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1. Uvod

Soucasna vyspéla spolecnost si jiz zacala uvédomovat dilezitost trvale udrzitelného
hospodateni s piidou, coz je naprosto nejhiife obnovitelny element na nasi planeté, soucasné
vSak s timto trendem jde ruku v ruce snaha minimalizovat vstupy a maximalizovat vystupy
z péstovanych plodin a zisky z toho plynouci. Tyto diivody jednozna¢né urcuji smér, kterym
se moderni zem¢&dé@lstvi musi ubirat. A je naprosto ziejmé, ze véda musi do nasi nedaleké
budoucnosti piijit s efektivnim feSenim, alespon casti téchto problémil. Da se predpokladat,
ze prave studium elicitora a jejich elicitacniho vlivu na rostliny je jednou z cest, kterou je
nutno podrobit dikladnému zkoumani.

Elicitory jsou cizorodé latky — stresory nebo také aktivatory imunitni reakce rostlin,
tato uméle vyvoland imunitni reakce rostliny muze vést ke zvySeni vynosu jednotlivych
vynosovych prvki, k podpote efektivnéjsiho ukladani latek v rostlin€, podpofeni imunity a
odolnosti rostlin proti nemocem, ale i1 zvySené tvorbé sekundarnich metabolitl, coz je
pfedmétem této prace. AvSak prace s elicitory je velice slozitd, nebot’ pfi volbé nevhodného
elicitoru ¢i nedodrzeni optimalnich aplikac¢nich davek, pficemz oboji je v soucasné dobé
predmétem intenzivniho vyzkumu po celém svété, mize dojit k nezddoucim efektim od
snizeni vynosi ¢i obsahu pozadovanych latek, pfes snizenou imunitu a nachylnost
k chorobam az k mutagennim zménam ¢i dokonce odumfeni rostliny. Elicitory skytaji dalsi
nebezpeci, kterymi je napiiklad toxicita pro opylovace ¢i nebezpecnd kumulace pouzité
elicitacni latky a jeji nasledna neodbouratelnost z rostliny, coz miize byt velice nebezpecné
pro cilového konzumenta.

V ramci medicinského, farmaceutického a v neposledni fad¢ i kosmetického primyslu
je vdneSni dobé zvySeny zdjem o bylinné preparaty s vysokym obsahem specificky
ucinnych latek. A pravé zde se otevird prostor k vyuziti elicitorti a odhaleni jejich doposud
skrytého potencialu, nebot’ tyto typy prumyslu jsou ochotny zaplatit za ziskani technologii
vedoucich k produkci kvalitnich rostlinnych preparatii s vysokym obsahem ucinnych latek,
které jsou jednémi ze zdkladnich surovin pii vyrobé 1éCiv, potravinovych doplika,

kosmetiky ¢i parfémda.
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2. Literarni reSerse

2.1. Hermanek pravy [(Matricaria recutita L.) Rauschert]

2.1.1. Zarazeni

Celed’: Asteraceae — hvézdicovité (sloznokvété)

Hefmének 1ékatsky [(Chamomilla recutita L.) Rauschert] (syn: hefmanek
pravy, Matricaria chamomilla L.) je z typickych ptedstaviteli rozsahlé celedi
hvézdnicovitych (Asteraceae). Rod Chamomilla zahrnuje dva druhy, z nichZ ma proké-
zanou farmaceutickou hodnotu jen hefmanek lékarsky. Tento je u nds reprezentovan
odridou Bohemia, uznanou v roce 1952 a druhou povolenou odriidou u nas je Bona
(Jirasek, et. al. 1986).

Druhym druhem rodu Chamomilla je hetmanek vonny (Chamomilla suaveolens
Pursh, Rydb.) (syn. Matricaria discoides DC) bez prokézané farmaceutické hodnoty.
Snadno rozeznatelny od hefmanku Iékatského - chybéjici bilé jazykovité kvéty.

Celed hvézdicovitych obsahuje jestd nékolik zastupci rodt hefmanku podob-
nych, z nichz péstitelské potize miize zplsobit rmen rolni (Anthemis arvensis L.),
zaplevelujici kultury hefméanku. Od hefmanku se lisi pfiblizn€¢ dvojnasobnou velikosti
ubort (20 - 40 mm), svitivé bilymi jazykovitymi kvéty a diskovitym, plnym, pachnou-
cim Uborem. V porostu vétSinou hefmanek prertsta a kvete s Casovym piedstihem.

Dalsim podobnym druhem z téze Celedi je hefmankovec nevonny [Matricaria
perforata Mérat; syn. Tripleurospermum maritimum (L.) Sch., Bip.] s Gbory velkymi
jako rmen, ale bez viin€ a zapachu, se siln€ a vysoko az pod tbory olisténou lodyhou.

Ve stejné celedi se nachazi jina 1é¢iva rostlina - rmenec sli¢ny /Chamaemelum
nobile (L.) Anthemis nobilis L.]. Zaména s hefmankem je vSak prakticky nemozna pro

poléhavy charakter lodyhy, odlisn¢ tvofené ubory i velice omezeny vyskyt. (Tyl, 1986)

2.1.2. Nomenklaturicka a taxonomicka poznamka

U riznych autort je tento druh pojiman rizné Siroce a podstatnym zplisobem se
1isi i pouzivani preferovaného jména. Publikace Kvétena Ceské republiky pojima druh
Siroce a preferuje jméno M. chamomilla; k tomuto nazoru se piipojuje také autorka
rozsahlé studie o taxonomii hefmanku Wendy L. Applequistova (Taxon 51 (4), s. 757-

761, 2003). Naproti tomu databaze Flora Europaea preferuje modernéjsi jméno

Chamomilla recutita. (WIKIPEDIA 2007)
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2.1.3. Popis

Hefmanek je jednoleta vonna bylina, s 15 — 50 cm vysokou, rozvétvenou, lysou,
a malo listnatou lodyhou. Listy jsou pfisedavé, 2 — 3 krat zpetené délené v Carkovité
ukrojky. Kvétni tibory s paprskem jazykovitych, bilych a dolii sehnutych kvéti jsou na
prodlouZenych stopkach. Ubor ma Zluty teré¢ a kuZelovité, duté lazko, promérmné
4 - 5 mm vysoké, bezplevé. Plodem je velice drobna nazka, sotva I mm dlouhéd a nema
chmyii. Kvete od Cervna do zaii. Dilezitym poznavacim znakem je duté kvétni ltzko,

kterym se 1i81 od velmi podobného hefmankovce nevonného.

Obr. 1. Hefméanek lékatsky
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2.14. Vyskyt

Hefmanek je rozsifen v Evropé a v Asii, v Severni Americe a v Australii. Je
skromny na piidu a stanovistg, takze ho nalézame od nizin az do podhtii. S oblibou na
vyzivnych a dusikatych hlinitych ptidach.

StanoviSté: Roste jako plevel u cest, na rumistich, thorech, jetelistich, ale také

se pestuje na poli jako kulturni rostlina pro primyslové zpracovani. (Blessing 1999)

2.1.5. Farmaceutické vyuziti hermanku

SuSeny kvét hefménku Iékaiského (Flos chamomillae) je prastarou lécivou
drogu znamou jiz ve starém Egypté, Recku i Rimé. Ze zakladatelskych lékatsko-
biologickych dél Hippokratovych, Pliniovych, Dioscoridovych a Galenovych piesly
starovéké poznatky do stiedoveékych herbait arabskych a evropskych. Z nejznaméjsiho
sttedovékého latinského herbare Petra Ondieje Matthioliho byl po kritickém piekladu
Tadease Héjka z Hajku poprvé vydan herbar cesky z roku 1562. (Tyl 1986)

S rozvojem chemie se zac¢inaji od pocatku 20. stoleti zkoumat jednotlivé slozky
hefmankového kvétu. Systematicky je predevSim zkoumana hefmankova silice. V jejim
vyzkumu zaujimalo Ceskoslovensko v 50. a 60. letech 20 stoleti vyznamné misto.
Na Slovensku je hefmanek nejpopularn€jsi a nejpouzivanéj$i 1écivou bylinou.
(Salamon 1992)

Soucasna medicina povazuje za prokazatelné uc¢inné predevsim nékteré slozky
hefmankové silice (chamazulen, (-) a-bisabolol, B-farnesen), dale kumariny a apigenin.
Tyto latky, obsazené v hefménkovych uborech vykazuji pfedev§im uc¢inek
1écivé caje, kapky, masti, Gstni voda a dalsi 1é¢iva. Mimo farmaceutickou oblast je
hefmanek pouzivan v kosmetice a potravinarstvi. (Jirasek, et al. 1986)

Z poznatku, Ze nositelem uzitkovych vlastnosti je pouze hefmankovy kvét,
vyplyva snaha produkovat co nejvice kvétl s kratkymi stonky a bez dalSich pfimési.
Zaklad nakupované drogy maji tvofit kvéty hefmanku se stonky do délky 2 cm. AvSak
pii rucni 1 strojni sklizni vznikaji rtizné jakostni tfidy podle mnoZstvi jednotlivych
podili. V suché droze se nejcastéji vyskytuji drobné trubkovité kvéty uvolnéné z
ubord, pfi dozralém porostu pak jesté nazkovitda semena. Tento podil (prosev)
propadava sitem o velikosti ok 2 * 2 mm. Hefméankové kvéty, které maji stonky delsi

nez 2 cm, tvoii dal$i dva rozdilné podily podle délky stonku. Kvéty se stonky a listy 2-

14



4 cm a kvéty se stonky a listy delSimi nez 4 cm. Kuzelovitd, 3-8 mm vysoka ltzka jsou
stavebni ¢asti iboru zbaveného trubkovitych a jazykovitych kvéti. (Tyl 1986)

Ubory, které maji dosud nevyvinuté bilé jazykovité kvéty (poupata), sméji byt v
droze obsazeny také jen v omezené mite. Totéz plati o plevelech nebo jejich ¢astech a
mrtvém hmyzu. Zcela minimalné€ se pfipousti pfiméesi anorganické. S tim koresponduje
nejvySe povolené procento popela nerozpustného v roztoku HCIL. Nakupovana sucha
droga nesmi svou vlhkosti piekrocit stanovené procento a musi odpovidat také obsa-
hem silice. VSechny tyto pozadavky a omezujici podminky jsou vyjadieny v Oborové
norm& ON 86 6211 a jeji ndkupni varianté. Norma upravuje kritéria pro nakup a kvalitu
suché drogy ve Ctyfech jakostnich tfidach. Mimo tyto tfidy je jesté nakupovan samotny
prosev, dale kvétni droga s vysSim podilem dlouhych stonkii, nez stanovi norma pro

IV. tfidu (vysevky) a kvetouci ususené nadzemni ¢asti rostliny (kvétni nat’). (Tyl 1986)

Tab. 1.: ON 86 62 11 pro zarazeni hermanku do kvalitativnich trid
L II. 1. Iv.

Podil nejvyse %
vydrolené ubory (prosev) 30 45 55 70
(ndkupni norma) 8 16 30 40
ubory se stonky del§imi 2 cm a listy 7 10 15 20
z toho ubory se stonky del§imi 4 cm 1 2 3 4
lysa lizka a nevyvinuté ibory 5 8 12 16
(nakupni norma) ojedinéle
cizi organické pfimési 2 4 6 8
anorganické pfimési 0,5 1 1,5 2
ztrata suSenim (vlhkost) 14 14 14 14
popel 13 14 15 16
z toho popel nerozpust. v HCI 4 5 6 7
obsabh silice 0,4 0,4 0,3 0,3

(Zdroj: Tyl M.)

2.1.6. U¢inné latky

Hefménkové kvéty obsahuji predevsim - Modra silice, chamazulen, bisabolol a
étericke oleje s bisabolem, spiroétery, farnesen, matricin, polyacetylenové slouceniny,
flavonové glykosidy, natricin, azulén, glukosidy apigenin a luteolin, rutin, kumarin,

cholin a hyperosid, horciny, gumu, vosk, tuk. (Tomko 1999)
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Tab. 2.: Obsahové latky

Flavonoidy

Silice - obsahuje zna¢né mnoZzstvi latek, predevSim |apigenin
terpenickych, které davaji rostliné typickou wvini. |luteolin
Derivaty kyseliny benzoové maji antipyretické ucinky. |kvercitin

kvercetrin
Terpeny
a-bisabolol geraniol Glykosidy
apigenin guajazulen apigenin-7-(6"O-acetyl)glukosid
azulen chamazulen apigenin-7-glukosid
B-karyophylen chamomillol apigenin-7-rutinosid
bisabolen karyofylen sitosterol-glukosid
bisabolol kemferol luteolin-7-glukosid
borneol levonenol luteoloin-7-rhamnoglukosid
trans-a-farnesen matricin kvercetin-3-O-galaktosid
trans-B-farnesen matrikarin kvercetin-7-glukosid
farnesol thujon

Sacharidy
Kumariny Aromatické kyseliny fruktosa
kyselina kumarova |kyselina salicylova glukosa
umbeliferon kyselina 2,4-dihydroxybenzoova |rhamnosa
herniarin kyselina 2,5-dihydroxybenzoovd |xylosa
kumarin kyselina 3,4-dihydroxyskoficova

kyselina 4-methoxybenzoova Vitaminy
Steroidy kyselina kavova kyselina L-askorbova - vitamin C
sitosterol niacin
stigmasterol thiamin
(Zdroj: WIKIPEDIA)
2.1.7. Pouziti a 1é¢ivé ucinky

w1

uvolnuje kiece (spazmolytikum) a zvySuje poceni (diaforetikum). Hefmanku se hojné

vyuziva i v kosmetice, masti s chamazulénem urychluji hojeni a zamezuji tvorbu jizev,

koupele se uzivaji pfi osetieni vlasové pokozky a zesvétleni vlasi. (Salatova 2006)
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Tab. 3.: MozZnosti vyuziti heFrmanku

Caj (nalev):

Uziva se pfi nadymani (karminativum), pii stfevnich poruchach a
kolikach, zalude¢nich poruchach a kolikach nachlazeni, bronchidlnim
kataru, kasli, nespavosti, zanétu nadvarlat, zaduSe, bolestivé
menstruaci, délozni kieci, poruchach nebo vynechani menstruace,
navalech krve, kieCich traviciho traktu, prijmovych onemocnénich,
zanétech mocovych cest a ulehcuje stolici. Hefméanek mé dobry vliv

na celkovy nervovy systém.

Zevné: V obkladech a koupelich pii koznich vyrazkach, hemeroidech,
oSetfovani spalenin, revmatickém otoku, riznych zanétech, bolestech
bficha, bolestech ledvin, bolestech mocového meéchyie, zluCovych
kamenech, na Spatné se hojici rany, na vymyvani o¢i pfi oc¢nich
zanétech, zanctu spojivek, snizuje bolest a brani tvofeni jizev.

Ke kloktani pfi zanétech a jinych nemocech dutiny ustni, chronickych
zanétech mandli a hrtanu.

Olej: Vtira se do kiize pfi kiecich, neuralgiich, loupani v koncetinach a
kolice zluc¢ovych kaménktl, pouzivé se jako kosmeticky prostiedek.

Inhalace: Pti rymé kataru vedlejSich dutin.

Mast: Pti 1écbé hemeroidi (zlaté zily) a pouziva jako kosmeticky prostredek.

Olej pro V hefmankovém oleji praZime motskou cibuli a jesté teplou ji kapeme

neslySici: do ucha postizenému, potom mu obcas kapeme do ucha teply
hetfmankovy ole;j.

Obklad na Jednu 1Zicku hefmanku uvafime v mléce. Teply obklad pokladame na

bolavé o¢i:

zaviené oCi a ty se zakratko vyléci.

Herfmankovy
likér:

Proti chronickému revmatizmu
75g kotinkli hefmanku pravého rozemeleme na prasek, prosejeme a
zalijeme 1 litrem dobré Zzitné palenky. Nechame 14 dni vyluhovat,

prefiltrujeme a uzivame 3 * denné po 10 kapkach (ne vice!)

Zaludec¢ni ¢aj:

30g puskvorce (oddenek), 10g hefméanku (kvét), 10g kminu (plod),
40g maty peprné (list) a 10g pelyniku (nat). 2 1zi€ky smési na % 1
vody. Prelijeme vatici vodou a nechame 15 minut stat. Uzivame 1 - 2

Salky denné.

(Zdroj: Janéa, et. al. 1995; Salatova 2006)
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2.1.8. Naroky na ptadu a podnebi

Ptirozené rozsifeni hefméanku v celém mirném zemépisném pasu svédci o jeho
plasti¢nosti. V CR je péstovan ve viech zemédélskych vyrobnich oblastech s vyjimkou
oblasti horské. Z hlediska druhu pidy nejsou prozatim dostate¢né ovéteny vysledky na
pudach vyslovné piscitych. Z hlediska potiebného mnozstvi srazek je tieba zvazovat
vzdy variantu podzimniho nebo jarniho vysevu. Obecné se sniZzujicim se mnozstvim
srazek béhem vegetace je tieba vice vyuzivat ozimych nebo ¢asné jarnich vysevi (do
konce btfezna). Za nizké srazky je zde povazovéan roéni primér pod 550 mm. S tim, ze
produktem je hefmankovy kvét, souvisi mimofadny vyznam expozice toho kterého
konkrétniho honu. Lépe, nez na Gplné roving, je péstovat hefmanek na mirném svahu s
jizni, jihovychodni nebo jihozapadni expozici, pfipadné jesté expozici vychodni.
Pochopitelné vSak musime zvazovat dal§i pcstitelské faktory jako je bezpecna
dostupnost pro mechanizaci, nebezpeci rozfoukdni osiva vétrem, nebezpeci splaveni
srazkami apod. (Jirasek, et al. 1986)

Vzhledem k dosavadnim zkuSenostem s dosahovanymi vynosy se nejlépe
osvédcilo péstovani hefméanku v oblastech bramboraiského vyrobniho typu. To také
souvisi s ekonomickou relaci pfi dosahovani vySe trzni produkce vzhledem k jinym
masove péstovanym zemedeélskym plodinam.

Nejobvyklejsi predplodinou byvaji ozimé nebo jarni obiloviny. Ty umoziuji
kazdy termin vysevu a zanechévaji dobfe zpracovatelnou ptidu pro potieby predsetové
ptipravy k hefmanku, jistym rizikem vSak je Sifeni nebezpecného plevele chundelky
metlice, zvlasté v podzimnich vysevech hefmanku. Zasoba Zivin v ptidé¢ po obilovinach
byva pfiméiena pottebam hefmanku. Zasobni hnojeni priimyslovymi hnojivy se potom
provadi pied setim nejcastéji v poméru N : P : K:cca 1 : 1,2 : 1,6 (napi. 40 : 50 : 70 kg
¢istych zivin na ha). Hnojené okopaniny jsou dobrou pfedplodinou jen na zivinami
chudsich pidach. Tam totiz nehrozi nebezpeci piehnojeni dusikem, na které hefmanek
reaguje prebujelym ristem vedoucim k poléhani, bohatym olisténim a niz$im
nasazenim kvéeti.

Mén¢ vhodnymi pfed plodinami jsou vicelet¢é picniny pro tézkou
zpracovatelnost pidy v predset'ové piipraveé zvlasté k ozimym vysevim hefmanku.

S pomérné slusSnymi vysledky se v praxi setkavame pii péstovani hefmanku v
prvnim roce po melioracnich zésazich a na rekultivovanych ptadach. (Tyl 1986)

Sporné zlstava péstovani hefmanku po vice let na téze ploSe. Nelze tak
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dosahnout $pickovych vynost a je jisté riziko zapleveleni odolnymi plevely. Naproti
tomu se vSak snizuji vlastni ndklady na 1 kg produkce. (Foster 2000)

Ptiprava plidy spociva ve vSech piipadech v orbé, peclivém usmykovani a
uvlaceni. Nehrudovity pozemek musi byt pied setim fadné utuzen. Idealni by bylo
peclivé utuzit fadek nebo pas jen tam, kam je osivo vysévano. To by mélo zvlastni
vyznam na téz$ich slévanych ptidach pro moznost pozdéjsich kultivacnich zasaht.

Doba vysevu se tidi vlahovymi poméry, pfed plodinou i ohledy na pracovni
zvladnuti sklizné. Pii podzimnich vysevech (od konce srpna do zacatku fijna) dbame
ptedevsim vlahovych pomért a kapacit pro sklizen. Doporucujeme 30 - 70% ploch
vysévat na podzim, protoze tyto vysevy piindseji nejvétsi vynosovou jistotu. Diive
doporucované zimni vysevy na snih se uz prakticky neprovadéji. (Tyl 1986)

Jarni vysevy provadime vcas, nejlépe do 15. dubna s ohledem na vyuziti ptidnich
zéasob vlahy ke vzchazeni. (Blessing 1999)

Vysévame na dobie utuzeny (uvéleny) povrch, protoze osivo vzchazi pouze na
svétle. Podle klicivosti osiva vysévame 1 az 2 kg*ha-1. Vysévame secim strojem pro
vysev drobnych semen do fadkt 30 — 45 cm, nebo do past, jejichz stiedy jsou vzdaleny
60 cm. Tam, kde nemame jistotu rovnomérného vysevu tak malého mnozstvi osiva,
michame osivo s krupickou az do ¢tyfnasobku hmotnosti osiva. K pasovému vysevu se
pouziva jednoduchych adaptért secich botek. Pasovy vysev vyrazné zvysSuje vynosy az
0 50%. Seti na Siroko do zahonii 200 cm je zvlaStnim piipadem seti, ktery byva
pouzivan v extenzivnéjSich kulturach, jako je vysev v sadovych mezifadich apod. Vy-

lucuje pak ovSem jakoukoliv mechanickou kultivaci. (Tyl 1986)

2.1.9. Kultivace a ochrana hefmankovych kultur

Zasahy béhem vegetace maji dva dilezité cile. Upravu podminek pro zdarny
vyvoj kultury az do sklizné¢ a prostorové uspoiadani porostu pro mechanizovanou
sklizen. (Tyl 1986)

Kultivaénimi a ochranarskymi zasahy chceme ptedev§im branit vzniku zapleve-
leni, rozvoji $kiidct a kornaténi piidy. Podle stavu porostu a pidy je nezbytné zvazovat
zasahy kultivacni (mechanické) nebo chemické, ¢i jejich kombinaci. Mezifadkova
kultivace je nutna, vzeslo-li mimo vyseté fadky rozvaté nebo vyplavené osivo. Mezi-
fadkové zapleveleni odstrafiujeme nejlépe rotacnimi pleCkami. PleCky s pasivnim

pracovnim nafadim jsou pouzitelné jen na neslévavych pidach, na kterych se netvori
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pudni Skraloup. Jejich vyhodou je volna nastavitelnost pleckovacich radlicek na ramu
stroje. Rid§i zapleveleni uvnité fadk® mizeme na mensich plochach vyfesit ruénim
vytrhdnim; v ostatnich pfipadech pak pouzijeme herbicid na dvoud€lozné plevele.
Herbicidy se oSetfuji ozimé 1 jarni porosty hefmanku vzdy na jafe, kdyz porost dosahl
alespoil 3 cm vysky. (Tyl 1986)

Skody na hefmankovych porostech mohou také zptisobovat Zivo¢isni skadci,
z nichz nejnebezpecnéjsi jsou msice makova, slivova a bodldkova (Salamon 1992). Pii
jejich premnozeni aplikujeme insekticidy. Insekticidy hubi soucasné 1 dal$i, méné
vyznamné Sktidce hefmanku jako tfdsnénky, plostice, klopusky, kiisy a mouchy vrtule.
Ochrannd lhita pii pouziti insekticidi je minimalné 7 dnt pfed sklizni hefmankovych

kvétt. (Tyl 1986)

2.1.10. Sklizen a tfridéni hefrmanku
Sbér (rucni zpracovani):

Mensi cast péstitelskych ploch je stale sklizena ru¢nimi hiebeny. Tato namahava
a zdlouhava prace poskytuje vétSinou drogu vyssi jakostni tfidy (a tim 1 vy$$i primérné
realizacni ceny), avSak t€zko 1ze dnes v zeméd¢€lském podniku ocekavat takové rezervy
pracovnich sil. Vykony pfi ru¢ni sklizni jsou asi 10 kg Cerstvého kvétu za hodinu sbéru.
(Tyl 1986)

Kvét se sbird za suchého pocasi 3. az 5. den po rozviti kvétnich ubord, to
znamena, ze sbirame kvéty vyvinuté, ale nepiekvetlé. Maximalni vytézek silice dava v
dobé¢ plného rozvinuti. Kvétni stopky by nemély byt delsi nez 2 cm. Susi se rychle ve
stinu, uméla teplota by neméla ptekrocit 40°C. Lehce se droli. Ma velmi piijemny

kotenity pach a ponékud nahotklou chut. (Tomko 1999)

Sbirana ¢ast: Kvét (Flos chamomillae vulgaris)
Obdobi sbéru: kvéten az zafi

Sesychaci pomér: je 5 : 1.

Sklizeri (mechanické zpracovani):
Spravna doba pocatku sklizné ma mimotfadny vyznam pro dosazeni vysokych
vynost 1 pro kvalitativni sloZeni sklizené drogy. Z obou hledisek je nezbytné zapocit se

sklizni v dobé, kdy asi 20% uborii rozlozilo bilé, jazykovité kvéty. Prvni sklizen
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(zvlasté pak jeji pocatek) ma byt spravné pred sklizni, ptipravujici teprve kvantitativné
hlavni druhou a piipadné¢ dalsi sklizng€. Pocatek prvni sklizné u ozimych vysevi prichazi
v uvahu podle vyvoje jarnich teplot a srazek jiz od pfelomu kvétna a Cervna. Druhd
sklizen muze po prvni sklizni za optimalnich podminek nasledovat jiz za 10 dna.
Porosty vyseté na jate ptichazeji do sklizn€é pozdéji nez ozimé, ale casovy rozdil mize
podle vyvoje pocasi byt také jen 2 - 3 tydny. (Tyl 1986)

Nekombinujeme ruc¢ni a strojni sklizeii. V piipad€ nezbytnosti je vSak mozné po
strojni sklizni sklizet dale ru¢né. Nelze vsak po rucni sklizni sklizet strojné. (Salamon
1992)

Sklizi v jedné vodorovné roviné vétsina uborti soustavou hiebent piipevnénych
na liSté.

Obvykle se dosahuje 2 - 3 sklizni. Pfi optiméalnim vyvoji pocasi a mirném
pfihnojeni dusikatymi hnojivy mezi skliznémi (napt. 20 kg cistych Zivin N ve formé
snadno piistupného ledku vapenatého) je mozné dosahnout 4 i 5 sklizni, pfedevs§im u
jarnich vysevu. (Tyl 1986)

Porost vysety najednou je také ve stejny cas rovnomérné nakvetly. Za
ptedpokladu, Zze zvolime optimélni ¢as pro nastup do sklizné, mizeme ocekavat, ze
mame k dispozici nejvyse 12 za sebou jdoucich dnil ke sklizni takového porostu. Kdyby
se sklizen kteréhokoliv porostu protdhla déle, jsou ztraty na kvalit€ 1 na vynosu piisti
sklizn€ jisté. Z toho plyne, jak kli¢ovou pozornost musime vénovat nastupu do sklizné a
maximalnimu vyuziti kazdého dne. (Tomko 1999)

Pohyb stroje a vysku Cesani musime peclivé prizpisobit stavu porostu. Hloubku
ponoieni hiebenii do porostu urCujeme piedevSim podle mnozstvi dlouhych
vytrhadvanych stonkii. Vlhkost porostu za rosy, desté¢ nebo po desti znemoziluje strojni
sklizen timto sklizeCem. Opakovanou sklizen provadime stejnym smérem jako sklizen
pfedchozi. Otrhany kvétni material je citlivy na zachazeni. Nesmi byt mechanicky
pomackan, nesmi byt uloZzen ve vrstvé vyssi nez 15 cm déle nez 2 - 3 hodiny. Odvoz
tedy musi byt plynuly vhodnymi kontejnery nebo vleky. (Tyl 1986)

Pti primérném vynosu 400 kg suché drogy z 1ha musime tedy sklidit minimalné
2000 kg cerstvé drogy. Toto mnozstvi je nerovnomérné rozdéleno vétsinou mezi 2. a 3.
sklizenl. Z toho 1. sklizen predstavuje 25 - 50% celkového mnozstvi, ostatni pak pifipada
na 2., ptipadné 3. sklizeni. Spi¢kovych provoznich vynosti kolem 800kg suché drogy z
1 ha nelze dosdhnout jen z jedné az dvou sklizni. Je tieba tfi i1 vice sklizni a procentické

rozdeleni mnozstvi byva pak 30%, 50%, 20%. (Tyl 1986)
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Ziskany ocesany kvétni material, ktery bychom bez dalSich uprav ususili, by ne-
spliioval pozadavky prakticky zadné kvalitativni tfidy podle ON 86 6211. (Jirasek,
et al. 1986)
zde zastoupen z 25 - 65 %. Jde tedy o co nejlepsi rozdéleni jednotlivych podila tak, aby-
chom ziskali co nejvétsi procento vysSich kvalitativnich tfid. Tuto operaci provadime
napf. staciondrni tfidickou hefmanku.

Se sklizenym Cerstvym kvétnim materidlem zbyte¢né nemanipulujeme. Nikde jej
neskladujeme a snazime se, aby cesta od sklizné ke tfidéni byla pfima, rychla a plynula.
Ocesany kvétni materidl vytfidime vzdy v den sklizné¢. Materidl pfivezeny z pole
vkladdme do nésypky ttidicky nebo piedseparatoru rovnomérné a v mnozstvi odpo-
vidajicim nominalnimu vykonu soustroji. Cim vice obsahuje kvétni material podilu s
dlouhymi stonky a pfimésmi, tim pozvolngjs$i musi byt vkladani. (Tyl 1986)

U drobngjsich péstitelti se jesté mlizeme setkavame s tfidénim ruénimi sity s oky
10 — 12 mm, zasazenymi do dfevéné¢ho radmu o velikosti 2 * 1 m. Na téchto sitech volné
zaveéSenych provadime ru¢né separaci na dva podily, pficemz propad by mél odpovidat

prvni kvalitativni tfid¢. (Salamon 1992)

2.1.11. SuSeni a expedice drogy

Po vytfidéni hefmanek neprodlen¢ suSime nejCastéji na otevienych rostovych
suSarnach se zdroji teplého vzduchu. Rost pokryvame silonovym molinem a Cerstvy
hefmanek vrstvime rovnomérné. Na jednom rostu susime jednu kvalitativni tfidu kvili
homogenité¢ suseného materidlu. Kontrolujeme, zda suseni probiha rovhomérné po celé
plose rostu. Susime vzduchem ohfatym neptimym ohfevem. Teplota vzduchu vstu-
pyjiciho do susené¢ho kvétniho materidlu nesmi v zadném ptipadé¢ prestoupit 45°C, pii
konstantni regulaci nastavujeme nejvyse na 40°C. Vyska vrstvy suseného hefméanku se
fidi predevSim celkovym mnozstvim vzduchu prochazejiciho hefmankem. Pfi
hodnotach kolem 1000 m*/hod/m?® miizeme vrstvit Serstvy kvétni material az do 1 m.
Obvykle mnozstvi suSeného hefmanku pfizpisobujeme denni sklizni. (Tyl 1986)

Denni cyklus znamena prettidit, navrstvit, ususit a zabalit dané mnoZstvi nejdéle
za 24 hodin. (Tomko 1999)

K suSeni hefmanku lze také pouzit pasové susarny, pti drobné produkci

hefmanku se setkdme se suSenim pfirozenym teplem na rtiznych liskach.
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Ususena droga mlze obsahovat nejvice 14 % vody. (Salamon 1992) Susit vsak
musime pon¢kud pod tuto mezni hranici, protoze hefmankové droga je hygroskopicka a
behem skladovani piijima z okoli vlhkost. Pfesouset vSak drogu na obsah vody pod 10
% je plytvani energii a zhorSovani kvality vy$§im procentem prosevu. (Tyl 1986)

Obaly (papirové pytle nebo kartonové kontejnery). Pokud je droga balena ihned
po usuSeni, obaly pak jest¢ nékolik hodin neuzavirdme, protoze droga musi pied
uzavienim byt spolehlivé zchlazena. Drogu skladujeme v suchu a chranime pied
vesSkerym poskozenim. V celém procesu od sklizné po expedici se maximaln¢ snazime
vyvarovat kazdé nadbyte¢né manipulace s drogou. (Tyl 1986)

Hefménkova droga je farmaceutickou surovinou, proto museji producent
1 odbératel mit na zieteli zvySenou zodpovédnost za bezvadnou kvalitu drogy.
(Tomko 1999)

Konzervace hefmankové drogy susenim je ekonomicky nejnakladnéjsi polozka
celého péstovani. Naklady na suSeni predstavuji az 40% veskerych vynalozenych
prostiedktli na produkei drogy. Susit teplym vzduchem se proto vypléci jen prvni az tieti
kvalitativni tfidu. U ctvrté kvalitativni tiidy, odsevkl a kvétni nati je suSeni teplym
vzduchem nerentabilni. K jejich suSeni stac¢i pouzit vétsi plochy jednoduchych rosta

trvale provétravanych venkovnim vzduchem. (Tyl 1986)

2.1.12. Cena suSené drogy

Cena suSené¢ho kvétu hefmanku se na svétovych trzich pohybuje v rozmezi
1.000 — 16.000 USD za tunu, coz je v ptepoctu asi 19.000 — 300.000 K¢ za jednu tunu.
Cena zévisi na kvalité a ¢istoté produktu. (Blessing 1999)

Na internetu je t€Z mozno sehnat hefmanek péstovany Cisté organicky a velice
vysoké kvality, co do obsahu biologicky aktivnich latek. Tento se da potidit za asi

62USD (% 1.150K¢ za kilogram).
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2.2. Elicitory
2.2.1. Elicitory obecné

Termin elicitor se zacal uzivat teprve v poslednich desetiletich. Metoda elicitace
se vyvinula v souvislosti s rozvojem kultivace rostlin in vitro. Jedna se o metodu, ktera
vyuziva schopnosti rostlin reagovat na rtiznd agens fadou reakci, na jejichz konci
nastdva zvysSend tvorba sekundarnich metaboliti (DiCosmo, Misawa 1985), které
predstavuji suroviny pro farmaceuticky a kosmeticky pramysl.

Rostlinné bunky se brani stresovym faktorim vnéjSiho prostifedi. Pti stresu
dochdzi k uvolnovéani elicitor z bunéénych stén rostlin a nésledné k vytvoteni
fytoalexinti (nizkomolekuldrnich latek), ptedstavujicich obrannou reakci rostliny.
Sekundarni metabolity se mohou tvofit v rostlin€ jako soucast obranného reakce rostliny
na pfitomnost patogenu. Fytoalexiny pfedstavuji jednu z moznosti iniciace genové
aktivity za vzniku ur€itych enzymd, které katalyzuji vytvafeni sekundarnich metaboliti.
Patii sem napt. flavonoidy, isoflavonoidy, steroidy, terpeny, stilbeny atd.

Elicitory uzité pfi kultivaci rostlin ve farmaceutickém pramyslu in vitro nebo 1
na menSich zemédélskych plochach mohou byt anorganické i organické (Timova,
Dusek 2000). V soucasnosti se také experimentuje s organogennimi elicitory, kde se
pouzivaji kompletni homogenaty inaktivovanych kultur mikroorganismti pfipadné jejich
frakce.

Elicitory a elicitace se také zkoumaji nejen na rostlinach a jejich bunécnych
tkdnich in vitro ¢i pfimo na pozemcich s pokusnymi porosty, ale dnes se pracuje na
vyzkumech elicitorti, které jsou produkovany hmyzem, zejména pak se véda zajima o
opylovace a u motyll (Lepidoptera) pak i o jejich housenky. Zkouma se jejich vliv na
rostliny, ale zaroven se také zkouma vliv pouzitych elicitort z hlediska bezpecnosti a
neSkodnosti pro tento kliCovy prvek v oblasti péstovani rostlin, jimz opylovaci beze
sporu jsou.

Dalsi oblasti kde se provadi vyzkum o UCinosti elicitace a jejiho mozného
pouziti je moderni medicina. Védci si uvédomili moznosti plynouci z elicitace a védi, ze
budou-li jejich vyzkumy a pokusy uspé$né fungovat, mohou nalézt G¢innou 1écbu na
nejednu civiliza¢ni chorobu véetné rakoviny.

O téchto vyzkumech hovofi mnoho odkazli na védecké prace, tykajicich se

tématu elicitorii a elicitace na strankach servru Web Of Science.
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2.2.2. Elicitace homogenaty mikroorganismi

Vliv elicitorti na produkci flavonoida byl testovan v mnoha pokusech. Marineli a

kol. (1994) prokazali vliv homogenatu z usmrcenych bunék z Escherichia coli a

Aspergillus terreus na produkci flavonoidl v kultute Omnonis arvensis L.. Uvedené

elicitory zvySovaly akumulaci flavonoida zejména po 24 hod nebo po 48 hod elicitace.

Pti pouziti elicitoru - usmrcenych bun¢k Pseudomonas aerllginosa v riznych

koncentracich” u kalusové kultury doslo:

1.

koncentrace po 24hod elicitaci ke snizeni obsahu flavonoidii v porovnani s
kontrolni skupinou. Naopak po 48hod nastalo zvySeni obsahu flavonoidi. Po 7

dnech elicitace obsah flavonoidl opét poklesl pod uroven kontrolni skupiny.

. koncentrace byl v kalusové kultufe po 24hod zaznamenan nizsi obsah flavonoidi

nez v kontrolni skupiné, avSak po 48hod licitace produkce flavonoidl pievysila

kontrolni skupinu a po 7 dnech elicitace dosdhla maxima.

. koncentrace byl ke kalusové kultufe po 24 hodinové elicitaci obsah flavonoidi

nepatrné nizs$i nez u kontroly, ale po 48 hodinach doslo jesté k vétSimu poklesu.
Ani po 7 dnech elicitace nedoSlo k pfevySeni obsahu flavonoidld ziskanych u

kontrolni skupiny.

U suspenzni kultury pii pouZziti:

1.

koncentrace doSlo k vyraznému narGstu obsahu flavonoidii po 48 hodinach.

Ostatni hodnoty obsahu flavonoidl byly nizs§i nez u kontrolnich skupin.

. koncentrace zptisobila postupné snizovani produkce flavonoidii v suspenzni

kultute. Produkce flavonoidu zjisténa po 24hod elicitaci byla sice nejvyssi, ale

statisticky nevyznamna v porovnani s kontrolou.

. koncentrace dokéazala prevysit obsah flavonoidii nad Groven kontrolnich skupin, a

to ve vSech Casovych intervalech. Nejvyssi obsah flavonoidi byl naméfen po 7

dnech elicitace.

* v 1. konc.1 g bunécného materidlu byl dan do 100 ml odmérné banky, ktera byla po

znacku doplnéna destilkou a 2. konc., ktera se pfipravila odpipetovanim 1 ml

suspenze z 1. konc. do 100 ml odmérné banky a po znacku doplnén destilovanou

vodou a 3. konc. byla pfipravena odpipetovanim 1 ml suspenze z 2. konc. do 100 ml

odmérné banky a destilovanou vodou po znacku.
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Pti hodnoceni vSech dosazenych vysledkil lze fici, ze u kalusovych kultur
vyvolal maximdlni produkci elicitor 2. koncentrace po 24 hodinach elicitace. Tato
hodnota byla vyssi o 83% vzhledem ke kontrole.

Podobné pusobila elicitace 1 u kultury Omnonis arvensis elicitované pomoci
Aspergillus terreus (Timova et al., 1996).

Zvysena produkce flavonoidi po 24 a 48 hodinach elicitace byla také zjisténa u
tkanové kultury Ononis arvensis po aplikaci elicitoru z Escherichia coli (Timova et al.,
1996). Rozdil byl vSak v tom, Ze obsah flavonoidii nedosahl maxima po 7 dnech
elicitace.

K obdobnym vysledkiim dospéli Marineli a kol. (1994), sledujici produkci
fytoalexint v kultufe mrkve (Daucus carota) po elicitaci bunécnou frakci Phytophtora
megasperma, zaroven sledovali vliv tohoto elicitoru na aktivitu klicovych enzymi pro
synthesu flavonoidd. V obou pfipadech bylo zjisténo, Ze hladina fytoalexinii i aktivita
enzymu byla nejvyssi po 50 hodinéch elicitace.

Zvysena produkce sekundarnich metaboliti po delsi nez tydenni -elicitaci
bunénymi sténami kvasinek byla zaznamendna u cibulek hvézdniku zahradniho -
Hippeastrum hortorum (Wink, Lehmann, 1996). Po aplikaci elicitoru se tvorba
cerveného pigmentu zvySovala a dosdhla maxima po 9-12 dnech elicitace.

Podobnych vysledka bylo také dosazeno u bunécéné kultury Routy vonné - Ruta
graveolens, u které byl sledovan vliv elicitoru Rhodotorilla rubra na indukci
biosynthesy furanokumarini (Bohlmann, Eilert, 1995). Bylo zjisténo, ze s délkou
elicitace se snizuje indukce biosyntetickych enzymd, a tim i produkce furanokumarint.

Metoda elicitace se také zkousela na produkci thiarubrinu A v kultufe vlasovych
kotent rostliny Ambrosia artemesifolia. Thiarubrin A je biologicky aktivni latka s
fungicidnimi, antibakterialnimi a antivirovymi vlastnostmi (Fischer, Quijano, 1985;
Ellis et al., 1995). jeho vysoky vytézek je ziskavan z kotenové kultury Ambrosia
artemisifolia a tadi se do skupiny sekundéarnich latek zvanych polyacetyleny, které jsou
odvozeny od mastnych kyselin.

Utinnost elicitace zalezi na mnoha faktorech, které Gasto pisobi synergicky,
jako jsou vek kultury, koncentrace elicitoru a v jakych ¢asovych periodach byl elicitor
podavan. Velice dllezitou podminkou je, aby elicitor nesnizoval Zzivotaschopnost
kultury, proto se obecn¢ uzivaji nizsi koncentrace elicitort.

Metoda elicitace muze pomoci objasnit 1 nékteré kroky v biosynthese

sekundérnich metaboliti. Je dulezité znat vychozi latky pro biosynthesu, coz jsou
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pfevazn¢ derivaty mastnych kyselin s konjugovanymi vazbami a jednotlivé
meziprodukty biosyntetickych drah. Metoda elicitace uspésné zvysila hladiny
jednotlivych latek figurujicich v biosynthese polyacetyleni; napi.: synthesa
polyacetylenu fenylheptatrynu byla indukovana v kalusové kultute Bidens pilosa za
elicitace filtratem houbové kultury Phytium aphanideratum (DiCosmo et al., 1982).
Hladina nékterych polyacetylend v kotenové kultute Bidens sulphureus stoupla az 20x
pii piidani filtratu houbové kultury Phytillm aphanidermatum a Phytophtora drechsleri
(Allen, Thomas, 1971).

Buitelaar a kol. (1992) zvysili produkci thiofenu kulturou vlasovych kotenil
Tagetes patllla vzitim mycelidlnich extrakti Phytophtora magasperma, Aspergillus
niger, Pencillium expansum a Fusarium oxysporum.

Mukundan a Hjortso (1990) zvysili akumulaci thiofenu v kultufe vlasovych
kofenll Tagetes patula uzitim patogennich i nepatogennich skupin hub. Uginnym
elicitorem pii zvySeni akumulace thiofenu v kultute vlasovych kotinkd Tagetes patula
se ukazal vanadyl sulfat (Hjortso, Mukundan, 1994).

Li a kol. (2003) prokazali, ze kvasinkovy homogenat a soucasné uziti kyseliny
salicylové zpusobuji vzrust hladiny kyseliny abscisové a pokles obsahu giberelinu a
auxinu v bunétné kultute Salvia miltiorrhiza, ¢imz byla inhibovéana proliferace této

bunécné kultury.

2.2.3. Elicitace organickymi ¢inidly

K organické elicitaci se pouzivaji ¢asto samotné organické latky, jako naptiklad
kyselina linolovd v experimentu, pii némz byl posouzen jeji vliv na produkei
sekundarnich metabolitd (Timova, Dusek, 2000). Kyselina linolova je po chemické
strance cis,cis-9,12-oktadekadienova kyselina, ktera patii do skupiny vyssich mastnych
kyselin. Tato kyselina byla pouzita, protoze vyvolavd akumulaci fytoalexina
(isoflavonoidtl) v listech Phaseolus vulgaris, podobné tém, které byly dosazeny po
elicitaci avirulentnim kmenem Pseudomonas syringae pv. phaseolica. Maximalni
mnozstvi akumulovanych fytoalexinii se projevilo pii 1,6mM koncentraci arachidonové
a linolové kyseliny.

Vsechny polynasycené mastné kyseliny eicosapentaenové a eicosatetraenoveé
(arachidonové) kyseliny byly nejefektivnéjSimi elicitory tvorby seskviterpenickych

fytoalexint, které byly zjistény v houbovych extraktech patogenu Phytophtora infestans
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(Bostock et al., 1981).

Bloch et al. (1984) také pouzivali kyselinu arachidonovou, eicosapentaenovou a
linolovou ke kulturam z c¢eledi Solanaceae, Convolvulaceae, Fabaceae a Apiaceae.
Pisobenim téchto elicitor byly produkovany seskviterpenické fytoalexiny v rajceti
(rishitin a lubimin) a v pepfovniku (capsidiol). U¢inek kyseliny linolové je spojovan se
strukturni podobnosti s kyselinou y-linolenovou, prekurzorem kyseliny jasminové, jejiz
methylester (fytohormon) je druhym poslem v reakci rostlin na stresovy podnét.
Indukuje aktivaci gent, které¢ koduji mRNA enzymt katalyzujicich biosynthesu
fytoalexinti (Longland et al., 1998).

Pti hodnoceni produkce flavonoidi v ¢ase béhem elicitace kyselinou linolovou,
1ze vysledovat, Ze u vétsSiny pokusnych koncentraci je obsah flavonoidii nejvyssi 24hod
po aplikaci elicitoru a poté klesa (u konc. 0,01; 0,10; 0,20 a 1,0mg/ml. U koncentraci
0,02 a 2,0mg/ml je maximalni produkce po 48 hodinové elicitaci).

Pii porovnavéani dosaZenych hodnot v zéavislosti na koncentraci elicitoru byl
nejvyssi obsah flavonoidi zaznamenan v kultufe vystavené piisobeni kyseliny linolové
o koncentraci 2,0mg/ml a 1,0mg/ml (Tdmova, Dusek, 2000). Pii srovnéni produkce
flavonoidl u elicitovanych kultur s kontrolnimi Ize konstatovat, Ze elicitované kultury
vykazovaly vys$si obsah flavonoidii, zejména po 24 hodinach (koncentrace 0,01; 0,20 a
1,0mg/ml), po 48hod byla produkce vic¢i kontrolnim vzorkiim vétSinou nizsi (s
vyjimkou koncentrace 1,0 a 2,0mg/ml). Po 7 dnech plisobenim kyseliny linolové mély
vSechny kontrolni kultury vysSi obsah flavonoidd nez kultury elicitované. Nejvyssi
nartst tvorby flavonoidii byl zaznamenan pfi pouziti elicitoru o koncentraci 2,0mg/ml a
o dobé& plisobeni 48hod a to o 118%. Pii 24 hodinovém pisobeni elicitoru o koncentraci
1,0mg/ml doslo ke zvySeni produkce flavonoidl o 94%. Je ziejmé, Ze po dosazeni
maximalni produkce flavonoidi dochdzi ke snizovani jejich obsahu. Snizeni obsahu
flavonoidd je pravdépodobné zplsobeno jejich metabolizaci. (Beiderbeck, Reichling,
1989).

Predpoklada se, ze spoleCnym jmenovatelem vsSech slozek, které vykazuji
elicitacni aktivitu, je to, ze ve vysokych koncentracich zpisobuji poSkozeni a smrt
bun¢k. Elicitace mize byt tedy vyvoldna toxickymi u¢inky mastnych kyselin na
bunécné stény rostlin.

Pti elicitaci tkanové kultury Rheum palmatum méla nejvyssi odezvu v
biosynthese anthracenovych derivati koncentrace kyseliny linolové Img/ml. Pti této

koncentraci doslo k vice nez 100% nartstu obsahu sledované skupiny metaboliti v
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¢asovém intervalu 12 hodin po aplikaci elicitoru.
Pokusy s kyselinou linolovou prokazaly, ze volba této latky jako potencidlniho
elicitoru byla spravna. Divodem tohoto tvrzeni jsou hodnoty obsahli anthracenovych

derivati a flavonoidt, které byly dosazeny po elicitaci touto kyselinou.

2.24. Elicitace anorganickymi ¢inidly

Je prokazéano, ze stimulace tvorby obrannych latek, které jsou v urcité vazbé na
tvorbé farmakologicky ucinnych latek, lze dosahnout hnojenim s neharmonickym
pomérem zivin (Pasek, 1997). Tento jev pozoroval u jetele luéniho a vic¢iho bobu
mnoholistétho Kolar (1981, 1982), u téchto rostlin doSlo k zvySeni produkce
fytoestrogenu genisteinu. Az o 60% uc€innych latek vice vyprodukovaly rostliny E.
purpurea, kdyz byly hnojeny neharmonickym pomérem zivin, tj. Sestindsobnym
piebytkem mineralniho dusiku k drasliku a dalSim zivinam (Kuzel et al., 1998).

Piikladem anorganické elicitace je stimulace produkce taxolu v suspenzni
kultufe Taxus yunnanensis trojmocnym iontem lanthanu, ktery se v zemské kufe
vyskytuje velmi vzacné (Woo et al., 1994). Taxol je diterpenoid vyskytujici se v klife
tisu a je to vyznacna droga pii 1écbé rakoviny vajecniku a prsu.

Pfi podavéni dusi¢nanu lanthanitého byly provedeny dva experimenty. V prvnim
experimentu byl lanthan do média podavan nepietrzit¢ po 32 dni v rlznych
koncentracich (Woo et al., 2000). Pti aplikaci koncentrace 2,3 a 5,8mM dusi¢nanu
lanthanité¢ho se zkratila pocatecni lag-faze ristu a primérnéd rychlost ristu bunék v
kultufe mirné vzrostla, ackoliv maximalni hustota bun¢k v kultufe byla o néco nizsi ve
srovnani s kontrolou. Zda se, ze lanthanity ion v téchto koncentracich v urcité ¢asové
period¢ stimuluje bunéény rist. Pfi vysSich koncentracich dusi¢nanu lanthanitého v
mediu 23,1 a 46,2mM, byl bunécny rust zfeteln¢ inhibovan, protoze vyssi koncentrace
kovovych iontli jsou pro rostlinu toxické.

Nejvyssiho celkového vytézku taxolu, dvojnasobného oproti kontrole, bylo
dosazeno pfi koncentraci dusi¢nanu lanthanitého 5,8mM v kultute staré¢ 28 dni. Velikost
sekrece taxolu buiikou umérné stoupa se zvysujici se koncentraci lanthanu piidaného do
média. Taxolu uvolnéného do média bylo 28% pii koncentraci lanthanu 2,3mM a 40%
pii koncentraci 5,8mM, v kontrolni kultute to bylo jen 10% (Pooviah, Leopold, 1976;
Vangronsveld, Clijsters, 1994).

V druhém experimentu byl dusi¢nan lanthanity ve fixni koncentraci 5,8mM
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pfidivan do média béhem riznych ristovych fazi bunééné kultury - ve stfedni
exponencionalni fazi ristu (12 dni stara kultura), pozdné exponencidlni faze (16 dni
stard kultura) a v Casné staciondrni fazi (20 dni stara kultura). U 28 dni staré¢ kultury
byla vyhodnocena hustota bun¢k a obsah taxolu. Pfidani lanthanu 12. a 16. den (stiedni
a pozdni exponencionalni faze rlstu) zvysilo intracelularni produkci taxolu celkovy
objemovy vytézek taxolu. Casngjsi pfidani lanthanité soli priikazn& omezilo rist
kultury, ale zvySilo uvolnéni taxolu do média, zptisobeného lyzou bunécnych stén.
Nejvyssi celkovy vytézek taxolu byl zjistén u 28 dni staré kultury, 3,8 krat vyssi oproti
kontrole, intracelularni produkce se zvysila 4,1 krat oproti kontrole. Kultura oSetfena
5,8mM dusi¢nanem lanthanitym b&hem stfedni exponenciondlni faze ristu vykazuje
rapidni vzrist hladiny lanthanu. Elicitace lanthanitym iontem (5,8mM) byla provedena 1
u jinych druhi tisu, napi. u Taxus chinensis marv. 1 zde doSlo prukazné¢ k mirné
stimulaci synthesy taxolu, ale oproti bunééné kultute Taxus yunnanensis je narast
hladiny taxolu podstatné mensi. Z toho Ize usoudit, Ze vliv lanthanidi na sekundarni
metabolismus je druhové specificky a zavisly na typu buiiky. Biologicka funkce
lanthanu jako elicitoru spoc¢iva v blokaci vapnikového kanalu v bunécné membrané.
Lanthanity ion inhibuje vtok vapenatych iontd do bunky a odpovédi rostliny na jiné
elicitory (Ebel et al., 1998; Gelli, Blumwald, 1997).

Jestlize ion lanthanu ovlivituje hladinu vapenatych iontl v buiice, ovliviuje tak
signalni transduk¢ni drédhu v rostlin€, v niz vapenaté ionty hraji ustfedni roli; takto je
ziejme 1 inhibovdna odpovéd’ rostlinou na jiné elicitory (Nishi, 1994; Ebel, Mithofer,
1998; Nurnberger, 1999).

Podobné elicitacni vlastnosti vykazuji 1 jiné vzacné kovové prvky, napf.
trojmocny ion europia dodané¢ho do kalusové kultury Rheum palmatum (Lu et al, 1998)
a trojmocny ion ytterbia v kalusové kultufe jiné Cinské rostliny Coptis chinensis. V
nizsich koncentracich podporuji narast kultury, ve vyssich ho inhibuyji.

Vliv na hladinu flavonoidi byl prokazdn u chloridu kademnatého, siranu
médnatého, chloridu rtutnatého, dusi¢nanu olovnatého, siranu manganatého (Dusek

etal., 1997).
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3. Cile a metodika prace

3.1. Cil prace

Cilem této prace je zjisténi vlivu foliarni aplikace elicitoru ve tfech koncentracich
(nizka, stfedni, vysokd) na polni kulturu Hefméanku pravého [(Chamomilla recutita L.)
Rauschert] a nasledné analyzy suSené kvétni drogy, za ucelem stanoveni zmén v obsahu
ucinnych latek u kultur Hefmanku pravého [(Chamomilla recutita L.) Rauschert] na
které byl elicitor pouzit v porovnani se slepym pokusem (polni kultura, na niz nebylo
pouzito elicitortl) a vyhodnoceni vlivu koncentrace elicitoru na obsah sledovanych
latek.

Druhotnym cilem této prace je nalezeni vyuziti elicitori v zemédélské praxi.
Hlavnim cilem bude snaha prokdzéani schopnosti elicitori ovlivnit obsah nékterych

dilezitych latek v rostlinach a tim i jeji vyuzitelnost v praxi.

3.2. Metodika vypracovani prace

Metodika této prace vychdzi ze zadani a stanovenych cilli. Ve své praci jsem
postupoval dle nésledujici metodiky:
- studium literarnich pramenii, zamétenych na uvedenou problematiku
- zpracovani agrotechniky péstovani hefmanku
- vypéstovani vlastni polni kultury Hefmanku pravého
- obhospodatfovani vlastni polni kultury
- aplikace elicitoru v nékolika koncentracich
- opakovana sklizen
- suSeni a skladovani kvéth Chamomilla recutita
- extrakce latek ze suSené drogy do roztoku
- analyza vzorki SPEKTROFOTOMETRICKOU metodou
- statistick¢é vyhodnoceni vysledkt
- shrnuti zjisténych vysledka
- zaverecné vyhodnoceni vysledki a doporuceni pro praxi
Pro vypracovani prace byly vyuzity programy:
- Microsoft® Word 2007
- Microsoft® Excel 2007
- STATISTIKA 6 Cz

31



4. Agrotechnika

4.1. Charakteristika stanovisté

Tab. 4.: Charakteristika pozemku
KRAJ Jihoc¢esky
. Skolni zemédé&lsky podnik

MISTO JUvCB

VYROBNI TYP bramboraisky

NADMORSKA VYSKA 380 m n.m.

PUDNI TYP kanzblgerfl pseudq-glejova
(hnéda ptida oglejna)

PUDNIi DRUH pis¢itohlinity

SKELETOVITOST 0

EXPOZICE 0

pH 6,4

KLIMATICKY REGION MT4 - mime tepla oblast,
okrsek - mirn¢ teply, vlhky

ROCNI PRUMERNA TEPLOTA VZDUCHU 7,8°C

ROCNI PRUMERNY UHRN SRAZEK 620 mm

4.2. Priprava pozemku

Na skolnim pozemku ZF JU mi byla pfidélena péstebni plocha, tato byla na
mirném svahu natoCeném na vychod, na niz jsem mohl uskutecnit své pokusy
s péstovanim Hefmanku pravého [(Chamomilla recutita L.) Rauschert] v polnich
podminkach.

Nejprve bylo zapotiebi vyméfit ptislusnou plochu, urcit délku tadka, jejich pocet
a vzdalenost jednotlivych radka od sebe.

Pti pokusu byl pouzit jeden elicitor (kyselina acetylsalicilova = ASA) ve tiech
riznych koncentracich a probihala i tzv. slepa varianta pokusu, pfi nizZ nebyl pouzit
zadny elicitor. Kazda varianta probihala ve ¢tyfech opakovanich.

Vysev probihal do tadkt Sirokych 10cm a dlouhych 10m. Mezi jednotlivymi
variantami byl rozestup o Sitce 0,5 m a Sitka mezifddku Cinila Im. Vedle sebe 1 za sebou
byly umistény vzdy 4 varianty (byla pouzita struktura pokusu 4 x 4). Dale bylo

vytvoteno okrajové ,,ochranné* pasmo odd¢€lujici na$ pokus od ostatnich pokust, které
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probihaly na stejném pozemku, a to v Sifce 2,5 m z kazdé strany. Celkem jsem na
pozemku zabral svym pokusem plochu pfiblizng 8,5 m * 46,5 m, tj. necelych 400 m”.

Jakmile byla plocha vyméiena, zapocala ptiprava pozemku k seti. V prvni fadé
byl povrch pozemku oSetfen proti plevelim. Prvni postiik byl proveden za pouziti
totalniho herbicidu RoundUp jiz v prvni poloviné listopadu roku 2003. Druhy posttik
byl proveden az 14 dni po jarni Gpravé povrchu pozemku, ktera probéhla v druhé
poloviné biezna 2004, pticemz stejny postup byl pouzit i v nasledujicim roce (2004 /
2005). K této upravé byl pouzit traktor Skolniho zeméd€lského podniku. Na druhy
posttik byl taktéz pouzit totalni herbicid RoundUp.

4.3. Seti

Seti bylo provedeno ruéné bez pouziti mechanizace a probehlo prvni rok
16.4.2004 a druhy rok probéhlo seti 29.3.2005. Vysevek ¢inil 100 g na cely pokus
v kazdém roce.

Pfed setim bylo nejprve vykolikovano ,,ochranné pasmo“, po té byly
vykolikovany jednotlivé fadky. Nasledné byly mezi koliky jednotlivych fadkd napnuty
provazky, podle nichz byly vytvofeny motyckou do pudy fadky asi 5 cm hluboké. Tento
zpusob tvorby tadkl slouzil také jako ochrana semen pted nepfiznivymi vlivy, nebot
semena Hetfmanku pravého [(Chamomilla recutita L.) Rauschert] kli¢i pouze na svétle.

K seti byl pouzit lkg semen Hefmanku pravého [(Chamomilla recutita L.)
Rauschert] odrady Bohemia, ktera je jedinou uznanou odriidou v CR.

Po té, co byla cela plocha oseta, bylo pfistoupeno k posledni fazi souvisejici se
setim a to k rozprostfeni netkané bilé textilie po povrchu parcelky. Timto zpiisobem
byly zabezpeceny kli¢icim sementim a nésledné i vzchézejicim rostlinkdm Hefmanku

optimalni vlhkostni a tepelné podminky nutné pro jejich usp€sné preziti.

4.4. OSetifovani porostu

Po 5 tydnech byla odstranéna netkana textilie z fadki. Tehdy bylo zjisténo silné
zapleveleni hlavné v mezitadcich a to i pies veskerou snahu zni¢it na pozemku plevele.
Daleko vice znepokojujici bylo vSak to, Ze veliky podil mezi plevely zaujimala
Pteslicka rolni (Equisetum arvense L.), coz je houzevnata trvalka s ,,nevyhubitelnymi*

podzemnimi oddenky (Bremnessova 2003).
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Pomoci ru¢nich kultivatord byla vétSina mezifddkovych pleveld vytrhana ¢i
poskozena natolik, Ze jiz necinila vEtSi potize pii péstovani, avSak s presliCkou nebylo
jednoduché se vypotadat, hlavni potize Cinila pfimo v fadcich kde svym mnoZzstvim a
odolnosti vytvarela nepfijemné konkuren¢ni prostfedi kiehkym rostlindm hefmanku.
Jedinou uc¢innou metodou bylo ru¢ni vytrhani jednotlivych rostlin i s co mozna
nejveétsimi ¢astmi kotentl, coz byl jediny ucinnéjsi zptsob jejiho odstranéni.

Priitbézné byl kontrolovan stav porostu, vzrist a jiz zminéné zapleveleni. Koncem
kvétna bylo provedeno prosvétleni porostu, nebot’ byl na nékterych mistech prehoustly.

Po poslednim sbéru byl cely porost pokosen a zbytky rostlin odstranény
z pozemku, ktery byl nasledné zafazen do podzimni pfipravy pidy v rezii Skolniho

zemédeélského podniku.

4.5. Postrik elicitory

Na porost byla foliarn¢ aplikovana synteticky v laboratofi pfipravena kyselina
acetylsalicylova. Kyselina acetylsalicylova byla pouzita jako elicitor. Foliarni aplikace
byla provedena ve form¢é vodného roztoku ve tfech riiznych koncentracich (nizka,
sttedni a vysoké koncentrace).

K postiiku byl pouzit ru¢ni posttikova¢ na zada o objemu 12 litra s teleskopickou
rozstiikovaci ty¢i s nastavitelnou kovovou tryskou umoziujici velky akéni radius od
firmy GARDENA (viz. Foto €. 1.).

Postiiky byly provadény vidy za Foto 1.: Postrikovac firmy GARDENA

=

bezvétrného pocasi, coz bylo zakladni
podminkou k dosazeni uspéSného postiiku,
nebot’ v opa¢ném piipadé by elicitor pouzity k
posttiku jednoho fadku mohl ovlivnit i rostliny
v fadku vedlej$im (nehled€ na ochranné pasma),
coz bylo naprosto nepfipustné, nebot by se
mohl nakumulovat ucinek elicitoru a zkreslit
vysledek.

V roce 2004 jsem provedl celkem dva postiiky elicitory, a to vzdy 7-14 dni pied
planovanym sbérem. Prvni postiik probehnul 14. ¢ervence 2004 a druhy postiik byl
proveden 25. srpna 2004.
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Vroce 2005 byly elicitory aplikovany rovnéz dvakrat. Prvni aplikace elicitori

probéhla 7. ¢ervence 2005 a podruhé byly elicitory aplikovany 15. srpna.

4.6. Sbér

Sbér hefmanku probihal vzdy
7 - 14 dni po elicitaci rostlin, nebot’ byl
zavisly na vhodném pocasi. Bylo
zapotiebi sbér ve dnech beze srazek.

Sbér  byliny probihal rucné,
piicemz bylo vyzkouSeno jak Ccesani
ruénim hiebenem (viz Foto ¢. 2. a Foto
¢. 3.), tak Cisté¢ rucni sbér. Vzhledem
k tomu, Ze pii sbéru pomoci hiebenu
bylo nasledné nezbytné provést casove
naro¢né piebrani sebranych kvétl, coz
tento zpusob sbéru ucinilo pro nase
ucely cCasoveé nepfipustnym, byl sbér
Cist¢ rucné¢ zvolen jako vhodngjsi.
Jednim z hlavnich benefitii tohoto sbéru
bylo mimo jiné to, ze jsem mohl
naprosto cilené sbirat jen kvéty v plném
kvétu (optimalni zralosti), vyhnout se
piekvetlym 1 nerozkvetlym kvétnim
uboriim a sbirat kvéty tak, aby délka
stonku nepiesdhla 0,5 cm (pozadavky

vzhledem ke kvalité drogy).

Foto 2.: Rucni cesaci hireben

Po prvnim sbéru bylo nutno stimulovat u sledovanych rostlin tvorbu novych kvéta

pro dalsi sbér. K tomuto tcelu byl vyuzit ¢esaci hieben, jimz byly s€esany na rostlinach

zbylé kvéty.

V roce 2004 byly provedeny dva sbéry, piicemz prvni byl proveden 22. Cervence,

druhy sbér se uskutecnil 3. zafi.

V roce 2005 se uskutecnily dva kompletni sbéry, stejn¢€ jako v predeslém roce a

navic byl uskutecnén treti casteCny sbér, ktery obsahoval po jednom vzorku z kazdé
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sledované varianty. Prvni sbér probéhnul 14. ¢ervence, druhy sbér nasledoval 23. srpna.

Posledni ¢aste¢ny sbér byl proveden 17. zaii.

Foto 4.: Hefmanek pravy [(Chamomilla recutita L.) Rauschert] pied sbérem kvéti

Foto 5.: Hefmanek pravy [(Chamomilla recutita L.) Rauschert] kvét
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4.7. SuSeni

Kvéty hefmanku byly pfi sbéru ulozeny do papirovych pytlikii a jesté t¢hoz dne
rozlozeny k suSeni na pid¢ rodinného domu, kterd spliiovala veSkera kritéria pro suseni.
Coz znamend zejména sucho, teplo, stin (pozadavky vzhledem ke kvalité drogy).

Suseni probihalo na papitfe v tenké vrstvé po dobu 7-14 dni, a to podle pribéhu
pocasi a zejména venkovnich teplot. Kazdy den byl suSici se material zkontrolovan, aby
se predeslo nebezpec¢i znehodnoceni kvétni drogy plisni, hnilobou ¢i jakymkoli jinym
Cinitelem, at’ jiz biologickym, mechanickym nebo fyzikalnim.

Ususena kvétni droga byla v ramci vizualni kontroly, zbavena piimési a necistot,
zabalena do papirovych pytlikli a ulozena na suché a temné misto, aby nedoslo k jejimu
znehodnoceni. Protoze analyzy vSech vzorkl probihaly soucasné za obé¢ sledovana
obdobi (rok 2004 a 2005), byla skladovaci doba v ptipad¢ vzorkt z roku 2004 delsi nez
rok, proto bylo zajiSténi optimalnich skladovacich podminek dulezité k zachovani
kvality suSené drogy a obsahu latek v ni uchovanych.

Po té, co byly usuSeny a pfipraveny vSechny vzorky, pfistoupil jsem k jejich

transportu do laboratofe a jejich naslednému zpracovani a analyze.
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5. Priprava extrakti

5.1.

Homogenizace

Jednotlivé vzorky byly rozemlety vysokootdCkovym mlynkem od firmy

FRITSCH. Konkrétné na zafizeni nesoucim oznac¢eni PULVERISETTE 14.

Pouzito bylo sito s velikosti oka 0,5 mm. Diky tomu jsme dosahli dokonale

zhomogenizovaného, najemno rozemletého prasku, ktery byl nésledné pouzit k vyrobé

extraktu.

5.2.

Vazeni

Vézeni probéhlo na analytickych vahéach firmy METTLER TOLEDO na modelu s

oznac¢enim AB204.

Navazka jednotlivych vzorkt ¢inila 2g + 0,0005g (viz. Tab. €. 5.)

Tab. 5.: Navazka vzorku v gramech

[Cislo vzorku (vz.) / (kc.) koncentrace elicitoru]

2004 |vz./kc.| navazka |vz./Ke.| navazka |vz./Ke.| navaZka |vz./Ke.|navdzka
37/N| 2,0002 |38/S| 2,0000 [39/V | 2,0003 [40/K | 2,0004

L. sbér 42/N| 2,0002 |43/S | 2,0002 |44/V | 2,0001 |41/K | 2,0001
47/N| 2,0000 |48/S | 2,0002 |45/V | 2,0003 |46/K | 2,0002

52/N| 2,0005 |49/S | 2,0004 |50/V | 2,0003 |51/K]| 2,0003
2004 |vz./Ke.| navazka |vz./Ke.| navazka |vz./Ke.| navaZka |vz./Kke.|navazka
53/N| 2,0002 |54/S| 2,0000 |55/V | 2,000 |56/K | 2,0003

5. sbér 58/N| 2,0001 |59/S| 2,0002 [60/V | 20003 |57/K]| 2,0004
63/N| 2,0000 |64/S | 2,0000 |61/V | 2,0004 |62/K | 2,0001

68/N| 20003 |65/S| 2,0000 |66/V | 2,0002 |67/K| 2,0001
2005 |vz./Ke.| navazka |vz./Ke.| navazka |vz./Ke.| navaZka |vz./Kke.|navazka
1/N | 2,0001 2/8S 2,0001 3/V 2,0000 | 4/K | 2,0000

1 sbér 6/N | 2,0002 7/8 2,0001 8/V 2,0002 | 5/K | 2,0001
11/N| 2,0001 |12/S| 2,0000 9/V 2,0000 |10/K| 2,0001

16/ N| 2,0001 |13/S| 2,0002 |14/V | 2,0000 |15/K | 2,0000
2005 |vz./ke.| navazka |vz./Ke.| navazka |Vz./ke.| navazka |vz./Ke.|navdzka
17/N| 2,0001 |18/S | 2,0001 19/V | 2,0000 |20/K| 2,0000

5. sbér 22/N| 2,0002 |23/S| 2,0000 |24/V | 2,0000 |21/K| 2,0001
27/N| 2,0000 |28/S | 2,0002 |25/V | 20001 |26/K]| 2,0002

32/N| 2,0002 [29/S| 2,0001 [30/V | 20001 |31/K]| 2,0000
2005 |vz./Ke.| navazka |vz./Ke.| navazka |vz./Ke.| navaZka |vz./Kke.|navazka
3.sbér |36/N| 2,0000 [35/S| 2,000l |34/V | 2,0002 |33/K| 2,0002

38




5.3. Extrakce

Byla zvolena metoda, kdy se jednotlivé navazky vzorku suSené drogy tiepaly na
ttepacce ve 20 ml 96% etanolu. Po 24 hodinach bylo pfidano 20 ml redestilované vody
a opét se vzorky nechaly 24 hodin tfepat. Po té byly vzorky prefiltrovany a pfevedeny
do 50 ml banék a po rysku doplnény roztokem (odpovidajicim podminkdm extrakce),
ktery byl v poméru 1:1 /redestilovana voda a 96% etanol/.

Po promichani takto pfipravenych vyluht, byly banky ulozeny na dobu 7 dnti do
chladni¢ky. Po 7 dnech bylo zban€k odebrdno za pomoci stfikacky 5 ml vzorku
a prefiltrovano ptes filtracni papir do epruvet. Takto piipravené¢ vzorky byly
temperovany na pokojovou teplotu 24 hodin, po kterych nasledovala

spektrofotometricka analyza.
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6. Méreni
6.1. Princip

Zvolena metoda je zalozena na spektrofotometrickém  Foro 5.: SPEKOL 11
méfeni barevnych produkti reakce hydroxylovych skupin

fenolickych slou€enin s ¢inidlem Folin — Ciocalteau .

BPENDL H

6.2. Pristroje a pomucky

Spektralni fotometr SPEKOL 11 [Carl Zeiss, Jena]
(viz. Foto 3.); dvé 10 mm kyvety; pipety [Transferpette]
v rozsahu 0,1 — 0,5 ml a 0,5 — 5 ml (viz. Foto 4. — 6.);
odmérné banky 50 ml; stficka na redestilovanou vodu;
analytické¢ vahy [METTLER TOLEDO — AB204] (viz Foto
9.-10.).

Foto 7.: Pipeta Foto 8.: Pipety

Foto 6.: Pipety Transferpette fix Transferpette S

-
e
—

L A DaniOSIE

i '.'
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Foto 9. - 10.: Analytické vahy
METTLER TOLLEDO - AB204

6.3. Chemikalie a roztoky

Tanin a z ného za pouziti analytickych vah vyrobeny standardni roztok (50 mg
taninu ve 100 ml roztoku). Dal§im krokem se stala pfiprava filtrovaného 20% roztok
Na,COs. Jako reagent jsem pouzil Folin - Ciocalteau c¢inidlo. V neposledni tadé

nesmime zapomenout ani na redestilovanou vodu.

6.4. Metodika

Nejprve bylo dulezité vytvorit kalibratni fadu, kterd byla pfipravena ze
standardniho roztoku taninu. Postupné bylo ze standardniho roztoku taninu
odpipetovano do 50 ml odmérnych ban¢k 0 ml; 0,1 ml; 0,2 ml; 0,3 ml; 0,4 ml; 0,5 ml
roztoku. Nasledné bylo do odmérnych banék piidano ptiblizné¢ 20ml destilované vody,
po ¢emz néasledovalo pfidani 1 ml Folin — Ciaocalteau cinidla. Vznikly roztok byl
promichan a po 3 minutach bylo pfidano 5 ml 20% roztoku Na,COs, obsah ban¢k byl
opét promichan a doplnén destilovanou vodou po znacku. Po 30 minutach byla zmétena
intenzita zbarveni v 10 mm kyveté¢ pii 700 nm proti slepému vzorku (s nulovym
obsahem taninu).

V pribéhu 30 minut pfed méfenim kalibra¢ni kiivky byly obdobnym zptisobem
pfipraveny jednotlivé vzorky, stim rozdilem, Ze na misto taninu byly pouzity
vyextrahované vzorky. Ty byly pfipraveny ve dvou rtiznych koncentracich. Jednalo se

00,1 ml a 0,3 ml extraktu.
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6.5. Tabulky a grafy
V nasledujicich tabulkdch (Tab. ¢. 6. — 13.) jsou shrnuty vysledky absorbance

ziskané z méteni spektrofotometrickou metodou na piistroji SPEKOL 11 pfi 700nm
proti slepému vzorku. Toto méfeni bylo provedeno ve dvou opakovéanich, pfi¢emz pii
prvnim bylo pouzito 0,1 ml vzorku a pfi druhém méfeni jsem pouzil 0,3 ml vzorku.
Druhé méfeni za pouziti vyS$§iho mnozstvim vzorku mélo za ukol potvrdit trend
prvniho méfeni a to z ditvodu vylouceni chyby lidského faktoru pii ptipraveé vzorkl k
méfeni.
Na kazdé strance jsou umistény dvé piehledné tabulky. Kazda tabulka obsahuje

data z jednoho roku, pficemz se ob¢ vztahuji ke koncentraci elicitoru.
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Tab. 6.: Nizk4 koncentrace elicitoru (2004)
Absorbance vz. ¢. parc. €. 0,1 ml 0,3 ml
1. sbér 37 1 0,138 0,438
(22.7.2004) 42 6 0,140 0,442
1. postrik
(14.7.2004) 47 11 0,144 0,451
52 16 0,133 0,433
2. sbér 53 1 0,150 0,459
23-9-22941() 58 6 0,148 0,452
. postFi
(25.8.2004) 63 11 0,166 0,482
68 16 0,161 0,475
0 0,1475 0,4540
Tab. 7. Nizka koncentrace elicitoru (2005)
Absorbance vz. . | parc. ¢ 0,1 ml 0,3 ml
1. sbér 1 1 0,133 0,435
(14.7.2005) 6 6 0,131 0,420
1. postrik
(7.7.2005) 11 11 0,146 0,407
16 16 0,156 0,447
2. sbér 17 1 0,152 0,455
(23.8.2005) 22 6 0,150 0,446
2. postrik
(15.8.2005) 27 11 0,188 0,540
32 16 0,159 0,452
3. sbhér 36 16 0,129 0,406
(17.9.2005)
0 0,1493 0,4453

V tabulce €. 6. je u vzorku ¢. 27. ndzorn¢ vidét nezbytnost kontroly méfeni,
nebot’ tento vzorek v prvnim méfeni vykazal oproti ostatnim vzorkiim hodnotu vyssi
o vice nez 22% (vzhledem k priméru dalsich tii vzorkl), to by mohlo znamenat
chybu pfi pfipravé, avSak néasledné méfeni chybu vylucuje (tab. 7.), nebot’ i zde
nastal vyznamny vykyv a to o necelych 20% (oproti priméru), ¢imz byla chyba pfi

pripravé vyloucena.
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Strredni koncentrace elicitoru (2004)

Tab. 8.
Absorbance vz. C. pare. €. 0,1 ml 0,3 ml
1. sbér 38 2 0,142 0,436
(22.7.2004)
43 7 0,131 0,430
1. postrik 48 12 0,136 0,425
(14.7.2004)
49 13 0,128 0,412
2. sbhér 54 0,164 0,478
3.9.2004
( ) 59 0.175 0.495
2. postiik 64 12 0,168 0,483
(25.8.2004) 65 13 0,161 0,460
'] 0,1506 0,4524
Tab. 9. Stiredni koncentrace elicitoru (2005)
Absorbance
vz. C. pare. €. 0,1 ml 0,3 ml
1. sbér 2 2 0,131 0,426
(14.7.2005)
7 7 0,151 0,444
1. postiik 12 12 0,129 0,390
(7.7.2005)
13 13 0,123 0,411
2. sbér 18 2 0,178 0,491
(23.8.2005)
23 7 0,172 0,483
2. postrik 28 12 0,176 0,477
(15.8.2005)
29 13 0,167 0,452
3. sbér 35 12 0,144 0,438
(17.9.2005)
7] 0,1523 0,4458
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Tab. 10.

Vysoka koncentrace elicitoru (2004)

Absorbance
vz. €. | parc. C. 0,1 ml 0,3 ml
1. sbér 39 3 0,134 0,422
(22.7.2004)
44 8 0,128 0,413
1. postiik 45 9 0,137 0,429
(14.7.2004)
50 14 0,133 0,423
2. sbér 55 0,160 0,466
(3.9.2004)
60 0,166 0,473
2. postrik 61 0,170 0,484
(25.8.2004) 66 14 0,156 0,449
0 0,1480 0,4449
Tab. 11. Vysoka koncentrace elicitoru (2005)
Absorbance
vz. . | parec. ¢, 0,1 ml 0,3 ml
1. sbér 3 3 0,126 0,417
(14.7.2005)
8 8 0,135 0,420
1. postrik 9 9 0,140 0,435
(7.7.2005)
14 14 0,128 0,408
2. sbér 19 3 0,168 0,462
(23.8.2005)
24 8 0,173 0,500
2. postiik 25 9 0,157 0,449
(15.8.2005)
30 14 0,143 0,433
3. sbhér 34 8 0,125 0,412
(17.9.2005)
0 0,1439 0,4373

45




Tab. 12. Kontrola bez pouZiti elicitoru (2004)
Absorbance
vz. €. | parc. ¢ 0,1 ml 0,3 ml
1. sbér 40 4 0,155 0,469
(22.7.2004)
41 5 0,142 0,445
1. postiik 46 10 0,135 0,421
(14.7.2004)
51 15 0,146 0,420
2. shér 56 4 0,168 0,489
9.2004
(3.9.2004) 57 5 0,159 0,468
2. postiik 62 10 0,166 0,482
(25.8.2004) 67 15 0,144 0,456
o 0,1519 0,4563
Tab. 13. Kontrola bez pouZiti elicitoru (2005)
Absorbance
vz. €. | parc. ¢ 0,1 ml 0,3 ml
1. sbér 4 4 0,162 0,471
(14.7.2005)
5 5 0,140 0,435
1. postiik 10 10 0,124 0,394
(7.7.2005)
15 15 0,150 0,435
2. sbér 20 4 0,165 0,514
(23.8.2005)
21 5 0,161 0,493
2. postiik 26 10 0,170 0,481
(15.8.2005)
31 15 0,141 0,438
3. sbér 33 4 0,132 0,421
(17.9.2005)
o 0,1494 0,4536

Vzhledem k tomu, Ze v nékterych piipadech doslo u méteni druhych sad vzorkt
k ptekroCeni rozsahu kalibracni fady, nebyly tyto zjisténé vysledky pouzity ke

statistickému zpracovani.
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Tab. 14.:

Kalibraéni kfivka Mnozstvi standardniho roztoku taninu (ml)

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Absorbance 0,095 0,171 0,270 0,346 0,481

V tabulce ¢. 14. jsou zaznamendny hodnoty absorbance standardni kalibra¢ni
fady, které jsou vyneseny v Grafu €. 1., ktery je zéroven reprezentovan Linearni
kalibra¢ni kiivkou rovnici, ta je dana rovnici nachazejici se v pravém hornim rohu

grafu.

Graf 1.: Kalibraéni kiivka

. Vs owe . N sy v ., L1 1¥y=0,0947x - 0,0117
==O==Kalibra¢ni kiivka = 'Kalibraé¢ni kfivka - Linearni R? = (.988
0,550 -

0,481
0,500 -

0,450 -
0,400 -
0,350 -
0,300 -
0,250 -
0,200 -
0,150 -
0,100 -

0,050 -

0,000

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Podle této kalibracni kiivky byly pifepoCteny absorbance naméfené u
jednotlivych vzorkidl a nasledné prevedeny na skutecné mnozstvi flavonoidl v susené

kvétni droze Hefmanku lékarského.
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7. Vysledky
7.1. Tabulky
Tab. 15.: Ly . .
Mnosstvi flavonoidii v susené Nizka koncentrace elicitoru
kvétni droze (rok 2004) Vzorek ¢&. Parcelka Flavonoidy [mg/g]
37 1 39,519
1. sbér
(22.7.2004) 42 6 40,047
1. postiik 47 11 41,103
(14.7.2004)
52 16 38,200
53 1 42,687
2. sbér
(13.8.2004) 58 6 42,159
2. postiik 63 11 46,911
(5.8.2004)
68 16 45,591
7] 42,027
Tab. 16.: v , . .
Mnoistvi flavonoidsi v sufené Stredni koncentrace elicitoru
kvétni droze (2004) Vzorek ¢&. | Parcelka Flavonoidy [mg/g]
38 2 40,575
1. sbér
(22.7.2004) 43 7 37,672
1. postiik 48 12 38,992
(14.7.2004)
49 13 36,880
54 2 46,383
2. sbér
(13.8.2004) 59 7 49,287
2. postiik 64 12 47,439
(5.8.2004)
65 13 45,591
(4] 42,852
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Tab. 17.: . . .
Mnosstvi flavonoidii v susené Vysoka koncentrace elicitoru
kvétni droze (rok 2004) Vzorek ¢&. Parcelka Flavonoidy [mg/g]
39 3 38,464
1. sbér
(22.7.2004) 44 8 36,880
1. postrik 45 9 39,255
(14.7.2004)
50 12 38,200
55 3 45,327
2. sbhér
(13.8.2004) 60 8 46,911
2. postrik 61 9 47,967
(5.8.2004)
66 14 44,271
42,159
Tab. 18.: veir ye s
Mnosstvi flavonoidii v susené Kontrola — bez pouziti elicitoru
kvétni droze (rok 2004) Vzorek ¢. Parcelka Flavonoidy [mg/g]
40 4 44,007
1. sbér
(22.7.2004) 41 5 40,575
1. postiik 46 10 38,728
(14.7.2004)
1 15 41,631
56 4 47,439
2. sbér
(13.8.2004) 57 5 45,063
2. postrik 62 10 46,911
(5.8.2004)
67 15 41,103
43,182
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Tab. 19.:
MnoZstvi flavonoidii v suSené

Nizka koncentrace elicitoru

kvétni droze (rok 2005) Vzorek ¢. Parcelka Flavonoidy [mg/g]

1 1 38,200
1. sbér
(14.7.2005) 6 6 37,672
1. postrik 11 11 41,631
(7.7.2005)

16 16 44,271

17 1 43,215
2. shér
(3.9.2005) 22 6 42,687
2. postrik 27 11 52,719
(25.8.2005)

32 16 45,063
3. sbér
(28.9.2005) 36 16 37,144

14 42,511
Tab. 20.: o ..
t

Mno¥stvi flavonoidic v susené Stiredni koncentrace elicitoru
kvétni droze (rok 2005) Vzorek ¢. Parcelka Flavonoidy [mg/g]

2 2 37,672
1. sbér
(14.7.2005) 7 7 42,951
1. postiik 12 12 37,142
(7.7.2005)

13 13 35,560

18 2 50,079
2. shér
(3.9.2005) 23 7 48,495
2. postrik 28 12 49,551
(25.8.2005)

29 13 47,175
3. sbér
(28.9.2005) 35 12 41,103

14 43,303
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Tab. 21.: Vysoka koncentrace elicitoru
MnoZstvi flavonoidii v suSené Cislo
kvétni k2
vétni droze (rok 2005) vzorku Parcelka Flavonoidy [mg/g]
3 3 36,352
1. sbér
(14.7.2005) 8 8 38,728
L. postiik 9 9 40,047
(7.7.2005)
14 14 36,880
19 3 47,439
2. sbhér
(3.9.2005) 24 8 48,759
2. postrik 25 9 44,535
(25.8.2005)
30 14 40,839
3. sbhér
(28.9.2005) 34 8 36,038
41,074
Tab. 22.: wer e e
- licit
Mnosstvi flavonoidiz v susené Kontrola — bez pouziti elicitoru
kvétni droze (rok 2005) Vzorek ¢. Parcelka Flavonoidy [mg/g]
4 4 45,855
1. sbér
(14.7.2005) 5 5 40,047
1. postiik 10 10 35,824
(7.7.2005)
15 15 42,687
20 4 46,647
2. sbér
(3.9.2005) 21 5 45,591
2. postrik 26 10 47,967
(25.8.2005)
31 15 40,311
3. sbér
(28.9.2005) 33 4 37,936
42,541
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7.2. Grafy

Graf 2.: Obsah flavonoidl v susené kvétni droze — porovnani 1 sbér (rok 2004; 2005)
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Graf 3.: Obsah flavonoidl v susené kvétni droze — porovnani 2 sbér (rok 2004; 2005)
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Tyto dva grafy naznacuji, ze vliv ro¢niku neni rozhodujicim faktorem, ktery

ovliviiuje obsah uc¢innych latek v Hefméanku pravém. V ptipad¢ druhych sbéru je

patrny vyrazn€j$i vliv na obsah flavonoidd, nez je tomu u sbéri prvnich, pfi¢emz

kontrolni vzorky zlstavaji v obou ptipadech az nezvykle vyrovnané.
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Graf 4.: Obsah flavonoidl v susené kvétni droze — porovnani sbéra za rok 2004
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B Sbér 1 (2004) 39,7175 38,5296 38,1996 41,2355
B Sbér2 (2004) 44,3374 47,1753 46,1193 45,1294
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Graf 5.: Obsah flavonoidl v susené kvétni droze — porovnani sbért za rok 2005
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Nizka Stredni Vysoka Kontrola
O Sbér 1 (2005) 40,4435 38,3316 38,0016 41,1035
B Sbér 2 (2005) 45,9213 48,8252 45,3933 45,1294
B Sbér 3 (2005) 37,1436 41,1035 36,0876 37,9356
Elicitor (koncentrace)

Pti porovnani jednotlivych sbéra je jasné patrné, Ze tyto vyznamné ovliviiuji

obsah flavonoidl v kvétech Hefmanku pravého.
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7.3. Vyhodnoceni

Tab. 23.: Vysledky pro sbéry a — b
Jednorozmérné testy vyznamnosti pro FLAVONOIDY [mg/g]
Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy

x Stupné x

SC volnosti PC F P

rok 1,8 1 1,8 0,25 ]0,617992
koncentrace 17,1 3 5,7 0,79 0,508098
sbér 688,2 1 688,2 94,73 |0,000000
rok*koncentrace 6,5 3 2.2 0,30 0,826996
rok*sbér 1,3 1 1,3 0,18 ]0,670204
koncentrace*sbér 77,2 3 25,7 3,54 |0,021315
rok*koncentrace*sbér 3,1 3 1,0 0,14 0,933760
chyba 348,7 48 7,3
Tab. 24.: Vysledky pro sbéry a — ¢
Jednorozmérné testy vyznamnosti pro FLAVONOIDY [mg/g]
Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy

x Stupné x

SC volnosti PC F P

sbér 688,2312 1 688,2312 94,73270 |0,000000
rok*sbér 1,3339 1 1,3339 0,18361 [0,670204
koncentrace*sbér 77,2128 3 25,7376 3,54269 |0,021315
rok*koncentrace*sbér| 3,1133 3 1,0378 0,14284 10,933760
chyba 348,7190 48 7,2650

Jak je z vysledki patrno, tak obsah flavonoidii skutecné neni statisticky vyznamné

ovlivnén ro¢nikem. Sbér je faktor, ktery prevazné ovlivituje obsah u¢innych latek v

hefmanku.

Ovsem pokud vyuzijeme vice faktorovych analyz je ziejmé, ze je zde i1 rozdil

v obsahu flavonoidl zptisobeny koncentraci pouzitého elicitoru.
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Graf 6.: Vliv sbéru a koncentrace elicitoru na obsah flavonoidi (sbér a — b)

KONCENTRACE*SBER; Nevazené prameéry
Soucasny efekt: F(3, 48)=3,5427, p=,02131
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuiji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Tab. 25.: LSD test - Koncentrace * Sbér (a —b)
LSD test; proménnd FLAVONOIDY [mg/g]
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy

Chyba: meziskup. PC = 7,2650, sv = 48,000

Konc. | Sbér 4(3)};31 45{,21}29 35{;}},1 48{,‘(‘)}00 38{,51}01 45{,§7}56 41{,71}69 45{,{1}29
1y | Nizka a 0,0005] 0,2268] 0,0000] 0,1483| 0,0001] 0,4231] 0,0005
oy [Nizka | b | 00005 0,0000| 0,0383] 0,0000] 0.6439| 0,0051] 1,0000
3y |Stieani | a | 0.2268] 0,0000 0,0000| 0,8076| 0,0000| 0,0477] 0,0000
way |Streani | v | 0.0000] 0,0383] 0,000 0,0000] 0,1024] 0,0000| 0,0383
5 | Vysoka | a | 0.1483] 0,0000] 0.8076| 0.0000 0,0000| 0,0273 0,0000
61 |Vysoka | b | 0,0001] 0.6439] 0,0000] 0,1024] 06,0000 0,0014] 0,6439
7y |Kontrola | a | 04231] 0,0051| 0,0477] 0,0000] 0,0273] 0,0014 0,0051
8y |Kontrola | b | 0.0005| 1.0000| 0,0000] 0,033 0.0000] 0,6439 0.0051

55




Graf 7.: Vliv sbéru a koncentrace elicitoru na obsah flavonoidii (sber a — c)

KONCENTRACE*SBER; Nevazené prameéry
Soucasny efekt: F(3, 48)=3,5427, p=,02131

Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuiji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Tab. 26.a: LSD test - Koncentrace * Sbér (a-—c¢)
LSD test; proménnd FLAVONOIDY [mg/g]
Pravd&podobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 7,2650, sv = 48,000
v {1} {2} {3} {4} {5} {6}
Kone.  [SBER| 40081 | 45,129 | 37,144 | 38,431 | 48,000 | 41,103
{1} |Nizka a 0,000, 0309 0,227 0,000 0,722
{2} | Nizka b 0,000 0,007\ 0,000) 0,038 0,166
{3} | Nizka c 0,309 0,007 0,655 0,000 0,304
{4} |Stfedni a 0,227 0,000 0,655 0,000 0,354
{5} |Stfedni b 0,000 0,038 0,000 0,000 0,020
{6} |Stfedni c 0,722 0,166| 0,304 0,354 0,020
{7} | Vysoka a 0,148 0,000, 0,739, 0,808 0,000 0,299
{8} | Vysoka b 0,000 0,644 0,004| 0,000 0,102 0,110
{9} | Vysoka c 0,169 0,003 0,783 0,417 0,000 0,194
{10} | Kontrola| a 0,423 0,005| 0,166 0,048 0,000) 0,982
{11} | Kontrola| b 0,000 1,000 0,007 0,000 0,038 0,166
{12} | Kontrola c 0,457 0,015 0,836 0,863| 0,001 0410
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Tab. 26.b: LSD test - Koncentrace * Sbér (a—c)
LSD test; proménnd FLAVONOIDY [mg/g]
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy

Chyba: meziskup. PC = 7,2650, sv = 48,000

.| m 8 | {9 | {10y | a1 | {12}
Kone. |SBER| 3¢ 101 | 45,756 | 36,088 | 41,169 | 45,129 | 37,936

(1} | Nizka a 0,148| 0,000( 0,169 0423| 0,000 0,457
23 | Nizka b 0,000] 0,644| 0,003] 0,005| 1,000| 0,015
3} | Nizka ¢ 0,739| 0,004| 0,783| 0,166| 0,007| 0,836
{4} |Stiedni | a 0,808 0,000] 0417| 0,048] 0,000] 0,863
{5} |Stiedni | b 0,000 0,102| 0,000] 0,000] 0,038 0,001
{6} |Stiedni | ¢ 0,299] 0,110] 0,194] 0,982] 0,166] 0,410
71 | Vysoka | a 0,000] 0485 0,027] 0,000] 0,954
{8 |Vysoka | b 0,000 0,001| 0,001] 0,644| 0,009
{91 |Vysoka | ¢ 0,485 0,001 0,082 0,003| 0,630
{10} | Kontrola| a 0,027| 0,001 0,082 0,005 0,264
{11} | Kontrola| b 0,000] 0,644| 0,003] 0,005 0,015
C

0,954 0,009 0,630| 0,264| 0,015

{12} Kontrola

Z tabulek 25. — 26.(a, b) a grafi 2. — 3. a grafi 6. — 8. je vidét vliv koncentrace
na obsah flavonoidl v hefmanku. Jak je patrné z Grafu 2. — 3., dochazi po prvnim
posttiku ke statisticky vyznamnému sniZzeni obsahu flavonoidl v kultufe po aplikaci
stiedni a vysoké koncentrace elicitoru oproti kontrolni kultufe. Po druhé aplikaci doslo
k zasadnimu obratu, ve vSech kulturach, na které¢ byly elicitory pouzity doslo ke
statisticky vyznamnému nartstu mnozstvi flavonoidi. PfiCemz tento narGst byl
nejmarkantnéj$i u rostlin po aplikaci stfedni koncentrace elicitoru a to o 22,44%
(27,45%) ve druhém sbéru oproti prvnimu v roce 2004 (2005). Kontrolni kultura méla
mezi sbérovy narast 9,44% (9,78%) v roce 2004 (2005).

Porovname-li vysledky méfeni vzorkt z druhého sbéru kultury po dvou
elicitacich stfedn¢ koncentrovanym elicitorem oproti kontrolnimu vzorku z druhého
sbéru zjistime, ze doslo k nariistu 0 4,53% (8,19%) v roce 2004 (2005).

Pro nazornost jesté dopliime, ze u tretitho sbéru doslo sice ve vSech ptipadech
k poklesu mnozstvi flavonoida oproti prvnimu i druhému sbéru, kromé jediné vyjimky a

to vzorkt, na néz byl aplikovan elicitor ve stfedni koncentraci (viz graf 5. a graf 7.)
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Graf 8.: Vliv sbéru a koncentrace elicitoru na obsah flavonoidl v jednotlivych letech

Nevazené marginalni priméry (nékteré nejsou pozorovany)
Soucasny efekt: F(3, 48)=,14284, p=,93376
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Tab. 24.: LSD test - Sbér
proménna FLAVONOIDY [mg/g]
Pravd&podobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 7,2650, sv = 48,000
Sbér {10} 39,445 {20} 46,004 {30} 38,068
{1} a 0,000000 0,339970
{2} b 0,000000 0,000001
{3} c 0,339970 0,000001

Timto Fischerovo LSD testem byl prokédzan statisticky vyznamny rozdil mezi

prvnim (tfetim) sbérem oproti druhému sbéru hefmanku.
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Graf 9.: Vliv koncentrace elicitoru a ro¢niku na obsah flavonoidu

FLAVONOIDY [mg/g]

ROK*KONCENTRACE; Nevazené praméry
Soucasny efekt: F(3, 48)=,29753, p=,82700
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Tento graf potvrzuje nepriikaznost vlivu roc¢niku na obsah ucinnych latek
v hefménku.
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8. Diskuze

Pouzivani elicitoru kyseliny acetylsalicylové pii péstovani 1éCivych rostlin a
zvySovani timto zplsobem obsahu farmakologicky tuc¢innych latek v rostlinach je
doposud malo prozkoumano. V odborné literatufe se s pouzitim ASA setkdvame pouze
u rostlin péstovanych in vitro a v ojedinélém ptipadé u hospodaisky vyznamnych
plodin, pfi sledovéni, které provedl Bergmann H., et al., 1994. Autofi experimentalné
ovetovali aplikaci ASA ve vodném roztoku (0,2 - 2 mg/rostlina nebo 1 - 2 kg/ha) na
rostliny (je¢men, brambory, cukrovka), kdy se vyznamné zvysil vynos a efektivita
vyuziti vody (napiiklad u jemene az 20 % a u cukrovky 10 %).

Provedenym experimentem byl potvrzen vliv elicitoru kyseliny acetylsalicylové
na tvorbu sekundarnich metaboliti ve sledované rostliné Chamomilla recutita. Po
aplikaci elicitor se ménil obsah sledovanych ucinnych latek v kvétech této 1éCivky.
Pouzity elicitor - kyselina acetylsalicylovd v nizké koncentraci ovliviiuje statisticky
nevyznamné obsah flavonoidi v hefméanku, a to nejprve snizenim mnozstvi u¢innych
latek v rostliné (po jednom postiiku v prvnim sbéru) a nésledné dochdzi k nartstu
obsahu flavonoidli (po druhém postiiku a to ve druhém sbéru). Pfi pouziti vysoké
koncentrace elicitoru dochdzi ke statisticky vyznamnému ovlivnéni obsahu flavonoidii a
to nejprve snizenim mnozstvi ucinnych latek v rostliné (po jednom postiiku v prvnim
sbéru) a nasledné¢ dochézi k nartstu obsahu flavonoidi (po druhém posttiku a to ve
druhém sbéru). Nejvyznamnéji se jevi foliarni elicitace kyselinou acetylsalicylovou ve
sttedni koncentraci, nebot’ zde doSlo pii prvnim sbéru ke statisticky vyznamnému
poklesu obsahu ucinnych latek, ale ve druhém sbéru po dvou provedenych postticich
dosahly rostliny hefménku maximalniho mnozstvi flavonoidi ve kvétech a navic se
tento trend potvrdil i kontrolnim tfetim sbérem, ktery prokazal sice pokles oproti
druhému sbéru, ale dosahl hodnoty z prvniho sbéru kontrolni skupiny.

Podobnych vysledkii dosahl Sramek (2007) ve své diplomové praci, kde prokézal
vyrazné zvyseni obsahu latek flavonoidniho charakteru (kyselina kavova, kaftarova,
cichorova a chlorogenova) v kofenové a listové hmoté rostliny Echinacea purpurea
(Ttapatka nachovd) a prokazal vhodnost kyseliny acetylsalicylové k elicitaci této byliny,
zejména po aplikaci kyseliny acetylsalicylové ve stiedni koncentraci.

Tamova, Dusek (2000) namitaji, Ze uréitou konkrétni davku elicitoru z jednoho

pokusu nelze doporucit pro ostatni 1é¢ivé rostliny. To koresponduje ¢astecné i s nasSim
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pripadem, kdy pfi ziskavani G¢innych latek z kvétih Chamomilla recutita doslo po prvni
elicitaci ke statisticky vyznamnému poklesu obsahu flavonoidii. Tamova (1999) uvadi,
ze optimalni koncentraci stejného elicitoru u raznych kultur in vitro v ptipadé¢ jeho
pozitivniho plisobeni nelze zevSeobecnit. Koncentrace je specifickd mimo jiné pro tu
kterou kulturu (rostlinu) a dobu elicitace. U¢innost elicitace zaleZi na mnoha faktorech,
které Casto puisobi synergicky ¢i antagonisticky. Mohou to byt v pfipad€ in vitro napf.
stafi kultury, koncentrace elicitoru a ¢asové periody podani elicitoru. V piipadé¢ rostlin
péstovanych in vivo i zpusob péstovani, termin postiiku (ristova faze rostliny), pocet
postrikil, ¢asové intervaly mezi postiiky, ale také ro¢nik, vliv sucha a dalsi faktory.

Provedeny experiment prokazal také neuspokojivy vliv vysoké koncentrace
elicitoru v souladu s diplomovou praci Sramka (2007), ktery pozoroval vyloZené
negativni vliv kyseliny acetylsalicylové ve vysoké koncentraci na obsah u¢innych latek
v tfapatce.

Tento pokus odhalil vyznamny pokles obsahu flavonoidi po prvni elicitaci
kyselinou acetylsalicylovou a nasledné¢ zvyseni obsahu t¢innych latek oproti prvnimu
sbéru, ale jen stfedni koncentrace elicitoru statisticky vyznamné piekrocila kontrolni
vzorek. Pti stfedni a vysoké koncentraci kyseliny acetylsalicylové bylo pozorovano
snizeni obsahu ucinnych latek oproti kontrole i proti nizké koncentraci v prvnim sbéru.
Projevil se zde pravdépodobné negativni vliv vysokého stresu, zptisobeny neoptimalni
davkou elicitoru. V piipadé stfedni koncentrace kyseliny acetylsalicylové doslo
pravdépodobné nejdiive k utlumeni tvorby sekundarnich metabolit, které rostlina
nahradila pravdépodobné zvySenou riistovou ¢innosti a po provedeni druhé elicitace se
jiz pln¢ aktivovaly obranné mechanismy rostliny vedouci k produkci G¢innych latek.
Nebo se nabizi 1 dal§i mozné vysvétleni a to zejména to, ze elicitor piisobil na rostlinu
stimula¢né-inhibi¢nim efektem, kdy doslo ke zvySeni jinych, nami nesledovanych latek
a poklesu téch nami sledovanych.

Coz potvrzuji i vysledky Sramka (2007), kterych dosahl roku 2004 pii pokusu
s elicitaci Ttapatky nachové. Vroce 2004 doslo po aplikaci elicitoru (kyselina
acetylsalicylovd) v nizké koncentraci ke zvySeni obsahu kyseliny cichorové o 69 % a
kyseliny kavové o 15 % oproti kontrolnimu vzorku. Obsah ostatnich dvou sledovanych
latek se snizil. Pokles nastal u obsahu kyseliny chlorogenové o 46 % a u kyseliny
kaftarové o 17 %. Po aplikaci elicitoru ve stfedni koncentraci se zvysil obsah pouze u
kyseliny kaftarové o 19 % oproti kontrolnimu vzorku. Obsah ostatnich tfech

sledovanych latek se snizil. K nejvétsimu poklesu doslo u obsahu kyseliny kavové o
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69 %, pak u kyseliny chlorogenové o 7 %. Nejmén¢ se snizil obsah kyseliny cichorové
0 3 %. Po aplikaci elicitoru ve vysoké koncentraci se zvysil obsah pouze u kyseliny
kaftarové o 32 % oproti kontrolnimu vzorku. Obsah ostatnich tfech latek se snizil.
Obsah se snizil u kyseliny kavové o 73 %, u kyseliny chlorogenové o 70 % a pak u
kyseliny cichorové o 67 %.

Mezi jednotlivymi sbéry byl sledovan statisticky vyznamny rozdil, ktery koreluje i
s rozlozenim vynosu do jednotlivych sbért, kde Tyl M. (1986) tvrdi, ze pfi primérném
vynosu 400 kg suché drogy z lha musime sklidit miniméalné 2000 kg Cerstvé drogy.
Toto mnozstvi je nerovnomérné rozdéleno vétSinou mezi 2. a 3. sklizen. Z toho
1. sklizenl ptedstavuje 25 - 50% celkového mnozstvi, ostatni pak ptipadé na 2., ptipadné
3. sklizent. Spi¢kovych provoznich vynost kolem 800 kg suché drogy z 1 ha nelze
dosahnout jen z jedné az dvou sklizni. Je tfeba tfi 1 vice sklizni a procentické rozdéleni
mnozstvi byva pak 30%, 50%, 20%.

Trendy zmén obsahu sledovanych latek jsou prakticky totozné v priitbéhu obou
sledovanych let. Relativni zvySeni ¢i snizeni obsahli U¢innych latek je statisticky
neprikazné. Vykyvy vlivem rocniku byvaji zpiisobeny zpravidla pribéhem pocasi
daného roku a pravdépodobn¢ i obdobim ve kterém byl sbér kvéth uskutecnén.

Dosazené vysledky bude nutné ovéfit dalSim sledovanim a analyzou obsahu
jednotlivych komponent (napf. apigenin, matricin, chamazulen atd.)

V soudasné dob& se v Ceské republice tato rostlina nevykupuje podle obsahu
ucinnych latek. Vyssi obsahy ucinnych latek v suSin€, ale umozni ziskéni extraktu

potiebné kvality zpracovanim mensiho objemu biomasy.
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9. Zavér
V praci byl splnén stanoveny cil, tj. vypéstovat vybranou lé€ivou rostlinu a
provést testovani elicitacniho vlivu kyseliny acetylsalicylové. Jako modelova rostlina
byla zvolena rostlina Hetmanku 1ékatského /(Chamomilla recutita L.) Rauschert].
Rostlina byla péstovana v presném maloparcelkovém pokusu. Byla pouzita
foliarni aplikace kyseliny acetylsalicylové. Postiiky byly provadény 7-14 dni pted
sbérem kvéti ve tfech riznych koncentracich — nizké, stfedni a vysoké s cilem ovlivnit

obsah biologicky aktivnich latek.

Etanolové  extrakty rostlinnych  vzorkGi  byly analyzovany  pomoci
spektrofotometrické metody na pftistroji SPEKOL 11 [Carl Zeiss, Jena]. Sledovan byl
obsah latek flavonoidniho charakteru (suma flavonoidi).

Po prvni elicitaci se snizil oproti kontrole obsah flavonoidi ve vSech ptipadech.
Po druh¢ aplikaci elicitort nastal obrat a bylo dosazeno vyssich vynost nez u kontroly,
avSak statisticky vyznamné se nartist obsahu flavonoidii projevil pouze u stiedni
koncentrace elicitoru (kyseliny acetylsalicylové).

Nejvhodnéji se bezesporu jevi aplikace kyseliny acetylsalicylové ve stfedni
koncentraci, nebot’ jeji opakovand foliarni aplikace na porost sledované lécivky
[(Chamomilla recutita L.) Rauschert] prokazala vyznamny stimula¢ni vliv na rostliny
ve druhém a tfetim sbéru. Vhodnost elicitace hefmanku stfedni koncentraci elicitoru je
zapotiebi podrobit dal§im pokusiim. Zejména pak je diilezité prozkoumat jeji vliv na
dalsi skupiny latek obsazené v hefmanku a zjistit, zda a jaky je jeji vliv na jejich obsah
v droze. Dale by bylo zajimavé podrobit zkoumani i tfeti, pfipadné 1 ¢tvrty sbér kvéth
po aplikaci elicitorii, stejn¢ tak jako i mnozstvi elicitacnich postiikill, jejich rozlozeni

v prub¢hu vegetace a optimalizaci doby mezi elicitaci a sbérem kvéti.

Ze ziskanych vysledkl se nedd jednoznaéné urcit, zda je kyselina acetylsalicylova
vhodnym elicitorem, ktery by se mohl v budoucnu stat hojné vyuZzivanou ,,pomocnou
latkou* v zeméd¢€lské praxi, vzhledem k neprikaznému ekonomickému piinosu nebyl
vypracovan technologicky navrh péstovani ani ekonomicka kalkulace.

Jednd se vSak bezesporu o latku s velice zajimavymi vlastnostmi, ktera dokaze

skutecné pozitivné ovlivnit obsah nékterych biologicky ucinnych latek obsazenych
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vsusené kvétni droze rostliny Hefmanku Iékaiského [(Chamomilla recutita L.)

Rauschert] a zaroven je chemicky nenaro¢na na piipravu.

Vychézeje z vysledkl prace:

Hypotéza 1. - Kyselina acetylsalicylova je vhodnym elicitorem ve
sledovanych koncentracich a pfi pouzitém zptisobu aplikace k elicitaci Hefmanku
1ékatského [(Chamomilla recutita L.) Rauschert] - na zaklad¢ ziskanych udaji
zamitam.

Hypotéza 2. — Riizné koncentrace kyseliny acetylsalicylové nemaji stejny
vliv (maji rizny vliv) na obsah flavonoidi v Hefmanku 1¢katském [(Chamomilla

recutita L.) Rauschert] — na zaklad¢ ziskanych udaju potvrzuji.
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10. Summary

This work is focused to prove effect of elicitors as stimulators of plant immunity
on amount of biologically effective compounds in plant Matricaria recutita. For two
years the field culture of Matricaria recutita was grown. As elicitor was used
Acetylsalicylic acid (ASA) in different dose of elicitor (low, medium, high, neutral).
Concentration of selected biological active substances in floss of Matricaria recutita
plant was measured to prove the elicitation of the leaf application of elicitors.

Ethanol plant samples were analyzed by a spectral photometric method with
SPEKOL 11 [Carl Zeiss, Jena] device. The amount of substances with flavonoid
character (sum of flavonoids), which are specific biologically effective compounds, was
measured.

The sum of flavonoids was decreased after first elicitation by elicitor in analyzed
samples compared to neutral samples in all cases. The second elicitation seemed to be a
turning point. Low and high doses of elicitor were the cause of increase of flavonoids
but did not prove the positive effect of ASA to plant with statistical significance.
Medium dose of elicitor was the cause of statistical significant increase of flavonoids
concentration in floss of Matricaria recutita. The same effect as in the second analysis
was observed in third control analysis.

Potential of ASA as elicitor with positive impact to plant Matricaria recutita in
medium dose needs to be approved by follow-up works. These works should focus on
other groups of biologically active compounds (e.g. terpenoids, coumarines, steroids,
aromatic acids, etc.), frequencies between elicitor applications or number of elicitations.
Other possibility is to analyze the samples for the content of individual chemical
substances (e.g. matricin, natricin, chamazulen, bisabol, etc.) with high precious
methods like HPLC.

Potential financial benefits as a result of elicitor application need to be proved by

these following works too.

Key words: elicitor; flavonoids; Acetylsalicylic acid (ASA); biologically effective

compounds; Matricaria recutita L.
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PRILOHA 1 - Seci za¥izeni:

Pasovy vysev hermanku:

Podle schématu 1 b je adaptér proveden z plechu, je krabicovitého

obdélnikového prifezu 120 x 60 mm o vySce 210
mm. Ve spodni ¢asti je zkosen a Sikma sténa je mirné
vypoukld. To umoziluje rovnomérné rozmisténi
semen v presném 120 mm Sirokém pasu. Do adaptéru
jsou volné¢ zavedeny 2 s.emenovody. Svymi
uchytkami je adaptér piipevnén k spodnimu ramu
seciho stroje a nesen né€kolik cm nad povrchem dobfie
pfipraveného pozemku. Pro seci stroj Saxonia A-761
je tieba 4 adaptért, pro typ A-591/500 8 adaptéri.

.:‘-(
-

Bk

l.a Seti do fadku

i

1.b

PRILOHA 2 - Sklize¢ Hefmanku ST 1-003:

Popis stroje:

1l

Adaptér seci botky

Podle pfiloZzeného schématu 2 ma stroj na ramu (5) symetricky nesené 4
hiebenové listy (1) paprskovité spojené se stfedovou hnaci nosnou hiideli. Vlastnim
¢esacim ustrojim je prstovy hieben s jednotnym polomérem zaktiveni po celé délce listy
a konstantnimi vzdalenostmi jednotlivych prsti. Delsi stonky, zachycené hiebenem,
jsou odfezavany protibéZnym nozem (6) na rotaénim valci. Zbylé zachycené tibory ve
vycesavacich hiebenech jsou uvolnovany rotacnim kartaicem (7). Kartac se otaci vyssi



obvodovou rychlosti vzhledem k rychlosti hifebenu a vytlacuje zachycené ubory na
Sikmy hrabi¢kovy dopravnik (2). Ocesany kvét ni materidl je tak vynaSen do dvou za-
sobnikl (4). Stroj je uchycen k patefovému nosniku nosice RS 09 pomoci zavésu s od-
leh¢ovacimi pruzinami, ktery zaroven umozituje zménu vyskového nastaveni celého
stroje pomoci hydraulického valce. Pohyb hybnych cCasti stroje se pfenasi od ptredniho
vyvodového hiidele nosi¢e naradi pres prevodové ustroji (8) femenice a klinové femeny
(3). (Viz schéma 2b.)

Montaz se provadi z montaZnich stojanti drzéky do prvniho, druhého a devatého
otvoru odzadu, zaves je zachycen na dvou
poslednich otvorech odzadu. Pro sniZeni zafizeni piedni osy (viz sestava nosi¢ + sklize¢
ST 1-003 na schématu 3c¢) je nezbytné namontovat na zadni napravu zavazi o hmotnosti
280 kg. Stroj je obsluhovan pouze traktoristou. Pracovni pojezd se déje redukovanou
rychlosti 1.-3. pfevodového stupné. Otacky vyvodového htidele jsou zatazeny v
zévislosti na otackach motoru.

Sklize¢ zavéSeny na nosici se nesmi pohybovat na komunikacich 1.-3. tfidy.

Nejdtlezitéjsi technické parametry Vybrané nihradni dily k ST 1-003
ST 1-003: jsou: - ,

Jednotk cesaci ustroji kompletni

cdnotka Cesaci hieben

'Vykon stroje ha.h-1 0,10 | rotacni valec kompletni

— " nuz rota¢niho valce
Maximalni rozmery femenice pievodova

- delka mm 1957 | femenice kuzelové
_ $itka mm 2550 | pfevodovky femenice
Cvyska mm 1000 | Cesaciho Gstroji
femenice rotacniho valce

Hmotnost kg 850 | femenice dopravniku
Svahové dostupnost zach I}I};’ kryt

Y 5 zasobni
se zavazim max. 15 zavés kompletni
Boc¢ni staticka
stabilita °max. 10

vvvvvv

Soustroji ST 1-005 + AST 034

Vykon t.h-1 0,25 Velikost ok mm | 22,4x22,4
Maximalni
rozméry separa¢niho bubnu nebo | 25,0 x25,0
- délka mm 4930 nebo | kombinovana
- Sitka mm 2215 0 trubek horniho
- vySka mm 2800 | véleckového separatoru | mm 20
Hmotnost kg 1687 Mezera mezi valecky | mm 11
@ separacniho
bubnu mm 646 0 trubek spodniho
Pocet otacek valeCkového separdtoru | mm 20
separacniho bubnu | ot.min-1 | 34-38 | Mezera mezi valeCky | mm 4,2

Pfi ptfevzeti stroje a po celou délku jeho provozu je tfeba dbat zachovani
rovnomeérnosti mezer mezi valecky. Valecky jsou povrchové upravovany zinkovanim
nebo komaxitem a pfi vSech udrzbach je tfeba dbat na jejich Cistotu



Schéma sklizece hermanku ST 1-003:
Schémg A:

4
Popis casti stroje:
1. Cesaci ustroji se ¢tyimi fadami hiebent, 2. Sikmy vynaseci dopravnik, 3. Rozvod pohybu od
pievodové femenice, 4. Zasobniky, 5. Ram stroje, 6. Rota¢ni pohyblivy niiz, 7. Rotaéni kartac,
8. Kuzelova prevodovka



PRILOHA 3 -Tridic¢ka s predseparatorem ST 1-004:

Na piilozeném schématu je vétSina funkénich ¢asti tfidicky hefmanku véetné elektro-
motoru (15), umisténého v levém dolnim rohu ramu (8) pii pohledu od vynaseciho dopravniku
(7). Ten spolu s nasypkou tvoii vstup kvétniho materialu na t¥idicku. Prvni rozdéleni podilt
nastava na hornim rovném vale¢kovém separatoru (10) propadem vSech podil mensich nez 11
mm na spodni Sikmy valeCkovy separator (9) a pfepadem vSech vétSich podilt (tedy prakticky
vsech dlouhych piimési) do zasobniku. Vyneseny podil odpovida kategorii odsevky, ptipadné
kvétni nat’. Podle mnozstvi a zplisobu ukladani se v tomto podilu vyskytuji také tbory se stonky
do 2cm unasené na povrchu dlouhych piimési. To je diasledek pasivniho pohybu kvétniho
materidlu po valeCkovém separatoru. Odstranit tyto relativni ztraty lze bud’ opakovanym
pretfidénim tohoto pfepadu nebo vlozenim aktivniho predtiidiciho zafizeni. Propad se na
spodnim $ikmém valeCkovém separatoru (9) znovu dé€li na cast propadu mens$i nez 4,2 mm
(v8echny drobné pifimési vetné poupat) dopadajici na sbéraci dopravnik (11) a vynasena do
zasobniku. Toto je jediny doposud neupotiebitelny podil - odpad. Druha cast prepadava na
sklonény horni tfidici dopravnik (12), po kterém se tbory kutaleji podle délky svého stonku.
Uhel jeho nastaveni tedy uréuje ptimo kvalitu produktu v zasobnicich (6). Pfi spravném postupu
zde ziskavame 1. kvalitativni tfidu. Totéz plati o spodnim sklonéném tiidicim dopravniku s
rozdilem mirného posunu kvality skulu k horsi 2. jakosti. Pfepad je tu tvofen pievazné ubory se
stonky del§imi 4 cm.

Zarukou dobré funkce stroje je ustaveni v piisn¢ vodorovné poloze na pevné rovné
podlozce v zastfeSeném prostoru s moznosti manipulace dopravnimi prostfedky. Po pfipojeni
vynaSeciho dopravniku kontrolujeme oboustranné rovnomé&rné napnuti vSech Ctyf
gumotextilitovych past, a to i pii chodu stroje. Pasy musi bézet volné, prostiedkem bez
nabihani k nékterému okraji. Vedeni fetézii je podle pfilozeného schématu 3. Zmény sklonu
ttidicich dopravnikii se mohou provadét za chodu stroje.

Ke zvyseni vykonu i kvality prace tfidicky hefmanku byl vyvinut jako separa¢ni pied-
stupen predseparator hefmanku AST 034,

ptipojitelny k ST 1-005. jeho pohon je odvozen z rezervy vykonu elektromotoru tii-
dicky. Ma samostatny ram (1). nasypku (6). kterou je Cerstvy kvétni material usmérnovan do
separa¢niho bubnu (2). Kruhovym pohybem uvniti sklonéného valce propadava veskery podil
mensi nez 25 mm (pfipadné 22,4 mm). Pfepadem jsou dlouhé ptimesi popsané také vyse jako
piepad horniho valeCkového separatoru (10). Tim je odlehéeno vykonu tfidicky a .zvySuje se
kvalita jeji prace.

Soustroji ST 1-005 + AST 034 tvorti tfidicku hefmanku s ptedseparatorem ST 1-004.
Toto soustroji spolehlivé tfidi kazdou smés podilti sklizeného Cerstvého kvétniho materialu.
Soustroji je obsluhovano 2-3 zaskolenymi pracovniky.




PRILOHA 4 - Ro§tova su$arna lé¢ivych rostlin:

Schéma rostové susarny (iidaje jsou v cm):

Schema A :
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Schéma D: Popis schématu rostové susarny:
1. mistnost pro tepelny agregat
2. mistnost pro nadrz

s bezpec€nostni jimkou
sméSovaci komora

susici prostor

tepelny agregat stabilni
nadrz na palivo

I. profil pod rosty

pororost — desky 1x1 m

sito nad rost
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Litka Substitiicia v polahs Wipskyt
3 L] 7 -]

Uimhbeliferin — — OH —  Atropa bella-donna
Datura stramaniwm

oo Archengelica officinalis
. : Levistieum oificinale
> i .

Ly Pimpinella anisum

Pimpinclla sp.

kumarin Ferula sp.
Chamomilla recutita
Herniarin —_ . O—CH; —_ Herninria sp.
Lavandula sp.
Chamomilla reculita
Skimin — — O—Gle - lliciwm verum (draga: Fructus anisi
stelluti)
Dafnetin - - OH OH  Daphne sp, (Cortex mesered)
Dafnin - - O—Glc OH
Eskuletin — QOH OH m— Aggculus s
Cratacgus sp.
Fraxinuws sp.
Eskulin — 0—Gle OH —  wiskyt ako eskuletin
Skopaletin s ' O—CHy OH —  Avena sativa (kored)
Ipomoea sp.
Slopolin —_ O0—CH; O0—Gle - Atropa bella-donna
Nicotiana sp.
Dratura sp.
Cichoriin - OH O—Gle —  Fraxinus sp.
Fraxctin — O—0H. OH O Fraxinuos sp.
Fraxin - O—CH: (H O0—Gle
Fraxidin — O—CH, O0—CH, OH
TewEraxidin — O—CH; OH 0O—{H;
Fraxinol O—(CH, OH (—CH, —
ch CH;. HyC™  CH3
cistrans—farnezyl-FP bisabaldn
Hy Hy
o]
H —
3 - L
CHy OPP [H; Hs CHy
trans trans—-kmezyl-FP germakrdn

7, cis, trans-farnezyl-PP vznikd y-bisabolén, jeden z najrozdirenejiich seskviterpénov.
Daliimi reakciami sa z neho odvodzuje y-kurkumén, turmerdn a lanceol.
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‘ Flavonoidy jsou glykosidické litky vétSinou Zluté, s chemickou strukturou vy-
jAdfenou schematicky: C;—C,— G,

a strukturné: B

1..fovenaidy
Substituent B v polcze 2. isoflavon okdy

3..neoflavongidy

flavén flavandn
/ flawdn \

FLAVONY B R
‘H.g!nin —0OH —H
Luoteolin ~-{}H ) —0OH
Diposmetin - —0OCH, —0OH
FLAVONOLY R R
Galangin —H —H
Kemplerol —OH —H
Kvercetin —0OH —0OH
Myricetin —0OH —{H
FLAYANONY R r'
Maringenin —H
Erlodyktiol —OH
Hesperetin ==¥H
R R

H; H — kveroetin

H; galaktozyl — hyperozid

H. ramaczyl — kvercitrin

OH: digalaktozyl — miricetindigalaktozid



PRILOHA 6 - Mlynek PULVERISETTE 14

Variable speed rotor mill PULVERISETTE 14

For grinding of medium-hard, tough materials and for sample preparation according to
RoHS and WEEE (e.g. for detection of hexavalent chromium).

Areas of application

Soft substances such as plants, wood, roots, leaves, needles, spices, textiles, leather,
chemicals, foodstuffs, grains, cellulose, chalk, kaolin, coal, soil (without stones).
Medium-hard substances such as drugs, dragées, tablets, fertilisers, pellets, animal feed.

Temperature-sensitive samples can be comminuted because the fast, effective grinding
reduces the thermal load on the grinding material. Difficult-to-grind samples such as
styrene, polyester, synthetic resins, films, PVC, PP and PE can be made brittle, for
instance through addition of liquid nitrogen, and then ground to analysis fineness.
Furthermore, the Variable Speed Rotor Mill PULVERISETTE 14 is recommended for
sample preparation according to RoHS and WEEE.

Method of operation

A rotor with moulded-on ribs spins at high speed to comminute the sample through
collision forces. In addition, the sharp-edged teeth together with the inserted sieve cut
the sample through shearing. In the last comminution stage, the sample is subject to
friction between the rotor and sieve.

Features overview

o Changer system consisting of rotor, collecting vessel, sieve and labyrinth seal,
completely removable and re-insertable without tools

e Regulated rotor speed (6,000-20,000 rpm)

e Optimal grinding chamber external cooling with extremely high air throughput

o Wear-free rotor of hardened stainless steel capable of accepting extreme loads

o Wear-free labyrinth seal between grinding chamber and drive motor

o High speed stability even under full load

e Conversion kit for iron-free grinding

Equipment
The standard equipment delivered with the variable speed rotor mill PULVERISETTE
14 includes a collecting vessel but no impact rotor or sieve ring.

Rotors and sieve rings are offered in various designs and materials and must be ordered
as accessories.

A TC-coated sieve ring with 0.25 mm trapezoidal perforation is also offered.



Technical data

Voltage/connection values:

100-120/200/240 V/1~ *

Frequency: 50-60 Hz *

Input Power: 1150 W *

Operating principle: Impact

Grinding tools: Impact rotor, pin insert, impact bar

Materials of the grinding tools:

Stainless steel, pure titanium, TiN-coated
steel, TC-coated steel

Rotor speed: 6,000-20,000 rpm
Feeding: Batch-wise/continuous
Max. input size: (depends on material) 10 mm

Min. sample quantity: 5-10 ml

Max. throughput quantity: (depends on

material and sieve size) > lh

Final fineness: (depends on sieve insert) 0.08-6 mm

Dimensions: (WxDxH) Table unit 31x48x47 cm
Weight: 23 kg

*Voltage indicated by customer is set

Suitable for the following material samples
Medium-hard, soft, brittle, fibrous







PRILOHA 7 - Tanin

HO

Phytochemical:

Synonyms:

Description:

Distribution:

Action of Tannic Acid:

Facts about Tannic
Acid:

— Tannic Acid
MW: 772.57
oH Formula: C34H550,1
OH
o
&
OH

Tannic Acid

Gallotanic acid, digallic acid, allotannin, tannimum.

Tannic acid is a polymer of gallic acid molecules and glucose. It the example
there are 3 gallic acid molecules, but normally there are about 8. Because there
are different molecular structures for tannic acid it would have been better to
speak about tannic acids (in plural). Tannic acid will hydrolyze into glucose
and gallic or ellagic acid units. Tannic acid is odourless but has a very
astringent taste. Pure tannic acid is a light yellowish and amorphous powder.

Tea, nettle, wood, berries, Chinese galls. Oak wood is very rich in tannic acid.
When wine is kept in oak kegs some tannic acid will migrate into the wine.
High levels of tannic acid are found in some plant galls. These are formed by
plants when they are infected by certain insects. These insects pierce the plant
leaves and when the egg hatches out into a larva the plant produces a gall
which surrounds the larva.

Tannic acid has anti-bacterial, anti-enzymatic and astringent properties.
Tannic acid has constringing action upon mucous tissues such as tongue and
inside of mouth. The ingestion of tannic acid caused constipation and can be
used to treat diarrhoea (in the absence of fever or inflammation). The anti-
oxidant and anti-mutagenic properties of tannic acid are beneficial.

However, tannic acid should not be used continuously or in high quantities ad
it slows down the absorption of iron and possibly other trace minerals. A study
by Afsana K et al entitled Reducing effect of ingesting tannic acid on the
absorption of iron, but not of zinc, copper and manganese by rats. published
by Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry (March 2004) concluded that
the usual intake of polyphenols is relatively safe, but that a high intake by
supplementation or by dietary habit of tannin affects only the iron level.
Tannic acid can also reduce the effectiveness of digestive enzymes.

Externally, tannic acid is used to treat ulcers, toothache and wounds.

Tannic acid is also used in many industrial applications. The best known is the
tanning of leather. Tannic is acid is sometimes used to clear wines. Tannic
acids reacts with proteins in wine to form insoluble complexes which sediment
or can be filtered.

(Zdroj: http://www.phytochemicals.info/phytochemicals/tannic-acid.php)




PRILOHA 8 - SPEKOL 11 (technicka specifikace)

TECHNISCHE DATEN SPEKOL 11

Anwendung:

Messung von Transmission, Extinktion, Fluoreszenz,
Triibung, Remission, Titration, Konzentration,
Enzymaktivititen, Faktorberechnung bei Anwendung
von Standardproben

Monochromator:
Prézisions-Beugungsgitter 651 Furchen/mm

Wellenléingenbereich: 340 bis 850 nm
Teilungsintervall der Wellenléiingentrommel: 1 nm

Reproduzierbarkeit der Wellenléingeneinstellung: +/-
0,2 nm

Spektrale Bandbreite: 11 nm
Streulicht bei 340 nm: 0,5%

Strahlungsquelle:
Halogenlampe mit Justiersockel 6 V 20 VA

Strahlungsempfinger:
Vakuumphotozelle blauempfindlich 340-620 nm
Vakuumphotozelle rotempfindlich 620-850 nm

Mindestprobenvolumen (MeBBansatz EKMI):
0,1 ml/cm Schichtdicke

max. Kiivettenschichtdicke (Meflansatz EK 5):
Scm

MeBwertanzeige: digital, vierstellig

Faktoreingabe:
digital, vierstellig 0,001 bis 9999

Extinktionsmeilbereich: -2 bis +2
Konzentrationsanzeige: 0,000 bis 9999
Transmission (Fluoreszenz): 0,000 bis 9999

Photometrisches Rauschen:
*0,001 E bei E = 0 und mittlerer Verstarkung

Photometrische Richtigkeit:
*0,01 E bei E =1, gemessen mit
NBSGraufilterstandard
Kinetikmefzeiten: 1-2-3-4-5 min

Anderung des Verstirkungsgrades:
automatisch

Nullpunkteinstellung:
automatisch fir T =0 und E = 0 nach
Tastendruck

Erginzungseinheiten:
e Stromversorgungseinheit fiir SEV
und HgE/3 - SEV-Spannung 250 bis
1000 V
Lampengleichstrom 0,8 A stabilisiert
mit Ouecksilberhochdrucklampe HgE/3

e Photovervielfacher M 4 FC 250 mit
Multialkalikatode (340 bis 800 nm)

o Kassette Drucksteuerung
e Thermostreitendrucker G-3407.501

Datenausgang

(mit Kassette Drucksteuerung):
IEC-Bus, Druckeranschluf3 fiir
Streifendrucker

G-3407.501 vom Funkwerk Erfurt

Spannungen: 110,127,220,240V umlotbar
Netzfrequenz: 50/60 Hz
Leistungsaufnahme SPEKOL 11: 90 VA

Leistungsaufnahme
Stromversorgungseinheit
fiir SEV und HgE/3: 130 VA

Abmessungen SPEKOL 11 mit
MeBansatz:
340x460x350(BXTXH)

Masse SPEKOL 11: 18kg
Masse Stromversorgung fiir SEV und

HgE/3:
10,5 kg






