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ANOTACE

Tato diplomovéa prace se zabyva identifikaci a kvantifikaci fenolickych latek a
glukotropaeolinu v riznych ¢astech lichofefisnice vétsi pomoci HPLC/MS/MS. Nejprve byla
provedena optimalizace chromatografické separace a hmotnostné spektrometrické detekce
sledovanych latek. Optimalizovana metoda byla poté pouzita pro analyzu methanolickych
extraktl pripravenych z riznych casti rostliny. Déle byl sledovan vliv suseni ¢i mrazeni na
obsah monitorovanych latek a vliv okyseleni na ucinnost extrakce. V neposledni fadé byla
méfena antioxidacni aktivita, celkové mnozstvi fenolickych latek a anthokyanint v extraktech

pomoci spektrofotometrickych technik.

KLIiCOVA SLOVA

Lichofefisnice, fenolické latky, glukosinolaty, kapalinova chromatografie, hmotnostni

spektrometrie, antioxidacni aktivita

TITLE

Analysis of significant bioactive substances in various parts of the nasturtium using
HPLC/MS/MS

ANNOTATION

The goal of this thesis is the identification and quantification of phenolic compounds
and glucotropaeolin in various parts of the nasturtium using HPLC/MS/MS technique. First,
the optimization of chromatographic separation and mass spectrometric detection of
monitored compounds was performed. The optimized method was used to analyse methanolic
extracts prepared from different parts of the plant. Further, the effect of drying or freezing on
the content of monitored compounds and the effect of acidification on the extraction
efficiency was monitored. Last but not least, the antioxidant activity, total amount of phenolic

compounds and anthocyanins were measured using spectrophotometric techniques.
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spectrometry, antioxidant activity
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Uvod

Lichotefisnice vétsi je kiovinatd rostlina, ktera je Casto péstovana pouze pro okrasné
ucely. Jeji 1éCebné ucinky jsou vSak znamy jiz méné. Rostlina je silnym ptirodnim
antibiotikem, a diky tomu je velice vhodna k 1é¢bé zanétii riizného ptivodu.

Mezi hlavni chemické slozky rostliny, které se vyznacuji vyznamnou biologickou
aktivitou, patii fenolické latky a glukosinolaty. Fenolické latky jsou sekundarni metabolity
rostlin, jejichz strukturu tvoii flavanové jadro. Fenolické latky jsou charakteristické svymi
antioxidacnimi vlastnostmi. Vyznacuji se jako donory elektrond, jelikoz jsou schopny
zachycovat reaktivni formy kysliku a tim inhibovat nebo zpomalovat oxidacni procesy.
Antioxidacni aktivita fenolickych latek je zavisld na podminkach prostfedi (pH) a na interakci
s ostatnimi slozkami pfitomnymi ve vzorku. Glukosinolaty jsou také sekundarni metabolity
rostlin, které ve své struktufe obsahuji siru a dusik. Jsou tvofeny sulfatovanou
isothiokyanatovou skupinou, ktera je konjugovana s thioglukozou a dalsi R-skupinou a dale
postrannim fetézcem odvozenym od aminokyseliny. Pravé vyznamny antimikrobidlni uc¢inek
lichofetiSnice vét§i je spojeny s pfitomnosti glukosinolati a rozkladného produktu
benzylisothiokyanatu. Benzyl-isothiokyanat vSak vznika pouze za podminek neutralniho pH.

Fenolické latky a glukosinolaty lze ziskat extrakci do vodné-organickych rozpoustédel a
ke stanoveni se zpravidla vyuziva vysokouc€innd kapalinova chromatografie ve spojeni se

spektrofotometrickou detekci ¢i hmotnostnim spektrometrem.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 LichoreriSnice vétsi

Lichofefisnice vétsi, latinskym nazvem Tropaeolum majus L., je trvala, rychle rostouci
bylina patiici do ¢eledi Tropaolaceae. LichofefiSnice roste divoce v horskych oblastech Jizni
a Stfedni Ameriky [1-6], konkrétné v Peru a Bolivii [2]. Je to kiovinata rostlina, ktera obvykle
dosahuje délky kolem tficeti centimetri, vzacné se muze rozrust az na délku devadesati
centimetrl [3, 6]. Kvéty jsou nejCastéji oranzové, avsak vyskytuji se zbarveny i1 ¢ervené nebo
zluté [5, 6]. Stonek rostliny je mékky, dlouhy a masity. Listy jsou zelenomodré barvy,
zaoblené, dolnimi ¢astmi fixovany ke stiedu stonkt. Kazdy plod rostliny obsahuje tfi semena,
ktera po spadnuti na zem spontanné kli¢i [1]. LichofefiSnice vétsi kvete v obdobi od kvétna do
listopadu na osvétleném nebo mirn¢ stinném misté [6]. V Evropé se péstuje od 17. stoleti jako
okrasnd a léCiva rostlina [2], kterd se vyznacuje antimikrobidlnimi, antimykotickymi,
expektorantnimi a ocCistnymi vlastnostmi. Pouziva se pfi respiracnich, oftalmologickych a
mocovych infekcich [3] a také v dermatologii pro [éEbu onemocnéni pokozky, vlast a nehtl
[4]. Mlze byt vyuzita 1 jako slozka potravy, jelikoZ jeji listy a kvéty jsou jedlé a hojné se
pouzivaji do salatli, kde diky obsahu glukosinolatli dodavaji pokrmu peptfovy nadech [5].
Zelené lusky rostliny mohou byt nakladany a tim pouzity jako nahrada za kapary [3]. Kvuli
vysokému obsahu biologicky aktivnich latek je cennou dietni slozkou a slouzi jako surovina
pro vyrobu nutraceutik [4]. Vzhledem k pfitomnosti anthokyanint se kvéty daji vyuzit jako

ptirodni barvivo v potravinaiském a farmaceutickém primyslu [6].

Obrazek 1: Lichotetisnice vétsi (Tropaeolum majus) [7].
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1.2 Chemické slozeni

Chemické slozeni se liSi podle zkoumané casti rostliny, zpisobu a mista péstovani a
barvy kvétd. Lichofefi$nice vEtsi je pfirozenym zdrojem makro a mikroprvkl. Sto gramu
kvétiny pokryva 73-100 % doporuéené denni davky zinku, 7 % denni davky fosforu, 2,5 %
denni davky drasliku, 3 % vapniku, 4 % hot¢iku a u médi se dadvka pohybuje v rozmezi 1,2-
5,2 % [6]. Mezi hlavni chemické slozky patii flavonoidy, glukosinolaty a mastné kyseliny.
Rostlina vSak obsahuje i dalsi vyznamné latky jako jsou karotenoidy, anthokyaniny,
terpenoidy, benzylisothiokyanat [8], kyselinu askorbovou a estery kyseliny chinové a kyseliny
skoticové [1, 6]. Z mastnych kyselin mizeme izolovat kyselinu erukovou, olejovou a
linolovou [8]. Mezi hlavni zastupce glukosinolati patfi glukotropaeolin a sinalbin [8].
Z flavonoidtu se v rostliné nejvice vyskytuji derivaty kaempferolu a kvercetinu [1, 6, 8].
Obsah flavonoidu je v8ak ovlivnén barvou kvéti. Nejvétsi obsah flavonoidt byl zaznamenan
u Cervenych kvétu, kde byly nejvice zastoupeny derivaty myricetinu, konkrétné myricetin
dihexosid. Nejmensi obsah flavonoidii byl zaznamenan ve Zlutych kvétech, kde nejvétsi podil
zaujimaji derivaty kaempferolu, konkrétné¢ kaempferol acetyl hexosid [6, 9]. Hlavnim
anthokyaninem v cervenych kvétech je delfinidin, v oranzovych kvétech je to pelargonidin
[6]. V kvétech rostliny se nachazi osm karotenoidd, mezi které patii vialxanthin,
antheraxanthin, lutein, zeaxanthin, zeinoxanthin, B-kryptoxanthin, a-karoten a (-karoten. Ve
zluté zbarvenych kvétech je obsah luteinu vyssi nez v kvétech zbarvenych oranzové [1, 6]. Ze
semen rostliny mohou byt izolovany esencidlni oleje. Takto ziskany Lorenzlv olej se pouziva

k 16¢b¢ adrenoleoukodystrofie, coz je tézké degenerativni onemocnéni [1].

1.2.1 Flavonoidy
Flavonoidy jsou nizkomolekularni latky patfici mezi polyfenolické slouceniny [10].
Radi se mezi sekundarni metabolity rostlin [11], které jsou produkovéany v cytosolu buiiky

[12]. Zakladem jejich struktury je flavanové jadro [10], které je slozeno ze dvou aromatickych

cykla (kruh A a kruh B) spojenych heteroatomem (kruh C) [13].

Obrazek 2: Zakladni struktura flavanoidu [14].
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Obrazek 3: Struktura kvercetinu, kaempferolu a myricetinu [14].
pozice OH skupiny: 5, 7, 3", 4’— kvercetin [14]
pozice OH skupiny: 5, 7, 4’— kaempferol [14]
pozice OH skupiny: 5, 7, 3", 4", 5'— myricetin [14]

Flavonoidy jsou syntetizovany z fenylalaninu a malonyl-koenzymu A. Odvozeny jsou
od matefskych latek flavont, které se bézné vyskytuji ve stavé mladych tkani vyssich rostlin.
Vétsina flavonoidi existuje ptirozené jako glykosidy a pfitomnost cukri a hydroxylovych
skupin je ¢ini rozpustnymi ve vodé¢, zatimco methylové skupiny a isopentylové jednotky
zpusobuyji jejich lipofilitu [12]. Biochemické aktivita flavonoidi i jejich metabolitl zavisi na
chemické struktufe a uspotradani funkénich skupin na molekule. Na zaklad¢ chemické
struktury jsou rozdéleny na flavonoly, flavony, flavanony, katechiny, antokyanidiny,
isoflavony, dihydroflavonoly a chalkony [10]. Rizné tiidy flavonoida se lisi urovni oxidace a
strukturou substituce kruhu C, zatimco jednotlivé slouceniny v ramci tfidy se li$i ve struktute
substituce kruhit A a B [14]. Flavonoidy mohou byt monomerni, dimerni nebo oligomerni.
Ptirozené se vyskytuji v ovoci, zelening, ofiScich, semenech, kvétech, kiife a jsou nedilnou
soucasti lidské vyzivy [10]. V rostlinach bylo nalezeno vice nez pét tisic druht flavonoidl
[11]. Druhy se 1i8i v zavislosti na zralosti a podminkéch riistu rostliny. Rostliny syntetizuji
Sirokou $kalu flavonoidt jak v kotenech, tak i v tkanich. Flavonoidy jsou latky nezbytné pro
Zivot rostlin, jelikoZ ovliviuji transport rostlinného hormonu auxinu [12]. Chrani rostlinu pred
houbovymi parazity, bylozravci, patogeny, oxidacnimu poskozeni bunc¢k [10] a hraji
dilezitou roli pfi interakci s okolnim prosttedim. Absorbuji UV zéfeni, ¢imz rostlinu chrani
pfed bunécnym poskozenim [14]. Phsobi také jako detoxikacni Cinidla, stimulanty kli¢eni
pori, ovliviiuji teplotni aklimatizaci a odolnost rostliny proti suchu. Hraji vyznamnou roli
jako signalni molekuly v procesu symbidzy rostliny a mikroorganismt [12, 13, 14]. Jsou
zodpovédné za barvu rostliny [12, 14] produkci pigmentt. Napiiklad modra barva listi je
disledek piitomnosti anthokyaninu. Maji také schopnost ménit chemické a enzymatické

reakce a tim mit pozitivni nebo negativni vliv na lidské zdravi [11]. Vyznacuji se vyznamnou
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biologickou aktivitou, ktera se projevuje antibakteridlnimi, antiviralnimi, protialergennimi a
vazodilatatnimi uc€inky [10]. Zabranuji také degenerativnim onemocnénim spojenym

s oxidaénim stresem [13].

Tabulka 1: Rozdé€leni flavonoidi [10].

Trida Priklad konkrétnich slou¢enin
flavonoly kaempferol, kvercetin, myricetin
flavony apigenin, luteolin, vitexin
flavanony naringin, hesperidin

flavanoly katechin, gallokatechin
anthokyanidiny pelargonidin, kyanidin, delphinidin
dihydroxyflavonoly taxifolin, fustin

isoflavony daidzein, genistein, glycitein

1.2.1.1 Anthokyaniny

Anthokyaniny jsou nejdulezitéjsi skupinou ve vodé rozpustnych rostlinnych pigmenti.
Jejich struktura vychéazi ze struktury flavonoid a vznikaji stejnou biochemickou dréhou.
V rostliné se vyskytuji ve formé glykosidi. Anthokyaniny siln€ absorbuji viditelné svétlo,
¢imz v rostlinnych tkdnich utvafeji modré, fialové a Cervené odstiny, pfi¢emz dany odstin a
struktura zavisi na hodnoté pH [15, 16]. V rostlin€ se nachazi ve vakuolach ve formé vodného

roztoku. Jako anthokyanidiny jsou oznaceny anthokyaniny bez cukerné ¢asti [16].

HO

O—glukoza
OH

Obrazek 4: Obecna struktura anthokyaninu [15].

Anthokyaniny R1 R2
pelargonidin-3-glukosid H H
delphinidin-3-glukosid OH OH
kyanidin-3-glukosid ' OH H
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1.2.2 Hydroxyskoricové kyseliny

Hydroxyskoticové kyseliny jsou fenolické slouceniny bézné se vyskytujici v pfirodé.
Jsou to sekundarni metabolity odvozené od fenylalaninu a tyrosinu. Tvofi je uhlikovy skelet
CeC3 s dvojnou vazbou, ktera muze byt v konfiguraci cis nebo trans. Mezi nejznaméjsi
derivaty kyseliny skoticové patii kyselina 0-kumarova, m-kumarovd, p-kumarova, kavova,
ferulova a sinapova. Tyto druhy se mohou vyskytovat jako volné karboxylové kyseliny nebo
jako estery vytvorené kondenzaci s hydroxylovymi kyselinami, jako je kyselina chinova,
vinna a glykosidy. Nejrozsitengj$im rozpustnym derivatem je kyselina chlorogenova vznikla

kondenzaci kyseliny kavové s kyselinou chinovou [17].

O

Obrazek 5: Struktura odvozenych kyselin [17].

Kyselina R1 R2 R3 R4
0-kumarova OH H H H
m-kumarova H OH H H
p-kumarova H H OH H
kavova H OH OH H
ferulova H OCHs OH H
sinapova H OCHs OH OCHs
skoficova H H H H

1.2.3 Glukosinolaty

Glukosinolaty, systematickym nazvoslovim B-thioglukosid-N-hydroxysulfaty [18], jsou
sekundarni metabolity rostlin obsahujici siru a dusik [19]. Jejich struktura je tvofena
sulfatovanou isothiokyanatovou skupinou, ktera je konjugovana s thioglukézou a dalsi R-
skupinou [18], a dale postrannim fetézcem odvozenym od aminokyseliny [20]. Glukoza i
centrdlni uhlik isothiokyanétu jsou Casto dale modifikovany. R-fetézce mohou obsahovat
dvojné vazby, oxo, methoxy, hydroxylové, karbonylové nebo disulfidové vazby [18]. Ackoliv
R skupina je hlavnim divodem jejich rozmanitosti, také rozsifeni postranniho fetézce
Snaslednou oxidaci, hydroxylaci, methoxylaci, sulfonaci a glykosilaci aminokyselin

zapricinuje vznik az 132 strukturné odlisnych piirozené se vyskytujicich glukosinolata [19].
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HO

HO

Obrazek 6: Obecna struktura glukosinolatd (vlevo) [18] a struktura glukotropaeolinu
(vpravo) [22].

Na zékladé prekurzorii aminokyselin pouzivanych pro biosyntézu jsou glukosinolaty
rozdéleny do tfi skupin. Prvnim typem je alifaticky glukosinoldt odvozeny od alaninu,
leucinu, isoleucinu, valinu a methioninu. Druhym typem je benzoovy glukosinolat odvozeny
od fenylalaninu a tyrosinu, a nakonec indolovy glukosinolat odvozeny od tryptofanu [19].
Kazd4 molekula glukosinolatu tedy obsahuje alespon dva atomy siry. Jeden atom je soucasti
sulfatové skupiny pochazejici z 3-fosfoadenosin-5-fosfosulfatu, druhy atom siry, pochazejici
Zcysteinu, je casti S-vazaného glukézového zbytku. Glukosinolaty syntetizované
z methioninu ve své struktuie obsahuji tfi atomy siry. Sira je prvek pfitomny v proteinech,
glutathionu, fytochelatinech, chloroplastovych membranovych lipidech a je soucasti
nékterych koenzymt a vitaminid, proto je to prvek nezbytny pro rust rostliny [21].
Glukosinolaty jsou ve vodé rozpustné slouc¢eniny ulozené ve vakuolach rostlinnych tkani.
Jejich obsah v rostliné je podminén vyvojovymi stadii a fotoperiodou. Rostliny, obsahujici
glukosinolaty, produkuji enzymy zvané myrozindzy, neboli p-thioglukosidazy, ve
specializovanych buinikach zvanych myrozinové bunky. Tyto enzymy jsou zodpovédné za
hydrolyzu glukosinolatd, ¢imz také dochazi k produkci nékolika bioaktivnich sloucenin [19].
Pokud dojde k poskozeni rostlinné tkané, napiiklad plsobenim hub nebo fezanim,
glukosinolaty se dostanou do kontaktu s myrozindzou a dojde k uvolnéni
benzylisothiokyanatu [1]. Glukosinolaty v rostlindch indukuji rezistenci vic¢i patogenim a
udrzuji rovnovahu rostlinného hormonu auxinu. Jejich produkce je obrannym mechanismem a
signalizaénim systémem rostliny k pfekonani biotickych a abiotickych stresit z okolniho
prosttedi. Jsou také pouZzivany jako pfirodni herbicidy, které reguluji mnoZstvi plevele aniz by
zne€iStovaly zivotni prostfedi a ohroZovaly lidské zdravi. Vyznacuji se také protinddorovymi

ucinky [19].
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1.2.4 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou strukturni soucasti lipidt [23]. Délka fetézce se pohybuje od dvou
do vice nez osmdesati atoma uhliku, nejbéznéji se ale vyskytuji fetézce s dvanacti az
dvaadvaceti atomy uhliku [24]. Mastné kyseliny rozdélujeme na nasycené a nenasycené
[23, 24]. Dvojné vazby se ve struktuie vyskytuji pfevazné v cis konfiguraci. S rostouci
délkou ftetézce klesa jejich rozpustnost ve vodé€. V roztocich o koncentraci vyssi, nez je
kriticka micelarni koncentrace, tvofi micely, v nichz je karboxylova skupina orientovana do
vodné faze, zatimco alifatickd ¢ast do nitra micely. Jsou povazovany za zakladni stavebni
kamen zivé hmoty, jelikoz se jako soucast fosfolipidi podili na stavbé bunéénych membran a
piedstavuji hlavni zdroj energie [23]. V lichofefi$nici vétsi se mastné kyseliny vyskytuji
v listech a kvétech [1]. Kyselina olejova, systematickym nazvem kyselina cis-oktadek-9-
enova, je hlavnim zéstupcem mononenasycenych mastnych kyselin. Mezi hlavni zdroje
kyseliny olejové patfi olivovy a fepkovy olej, olej z arasidu, z liskovych ofechti, avokada a

ryzovych otrub [23, 24].

)

CH3(CH2)60H2/M\/\)LOH

Obrazek 7: Struktura kyseliny olejové [25].
Mezi mononenasycené¢ mastné kyseliny patii rovnéz kyselina erukova, systematickym

nazvem Cis-dokos-13-enova. Jejim hlavnim zdrojem je fepka olejna. Kyselina erukova ma

kardiotoxické u¢inky [23].
H OH

4 CHs O

Obrazek 8: Struktura kyseliny erukové [26].
Kyselina linolova, systematickym nazvem (cCis,cis)-oktadeka-9,12-dienova, je hlavnim
zastupcem vicenenasycenych mastnych kyselin, které v molekule obsahuji dvé a vice
dvojnych vazeb. Jejimi hlavnimi zdroji jsou soéjovy, pupalkovy, slunecnicovy olej, olej

Z hroznovych semen a maku setého [23, 24].

O

HOWCHQ{CH2)SCH3

Obrazek 9: Struktura kyseliny linolové [27].

20



1.2.5 Karotenoidy

Karotenoidy patii mezi nejbéznéjsi prirodni pigmenty [28, 29]. VSechny karotenoidy
mMaji polyisoprenoidni strukturu, dlouhy konjugovany fetézec obsahujici dvojné vazby a témet
oboustrannou symetrii okolo centralni dvojné vazby [28]. Jsou syntetizovany z isoprenu
(2-methyl-1,3-butadienu) [30]. VétSina karotenoidtt mize byt ziskana ze Cétyficeti-uhlikové
zékladni struktury, ktera zahrnuje systém konjugovanych dvojnych vazeb. Centralni fetézec
muze nést cyklické koncové skupiny, které mohou byt substituovany funk¢énimi skupinami
obsahujicimi kyslik. Na zakladé¢ struktury jsou karotenoidy rozdéleny do dvou skupin, a to na
karotenoidy obsahujici pouze atomy uhliku a vodiku a oxokarotenoidy (xanthofyly), nesouci
ve své struktufe alespon jeden atom kysliku. Rozdily ve struktuife jsou divodem jejich
odlisného zbarveni [28]. Podle poctu dvojnych vazeb ve struktufe se milze molekula
vyskytovat v konfiguraci cis nebo trans. V piirodé obecné pievlada trans forma. Karotenoidy
jsou lipofilni molekuly a maji tendenci se hromadit v lipofilnich strukturach, jako jsou
lipoproteiny a membrany. V rostlinach piispivaji k procesu fotosyntézy a chrani je pired
svételnym posSkozenim [29]. Jejich konjugovand polyenova struktura je zékladem jejich
funkce, nebot” elektrony ve dvojnych vazbach jsou delokalizovany a vyskytuji se ve stavu
s niz§i energii, ¢imz dochazi k absorpci viditelného zafeni. Pusobi jako chromofory a jsou
diivodem rtznorodého zbarveni plodii a kvétin, coz slouzi k ptilakani ptakd a hmyzu. Podili
se na stabilizaci membran a mohou spojovat elektrony mezi jinymi molekulami, jako jsou

cytochromy a chlorofyly [30].

Obrazek 11: Struktura luteinu [32].
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1.2.6 Kyselina askorbova
Kyselina askorbova, neboli vitamin C, je ketolakton se dvéma ionizovatelnymi
hydroxylovymi skupinami. Cistd kyselina askorbova je bila krystalicka latka velmi dobie

rozpustna ve vod¢ za vzniku bezbarvého roztoku. Rostliny a vétSina zvirat ji syntetizuji

z glukézy [33].
HO OH
H —
HO
o O
HO

Obrazek 12: Struktura kyseliny askorbové [34].

Kyselina askorbova je vyznamny metabolit, ktery hraje dtlezitou roli ve fyziologii
stresu rostlin, v jejich celkovém rlstu a vyvoji. Jako enzymaticky kofaktor se také ucastni
fotoprotekce a chrani rostlinu pred poSkozenim a hmyzem. V meristematické tkani rostliny se
nachazi vysoka koncentrace kyseliny, zatimco v zéonach s malym aktivnim rozdélenim bunék
je jeji koncentrace nizka, coz je diikazem, Ze se ucastni také rozSifovani a déleni bunék
v rostling. Kyselina askorbova se vyznauje vyznamnymi antioxidaénimi vlastnostmi a
poskytuje tak ochranu pfed oxida¢nim stresem [35, 36, 37]. Reaktivni druhy kysliku, jako je
peroxid vodiku, superoxid a hydroxylovy radikal, zptisobuji oxidacni stres a jsou generovany
riznymi faktory v rostlindch. Za normalnich podminek jsou reaktivni druhy kysliku
produkovany bé&hem fotosyntézy tvorbou singuldrniho kysliku a fotoredukei kysliku.
Fotooxidaéni poskozeni miiZe nastat, pokud jejich produkce pfevysi antioxidacni kapacitu.
K tomu muze dojit v kombinaci s okolnimi podminkami, jako je sucho, extrémni teploty nebo
nedostatek zivin rostliny. Mezi dalsi faktory, které vedou ke zvySeni produkce reaktivnich
forem kysliku, patii ultrafialové zatfeni, pfitomnost zneciStujicich latek, jako je ozon nebo
oxid sificity, redoxaktivnich herbicidii a fytotoxickych kovil, mezi které patii naptiklad zinek,
méd’ nebo kadmium. Rostliny je také mohou piimo vyvatet v oxidacnich prasklinach, které
vznikaji béhem patogenni infekce [36]. Kyselina askorbovad je dilezitym pienasecem
elektronti v rostlin€. Funguje jako donor elektront pro fotosyntézu a mitochondrialni transport
elektront. JelikoZ se vysokd koncentrace nachazi v chloroplastech, hraje dtilezitou roli

Vv procesu fotosyntézy [38].
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1.3 U&inKy na zdravi

Vzhledem k bohatému fytochemickému slozeni se lichofefiSnice Vv lidové mediciné
pouziva jako léCiva rostlina. Jeji kvéty, listy a semena se vyuzivaji k pfipravé extraktd
z ethanolu a vody a k ptiprave 1é¢ivych sirupt [6]. Vyznacuje se antiseptickymi, diuretickymi,
ofistnymi a protizanétlivymi ucinky. Pouziva se také jako antihypertenzivum a
antidepresivum. Slouzi k oSetfeni klize, o¢i a pokozky, k 1é€b¢ akné a riiznych druhti ekzémt.
Své uplatnéni najde i pfi onemocnéni plic a amyotrofické laterdlni sklerdze [1]. Extrakt

z rostliny je hlavni slozkou 1é¢ivého ptipravku Angocin ® Anti-Infect N, ktery slouzi k 1é¢bé

infekce dychaciho Gstroji a mocovych cest [2].

1.3.1 Diureticky ucinek

Znama diuretika, mezi né€z patii thiazidy a furosemid, patii k nejpouzivanéj$im Iékiim
na lécbu kardiovaskularnich onemocnéni. Tyto 1€éky jsou schopny snizit vysoky krevni tlak
doprovazejici hypertenzi a zlepSit kardiovaskuldrni funkci pii srdeénim selhani. Uzivani
diuretik je vSak spojeno i s nezddoucimi ucinky, jako jsou zmény v hladinach systémovych
elektrolyti, metabolickd alkaloza a acidéza a hyperurikemie. Vyvoj novych diuretik tedy
muze jak zlepSit vykon pii 1é¢bé kardiovaskuldrnich onemocnéni, tak také snizit vyskyt
zminénych nezadoucich ucinkd [39]. Hlavni slozkou listt lichofefi$nice jsou glukosinolaty a
flavonoidy, které ovliviiuji diuretické ucinky [40]. Diureticky ucinek byl studovan
Gasparottem [1] u purifikované frakce ziskané z hydroethanolického extraktu z listd
lichofefisnice a isokvercitrinu. Po podani jedné davky extraktu byla diuréza vyznamné
zvysena, celkovy objem moci u zvitat byl po 6. hodinach 2,22 ml a po 24. hodinach 3,9 ml.
ZvySeni objemu moci je patrné pii porovnani s kontrolni skupinou, kde objem moci byl po 6.
hodinach 1,02 ml a po 24. hodinach 2,53 ml. Jediné podani isokvercitrinu (10 mg/kg) zvysilo
diurézu na 1,63 ml oproti kontrolni skupinég, kde byl objem 0,85 ml [1]. Bylo také prokazano,
ze glukotropaeolin, obsazeny v rostling, ma antibioticky Gc¢inek na infekci mocovych cest [8].
V lidském téle se pievadi na benzylisothiokyanat, ktery se nasledné transformuje na derivaty
acetylcysteinu. V ledvinach jsou tyto slozky vyluovany do moci a velka cast znich je
rehydrolyzovéana na benzylisothiokyanat, coz zplisobuje zvySeni antimikrobidlni aktivity
vV moCovém systému [6]. Na zdklad¢ studie hydroethanolického extraktu bylo zjisténo, Ze
vyznamny diureticky ucinek nastupuje po akutnim nebo dlouhodobém peroralnim podani.
Farmakologicky ucinek je zprostiedkovan piimou schopnosti zvySovat objem moci a

vylucovat sodik bez ovlivnéni dal§ich parametrti souvisejicich s funkcei ledvin [8].
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1.3.2 Kardiorenalni ué¢inek

U ethanolového extraktu lichofefiSnice byla prokazana schopnost zabranit rozvoji
renovaskularni hypertenze. Jednou z hlavnich pfi¢in oxida¢niho stresu a renovaskularni
hypertenze je renin-angiotenzinovy systém, proto jsou léky prvni volby inhibitory
angiotenzin-konvertujiciho enzymu (ACE). Ethanolovy extrakt lichofefiSnice prokazal
prodlouzenou ACE inhibi¢ni aktivitu, coz mélo za nésledek snizeni arteridlniho tlaku a
sérového aldosteronu a nasledné sniZeni srde¢ni hypertrofie a zlepSeni funkce ledvin [41].
Peroralni podani ethanolového extraktu zplisobilo po hodiné a pil vyznamné snizeni
arteridlniho tlaku u krys [42]. ZvySuje také prutok krve ledvinami, vyznacuje se
vazodilatatnim ucinkem a zvySuje hydrostaticky tlak v rendlnich arteriolach, ¢imz byla
nasledng zvysena rychlost glomerularni filtrace a tvorby moéi. Sirokou $kalou
kardiovaskularnich 0¢inki se vyznacCuje hlavni metabolit rostliny, isokvercitrin [41].
Intravenozni podani isokvercitrinu (0,5-4 mg/kg) zpusobilo snizeni arterialniho tlaku u krys
s malymi G¢inky na srde¢ni frekvenci [42]. Jeho hlavni uCinek spociva v inhibici ACE,
zvySené biologické dostupnosti bradykininu, prostaglandini a oxidu dusnatého v rendlnich
arteriolach. Uginek ziskany z ethanolového extraktu lichofefisnice viak pravdépodobné
pochazi z komplexnich interakci mezi riznymi sekundarnimi metabolity rostliny, které

vzéajemné pusobi jako silny fytokomplex [41].

1.3.3 Antimikrobialni ucinek

LichofefiSnice se pouzivd k1écb&é proti gram negativnim a gram pozitivnim
bakterialnim infekcim, které jsou doprovazeny reakcemi zanétlivych bunék [43, 45].
Antimikrobialni G¢inek rostliny je spojen s obsahem glukotropaeolinu a jeho rozkladnym
produktem benzyl-isothiokyanatem. Glukotropacolin je aromaticky glukosinolat, ktery
rostlina vyrdbi v pomérn¢ vysokych koncentracich. Prostfednictvim endogenniho enzymu
myrozinazy, ktery rostlina pfirozené¢ obsahuje, dochazi k hydrolyze glukotropaeolinu a
uvoliiuje se benzyl-isothiokyanat. Glukotropaeolin i enzym myrozindza jsou umistény
v riznych Castech neporuSenych tkani rostliny. Pokud je vSak rostlinnd tkan porusSena,
glukotropaeolin se hydrolyzuje aktivitou myrozindzy a uvoliluje se tim fada produkti
rozkladu, vcetn¢ biologicky aktivnich isothiokyanati, které se vyznacuji antimikrobidlnimi,
antifungélnimi a virostatickymi u¢inky. Pro uvolnéni benzyl-isothiokyanatu je dllezita
hodnota pH, béhem které dochazi k degradaci glukotropaeolinu. Benzyl-isothiokyanat vznika
pouze za podminek neutrdlniho pH. Jeho maximalni G¢innost proti bakteriim je v rozmezi pH

6-8. V kyselém prostiedi mohou vznikat aminy a nitrily [44].

24



1.3.4 Dalsi u¢inky

Ptiznivy vliv lichofefiSnice na lidské zdravi je také zplsoben obsahem karotenoidii
Vv rostliné [46]. B-karoten je spolu s dalsimi karotenoidy zdrojem provitaminu A. Vitamin A je
rozpustny v tucich a je velmi dilezity pro zrak. Vitamin A také poméha posilit schopnost
imunitniho systému odolat infekcim, hraje roli ve spravném rastu, vyvoji, gastrointestindlnim
funkcim a funk¢nosti reprodukénich systému [47]. Karotenoidy snizuji riziko degenerativnich
onemocnénich, mezi které patfi rakovina, kardiovaskularni onemocnéni, Sedy zékal a
makularni degenerace. Pozitivni vliv karotenoidid na lidsky organismus je zprostfedkovan
antioxidacni aktivitou, regulaci bunécného rlstu, inhibici bunééné proliferace a zvysSenim
bunécné diferenciace [46].

Lichofefi$nice vétsi se pouziva i pii onemocnéni dychacich cest. V lidové medicin€ byla
Casto uZziteCnym lékem pii onemocnéni plic a priduSek. VyznaCuje se antiseptickym a
expektorantnim ucinkem a pomaha pii rymé. Odvar z rostliny kombinovany s cukrem ci
medem je ucinny pii 1écbé kasle, chrapotu a nachlazeni. Konzumace listi inhibuje rast
bakterii zodpovédnych za zanét plic [6].

Semena lichofefisnice vétsi obsahuji velké mnozstvi kyseliny erukové, ktera je jednou
Z hlavnich slozek 1éku pouzivaného k 1é¢beé adrenoleukodystrofie, coz je dédi¢na porucha
lipidového metabolismu. Onemocnéni se projevuje kumulaci mastnych kyselin s velmi
dlouhym fetézcem s néaslednou neucinnosti kiry nadledvin, ztrdtou myelinu z nervovych
vldken a nefunkénosti muzskych pohlavnich 7laz. Smés kyseliny olejové a erukové
izolovanych z rostliny, tzv. Lorenztv olej, normalizuje mnozstvi mastnych kyselin s dlouhym
fetézcem a snizuje zavaznost projevli onemocnéni [6].

Extrakt pfipraveny ze susSené rostliny ma ptiznivy Gc¢inek na Zaludek a siln€ stimuluje

travici systém. Napomaha urychleni metabolismu a pfedchazi vzniku Zlu¢ovych kameni [6].

1.4 Sklizen

LichofetiSnice vétsi by méla byt sklizena za chladného pocasi béhem vrcholu kvétu,
protoze v této dobé dosahuje nejlepsi chuti. M€ly by byt vybirany pouze rostliny bez hmyzu a
rostliny, které nejevi zndmky nemoci. Je tfeba se vyvarovat sbéru neotevienych a také
vybledlych nebo zvadnutych kvétl, jelikoZz mohou mit hoikou chut'. Rostliny, které byly
posttikany pesticidy, rostliny, které rostou podé¢l silnic nebo které byly pohnojeny
neoSetifenym hnojivem nesmi byt nikdy sklizeny pro stravovaci ucely, protoze mohou byt
toxické nebo zptlisobit onemocnéni z diivodu pfitomnosti patogentl. Rostlina, kterd ma slouzit

jako potravina, by neméla byt kupovana v kvétinafstvi ani zahradnickych strediscich, jelikoz

25



je velké riziko oSetfeni rostliny syntetickymi hnojivy a pesticidy, coz mize byt velmi
nebezpecné pro lidské zdravi. Stonek, kali$ni listky a pestiky by mély byt pfed pouzitim
odstranény. Divodem odstranéni kali$nich listka z rostliny je jejich kyselost. Pyl mize mirné

snizovat chut’ rostliny, a je také zdrojem alergie u mnoha lidi [45].

1.5 Technologie po sklizni

LichofefiSnice patii mezi rostliny, které jsou choulostivé a velmi lehce podléhaji zkaze.
Po sklizni jsou kvéty nachylné k oddéleni okvétnich listkli, zméndm barvy, zvlhnuti a
dehydrataci. Jejich trvanlivost béhem dvou az péti dnti po sklizni muze byt zvySena
udrzovanim v chladném prostfedi o teplot¢ mezi 4 az 6°C. Pti teplot¢ od 0 do 2,5°C je
udrzena jejich dokonald vizudlni kvalita az do dvou tydnu po sklizni. Zachovani kiehké
struktury a ochranu pfed vysuSenim nam zajistuji plastové obaly, nejcastéji na bazi
polyethylentereftalatu (PET) nebo polyvinylchloridu (PVC). UPVC je vSak v rostliné
zaznamenana vétsi ztrata vody, neZ je tomu u ostatnich druhd baleni. Bylo zjisténo [45], Ze
PET je s ohledem na dobu skladovani lichofeti$nice vyhodné&jsi nezZ PVC, protoze nedochazi
ke ztraté kvality a antioxidacni kapacity. Skladovani po dobu péti dnli neovlivni komercni a

zdravotni kvalitu rostliny.

1.6 Antioxidacni kapacita

Volné radikaly se pfirozené vyskytuji v Sirokém spektru biologickych i chemickych
systémtl. Jsou to chemicky stabilni atomy a molekuly, které maji jeden volny elektron
v elektronovém obalu [50]. Tyto reaktivni druhy kysliku a dusiku jsou schopny oxidovat
bunécné proteiny, nukleové kyseliny a lipidy [48]. Jsou zodpovédné za mnoho patologickych
procesii a zpusobuji sekundarni poSkozeni biologickych systémt a bunék [50] Pfispivaji
k bunécnému starnuti, mutagenezi, karcinogenezi a srde¢nim onemocnénim [48].

Antioxidanty jsou slouceniny, které jsou schopné zpomalit nebo inhibovat oxida¢ni
procesy. Mezi endogenni antioxidanty patfi enzymy, jako je superoxid dismutdza, katalaza,
glutationperoxidaza, a neenzymatické slouceniny, jako je kyselina mocova, bilirubin, albumin
a metalothioneiny. Pokud endogenni antioxidanty nejsou schopny zajistit dostate¢nou ochranu
organismu proti reaktivnim druhim kysliku a dusiku, je nutné vyuzit exogenni antioXidanty,
jako dopliky stravy. Mezi nejznaméjsi exogenni antioxidanty patii vitamin E, vitamin C, -
karoten, flavonoidy, mineralni selen, vitamin D a vitamin K3. Antioxida¢ni kapacita je jednim

ze zpusobu, jak definovat schopnost organismu branit se volnym radikalam [49].
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1.6.1 Metody méreni antioxidac¢ni kapacity

1.6.1.1 Metoda DPPH

Pii této metodé se vyuziva 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazil (DPPH), ktery se v roztoku
vyskytuje jako stabilni volny radikal. Jeho stabilita je zptsobena delokalizaci volného
elektronu v celé molekule, coz je zaroven divodem fialového zbarveni jeho roztoku. Test je
zalozen na schopnosti volného radikdlu reagovat s donory vodiku. Po redukci antioxidantem

(AH) nebo radikalem (R") se ptivodné fialovy roztok odbarvi [49].

DPPH' + AH—DPPH"-H + A’
DPPH' + R" — DPPH-R

1.6.1.2 Metoda ABTS

ABTS kationtovy radikal (ABTS™) je vytvofen ztratou elektronu atomem dusiku ABTS
(2,2"-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova  kyselina).  ABTS  lze  oxidovat
peroxodisiranem draselnym nebo oxidem manganicitym. Kationtovy radikéal absorbuje pii

743 nm a dava modrozelené zbarveni. Za pfitomnosti antioxidantu dojde k odbarveni roztoku
[5, 49, 50].

1.6.1.3 Metoda FRAP

Metoda je zaloZena na redukci komplexti zeleza TPTZ (2,4,6-tripyri-(2-pyridyl)-1,3,5-
triazinu) s hexahydratem chloridu zelezitého. Vazba Zeleznatého iontu na ligand vytvari velmi
intenzivni tmavé modré zbarveni. Metoda neni schopna detekovat pomalu reaktivni

polyfenolové slou€eniny a thioly [49, 50].

1.6.1.4 Metoda ORAC

Fluorescenéni metoda S§iroce pouzivana pro stanoveni antioxidacni Kkapacity
Vv biologickych vzorcich. Je zaloZena na inhibici oxidace indukované peroxyslouc¢eninami,
iniciované tepelnym rozkladem azosloucenin, jako je 2,2"-azobis-(2-aminopropan)
dihydrochlorid (AAPH). Jako fluorescen¢ni sonda je pouzit fluorescein. Detekce je zalozena

na sledovani ubytku fluorescence po reakci s peroxylovym radikalem [49].

1.6.1.5 Metoda PFRAP
Metoda je zalozena na reakci sloucenin s antioxidaéni kapacitou s ferrikyanidem
draselnym za vzniku ferokyanidu draselného. Ten poté reaguje s chloridem zelezitym za

vzniku modrého komplexu ferokyanidu zelezitého, ktery absorbuje pii 700 nm [49].
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1.6.1.6 Metoda CUPRAC
Vzorek je smichan se siranem meédnatym a neocuproinem. Po tficeti minutach je
méfena absorbance pii 450 nm. Pidsobenim antioxidanti dodavajich elektrony, je Cu?*

zredukovan na Cu* [49].

1.6.1.7 Metoda TRAP

Metoda vyuziva chemiluminiscenci, kterd je podpofena produkci radikalti luminolu
vzniklych tepelnym rozkladem 2,2"-azobis-(2-aminopropan) dihydrochloridu (AAPH). Po
pridani vzorku obsahujiciho antioxidanty jsou peroxylové radikaly vychytavany. Antioxidacni
kapacita je stanovena z doby, béhem které byl vzorek schopen uhasit chemiluminiscenéni
signal [49, 51].
1.6.1.8 Cyklicka voltametrie

Patii mezi elektrochemickd méteni, kdy se na pracovni elektrodu vklada potencialovy
pulz a zaznamendva se pfislusnd intenzita proudu. Ziskanym zaznamem je cyklicky
voltamogram. Dulezitymi parametry jsou intenzity anodického a katodického proudu a
dokéze odevzdat elektrony a je lepSim antioxidantem. Cyklické voltametrie je vhodnd metoda
pro ziskani informace, zda latka dokaze snadno odevzdat elektrony. Je vhodné ji kombinovat

s dalsi metodou pro stanoveni antioxida¢ni kapacity [49, 52].

1.6.2 Antioxida¢ni uc¢inek, stanoveni antioxida¢ni kapacity a celkového
mnoZstvi fenolickych latek

Hlavni antioxida¢ni uc¢inek lichofefiSnice je zpisoben pfitomnosti flavonoidd,
fenolickych latek a anthokyanin [45], které se ve velkém mnoZstvi nachazi v kvétech
rostliny. DalSim zdrojem antioxida¢niho t¢inku je kyselina askorbova.

Antioxidacni kapacita extrakti z lichofefiSnice je nejCastéji stanovena metodou DPPH
[5, 53, 54], ABTS [5, 55], ORAC [9, 55] nebo FRAP [54] a je cCasto prepocitana na
koncentraci standardu Troloxu, z tohoto duvodu je oznacovana jako TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity) [55]. Bylo zjisténo [5], Ze lichofefiSnice ma vétsi
antioxidacni aktivitu (458 pmol TE/g FW) nez borivky (45,9 umol TE/g FW), jez jsou
jednim z nejbohatsich zdroji antioxidanti nebo nez druh Rubus (0-25,3 umol TE/g FW), kam
se fadi ostruzinik. Hodnota stanovena metodou DPPH (91,9 umol TE/g FW) byla srovnatelna
s hodnotou pro brusinky (92,9 9 umol TE/g DW) nebo jahody (121,6 umol TE/g DW).
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Antioxidacni kapacita je zavislda na né€kolika parametrech, jako je cas, teplota a
pfitomnost riznych rozpoustédel. Dulezitou roli hraje provedeni extrakce vzorku.
Antioxidacni kapacitu ovliviiuje pfitomnost flavonoidi, fenolovych kyselin, alkaloidd,
vitamini a karotenoidi. U fenolickych sloucenin antioxida¢ni ucinnost zavisi na jejich
stabilité¢ v riznych systémech a na poctu a umisténi hydroxylovych skupin [45, 56].

Celkové mnozstvi fenolickych latek lze stanovit spektrofotometrickou metodou FCM
(metoda Folin-Ciocalteu) s vyuzitim Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Reakce probiha v prostiedi
uhlic¢itanu sodného a dochazi ke zméné barvy ze zluté na modrou. Absorbance je méfena pii

750 nm a mnozstvi ptepocitano na kyselinu gallovou (GAE) [5, 55].

1.7 Uprava vzorku

1.7.1 Extrakce kapalina-kapalina

Tato extrakéni technika je zaloZena na déleni analytu mezi dvé vzdjemné nemisitelné
nebo omezené misitelné kapalné faze. Latky se mezi tyto faze rozd¢€luji na zékladé rozdilnych
rozdélovacich koeficientd v pouzitych rozpoustédlech [57]. Patii mezi nejstarSi extrakéni
techniky, avSak diky své jednoduchosti mé Siroké uplatnéni Vv piedseparacni upravé vzorkd.
Jeji nevyhodou je casova narocnost a spotieba velkého mnozstvi casto toxickych organickych
rozpoustédel [58]. Praveé vybér rozpoustédla je velmi diilezity a zavisi na specifické povaze
méfené bioaktivni slouceniny. Pribéh extrakce je ve velké mife ovlivnén volbou teploty.
Nejcastéji extrakce probiha pii pokojové teploté, mohou byt vSak uplatnény 1 vyssi teploty
okolo 35, 60 a 100°C nebo teploty nizké, okolo 4°C. Pfi pouziti vysokych teplot se doba
extrakce zkracuje, naopak za nizkych teplot se doba extrakce obvykle prodluzuje [45].
Extrakce v systému kapalina-kapalina se pouziva u analyz, pii kterych nemutze byt vyuZzita
destilace nebo krystalizace, nebo pokud dochazi k déleni slozek citlivych na teplo nebo jsou

slozky relativné netékavé [57].

1.7.2 Extrakce ultrazvukem

Vlivem ultrazvuku dochazi k naruseni bunécnych stén rostlinného materialu. To ma za
nasledek lepsi prinik rozpoustédla do pevného vzorku a snadnéjsi uvolnéni extrahovanych
latek [59]. Vzorek je ponofen do rozpoustédla a po uréitou dobu je aplikovana ultrazvukova
energie. Nasledné je extrakt od tuhého zbytku oddé€len centrifugaci [9]. Extrakéni vytézek
muze byt zvySen prostiednictvim kavitace, coz je vznik mikrobublin v kapaliné vlivem

dostatecné intenzity ultrazvuku. Bublinky absorbuji energii ultrazvukovych vin a periodicky
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se kapalina zhuStuje a zfed’uje. Zvyseni tlaku a teploty vede k zaniku bublin a zplsobuje

narazovou vlnu, ktera prochazi rozpoustédlem a zvysuje prenos hmoty v systému [59].

1.7.3 Soxhletova extrakce

Pti této extrakeni technice je vzorek umistén do patrony v Soxhletové extraktoru. Dale
je davkovano kondenzované extrakéni Cinidlo a dochazi k vymyvani rozpustnych slozek
z matrice vzorku. Kapalina s analyty je vracena do varné barky a proces je opakovan, dokud
nedojde K vyextrahovani dostate¢ného mnozstvi latky. Vyhodou techniky jsou nizké
potizovaci naklady, naopak nevyhodou je dlouhd doba potiebné k extrakci a velké mnozstvi
extrahovaného materialu, které je nutné zlikvidovat [45, 60, 61]. Moderngjsi variantou
Soxhletovy extrace je systém Soxtec, u kterého dochazi k ponofeni vzorku do horkého
rozpoustédla a naslednému proplachnuti kondenzujicim rozpoustédlem. Vyhodou systému

Soxtec je Gispora ¢asu a extrakéniho ¢inidla [61].

1.7.4 Lyofilizace

Lyofilizace je pfi analyze rostlinného materidlu Casto soucasti upravy vzorku [4, 55,
62]. Je to stabilizacni proces, pfi kterém je latka nejprve zmrazena a poté se mnozstvi
rozpoustédla redukuje nejprve sublimaci (primérni suseni) a pak desorpci (sekundarni susent).
Lyofilizovany material si tak uchovava ptivodni slozeni a texturu, kterd se by se susenim pfii

velmi vysoké teploté mohla znicit [63].

1.7.5 Macerovani

Pti upravé vzorku je také mozné pouzit macerovani [40, 41, 45, 62]. Vhodn¢ rozdrceny
rostlinny material je v nadobé smichan s rozpoustédlem. Systém je tak ponechan obvykle
sedm dni. PrilezZitostné promichéni napomahd difuzi a zajiStuje rozptyleni koncentrovaného
roztoku, ktery se hromadi kolem povrchu ¢astic. Po uplynuti doby macerovani je kapalina

slita a pevny zbytek opatrné prolisovan. Kapalina se poté Cisti filtraci [64].

1.8 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢innad kapalinova chromatografie (HPLC, High Performance Liquid
Chromatography) je v soucasnosti jednou z nejpouzivangjSich technik analytické chemie,
kterd ma Siroké uplatnéni v analyze vzorkli potravin, Zivotniho prostfedi, biochemie a
farmaceutického prumyslu [65]. Vzorek je nastfiknut do kolony, ktera je naplnéna vhodnou

staciondrni fazi, a pres kterou je za vysokého tlaku cerpana kapalna mobilni faze. Principem
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chromatografické separace je rozdilnd rychlost migrace jednotlivych slozek pfi prachodu
chromatografickou kolonou. Analyty jsou mezi mobilni a stacionarni fazi v kontinualni
rovnovaze, ale po uréité dobé jsou od sebe oddéleny. Cas, ktery analyt stravi v mobilni nebo
stacionarni fazi, je ovlivnén jeho afinitou k pfisluSnym fazim [65-67]. Vysokouéinna
kapalinova chromatografie je vhodna pro separaci neté¢kavych, tepeln¢ nestalych, nepolarnich

az iontovych organickych latek [65].

1.8.1 Instrumentace

Srdcem kapalinového chromatografu je chromatograficka kolona [65, 68]. V kapalinové
chromatografii se pouzivaji ndpliové kolony z nerezové oceli s délkou 5-30 cm, vnitinim
prumérem 2-4,6 mm naplnéné ¢asticemi o praméru 2-5 um [66, 69, 70]. Kolony mohou byt
naplnény silikagelem, oxidem hlinitym, grafitickym uhlikem nebo tuhym polymerem, na néz
mohou byt vazany riizné staciondrni faze. Mozné je také pouziti hybridnich stacionarnich fazi,
které jsou kombinaci anorganického silikagelu a organického organosilanu. Jejich povrch je
modifikovan trifunkénimi silany. Tyto faze spojuji vyhody silikagelu a polymeru, ¢imz
zajistuji mechanickou, chemickou i tepelnou stabilitu [71]. Nejcastéji se vSak jako nosié¢
pouziva silikagel [65, 72].

Mobilni faze je Cerpana vysokotlakym cerpadlem. V zavislosti na rozmérech kolony,
velikosti Castic staciondrni fdze, pritoku a slozeni mobilni faze mlZe byt dosaZeno
pracovnich tlakd okolo 40-60 MPa [69].

Soucasti kapalinového chromatografu je nejcastéji Sesticestny davkovaci ventil, ktery
umoznuje manualni ¢i automatické naddvkovani analyzovaného vzorku do toku mobilni faze.
Zavadi se malé mnozstvi vzorku okolo 2-20 ul [68, 69].

Soucasnym trendem v HPLC je miniaturizace a dochazi ke zmenSovani rozmérti kolon
a priméra castic. Pokud je velikost c¢astic v koloné mensi nez 2 um, jedna se o
ultravysokoucinnou kapalinovou chromatografii (UHPLC), ktera pracuje pii vysSich tlacich,
okolo 150 MPa, nez bézna HPLC a poskytuje vétsi rozliSeni, citlivost a rychlost analyzy
[70, 73]. Velikost pouzivanych c¢astic se pohybuje od 1,5 do 2 um, kolony maji délku
50-150 mm a vnitini pramér kolem 2,1 mm. Kromé kolon s celkové poréznimi Casticemi
menSimi nez 2 um mohou byt pouZzity povrchové porézni castice, které jsou tvofeny
neporéznim jadrem a vrstvou porézniho silikagelu. Jejich vyuziti zlepSilo u¢innost
chromatografické separace V systémech s obracenymi fazemi diky pravidelnéjsi distribuci,
hustoté naplnéni kolony a urychleni kinetiky pfenosu hmoty. V mikro- a nano- kapalinové

chromatografii se vyuZzivaji kolony s primérem mensim nez 1 mm. Cerpadlo zaji§tuje velmi
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nizké pritoky pii vysokych tlacich, jeZ jsou disledkem miniaturnich priméra kapilar.
Miniaturizaci kapalinové chromatografie zajistuje také uspotfadani na ¢ipu. Pro vyrobu ¢ipt
jsou vyuzivany ruzné materialy, mezi néz patii polymery, sklo, kfemen nebo oxid kiemicity.
Jejich velkou piednosti je redukce mrtvych objemu systému. Miniaturizace v kapalinové
chromatografii ptinesla nékteré¢ vyhody, jako je mala spotfeba vzorku, nizkéa spotieba mobilni
faze a mensi nafedéni vzorku na chromatografické kolon¢ [71].

Na konci chromatografického systému je umistén detektor, ktery na zéklade fyzikalné-
chemickych principti detekuje rozseparované latky odtékajici z chromatografické kolony.
Nejcastéji je pouzivany spektrofotometricky detektor, ktery poskytuje vysokou citlivost pro
rutinni analyzu. Detektor indexu lomu (RI) je idealni volbou pfi analyze latek s omezenou
nebo zadnou absorpci UV zafeni [65, 68]. Zde 1ze také vyuzit univerzalni detektory na bazi
aerosolu (ELSD a CAD). Fluorescen¢ni detektor je vysoce citlivy, a protoze lze jeho
pritokové cely snadno miniaturizovat, vyuziva se v mikrokolonové kapalinové
chromatografii. Elektrochemické detektory se pouzivaji k detekci latek schopnych
elektrochemické reakce na rozhrani elektroda-roztok. Dale 1ze vyuzit detektor vodivostni ¢i

refraktometricky, které se fadi mezi univerzalni detektory [71].

mobilni faze

F cerpadlo detektor
ol kolona b

davkovani vzorku

Obrazek 13: Zakladni schéma HPLC [67].

Chromatograficka separace muze byt provedena V systémech s normalnimi fazemi
(NP-HPLC), kdy je stacionarni faze polarnéjsi nez faze mobilni, kterou je nejcastéji hexan,
methylchlorid, chloroform ¢i diethylether. U systému s obracenymi fazemi (RP-HPLC) je
naopak polarngjsi mobilni faze a tvofi ji smés vody a acetonitrilu ¢i methanolu [68, 69].
Stacionarni fdze ma nepolarni charakter a tvofi ji dlouhé uhlikaté fetézce navazané na povrch

nosice. Nejcastéji pouzivanou fazi je oktadecylsilikagel (Cis), déle 1ze vyuzit polyaminovou,
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propylkyanovou, diolovou, fenylovou, pentafluorofenylovou, propylfenylovou ¢i
propylnitrofenylovou fazi. Mozné je pouziti silikagelovych monolitickych kolon, které
poskytuji vyssi prutoky mobilni faze a jsou vhodné pro separaci malych molekul [71].
Separace latek mtze byt provedena za izokratické eluce, kdy je sloZzeni mobilni faze
Vv prub¢hu analyzy konstantni. K rozdéleni latek, které se podstatné lisi v retenci, se pouziva

gradientova eluce, pii které koncentrace silngjsi slozky v mobilni fazi roste s casem [65, 68].

1.9 Spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie

S hmotnostni spektrometrii

Vyhodou spojeni vysokotéinné kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie
je umoznéni separace a identifikace latek v jedné analyze [74]. Hmotnostni spektrometr se
sklada z iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru a z detektoru. Slozky vzorku jsou po
chromatografickém rozdéleni zavedeny do iontového zdroje, kde dochazi k ionizaci. lonty
jsou nésledné transportovany do analyzatoru, ktery ionty rozdéluje podle poméru hmotnosti
anaboje (M/z). Detektor pak zaznamenava proud indukovany dopadem iontu na povrch.

Vysledkem je hmotnostni spektrum [75].

hmotnostni spektrometr

L |

iontovy zdroj

davkovani vzorku

mobilni faze 4[ kolona

gerpadlo analyzétor

detektor Zpracovani
signalu

Obrazek 14: Zakladni schéma HPLC/MS [76].

1.9.1 lonizace elektrosprejem

Ionizace elektrosprejem je me&kka ionizaéni technika, kterd slouzi k ur€eni molekulové
hmotnosti iontovych a polarnich latek [74, 75]. Radi se mezi ioniza¢ni techniky pracujici za
atmosférického tlaku, které jsou nejvhodnéjsi pro spojeni HPLC/MS [74]. Umoznuje pouziti
prutoku mobilni faze az do 1 ml/min v rozsahu od 100 % organické slozky do 100 % vody

[74]. Principem je aplikace vysokého napéti na velmi uzkou kovovou kapilaru, kterou je
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ptivadén eluat z kapalinového chromatografu. Na konci kapilary dochézi k rozpréSeni eluatu a
tvorbé nabitého aerosolu. Rychlym odpafovanim vznikajicich kapic¢ek dochazi ke zvysSovani
hustoty naboje a po piekroceni kritick¢é hodnoty dochazi k tzv. Coulombické explozi, ktera
zpusobi rozpad na jesté mensi kapicky. Cely proces se opakuje az dojde k uvolnéni iontu,

ktery je veden do hmotnostniho analyzatoru [75, 77].

1.9.2 Kvadrupodlovy analyzator

Tvofi ho ctyii tyCe, kdy na dvé protilehlé je vlozeno kladné stejnosmérné napé€ti a na
zbyvajici dvé zaporné stejnosmérné napéti. Na vsechny tyce je pak vlozeno vysokofrekvencni
sttidavé napéti. V urCitém okamziku, na zaklad¢ velikosti stejnosmérného napéti a amplitudy
stiidavého napéti se iont surcitou hodnotou m/z pohybuje po stabilni trajektorii dale do
detektoru. Ionty, které trajektorii stabilni nemaji, jsou zachyceny na ty¢ich kvadrupodlu.
Postupnou zménou velikosti stejnosmérné¢ho napéti a amplitudy stifidavého napéti projdou do
detektoru i zbyvajici ionty [77]. Vyhodou kvadrupolového analyzatoru je nizka cena,
jednoduchost a schopnost pracovat za vysSiho tlaku, nez je tomu u vysokorozliSovacich

sektorovych analyzatort. Jeho nevyhodou je nizka rozliSovaci schopnost [74, 77].

ionty s nestabilni trajektorii

® - ionty se stabilni
- g e 4? trajektorii
ionty " ®_ - ~ p e o e

o — - : - detektor

z iontového )
zdroje Q ~5—1

Obrazek 15: Schéma kvadrupdlového analyzatoru [77].

Mozné je také pouziti trojit¢tho kvadrupolu, ktery je tvofen tfemi za sebou
uspotadanymi kvadrupdly, kde prostiedni slouzi jako kolizni cela. Prekurzorové ionty letici
z prvniho kvadrup6lu jsou podrobeny srazkam v kolizni cele a nasledné analyze
fragmentovych iontd ve tfetim kvadrupolu. Vyhodou trojit¢ého kvadrupdlu je umoznéni
MS/MS analyz, nizka cena, vysoka citlivost, specificita a robustnost pfi praci se slozitymi

biologickymi matricemi [77].
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1.10 Stanoveni fenolickych latek v lichoferiSnici vétsi pomoci

chromatografickych metod

Velmi dulezitym krokem analyzy fenolickych latek je jejich extrakce z matrice vzorku.
Pted samotnou extrakci je ¢ast rostliny ur¢end k analyze diikkladné omyta vodou pro zbaveni
necistot [53] a nasledné ususena na vzduchu [41, 53] nebo pfi teploté¢ okolo 40°C [2, 39, 40].
Jinou variantou je zmrazeni vzorku pfi teploté -70°C [2, 4, 9]. Posledni moznosti Gpravy pied
extrakci je vétSinou lyofilizace [9, 39, 55].

Nejpouzivanéjsi technikou je extrakce v systému kapalina-kapalina [2, 9, 40-42, 55, 77,
53]. Pii této technice jsou nejéastéji pouzivanymi rozpoustédly methanol [45, 62] ¢i ethanol
[40, 53] a jejich vodné roztoky [2, 45, 55, 78]. Mohou byt v§ak pouzita i jina rozpoustédla,
jako je aceton [5, 9], isopropanol, ether, voda a tetrahydrofuran [45]. Macerace probiha
nejcastéji za pouziti 60% [53], 70% [41] nebo 90% [40] ethanolu po dobu sedmi dni. Pribéh
extrakce je ve velké mife ovlivnén volbou teploty. Nejcastéji extrakce probiha pii pokojové
teploté, mohou byt vSak uplatnény i vyssi teploty okolo 35, 60 a 100°C nebo teploty nizké,
okolo 4°C [45]. Pro minimalizaci oxidace sloucenin mohou byt roztoky proplachnuty
dusikem a extrakce je provadéna ve tmé [55]. Extrakce fenolickych latek muze byt provedena
také Soxhletovym extraktorem za pouziti methylenchloridu a ethanolu [60]. Dalsim typem je
extrakce ultrazvukem za pouziti 70% vodného acetonu pod dusikovou atmosférou, pii které je
aplikovana ultrazvukova energie o frekvenci 50 kHz po dobu deseti minut [9].

Pro separaci je nejvice vyuzivana vysokoucinné kapalinovéa chromatografie v systémech
S obracenymi fazemi. Separace probihad na kolon¢ plnéné oktadecylsilikagelovou stacionarni
fazi (C18). Kochran¢ samotné analytické kolony se vyuziva odpovidajici piedkolonka
umisténa mezi davkovaCem a analytickou kolonou [2, 5, 41, 42, 53-55]. Separace je
provadéna velmi Casto za podminek gradientové eluce [2, 40-42, 54], nebo se vyuziva
kombinace s izokratickou eluci [53, 78]. Jako mobilni faze jsou nejcastéji vyuzity vodné
roztoky methanolu a acetonitrilu [2, 42, 53-55]. Do vodné faze je nutny piidavek kyseliny
mravenci [2, 55, 54], octové [42, 53] nebo fosforec¢né [9], které snizi pH a umozni optimalni
podminky pro separaci fenolickych latek. Detekénim systémem je spektrofotometricky
detektor [40-42, 53, 55] méfici v rozsahu vinovych délek 200-600 nm [55]. Bézné je spojeni
kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem, kde je vyuzita ionizace
elektrosprejem [2, 40-42, 55, 62]. Jako analyzator slouzi kvadrup6l [42, 62] nebo iontova past
[55].
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1.11 Stanoveni glukosinolati v lichofefisnici vét§i pomoci

chromatografickych metod

Rostlina je pifed analyzou zpracovana obdobnym zpisobem jako pii analyze
fenolickych latek. Urcitou ¢ast je mozné bud’ ususit nebo zmrazit a nasledné rozdrtit na prasek
[79]. Kextrakci glukosinolati z matrice vzorku je nejvice vyuzivana technika extrakce
v systému kapalina-kapalina, pficemz nejcastéji pouzivanym rozpoustédlem je 70% methanol
[79, 80-83]. Dale lze vyuzit tlakovou kapalinovou extrakci (PLE) za pouziti 70% ethanolu
jako extrak¢niho rozpoustédla [84]. Extrakce mize byt podpoiena mikrovinnym ohievem
[85, 86].

Glukosinolaty jsou ve vysledném extraktu analyzovany piimo pomoci HPLC [79-81,
83, 87] nebo UHPLC [84, 88] v systémech s obracenymi fazemi, Castéji jsou vsak pied
analyzou podrobeny desulfataci [79, 81, 82, 87]. Desulfatace muze byt provedena na
iontoménicové koloné (Sephadex A-25) za pritomnosti sulfatazy [79, 81, 82]. Kolona je
nejprve aktivovdna octanem sodnym a po piidani sulfatdzy ponechana stat 18 hodin pti 20°C
[82]. Desulfatované glukosinolaty jsou eluovany nejméné tiikrat destilovanou vodou a
nadavkovany do HPLC systému [79, 81, 82].

Separace glukosinolatu je uskute¢néna zpravidla za podminek gradientové eluce [79,
83, 85, 86]. Mobilni fazi tvoti opét binarni systém, kde jednu slozku tvoii voda [79, 81]
s pfidavkem kyseliny mravenc¢i [80, 84] nebo mraven¢anu amonného [85], ktery je vhodnym
ion-parovym ¢inidlem poskytujici zlepseni tvaru piku pii ptimé analyze. Druhou organickou
slozku tvofi acetonitril [79, 81] nebo methanol [80] do nichz muze byt také piidana kyselina
mravenc¢i [84, 85]. Kdetekci latek rozdélenych na chromatografické koloné slouzi
spektrofotometricky detektor [79, 81] nebo hmotnostni spektrometr [84-87] s vyuzitim

ionizace elektrosprejem [84-88].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje a zarizeni
K separaci fenolickych latek s glukosinolatem byl pouzit kapalinovy chromatograf ve
spojeni S hmotnostnim spektrometrem QTRAP 4500 (ABSCIEX, USA). Kapalinovy
chromatograf byl slozen z ¢erpadel mobilni faze LC-20AD (Schimadzu, Kyoto, Japonsko),
sméSovace mobilni faze (Schimadzu, Kyoto, Japonsko), autosampleru SIL-20A (Schimadzu,
Kyoto, Japonsko) a termostatu kolon LCO 102 single (Ecom, Praha).
K separaci latek byly pouzity kolony:
e Kinetex Polar C18, 150 x 3 mm; 2,6 um castice (Phenomenex, USA)
e Ascentis Express C18, 150 x 3 mm; 2,7 um ¢astice (Supelco, USA)
e Luna OmegaPS C18, 150 x 3 mm; 5 um ¢astice (Phenomenex, USA)

Me¢fteni antioxidacni kapacity, fotometrické méfeni celkového mnozstvi anthokyaninid a
fenolickych latek bylo provedeno na UV/VIS spektrofotometru Schimadzu UV-2450 (Kyoto,
Japonsko). Pro méfeni byla pouzita kyveta S/G10, opticka délka 10 mm (Fisher Scientific,
Némecko).

Vzorky rostliny byly rozemlety s vyuzitim homogenizatoru ULTRA TURRAX T 18
(IKA, Némecko). Pro ptipravu vzorkl a standardii byly pouzity mikropipety Biohit-Proline
(Biohit, Finsko) s nastavitelnym objemem. Pro pfecisténi vzorki pted analyzou byly pouzity
filtry PTFE o velikosti pora 0,45 pum (Labicom, Ceska republika). Dale byly pouzity
analytické vahy (Sartorius, Usti nad Labem), pH metr (Methrom 827, Svycarsko), injekéni

stiikacky (3 ml), vialky (4; 8 ml) a odmérné a bézné laboratorni sklo.

2.2 Pouzité chemikalie

2.2.1 Chemikalie

Na ptipravu mobilni faze byl pouzit acetonitril (HPLC/MS Ccistota, Sigma Aldrich,
USA) a deionizovana voda, ktera byla pfipravena pomoci zafizeni Mili-Q (Merck, Némecko).
Do mobilni faze byla pfidana kyselina mravenci (Sigma Aldrich, USA). Ke stanoveni
antioxidacni kapacity a celkového mnozstvi fenolickych latek a anthokyaninli byla pouzita
ABTS diamonna sil, 2M Folin-Ciocalteteauvo ¢inidlo a DPPH (v8e Sigma Aldrich, USA),

octan sodny, chlorid draselny, uhli¢itan sodny (vSe Lach-Ner, Neratovice) a peroxodisiran
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draselny (Laborchemie Apoldo, Némecko). Déle byl pouzit methanol, ethanol, mravencan

amonny (vSe Sigma Aldrich, USA) a kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, Neratovice).

2.2.2 Standardy

Pro vypocet antioxidacni aktivity byl pouzit standard Troloxu 0 koncentraci 0,01 mol/I.
Ke stanoveni obsahu fenolickych latek byl pfipraven standard kyseliny gallové o koncentraci
1 g/l. Ptipravené kalibraéni roztoky byly piidivany ke 3 ml reakéni smési misto
analyzovaného vzorku. Pro chromatografickou analyzu byl pfipraven zasobni roztok kyseliny
chinové, chlorogenové a glukotropaeolinu o koncentraci 1 g/l, zasobni roztok astragalinu o
koncentraci 0,75 g/l a isoquercitrinu o koncentraci 0,4 g/l. Jako vnitini standardy byly pouzity
kyselina 4-hydroxybenzoova, kavova, o-kumarova, p-kumarova, jejichz zasobni roztok mé¢l
koncentraci 1 g/l a kaempferol-rutinosid o koncentraci 0,63 g/l. VSechny standardy byly
rozpu$tény v methanolu. Kalibra¢ni roztoky byly doplnény smési acetonitril/voda o pH 2,5.

Rozmezi kalibra¢ni fady jednotlivych standardi je uvedeno v tabulce 2.

Tabulka 2: Koncentra¢ni rozsahy standarda.

standard koncentracni rozsah
Trolox 0,032 — 0,288 umol/40 pl
kyselina gallova 0,0025 — 0,03 mg/50 pl
kyselina chinova 0,00101 - 10,1 pg/ml
kyselina chlorogenova 0,00103 — 10,3 pg/ml
astragalin 0,00225 — 22,5 ng/ml
isokvercitrin 0,002 — 20 pg/ml
glukotropaeolin 0,01 - 100 pg/ml
kaempferol-rutinosid 0,19 - 0,57 pug/ml
kyselina 4-hydroxybenzoova 0,104 — 0,312 pg/ml
kyselina kavova 0,05 -0,15 ug/ml
kyselina o-kumarova 0,05-0,15 pg/ml
kyselina p-kumarova 0,05-0,15 pug/ml
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2.2.3 Vzorky

Pro experimentalni ¢ast diplomové prace bylo pouzito 25 vzorkl lichofefiSnice veEtsi.
Jednotlivé casti rostliny, Gprava pied skladovanim, vaha Gerstvého vzorku, vihkost, misto a

doba sbéru jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3: VVzorky.

vzorek ¢ast rostliny misto shéru datum sbéru ;il?lgz‘;ingi IE]/}/ VIF()I/(O(ist
B1  bobule Svitkov 14.11.2018 suseni 5,64 86,71
L1 listy Svitkov 14.11.2018 suseni 4,91 85,14
C1 kvéty Cervené Svitkov 14.11.2018 suSeni 4.4 91,6
71 kvéty zluté Svitkov 14.11.2018 suseni 3,32 90,96
S1 stonek Svitkov 14.11.2018 suSeni 5,86 91,3
Bla bobule Svitkov 14.11.2018 suseni 5,35 83,56
Lla listy Svitkov 14.11.2018 suseni 5 81,2
Cla kvéty Cervené Svitkov 14.11.2018 suSeni 5,46 91,21
Lib  listy Trebic 25.11.2018 suseni 5 78
B2 bobule Svitkov 14.11.2018 mrazeni 5,01 -
L2 listy Svitkov 14.11.2018 mrazeni 5,32 =
C2  kvéty Gervené  Svitkov 14.11.2018 mraZeni 5.4 -
72 kvéty Zluté Svitkov 14.11.2018 mrazeni 3,64 =
L2c listy Svitkov 14.11.2018 mrazeni 5,27 -
L2d listy Svitkov 14.11.2018 mrazeni 5,18 =
72¢ kvéty zluté Svitkov 14.11.2018 mrazeni 5,04 -
72d  kvéty zluté Svitkov 14.11.2018 mraZeni 5 -
C2c  kvéty Gervené  Svitkov 14.11.2018 mrazeni 5,43 -
Cad kvéty Cervené Svitkov 14.11.2018 mrazeni 49 =
C3  kvéty Gervené  Svitkov 14.11.2018 Serstvé 5,06 —
K3c  smés kvéta Svitkov 14.11.2018 cerstvé 5,32 =
L3 listy Svitkov 14.11.2018 cerstveé 5 -
L3c listy Svitkov 14.11.2018 cerstvé 5,18 =
B3 bobule Svitkov 14.11.2018 cerstveé 54 -
S3 stonek Svitkov 14.11.2018 cerstvé 51 =
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2.3 PRACOVNI POSTUPY

2.3.1 Priprava a extrakce vzorki

Piiblizné 5 g vzorku (Cerstvé vahy) bylo smichano se 40 ml 70% methanolu a
extrahovano s vyuzitim homogenizatoru. Vzorky Bla, Cla a Lla byly ve 40 ml 70%
methanolu macerovany po dobu jedné hodiny, u ostatnich vzorkl byla extrakce provedena
okamzité. U vzorka L2c, Z2c, C2c, K3c a L3c bylo pied extrakci pfidano 0,3 % kyseliny
mravenéi, u vzorki L2d, Z2d a C2d 1% kyseliny mravenéi. Po extrakci byly vzorky

centrifugovany po dobu 10 minut pii 5000 ot/min.

2.3.2 Spektrofotometrické metody

2.3.2.1 Metoda ABTS

Tableta ABTS (10 mg) byla rozpusténa v 5 ml destilované vody (¢ = 3,6 mmol/l).
Nasledné bylo piidano 100 pl K2S20s (¢ = 0,064 mol/l). Roztok byl ponechan za nepfistupu
svétla v chladnicce po dobu 12-16 hodin. Ze zasobniho roztoku bylo pipetovéano 2,5 ml do
100 ml odmérné banky a doplnéno destilovanou vodou po rysku. Ke 3 ml reakéni smési bylo
pridano 40 pl vzorku a dikladné promichano. V ptipadé studie rychlosti reakce byl méfen
ubytek absorbance pii vinové délce 734 nm po 2 minutdch do 10 minut, po 5 minutach do 30
minut, po 10 minutdch do 60 minut a po 60 minutach do 180 minut. Pro zjisténi celkové
antioxidagni kapacity byl méfen tibytek po 30 minutach. Ubytek absorbance byl pomoci

kalibra¢ni kfivky pfepocitan na ekvivalentni mnoZstvi Troloxu.

2.3.2.2 Metoda DPPH

Do 25 ml odmérné bariky bylo navazeno 0,004 g DPPH a doplnéno methanolem po
rysku. Pracovni roztok byl dale methanolem nafedén v poméru 1:2. Ke 3 ml pracovniho
roztoku bylo ptfiddno 50 pl vzorku a smés byla dikladné promichana. V piipadé studie
rychlosti reakce byl méfen Ubytek absorbance pii vinové délce 515 nm po 2 minutach do 10
minut, po 5 minutdch do 30 minut, po 10 minutdich do 60 minut a po 60 minutach do 180
minut. Pro zjisténi celkové antioxidaéni kapacity byl méfen tbytek po 30 minutach. Ubytek

absorbance byl pomoci kalibra¢ni kiivky piepocitan na ekvivalentni mnozstvi Troloxu.

2.3.2.3 Stanoveni celkového mnoZstvi fenolickych latek
Pracovni roztok pro stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek byl ptipraven
nafedénim 2 M Folin-Ciocalteauova cinidla destilovanou vodou v poméru 1:20. Ke 2 ml

¢inidla bylo ptidano 50 pl vzorku. Smés byla promichana a po 5 minutach byl ptfidan 1 ml
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7,5% Na2COs. Nartist absorbance byl po 30 minutdch zméfen pfi 750 nm a prepocitan pomoci

kalibra¢ni kiivky na ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové.

2.3.2.4 Stanoveni celkového mnoZstvi anthokyanint

Pro stanoveni celkového mnozstvi anthokyaninti byly pfipraveny dva pufry o rizném
pH. 0,025 M roztok chloridu draselného (pufr pH 1) byl ptipraven rozpusténim 0,93 g KCl
v 490 ml destilované vody. Pomoci kyseliny chlorovodikové bylo pH upraveno na hodnotu 1
a roztok byl doplnén destilovanou vodou na celkovy objem 500 ml. 0,4 M octan sodny (pufr
pH 4,5) byl pfipraven rozpusSténim 27,215 g octanu sodného v 490 ml destilované vody.
Pomoci kyseliny chlorovodikové bylo pH upraveno na hodnotu 4,5 a roztok byl doplnén
destilovanou vodou na objem 500 ml.

Ke 2,6 ml chloridu draselného bylo pfidano 400 pl vzorku a ke 2,6 ml octanu sodné¢ho
bylo pfidano 400 pl vzorku. Absorbance byla méfena pii 700 a 496 nm. Celkovy obsah

anthokyanint byl vypoc¢itan podle nasledujiciho vzorce:

A -MW -DF -1000
-1

mg/l =

A = (Axvis-max — A700)pHL — (A vis-max - A700)pH4,5

MW — molekulova hmotnost hlavniho anthokyaninu ve vzorku (pelargonidin-3-glukosid)
DF — zted’ovaci faktor

& — molarni absorpéni koeficient (15 600 I-mol™*-cm™)

| — délka kyvety
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2.3.3 HPLC/MS analyza

Pro separaci fenolickych latek s glukosinolatem byla pouzita kolona Kinetex Polar C18
(150 mm x 3 mm x 2,6 um). Mobilni faze byla slozena z acetonitrilu a deionizované vody
s ptidavkem kyseliny mravenci (pH 2,5). Pritok mobilni faze byl 0,5 ml/min a teplota kolony
30°C. Nastiik vzorki byl 2 ul. Pouzity gradient je zobrazen v tabulce 4.

Tabulka 4: Gradient.
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Optimalizace MRM piechodu byla pro latky s dostupnymi standardy provedena pomoci
ptfimé infize do hmotnostniho spektrometru. Pro ionizaci byl vyuzit elektrosprej (ESI-)
V reZimu snimani zapornych iontd.

Hmotnostni spektrometr pfi pfimé infizi pracoval za nésledujicich podminek: pritok
5 - 10 ul/min, ESI-, pritoky plynt podilejicich se na rozpraseni a suSeni eluatu: ,,curtain
gas* 10 psi, ,.ion source gas 1 — 20 psi a ,,ion source gas 2 — 0 psi; collision gas — medium,
ion spray voltage -4500 V, vstupni potencial -10, deklastera¢ni potencial v zavislosti na
slouceniné

(-60 V az-190 V).

Me¢teni HPLC/MS probihalo za néasledujicich podminek: pratok 0,5 ml/min, ESI-,
pratoky plynt podilejicich se na rozpraseni a suSeni eluatu: ,,curtain gas“- 20 psi, ,,ion source
gas 1“- 40 psi a ,,ion source gas 2°“- 50 psi; collision gas-medium, teplota 400°C, ion spray
voltage -4500 V, vstupni potencial -10, parametry MRM piechodt — deklastera¢ni potencial
(DP), kolizni energie (CE) a vystupni potencial kolizni cely (CXP) jsou uvedeny v tabulce 5

ve vysledkové a diskuzni casti.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Nejprve byla provedena optimalizace metody ABTS a DPPH pro stanoveni antioxidacni
kapacity fenolickych latek obsazenych ve vzorcich lichofetisnice vétsi. K optimalizaci metod
byl pouzit vzorek smési kvétd. Vhodné mnozstvi analyzovaného vzorku bylo nalezeno
postupnym zvySovanim objemu piidavaného extraktu ke 3 ml reakéni smési. Z obrazku 16 je
patrné, ze pii vétSim mnozstvi davkovaného vzorku neni zévislost linearni, ale smétuje ke
konstantni hodnoté¢ tibytku absorbance. Pro méteni byl pouzit objem 40 pl pro ABTS a 50 ul
pro DPPH nachazejici se v linearni &asti zavislosti. Ubytek absorbance byl vypogitan podle

nasledujiciho vztahu:

0

ubytek A (%) = -100

kde A je absorbance v ¢ase t = 30 minut od zacatku reakce, Ao je poCatecni absorbance v Case

t=0.
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Obrazek 16: Zavislost ubytku A na mnozstvi pridavaného vzorku.

U metod ABTS a DPPH byla dale sledovana rychlost reakce radikalu se vzorkem. Pfi
odpovidajici vinové délce byl mefen ubytek absorbance po 2 minutich do 10 minut, po 5
minutdich do 30 minut, po 10 minutich do 60 minut a po 60 minutich do 180 minut
(obrazek 17).
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Obrizek 17: Ubytek absorbance v zavislosti na ase.

Aby bylo mozné porovnavat vysledky ziskané pomoci obou metod, byl u vSech vzorka
ubytek absorbance piepocten na ekvivalentni mnozstvi standardu Troloxu pomoci
odpovidajici kalibra¢ni kfivky. Kalibracni roztoky byly proméfeny tiikrat na osmi
koncentra¢nich hladindch. Regresni diagnostika byla provedena v programu QC Expert
(TriloByte, CR), kde byly spomoci grafickych diagnostik odstranény vlivné body.
Vyznamnost regresnich parametri byla testovdna pomoci Studentova t-testu. Parametry
linedrni regrese- Usek a smérnice, jsou spolu sjejich smérodatnymi odchylkami a

koeficientem determinace uvedeny na obrazku 18.
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o
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Trolox [umol]

Obrazek 18: Kalibracni kiivka zavislosti ubytku A na mnozstvi Troloxu v davkovaném
objemu.

44



Pro stanoveni antioxidacni aktivity bylo proméfeno 25 methanolickych extrakta
lichotetisnice vétsi. Pred analyzou byl kazdy vzorek pfipraven dle postupu uvedeného
Vv kapitole 2.3.1. Kazdy vzorek byl prométen pétkrat. Vysledné hodnoty TEAC a smérodatné
odchylky jsou uvedeny v ptiloze (tabulka P1-P2).

Jak je patrné z obrazku 19, hodnoty ABTS jsou téméf ve vSech pripadech vyssi nez
hodnoty DPPH, s vyjimkou listi, do kterych byla pted extrakci ptidana kyselina mravenci.
Nejvyssi rozdil mezi hodnotami ziskanymi obéma metodami je pozorovan v Cervenych
kvétech, nejmensi rozdily jsou u lista. Divodem nizsich hodnot DPPH muiZze byt ziejmé jeho
snizena reaktivita se v§emi slozkami pfitomnymi v extraktu.

Z vysledkl stanoveni je patrny vyrazny rozdil mezi antioxidacni aktivitou jednotlivych
¢asti rostliny. Tento rozdil je zpiisobeny odliSnym zastoupenim fenolickych latek v kazdé
¢asti. Hodnoty TEAC se u Cervenych kvétd pohybuji v rozsahu 0,0399-0,0463 mmol/g u
ABTS a u DPPH v rozsahu 0,0264-0,0299 mmol/g. U zZlutych kvéta je to 0,0173-0,0356
mmol/g u ABTS a u DPPH 0,0165-0,0224 mmol/g. Je tedy ziejmé, ze zluté kvéty maji nizsi
antioxidacni aktivitu nez kvéty Cervené, coz je zpusobené nizkou koncentraci fenolickych
latek a anthokyanind. Dal§im rozdilem mezi Cervenymi a zlutymi kvéty je vliv kyseliny
mravenéi, ktera u Zlutych kvétdl zptsobila pokles antioxida¢ni aktivity. Uprava vzorku mé na
hodnotu antioxida¢ni aktivity v ¢ervenych kvétech minimélni vliv. U bobuli se hodnoty
TEAC pohybuji v rozsahu 0,0368-0,0546 mmol/g u ABTS, u DPPH je to 0,0301-0,0531
mmol/g. Vysoké hodnoty antioxida¢ni aktivity lze pozorovat konkrétné u mrazeného a
macerovaného vzorku bobule, zatimco u listi mrazeni zptsobilo jeji mirny pokles. Listy jsou
¢ast rostliny, ktera v porovnani s ostatnimi vykazuje nejvyssi antioxidaéni aktivitu, v rozmezi
0,0376-0,0654 mmol/g u ABTS, u DPPH 0,0420-0,0595 mmol/g, naopak stonek ma hodnotu
nejnizsi, a to 0,0129-0,0192 mmol/g u ABTS a 0,0084-0,0166 mmol/g u DPPH.
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Obrazek 19: Antioxidaéni aktivita vzorka lichofefiSnice vétsi
(1-suseni, 2-mrazeni, 3-Cerstvé, a-macerace, b-odlisné misto sbéru, c-ptidavek 0,3% FA,
d-ptidavek 1% FA).

3.2 Stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek
Opét byla nejprve provedena optimalizace spocivajici ve vybéru vhodného objemu
davkovaného vzorku. Pro tuto metodu byl zvolen objem 50 pl. Narust absorbance byl

vypocitan podle nésledujiciho vztahu:
A=A - A

kde A je absorbance v ¢ase t = 35 min od pocatku reakce a Ao je pocateéni absorbance
v ¢ase t = 0 min.

Byla sestrojena kalibra¢ni k¥ivka zavislosti AA na koncentraci kyseliny gallové.
Kalibraéni roztoky byly proméfeny tiikrat na deviti koncentra¢nich hladinach. Pomoci
programu QC Expert byly opét odstranény vlivné body stejnym zptsobem, jako u metody
ABTS a DPPH. Usek a smémice jsou uvedeny spolu s jejich smérodatnymi odchylkami a
koeficientem determinace na obrazku 20.

46



1
0,8 -
< 0,6 1
<
0,4 -
y = 32,02 (0,331) x + 0,034 (0,006)
R2=0,9996
0,2 -
O T T T T T T 1
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035

kyselina gallova [mg/g]

Obrazek 20: Kalibracni zavislost zmény A na mnozstvi kyseliny gallové.

Pro stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek bylo zméfeno 25 vzorkl
lichotetisnice vétsi. Vzorky byly pfipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 2.3.1. Kazdy
vzorek byl proméien pétkrat. Primérné hodnoty celkového mnozstvi fenolickych latek a
smérodatné odchylky jsou uvedeny v pfiloze (tabulka P3).

Z obrazku 21 je mozné vidét, Ze jednotlivé ¢asti rostliny se v obsahu fenolickych latek
vyrazné 1i$i. Ve vzorcich mrazenych listli je nalezeno nejvétSi mnozstvi fenolickych latek,
které se po ptidavku 0,3% kyseliny mravenci zvysilo témét trojndsobné. Naopak u Cerstvych
listh miZeme po ptidavku kyseliny pozorovat konstantni trend. Kyselina mravenci mize mit
vliv na specifické nefenolické redukujici slouceniny obsazené ve vzorku listu, jako jsou
organické kyseliny a cukry, které mohou reagovat s Folinovym ¢inidlem a prudce tak zvysit
celkovy obsah fenolickych latek.

U cervenych kvéti se celkové mnozstvi fenolickych latek pohybuje v rozmezi
2,49-3,58 mg/g. Nejvétsi mnozstvi obsahuje vzorek C2d. U zlutych kvéti je mnozstvi
v rozmezi 1,39-2,00 mg/g. Nizky obsah fenolickych latek ve Zlutych kvétech je disledkem
nizkého obsahu anthokyaninti. U bobuli, stonku a listli mizeme pozorovat vliv upravy vzorku
na celkové mnozstvi fenolickych latek. Vzorek B2 obsahuje 2,78 mg/g a vzorek L2 4,53
mg/g. Oba jsou zéastupci mrazenych vzorkli. Ve stonku je obsah fenolickych latek vyssi ve
vzorku zpracovaném v Cerstvém stavu, v porovnani se vzorkem susenym.

Korelaéni zavislosti byl prokdzan vztah mezi metodou DPPH a FCM, coz doklada
koeficient determinace R? = 0,74 a mezi metodou ABTS a FCM, kde R? = 0,70 (obrazek
P1aP2)
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Obrazek 21: Celkové mnozstvi fenolickych latek vzorkt lichofefiSnice vétsi
(1-suseni, 2-mrazeni, 3-Cerstvé, a-macerace, b-odlisné misto sbéru, c-piidavek 0,3% FA, d-
ptridavek 1% FA).

3.3 Stanoveni celkového mnoZzstvi anthokyanini pH diferencialni
metodou

Pro tuto metodu byly ptipraveny dva pufry (pH 1 a pH 4,5). Optimalni mnozstvi vzorku
ptidavaného k pufrim bylo zvoleno postupnym zvySovanim objemu tak, aby celkovy objem
reakéni smési byl vzdy 3 ml. Byla vytvofena zavislost narustu absorbance na mnozstvi
piidavaného vzorku, z které bylo jako optimum vybrano 400 ul (obrazek 22).

Stanoveni celkového mnozstvi anthokyaninti bylo provedeno u vSech extraktd, pricemz
kazdy vzorek byl proméfen pétkrat v obou roztocich o rtizném pH. Postup pro vypocet
celkového mnozstvi anthokyaninii je uveden v experimentalni c¢asti (kapitola 2.3.2.4).
Priimérné hodnoty celkového mnozstvi anthokyaninii a smérodatné odchylky jsou uvedeny

v piiloze (tabulka P4).
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Obrazek 22: Zavislost narustu absorbance na mnozstvi pfidavaného vzorku.

U cervenych a Zlutych kvétd bylo proméfeno spektrum v rozmezi vinovych délek
200-800 nm Vv obou roztocich pufrii. Z obrazku 23 je patrné, ze absorpéni maximum hlavniho
anthokyaninu ve vzorku ¢ervenych kvéti se pohybuje okolo hodnoty 500 nm, u Zlutych kvéta
je jeho maximum posunuto k mirné vys$sim hodnotam, coz je dusledek pritomnosti jiného
hlavniho anthokyaninu (obrazek 24). V cervenych kvétech je hlavnim anthokyaninem
pelargonidin-3-glukosid s maximem absorbance pii 496 nm [89], zatimco u zlutych kvéta je
dominantni delphinidin-3-dihexosid s maximem absorbance pii 534 nm [5, 9]. Pro
zjednoduseni je celkové mnozstvi anthokyanind ve vzorcich lichofefi$nice vztazeno pouze na

pelargonidin-3-glukosid.
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Obrazek 23: Spektralni charakteristika anthokyaninu pii pH 1 a pH 4,5 ve vzorku Cervenych
kvéti.

49



1 -
0,9 -
0,8 -
0,7
0,6

< 0,5 A ——pH1
0,4 - ——pH45
0,3 ~
0,2
0,1
0

300 400y [nm] 500 600

Obrazek 24: Spektralni charakteristika anthokyaninu pti pH 1 a pH 4,5 ve vzorku zlutych
kvét.

Z obrazku 25 je patrné, ze nejveétsi obsah anthokyaninl je v kvétech rostliny, a to
konkrétné v Cervenych kvétech, kde se mnozstvi pohybuje v rozmezi 1,14-1,53 mg/g.
Nejvétsi mnozstvi je ve vzorku C2d, ktery obsahuje 1,53 mg/g. Piidavkem kyseliny mravenéi
pred extrakci se mnozstvi u Cervenych kvéti zvySuje, naproti tomu u zlutych kvétd je
pozorovan jejich ubytek. Ve zlutych kvétech je celkovy obsah v rozmezi 0,102-0,273 mg/g.
Ve vzorku K3c s piidavkem kyseliny mravenci ptfed extrakci je pozorovan ubytek
koncentrace anthokyanini, coz je divodem pravdépodobn¢ vétsSiho zastoupeni zlutych kvéti
ve vzorku. V ostatnich c¢astech rostliny je ve srovnani s kvéty mnozstvi anthokyanint

zanedbatelné.
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Obrazek 25: Celkovy obsah anthokyaninti ve vzorcich lichofetisnice vétsi
(1-suseni, 2-mrazeni, 3-Cerstvé, a-macerace, b-odlisné misto sbéru, c-ptidavek 0,3% FA, d-
pridavek 1% FA).
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3.4 ldentifikace a kvantifikace fenolickych latek s glukosinolatem
ve vzorcich lichoreriSnice vétsi

3.4.1 Optimalizace HPLC/MS

Optimalizace separace byla provedena na modelovém vzorku smési kvétd, ktery
obsahoval nejvétsi mnozstvi latek. Modelovy vzorek byl nafedén deionizovanou vodou
v poméru 1:1. Pro optimalizaci separace fenolickych latek s glukosinoldtem byly testovany
celkem tfi kolony. Nejprve byla vybrana klasickd oktadecylsilikagelova staciondrni faze
(Ascentis Express C18) a poté byly testovany kolony plnéné modifikovanym
oktadecylsilikagelem (Luna Omega PS a Kinetex Polar C18). Optimalizované parametry byly
organicka slozka mobilni faze (acetonitril, methanol), pocate¢ni koncentrace organické slozky
u gradientové eluce a strmost gradientu (obrazek P3-P7). Pritok mobilni faze, teplota kolony
a nastiik vzorku se pfi optimalizaci neménily. Cilem optimalizace byla separace co nejvétsiho
poctu latek v nejkrat§Sim ¢ase s co nejlepsim rozliSenim. Nejvhodnéjsi byla kolona Kinetex
Polar C18, ktera je vhodna zejména pro separaci polarnich latek. S vyuzitim mobilni faze
acetonitrilu a vody okyselené kyselinou mravenci (0,3 %) bylo dosazeno uspokojivé separace
latek obsazenych v extraktu z kvéti z lichofefi$nice, ktera byla dale pouzita pro identifikaci

latek pomoci hmotnostniho spektrometru (oObrazek 26).
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Obrazek 26: Separace latek na kolon¢ Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 pm), mobilni
faze: ACN/H20+HCOOH (0,3 %), gradient: 0 min-10 % ACN, 10 min-40 %
ACN, prutok: 0,5 ml/min, teplota kolony: 30°C, davkovani: 2 pul, detekce:
280 mn
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Pro identifikaci latek obsazenych v extraktech z riznych ¢asti lichofetisnice byl pouzit
hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupélem jako analyzatorem. Nejprve byly zjistény
protonované, [M+H]*, a deprotonované ionty, [M-H]", pii snimani kladnych a zapornych
tontd v rezimu Q1 (skenovani prvnim kvadrupolem). Dale byla provedena MS/MS analyza
pro zjisténi fragmentace latek a odhaleni jejich struktury. Pro identifikované latky byla mirné
upravena separace se snahou o kratsi cas analyzy za zachovani stejného rozliSeni jednotlivych
latek. Piiklady testovanych gradientli jsou v piiloze (Obrazek P8-P11). Vysledny gradient je
uvedeny v experimentalni &asti (kapitola 2.3.3). Cas separace byl z ptvodnich 9 minut
zkracen na 7,5 minut. Snaha o dosazeni jesté rychlejsi separace byla neuspésna, jelikoz doslo
ke koeluci velkého mnozstvi latek s glukotropaeolinem a k jejich vzajemnému ovlivnéni
(obrazek P10). Poslednim optimalizovanym parametrem bylo mnozstvi kyseliny mravenéi
pfidané do vodné slozky mobilni faze, které ma velky vliv na priibéh separace fenolickych
latek. Separace byla provedena pii pH vody 2,3; 2,4 a 2,5. Pridavek kyseliny mravené¢i na pH
2,5 byl dostacujici a snizovanim hodnoty pH se rozliSeni ani U¢innost ionizace pfilis
neménila, proto byla tato hodnota pH zvolena jako optimalni (obrazek 27).
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Obrazek 27: Separace latek na kolon¢ Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 pm), mobilni
faze: ACN/H20 (pH 2,5), gradient: 0 min-10 % ACN, 3 min-20 % ACN, 5 min-
36 % ACN, 6 min-50 % ACN, 7 min-10 % ACN, pratok: 0,5 ml/min, teplota
kolony: 30°C, davkovani: 2 ul, detekce: ESI/SIM.
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Dale byla sledovana ioniza¢ni u¢innost monitorovanych latek pii pouziti acetonitrilu a
methanolu jako organické slozky mobilni faze. Za pouziti methanolu byla ioniza¢ni u¢innost
mirné vyssi, ale znacné se projevilo chvostovani pikii, zejména u glukotropaeolinu, proto byl
jako organicka slozka mobilni faze vybran acetonitril. Jak je patrné z obrazku 27, i1 pies
optimalizaci separacnich podminek byl pik glukotropaeolinu rozstépeny a stale chvostoval.
Z toho divodu byl do mobilni faze ptfidan 5 mM mravencan amonny, ktery se projevil jako
vhodné ion-parové Cinidlo a poskytl zlepSeni tvaru piku glukotropaeolinu (obrazek 28). Jeho
pouziti se vSak neptiznivé projevilo na ostatnich latkach, jejichz ionizacni ucinnost byla
vyrazné potlacena. Proto bylo do roztoku mraven¢anu amonného ptiddno 50 pl kyseliny
mravenci, avSak ke zlepSeni nedoslo. Mobilni faze byla opét zménéna na acetonitril a vodu
S kyselinou mraven¢i (pH 2,5) a aZ naslednou optimalizaci parametrit pro hmotnostné
spektrometrickou detekci doslo k vyfeseni problému.

Intx107

1251 }‘ glukotropaeolin

/

1,0 1

0,84

0,61

|
i ‘ ‘
| | , -
1 EML&& 0 N '7 ,f" N-BJ =

0 1 2 3 4 5 6
tas [min]

0,21

\

Obrazek 28: Separace latek na kolon¢ Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 pm), mobilni
faze: ACN/HCOONHs (5mM), gradient: 0 min-10 % ACN, 10 min-40 % ACN,
11 min-70 % ACN, 12 min-10 % ACN, prutok: 0,5 ml/min, teplota kolony:
30°C, davkovani: 2 pl, detekce: ESI'/SIM.
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Optimalizace detekce pro separaci vybranych latek byla provedena s vyuzitim
hmotnostniho spektrometru Q-TRAP. Prvnim parametrem, ktery byl optimalizovéan, byl
deklastera¢ni potencial (DP). Deklasteraéni potencial byl ménén od hodnoty -20 do -200 V.
Nasledné byl vytvoien graf zavislosti plochy nebo vysky latky na hodnoté DP (obrazek 29).
Jako optimum byla vybrana hodnota deklasteracniho potencialu, pfi niz byla plocha a vyska

piku sledované latky nejvetsi.

18
Intx106
16 -

14 4
12 A

10 A
plocha

vyska

0 50 100 150 200 250
DP [V]

Obrazek 29: Optimalizace deklasteracniho potencialu pro m/z 549 (derivat kvercetinu).

Po deklasteracnim potencialu byla optimalizovéana kolizni energie. Kolizni energie byla
méfena od -50 do -20 V. Byla sledovana jak intenzita produktového iontu, tak intenzita jeho
hlavnich fragmentti (obrdzek 30). Pro latky, u nichz byla tendence dosahovat maxima
intenzity pro hodnotu kolizni energie vétsi nez -20 a menSi nez -50 byla kolizni energie jesté
zmétena v rozsahu od -20 do -12 Va od -58 do -50 V. Poslednim optimalizovanym
parametrem bylo CXP, které bylo méteno v rozsahu od -14 do -5 V (obrazek 31).

Nasledné byly jednotlivé parametry MRM piechodii optimalizovany u latek
s dostupnymi standardy pomoci pfimé infize do hmotnostniho spektrometru. Pro kazdou
latku byl optimalizovéan a vybran jeden MRM ptechod. Optimalizované parametry vSech latek

jsou uvedeny v tabulce 5.
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Obrazek 30: Optimalizace kolizni energie pro m/z 609 (derivat kaempferolu).
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Obrazek 31: Optimalizace CXP pro MRM piechod m/z 609-284 (derivat kaempferolu),
CE=-50 V, DP=-120 V.
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Tabulka 5: Optimalizované parametry pro MS analyzu.

Latka Znaceni Q1 Q3 cas DP CE CXP
m/z m/z [min] [V] [V] [V]
k. chinova 1 191 85 1,63 -85 -30 -7
derivat k. chinové 2 191 111 1,71 -35 -16 -8
derivat k. chinové 3 191 111 1,94 -35 -16 -8
glukotropaeolin 4 408 97 3,24 -100 -50 -6
k. kaffeoylchinova 5 353 191 3,4 -70 -30 -7
k. neochlorogenova 6 353 179 3,57 -75 -28 -5
k. kumaroylchinova 7 337 163 4,27 -65 -20 -14
k. kumaroylchinova 8 337 163 4,36 -65 -20 -14
K. chlorogenova 9 353 191 4,62 -70 -30 -7
K. 4-hydroxybenzoova 10 137 93 477 -55 -24 -7
k. kaffeoylchinova 11 353 191 5,23 -70 -30 -7
k. kumaroylchinova 12 337 173 5,24 -60 -20 -14
k. kavova 13 179 135 53 -65 -22 -7
derivat kvercetinu 14 595 253,1 5,45 -130 -36 -7
derivat kaempferolu 15 611 269 5,49 -130 -32 -9
k. kumaroylchinova 16 337 173 5,6 -60 -20 -14
k. kumaroylchinova 17 337 191 572 -65 -20 -14
derivat kvercetinu 18 625 300 5,97 -150 -48 -10
k. kumaroylchinova 19 337 191 6,09 -65 -20 -14
derivat kvercetinu 20 563 479 6,21 -70 -22 -5
myricetin hexosid 21 479 317 6,22 -110 -40 -11
derivat kvercetinu 22 711 300 6,26 -60 -54 -5
derivat kaempferolu 23 609 284 6,32 -120 -50 -9
derivat kaempferolu 24 611 285 6,33 -130 -50 -5
derivat kaempferolu 25 695 284 6,59 -70 -54 -9
derivat kaempferolu 26 651 284 6,6 -135 -50 -5
derivat kaempferolu 27 651 284 6,69 -135 -50 -5
isokvercitrin 28 463 300 6,72 -120 -38 -5
kaempferol-rutinosid 29 593 285 6,8 -155 -42 -9
derivat kvercetinu 30 563 505 6,9 -100 -30 -12
derivat kvercetinu 31 549 505 6,93 -60 -18 -5
K. o-kumarova 32 163 119 7 -50 -20 -9
derivat kvercetinu 33 563 277 7,06 -100 -34 -6
astragalin 34 447 284 7,1 -110 -38 -5
derivat kvercetinu 35 549 505 7,13 -60 -18 -5
derivat kvercetinu 36 563 341 7,15 -100 -30 -5
derivat kaempferolu 37 533 489 7,34 -50 -18 -5
derivat kvercetinu 38 519 315 7,41 -100 -18 -5
K. p-kumarova 39 163 119 7,54 -50 -20 -9
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Hlavni fenolické slouCeniny detekované v methanolickych extraktech riiznych c¢asti
lichotetisnice vétsi (obrazky 32-36) byly identifikovany jako glykosidy flavonoll (nejéastéji
kvercetinu a kaempferolu) a derivaty kyselin kaffeoylchinové a kumaroylchinové. Jak je
patrné z obrazkti 32-36, zastoupeni monitorovanych fenolickych latek se znacné lisi
V zé&vislosti na ¢asti rostliny.

Derivatim kaffeoylchinové a kumaroylchinové kyseliny odpovidaji piky s oznacenim
5-9, 11, 12, 16, 17 a 19, jejichz deprotonované molekuly maji m/z 353 (kaffeoylchinova
kyselina) a m/z 337 (kumaroylchinova kyselina). Na zaklad¢ informaci z fragmenta¢nich
spekter bylo potvrzeno, ze se jedna o izomerni formy téchto kyselin, coz je v souladu s jiz
prezentovanymi vysledky [55]. Identifikace latek 9 a 6 byla potvrzena pomoci dostupnych
standardii, jednd se o kyseliny chlorogenovou a neochlorogenovou. Dalsi derivaty
kaffeoylchinové kyseliny jsou jejich izomery. Na zakladé informaci z literatury [9, 55]
obsahuje lichofeti$nice 3-O-p-kumaroylchinovou kyselinu ve formé cis a trans a 5-O-p-
kumaroylchinovou kyselinu opét ve formé cis a trans. Celkem dosud byly identifikovany Ctyfi
derivaty této kyseliny. Pfi analyze nami piipravenych extrakti bylo identifikovano 6
derivatli/izomerii. Zbylé dva derivaty v literatufe prozatim uvedeny nebyly. Nami dostupnou
instrumentalni technikou vsak piesna identifikace téchto derivatii neni mozna.

V methanolickych extraktech byly identifikovany i1 anthokyaniny, a to konkrétné
pelargonidin-3-sophorosid, dephinidin-3-dihexosid a cyanidin-3-sophorosid [5, 9]. Pro
separaci anthokyaninli vSak nebyly vhodné podminky a ztoho divodu dale nebyly
monitorovany.

Latka s ozna¢enim 21 je zastupce myricetinu s m/z 479 a produktovym iontem o m/z
317. Ztrata 162 z aglykonu je typicka pro Stépeni hexoskupiny. Latka byla tedy identifikovana
jako myricetin hexosid [9]. V literatuie [9] jsou uvedeny jesté dalsi dva derivaty myricetinu,
které se vyskytuji v kvétech rostliny, a to myricetin dihexosid a myricetin acetyl dihexosid,
ani jeden z téchto derivatd pozorovan nebyl.

Na zéklad¢ fragmentacnich spekter byly latky s oznacenim 14, 18, 20, 22, 28, 30, 31,
33, 35, 36 a 38 identifikovany jako derivaty kvercetinu. Srovnanim se standardem byla
identifikovana latka 28 jako isokvercitrin. Latka 18 s m/z 625 a produktovym iontem m/z 300
byla identifikovdna jako kvercetin dihexosidu na zaklad¢€ neutralni ztraty 325, typické pro
dihexosidovou skupinu [9]. U latky 14, m/z 595, byla ve fragmenta¢nim spektru pozorovana
ztrata typicka pro sophorosu. U latky 38 (MRM piechod 519-315) je mozné pozorovat ztratu
acetylhexosidu [9]. V dostupnych publikacich [2, 9, 55, 78] jsou uvedeny nejvyse Ctyii
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derivaty kvercetinu, zatimco v této diplomové praci jich bylo nalezeno jedenact. Jak jiz bylo
zminéno, presna identifikace neni z dlivodu pouzité instrumentace mozna.

Latky s oznacenim 15, 23-27, 34 a 37 byly na zéklad¢ pfitomného produktového iontu
m/z 285 identifikovany jako derivaty kaempferolu. U latky 34 byla identifikace potvrzena
srovnanim se standardem, jedna se o astragalin. U ostatnich latek byla identifikace provedena
na zaklad¢ fragmentacniho chovani a dostupné literatury [9, 55] - latka 15 s m/z 611 odpovida
kaempferol-sophorosidu, latka 23 s m/z kaempferol-acetyl sophorosidu, latka 25 s m/z 611

kaempferol dihexosidu, latky 26 a 27 s m/z 651 kaempferol acetyl hexosidu.
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Obrazek 32: Optimalizovana separace latek ve vzorku bobule

(1- kys. chinova, 2, 3-derivaty kys. chinové, 4-glukotropaeolin, 9-kys. chlorogenova, 10-kys. 4-
hydroxybenzoova, 11-kys. kaffeoylchinova, 13-kys. kavova, 17, 19-kys. kumaroylchinova, 18-derivat
kvercetinu, 23- derivat kaempferolu, 28-isokvercitrin, 29-kaempferol-rutinosid, 31-derivat kvercetinu,
32-kys. 0-kumarova, 35, 38-derivat kvercetinu, 39-kys. p-kumarova)

Kolona Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 pm), mobilni faze: ACN/H20 (pH 2,5), gradient: 0 min-
10 % ACN, 3 min-20 % ACN, 5 min-36 % ACN, 6 min-50 % ACN, 7 min-10 % ACN, pritok: 0,5
ml/min, teplota kolony: 30°C, davkovani: 2 pl, detekce: ESI/SIM.
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Obrazek 33: Optimalizovand separace latek ve vzorku listu

(1-k. chinova, 2,3-derivaty k. chinové, 4-glukotropaeolin, 5-k. kaffeoylkumarova, 6-k. neochlorogenova, 9-.
chlorogenova, 10-k. 4-hydroxybenzoova, 11-k. kaffeoylkumarova, 13-k. kavova, 16, 17, 19-k. kumaroylchinova,
18-derivat kvercetinu, 23-derivat kaempferolu, 28-isokvercitrin, 29-kaempferol-rutinosid, 31-derivat kvercetinu,
32-k. o-kumarova, 34-astragalin, 35-derivat kvercetinu, 37-derivat kaempferolu, 38-derivat kvercetinu, 39-k. p-
kumarova)

Kolona Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 um), mobilni faze: ACN/H20 (pH 2,5), gradient: 0 min-10 % ACN,
3 min-20 % ACN, 5 min-36 % ACN, 6 min-50 % ACN, 7 min-10 % ACN, pritok: 0,5 ml/min, teplota kolony:
30°C, davkovani: 2 pl, detekce: EST/SIM.
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Obrazek 34: Optimalizovana separace latek ve vzorku stonku

(1-k. chinova, 2,3-derivaty k. chinové, 4-glukotropaeolin, 9-k. chlorogenova, 10-k. 4-hydroxybenzoova, 11-k.
kaffeoylchinova, 13-k. kavova, 17, 19-k. kumaroylchinova, 28-isokvercitrin, 29-kaempferol-rutinosid, 31-derivat
kvercetinu, 32-k. o-kumarova, 35-derivat kvercetinu, 37-derivat kaempferolu, 38-derivat kvercetinu, 39-k. p-
kumarova)

Kolona Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 pwm), mobilni faze: ACN/H,0 (pH 2,5), gradient: 0 min-10 % ACN,
3 min-20 % ACN, 5 min-36 % ACN, 6 min-50 % ACN, 7 min-10 % ACN, pritok: 0,5 ml/min, teplota kolony:
30°C, davkovani: 2 pl, detekce: ESI'/SIM.
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Obrazek 35: Optimalizovana separace latek ve vzorku éerven)'Ich kvéta
(1-k. chinova, 2,3-derivaty k. chinové, 4-glukotropaeolin, 5-k. kaffeoylchinova, 6-k. neochlorogenova, 7,8-k.
kumaroylchinova, 9-k. chlorogenova, 10-k. 4-hydroxybenzoova, 11-k. kaffeoylchinova, 13-k. kavova, 15-
derivat kaempferolu, 16, 17, 19-k. kumaroylchinova, 18-derivat kvercetinu, 21-myricetin hexosid, 22-derivat
kvercetinu, 23, 24, 25, 26, 27-derivat kaempferolu, 28-isokvercitrin, 29-kaempferol- rutinosid, 31-derivat
kvercetinu, 32-k. o-kumarova, 34-astragalin, 35-derivat kvercetinu, 37-derivat kaempferolu, 38-derivat
kvercetinu, 39-k. p-kumarova)
Kolona Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 um), mobilni faze: ACN/H20 (pH 2,5), gradient: 0 min-10 % ACN,
3 min-20 % ACN, 5 min-36 % ACN, 6 min-50 % ACN, 7 min-10 % ACN, pritok: 0,5 ml/min, teplota kolony:
30°C, davkovani: 2 pl, detekce: EST/SIM.
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Obrazek 36: Optimalizovana separace latek ve vzorku zlutych kvéti

(1-k. chinova, 2,3-derivaty k. chinové, 4-glukotropaeolin, 5-k. kaffeoylchinova, 6-k. neochlorogenova, 7,8-k.
kumaroylchinova, 9-k. chlorogenova, 11-k. kaffeoylchinova, 10-k. 4-hydroxybenzoova, 13-k. kdvova, 16, 17,
19-k. kumaroylchinova, 18-derivat kvercetinu, 21-myricetin hexosid, 22-derivat kvercetinu, 23-derivat
kaempferolu, 23, 24, 25, 26, 27-derivat kaempferolu, 28-isokvercitrin, 29-kaempferol- rutinosid, 31-derivat
kvercetinu, 32-k. o-kumarova, 34-astragalin, 35-derivat kvercetinu, 37-derivat kaempferolu, 38-derivat
kvercetinu, 39-k. p-kumarova)

Kolona Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 pwm), mobilni faze: ACN/H,0 (pH 2,5), gradient: 0 min-10 % ACN,
3 min-20 % ACN, 5 min-36 % ACN, 6 min-50 % ACN, 7 min-10 % ACN, pritok: 0,5 ml/min, teplota kolony:
30°C, davkovani: 2 pl, detekce: ESI/SIM.
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3.4.2 Kvantifikace fenolickych latek a glukosinolatu

Kvantitativni stanoveni bylo provedeno metodou kalibracni kiivky. Kalibra¢ni roztoky
byly proméfeny tiikrat na deviti koncentra¢nich hladinach. Koncentracni rozmezi
jednotlivych standardd jsou uvedena v tabulce 2. Regresni diagnostika byla provedena
v programu QC Expert 2.9 (TriloByte, CR). Nejprve byla provedena kritika dat a nasledné
bylo vyuzito grafickych diagnostik (Pregibontv graf, Wiliamsuv graf, L-R graf, Jacknife
rezidua a McCulloh-Metertv) na odhaleni a odstranéni vlivnych bodu. Poté byla provedena
kritika metody a modelu na hladin€ vyznamnosti 95 %. Vyznamnost regresnich parametrii
byla testovana pomoci Studentova t-testu. Regresni parametry se smérodatnymi odchylkami a
koeficient determinace jsou uvedeny v tabulce 6. Meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti

(LOQ) byly stanoveny jako trojnasobek, resp. desetinasobek odstupu signalu od Sumu.

Tabulka 6: Regresni parametry, meze detekce a meze stanovitelnosti pro jednotlivé latky.

Latka LOD LOQ Smérnice Usek R?
[ng/ml] [ng/ml]
kyselina chinova 2,16 7,2 524259+5704 1874544692 0,9995
glukotropaeolin 3,86 12,8 284128+4058 179153+42122 0,9994
kyselina chlorogenova 1,59 5,3 1930057+£7024 N, P=0,39 0,9999
astragalin 0,40 1,3 104127847580 41645+14834  0,9997
isokvercitrin 0,69 2,3 921907+8916  46681+20678  0,9995

Fenolické latky s glukosinolatem byly kvantifikovany s vyuzitim kalibraénich zavislosti
Vv jednotlivych extraktech pfipravenych z riznych ¢asti lichofefiSnice vétsi. Byla sledovana
rizna Uprava vzorku rostliny pfed skladovanim a vliv extrakce na obsah fenolickych latek a
glukosinolatu. Postup ptipravy jednotlivych extrakt je uveden v experimentdlni casti
v kapitole 2.3.1. Extrakty byly zfedény v poméru 1:10 a proméfeny optimalizovanou
HPLC/MS/MS metodou celkem tiikrat. Obsah jednotlivych latek u suSenych vzorku je
Vv tabulce 7, ostatni vzorky jsou uvedeny v piiloze (tabulky P5-P8). Vysledky jsou uvedeny
V ug/g Cerstvého materialu. Jednotlivé casti byly po utrZeni navdZeny a ihned zpracovany
nebo ususeny ¢i zmrazeny, protoze obsah vody byl v riznych ¢astech rostliny rizny a velice
rychle se ménil. Mnozstvi vody hraje vyznamnou roli pii porovnani jednotlivych ¢&asti
rostliny. U listd obsah vody zaujimal zhruba 85 %, u kvéti 91 %, u bobuli 87 % a u stonku
91 %.
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Tabulka 7: Zastoupeni jednotlivych latek v susenych vzorcich, koncentrace pg/g.

VZOREK
LATKA" CiSLO| B1 L1 L1b s1 C1 71
kyselina chinova 1 1,79 2,25 3,12 1,37 3,23 5,35
derivat kyseliny chinové 2 223,4 188,5 206,8 19,76 97,88 92,30
derivat kyseliny chinové 3 50,28 66,32 69,93 5,63 37,34 50,04
glukotropaeolin 4 638,1 1294,2 1184,4 241,3 729,2 809,7
kyselina kaffeoylchinova 5 <LOD | <LOQ <LOD <LOD 1,00 2,19
kyselina neochlorogenova 6 <LOD 3,81 1,46 <LOQ 26,50 44,23
kyselina kumaroylchinova 7 <LOD 0,69 0,51 <LOQ 17,63 47,86
kyselina kumaroylchinova 8 <LOQ 0,65 0,66 <LOQ 36,37 61,75
kyselina chlorogenova 9 18,65 403,6 459,5 60,73 100,1 114
kyselina kaffeoylchinova 11 1,39 34,59 30,11 4,97 5,57 7,07
kyselina kumaroylchinova 12 <LOD 2,13 3,13 <LOD 4,65 9,39
derivat kvercetinu 14 <LOD | <LOD <LOD <LOD 2,37 0,31
derivat kaempferolu 15 <LOD | <LOD <LOD <LOD 11,83 0,68
kyselina kumaroylchinova 16 <LOD 2,18 3,79 <LOD 5,68 10,26
kyselina kumaroylchinova 17 <LOQ 135,9 307,9 1,19 16,86 23,73
derivat kvercetinu 18 1,050 5,29 11,37 0,73 14,12 17,44
kyselina kumaroylchinova 19 0,850 1744 326,2 2,33 14,99 27,55
derivat kvercetinu 20 <LOD | <LOD <LOD <LOD 0,21 <LOQ
myricetin hexosid 21 <LOD | <LOD <LOD <LOD 8,93 9,53
derivat kvercetinu 22 <LOQ 3,13 10,08 <LOQ 3,87 2,64
derivat kaempferolu 23 0,62 3,69 0,94 0,23 4115 150,5
derivat kaempferolu 24 <LOD | <LOQ <LOD <LOD 12,11 4,44
derivat kaempferolu 25 <LOD 0,49 0,39 <LOD 58,79 13,06
derivat kaempferolu 26 <LOQ 0,69 0,55 <LOD 74,37 18,13
derivat kaempferolu 27 <LOQ | <LOQ <LOQ <LOQ 411 0,87
isokvercitrin 28 0,84 55,16 53,36 4,87 8,02 10,93
derivat kvercetinu 30 <LOQ 1,93 2,15 0,61 0,48 0,48
derivat kvercetinu 31 9,02 805,9 870,7 112,3 85,67 81,14
derivat kvercetinu 33 <LOD | <LOD <LOD <LOD 0,35 <LOQ
astragalin 34 <LOQ 3,17 3,31 0,10 61,48 21,03
derivat kvercetinu 35 0,44 61,54 61,39 5,83 4,03 3,83
derivat kvercetinu 36 <LOD | <LOD <LOD <LOD <LOD | <LOD
derivat kaempferolu 37 <LOQ | 83,44 104,7 0,92 51,12 35,94
derivat kvercetinu 38 2,69 48,98 52,63 16,67 9,70 10,89

*Derivaty kyseliny chinové byly kvantifikovany pomoci kyseliny chinové, derivaty kyselin
kaffeoylchinové a kumaroylchinové pomoci kyseliny chlorogenové, derivaty kvercetinu

pomoci isokvercitrinu a derivaty kaemferolu pomoci astragalinu.
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Obsah jednotlivych latek byl odlisny v zavislosti na pouzité ¢asti rostliny, upraveé pred
skladovanim a podminkach extrakce.

Ve vzorku bobule bylo nalezeno trojnasobné mnozstvi glukotropaeolinu v porovnani
s fenolickymi latkami. Obsah glukotropaeolinu byl u ¢erstvého vzorku 756,88 pg/g, zatimco
celkovy obsah fenolickych latek byl 273,57 pg/g. Je zajimavé, ze u mrazeného vzorku bobule
se obsah glukotropaeolinu rapidné snizil, a to na 1,52 pg/g. Tento trend lze pozorovat u vSech
¢asti rostliny, je tedy zfejmé, ze Uprava vzorku mrazenim ma na obsah glukotropaeolinu
neptiznivy vliv. Naopak macerovani vzorkli ve 40 ml 70% methanolu po dobu jedné hodiny
zpusobilo zvySeni extrakéni ucinnosti. U bobule obsah glukotropaeolinu vzrostl téméf
dvojnéasobné.

V listu je mnozstvi glukotropaeolinu mensi (1778,46 ng/g), nez je celkovy obsah
fenolickych latek (1900,43 pg/g). List je Casti rostliny, ktera obsahovala nejvyssi mnozstvi
fenolickych latek, coz je patrné i z vysledkl antioxidacni aktivity, kterd byla u vzorku listi
nejvyssi. Zastupci fenolickych latek tvofily hlavné derivaty kvercetinu, které z celkového
obsahu zaujimaly 50 %. Zbylych 35 % pak ptipadalo na kaffeoylchinové a kumaroylchinové
kyseliny, 10 % na kyselinu chinovou a jeji derivaty a pouhych 5 % tvoftily derivaty
kaempferolu. Ptidavkem 0,3% kyseliny mraven¢i pied extrakci doslo ke zvySeni obsahu
fenolickych latek o 52 % na tukor glukotropaeolinu, jehoz mnozstvi Kleslo téméf
devitindsobné. V suseném vzorku listd byl obsah glukotropaeolinu 1294,17 pg/g, obsah
fenolickych latek pak srovnatelny se vzorkem Cerstvym. Mnozstvi latek ve vzorcich listd ze
dvou riznych lokalit byl velmi podobny s jedinym rozdilem v obsahu kyseliny
kumaroylchinové, kde u listti sbiranych v Tiebic¢i bylo dvojnasobné vétsi mnozstvi, coz mohlo
byt zplsobeno i rozdilnou odriidou rostliny.

U cerstvého vzorku stonku bylo pozorovano dvojnasobné vétsi mnozstvi fenolickych
latek (477,32 pg/g) nez u vzorku suseného (253,26 ng/g). Obsah glukotropaeolinu v suseném
vzorku byl 241,25 pg/g, v ¢erstvém vzorku ho bylo trojnasobné vice.

Kvéty jsou Cast rostliny, ktera obsahovala nejvétsi mnozstvi latek s koncentraci nad
limitem detekce a kvantifikace. Je zajimavé, ze zatimco u listu, stonku a bobule tvotily hlavni
zastupce fenolickych latek derivaty kvercetinu, u Cervenych kvéti nejvétsi podil zaujimaly
derivaty kaempferolu, coz koresponduje s publikovanymi vysledky [9]. Z celkového obsahu
fenolickych latek tvofily 60 %, naopak derivaty kvercetinu pouhych 14 %. Macerovanim
vzorku v 70% methanolu po dobu jedné hodiny doslo k mirnému narustu obsahu fenolickych
latek. Rozdilem oproti listim je, Ze nedoilo kubytku glukotropaeolinu. Zluté kvéty

obsahovaly o 10 % glukotropaeolinu vice nez kvéty Cervené, ale o 28 % méné fenolickych
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latek. Zatimco u suSeného vzorku cEervenych kvétd bylo mnozstvi derivati kaempferolu
685,29 ug/g, u zlutych kvétd pouze 244,61 ng/g. V literatufe [9] je mnozstvi derivatl
kaempferolu ve Zlutych kvétech dvakrat mensi (296 pg/g) nez v kvétech Cervenych (409
ug/g). Nejvétsi podil z celkového obsahu fenolickych latek ve zlutych kvétech zaujimaly
hydroxyskoticové kyseliny, coz koresponduje s publikovanym c¢lankem [9]. Pridavkem 1%
kyseliny mravenci pied extrakci doslo ke zvyseni obsahu fenolickych latek u ¢ervenych kvéta
0 33 %. U vzorku smési kvéta ptfipravené¢ho z Cerstvé rostliny se po okyseleni 0,3% kyselinou
mraven¢i zvySil obsah glukotropacolinu, coZz je rozdil oproti vzorkim mrazenym, kde
okyselenim doslo k ubytku. V Cervenych a Zlutych kvétech byl identifikovan myricetin
hexosid, ktery v ostatnich ¢astech rostliny nebyl. V literatufe [9] byl obsah myricetinu
dihexosidu v ¢ervenych kvétech vyrazné vyssi (110 pg/g) nez v kvétech zlutych (5 pg/g).
Vzorek suSenych zlutych kvéti obsahoval v porovnani s ostatnimi ¢astmi rostliny nejvetsi
mnozstvi kyseliny chinové (5,35 pg/g). Piidavkem 1% kyseliny mravenci doslo k zvyseni
jejiho obsahu 0 10 %, u Cervenych kvéti doslo k narustu 0 82 %. MraZzenim se mnozstvi

kyseliny chinové u vSech vzorkii mirn€ zvysilo.
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Zavér

Naplni diplomové prace byla identifikace a kvantifikace fenolickych latek spolecné
s glukotropaeolinem ve vzorcich lichofefiSnice vEtsi a také studium antioxidacni aktivity.

Prvni ¢ast diplomové prace je zaméfena na stanoveni antioxidacni aktivity metodami
ABTS a DPPH, stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek a celkového mnozstvi
anthokyanini a vyuzitim spektrofotometrickych technik. V prvni fadé byla provedena
optimalizace metody spocivajici ve vybéru vhodného objemu davkovaného vzorku. Nasledné
byla provedena kalibrace s vyuzitim standardi-Trolox pro ABTS a DPPH, kyselina gallova
pro FCM. Zména absorbance byla piepoctena na celkovou antioxidacni aktivitu, celkové
mnozstvi fenolickych latek a anthokyaninii vztazené na jeden gram cerstvého vzorku. Bylo
zjisténo, Ze nejvetsi antioxidacni aktivita a obsah fenolickych latek je v listech, naopak
nejmensi ve stonku. Bylo potvrzeno, Zze anthokyaniny se ve velké mite vyskytuji v kvétech
rostliny, nejvice v ¢ervené zbarvenych. V ostatnich ¢astech rostliny je jejich obsah vzhledem
ke kvétim zanedbatelny.

Druhd ¢ast diplomové prace byla zaméfena na identifikaci a kvantifikaci fenolickych
latek spole¢né s glukotropaeolinem v methanolickych extraktech. Nejprve byla provedena
optimalizace chromatografické separace a hmotnostné spektrofotometrické detekce. Pro
analyzu latek byla zvolena kolona Kinetex Polar C18 (150 mm % 3 mm X 2,6 um). Separace
probihala za gradientové eluce za pouZiti acetonitrilu a okyselené vody (pH 2,5) jako mobilni
faze. VSechny latky byly separovany do 7,5 minut. Za ucelem identifikace byla pro
protonované a deprotonované molekuly provedena MS/MS analyza ke zjisténi fragmentovych
iontd. Poté byla provedena kalibrace s vyuzitim standardu kyseliny chinové, kyseliny
chlorogenové, glukotropaeolinu, astragalinu a isokvercitrinu. Kalibracni kiivky byly
vyhodnoceny v programu QC Expert a z parametrti linearni regrese byl stanoven obsah
jednotlivych latek v methanolickych extraktech lichofetisnice vétsi. Bylo zjisténo, Ze nejvetsi
mnozstvi fenolickych latek a glukotropaeolinu obsahuji vzorky listl. Zatimco u listl tvoii
hlavni podil fenolickych latek derivaty kvercetinu, u kvétd jsou hlavni zéastupci derivaty
kaempferolu. Nejmensi mnozstvi latek je ve stonku a bobulich. Srovnanim obsahu latek ve
vzorcich s riiznou tpravou pro skladovani se potvrdilo, Ze mraZzenim vzorki rostliny se obsah
glukotropaeolinu prudce snizuje. Piidavkem kyseliny mravenci pifed extrakci dochazi
k velkému zvySeni obsahu fenolickych latek na tkor glukotropaeolinu, jehoz mnozstvi se

vlivem kyseliny snizuje.
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5 PRILOHY

TABULKY

Tabulka P1: Primérné hodnoty TEAC u vzork lichofefisnice vétsi-metoda ABTS.

oznateni TEAC [mmol/g]

C1 0,0463+0,0008
Cla 0,0432+0,0002
C2 0,0463+0,0001
C2c 0,0439:+0,0003

C2d 0,0399::0,0006
71 0,0356::0,0004

~

72 0,0313+0,0003
7.2¢c 0,0196+0,0003

Z2d 0,0173+0,0002

W

C3 0,0428+0,0002
K3c 0,0276+0,0002

Tabulka P2: Primérné hodnoty TEAC u vzorki lichofeti$nice vétsi-metoda DPPH.

oznateni TEAC [mmol/g]

Bl 0,0368+0,0003
Bla 0,0546+0,0004
B2 0,0544+0,0003
B3 0,0405+0,0002
S1 0,0129+0,0001
S3 0,0192+0,0001
L1 0,0646-+0,0002
Lla 0,0607+0,0004
L2 0,0505+0,0002
L1b 0,0654-0,0002
L2c 0,0601+0,0001
L2d 0,0488+0,0002
L3 0,0504+0,0001
L3c 0,0376+0,0003

oznaleni TEAC [mmol/g]

oznateni TEAC [mmolg]

C1 0,0277+0,0003
Cla 0,0271+0,0002
C2 0,0264+0,0003

C2c 0,0285+0,0002
¢2d 0,0299:+0,0003
71 0,0224-+0,0006
72 0,0211+0,0003
Z2c 0,0175+0,0004
Z2d 0,0165+0,0001

C3 0,0257+0,0002
K3c 0,0173+0,00004

Bl 0,0301+0,0002
Bla 0,0531+0,0003
B2 0,0446+0,0002
B3 0,0309+0,0002
S1 0,0084+0,0001
S3 0,0166-+0,0001
L1 0,0595:+0,0002
Lla 0,0595:+0,0002
L2 0,0534:0,0002
L1b 0,0573+0,0005
L2c 0,0568+0,0001
L2d 0,0577+0,0002
L3 0,0509+0,0002
L3c 0,0420-+0,0001
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Tabulka P3: Primérmé hodnoty celkového obsahu fenolickych latek ve vzorcich
lichotefiSnice vEtsi.

oznaceni Kyselina gallova (mg/g) oznaCeni Kyselina gallova (mg/g)

C1 2,4960+0,0133 B1 1,5480+0,0036
Cla 2,5640+0,0127 Bla 2,3900-+0,0212
C2 2,7720+0,0157 B2 2,7780+0,0091
C2c 3,3600+0,0120 B3 1,8927+0,0106
¢2d 3,5840+0,0202 S1 0,5920+0,0115
71 1,9520+0,0430 S3 1,0582+0,0156
72 2,0040+0,0043 L1 4,0205+0,0069
Z2¢c 1,6990-+0,0162 Lla 3,4378+0,0117
Z2d 1,3870+0,0096 L2 4,5300+0,0317
C3 2,3560+0,0096 L1b 3,9500+0,0048
K3c 2,1300-+0,0061 L2c 11,1128+0,0158

L2d 7,0720+0,0104

L3 3,7380+0,0109

L3c 3,8100+0,0113

Tabulka P4: Primérny obsah anthokyaninti ve vzorcich lichofeti$nice veEtsi.

oznaleni mg pg-3-glu/g vzorku oznafeni Mg pg-3-glu/g vzorku

C1 1,1490+0,0078 B1 0,0218+0,0038
Cla 1,1375+0,0007 Bla 0,0181+0,0030
C2 1,1550+0,0006 B2 0,0047+0,0020
C2c 1,4300+0,0032 B3 0,0238+0,0021
C2d 1,5330+0,0055 S1 0,0230+0,0025
71 0,2731+0,0041 S3 0,0390+0,0024
72 0,2729+0,0022 L1 0,0652+0,0041
Z2c 0,1150+0,0019 Lla 0,0570+0,0142
Z2d 0,1019+0,0022 L2 0,0357+0,0030
C3 1,1823+0,0027 L1b 0,0674+0,0052
K3c 0,7950+0,0037 L2c 0,0364:0,0040

L2d 0,0097+0,0039

L3 0,0250+0,0039

L3c 0,0267+0,0029
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Tabulka P5: Zastoupeni jednotlivych latek v mrazenych vzorcich, koncentrace pug/g.

VZOREK
LATKA CIiSLO B2 L2 C2 72
kyselina chinova 1 2,88 3,64 6,13 7,80
derivat kyseliny chinové 2 257,6 213,4 48,93 93,15
derivat kyseliny chinové 3 83,60 44,68 22,09 24,61
glukotropaeolin 4 1,52 340,3 477,1 3,99
kyselina kaffeoylchinova 5 <LOD <LOQ 1,73 2,63
kyselina neochlorogenova 6 <LOQ 1,61 31,55 37,25
kyselina kumaroylchinova 7 <LOD <LOQ 27,08 39,32
kyselina kumaroylchinova 8 <LOQ 0,40 42,32 53,12
kyselina chlorogenova 9 37,62 390,0 95,90 113,6
kyselina kaffeoylchinova 11 0,51 0,94 0,55 0,42
kyselina kumaroylchinova 12 <LOD 1,10 1,65 2,15
derivat kvercetinu 14 <LOD <LOD 1,64 0,18
derivat kaempferolu 15 <LOD <LOD 17,04 0,97
kyselina kumaroylchinova 16 <LOD 1,27 1,75 2,33
kyselina kumaroylchinova 17 1,11 195,1 14,64 25,20
derivat kvercetinu 18 2,75 4,12 16,97 19,27
kyselina kumaroylchinova 19 1,33 264,3 12,95 27,52
derivat kvercetinu 20 <LOD <LOD 0,23 <LOQ
myricetin hexosid 21 <LOD <LOD 9,39 10,20
derivat kvercetinu 22 0,49 3,58 5,40 3,51
derivat kaempferolu 23 0,73 0,89 479,7 182,7
derivat kaempferolu 24 <LOD <LOD 13,32 5,13
derivat kaempferolu 25 <LOQ 0,46 66,97 20,76
derivat kaempferolu 26 <LOQ 0,67 91,25 26,46
derivat kaempferolu 27 <LOQ <LOQ 3,23 1,15
isokvercitrin 28 0,58 26,99 8,28 10,21
derivat kvercetinu 30 <LOQ 1,96 0,50 0,54
derivat kvercetinu 31 21,89 761,7 81,76 93,77
derivat kvercetinu 33 <LOD <LOD 0,36 <LOQ
astragalin 34 0,14 2,59 76,73 24,84
derivat kvercetinu 35 0,96 44,06 2,88 4,03
derivat kvercetinu 36 <LOD <LOD <LOD <LOD
derivat kaempferolu 37 0,31 118,8 58,90 49,75
derivat kvercetinu 38 2,92 38,69 10,72 10,37
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Tabulka P6: Zastoupeni jednotlivych latek v extraktech pfipravenych z cerstvé rostliny,
koncentrace ug/g.

VZOREK
LATKA CiSLO| B3 L3 S3 C3 L3c K3c
kyselina chinova 1 2,27 1,83 4,43 5,18 2,35 2,86
derivat kyseliny chinové 2 167,8 175,2 120,1 55,42 439,4 59,60
derivat kyseliny chinové 3 18,48 23,31 21,85 10,79 157,1 11,76
glukotropaeolin 4 756,9 1778,5 708,7 766,3 1737,1 1032,2
kyselina kaffeoylchinova 5 <LOD <LOQ 0,44 1,54 <LOQ 21,86
kyselina neochlorogenova 6 <LOQ 2,37 5,76 26,43 1,92 21,46
kyselina kumaroylchinova 7 <LOQ | <LOQ 1,25 21,09 <LOQ 16,82
kyselina kumaroylchinova 8 <LOQ <LOQ 1,32 40,43 <LOQ 29,44
kyselina chlorogenova 9 40,26 402,5 | 74,63 78,09 416 82,54
kyselina kaffeoylchinova 11 4,05 14,08 6,73 5,67 40,57 40,81
kyselina kumaroylchinova 12 <LOD 0,55 <LOQ 1,97 0,54 1,32
derivat kvercetinu 14 <LOD | <LOD <LOD 2,87 <LOD 1,72
derivat kaempferolu 15 <LOD |[<LOD |<LOD 12,38 <LOD 8,84
kyselina kumaroylchinova 16 <LOD 0,44 <LOD 2,49 0,62 1,50
kyselina kumaroylchinova 17 0,92 107,8 2,16 15,49 112,1 11,85
derivat kvercetinu 18 2,02 5,16 4,92 15,74 4,13 13,85
kyselina kumaroylchinova 19 1,29 150,1 3,71 12,41 145,6 10,58
derivat kvercetinu 20 <LOD |<LOD <LOD 0,21 <LOD <LOD
myricetin hexosid 21 <LOQ 0,34 0,45 8,19 <LOD 6,78
derivat kvercetinu 22 0,45 3,48 2,30 3,62 3,97 4,03
derivat kaempferolu 23 1,87 2,06 3,58 438,1 0,79 430,3
derivat kaempferolu 24 <LOD | <LOD <LOQ 12,42 <LOD 12,95
derivat kaempferolu 25 <LOQ 0,37 0,15 49,75 0,29 61,55
derivat kaempferolu 26 0,21 0,54 0,19 67,09 0,44 74,83
derivat kaempferolu 27 <LOD |<LOD [<LOD 3,09 0,16 1,88
isokvercitrin 28 5,23 200,3 6,89 17,82 64,84 7,06
derivat kvercetinu 30 <LOQ 1,87 0,98 0,31 1,89 0,35
derivat kvercetinu 31 22,81 626,3 187,2 54,63 701,5 55,44
derivat kvercetinu 33 <LOD |[<LOQ <LOD 0,39 <LOD 0,39
astragalin 34 0,24 17,16 0,27 73,89 4,64 68,37
derivat kvercetinu 35 1,12 41,73 941 2,96 30,06 1,70
derivat kvercetinu 36 <LOD |<LOD <LOD | <LOD <LOD <LOQ
derivat kaempferolu 37 0,25 69,40 1,37 35,15 91,14 41,97
derivat kvercetinu 38 2,20 27,22 9,03 6,48 33,58 7,60

77




Tabulka P7: Zastoupeni jednotlivych latek v extraktech ptipravenych z mrazenych vzorkt s

piidavkem kyseliny mravenci, koncentrace pg/g.

VZOREK
LATKA CiSLO| L2c L2d Z2c Z2d C2c Cc2d
kyselina chinova 1 9,20 15,42 7,37 8,56 21,38 34,42
derivat kyseliny chinové 2 672,9 427,9 19,94 17,26 47,55 111,3
derivat kyseliny chinové 3 165,3 121,6 11,56 7,56 18,54 31,31
glukotropaeolin 4 191,4 51,73 347,0 145,2 98,81 30,19
kyselina kaffeoylchinova 5 0,41 0,45 1,62 1,67 0,46 0,50
kyselina neochlorogenova 6 7,00 7,24 26,22 23,22 7,19 8,44
kyselina kumaroylchinova 7 <LOQ 0,57 51,22 52,02 5,84 6,46
kyselina kumaroylchinova 8 0,44 0,68 64,93 61,07 13,46 14,14
kyselina chlorogenova 9 803,9 771,1 86,40 84,92 127,00 155,8
kyselina kaffeoylchinova 11 <LOD <LOD | <LOD <LOD <LOD <LOD
kyselina kumaroylchinova 12 1,06 1,61 2,19 2,18 1,21 1,32
derivat kvercetinu 14 <LOD |[<LOD <LOD <LOD 1,98 2,69
derivat kaempferolu 15 |<LOD <LOD 0,24 0,16 17,29 15,54
kyselina kumaroylchinova 16 1,37 1,88 2,47 2,22 1,72 1,49
kyselina kumaroylchinova 17 63,55 147,4 22,70 25,58 22,25 23,16
derivat kvercetinu 18 95,39 77,50 15,37 18,15 71,72 68,83
kyselina kumaroylchinova 19 85,69 161,4 31,42 31,35 20,82 20,30
derivat kvercetinu 20 <LOD |[<LOD 0,32 0,30 <LOQ <LOQ
myricetin hexosid 21 0,88 0,21 11,46 9,95 5,41 6,52
derivat kvercetinu 22 15,45 14,59 8,00 9,31 15,42 17,04
derivat kaempferolu 23 4,79 3,04 106,2 109,1 680,8 718,4
derivat kaempferolu 24 0,12 <LOQ 2,73 2,72 19,95 20,65
derivat kaempferolu 25 0,66 0,60 33,35 38,04 41,10 48,15
derivat kaempferolu 26 0,86 0,90 47,45 48,24 50,69 64,88
derivat kaempferolu 27 <LOQ |<LOQ 1,85 1,61 0,93 0,87
isokvercitrin 28 124,32 | 49,23 5,04 5,17 9,99 11,37
derivat kvercetinu 30 1,65 1,75 0,74 0,73 0,81 0,79
derivat kvercetinu 31 12154 | 1216,9 126,2 118,5 152,9 140,4
derivat kvercetinu 33 <LOD <LOD <LOQ <LOQ 0,35 0,41
astragalin 34 5,82 2,09 83,00 85,50 13,46 12,25
derivat kvercetinu 35 130,4 111,3 3,78 3,61 5,31 4,90
derivat kvercetinu 36 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD ([<LOD
derivat kaempferolu 37 133,1 115,2 111,6 123,9 29,27 33,43
derivat kvercetinu 38 77,82 61,72 9,44 9,25 10,15 10,87
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Tabulka P8: Zastoupeni jednotlivych latek v mrazenych vzorcich po maceraci, koncentrace

He/g.
VZOREK

LATKA CIiSLO Bla Lla Cla
kyselina chinova 1 1,13 2,92 3,98
derivat kyseliny chinové 2 85,57 83,80 41,40
derivat kyseliny chinové 3 31,80 23,72 12,79
glukotropaeolin 4 1397,9 7119 858,1
kyselina kaffeoylchinova 5 <LOD <LOQ 1,64
kyselina neochlorogenova 6 <LOD 2,70 34,61
kyselina kumaroylchinova 7 <LOD <LOQ 24,56
kyselina kumaroylchinova 8 <LOQ <LOQ 52,22
kyselina chlorogenova 9 16,94 433,3 98,01
kyselina kaffeoylchinova 11 <LOD 1,76 <LOD

kyselina kumaroylchinova 12 <LOD 0,51 6,22
derivat kvercetinu 14 <LOD <LOD 2,98
derivat kaempferolu 15 <LOD <LOD 13,55
kyselina kumaroylchinova 16 <LOD 0,56 7,20
kyselina kumaroylchinova 17 0,52 21,78 18,24
derivat kvercetinu 18 3,03 9,46 21,44
kyselina kumaroylchinova 19 0,75 32,42 17,84

derivat kvercetinu 20 <LOD <LOD 0,29
myricetin hexosid 21 <LOD <LOQ 11,09

derivat kvercetinu 22 0,39 2,70 4,47
derivat kaempferolu 23 0,57 0,79 483,9
derivat kaempferolu 24 <LOD <LOD 12,27
derivat kaempferolu 25 <LOQ 0,17 60,68
derivat kaempferolu 26 <LOQ 0,19 75,03
derivat kaempferolu 27 <LOD <LOD 3,36

isokvercitrin 28 1,19 70,09 9,35
derivat kvercetinu 30 <LOQ 1,97 0,39
derivat kvercetinu 31 14,26 780,1 73,69

derivat kvercetinu 33 <LOD <LOD 0,30
astragalin 34 <LOD 3,06 60,08

derivat kvercetinu 35 0,94 77,26 4,09
derivat kvercetinu 36 <LOD <LOD <LOD
derivat kaempferolu 37 0,17 53,36 46,79
derivat kvercetinu 38 4,48 79,49 9,70
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Obrazek P1: Zavislost mezi celkovym obsahem fenolickych latek a celkové antioxidacni
aktivity stanovené metodou DPPH.

50 1
45 -
40 -
357 y = 58,383x - 0,0217
3,0 - R? = 0,7003

25 -
2,0 1
15 A
1,0 -
05 -
0,0

FOLIN [mg/g]

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07
ABTS [mmol/g]

Obrazek P2: Zavislost mezi celkovym obsahem fenolickych latek a celkové antioxidacni
aktivity stanovené metodou ABTS.
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Obrazek P3: Separace latek na koloné Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), mobilni
faze: MeOH/H,O+HCOOH (0,3 %), gradientova eluce 20-100 % MeOH za
10 minut, pratok: 0,5 ml/min, teplota kolony: 30°C, davkovani: 2 ul, detekce:
280 nm.
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Obrazek P4: Separace latek na koloné Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), mobilni
faze: MeOH/H20+HCOOH (0,3 %), gradientova eluce: 30-80 % MeOH za
10 minut, pratok: 0,5 ml/min, teplota kolony: 30°C, davkovani: 2 pl, detekce:
280 nm.
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Obrazek P5: Separace latek na koloné Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), mobilni
faze: MeOH/H2,0+HCOOH (0,3 %), gradient: 0 min-25 % MeOH, 8 min-60 %
MeOH, 10 min-100 % MeOH, prutok: 0,5 ml/min, teplota kolony: 30°C,
davkovani: 2 pl, detekce: 280 mn.
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Obrazek P6: Separace latek na koloné Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), mobilni
faze: ACN/H,O+HCOOH (0,3 %), gradient: 0 min-5 % ACN, 10 min-30 %
ACN, 12 min-100 % ACN, prutok: 0,5 ml/min, teplota kolony: 30°C,
davkovani: 2 ul, detekce: 280 mn.
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Obrazek P7: Separace latek na kolon¢ Luna Omega PS (C18, 150 x 3 mm, 5 um), mobilni
faze: ACN/H,O+HCOOH (0,3 %), gradient: 0 min-5 % ACN, 15 min-40 %
ACN, pritok: 0,5 ml/min, teplota kolony: 30°C, davkovani: 2 pl, detekce: 280
mn.
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Obrazek P8: Separace latek na koloné Ascentis Express C18 (150 x 3 mm, 2,7 um), mobilni
faze: ACN/ H20 (pH 2,4), gradient: 0 min-10 % ACN, 10 min- 40 % ACN,
11 min-70 % ACN, pritok: 0,5 ml/min, teplota kolony: 30°C, davkovani: 2 pl,
detekce: ESI/SIM.
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Obrazek P9: Separace latek na koloné¢ Luna Omega PS (C18, 150 X 3 mm, 5 pm), mobilni
faze: ACN/H20 (pH 2,4), gradient: 0 min-10 % ACN, 10 min- 40 % ACN,
11 min-70 % ACN, pratok: 0,5 ml/min, teplota kolony: 30°C, davkovani: 2 pl,
detekce: ESI/MS.
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Obrazek P10: Separace latek na kolon¢ Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 pm), mobilni
faze: ACN/H20 (pH 2,4), gradient: 0 min-15 % ACN, 5 min-36 % ACN,
6 min-50 % ACN, 7 min- 15 % ACN, prutok: 0,5 ml/min, teplota kolony:
30°C, davkovani: 2 pl, detekce: ESI/MS.
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Obrazek P11: Separace latek na koloné Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm, 2,6 um), mobilni
faze: ACN/H20 (pH 2,4), gradient: 0 min-10 % ACN, 5 min-35 % ACN, 6
min-50 % ACN, 7 min-10 % ACN, prutok: 0,5 ml/min, teplota kolony: 30°C,
davkovani: 2 ul, detekce: ESI/MS.
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