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Souhrn

Prace se &nuje obsahu vybranych fenolickych latek &kterych zastupcich rad
ChenopodiumL. a Atriplex L. Fenolické latky se nachazeji v rostlinach ve okgsn
mnozstvi a Siroké variabitit Flavonoidy jsou malou ale velmi vyznamnou skupino
fenolickych latek. Konzumaciftodnich flavonoid se gedchézi vzniku chronickych
chorob, jako jsou ateroskler6za, kardiovaskularmadorova onemo¢ni. Pro snadnou
dostupnost a vyjimmé biologické dinky byla specialni pozornostémovana dema
flavonoidim, kvercetinu a rutinu.

Pro stanoveni obsahu fenolickych latek byly poudtg nezavislé analytické
metody a to metoda micelarni elektrokinetické Iapil chromatografie (MECC) a metoda
vysoce@dinné kapalinové chromatografie (HPLC). Analyzovémwy dva kulturni druhy
rodu Spinaciaa Atriplex, tfi volné rostouci druhy zastupaodu Chenopodiuma ti volné
rostouci druhy zastupcrodu Atriplex. Analyzovany byly listy a kitenstvi jednotlivych
druhi rostlin.

Metodou MECC byl stanoven obsah celkového kveraatimutinu. Nejvyssi obsah
celkového kvercetinu byl stanoven v listech lebedigradni (4240 mg/kg susiny), nejnizsi
obsah celkového kvercetinu byl stanoven \te&mstvi lebedy hralovité (19,6 mg/kg
susiny). Rutin byl stanoven pouze dtgiech vzorcich, ostatni vzorky obsahovaly rutin pod
mezi stanovitelnosti. NejvysSi obsah rutinu bylemeh v listech merliku bilého (868
mg/kg susiny).

Metodou HPLC bylo zjigno kvalitativni zastoupeni fenolickych latek. Vyditem
jsou jednotlivé chromatografické profily rostlinyaruhi. Byla prokazana iftomnost

velkého mnozstvi fenolickych latek.

Kli¢ova slova: fenolicke latky, flavonoidy, kvercetin, rutin, wyseinna
kapalinovd chromatografie, micelarni elektrokinidic kapilarni chromatografie,

Chenopodium, Atriplex



Summary

The thesis deals with measuring the content of@n@henolic substances in some
specimen of the genei@henopodiumL. and Atriplex L. Large quantities and a wide
variety of phenolic substances are found in plaRksvonoids are a small but significant
subgroup of phenolic substances. Consumption dfiralaflavonoids prevents chronic
diseases, like atherosclerosis, cardiovasculartantbrous diseases. Due to their easy
availability and exceptional biological effectsespal attention was paid to two flavonoids:
quercetin and rutin.

Two independent analytical methods were used terohe the content of
phenolic substances, namely the Micellar Electretan Capillary Chromatography
(MECC) method and the High - Performance Liquid éddhatography (HPLC) method.
Two cultured species of the gen@pinaciaandAtriplex, three freely growing specimen
of the genuChenopodiumand three freely growing species of the geAusplex were
analysed. The analysis concerned the leaves andflbi@scence of these species.

The total content of quercetin and rutin was deteesh by the MECC method. The
highest total content of quercetin was found in lgmves of the Garden Orache (4240
mg/kg of dry matter), the lowest total content akrpetin was found in the inflorescence
of the Atriplex prostrataDC. (19.6 mg/kg of dry matter). Rutin was only fduim four
samples, the rest of the samples contained rutimuantities below the limit of
quantification. The highest content of rutin wasrfd in the leaves of the Lamb’s Quarters
(868 mg/kg of dry matter).

The qualitative representation of phenolic substanwas determined using the
HPLC method. The results are individual chromatpgi@a profiles of the species. The

presence of high amounts of phenolic substanceslerasnstrated.

Keywords: phenolic substances, flavonoids, quercetin, ritiigh - Performance
Liguid Chromatography, Micellar Electrokinetic  Chgiy Chromatography,
Chenopodium, Atriplex



Il. UVOD

Merliky (ChenopodiumL.) a lebedy Atriplex L.) pa#i do skupiny rostlin
oznaovanych jako plevely. Najdeme je na okrajich cashiStich, v polich i zahradach.
obilovin a mladé listy nadzemristi rostliny pak jako zelenina do sala@iuvarené ve
formé Spenatu. Lebedy a merliky obsahuji vysoké mnoZethalickych latek, které jsme
se pokusili kvalitativa i kvantitativre stanovit.

Jako analyticka metoda pro tuto praci byla zvolematoda vysoceinné
kapalinové chromatografie (HPLC) a metoda micelaeiéktrokinetické kapilarni
chromatografie (MECC). Metoda HPLC je pro stanoviemiolickych latek a flavonoid
vyuzivana ve vysoké rifd. Rednosti této metody je jeji vysoka citlivostegnost a
moznost analyzovat vzorky malych koncentraci. MattECC je méa casta, pestoze
piinaSi mnohé vyhody, jako je kratka doba analyzyyaoka rozliSovaci schopnost.
Duvodem je mensi roZ&ni této analytické metody.

Fenolické latky pat mezi sekundarni metabolity rostlin a jsou prdlneg zdrojem
mnoha specifickych biologickychiiinku a vlastnosti. Mohou néilad zastavat stavebni a
strukturni funkci v biikach, zvySuji schopnost kompetice mezi druhy neboige jednat
0 ochranné a signalni latky.

Vyznamnou skupinou fenolickych latek z hlediska ipezich inkt na lidskeé
zdravi jsou flavonoidy. Posledni studi¢izmivy vliv flavonoidi na lidsky organismus
potvrzuji. Konzumace potravin s vysokym obsahemvadifeidi slouzi jako prevence a
lécba rakoviny a chrani proti ateroskleréze. Jak u¥éeltog (1993) je dostatey prijem
flavonoidi a ostatnich polyfendl vyvazenou stravou spojen s nizSim vyskytem

onemocgni cév a srdce.



lIl. TEORETICKA CAST

1. Rostlinné metabolity

Rostliny jako autotrofni organismy jsou schopnywégt si pro svou péebu
veSkeré organické latky. Vzniklé prekurzory jsouledaipravovany podle pigby
v metabolickych drahach. Podle funkce, kterou vanigmu plni, rozélujeme vzniklé
metabolity na primarni a sekundarni. Mezi primanetabolity rostlin pat latky, jako jsou
lipidy, sacharidy, jednoduché karboxylové KkyselingQ zakladnich proteinogennich
aminokyselin, nukleové kyseliny &které derivatydchto latek.

1.1 Charakteristika sekundarnich metabolit @ rostlin

Sekundarni metabolity, jak nazev napovida, majvod v tzv. sekundarnim
metabolismu (specializovaném metabolismu), kteryipee provazadn s metabolismem
primarnim. Sekundarni metabolity se vSak nepodilgjimo na fistu a vyvoji rostliny.
Pro organismy, které je vytkianejsou tyto latky Zivothnezbytné. Bive se soudilo, Ze se
jedna o latky odpadni. Posledni vyzkumy vSak dojkaza mnohé sekundarni metabolity
maji vyznamnou roli v Zivatrostlin. Jedna se o chemické latky, které rostfifredevsim
zvySuji jeji konkurenceschopnost &nasSeji vyhody. Tyto latky se vSak vSeob&cn
nevyskytuji, jsou pro konkrétni druk¥gsto dokonce specifické.

Rostliny syntetizuji sekundarni metabolity jako odfal’ na izné stresové vlivy
prostedi (nap. zmeny intenzity s¥telného spektra, teplotni Zmy, kompetice mezi
rostlinami, ohroZeni herbivory a mikrobialnimi pgémy). Z mnoha vyzkutnvyplyva, Ze
sekundarni metabolity ovliwji schopnost feZiti a reprodukce rostlin. Navic js@asto
funkéné unikatni na druhové Udrovni. Obsah specifickychekatdal ¢asto zaklad
nomenklatie rostlin. Mezi sekundarni metabolity flaterpenické latky, alkaloidy,
fenolické latky a polyaminy (Berhow a Vaughn, 1999)

Primarnim a sekundarnim metabolismus rostlin nesigé diranice. # urcovani,
zda latka pat do skupiny primarnicki sekundarnich metabalitmohou nastat obtize,
napgiklad rektefi zastupci sachandpati mezi primarni metabolity, ale jiné se jfadi

mezi metabolity sekundarni.



1.2 Prehled vybranych fenolickych latek

Predpoklada se, Ze isma adaptace rostlin na sous jslddkem jejich schopnosti
tvorit riznorodé fenolické latky. Jedna se zejména o okgpelymerni fenolické latkyi
kombinované s latkami jiného biogennihévpdu Je to rozmanita skupina latek, které
maji zn&né riznorodé vlastnosti a biologické&iaky.

Fenoly poslouzily rostlinam jako stavebni a strukiwslozky, dale jako ochranné
a signalni latky, vonné, cliové a barevné latky kit a plodi aj. Mnohé z nich maji
dulezitou roli jak z hlediska chemoekologického, falarmakologického. ¥tSina €chto
Sikiméatové

ji€he
nejvyznamgjsSim zastupe@m pati lignany, flavonoidy, kumariny, fenolické kyselingy
stilbeny (Harmatha, 2005).
NejbezrejSi typy rostlinnych fenolickych latek Ize klasifikat napiklad podle

sekundarnich metabalit  je produktem (fenylpropanové)

a fenylpropanoidacetatové  biosyntetické  drahy. nejpaetrgjSim  a

poctu uhliki a jejich vzajemnych vazeb (Harmatha, 2002):

Tabulka 1. Klasifikace fenolickych latek podle pi uhliki

Slozeni Poet uhliki | Typy fenolickych latek Hklady

Cs 6 jednoduché fenoly, benzochinony katechol, hyklirean
Cs- C; 7 fenolické kyseliny / aldehydy kyselina salyciéov
C—-G 8 acetofenony, benzofurany isobenzofuranon
C—-G 9 fenylpropanoidy, benzopyrany (kumariny) chromen

Ce— G 10 naftochinony juglon, plumbagin
C-G 11 ageratochromeny (prekoceny) prekocen I, Il
(Co) 2 12 dibenzofurany, dibenzochinony, bifenyly difexter
Ce—-C—-G 13 dibenzopyrany, benzofenony, xantony difenylmetimoren
Cs—-G -G 14 stilbeny, antrachinony, fenantreny resveragoipdin
Ce—G-G 15 flavonoidy, izoflavony, chalkony, aurony kvetiog genistein
Ce—-G -G 16 norlignany (difenylbutadieny) hinokiresinol
Ce-G-G 17 norlignany (conioidy) sugiresinol

(Cs— &), 18 lignany, neolignany

(Cs—G—G)2 30 biflavonoidy amentoflavon

(Cs— G — G)n n kondenzované taniny (flavolany) gallotaninyagitaniny
(Cs — Ga)n n ligniny

(Co)n n katecholmelaniny rostlinné pigmenty




1.3 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny jsou ffftomné viadk potravin a tvéi priblizné jednu tetinu
polyfenoli v potra¥. V naSi stra¥ jsou fenolické kyseliny zastoupenyiegevsim
hydroxyskdicovymi kyselinami, pevazr ve fornt estefi. Negastji je to kyselina

kavova a jeji estery, dale pak kyselina ferulova.

Obréazek 1.Vzorce fenolickych kyselin

kyselina skiscova kyselina kdvova kyselina ferulova

O
Il

©/%/\OH HO:OA\/U\OH CHsoJQ/VLOH
HO HO

NejbézrejSim esterem kavové kyseliny je kyselina chlorogeno (5-
caffeoylchinova kyselina), ktera jéifpmna viad druhi ovoce a zeleniny a v k&vSalek
kavy obsahuje 50-150 mg kyseliny chlorogenové. Krdmavy jsou bohatym zdrojem
téZz brambory, jablka, hrusky, meky, broskve (Slanina a Taborska, 2004).

Obrazek 2.Vzorec chlorogenové kyseliny

Ho, COOH
é\ I
OH
HO" Y o Z
OH
OH

2. Flavonoidy

Flavonoidy jsou fenolické latky znamé pro sve axtecni inky. Pozornost
piitahuji zejména pro $y priznivy vliv na lidsky organismus. Lidé sté&jpako ostatni
zvifata nejsou schopni syntetizovat aromatické ¢aoiny s benzenovym kruhem
z alifatickych prekurzar. Z tohoto divodu museji byt tyto organické antioxidanty

prijimany potravou (Hassig et al., 1999).
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2.1 Biosyntéza flavonoid U

Flavonoidy, steji jako ostatni fenolické latky, vznikaji z primarhienetabolib
sacharid dvéma zakladnimi mechanismy. Jedna sacetatovy mechanismuktery se
uplatiuje pi tvorbé fenolickych slodenin u nizSich rostlin, zatimaonechanismus kyseliny
Sikimovése podili na vytu@ni fenolickych sloéenin vysSich rostlin. Oba mechanismy se
pak spolén¢ uplatni @ syntéze sloz#Sich polyfenolickych latek jako jsou flavonoidy.

Flavonoidy obsahuji dva benzenoveé cykly, z nichénpikruh /A/ vznika cestou
polyacetatovou, druhy kruh /B/ &pcestou Sikimatu (Pavel, 1989).

Flavonoidy jsou derivaty 1,3-difenylpropanu, redp2-difenyl propanu. Syntéza
probiha tak, Ze triacetyl-CoA igneseny pomoci specifického proteinového d®osi
na @islusnou transferdzi se skdu s p-hydroxyfenylpyruvatem. Vznikd tak
triketometylenovy kruh, ktery pakigide tautomemna kruh floroglucinovy. Vysledkem
je molekula prekurzoru flavonaigtzv. chalkon (Pavel, 1989).

Drahy jednotlivych syntéz jsou vbeoe vysoce regulovany a kontrolovany.
Kontroly probihaji na arovni enzymové syntédydegradace, enzymové aktivace nebo
inhibice (Berlow a Vaughn, 1999). \tifphach je zeéazeno barevné schéma zndizmgici
variabilitu biosyntetickych cest flavondidPriloha 1).

2.2 Chemickéa stavba flavonoid u

Flavonoidy jsou chemické sldeniny patici do rozsahlé skupiny rostlinnych
fenold. Dnes do této skupiny flavonoidnich latek neblavénoidi fadime vice jak 4000
z&stupé a stale jsou objevovany dalsi. Zakladem strukjifavan (Obrazek 2) skladajici
se ze dvou benzenovych jader (A, B) spojenych beygtickym 2-fenylbenzopyronem
(C). Hydroxylové a keto- skupiny, substituované o zakladni strukturu, odliSuji
jednotlivé skupiny flavonoiil

Prirodni flavonoidy maji népstji podobu O-glykosid, jejich molekula je tedy
tvofena cukernouc¢asti a ¢asti necukernoucast (aglykonem).Vazbou s cukrem se
auxochromni skupiny flavonaidinaktivuji, takze v rostliéi jsou rekdy tyto glykosidy
bezbarvé a zbarveni se projevi teprve po hydro(Pavel, 1989). Volné flavonoidy se

vyskytuji pouze #idka. Ri technologickém zpracovantipvysSich teplotach a v kyselém
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prostedi mize dochéazet k hydrolyze glykosfiid vzfistu koncentrace aglykénDavidek,
1983).

Obrazek 3.Vzorec flavanu

g é o .
7 2
& 3

5 4 g 3

2.3 Klasifikace a vyskyt flavonoid

Winkel-Shirley (2001) di bohatou rodinu flavonoidse do Sesti hlavnich skupin
(1. -6.) ati menSich podskupin (7. —9.):

1. Chalkony (obr. 3a) 6. Taniny

2. Flavony (obr. 3b) 7. Aurony (obr. 3f)

3. Flavonoly (obr. 3c) 8. Isoflavonoidy (obr. 3g)
4. Flavanony (obr. 3d) 9. Stilbeny

5. Anthokyaniny (obr. 3e)

Obrazek 4. Chemické strukturykterych skupin flavonoitl
a) chalkony b) flavony

c) flavonoly d) flavanony

| OH
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e) antokyaniny f) aurony

O O

OH

HO

g) isoflavonoidy

HO

Nejvyznamujsi flavonoidy jsou flavony, izoflavony, antokiani@ katechiny, které
se v rostlinach vyskytuji jako glykosidy.

Mezi nejvyznamiyjSi zastupceflavonoli pati kemferol, kvercetin, rutin a
myricetin. Od nich jsou odvozeny dalSi hydroxydét

Dominantni flavonoid ve vyziv ¢lovéka je flavonol kvercetin. Kvercetin se
nachazi ve vysokych koncentracich & prijimanych potravinach jako cibule (300
mg/kgcerstvé vahy), jablka (21-72 mg/kg), kapusta (10@kapg cervené vino (4-16 mg/l)
a zeleny aerny¢aj (10-25 mg/l) (Trna a Taborska). ¥hto zdrojich se nachazi jednak
ve forme volné, zejména je ale vazan s cukernymi jednotkawayi. jako kvercetin-3-O-
glukosid, kvercetin-4"-O-glukosid, kvercetin-3-Carhnosid. Rutin (kvercetin-3-O-
rhamnoglukosid) je s@asti |€éKi pouzivanych jako venofarmaka. SniZzuje permeabditu
fragilitu kapilar.

Flavonové derivaty se nazyvajianthoxantiny. Vyskytuji se v rostlinach il
volné, castji jako diglykosidy, vazany na glukézugs hydroxyl v poloze 3,5, pbp na
galaktézu, rhamndzu, rutin6zu apod. (Pavel,198%ziMntoxantiny dale patnag. rutin,
rhamnoglukosid kvercetinu. Flavonony byly prokazédmgvre v ovoci jako nafiklad

grapefruityci pomerage.
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Anthokyaniny jsou modra, fialova &ervena barviva k&ta, plodi i jinych ¢asti
rostlin. Jejich aglykony jsou antokyanidy, derivatpyranu. Vyskytuji se v rostlinnych
bunkach vyhrada jako glykosidy.

Pribuzné antokyaim jsou bezbarvéatechiny, prekurzory skterych tislovin.
Snadno pechazi v amorfni floroglucinové taniny. Ty spolkatechiny a depsidy tvd
téidu tislovin. Maji sviravou chij srazeji proteiny, alkaloidy a jiné latky z vodhyc

roztoki tim, Ze tvai s nimi €Zko rozpustné komplexy.

Taniny se nachazeji se &#aji, ariskach, vyskytuji se i vokolact. Maji velmi

pozitivni vliv na kardiovaskularni systém.

Isoflavonoidy jsou gitomné hlava v lus€ninach Prikladem je medicarpin —
hlavni fytoalexin, produkovany végkou setouNledicago sativajako reakce na infekci

patogennimi houbami.

Stilbeny, Uzce pibuzné s flavonoidy, byly prokazany v eé\Vitis viniferg),
borovici (Pinus sylvestrisa podzemnici olejnéAtachis hypogaéea

2.4 Vlastnosti flavonoid G

Flavonoidy fisobi jako dinné antioxidanty. Jejich antioxitai aktivita je zavisla
na pa@&tu a poloze hydroxylovych skupin v molekule, vlivam jejich glykosylace.
Optimalni radikalo¥ likvida¢ni vlastnosti byly nalezeny pro-dihydroxy strukturu v
kruhu B, dvojnou vazbu mezi uhliky 2 a 3 (C2-C3%-axo funkni skupinu v kruhu C a
3 a 5 -OH skupiny na kruzich A a C. Flavonoly, jgkonag. kvercetin, spojuji tyto
vlastnosti, likviduji hyperoxidové anionty (), hydroxyradikaly, lipidové peroxyradikaly
a tvai chelaty s dkterymi ionty kovi (FE*, CU*) ( Cook a Samman, 1996).

Jednotlivé skupiny flavonoidnemaji v rostlinach stejnou fyziologickou funk€o
se projevuje na dalSi funkci flavon@idmohou f@sobit jako inhibitory nebo stimulatory

rastu.
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2.4.1 Role flavonoid G v rostlinach

Rostliny se musi braniti¢i negriznivym vrgjSim podminkam, k tomu jim slouZzi
uzpisobeni jejich povrchwgla a také produkce Siroké Skaly sekundarnich métabady
udéluji rostlinam Gzné vyhody, maiji vliv na odezvu rostlinydr stresu (nafiklad stidani
swtla nebo teplot), kompetici mezi rostlinnymi druloyliviiuji herbivorni tlaky a omezuji
patogenni Utoky. Zda se, Ze owiiyi i schopnost feZiti a reprodukci (Berhow a Vaughn,
1999).

Flavonoidy jsouc¢asto funkné unikatni na druhové Udrovni, tzn. Ze strukturn
odliSné slodeniny jsou odpo¥dné za stejné funkce u rozdilnych dikutDiky této
vlastnosti Ize vyuZzit stanoveni typu a sloZzeni absgch flavonoid u pribuznych drufi
k taxonomickému wovani. Navic kazda rostlina produkuje a uchovawzé flavonoidy
v zavislosti na stadiuistu, reprodukcigasti rostlinného pletiva, typu enviromentélniho

stresu nebo patogennimu Gtoku (Berlow a Vaughn9)199

2.4.2 Vliv flavonoid U na zdravi ¢lovéka

Flavonoidy jsou fermentaci isvnimi bakteriemi uvokny z vysSich struktur a
spolu s ostatnimi slozkami potravy #iany. V organizmu jsouipobenim fislusnych
enzymi pievedeny na mnohem rozpu§fi sulfaty nebo glukuronidy.iBvazri ve fornmg
konjugati jsou pak vylodeny mai, zhruba jedna desetina je vytama jako ¢isté
(nekonjugovaneé) flavonoidy. Vrcholu koncentrace rvilkdosahuji flavonoidy zhruba 4
hodiny po konzumaci rostlinné potravy, po 24 hodim&oncentrace klesa k nule - dlet
¢lovéka ani hospoddkych zviat se neakumuluji (Hampl a L&k, 1996).

Soudi se, Zedinky flavonoidi v lidském ¢€le jsou ginosné pro lidské zdravi. Na
tento fakt ukazuji mnohé epidemiologické studievsévajici vyskyt chorob vienych
zemi: Francouzi nd&klad mnohem meén trpi kardiovaskularnimi chorobami nez
Americané. Nadorova onemaosmi prsu a prostaty ohrozuji Evropany a Ardany vice
nez Japonce.iRiny rozdiki mezi populacemi mohou byfizné. Svou roli ufit¢ budou
hrat klimatické podminkygistota zivotniho prosgedi, ddicnost (Hampl a Lagk, 1996).
Kvalitu zdravi ale krom toho vyraznouémou ovliviiuje i Zivotni styl a charakter stravy.

Zvyseny pijem cerveného vina, které je bohaté na polyfenoly, pnij@ z moznych
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vyswétleni ,francouzského paradoxu®, tedy relatiwysokym gisunem tull v potrag a
nizkou mortalitou na kardiovaskularni onem@&dnve Francii (Renaud a De Lorgeril,
1992, Stanley a Maizer, 1999).).

Diky svym chemickym vlastnostem maji flavonoidgzmorody vliv na dje
probihajici v organisméloveka. Dilezité jsou zejména jejichntioxida¢ni vliastnosti, kdy
flavonoidy misobi jako lap&e radikél, nékteré jsou navic schopny vazat do komplex
ionty prechodnych kof. Tim dochazi k ziéné¢ dostupnosti &chto kova pii redoxnich
reakcich, kde {sobi jako katalyzatory. To ma vliv na vystelku &eniZuje mutagenitu a
kancerogenitdady cizorodych latek &ke. Flavonoidy s antioxidai aktivitou zabrauji
oxidaci krevnich lipid, zejména chrani svyntimkem frakci LDL — lipoproteiny s nizkou
hustotou. Brani tak vzniku aterosklerézy a tromddgtch onemoceni (Goldberg et al.,
2003). Je prokazano, ze dostate prijem flavonoidi a ostatnich polyfendlvyvazenou
stravou je spojen s nizSim vyskytem onentoércév a srdce (Hertog et al., 1993).

Mezi dalSi vlastnosti flavonoidpati inhibice enzymi. Jedna a tataz latkauie
inhibovat vice #iznych enzym. Jevy pozorované na tk@eé Urovni jsou pak Zfsobeny
kombinaci jednotlivych &nka na drovni enzymovéN¢které flavonoidy jsou schopny
interakce s hormonalnimi receptory Nékdy s nimi reaguji ve stejném smyslu, jindy
Ucinky prirozenych hormoi rusi.

V rostlinnych materiadlech sefippzerg vyskytuji ¢asgji a ve vysSi koncentraci
pouze ®které flavonoidy, pdt mezi r& i flavonol kvercetin. Jeho antioxitai schopnosti
jsou diky jeho chemickeé struk®i vyjimeiné (Cook a Samman, 1996). Kvercetin je
acinngjSim antioxidantem nez vitamin C a E. Zamvale nesmime opomenout i jeho
prooxid&ni vlastnosti, které kvercetin, stéjjako rékteré ostatni flavonoidy, vykazuje.
Podle nejno¥jSich vyzkunt se zd4, Ze alkylace hydroxyskupiny v poloze 7 ajgyZachyt
radikai a naopak jeho derivaty s volnymi hydroxyskupinammjici véasti molekuly
strukturu pyrokatecholu a navic s volnou hydroxyskau v poloze 3 mohou zaditych
okolnosti vykazovat prooxidai aktivitu. Pro zablokovani této aktivity by né&la byt
posled zmirgna hydroxyskupina volna, jako je tomu H&ad u rutinu, jehoz
konzumace by byla tudiz vyhogai (Dadakova et al., 2003).

Studie potvrzuji, ze flavonoidy se vyznagnpodileji na prevenci onemaam
objevujicich se v souvislosti s oxittdAm poskozenim biomembran. Jedna sedevsim

o kardiovaskularni onemoéni, nadorovd onemoéni a také zatty(Hertog, 1995).
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Vysledky fiznych studii nazriaji, Ze populace s vysSim obsahem flavanalflavorm

Byl studovan vliv konzumace potravin obsahujicivdiacidy na rakovinu.
Kvercetin omezuje p@t a misto naddrv uritych zvirecich modelech, ale u lidi tato
spojitost nebyla nalezena. Je mozné, Ze nadorgli undijsou zafcinény stejnymi typy a
davkami karcinogeh jako ve zwifecich studiich, nebo jsou antikarcinogenni efekty
flavonoli a flavoi vyznamné pouze ve velmi vysokych davkach. Kvenceti
pravdEpodobrg tedy nehraje hlavni roli ve vystleni ochranného efektu zeleniny a ovoce
proti rakovirg. Vyjimkou je cibule, kde obsaZzeny kvercetin sn&ujziko rakoviny
Zaludku (Hertog, 1995).

3. Chenopodoideae — merlikovité

Jedna se o pedled’ dvoudtloznych rostlin Zadu hvozdikotvaré zahrnujici na 110
rodi s 1500 druhy. # posledni Upra¥ taxonomického systéemu APG Ill, ktery byl
publikovan viijnu 2009, bylaceled merlikovité Chenopodiacegeviazena doceledi
laskavcovitych Amaranthaceae

3.1 Charakteristika c¢eledi

3.1.1 Amaranthaceae

Do &eledi Amaranthacea@odle KwtenyCR (Hejny a Slavik, 1990) patednoleté
i vytrvalé byliny, se stdavymi listy nebo vstcnymi celistvymi listy bez palidt Kvéty
jsou jednotli¥ nebo ve sloZzenych ktenstvich, plodem je tobolka nebo nazKmled
zahrnuje 174 raida asi 2050 druh které jsou roz#&né po celém sie.

3.1.2 Chenopodoideae

Byval4 celed” Chenopodiaceae — merlikovité obsahuje 10G icz 1500 druh
kosmopolitnich bylin. Ma silné tendence k druhotonésieni (Hejny a Slavik, 1990).
Najdeme zde zastupce halofilni (rostliny vyhled&iagtanovist s vysokym obsahem

soli), nitrofilni (rostliny naréné na dusik) a ruderalni. Mnohé druhy jsou xeroffivelsh,
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2003). Do této patkledi nalezi také ekologicky @stvyhragné druhy se svéraznym
metabolismem.

Jsou to jednoleté, dvouleté i vytrvalé byliny nglmokee. Maji jednoduché listy
bez palist, stidavé nebo vsicné. Kwty jsou drobné, &sSinou jednodomé a
oboupohlavné. Umisty jsou jednotli¢ nebo ve vrcholinatém ketenstvi tvdgicim u
mnoha drubi v UZlabi listed klubicka. Nekdy vytv&i sloZzena kétenstvi (laty nebo klasy).
Vytrvalé okwiti, negasgji péticetné, obklopuje plod, kterym byva nazka (Hejny avi,
1990).

Mnoho zastupt tétoceledi je hoji vyuzivano v iznych od¥tvich lidské¢innosti.
Pati sem rostliny krmivésky a potravingsky vyznamné Eetula vulgaris Chenopodium
quinoa, Spinacea oleracegWelsh, 2003), rostliny idezité v Iékastvi (Chenopodium
ambrosioides, Dysphania ambrosioides a Salsolanall

Merliky (druhy roduChenopodiumjsou gevazrié jednoleté byliny. Vyhledavaji
¢asto ruderalni stanovétkde nejsou omezovany konkuéed siln¢jSimi vytrvalymi druhy
a kde maji dostatek &wa. Nekteré druhy merlii jsou velmi hojné, jiné jsou vzacné nebo
dokonce WCeské republice ohrozené. & druhym paf nag. merlik slanomilny Ch.
chenopodioidgs merlik hroznovy Ch. botry3, merlik zedni Ch. muralg, merlik smrduty
(Ch. vulvarig nebo merlik nastsky Ch. urbicum (Fajmon a Simonov4, 2008).

Tabulka 2: Zafazeni zmidnych drutii do botanického systému

TFida Magnoliopsida— dvoudlozné
Rad Caryophyllales- hvozdikotvaré
Celed’ Amaranthaceae laskavcovité
Podceled’ ChenopodoideaBurnett - merlikovité
Rod Chenopodium Atriplex Spinacia
Druh Merlik zvrhly Lebeda rozkladita Spenét sety

Merlik mnohosemenny Lebeda zahradni

Merlik bily Lebeda leskla
Lebeda hréalovita

3.2 Lebeda leskla
Atriplex sagittataBORKH.

3.2.1 Charakteristika druhu

Jedna se o jednoletou, 1-2 m vysokou bylinu. Lodghgrima, zpravidla bohat

vétvena a prouzkovana. Listy rostliny jsdapikaté,cepel v obrysu trojuhelnikovita,
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zvlast pri bazi lalanat zubatd, se svrchni stranou leskle tmavozelenopodns bile
pomouwenou. Lebeda leskld ma &y uspdadané v bohaté kKtenstvi lichoklasu. Sawii
kvéty jsou dvojiho typu: #Sinou s krovkami Spat vejcitymi, velkymi, bez zub a
vystupki, mezi nimi jsou vtrouSeny Kty bez krovek, zato vSak s &é&inym okwtim.
Tento typ k¥t ma u nas uz jenéptovana lebeda zahradni. Plody jsou nazky, jichzem
byt na jedné rostlihaz rekolik set tisic. Kvete odervence do za

Roste na ruderalnich plochach, na hlinitych navédik&ompostech, na okrajich
poli a cest, naggach bohatych dusikem, kyprych, holych, nesnaskamci a zastini.
V Ceské republice je tento druh riepdni, trvale zdomaeihd, v teplejsich oblastech statu
hojna, v chladgSich pahorkatindch se vyskytuje jen roztrodSgnax. asi 650 m n.m.).
Celkow roste ve sedni a jihovychodni Evrap v Malé, Stedni a Bedni Asii, ha

jihozapadni Sil#i, na vychod po Altaj, druhoti i na jihu Afriky.

3.2.2 Vyuziti
Mladé listy jsou jedlé, chuti podobné zelenému kuadze je pouZzit na salat nebo
do polévek; v lidové medicénse uzivalaterstva né pii zachvatech dny a protiretvnim

parazitim.
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Obréazek 5.Lebeda lesklaAtriplex sagittataBORKH.) (podle Hiska, 2005)

3.3 Lebeda rozkladita
Atriplex patulaL.

3.3.1 Charakteristika druhu

Jedna se o jednolety pozdni jarni plevelny druhosgnlivym vzhledem. Lodyha
je zpravidla 20-80 cm vysokatima, vzgimena az k zemifjiiskla. Spodni listy jsou
podlouhle kos&tvere&né a s klinovitou bazi, svrchni listy jsou podlieulkopinaté.
Vyskytuji
se jednopohlavné kty. RozmnoZuje se pouze generativhla jedné rostli&n dozrava az
n¢kolik tisic nazek. Nazky maji velmi pramlivou dormanci a kbi nepravidelg
v pribéhu celého roku, zvlaSpii vySSich teplotachimly. Kvete odiervence ddijna.

Rozsfeni lebedy rozkladité je hojné, zejména na poltethradach a rumistich. U
nas je pravépodobré ptvodni nebo snad archeofyt. Je nejrta®jSim druhem rodu
Atriplex v polnich podminkach, zapleveluje vSectplgdiny, zejména vSak okopaninu a

razné druhy zeleniny (Hron a Kohout, 1988).
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3.3.2 Vyuziti

Mladé rostliny jsou kehké a gavnaté, jiz od star@ku se z lish lebedy rozkladité
piipravovaly salaty, mozno je konzumovat i jako SpeNdodna je i jako picnina pro
dobytek. Pyl lebedy rozkladité je vyraznym alergane

Obréazek 6.Lebeda rozkladitaAtriplex patulaL.) (podle Hiska, 2005)

3.4 Lebeda hralovita
Atriplex prostrataDC.

3.4.1 Charakteristika druhu

Je to jednoletd rostlina vysokd 10-60 cniind nebo poléhava. Ma hluboky,
obvykle rozwtveny, kilovity kofen (Hron a Kohout, 1988). Dolni¢twve lodyhy jsou
vstiicné, horni gtdavé. Listy jsouapikaté, na rubu pomoené. Vyskytuje se na mistech
s vysokou koncentraci Zivin, zejména na slaniskéaluviich, dale kolem hnojiSa cest.

Je mén ¢asta nez ostatni druhy rodu Atriplex.
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Obrazek 7Lebeda hréalovitéAtriplex prostrataDC.) (podle Hiska, 2005)

3.5 Lebeda zahradni
Atriplex hortensid..

3.5.1 Charakteristika druhu

Lebeda zahradni pochazi nejspiSe z¢Aéti evropskécasti Ruska. Odtud se
druhotrgé rozSfila na Uzemi mirného pasu Evropy, Asie, Ameriky asthalie. Vceské
republice je pstovana jako zelenina, &ds zplauje.

Je to mohutna, az 2 metry vysoka rostlina. Stoaekzjrimeny, listy jsou gtdavé,

oboustras pomowené. Kty jsou jednopohlavné, vzaEoboupohlavné.

3.5.2 Vyuziti

V kuchyni mize nahradit Spenat. \iista sice zahy do ki, ale to neSkodi sklizni
lista, které i v tomto fipadt jsou jemné a duznaté. Préspovani jako zelenina hodi se
odnidy s listem zelenym nebo Zlutavym. Obsahuje érérseliny $avelové nez je tomu u

Spenatu.
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3.6 Merlik bily
Chenopodium alburh.

3.6.1 Charakteristika druhu

Jde o jednolety plevelny druh, ktery vyhledava et bohata na dusik. Dasta
vysky 20 az 150 cm. Listy a stonek merliku bilémuj modro- nebo Sedozelené zbarvené,
stonek byva &kdy naervenaly. Listy jsou mnohotvarné, ¢ kosdtvereiné az
kopinaté, Spiaté, ¥tSinou zubaté. Byvaji na obou stranach charakigs mownat
poprasené. Merlik bily ma ktenstvi lichoklas slozeny z klutak, téngr bez lisfi. Kvéty
jsou drobné, oboupohlavné&idka jednopohlavné, majietelné, drobné gbicetné okti.

Na jedné rostlid dozrava az 100 tisic nazek, které maji nestejiouhou dormanci a
nepravidelnou ktivost. St se osivem, statkovymi hnojivy, kompostem aj.(Hran
Kohout, 1988).

Merlik bily roste vCeské republice roztrousemz hoji, celkow roste ténit na
celém s¥te, pevazr v mirnych pasmech. Ratk nejrozstensjSim a nejnebezga¢jSim
pleveiim poli i zahrad. Zapleveluje vSechny plodiny, zidakopaniny a zeleninu. Rét
k nejvyznamgjSim ruderalnim drukim — hojré roste na rumistich, kompostech, polnich

hnojistich, pustych mistech aj.
3.6.2 Vyuziti

Merlik bily pati mezi jedlé rostliny a jeho mladych listze pouZivat na salaty,
semena mozno zkrmovat nebo semlit na mouku. Uvagaufe jehdizeném pstovani pro
tvorbu biomasy na spalovani. Jeho pyl je silnygdara §i se rkdy az do pichodu

mrazi.
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Obréazek 8. Merlik bily (Chenopodium alburh. ) (podle Hiska, 2005)

3.7 Merlik zvrhly
Chenopodium hybridur.

3.7.1 Charakteristika druhu
Merlik zvrhly je jednoleta bylina vysoka 40-100 gngimou lodyhou. Mladé

rostlinky jsou slab pomowené, pozdi vyrostou v lesklé byliny. Listy jsodapikaté,
lesklé. Kwtenstvi je vyrazé odlisSné od ostatnichébnych druli merlikh — fidke,
vidlanovité, obvykle Siroce rozkladité, ummnigici jiz z dalky tento druh bezpes urit.
Kvéty jsou zelené, gicetné, nenapadnkvetouci, gkkdy pomouené; plod je nazka. Na
jedné rostlig dozrava az ¢kolik tisic semen.

Roste na rumistich, podle cest a jako plevel naazktth a polich, vZzdy na holych
kyprejSich mdach bohatych na Ziviny. Na Urodnych a zejménaaZawvlanych pdach
vytvaii statné a silé vétvené rostliny. Na nasem Uzemi se jedna o archeodgte
piedevsim v teplejSich oblastech statu. Je citlivynizké teploty a na podzim jiztip

prvnich mrazicich odchazi. Jedna se oanganamny plevelny druh.
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Obréazek 9.Merlik zvrhly (Chenopodium hybridurin.) (podle Hiska, 2005)

3.8 Merlik mnohosemenny
Chenopodium polyspermulm

3.8.1 Charakteristika druhu

Jedna se o jednoletou poléhavou nebo vystoupawilinto Stonek j&tyrhranny,
casto naervenaly, listy jsou podlouhle vjé s dlouhymrapikem a celokrajné. Ktenstvi
je olis€né, semeno leskléerné. Kvete fevazie od ¢ervence do podzimu a na jedné
rostliné dozrava wkolik desitek tisic nazek (Hron a Kohout, 1988).zKasi udrzuji v
pads klicivost rekolik let. Sk se komposty, jdou, statkovymi hnojivy, osivem aj.

Merlik mnohosemenny se vyskytuje v mirném a suld@ralnim pasmu Evropy,
Sttredozemi a Asie na vychod po Altaj, zasde v jizni Africe a Severni Americe. U nas je
archeofytem, hojhje rozsteny po celém Uzemi statu, v horskych polohach wiaka.
Roste na polich, zahradach, kolem cest a silnidgamapostech, rumistich ézich vod a
rybnika. Pati k prvnim osidlovaim novych fd, hald apod.
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Obréazek 10erlik mnohosemennydhenopodium polyspermum) (podle Hiska, 2005)

3.9 Spenat sety
Spinacia oleraced..

3.9.1 Charakteristika druhu

Spenat je jednoleta, az 1 m vysoka bylina, zféaformy jsou dvouleté. Kty jsou
uspdadany v hustych lichoklasech, plodem je naZzka. Majou obaleny tvrdym
ctyicetnym okwtim. Plod m&asto naitznych mistechtizné vykEzky. Listy jsou Siroce
ovalné, resp. veéjté, na konci tup Spicaté, fapiky jsou dlouhé asi polovinsepele nebo
delSi.

Jedné se otdezitou listovou zeleninu. Kultivovana byla v jirigzadni Asii, patré
v Persii. Odtud se Spenat nejprve dostal do sevdrily, kolem roku 1100 byl fivezen
do Spasliska a dale se paki&ido celé Evropy. Prvni recepty, ve kterych se pauz
Spenat, jsou dochovany v kuéblee knize z roku 1390. Navzdory vSeobecnémuémin

neni Spenét zvlédohaty na Zelezo, ale i tak obsahuje cenné Ziviny.
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3.9.2  Vyuziti

U vSech odid Spenatu se konzumuiji listy. Jsou velmi snadraviséiné a vyzivnée.
Spenét je bohaty na figk, sodik, Zelezo, jéd ai&mik. Obsahuje hemolytickycinny
saponin. Podle gkterych vyzkuni je pisobi Spenat jako prevence rakoviny. Ve Spenatu
jsou obsazeny karotenoidy (i beta-karotenu), agovysokych koncentracich. Obsahuje
také lutein, karotenovy pigment, kteryigobi antioxidané. Vyzkumy prokazaly, ze
castjSi konzumace potravy bohaté na beta-karoten ponpéddejit degenerace Zluté
skvrny @&ni sitnice, kter&asto zmsobuje slepotu u starSich lidi. Spenéat se odedavna
doporioval na vysoky krevni tlak (obsahuje hédirasliku, ktery reguluje krevni tlak),
anémii a také zacpu.

Nevyhodou je jeho sklon kumulovat dérsany. Obsahuje také vysoké mnoZstvi
kyseliny $avelové. Konzumace ¥@ného Spenatu takibe byt spojena s rizikem tvorby

ledvinovych kamedn.

Obréazek 11Spenat $pinacia oleraced..)
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4. Analytické metody

4.1 Vysokou €inna kapalinova chromatografie (HPLC)

Chromatografie je sepata metoda, kterd je zalozena na rozdilné @fielbzek
smesi vzorku k mobilni a stacionarni fazi. Pomoci tétetody je mozné identifikovat a
stanovit velké mnozstvi rozhych organickych i anorganickych latek. Faze praefiai
kolonou se oznauje jako mobilni (plyn nebo kapalina), faze nepdiwbjako stacionarni
nebo také jinak sorbent. Tenige byt tvden drobnymicastékami tuhé faze o velikosti
jednotek az stovek mikrométnebo kapalinou potahujici povrch inertniho tesi film
kapaliny na vnitni sténé kapilary. Mobilni faze prochazi kolonou, ktera neplrena
sorbentem, a unaSi vzorek. Dochazi k vzdjemnymrakegm mezi stacionarni fazi,
mobilni fazi a dlenymi latkami vzorku, tyto interakce maji rozhodijvliv na pibéh
separaniho procesu.

Pokud je mobilni fazi plyn, hovime o plynové chromatografii (GC, gas
chromatography). Je-li mobilni fazi kapalina, jeds& o kapalinovou chromatografii,
nazyvanou také jako LC, HPLC, liquid chromatograpkio rozdlovaci chromatografie.

Kapalinova chromatografie zahrnuje vSechny chrografacké zgisoby separace,
kdy je mobilni faze kapalna. S ohledem na expertaien uspdadani hoviime o
kapalinové chromatografii v oteaném systému (papirova a tenkovrstva chromatoyafie
vV uzaweném systému (dnes zejména vysakaié kapalinovid chromatografie HPLC).

HPLC je pro stanoveni flavonaidhegastji vyuzivanou metodou (Hertog et al.,
1992a, Hertog et al., 1992b, Hollman et al., 199&rnat et al., 1998, Tomlinson et al.,
2003, Papp et al., 2004, Correia et al., 2006).

Mobilni faze g isokratické eluci je vedena ze zasobnikiespodplyiova: do
vysokotlakéhocerpadla. B gradientové eluci jsou jednotlivi&sti mobilni faze nejprve
piivedeny do sriSovae, kde se misi ve zvoleném pémn a teprve pak se dostavaji do
cerpadla. Zcela fevazujicim zfisobem nasiku vzorku je pouziti tzv. Sesticestného
kohoutu s davkovaci srikou. Smyka o konstantnim objemu se naplni vzorkem, poté se
piepne do druhé polohy, ktera umiaje protékani eluentu nebo mobilni faze. Eluent
protéka smykou a vnasi vzorek do kolony. Nagtji se pouZzivaji kolony o délce 10 az

100 cm s vninim piimérem od 0,2 do 2 cm. Velikost zrn sorbentu se pojeyinezi 3 —
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50 um. Hi analyze pirodnich latek se dopofuje vyuzivat ochrannéiedkolonky.

Zabrani se tak z&ééni vlastni kolony zachycenim balastnich latek.

Obrazek 12.Schéma HPLC sestavy

vysokotlakeé
terpaillo

zasobnik
misbifiint $en davkovaci ventil i‘i(!i_ti .
s vymeénitelnon smyikoun poiitad

HPLC kolona
detektor ﬁ

Pro detekci je velmi roz&n pftokovy fotometricky¢i fluorimetricky detektor.
Eluat protéka rérnou celou malého objemu s velkou optickou déllawykle V =5 az 10
um, | = 10 mm). B vhodre volené vinové délce je registrovana absorbancételu
Moderni gFistroje jsou vybaveny detektory s prémlivou a programo¥ menitelnou
vinovou délkowi tzv. diode array detektorem, schopnym pégitrve zvoleném okamziku
celé UV/VIS spektrum slozky. Ziskané informace jéeditym kvalitativnim udajem o

sledované slozce (Drbal @i&ek, 1999).

4.2 Kapilarni elektroforéza (CE)

Principem celého d&le je separace vlivem elektrického pole, ktera sleut&nuje
v kiemenné kapii&. Na obou svych koncich je kapilara pfema do elektrodovych
nadobek, ke kterym jsoufipojeny elektrody vysokong&pového zdroje vytvijici
elektrické pole. Cely systém je uzaa ve schrance, aby nedochazelo k odparu roztoku
elektrolytu z porézniho média. Kationty i anionty daji do pohybu ogaymi smnery
riznou rychlosti a rozdi se na vic&i meére oddlené skvrnyci zony. Na distélnim konci
kapilary je umisin detektor, ktery snima analyticky signal. Analigicsignal je zapsan
liniovym zapisovéem nebo dale zpracovangi@acem (Dolnik, 1994).

Délka kapilary se pohybuje od 15 cm do 100 cm. Rdddtodového konce kapilary
je odstrasin jeji vrgjSi polyimidovy pokryv v délce ¢kolika milimetri. Tim vznika na

kapil&e okénko, kterymificné prochazi ultrafialovéi viditelné z&eni ze zdroje kapilarou
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do detektoru. Fotometrickd detekce je v KZE jakdRLC nejobvyklejsi (Drbal a KZek,
1999).

Obrazek 13.Schéma aparatury pro kapilarni zénovou elektraioré

zdrej vysokého napéti

"
separacni Kapilara
anoda

+ detekior = uzemnéna

= katoda
=

8 _

vzorek vystupni nadobka

Kapilarni elektroforéza je pouzivana pro analyawdhoidi v mensi nie nez
kapalinova chromatografie, coZ souvisi s olenensim roz$enim této analytické
metody. Jejimi fednostmi je kratka doba analyzy, ob&omala spatba pufé a
rozpoustdel a vysoka rozliSovaci schopnost. Kapilarni etdktréza jecasto pouzivana
pro analyzu flavonoiil v extraktech z k&vych rostlin (Pietta et al., 1991) a byla také
vypracovana metoda pro analyzu rutinu v pohancef(ket al., 1991). Kapilarni
elektroforéza byla také pouzita pro analyzu ferkyioh latek véerveném vii (Gil et al.,
1995).

Prvni separace flavonaidna kapilarni elektroforéze byla provedena v ro8611
Piettem a kol., ki@ ji pouzili pro rozaleni a identifikaci flavonoidnich glukosid Tato

metoda je pro stanoveni flavonaithéreé vyuzivana, Bzr¢jsi je kombinace CE a HPLC.

4.2.1 Varianty kapilarni elektroforézy

V podstat rozliSujemectyii varianty kapilarni elektroforézy, jedna se o z2émo
elektroforézu, izotachoforézu, micelarni elektratiokou chromatografii a izoelektrickou
fokusaci. Sepatmi principy jsou u jednotlivych variant dost odéSrzatimco v zénové
elektroforéze a izotachoforéze dochazi separazakiad rozdili efektivnich pohyblivosti

a v elektrokinetické micelarni chromatografii n&laék rozdili rozclovacich koeficient
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mezi mobilni a pseudostacionarni fazi, jsou v igkieické fokusaci separandy od sebe
déleny na zakladgrozdili v izoelektrickych bodech.

4.2.2 Kapilarni zonova elektroforéza

Pri kapilarni zonové elektroforéze jsou rezervoathmivym roztokem propojeny
kapildrou vyplgnou rovréz tlumivym roztokem. Pro tuto metodu je charakterke
pouZiti jednoho pracovniho elektrolytu v celém safpam systému. V isledku toho je
v celé sepakmi kapil&@e konstantni elektrické pole. Jednotlivé zony gustéle stejnou
rychlosti, takZze se v filbéhu separace od sebe stale vice vzdaluji. Vlivegedike zonova
rozhrani g£asem rozmyvaji (Dolnik, 1994).

Uzawend tenk& kapilara dgllije kapilarni zonové elektroforéze v tomto proveide
kvalitativné zcela noveé vlastnosti. Vyhodou je moznost zvySevarkové nagti pristroje
az k hodnotam 30 kV, vzniklé tepldi pakovychto hodnotach je odvedenérstu kapilary
do okolniho termostatovaného prostoru. Wzre elektroforézy by ip takovychto
hodnotach nafti dosSlo k zn&nému olievu tlumivého roztoku. Nasledné zvySeni difaze a
turbulence v roztoku by analyzy zcela znehodnatilo.

DalSi vyznamnou vlastnostirdmennych kapilar je existence elektroosmotického
toku kapaliny (pufru) kapilarou. Viiti kapilarni povrch se chova jako stdtysely katex.

Pri pH v&tsim neZ 2 dochazi fstem pH k stale vyznangj§imu nahrazovani Hiont na
vnitinim kapilarnim povrchu za jiné (eptji Na’) ionty, které jsou &nou slozkou
tlumivého roztoku. Kationty migruji ke katéda vzhledem ke své hydrataci strhavaji
s sebou roztok v kapild. Proudni kapaliny kapilarou vyvolanému timto jeveiikame
elektroosmoticky tok. Tento tok jegipH 2 téngf nulovy, s vziistem pH se zvysSuje.

Rychlost elektroosmotického toku je ve srovnéniychlosti kEZnych ionfi
dominantni. ProtoZe vysledna rychlost pohybu adicntkationti je dana vektorovym
souwtem jejich migr&ni rychlosti va rychlosti pohybu elektroosmotického toku, jsou
kationty i anionty Bhem analyzy unaSeny ke katod

Davkované mnoZzstvi jefiplizné 1000 x niZzSi nez u chromatografickych metoid. P
napsti 10 — 30 kV dochazi v kapil@ k elektroosmotickému toku, kterym jsou jak katyon
tak anionty unaseny k detektorughHgm této cesty probiha vzajemna separace (Drbal
a Krizek, 1999).
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4.2.3 Micelarni elektrokineticka kapilarni chromato  grafie (MECC)

Tato technika se soblibou vyuziva pro separaciktelreutralnich latek.
Podminkou je pdani povrchow-aktivni latky (tenzidu) do tlumivého roztoku v tzv
nadkritické koncentraci. Velméasto se pouziva dodecylsulfat sodny. Vlivem tenzidu
dochazi v roztoku ke tvoébmicel. Hydrofébnicasti molekuly tenzidu jsou orientovany
dovnitt micely, hydrofilni¢ast naopak ven do roztoku. Nenabité organické latkynou
interagovat s micelami podobiako v kapalinové chromatografii interaguji secgiaarni
fazi. Zejména polarita latky rozhodne, jak dlouh® IBude pislusna slozka vzorku
v hydrofobnim jagée micely zdrZzovat.

V situaci, kdy latka neni vazana uvnimicely, je unaSena elektroosmotickym
tokem. Separace latek probiha tedy na zé&krebtejn&etnosti a me interakci dlenych
elektroneutrélnich latek se systémem micel v tlémivroztoku. Pro svou podobnost
s chromatografickymi technikami je systém micellwrtivém roztoku nazyvan jako
pseudostacionarni faze (Drbal &€k, 1999).

Obrazek 14.Separace na MECC

EOF = elektroosmoticky tok S = latka rozgnst v roztoku (solut)
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IV.CILE PRACE

Z provedené literarni reSerSe vyplynulo, Ze pestrava je bohata na fenolické
latky flavonoidy. Mezi mnohymi slaieninami vynikaji svym biologickym dinkem
flavonoly s hlavnim zastupcem kvercetinem a jehaivdEem rutinem. Ob tyto
sloweniny maji vyrazné antioxidai inky a mohou tedy {sobit jako zdroj ochrany
pied kardiovaskularnimi onemaarimi.

Merliky (ChenopodiumL.) a lebedy Atriplex L.) jsou zajimavymi rostlinnymi
druhy z hlediska jejich potravinového vyuzitteBtoZe se jedna o plevelné druhy, byly tyto

rostliny v minulosti vyuzivany jako zdroj potravy.

Pro stanoveni obsahu kvercetinu a rutinu byla jgkodna analytickd metoda
zvolena kapilarni elektroforéza. Zastoupefznych fenolickych latek bylo zji&ho
metodou vysoceiinna kapalinova chromatografie.

Reseni bylo zaiteno na nasleduijici cile:

* stanovit obsah celkového kvercetinu v konkrétniclzith,
¢ stanovit obsah rutinu v konkrétnich druzich,

» zjistit zastoupenitznych fenolickych latek v konkrétnich druzich.
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V. EXPERIMENTALNI CAST

Pro (ely vypracovani diplomové prace byly pouZityédmezavislé analytické
metody. Metoda HPLC byla pouzita pro kvalitativiiarsoveni fenolickych latek ve
vzorcich rostlin a metoda MECC slouzila ke kvamtitsimu stanoveni celkového
kvercetinu a rutinu.

Analyzam byly podrobenyitdruhy rodu merlik ait druhy rodu lebeda. VSechny
tyto rostlinné druhy p#t mezi volré rostouci a Ceské republice &Zné druhy. Pro
srovnani byly vybrany dvafipuzné druhy kulturnich rostlin, které se pouziajko
listova zelenina, a to Spenat sety (mtr Matador, z maloobchodni&it lebeda zahradni

(odrida nezndma@, od soukroméhssfitele).

Tabulka 3. Odebrané vzorky

Spenat sety Spinacia oleraced..

lebeda zahradni Atriplex hortensig..

lebeda leskla Atriplex sagittataBORKH.
lebeda hralovita Atriplex prostrataDC.

lebeda rozkladita Atriplex patulal.

merlik bily Chenopodium alburh.

merlik mnohosemenny} Chenopodium polyspermuim
merlik zvrhly Chenopodium hybridura.

1. Odbeér rostlinného materialu

Z vybranych drub byly k analyze vybrany listy a Ktenstvi. Tytocasti byly
odebirany z vol& rostoucich rostlin na jejich typickych stanovikti©dkEr byl proveden
v ¢ervnu acervenci roku 2008 v okoli #sta Ceské Budjovice. Druhové ufeni bylo
potvrzeno pimo na stanovisti podle literatury (Kubat et aD02). Rostlinny material byl
odebiran u kazdého druhu miniméln piti exemplda, aby byl zajistn dostaténé velky
pramérny vzorek. U kazdého druhu bylo odebrano minird&@ g rostlinného materialu.
Material byl odebirdn v dopolednich hodinach stimédo dne beze srazek, vzdy

po vymizeni ranni rosy.
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2. Uprava rostlinného materialu

Odebrany material byl bezpréstie (do dvou hodin) po odiu v terénu

zpracovan v laboratd Casti rostlin byly podle peeby povrcho¥ ocistény, zvazeny a

zamrazeny v polyethylenovych &dch @i teplo# —16 °C. Zmrazeny material byl
lyofilizovan do jednoho rsice od odéru pii teplot —46 °C a tlaku 0,025 kPa po dobu 24

hodin. VysuSeny material byl zhomogenizovan na datwonim mlynku a do analyzy

skladovan v plastové vzorkovniciiieplot —16 °C. Podle literatury (Hertog et al.,1992a)

je takto upraveny vzorek minimald rok stabilni.

3. Pouzité chemikalie a standardy

VSechny pouzité chemikalie bylyistoty p.a., pokud neni uvedeno jinak. Pro

vSechny prace byla pouzivana demineralizovana vktgaa byla pipravena na zZézeni

firmy Premier (USA).

tetraboritan sodny (borax) (Sigma Chemicals, USA)
laurylsiran sodny (Sigma Chemicals, USA)
kyselina borita (Lachem&R)

kyselina chlorovodikovéa (Lachem@Rr)

hydroxid sodny (Lachem&R)

hydrogenuhbitan sodny (Lachem&R)

kyselina 1-naftyloctova (Lachem@r)

kyselina L-askorbova (Merck,dsecko)
kvercetin (Aldrich Chemie, Bimecko)

rutin (Sigma Chemicals, USA)

methanol (Penta Chrudir@R)

acetonitril (LiChrosolo Merck, Bmecko)
kyselina o-fosforéna (Aldrich Chemie, Bimecko)

4. Laboratorni sklo a p Fistroje

sada laboratorniho skla (Fisher Scientic, PardukiBg
analytické vahy AB 204 (Mettler Toledo, Svycarsko)
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technické vahy Kern (8imecko)

lyofilizator Alpha 1-2 (Christ, Nmecko)

kombinovana ledika s chladrikou (Bosch Cooler, Bmecko)
teplovzdusna susarna ULM (Memmergriecko)

SPE izolani jednotka (vyvojové dilny JWR)

kapilarni elektroforéza SpectraPhoresis 2000 (The®eparation Product, USA)
vodni lazé termostatovana michana EL-20 R (KavakéRr)

pipety automatické, objem 20-2Q0a 100-100Qul Transferpette (Treff AG, Svycarsko)
digitalni pipeta Finnpipette Biocontrol (Thermo Isgtem, Finsko)
davkova kapalin 5 ml (Sklo UnionCR)

odstedivka Sigma 2-5 (Sigma Laborzentrifugerniecko)
pH-metr Inolab-1, s elektrodou SenTix 61 (WTWgnecko)

SPE kolonky RP-18, RP-18E, CN, SI, NH2 (Merckni¢cko)

SPE kolonky Strata-X (Phenomenex Inc., USA)

ultazvukova lazg Sonorex RK 31 (Rmecko)

filtra¢ni papir Filtrak (Filtrak GmbH, Bmecko)

filtry ze sklerénych vlaken GF/C (Whatman, Velka Britanie)
centrifuga (Hettich Universal 32 R ¢hhecko)

kapalinovy chromatograf (Hewlett Packard T-1050AYS

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

detektor Agilent 1100 DAD - G1315B

5. Priprava roztok G pro MECC

Roztok pracovniho boratového pufru se skladal mM boraxu, 10 mM kyseliny
borité a 15 % methanolu (v/v). Pracovni boratovyr milaurylsiranem sodnym (SDS)
obsahoval 10 mM boraxu, 10 mM kyseliny borité, 201 18DS a 15 % methanolu (v/v).

Z&sobni roztoky standardu kvercetinu o koncenttatig/ml a vniiniho standardu
kyseliny 1-naftyloctové o koncentraci 2 mg/ml byipravovany ve 100 % methanolu.
Tyto roztoky byly skladovany v temnuftipteplo€# 4 °C a pouzivany praedni

standardnich roztdkdle poteby.
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K promyvani kapilary byly ppravovany 0,1 M roztok kyseliny chlorovodikové a 1
M a 0,1 M roztoky hydroxidu sodného.
Jakoftedici roztok byl pouzivan 5 % methanol (v/v) ve &oHodnota pH byla

upravena na 3,5 pomoci 1 M HCI.

6. Metodika stanoveni pro MECC

Pro zpracovani diplomové prace byla vyuZita anechg@i metoda vyvinuta na
pracovisti zemdélské fakulty Jihdeské univerzity, na kateel aplikované chemie.
Metodika stanoveni obsahu flavonoidu kvercetinwt@nu vychazi z publikované prace
(Dadékové et al., 2001) a navazuje rizquni prace vyvinuté pro stanoveni vybranych
flavonoidi metodou HPLC (Hertog et al., 1992a).

Pouzita metoda vSak oprotiayodni metod obsahuje odliSnou analytickou
koncovku. Pro &ely kapilarni elektroforézy je nutné vzorek zbaldlastnich latek a
maximalré zakoncentrovat. Analyza se sklada z kyselé hydyoleSkerych glykosiil
piitomnych ve vzorku. Déle nésleduje Uprava vzorkstedinim, filtraci afedinim.
Sorpce analytu se provadi na kolonkach SPE a ailadytkoncovkou je metoda micelarni

elektrokinetické kapilarni elektroforézy (MECC).

6.1 Stanoveni celkového kvercetinu metodou MECC

Flavonol kvercetin fedstavuje negzr¢jSi druh flavonoidniho aglykonu.
V rostlinném materidlu je vzdy véazan v glykosidickérmé na molekulu wBkterého
sacharidu. Volny kvercetin se vyskytuje velriidka a byva uvolén z glykosidické formy
negasgji enzymovou aktivitou fitomnych mikroorganisfn Kazdy rostlinny material
obsahuje vice druhglykosidi a stanovit obsah jednotlivych latek by bylo anaky
obtizné. Jednim zigodi je to, Ze nejsou k dispozici gebné standardy. Je proto
vyhodrgjSi kvercetin uvolnit ze vSech glykosidickych foreanstanovit sumu celkového
kvercetinu. Tato hodnota pak pod&egstavu o obsahu kvercetinovych glykasid
v materialu.

Navézka asi 0,25 g lyofilizovaného homogenizovanéhaterialu, vazeného
na analytickych vahach ggsnosti na 0,1 mg byla vioZzena do 100 ml varnikyaDale
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bylo pridano 80 mg kyseliny askorbové, 12,5 ml methan®)g,ml vody a 5 ml 6 mol
HCI. Tato snés byla zakivana 2 hodiny pod Znym chladéem v termostatované vodni
lazni @i teplo& 85°C. Hydrolyzovany vzorek byl po vychlazeni nalimovan 2 g
NaHCGQ;, preveden kvantitativh do odsted’ovaci kyvety a odsedn (15 minut, 3500
otaek za minutu). Sediment byl resuspendovan pomdginl, methanolu a vody a
odstedn za stejnych podminek. Postup de$bvani byl opakovan jestjednou,
odsted’ovani vzorku probihalo tedy celkemriktat. Spojené supernatanty byly
shromad’ovany v 600 ml kadince, doginy na objem 200 ml vodou a kyselost roztoku
byla upravena na hodnotu pH 3 nasycenym roztokehhlQ@. Roztok byl pefiltrovan za
snizeného tlakuips filtr ze skleanych vlaken GF/C (Whatman, Velk& Britanie), filtylb
dale promyt za norméalniho tlaku 5 ml methanolutr&ilbyl poté kvantitativéy preveden
do 500 ml odrarné baiky a dopln vodou po rysku. Tento roztok byl pouzit pro SRE n
kolonk&ch,fedtn nefgastji v pomeru 1:2. Zachycené latky byly eluovany pomoci 1,4 ml
methanolu do ®rné vialky. Do vialky byl pidan 0,1 ml roztoku vnibiho standardu

kyseliny 1-naftyloctové v methanolu o koncentracng@/ml.

6.2 Stanoveni rutinu metodou MECC

Rutin (kvercetin-3-O-D-rutinosid) je negjbnejSim kvercetinovym glykosidem
a vyskytuje se v mnoha rostlinnych druzichii Feho stanoveni posia extrakce
z rostlinného materialu pomoci organického rozpaligt

Navazka asi 0,25 g lyofilizovaného homogenizovanétaterialu, vaZzeného na
analytickych vahach sgsnosti na 0,1 mg, byla vlozena do 100 ml varndypa 80 mg
kyseliny askorbové, 12,5 ml methanolu a 12,5 miywdato snds byla zakivana 1 hodinu
pod zgtnym chladéem v termostatované vodni lazii feplo 90°C. Extrahovany vzorek
byl po vychlazeni kvantitativhpreveden do od#d’ovaci kyvety a odggdn (15 minut,
3500 ot&ek za minutu). Sediment byl resuspendovan poma&cil,methanolu a vody a
odstedn za stejnych podminek. Postup a@e$ovani byl opakovan je3tjednou,
odsted’ovani vzorku probihalo tedy celkemriktat. Spojené supernatanty byly
shroma#@’ovany v 600 ml kadince, doginy na objem 200 ml vodou a kyselost roztoku
byla upravena na hodnotu pH 3 pomoci roztoku Hbrcentraci 1 molt.

38



Roztok byl gefiltrovan za snizeného tlakugs filtr ze skleanych viaken GF/C
(Whatman, Velk& Britanie), filtr byl dale promyt zeormalniho tlaku 5 ml methanolu.
Filtrat byl poté kvantitativér preveden do 500 ml od¥mé baiky a dopln vodou po
rysku Tento roztok byl pouzit pro SPE na kolonkach. Zaemg latky byly eluovany
pomoci 1,4 ml methanolu doémmé vialky. Do vialky byl pidan 0,1 ml roztoku vnitiho

standardu kyseliny 1-naftyloctové v methanolu odariraci 2 mg/ml.

6.3 Méreni na kapilarni elektroforéze

Pripravené roztoky byly gfeny na kapilarni elektroforéze s pouzitim boratavéh
pracovniho pufru o slozeni 10 mM tetraboritanungta, 10 mM kyseliny borité, 20 mM
SDS a 15 % (v/v) methanolu, pH = 9,2. Doba analzgrku byla 25 minut. Pracovni
nagti pristroje bylo 15 kV a pracovni teplota 25 °C. Anafstitin nebo kvercetin) se
odetital pri 270 nm. Mez stanovitelnosti byla 10 mg/kg prarrutkvercetin.

7. Metodika stanoveni fenolickych latek metodou HPL  C

Pro gipravu extraktu z lyofilizovanych rostlin bylo pat& 0,250 g rozemletéeho
homogenizovaného materiédlu. Vzorek byl extrahovéamaci 3 ml 70 % methanolu po
dobu 45 minut p laboratorni teplat za stalého prégépavani a chrén pred sétlem. Po
nasledné centrifugaci (3500 o&k za minutu, po dobu 10 minut, teplota 20°C) byl
odebran supernatant a sediment byl resuspendos#&ndjeakrat v 1 ml 70 % methanolu.

Poté byly vSechny supernatanty spojeny a byttaheobjem extraktu.

VSechny extrakty byly gfeny na kapalinovém chromatografu igopjenim na
DAD detektor. K analyze byla pouzita kolona PhenoexeLuna C 18 (2), 3 um, 2 x 150
mm.

Mobilni faze se skladala z acetonitrilu, vody a édysy fosfor&né. Jednotlivé
slozky byly smichany v 2 typy rozték
A: 5 % acetonitril a 0,1 % kyseliny o-fosféred
B: 80 % acetonitril a 0,1 % kyseliny o-fosfong
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Byl pouzit gradient od 0 % B do 53 % B po dobu Sauhpri pratoku 0,25 mi/min
a pracovni tepl@t 25°C. Objem néa#iku vzorku byl 5 ul. Bhem analyzy bylo gfeno
spektrum vSech latek v rozsahu 190 az 600 nm, detéktek probihalaip 220 nm.
Sledované fenolické latky byly identifikovany sré@mm retetiniho casu a narteného

spektra se standardem.
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VI. DISKUSE

Pro ziskani experimentalnich dat o obsahu fenatickatek v rostlinach paéeledi
ChenopodoideaeBurnett byly pouzZity d¥ nezavislé analytické metody a to metoda
micelarni elektrokinetické kapilarni chromatograffMECC) a metoda kapalinové
chromatografie (HPLC). Stanoveni fenolickych lateido obtizné, protoze rostlinné
materialy obsahuji sési téchto latek a chybi standardy ke kvantifikaci. Arzaly HPLC
byly stanovené fenolické latky izzeny do skupin a pomoci MECC bylyemny hodnoty

celkoveého kvercetinu a rutinu v rostlinnych vzotcic

1. Stanoveni fenolickych latek metodou HPLC

Zastoupeni fenolickych latek v rostlinAch pekbdi ChenopodoideaeBurnett -
merlikovité bylo zjis&no pomoci metody HPLC gipojenim k DAD detektoru. Fenolické
latky byly identifikovany srovnanim ret&miho ¢asu neznamé latky a standardu a pomoci
nantieného spektra se spektrem standardu.

Chromatografické profily analyzovanych rostlin uldpz bohaté zastoupeni
fenolickych latek. Jednotlivé zaznamy chromatogkafi analyzy jsou $azeny podle
druhu acésti rostliny. Nasledujici tabulka udavéepled identifikovanych fenolickych
latek aciselné oznéeni jejich piki na chromatogramu (Tabulka 4).

Jak je vidt, pouze gkteré slodeniny byly uteny gesre. Jsou to ty, pro které byly
k dispozici gislusné analytické standardy. Byly to rutin, kvéirgekyselina vanillova a
epikatechin. Ostantni latky byly izeny do skupin podle typu jejich spektra. Latky,
jejichz spektrum odpovidalo spektru flavonolu, jspatrre glykosidy kvercetinu nebo

n¢ktereho dalSiho flavonolu (kemferolu nebo myricelin

Tabulka 4. Fenolické latky identifikované metodou HPLC

oznaeni piku fenolicka slatenina
A latky s UV spektrem podobnym kavové kysalin
B latky se stejnym spektrem, odpovidajicim flavenal
C vanillova kyselina
D epikatechin
E neuteneé latky se stejnym spektrem
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1.1 Analyza fenolickych slou €enin v kv étenstvich rodu Chenopodium

V kvétenstvich vSech zkoumanych rostlin rodu Chenopoditayl zjiSten

epikatechin (pik D). DalSi podobnost slozeni latékétenstvich nazrije WtSi mnozstvi

pika (E) ozn&uji pritomnost neutenych latek se stejnym spektrem.

Chromatogram merliku bilého navic obsahuje latky stejnym spektrem,

odpovidajicim flavonolu (pik B). Tyto latky jsoufipmné také $ analyze merliku

mnohosemenného, u merliku zvrhlého pik odpoviddjamionolu nebyl zaznamenan.

Totéz plati i pro latky s UV spektrem podobnym ké&dyselirg (pik A), které byly

nalezeny u merliku bilého i mnohosemenného, u kuedirhlého nebyly zaznamenény.

Merlik bily a merlik zvrhly déle spate¢ obsahovali vanillovou kyselinu (pik C).

Obrazek 15 Zaznam z analyzy HPLC — &enstvi merliky

DADL1 A, Sig=220,4 Ref=450,40 (LEC00329.D)
mAU|

3501 D merlik bily — kvét

300]
250] C
200
150]
100]

50]

0

T T T T T T T T T T T T T T
20 25 30 35

DA]If)Ol A, Sig=220,4 Ref=450,40 (]LEI’ECOO327.D)
mad merlik zvrhly — kvét
7007 D E
6007 /
5001 | |

4001
300
200]
1004
o

mi

T T T T T

T
10 15 20 25 30 35
DADL1 A, Sig=220,4 Ref=450,40 (LEC00334.D)

mAU

B merlik mnohosemenny
B - kvét

500

400 D

300

200

100

o

mij

42



1.2 Analyza fenolickych slou €enin v listech rodu Chenopodium

Chromatogramy list vSech zkoumanych rostlin rodu Chenopodium obsdéatky

se stejnym spektrem, odpovidajicim flavonolu (pik. BMerlik bily a merlik

mnohosemenny shodmbsahuji latky s UV spektrem podobnym kavove kgsegpik A),

u merliku zvrhlého tyto latky nebyly zaznamenény.

Obrazek 16 Zaznam z analyzy HPLC — list merliky

DAD1 A, Sig=220,4 Ref=450,40 (LEC00319.D)
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1.3 Analyza fenolickych slou €enin v kv étenstvich rodu Atriplex

V kvétenstvich vSech zkoumanych rostlin rodu Atriplek Zjigtén epikatechin (pik

D). Ve vSechitch zkoumanych druzich lebed bylo také zaznamew&BbmnozZstvi pik

(E) ozn&uji pritomnost neutenych latek se stejnym spektrem. VSechn&dnstvi rodu
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Atriplex a rodu Chenopodium jsou si v analyze faigich latek pomoci HPLC dosti

podobna, obsahuji stejné piky D a E dziji@i dané latky.

Obrazek 17. Zaznam z analyzy HPLC — &enstvi lebedy

DADL1 A, Sig=220,4 Ref=450,40 (LEC00328.D)
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1.4 Analyza fenolickych slou €enin v listech rodu Atriplex

V listech zkoumanych rostlin rodu Atriplex byla &mou potvrzena fitomnost

latek se stejnym spektrem, odpovidajicim flavor{pik B).
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Obrazek 18 Zaznam z analyzy HPLC — lebedy listy

DADL1 A, Sig=220,4 Ref=450,40 (LEC00316.D)
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1.5. Analyza fenolickych slou €enin v listech rodu Spinacia

Chromatogram analyzy listrodu Spinacia obsahuje latky se stejnym spektrem,
odpovidajicim flavonolu (pik B). Dale byly zaznardag latky s UV spektrem podobnym
kavové kyselig (pik A).
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Obrazek 19 Zaznam z analyzy HPLC — Spenét sety listy
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1.6

Prehled stanovenych fenolickych latek metodou HPLC

V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny skupitijoyznych latek a konkrétni

sloweniny, které byly prokdzany metodou HPLC v jedmgtth druzich. Tabulka 5

uvadi zastoupeni sléenin v kwtenstvi, tabulka 6 v listech.

Tabulka 5. Porovnani vyskytu fenolickych latek vdtenstvi analyzovanych rostlin

merlik

kvétenstyi merlik merlik mnohose- lebeda lebeda lebeda
bily zvrhly i leskla | rozkladita| hrélovita
menny

latky s UV spektrem B B + B B B
podobnym kavové kysekn
latky se s_t,ej,nym spektrem . _ N + N :
odpovidajicim flavonolu
vanillova kyselina + - - - - -
epikatechin + + + + + +
neukené latky se stejnym + + B + + +

spektrem
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Tabulka 6. Porovnani vyskytu fenolickych latek v listech Bmaavanych rostlin

merlik

list merlik merlik mnohose- lebeda lebeda lebeda Spenat
bily zvrhly . leskla | rozkladita| hréalovita sety
menny
latky s UV spektrem . _ + B B 3 3
podobnym kavové kysekn
latky se stejnym spektrem
+ + + + + + +

odpovidajicim flavonolu

vanillova kyselina - - - - - - _

epikatechin - - - - - - _

neukené latky se stejnym
spektrem

2. Stanoveni obsahu celkového kvercetinu metodou ME CC

Kvercetin pa svymi biologickymi @inky k vyznamnym antioxidafin
obsaZenychifrozere v lidské straw. MuzZe se vyskytovat jako aglykon, alastji je na
uhlovodikovy skelet kvercetinu vazana glykosidickikerna jednotka. Z tohotdidodu je
analyza chapana jako stanoveni celkového kvercetihtnujici vSechny cukerné derivaty
kvercetinu i aglykony.

Chemické analyze pomoci MECC byl podroben soubdruhi z rodu lebed, 3
druhi z rodu merlik a 1 druh rodu Spenéat. VSechny vzorky byly upravpmycesem
lyofilizace, ktera probihala po dobu 24 hodirj feplog —60 °C a tlaku 0.025 bar.
Vysledky této analyzy byly sestaveny do tabuleko{ilea 7, 8).

Obréazek 19.Zaznam elektroforegramu lebedy — obsah celkovéeocktinu

2008-LEB-C-0,Inj 1, UVS000/FOG U S4Sh5000 A 270nm ——
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kvercetin
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Tabulka 7. Obsah celkového kvercetinu vdtenstvich lyofilizovanych rostlin

y

rostlinny druh obsah celkového kvercetin
— kvétenstvi (mg/kg susiny)

lebeda rozkladita 1300
lebeda leskla 1270
lebeda hralovita 19,6
merlik bily 789

merlik mnohosemenny 284
merlik zvrhly 135

NejvysSi hodnoty celkového kvercetinu wkenstvich dosahuje lebeda rozkladita

s lebedou lesklou, které maiji vyr&arySSi obsah kvercetinu oproti ostatnim sledovanym

rostlinam. Nejmé# celkového kvercetinu bylo stanoveno v lebadalovité.

Tabulka 8. Obsah celkového kvercetinu v listech lyofilizovahyrostlin

rostlinny druh — list

obsah celkového kvercetin
(mg/kg susSiny)

y

lebeda zahradni 4240
lebeda hralovita 2520
lebeda rozkladita 2180
lebeda leskla 506
merlik zvrhly 3360
merlik bily 2540
merlik mnohosemenny 215
Spenéat sety 1620

NejvysSi hodnoty celkového kvercetinu v listech atage lebeda zahradni. Jedna
se o druh gstovany na zahradkach st&jjako Spenat sety. Ten v porovnani s lebedou
zahradni obsahuje 2,6krat néérelkového kvercetinu. Druhych nejvy3SSich hodnatabiu
celkového kvercetinu dosahuje merlik zvrhlyie8ini koncentrace celkového kvercetinu
byly zaznamenany u lebedy hralovité, lebedy rozkéaal merliku bilého.

NizSich hodnot obsahu kvercetinu dosahuje merlikhmeemenny a lebeda leskla.

VSechny analyzované rostliny maji vysSSi obsah aalko kvercetinu v listech

oproti obsahu v kvercetinu v &enstvi. Vyjimku tvdi lebeda leskla — vysSi obsah
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celkového kvercetinu je v Ktenstvi nez v listech, a merlik mnohosemenny. Teintin

obsahuje fiblizné stejné mnozstvi celkového kvercetinu jak v listdak v kwtenstvi.
Vyrazny rozdil pi srovnani obsahu kvercetinu vdtenstvich a listech je u lebedy

hralovité — analyza Kienstvi ma nejnizsi obsah ze vSech sledovanychmostanalyzy

lista pati lebeda hralovita k gmeru.

3. Stanoveni obsahu rutinu metodou MECC

Rutin (kvercetin-3-O-D-rutinosid) je ngjbnejSim derivatem kvercetinu. Vyskytuje
se v rostlinach v menSich koncentracich nez je tamkvercetinu. Chemické analyze
pomoci MECC byl podroben stejny soubor vZojkko pro analyzu obsahu celkového

kvercetinu.

Obrazek 20.Zaznam elektroforegramu lebedy — obsah rutinu

2008-LEB-F-0,Inj1, UWEI0WFOGUS/SME000 A 2F0nm ——
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V tabulce 9 jsou uvedeny pouze 4 hodnoty stanosesdhu rutinu, u zbylych

vzorka obsah rutinu ngesahl mez stanovitelnosti metody.
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Tabulka 9. Obsah rutinu v lyofilizovanych vzorcich

rostlinny druh Obsah ruEi.nu
(mg/kg susSiny)
merlik bily — list 868
merlik zvrhly — list 850
merlik bily — kwt 828
merlik mnohosemenny — list 244

V piipact analyzy lebedy zahradni jéegmé, jak pestré je spektrum flavonolovych
glykosidi, které obsahuje. Jak na zaznamu z analyzy HPL€Zehk 17), tak na analyze
pomoci MECC je vi#t ¢tyii piky, jejichz spektrum odpovida spektru typickémro
néktery flavonol (ozné&ené jako latky B). Podle MECC analyzy list lebedghmdni
neobsahuje Zadny rutin, obsah celkového kvercétimle znany. Je tedy pravgbodobné,
Ze neznamé glykosidy jsou glykosidy kvercetinu.

Totéz Zejme plati i o ostatnich druzich analyzovanych lebed.Wech je obsah
rutinu pod mezi stanovitelnosti analytické metoBgdle obsahu celkového kvercetinu i
podle HPLC spekter je zjevné, Ze obsahuji vicmych glykosid kvercetinu. VSechny
analyzované merliky obsahuji rutin v listech a ieboily i kvétenstvi, neni to vSak jediny
glykosid kvercetinu v nichfjitomny.

Stanoveni celkového obsahu kvercetinu se hodipagech, kdy standardy vSech
analyzovanych slaienin nejsou k dispozici a poda informaci o tom, jgldany material

bohaty na celkovy obsah glykosidaného aglykonu.
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VIl. ZAVER

Obsah celkového kvercetinu a rutinu byl stanover® Jaulturnich druzich rostlin
(lebeda zahradni a Spenat sety) a 6 &aobstoucich druzich (lebeda rozkladita, lebeda
leskla, lebeda hralovita, merlik zvrhly, merlikybd merlik mnohosemenny ) ze spwmié

pocteledi Chenopodoideae. Analyzovanytastmi rostlin byly listy a kétenstvi.

NejvysSi obsah celkového kvercetinu byl nalezenstedh lebedy zahradni
(4240 mg/kg susSiny). Nejvyssi obsah celkového letama v kwtenstvi byl nalezen u
lebedy rozkladité (1300 mg/kg susiny) a lebedyliegk270 mg/kg susSiny). V listech byl
stanoven vySSi obsah celkového kvercetinu neZteksgtvi. Vyjimku tvdi lebeda leskla,

u které byl nalezen vySSi obsah celkového kveraetikvétenstvi nez v listech.
NejvysSi obsah rutinu byl stanoven v listech merliilého (868 mg/kg susSiny) a
listech merliku zvrhlého (850 mg/kg susSiny). Obsaiinu v kwitenstvi merliku bilého byl

také vysoky (828 mg/kg susiny).

Vysledky analyz dvou nezavislych metod HPLC a ME@Ou ve shod a

vzajemrt se dophuji.

51



VIIl. SEZNAM LITERATURY

BERLOW M. A., VAUGHN S. F. (1999): Higher plant flanoids: Biosynthesis and
chemical ekology. Principles and Practises of Pikatiogy. CrC Press. lllinois, USA, s.
423-438.

CARNAT A. P., CARNAT A., FRAISSE D., LAMAISON J. L(1998): The aromatic and
polyphenolic composition of lemon balmilélissa officinalid.. subspofficinalis) tea.
Pharm. Acta Helv., 72, s. 301 — 305.

COOK N. C., SAMMAN S.(1996): Flavonoids — chemistnyetabolism, cardioprotective
effects, aned dietary sources. J. Nutrit. Biochéns. 66-76.

CORREIA H., GONZALES-PRAMAS A., AMARAL M. T., SANTG-BUELGA C.,
BATISTA M. T. (2006): Polyphenolic profile charadtzation of Agrimonia eupatorid..
by HPLC with different detection devices. Biomedhr@matogr., 20, s. 88 — 94.

DADAKOVA E., VRCHOTOVA N., TRISKA J., KYSELAKOVA M. (2003): Chemické
listy 97, s. 558-561.

DAVIDEK J., JANICEK G., POKORNY J., (1983): Chemie potravin. SNTkalRa. s.
255.

DOLNIK V. (1994): Uvod do kapilarni elektroforézystav analytické chemie AUR,

Brno.

DRBAL K., KRIZEK M. (1999): Analyticka chemie. ZF J0eské Budjovice. ISBN 80-
7040-352-7.

FAJMON K., SIMONOVA D. (2008): Merliky — opomijepitivodci naSich cest. Ziva,
Praha, Academia, 5, s. 205.

GIL M.1., GARCIA-VIGUERA C., BRIDLE P., TOMAS-BABERN F. A. (1995):
Analysis of phenolic compounds in Spanish red winesapillary zone electrophoresis. Z.
Lebensm. Unter. Forsch. 200, s. 278-281.

52



GOLDBERG D.M., YAN J., SOLEAS G. J. (2003): ClinidBhem.36, s. 79.

HASSING A., LIANG W. X., SCHWABL H., STAMPFLI K. (299): Flavonoids and
tannins: plant — based antioxidants with vitamiarelkter. Med. Hypotheses, 52 (5), s. 479
—481.

HAMPL R., LAPCIK O. (1996): Jite radi flavonoidy? Vesmi996, r&. 75,¢. 3, s. 125.

HARMATHA J.(2002): Fenylpropanoidy, lignany a jdjibiologické @inky. Chemie a
biochemie pirodnich latek, UOCHB, Praha, str. 117 — 143.

HARMATHA J. (2005): Strukturni bohatsvi a biologickyznam lignai a jim
piibuznych rostlinnych fenylpropandgidChemickeé listy. 2005, 1099,¢. 9, s. 622-632.

HEJNY S., SLAVIK B. (1990): KétenaCeské republiky 2. Academia, Praha.

HERTOG M. G. L., HOLLMAN P. C. H., VEMENA D. P. (B2a): Optimization of a
quantitative HPLC determination of potentially &aticinogenic flavonoids in vegetables
and fruits. J. Agric. Food Chem., 40 (9), s. 1591598.

HERTOG M. G. L., HOLLMAN P. C. H., KATAN M. B. (198b): Content of potentially
anticarcinogenic flavonoids of 28 vegetables afai®&s commonly consumed in the
Netherlands. J. Agric. Food Chem., 40, s. 23798323

HERTOG M.G.L., FESKENS E.J.M., HOLLMAN P.C.H., KATMM.B., KROMHOUT
D. (1993): Dietary antioxidant flavonoids and rigkcoronary heart disease: the Zutphen
elderly study. Lancet, 342, 1007-1011.

HERTOG M. G. L., KROMHOUT D., ARAVANIS CH., BLACKB®&N H., BUZINA R.,
FIDANZA F., GIAMPAOLI S., JANSEN A., MENOTTI A., NBELJKOVIC S,
PEKKARINEN M., SIMIC B., TOSHIMA H. (1995): Flavond intake and long-term risk
of coronary heart disease and cancer in the Semantry study. Arch. Intern. Med., 155, s.
381-386.

53



HISEK K., DEYL M. (2002): Na3e kitiny. Academia, ISBN 80-200-0940-X. Dostupné
na internetu: http://www.rozhlas.cz/online/portafirava/597769. Stazeno dne: 2.3.2010

HOLLMAN P.C.H., HERTOG M.G.L., KATAN M.B. (1996): Aalysis and health effects
of flavonoids. Food Chem., 57 (1), s. 43 — 46.

HRON F., KOHOUT V. (1988): Plevele poli a zahradnMterstvo zerédélstvi a vyzivy
CSR. s.118-128.

KALA C P. (2001): Organicka chemigigdnich latek a kontaminant ZF JUCeské
Budkjovice. ISBN 80-7040-520-1.

KREFT S., KNAPP M., KREFTI.(1999): Extraction oftmufrom buckwheatKaipyrum
esculentunMoench) Seeds and Determination by capillary ebgttoresis. J. Agric. Food
Chem., 47 (11), s. 4649-4652.

KUBAT K., HROUDA L., CHRTEK J. jun.., KAPLAN Z., KRSCHNER J., SEPANEK
J. (2002): K¢ ke kwters Ceské republiky. Academia. Praha, 1. vydani.

LAHTINEN M., LEMPA K., SALMINEN J. P., PIHLAJA K. 2006): HPLC analysis of
leaf surface flavonoids for the preliminary clagsifion of birch species. Phytochem.
Anal., 17, s. 197 — 203.

PAVEL J. (1989): Biochemie rostlin — I. Vysok& skaentd¢lska v Brrg, ISBN neuved.

PAPP ., APATI P., ANDRASEK V., BLAZOVICS A., BALAB A., KURSINSZKI L.,
KITE G. C., HOUGHTON P. J., KERY A. (2004): LC-M®alysis of antioxidant plant
phenoloids. Chromatografia, suppl. 60, s. 93 — 100.

PIETTA P.G., MAURI P.L., RAVA A., SABBATINI G.(199} Application of micelar
electrokinetic capillary chromatography to the detieation of flavonoid drugs. J.Chrom.
549, s. 367-373.

RENAUD S., DE LORGERIL M.(1992): Lanc&B9, s. 1523.

54



SLANINA J., TABORSKA E. (2004): Hjem, biologicka dostupnost a metabolismus
rostlinnych polyfenal u ¢lovéka. Chem. Listy98, s. 239 — 245.

STANLEY L. L., MAIZER M. J. P. (1999): Potential planation for the French paradox.
Nutr. Res., 19(1), s. 3-15.

TOMLINSON C. T. M., NAHAR L., COPLAND A., KUMARASAMY Y., MIR-

BABAYEV N. F., MIDDLETON M., REID R. G., SARKER D. (2003): Flavonol
glykosides from the seeds A§rimonia eupatorigRosaceae). Biochem. Syst. Ecol., 31, s.
439 — 441.

TRNA J., TABORSKA E Prirodniantioxidanty. Dostupné na internetu:

http://www.med.muni.cz/biochem/seminare/prirantiix Stazeno dne 29.3.2010.

WELSH S. L., CROMPTON C. W., CLEMANTS S. E. (2008henopodiaceae. Flora of
North America Vol. 4. s. 258, 268, 302.

WIHKEL-SHIRLEY B. (2001): Flavonoid biosynthesis.@lorful model for genetics,
biochemistry, cell biology, and biotechnologyPlant Physiol, 26 (2). s. 485 — 493.
Dostupné na internetu: http://www.plantphysiol.ogiy/content/full/126/2/485. Stazeno
dne 12. 2. 2010.

55



IX. PRILOHY

Priloha 1.Schéma hlavnich cest biosyntézy flavoriofd@/inkel — Shirley, 2001)

Vychozi drahou je zde fenylpropanoidovy metabolismkiery vede k hlavnim
skupinam flavonoid: bezbarvé chalkony, aurony, isoflavonoidy, flavpfigvonoly (Sed
zvyrazrené produkty), a déale antokyany a kondenzované yaflbarevié zvyrazréné
produkty). Fotografie ilustrujifit hlavni skupiny pigmetit u modelovych rostlin jako je
hledik, Arabidopsis kukurice, a petunie. DalSi fotografie znazoje vynistky tvaené
rodem bakteriRhizobium ktery obsahuje flavony, ste&rjako flavanony a isoflavony, v
tomto @ipads na hlizkach jeteleMelilotus albg.

Dulezitymi enzymy této metabolitické drahy jsou: PAL fenylalaninamoniak
lyaza, C4H = cinamat 4-hydroxyldza, 4CL = 4kumaryCoA lipdza, CHS = chalkon
syntdza, CHI = chalkon isomeraza F3H = flavonory@rbxylaza DFR = dihydroflavonol
4-reduktaza, ANS = antokyanidin syntaza, UFGT = Uilikbza-flavonoid 3-O-glukosyl

transferaza.
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