnéjsi zasévat az ve druhé
poloving Cervence nebo v srpnu, kdy se zkracuje den. V ptipadé jarniho vysevu je
nutné rostliny opakované sefezavat (ABECEDA ZAHRADY, 2019).

Tyto druhy zeleniny maji pomérné chudy a slaby kofenovy systém, proto je
potieba je péstovat na dobie hnojenych pudach s dostatkem rychle dostupnych zivin
a vy$s8im pH. Dulezita je rovnéz dostatecna zavlaha, ale ne moc podmaceny terén.
Vysévaji se do fadki na vzdalenost piiblizné 40 centimetr(, po dvou seminkach a do
hloubky zhruba jeden centimetr. Po vzejiti se dle odridy jednoti na vzdalenost
25 az 40 centimetri. Vegetacni doba se pohybuje od tiech do jedenacti tydnt. Velikou
vyhodou je pomérné vysoka chladuvzdornost, u nékterych druhti dokonce odolnost

viigi kratkodobym mrazikim (IRECEPTAR, 2016).
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2. Rostlinné polyfenolické latky

Polyfenolické latky nebo také polyfenoly jsou skupinou chemickych sloucenin,
které jsou obsaZzeny v rostlinach. Je pro né charakteristicka pfitomnost minimalné
dvou fenolovych jednotek v molekule. Polyfenoly byvaji obecné déleny
na lignany, hydrolyzovatelné tanniny neboli tiisloviny a flavonoidy. Toto ¢lenéni je
odvozeno od variant polyfenolické jednotky vychazejicich ze sekundarniho

metabolismu rostlin, ale také z vyznamu jednotlivych zakladnich komponent.
2.1. Flavonoidy

Flavonoidni latky neboli flavonoidy jsou soucasti velmi rozsahlé skupiny
polyfenolickych sloucenin, které jsou obsazeny piedev§im Vovoci a zelening.
Doposud bylo nalezeno vice nez deset tisic riznych struktur téchto latek, jez se déli
do n¢kolika skupin. OvSem pocet se stale zvySuje dusledkem nélezt dalSich struktur
hlavné ve vyssich rostlinach, které jsou jejich nejrozsifenéjsim zdrojem (AGATI G.
et al, 2012). Nejvétsi podil flavonoidi se vyskytuje v nadzemnich ¢astech (semena
a plody, kvéty, listy nebo kulra), nicméné¢ nezanedbatelné mnozstvi lze nalézt
1 u nékterych ¢asti podzemnich, konkrétn€ v hlizach kuchynské cibule
(ORTEGA-GARCIA J. et al, 2015). Zfidka se vyskytuji jako volné latky, nazyvané
aglykony, cast&ji pak ve formé glykosidi, acylovanych glykosida, pfipadné jako
polymery.

Zéakladni struktura vétSiny flavonoida je odvozena z flavanu. Zpravidla se
jedna o molekulu dvou benzenovych kruhtt A a C, spojenych tfiuhlikovym fetézcem
v usporadani Ce-C3-Ce, 0dvozenou od kyslikaté heterocyklické slouceniny zvané
2H-chromen. Tento typ sloucenin se téz nazyva 1,3-diarylpropanoidy. Vsechny tii
kruhy jsou bézné substituovany bud’ hydroxyskupinami, nebo methoxyskupinami
(FORMICA J. V., REGELSON W., 1995; VELISEK J., HAJSLOVA J., 2009b).

/

Obrazek 6. Struktura 2H-chromenu Obrazek 7. Struktura flavanu
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Podle substituenti na tiiuhlikovém fetézci a miry jeho oxidace rozdélujeme
flavonoidy do nasledujicich skupin (struktur): flavony, flavanony, flavonoly
(dihydroflavony),  flavanoly  (flavan-3-oly),  flavanonoly,  anthokyanidiny
a leukoanthokyanidiny (flavan-3,4-dioly). V nékolika malo piipadech se mizeme
setkat i s variantou Sesti¢lenného heterocyklického kruhu B, ktery mtize byt nahrazen
heterocyklickym kruhem s péti uhliky, nebo otevienou formou. Tyto strukturné
ptibuzné latky rozeznavame na chalkony, dihydrochalkony a aurony.
V piipadé, Ze je kruh B spojeny s kruhem C v poloze tietiho uhliku, rozdélujeme
flavonoidy na isoflavonoidy (odvozené od isoflavanu) a neoflavonoidy, které jsou
odvozené od neoflavanu (VELISEK J., HAJSLOVA J., 2009b).

Protoze se svymi vlastnostmi znacné liSi od ostatnich fenolickych barviv,
uvadéji se flavonoidy jako samostatnd skupina rostlinnych pigmenti. Mezi dalsi
rostlinné fenoly mtizeme zaradit napiiklad chinoidni barviva nebo pfirodni toxické
latky (VELISEK J., HAJSLOVA J., 2009b).

Jako ptirodni rostlinna barviva jsou dulezité jen nékteré flavonoidy, dalsi jsou
vyznamné svymi biologickymi G¢€inky nebo pro svoji chut’ (hotké a trpké latky
¢1 jejich prekurzory). Diive byly déleny podle své barvy na cervené az modré
anthokyany (anthokyaniny) a ZIuté anthoxanthiny. Nazvy byly utvofeny z feckych
slov anthos (kvét), cyaneos (modry) a xanthos (zluty). Podle latinské terminologie
flavus (zZluty) se dodnes pouzivaji nazvy flavoni a dalSich Zlutych flavonoidi

(VELISEK J., HAJSLOVA J., 2009b).
2.1.1. Flavony

Flavony patii spole¢né s flavonoly k nejrozsifengj$im zlutym pigmentim
rostlin. Jedna se o silné rostlinné antioxidanty poukazujici na svou antikarcinogenni
aktivitu. Mezi nejvyznamngjsi zastupce flavonu substituovanych hydroxyskupinami
fadime apigenin a luteolin. Naopak z methoxyderivatd je hojny limocitrin nebo
tangeretin, které se vyskytuji v citrusech.

Nejvyznamnéjs$i nalezy flavonii indikujeme v celeru, petrzeli, chmelu ¢i
V pSenici. V malém mnozstvi je 1ze pozorovat i v ovoci a zeleniné (WELCH C. R.
et al, 2008).
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Obrazek 8. Zakladni struktura flavonii

2.1.1.1.  Apigenin

Apigenin je zluta krystalicka latka bohaté obsazena v petrzeli, celeru, maté
peprné nebo hefmanku. Jednd se o pfirodni antioxidant, ktery ma podle poslednich
vyzkumu (SHUKLA S., GUPTA S., 2010) blahodarné a¢inky pro lidské télo. Pusobi
predevsim jako prevence pfed vznikem nddorovych onemocnéni, proti zanétim,

alergiim, ale také astmatu. V minulosti se mimo jiné pouzival i k barveni viny
(PATEL D. et al, 2007).

0OH

HO 0 o

OH O

Obrdazek 9. Apigenin

2.1.1.2. Luteolin

Luteolin je také zluta krystalicka latka, ktera ma rovnéz antikarcinogenni
a protizanétlivé Ucinky. Nachazi se v kofeni, jako naptiklad chilli, tymian, bazalka,
rozmaryn, dale v citrusech, celeru, brokolici, cibuli a v ¢erném ¢aji (KARAKAYAS.,
NEHIR S., 1998).

OH
OH

HO 0 L

OH o

Obrazek 10. Luteolin
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2.1.2. Flavanony

Flavanony jsou pomérné¢ malo rozsifené latky s minimalnim vyznamem. Maji
bezbarvé az svétle zluté zbarveni. Vyskytuji se prevazné v citrusovych plodech.
NejvyznamnéjS$imi zastupci této skupiny jsou aglykony hesperetin, ktery je obsazen
Vv citronech a pomerancich a naringenin, jez se vyskytuje v grapefruitech. Co se
glykosidu tyce, nejzastoupenéjsimi barvivy jsou hesperidin (hesperetin-7-rutinosid),
naringin  (naringenin-7-neohesperidosid) a sakuranin (sakuranetin-5-glukosid)
(VELISEK J., HAJSLOVA J., 2009b).

o

Obrazek 11. Zakladni struktura flavanonii

OH
= 0-CHs = OH
HO G“‘x.o*‘“ T HO D“‘x =
OH 0 OH o}
Obrdzek 12. Hesperetin Obrdzek 13. Naringenin

2.1.3. Flavonoly

Flavonoly jsou dilezita Zluta barviva podobna flavoniim, ale maji navic
ptipojenou hydroxylovou skupinu na tfiuhlikovém fetézci (obr. 14). Hlavnimi
formami jsou O-glykosidy, aglykony se vyskytuji v pomémé malém mnozstvi.
K nejrozsitenéjsim flavonoliim patii bezesporu kvercetin, dale kemferol a myricetin,
z nichz jsou nejvice rozsitené glykosidy prvnich dvou zminénych latek. Nejcastéjsimi
cukernymi slozkami mohou byt glukosa, rhamnosa, nebo galaktosa. Jako piiklady
muzeme uvést isokvercitrin nachazejici se v bortivkach nebo spiraein, jez muze byt
nalezen v kastanech a slupkach cibule. Hojné se rovnéz vyskytuje rutin,
kvercimeritrin, populnin a myricitrin. Kromé ovoce a zeleniny se vétsi mnozstvi

flavonold a jejich glykosidti nachazi v ¢aji (VELISEK J., HAJSLOVA J., 2009b).
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Obrazek 14. Zakladni struktura flavonolit

2.1.3.1. Kemferol

Kemferol nebo také kaempferol je rovnéz zluté zabarveny antioxidant, ktery
inhibuje oxidaci lipoproteintl, a tim preventivné plsobi proti arterioskler6ze. Rovnéz
ucinkuje proti oxidacnimu poskozovani DNA, bun¢k nebo lipidi. Hojné se vyskytuje
napt. v citrusovych plodech, boriivkach, brokolici, cibuli, pérku a v ginkgo bilobé

neboli jinanu dvoulaloéném (DEVI K. P. et al, 2015).

HO 0 L

OH 8]

Obrazek 15. Kemferol

2.1.3.2. Kvercetin

Kvercetin, v zahrani¢nich zdrojich quercetin, ma jako jeden z nejrozsifenéjsich
a nejucinnéjSich flavonoidl Siroké spektrum Ucinki, kterymi pomahé bojovat proti
riznym druhim nemoci. JakoZto silny antioxidant plsobi proti zanétim, proti
kardiovaskularnim onemocnénim, jako je naptiklad trombdza nebo aterosklerdza, dale
bojuje proti bakteriim a virim, astmatu nebo alergickym reakcim, kdy tlumi
uvoliovani histaminu z bun€k. Zabranuje dokonce i ristu nékterych rakovinotvornych
bunék (CELOSTNI MEDICINA, 2017).

Nejbohat$im zdrojem kvercetinu jsou zelené a barevné ¢asti rostlin, jako listy
a plody, které¢ se b&€zn¢ konzumuji. Jako ptiklady miizeme uvést Cervené vino
(4-16 mg/kg), cajové listky — Cerny nebo zeleny ¢aj (10-25 mg/kg), jablka
(21-72 mg/kg), kapustu (100 mg/kg) a cibuli (300 mg/kg). Vsechny zminéné
hmotnosti jsou pfepocteny na ¢erstvou hmotu (ERLUND 1., 2004). Velikou vyhodou

je, ze obsah flavonoidii zistava i po tepelné upraveé ¢i po zmrazeni neménny.
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Obrazek 16. Kvercetin

2.1.3.3.  Myricetin

Myricetin je sloucenina Zzlutého zbarveni rozpustna v alkoholu, ktera je
obsazena Vv jahodach, ¢aji, Cerveném vin¢ a také v zelening€. Snizuje obsah cholesterolu
v krevnim fecisti a je také vysoce uéinny v 1é€bé priijmu, horecky nebo uplavice.

Plisobi mimo jiné i proti leukemickym buinkam (SEMWAL D. K. et al, 2016).

OH

EMDH

HO 8] L O

OH O
Obrdzek 17. Myricetin

2.1.3.4. Rutin

Rutin, systematicky kvercetin-3-p-rutinosid, je nejvyznamnéj$i derivat jiz
zminéného kvercetinu, ktery se fadi mezi bioflavonoidy a je Zlutého az Zlutozelené¢ho
zbarveni a vyskytuje se ve formé jehlickovitych krystalki (CELOSTNI MEDICINA,
2017). V minulosti byl oznacovan jako vitamin P, jelikoZ se vyznacuje pozitivnim
ucinkem na permeabilitu a pruznost krevnich vlasecnic. Rovnéz byly u této latky

Hojné se vyuzivd ve farmaceutickych produktech a doplicich stravy,
predev$im diky schopnosti zvys$it hladinu kyseliny askorbové (vitaminu C)
v zivocisSnych orgéanech. S dalSimi flavonoidy slouZzi jako ochrana pied jeji oxidaci
katalyzovanou ionty kovi, predeviim Cu?* a Fe** (VELISEK J., HAJSLOVA J,,
2009b).
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Nachazi se pfedevsim v citrusovych plodech, jablkach a zelenin€, vyjimkou
ovSem neni ani ¢erny ¢aj nebo pohanka, ve které se vyskytuje nejvy$si mnozstvi

(CELOSTNI MEDICINA, 2017).

e OH
HO o T | 0H
|
rutinosa

OH O
Obrazek 18. Rutin

2.1.4. Flavanoly

Flavan-3-oly se nachazeji ve dvou podobach, a to bud’ v monomerni podobé
jako katechiny, nebo v polymerni podob¢ jako proanthokyanidiny. Strukturalni vzorce
flavanoll vychazeji ze struktury flavanu, jedinym rozdilem je ptipojena hydroxylova
skupina na tfiuhlikovém fetézci. Molekuly flavanold tvofi takzvané
proanthokyanidiny, jejichz struktura se velmi podoba anthokyanidintim, S vyjimkou
kladného naboje, ktery se nachazi pouze u jiz zminénych anthokyanidint
(HIGDON J. V., FREI B., 2003).

I
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Obrazek 19. Zdkladni struktura flavanolu

2.1.4.1. Katechiny

Katechiny a jejich u¢inky jsou jiz velmi dobfe prozkoumané.
K nejvyznamnéj§im patii prevence proti arteriosklerdze, nebot katechiny snizuji
hladinu cholesterolu, dale snizuji krevni tlak a pulsobi i proti rakovinotvornym
bunikam. Nejhojnéji se nalézaji v ovocnych plodech, jako jsou jablka, hrusky, broskve,
meruiiky, hroznové vino, ale také v ¢aji nebo kakau (MANACH C., DONOVAN J. L.,
2004). V mnoha studiich bylo prokazano, ze konzumace zeleného ¢aje snizuje riziko
vzniku rakoviny jicnu, snizuje nebezpeci mutagennich pochodil v organismu, ale také

pusobi preventivné proti vzniku zubniho kazu tak, ze tlumi aktivitu prvoka v tstech.
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Mezi zakladni stavebni jednotky téchto bezbarvych latek se krom¢ katechinu

dale tadi epikatechin, gallokatechin a epigallokatechin (HIGDON J. V., FREI B.,

2003).

Obrazek 20. Katechin

0H
. OH
HO Oy OH
0H
0H

Obrazek 22. Gallokatechin

2.14.2.

Proanthokyanidiny jsou dimery, oligomery ptipadné i polymery flavanold,

konkrétné katechinu. Jednotky jsou spojeny mezi uhliky C4 a C8 (obr. 24). Pouziva se

Proanthokyanidiny

P | OH
HO O oy OH
“OH
OH
Obrdazek 21. Epikatechin
OH
e OH
HO O ™ _~0H
“OH
OH

Obrdazek 23. Epigallokatechin

pro n¢ i druhy nazev, a to kondenzované tanniny (MANACH C. et al, 2004).
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Obrdazek 24. Proanthokyanidin (trimer)

2.1.5. Anthokyany a anthokyanidiny

Anthokyany, jinak nazyvané anthokyaniny, patii mezi jednu z nejpocetnéjSich
a nejrozsifengjsich skupin rostlinnych barviv rozpustnych ve vodé. Jedna se o
glykosidy aglykond, jez se nazyvaji anthokyanidiny a jejichZ struktura je odvozena od
flavyliového kationtu (2-fenylbenzopyryliovy nebo 2-fenyl-chromenyliovy kation).
Prestoze existuje sedmnéct rtiznych anthokyanidinl, v potravnim pramyslu je
vyznamnych pouze Sest sloucenin, které maji na tfiuhlikovém fetézci navdzanou
hydroxylovou skupinu. Mezi né fadime kyanidin (fialovy), pelargonidin (Sarlatovy),
peonidin (fialovy), delfinidin (purpurové modry), petunidin (purpurové modry)
a malvidin (purpurovy) (obr. 26-31) (VELISEK J., HAJSLOVA J., 2009b).

O
2 s
i

Obrdazek 25. Zakladni struktura anthokyanidinii
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Obrazek 26. Kyanidin
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Obrazek 27. Pelargonidin
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Obrazek 28. Peonidin Obrazek 29. Delfinidin
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Obrazek 30. Petunidin

OH

Obrazek 31. Malvidin

2.1.6. Leukoanthokyanidiny

Leukoanthokyanidiny, strukturné flavan-3,4-dioly, jsou bezbarvé slouceniny
podléhajici enzymovému hnédnuti, podobné jako katechiny. Pfi zpracovani ovoce
nebo zeleniny v kyselém prostiedi z nich mohou vznikat pfislusné anthokyanidiny
(VELISEK J., HAJSLOVA J., 2009b).

OH
OH

Obrazek 32. Zakladni struktura leukoanthokyanidinii
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2.1.7. Chalkony a dihydrochalkony, aurony

Chalkony, dihydrochalkony a aurony jsou vyznamné pouze jako barviva kvétu,
dfevni hmoty nebo semen lusténin, nebot’ v potravindisky vyznamnych rostlinnych
¢astech nejsou prilis zastoupeny. Nékteré chalkony byly nalezeny i v chmelovych
Sisticich. Diive byly nazyvéany anthochlory nebo také anthochlorové pigmenty. Co se
zastupct tycCe, nejcastéjSim chalkonem je butein, z dihydrochalkonti je nejvice
zastoupeny floretin a nejrozSifenéj$i aurony se nazyvaji hispidol, sulfuretin

a aureusidin (VELISEK J., HAJSLOVA J., 2009b).

o ¢ i |
. OH e
O
Obrazek 33. Zakladni struktura chalkonii Obrazek 34. Zakladni struktura dihydrochalkonii

Obrazek 35. Zakladni struktura auronii

2.1.8. Isoflavonoidy a neoflavonoidy

Isoflavonoidy a jejich derivaty byvaji nékdy oznacovany jako fytoestrogeny
(OSOSKI A. L., KENNELLY E. J., 2003). Jsou typickymi sekundarnimi metabolity
rostlin ¢eledi bobovitych (Fabaceae) (REYNAUD J. et al, 2005). Jedna se o pomérné
rozsahlou skupinu ¢itajici okolo péti tisic struktur dale délenych do nasledujicich
podskupin: isoflavony, isoflavanony, isoflavany, isoflavanoly, isoflavanchinony,
isoflav-3-eny, rotenoidy, dihydrorotenoidy, 12a-hydroxyrotenoidy, pterokarpany,
6a-hydroxypterokarpany, pterokarpeny, kumestany, kumaronochromony,
2-arylbenzofurany a 3-arylkumariny (VEITCH N., 2007). V nejvétsim mnozstvi se
vyskytuji jako aglykony v rostlinnych c¢astech jako kiira, dievo nebo kofeny

(REYAUD J. et al, 2005). Jejich obsah je ovsem ovlivnén tadou faktorti zahrnujici
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vlastnosti pudy, klimatické podminky, druh, stafi rostliny apod. (DAKORA F. D.,
PHILLIPS D. A., 1996).

Neoflavonoidy, jak jiz bylo zminéno na zacatku kapitoly, maji strukturu
odvozenou od neoflavanu, ktera byla objevena v 60. letech minulého stoleti. Tyto
slouCeniny byly izolovany z rostlin rodu Machaerium a Dalbergia, které nalezi do
¢eledi bobovitych (OLLIS W. D., 1966).

Obrazek 36. Zakladni struktura isoflavonoidii Obrazek 37. Zakladni struktura neoflavonoidii

2.2. Tanniny

Tanniny, jinak nazyvané tfisloviny, jsou fenolové slou€eniny zapficiiiujici
trpkou chut’ v potravinach rostlinného ptvodu. Clenime je do dvou velkych skupin,
konkrétné na hydrolyzovatelné tfisloviny a kondenzované tfisloviny. JelikoZ casto
vyznamnym zpusobem ovliviiuji chutové vlastnosti potravin, jsou tfisloviny
V potravinach pomérné dilezité. Mezi Zadouci vlastnosti fadime napiiklad trpkost
piva, Cervené¢ho vina, Caje nebo kavy, naopak mezi nezadoucimi vlivy je trpkost
nezralych ovocnych plodi. Dokazou reagovat s proteiny a srazet je z vodnych roztoki,
coz se uplatiluje pti poskozeni rostlinnych pletiv. V hojném mnoZstvi je 1ze nalézt

v semenech luiténin, predev§im fazoli a s6ji (VELISEK J., HAJSLOVA I., 2009b).
2.2.1. Hydrolyzovatelné tanniny

Hydrolyzovatelné tanniny je mozno dale rozdélit na takzvané gallotanniny a
ellagotanniny. Tyto slouceniny maji pomérné slozitou strukturu, nebot’ se jedna o
derivaty 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-p-p-glukopyranosy s gallovou kyselinou (obr. 38),
ktera je vazana na p-glukosu esterovymi vazbami. V pribéhu biosyntézy vznikaji
oxidaci dvou sousednich zbytkli kyseliny gallové jiz zminéné ellagotanniny

(VELISEK J., HAJISLOVA 1., 2009b).
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Obrazek 38. Kyselina gallova

Co se gallotanninti tyce, ziskavaji se z dubének pod oznalenim tfislova
kyselina nebo tannin a nalezly uplatnéni v potravinafstvi, kde se pouzivaji k prevenci
proti vzniku bilkovinnych zakalti v octu, pivé nebo viné (VELISEK J., HAJSLOVA
J., 2009D).

2.2.2. Kondenzované tanniny

Kondenzované tanniny, téz zvané proanthokyanidiny, nékdy také tannoidy.
Jejich oligomery c¢itajici 2-10 zakladnich jednotek (katechint) davaji ¢aji nebo ovoci
hotkou chut’. Vyskytuji se pfedev§im v ¢erném caji, ale také v hroznech, konkrétné

v jejich semenech (VELISEK J., HAJSLOVA J., 2009b).
2.3. Lignany

Lignany jsou polyfenolové slouceniny fazené mezi takzvané fenylpropanoidy.
Jedna se o dimery s uspofadanim Cg-C3-C3-Cs. V soucasné dob¢ je znamo pres dve sté
ruznych struktur, jez se d€li do Ctyf nésledujicich skupin: lignany, lignanolidy,
monoepoxylignany a bisepoxylignany. Patii k nejrozsifenéjSim slozkam rostlin, ve
kterych slouzi jako ochrana proti patogentiim. Mimo jiné slouZzi i jako antioxidanty,
antikarcinogenni latky a fytoestrogeny. Nalézt je mizeme napiiklad u celozrnnych
vyrobkl z obilovin, v sezamovém oleji, luSténinach, ryzi, ovoci a zeleniné¢ nebo

v ofesich (VELISEK J., HAJSLOVA J., 2009b).
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3. Analyticka separaéni metoda - HPLC

Chromatografie je jednou znejvyznamnéjSich analytickych separacnich
metod. Umoznuje jak déleni, identifikaci, tak i nasledné stanoveni velkého poctu
organickych 1 anorganickych latek. Podstatou je rozdélovani slozek mezi dvé faze,
a to fazi pohyblivou neboli mobilni a nepohyblivou (stacionarni) fazi. Pohybliva faze
vyuziva plyn nebo kapalinu, zatimco nepohyblivda miize mit vice rozdilnych forem,
jako naptiklad castecky tuhé faze o velikosti jednotek az stovek mikrometri, kapalinu
na povrchu inertniho nosi¢e nebo film kapaliny na wvnitini sténé¢ kapilary
(KRIZEK M., SIMA J., 2015).

Jako prvni chromatografickai metoda byla objevena kapalinova
chromatografie, jiz polozil zaklady na pocatku 21. stoleti Michail Semionovi¢ Cvet
(1872-1919), botanik rusko-italského ptivodu, ktery roku 1903 na sloupci sorbentu
uspésné rozdelil listova barviva. OvSem na popiedi zajmu se dostala az o 60 let
pozdg&ji, kdy diky rozvoji instrumentace proSla modernizaci a dospéla az do dne$ni
vysokou¢inné podoby (STULIK K., 2004).

V sou€asné dobé rozliSujeme nékolik druht kapalinové chromatografie:
papirovou — PC (Paper Chromatography), tenkovrstvou — TLC (Thin Layer
Chromatography) a vysokou¢innou chromatografii — HPLC (High Performance
Liquid Chromatography), ktera je nejvice vyuZivana pro své S$iroké spektrum
pouzitelnosti. Rozdilem mezi témito typy je systém — u prvnich dvou zminénych
metod se jedna o systém otevieny (plosny), ale u HPLC je uzavieny (kolonovy)
(KRIZEK M., SIMA J., 2015).

Pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie je moZzno analyzovat velké
mnozstvi latek, od polarnich a nepolarnich, ptes nizko- ¢i vysokomolekularni, stabilni
a t€kavé, az po ionty. Separace je zavisla na mnoha faktorech, mezi néz patii vlastnosti
a sloZeni stacionarni a mobilni faze, dale typ analyzované latky a jeji interakce s vyse
zminénymi fadzemi a v neposledni fad€ také parametry analytickych pfiistroji

(davkovaci zatizeni, kolona a detektor) (STULIK K., 2004).
3.1. Zakladni pojmy

Mobilni faze neboli také pohybliva libovolna kapalina.
Stacionarni faze, jinak nepohybliva, pro zjednoduseni se uziva termin sorbent.
Retencni cas je doba, kterou analyzovana latka stravi v koloné¢.

Redukovany retencni cas je doba, kterou analyt stravi v kolong¢.

27



Retencni objem je objem nutny k piechodu analytu celou kolonou (od zacatku
az do konce).

Gradientova eluce je stav, pfi némz se méni sloZzeni mobilni faze béhem
analyzy.

(KRIZEK M., SIMA J., 2015)
3.2. Stacionarni faze HPLC

Stacionarni neboli nepohybliva ¢ast spociva v separaci Castic, na kterou ma
nejveétsi vliv jejich velikost a uspofddani v napliiovych kolonach. Nejucinngjsi proto
je, pokud castice jsou ¢astice pravidelného, idedlné kulovitého tvaru, stejné veliké a
tvofi v koloné homogenni smés. Nejcastéji je kolona na bazi silikagelu, jez se
vyznaCuje vysokou porovitosti. Obsahuje mezipdry, dodavajici velky povrch pro
interakci s analyty, ale také mikropory, které umoziuji pouzivani vysokych pratok
(az 9 ml/min). K odstranéni vifivé difiize se pouzivaji takzvané monolitické stacionarni
faze, nabizejici celistvejsi zaplnéni prostoru. V tomto piipadé je kolona zcela naplnéna
organickym, nebo anorganickym polymerem o pfesné¢ definované porovitosti,
vytvofenym vhodnou polymeracni reakci v roztoku. Tyto kolony jsou odolné vuci
zménam pH a mechanicky stabilni (KLOUDA P., 2003).

Zcela novym typem staciondrnich fazi, které jsou obdobou monolitickych
kolon, jsou takzvané vti$téné polymery (imprinted polymers). Hlavni rozdil se zaklada
v zabudovani ,,obtisku® analytu, jeZ je potfeba oddé&lit, do napln€. Tento proces
probihd béhem ptipravy polymeru v kolong, kdy se k nému pfida analyzovana latka,
a po ukonceni polymerace se tento analyt z kolony vymyje, pti¢emz v kolon¢ vznikne

pfiznaéna dutina slouZici k zachyceni pouze dané latky (STULIK K., 2004).
3.3. Mobilni faze HPLC

Pohybliva ¢i mobilni faze, vyznacné podilejici se na procesu separace, neni
Vv kapalinové chromatografii inertni. SloZeni této fdze muize byt ovlivnéno mnoha
faktory, mezi néz fadime zmény pH, sloZeni rozpoustédel a iontovou silu.
Charakteristické vlastnosti mobilni faze jsou pfedevsim jeji selektivita a polarita, které
jsou velice dilezité v prvni fad¢ z hlediska separace a detekce. Diivodem je umoZznéni
co nejcitlivéjsi detekce solutil, proto by méla mobilni faze spliiovat co mozna nejnizsi
hodnoty viskozity, stlaitelnosti, miry absorpce ultrafialového zaieni a také toxicity

(VOLKA K., 1995).

28



3.4. Instrumentace v kapalinové chromatografii

Ptistroje pouzivané pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii se
nazyvaji kapalinové chromatografy a skladaji se z nckolika soucasti: Cerpadla,
davkovaciho zafizeni, kolony, detektoru a na né& napojeného vyhodnocovaciho
zatizeni, kterym je v souc¢asné dob¢ témét vzdy pocitac s vyhodnocovacim programem

a hardwarovou tpravou (KRIZEK M., SIMA J., 2015).
3.4.1. Cerpadlo

Pted vstupem do Cerpadla se mobilni faze nejprve piivede pres odplyiiovac,
ktery eliminuje vznik bublin v detektoru a nasledné pies filtr. V kapalinové
chromatografii se bézn¢ pracuje s velmi vysokymi tlaky v rozmezi 1-60 MPa a pratoky
mobilni f4ze od 0,1 do 10 ml/min. Tyto parametry ptedstavovaly v minulosti problém
s davkovanim do kolony bezpulznim zpiisobem. Reseni bylo nalezeno s pouZitim
linearniho davkovace, jehoz mechanismus by se dal pfirovnat k funkci injekéni
stiikacky. Dnes je mozné vyuzit dvou typu ¢erpadel, konkrétné jednopistového, ktery
zajist'uje bezpulzni, avSak diskontinualni tok a mnohopistového, jez se vyznacuje sice
kontinudlnim, nicméné pulznim tokem mobilni faze (KRiZEK M., SIMA 1., 2015;
STULIK K., 2004).

RozliSujeme dva typy eluci. Prvym zptisobem je takzvana isokraticka eluce,
béhem které je mobilni faze po celou dobu konstantni a je vedena pouze z jednoho
zasobniku do vysokotlakého cerpadla, ovSem pfes odplynovaé. Druhym typem je
gradientova eluce, jejiZ mechanismus spoc¢iva ve vedeni komponentli z mobilni faze
do sméSovace, kde dochazi k miseni v zadaném poméru a nasledné ptevedeni do
kolony pfes tlumi¢ pulzi Gerpadla, takzvany depulzitor (CHURACEK J., 1990;
KRIZEK M., SIMA J., 2015).

3.4.1.1. Davkovani

U HPLC existuji tii zpusoby davkovani vzorkd. Prvnim je davkovani

mikrostiikackou pies septum, nicméné tento typ se vyuziva velmi ziidka. O néco

vvvvvv

k docasnému rozpojeni systému cCerpadla s kolonou. Poslednim a zaroven
nejrozsifenéjSim postupem je pouziti Sesticestného kohoutu s davkovaci smyckou o

znamém a konstantnim objemu. Tento mechanismus pracuje ve dvou polohach:
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pfi prvni se smycka naplni vzorkem a pfi pfepnuti do druhé je umoznén pratok vzorku

do kolony (KRIZEK M., SIMA J., 2015).
3.4.2. Kolona

Kolony pro kapalinovou chromatografii jsou rovné, o délce nejcastéji
10-20 cm a vnitinim praméru mezi 0,2 az 2 cm. Vyrabéji se ptfevazné z nerezové oceli,
ale mohou se vyrabét také ze specialniho skla nebo safiru. Jejich napln, zvana sorbent,
obsahuje zrna o velikosti 3-50 um, ovSem nejéastéji v rozpéti 5-10 um a vyzaduje
profesionalni zavedeni. Jako ochrana pted rychlej§im znehodnocenim se pouZzivaji

takzvané piedkolonky (KRIZEK M., SIMA J., 2015).
3.4.3. Detektor

Mobilni faze vychazi z kolony s eluentem neboli uréitou slozkou analyzované
smé&si, ktera je zpracovana detektorem. Mezi nejpouzivanéjsi patii pritokovy
fotometricky ¢i fluorimetricky. Méné béznymi druhy jsou pak refraktometricky nebo
elektrochemicky detektor (KRIZEK M., SIMA J., 2015). Univerzalnim detektorem je
hmotnostni spektrometr. Zakladnimi vlastnostmi signalu detektoru by mély byt
zejména jeho stabilita, dale reprodukovatelnost a v neposledni fad€ také linedrni
koncentraci by méla byt co nejvyssi. Oproti tomu mez detekce neboli koncentrace

analytu by méla byt co nejniZsi.

Elektrochemicky detektor je zaloZen na principu méteni elektrické vodivosti
eluatu mezi dvéma elektrodami se stfidavym napétim eliminujicim jejich polarizaci.
Vyuzivaji se k detekci iontovych latek, analyze fenolt a aromatickych amint

(CHURACEK 1., 1993; STULIK K., 2004).

Fluorimetricky detektor je velice selektivni pro pfirozené fluorescencni latky,
ptipadné latky na jejich derivaty preveditelné. Dochdzi v ném k ozafovani analytu
excitujicim zafenim nebo také urcitou vlnovou délkou vychazejici ze zdroje, jimz
muze byt laser, deuteriova, wolframova nebo xenonova lampa, pifipadné rtutova
vybojka, ktery vydava emitované zafeni neboli zafeni o vétsi vinové délce. Uplatnéni

nachézeji pii stopové analyze (STULIK K., 2004).
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Fotometricky detektor patfi k nejpouzivanéjSim detektorim v kapalinové
chromatografii. Jeho ¢innost spoc¢iva v registraci absorpce ve viditelné az ultrafialové
oblasti barevného spektra. Velikou vyhodou téchto detektort je provozni spolehlivost,
jednoduchost a pomérn¢ Siroka Skala pouzitelnosti. Nejvétsi uplatnéni naSly
dvoupaprskové spektrofotometry s pratokovou detekéni celou. Zde je kladen diraz na
zachovani potiebné citlivosti pii detekci, tudiz cela musi pii dostatecné dlouhé optické
draze spliiovat malé rozméry. Béhem pouziti detekéni vinové délky je dulezita nizka
absorbance mobilni faze. Vyznamné jsou tyto detektory mimo jiné pii uréeni
homogenity piku (CHURACEK J., 1993).

Refraktometricky detektor je na jednu stranu vyznaény svou univerzalnosti, ale
na stranu druhou je velmi malo citlivy. Je zalozen na méfeni rozdilu indexu lomu
solutu mobilni faze vii¢i mobilni fazi. Index lomu je pomérné€ zavisly na teploté, tudiz

zde nelze vyuzit gradientovou eluci, coZ piedstavuje nevyhodu (STULIK K., 2004).
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I1l. Cile prace

Cilem této bakalaiské prace je:

(1) vypracovani literarni reSerSe se zamétenim na aktivni rostlinné latky, jejich

vyskyt v potravinach a dulezitost ve vyziveé se zamétfenim na listovou zeleninu,

(2) na zaklad¢ literarni reSerSe navrzeni sortimentu druhii netradicni listové
zeleniny, porfizeni experimentalniho materialu z vybranych druhG péstovanim

v zahradnich podminkach a uprava k nésledné analyze,
(3) u téchto vzorkl stanoveni obsahu vybranych latek metodou HPLC,

(4) vyhodnoceni ziskanych vysledki.
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V. Experimentalni Cast

1. Pouzité chemikalie a pristroje

1.1. Chemikalie
kyselina askorbova (Merck, Némecko)
methanol (Merck, Némecko)
kyselina chlorovodikovéa (Lachema, Ceska republika)
kyselina a-naftyloctova (Lachema, Ceské republika)
hydrogenuhli¢itan sodny (Lachema, Ceska republika)
acetonitril (Merck, Némecko)
kvercetin (Aldrich Chemie, Némecko)
kemferol (Aldrich Chemie, Némecko)
apigenin (Aldrich Chemie, Némecko)
luteolin (Aldrich Chemie, Némecko)
myricetin (Aldrich Chemie, Némecko)
morin (Aldrich Chemie, Némecko)
Vsechny pouzité chemikalie mély analytickou €istotu.

1.2. Laboratorni sklo a pristroje
zékladni laboratorni vybaveni (Fischer Scientic, Pardubice, Ceska republika)
laboratorni nozovy mlyn Grindomix GM 200 (Retsch, Némecko)
lyofilizator Alpha 1-2/LD plus (Christ, Némecko)
chladnicka s lednickou (Bosch Cooler, Némecko)
analytické vahy AB204 (Mettler Toledo, Svycarsko)
vodni lazefi termostatovana michana EL-20R (Kavalier, Ceska republika)
odstiedivka Sigma 2-5 (Sigma Zentrifugen, Némecko)
filtry ze sklenénych vlaken GF/C (Whatman, Velka Britanie)

SPE kolonky RP-18 (Merck, Némecko)
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kapalinovy chromatograf Agilent 1200 Series Rapid Resolutions (Agilent,
USA)

kolona Zorbax Eclipse SB-C18 (Agilent, USA)

2. Priprava rostlinného materialu

Vsechny testované vzorky listové zeleniny (Namenia, Sagami, Golden Lion
a Tatsoi) byly vypéstovany na pokusném Skolnim pozemku Zemédé€lské fakulty
vkampusu Jihoeské univerzity (Ceské Budgjovice, N  48°58°29.528¢,
E 14°26°52.057) v roce 2018. Osiva byla zakoupena u firmy Semena.cz. Vsechny
testované odriidy byly vypéstovany volné€ v bézné upravené zeminé na plose pozemku.

Zelenina nebyla béhem vegetace hnojena ani chemicky oSetfovana.

Po sklizni byl rostlinny material peclivé oc¢istén a byly z n¢j odebrany jedlé,
bézné konzumované ¢asti, to znamend zelené nadzemni. VSechen rostlinny material
byl nasledn¢ nakrdjen na ¢asti o0 maximalni tlouStce 0,5 cm, okamzité zamrazen pfi
teploté -16 °C a do 1 mésice od odbéru po dobu 24 hodin lyofilizovan pfi tlaku
0,1 mbar a teploté -50 °C. Poté byl lyofilizovany material na laboratornim mlynku
homogenizovan a do analyzy uloZen v plastovych vzorkovnicich v mrazicim boxu

o teploté -16 °C.

3. Metodika zpracovani vzorki

V rostlinném materidlu jsou molekuly flavonoidnich aglykonl v naprosté
vétsSingé pripadl vazany na sacharid a vytvareji tim takzvané glykosidické formy.
Oproti tomu je vyskyt volnych aglykoni témeér zanedbatelny. V piirodnich
materialech je velmi obtizné stanovit jednotlivé obsahy konkrétnich glykosidi, nebot’
jejich mnozstvi od kazdého aglykonu je obrovské. Na druhou stranu, pocet
jednotlivych aglykont vytvartejicich glykosidy je podstatné nizsi. Podle celkového
obsahu konkrétnich flavonoidnich aglykont se d4 posoudit mnoZstvi vSech forem

flavonoidnich glykosida.

Z tohoto duvodu byla zvolena takova metoda, pfi niz jsou vzorky podrobeny
kyselé hydrolyze, diky jejimuz prostiedi jsou vSechny aglykony uvolnény rozstépenim
ptitomnych glykosidii (DADAKOVA E. et al, 2001). Volné aglykony byly ze vzorku

izolovany metodou sorpce na tuhé fazi (SPE) a stanoveny metodou HPLC.
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Bylo sledovano celkem Sest nejbéznéjSich flavonoidnich aglykonti, konkrétné

kvercetin, kemferol, myricetin, apigenin, luteolin a morin.

4. Stanoveni flavonoidnich aglykonii

Stanoveni vybranych flavonoidi bylo provedeno metodou vyvinutou na
pracovisti (DADAKOVA E., KALINOVA J., 2010), kde byla tato bakalai'ska prace
vytvofena. Smés piiblizné 0,25 g homogenniho a lyofilizovaného materialu s 80 ml
kyseliny askorbové, 5 ml 6M kyseliny chlorovodikové (HCI), 12,5 ml methanolu
a 7,5 ml destilované vody byla hydrolyzovana po dobu dvou hodin v 500ml batice pod
zpétnym chladicem a na vodni lazni pii teploté 90 °C. Po vychlazeni byl obsah baiiky
zneutralizovan 2 g hydrogenuhli¢itanu sodného (NaHCO3), poté pomoci 12,5 ml
methanolu (CH3OH) a vody pfeveden do odstied’ovaci kyvety a postupné tiikrat
odstfedén pii 3000 otackach a dobé trvani 10 minut (1 cyklus). Nasledné byly v 600ml
kadince vzniklé supernatanty doplnény vodou na 200 ml a s pomoci nasycené¢ho
roztoku NaHCOs3 bylo pH upraveno na hodnotu 3. Takto upraveny roztok byl filtrovan
za snizeného tlaku pies filtr ze sklenénych vldken. Filtrat byl poté kvantitativné

preveden do 500ml odmérné banky.

Pied sorpci na SPE kolonkach byly vSechny roztoky desetkrat nafedény
pfipravenym 5% roztokem methanolu a takto pfipraveny mohly byt pouzity na tuhé
SPE fazi. Byly pouZity kolonky RP-18 (Merck), které byly kondiciovany promytim
10 ml methanolu a 10 ml vody. Po promyti vzorki byly kolonky promyty 10 ml vody
a nasledné suSeny prochdzejicim vzduchem po dobu 20ti minut. Zachycené latky byly
s pomoci 1,4 ml methanolu vymyty do mérné vialky. K eludtu v mérmé vialce byl
pfidan roztok vnitiniho standardu, kterym byla zvolena kyselina a-naftyloctova

0 koncentraci 2 mg/ml a v mnozstvi 100 pl.

Vsechny vzorky byly méfeny na vysokoucinné kapalinové chromatografii. Byl
pouzit kapalinovy chromatograf typu Agilent 1200 Series Rapid Resolutions americké
firmy Agilent Technologies skolonou Zorbax Eclipse SB-C18 s parametry
4,6x50 mm a zrnénim 1,8 pm, rovnéZ znacky Agilent. Jako mobilni faze byly pouZity
dvé rizné smési. Prvni byla tvofena 5% acetonitrilem, 0,1% kyselinou mravenci
a vodou. Druhym typem mobilni faze byla 0,1% kyselina mravenci s acetonitrilem.
Analyza probihala po dobu 15ti minut pii teploté 25 °C, pritok mobilni faze ¢inil

I ml/min, objem nastfiku 5 pl a mez detekce analytu byla nastavena na 270 nm.
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Pro analytickou odezvu byl pouzit pomér ploch pikt identifikovanych druhi
flavonoidu, pfedevsim kvercetinu a kemferolu ku vnitinimu standardu. Kvantifikace
obsahu se provedla pomoci kalibra¢ni zavislosti, pro jejiZz sestaveni slouzily roztoky
piipraveny z roztokl zasobnich v pracovnim rozsahu 5-100 pg/ml. Mez detekce byla
1 mg/kg, mez stanovitelnosti 5 mg/kg suSiny. VSechny vzorky byly analyzovany

dvakrat, vysledek je aritmetickym primérem, je uvedena smérodatna odchylka.

5. Pouzité statistické metody

Vyhodnoceni naméfenych dat bylo provedeno s pouzitim programu
ChemStation 3 (Agilent) a matematicko-statistickych nastroji programu MS Office
Excel 2016. Jako popisné charakteristiky byly vyuzZity: priméma hodnota

a smérodatna odchylka.
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V. Vysledky a diskuse

Pro tuto praci byly zkoumany celkem ¢tyfi druhy netradicni listové zeleniny

z Asie péstované ve dvou rezimech. Prvni 0sev prob¢hl v kvétnu 2018, druhy osev pak

v srpnu 2018. K analyze byl pouzit lyofilizovany material.

Z flavonoidi byly ke sledovani vybrany flavonoly, konkrétné kvercetin,

kemferol, myricetin a morin, dale flavony apigenin a luteolin, protoze se v zeleniné

vyskytuji nejcastéji. Jako vnitini standard byla pouzita a-naftyloctova kyselina.
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Obrdazek 39. Zaznam analyzy standardniho méreni aglykonii

Symbol v chromatogramu Sloucenina

MY Myricetin
MO Morin

L Luteolin

Kvercetin

A Apigenin

K Kemferol
VS Vnitini standard

Tabulka 1. Legenda ke znackam ve chromatogramech
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Vybrané flavonoidni aglykony ve vzorcich listové zeleniny byly
identifikovany srovnanim se standardem. Na nasledujicich chromatogramech jsou

zobrazeny zdznamy analyz jednotlivych vzorkt.

Pro ucely porovnani naméfenych obsahii jednotlivych aglykoni s ostatnimi
vyzkumy byla pouzita data o suSin¢ materidlu, ziskaného lyofilizaci jednotlivych

vzorki v pfepoctu na ¢erstvou hmotu.

cerstvy lyofilizovany
0sev vzorek susina (%)
material (g) material (g)
Namenia 326,1 30,01 9,20
Sagami 332,9 28,15 8,46
Jarni
Golden Lion 314,6 20,36 6,47
Tatsoi 318,2 24,94 7,84
Namenia 64,71 7,45 11,5
Sagami 156,36 16,69 10,7
Podzimni
Golden Lion 150,05 11,6 7,73
Tatsoi 84,18 8,81 10,5
Tabulka 2: Stanoveni susiny listové zeleniny

1. Namenia (Brassica rapa var. rapa)

V jarnim osevu Namenie bylo nalezeno nejvétSi mnoZstvi kemferolu,
1020+39,7 mg/kg suSiny a kvercetinu 650+29 mg/kg suSiny. Analyza podzimniho
osevu Namenie prokdzala velmi vysoky obsah kvercetinu 1360+8,01 mg/kg suSiny,

a také kemferolu, jehoZ mnoZstvi bylo 993+5,07 mg/kg suSiny.

Literarni zdroje zabyvajici se studiem této listové zeleniny nejsou znamy.
Nameéftené koncentrace by se daly srovnat s roketou setou (Eruca sativa), znamou také
pod nazvem rukola seta, kterou podrobil vyzkumu BELL L. et al, (2015). Ve své praci
zkoumal celkem 28 riiznych odrud rukoly (25 E. sativa a 3 E. vesicaria). Vzorky byly
pestovany v rezimu dlouhého dne po dobu 30ti dni a nasledné podrobeny analyze

pomoci LC-MS (Liquid Chromatography Mass Spectrometry). Celkovy obsah
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flavonolti byl stanoven v rozmezi 500-3800 mg/kg suSiny. Mezi stanovenymi
flavonoly byl nejvice zastoupen kemferol, konkrétné kemferol-3,4°-diglukosid, ktery
byl detekovan ve vSech zkoumanych vzorcich a jehoz koncentrace byla
300-1100 mg/kg susiny a kemferol-3-glukosid s koncentraci v rozmezi
100-800 mg/kg susiny. Nejvyssi obsah kvercetinu byl stanoven na 600 mg/kg susiny.
Tato hodnota je srovnatelna s kvercetinem v prvnim osevu. Nicméné ve druhém osevu
byl mnou zjistény obsah kvercetinu vice nez dvojnasobny. PASSINI F. et al, (2012)
analyzoval 32 odrtd rukoly, které vypéstoval v polnich podminkéch na jate roku 2008.
Zjistil, ze kemferol-3,4°-diglukosid je rovnéZz nejobsahlej$im flavonolem, a to
0 obsahu 8070-23680 mg/kg susiny, 8-23krat vice nez mnou zjisténé vysledky z obou

osevu.
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Obrazek 40. Zaznam analyzy jarniho osevu Namenie
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Obrazek 41. Zaznam analyzy podzimniho osevu Namenie

2. Pak Choi/Brukev ¢inska (Brassica rapa ssp. chinensis)

— odrida Sagami

Ze zdznamu Sagami vyplyva, ze v prvnim osevu nebyly zjistény ptili§ vysokeé
koncentrace vybranych aglykonii. Nejvyssi obsah byl zaznamenan u kvercetinu,
presnéji 378+7,92 mg/kg suSiny, a dale u kemferolu, kde byl celkovy obsah
348+3,94 mg/kg suSiny. Chromatograficky profil druhého osevu odrudy Sagami
ukézal pomérné€ vyznamné mnozstvi kvercetinu, a to 707+11,7 mg/kg suSiny. DalSim

stanovenym aglykonem byl kemferol s obsahem 451+6,68 mg/kg suSiny.

Studii, zabyvajicich se brukvi ¢inskou je velké mnozstvi, ovSem vyzkumy této
odridy nejsou zndmy. Sagami je mozné porovnat s vyzkumem Pak Choi, ktery
provadél KYRIACOU M. C. et al, (2019) a zjistil obsah celkového kvercetinu
647 mg/kg suSiny. Tato hodnota zminéného aglykonu se blizi obsahu naméfenému
vV podzimnim osevu. Co se kemferolu tyce, obsah byl stanoven 224 mg/kg suSiny, tedy
méné, nez vykazovaly oba mnou zkoumané osevy. Pokud bychom srovnavali
koncentrace sledovanych flavonoidi v pfepoctu na cerstvou hmotu, nejblize

kemferolu by byla Pak Choi, kterou mimo jiné analyzoval CAO J. et al, (2010). Obsah
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stanovil na 40 mg/kg Cerstvé hmoty, zatimco podzimni osev Sagami je roven 48 mg/kg
cerstvé hmoty. Obsah kvercetinu z jarniho osevu 32 mg/kg Cerstvé hmoty je totozny
s obsahem v ledovém salatu, zatimco druhy osev prokazal 75 mg/kg Cerstvé hmoty.
Tato hodnota by se dala srovnat s Mizunou (70 mg/kg Cerstvé hmoty), kterou podrobil
analyze KHANAM U. K S. et al, (2012).
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Obrazek 42. Zaznam analyzy jarniho osevu Sagami
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Obrazek 43. Zdaznam analyzy podzimniho osevu Sagami

3. Pak Choi/Brukev ¢inska (Brassica rapa ssp. chinensis)

— odruda Golden Lion

Golden Lion vprvnim osevu vykazoval vysoky obsah kemferolu,
1110+11,5 mg/kg suSiny. RovnéZ mnozstvi kvercetinu dosahovalo relativné vysoké
hodnoty 728+5,19 mg/kg suSiny. Bylo zjisténo, ze ve druhém osevu Golden Lion se
vyskytovaly zna¢né vysoké obsahy sledovanych aglykond, a to konkrétné kvercetinu,
jehoz mnozstvi dosahovalo 1130+5,39 mg/kg suSiny a kemferolu, u né¢hoz byl

stanoven obsah 1300+16,5 mg/kg suSiny.

SEONG G. U. et al, (2016) zkoumal obsah polyfenola v listech brukve ¢inské,
které rozdélil do tfi sekci: vnéjsi, stfedni a vnitini. Byly stanoveny celkem cCtyfi
fenolické kyseliny (kévova, ferulova, p-kumarovd a sinapova) a jeden flavonoid
myricetin. Celkovy obsah flavonoida se vyskytoval v rozpéti 613-3282 mg/kg susiny,
pficemz nejvyssi koncentrace byla ve vngjsich listech. KYRIACOU M. C. et al, (2019)
stanovil obsah celkového kvercetinu 1140 mg/kg suSiny, toto mnozstvi by se dalo
srovnat S mnozstvim v podzimnim osevu. Obsah kvercetinu Vv jarnim o0sevu

prepocteny na Cerstvou hmotu je mozné srovnat s vyzkumem odridy Mibuna, ktery
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provedl KHANAM U. K. S. et al, (2012). Analyza prokazala obsah aglykonu 47 mg/kg
Cerstvé hmoty, rovnéZ u Golden Lion byla zjisténa totozna hodnota. Obsah kemferolu
72-101 mg/kg Cerstvé hmoty lze porovnat se stanovenim téhoz flavonolu
v Komatsuné, které provedl YANG R. Y. et al, (2008), jejiz obsah byl 97 mg/kg

cerstvé hmoty.

Vs
200

175

150 +

125

100 +

754

50

254

T T T T T T T
2 9 =] g 10 12 14 miny

Obrazek 44. Zaznam analyzy jarniho osevu Golden Lion
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Obrdazek 45. Zaznam analyzy podzimniho osevu Golden Lion

4. Tatsoi (Brassica rapa ssp. rosularis)

Jarni osev odriildy Tatsoi pii analyze neprokdzal vysoky obsah Zadného ze
sledovanych aglykont. Kvercetin se zde vyskytoval v mnozstvi 387+22,5 mg/kg
susiny, obsah kemferolu byl stanoven na 443+18,9 mg/kg suSiny. Podzimni osev
Tatsoi obsahoval 704+8,7 mg/kg suSiny kvercetinu a 418+4,87 mg/kg suSiny

kemferolu.

Vyzkumy se touto odriidou zacaly zabyvat pomérné nedavno. KYRIACOU M.
C. et al, (2019) zkoumal né€kolik asijskych zelenin, véetné Tatsoi. Ta byla péstovana
po dobu 16ti dni v rastové komoie pod LED osvétlenim a o primérné teploté 20 °C.
Vzorky podrobil metodé¢ UHPLC (Ultra High Performance Liquid Chromatography)
a stanovil obsah celkového kvercetinu na 654 mg/kg susiny, coz by se dalo pfirovnat
kmym vysledkim z podzimniho osevu. Na druhou stranu, obsah kemferolu
1861 mg/kg susiny je oproti mym vysledkiim z obou osevill Ctyfnasobny. Analyzu této
zeleniny, rovnéZ péstovanou v ristové komote, ovsem po dobu 12ti dni proved] také
PANNICO A. et al, (2020), ktery stanovil celkovy obsah flavonoidi na 594 mg/kg

susiny.
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VI. Zavér

Literarni ptehled, zpracovany pomoci odborné literatury V prvni kapitole
shrnuje zakladni charakteristiku rostlin z Celedi brukvovitych, dale ptedstavuje
vybrané odriidy netradi¢ni asijské listové zeleniny a také jejich péstovani. Znacna ¢ast
této prace je veénovana kapitole druhé, ktera popisuje polyfenolické slouc¢eniny,
predevsim jejich nejpocetnéjsi skupinu, zvanou flavonoidy. V posledni kapitole
literarni ¢asti byla pozornost vénovana také vysokoucinné kapalinové chromatografii

(HPLC), jakoZto nejvhodnéjsi analytické metodé.

K analyze byly vybrany celkem ¢tyti druhy asijské listové zeleniny, Namenia,
Pak Choi (Sagami, Golden Lion) a Tatsoi, vypéstované v mistnich podminkach na
$kolnim pozemku Jiho&eské univerzity v Ceskych Bud&jovicich na jafe a na podzim

roku 2018. Po sklizni byly vzorky usuSeny, namlety a lyofilizovany.

V praktické ¢asti této bakalaiské prace byl metodou HPLC zkoumén obsah
flavonolu (kemferolu, kvercetinu, morinu, myricetinu) a flavonut (apigeninu, luteolinu)
V jiz zminénych vzorcich zeleniny, nicméné detekovany byly pouze prvni dva zminéné

aglykony.

Celkové se vysSi koncentrace sledovanych aglykoni vyskytovaly
vV podzimnich osevech. Nejvyssi mnozstvi celkového kvercetinu 1360+8,01 mg/kg
susiny bylo zjisténo u odridy Namenia, zatimco obsah celkového kemferolu byl
nalezen v brukvi ¢inské, konkrétné v odridé Golden Lion, kde byl naméfen obsah
113045,39 mg/kg suSiny. Po pfepotu na Cerstvou hmotu byl nejvyssi obsah obou
aglykonti zjistén u podzimniho osevu Namenie, a to 157 mg/kg kvercetinu a 114 mg/kg

kemferolu.

cvwr

Sagami. Mnozstvi celkového kvercetinu bylo 378 mg/kg susiny, mnozstvi celkového
kemferolu 348 mg/kg suSiny. Nicméné po piepoctu na cerstvou hmotu byla nejnizsi

koncentrace kvercetinu zjiSténa u jarniho osevu Tatsoi, pouhych 30 mg/kg Cerstvé

cvwvr

Sagami.
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