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ANOTACE

Tato diplomova prace se vénuje analyze biologicky aktivnich latek obsazenych v raznych
druzich cibule. V teoretické Casti je popsano chemické slozeni cibule a charakteristika
vyznamnych bioaktivnich latek v ni obsazenych. Déle jsou popsany separaCni a spektralni
metody pouzivané ke stanoveni antioxidacni aktivity a jednotlivych latek obsazenych v cibuli.
Experimentalni cast je zaméfena na identifikaci tekavych latek pomoci plynové
chromatografie. Dale je provedena identifikace a stanoveni jednotlivych flavonoida
kapalinovou chromatografii a stanoveni celkového obsahu flavonoidid a fenolickych latek
spektrofotometrickymi metodami. Nakonec je stanovena antioxida¢ni aktivita pomoci metod

DPPH, ABTS a FRAP.

KLICOVA SLOVA

cibule, S-alk(en)ylcystein sulfoxidy, flavonoidy, anthokyany, kapalinova chromatografie,

plynové chromatografie, hmotnostni spektrometrie, antioxidacni aktivita

TITLE

Analysis of the bioactive compounds in onion.

ANNOTATION

The aim of this thesis is the analysis of biologically active compounds contained in various
kinds of onions. The chemical composition and the characteristics of important bioactive
compounds contained in onion are described in the theoretical part. Separation and spectral
methods used for the determination of the antioxidant activity and the individual compounds
contained in the onion are briefly described, too. The experimental part is focused on the
identification of volatile compounds by gas chromatography. Further, the identification and
determination of flavonoids by liquid chromatography and determination of total flavonoids
and phenolic compounds content using spectrophotometric methods are presented. Finally,
the determination of the antioxidant activity using methods DPPH, ABTS and FRAP is
performed.

KEYWORDS

onion, S-alk(en)ylcysteine sulfoxides, flavonoids, anthocyanins, liquid chromatography, gas

chromatography, mass spectrometry, antioxidant activity
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UvVOD

Cibule kuchyriska je jedna z nejdulezit€jSich zemédélskych plodin péstovanych po celém
svété. Existuje mnoho odrud cibule, které se lisi nejen barvou plodiny, ale i chuti. V této
diplomové praci je vénovana pozornost péti druhtim cibule, a to Cervené, Zluté a bilé cibuli,
Salotce a jarni cibulce. Cibule se vyuziva nejen v potravinaistvi k ochuceni pokrmu v riznych
upravach, at’ uz se jedna o Cerstvou nebo suSenou cibuli, ale také v domacim léCitelstvi
napiiklad jako domaci antibiotikum. Cibule je vybornym antioxidantem, vykazuje

antibakterialni a protizanétlivé ucinky.

Cibule obsahuje velké mnozstvi biologicky aktivnich latek. Mezi nejdulezit€jsi patii sirné
slouCeniny a flavonoidy. Sirné slouceniny obsazené v cibuli jsou tékavé latky a jsou
zastoupeny predevsim S-alk(en)ylcystein sulfoxidy, které jsou hlavnimi aromatickymi
prekurzory. Pfijejich St€peni dochdzi k uvolnéni charakteristického zapachu a chuti cibule.
Flavonoidy jsou rostlinné fenolické latky, pfi¢emz se v cibuli vyskytuji pfedev§im flavonoly
a anthokyany. Flavonoly dodavaji urCitym odrudam cibule (napf. Zluté cibuli) zlutou barvu.
Anthokyany jsou pfirodni rostlinna barviva, ktera dodavaji cervenym odridam cibule (napf.
Salotce) Cervenou az fialovou barvu. Kromée téchto latek obsahuje cibule celou tadu

mineralnich latek a vitaming.

K analyze biologicky aktivnich latek obsazenych v cibuli se vyuzivaji hlavné separacni
metody. Ke stanoveni t€kavych latek v cibuli se pouziva ptfedevsim plynovéa chromatografie
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Kapalinova chromatografie ve spojeni
se spektrofotometrickou a hmotnostni detekci se naopak vice hodi k analyze flavonolt
a anthokyanu. K analyze fenolickych latek 1ze samoziejmé vyuzit i plynovou chromatografii,
ale vtom pfipade je nutné latky derivatizovat. Krom¢ separaCnich metod je mozné vyuzit
pii analyze cibule 1 spektrofotometrické metody ke stanoveni antioxida¢ni aktivity, stanoveni

celkového obsahu polyfenola ¢i celkového obsahu flavonoidi a anthokyant.

12



1 TEORETICKA CAST

1.1 Cibule kuchyriska
111 Popis

Cibule (viz obrazek 1), latinsky Allium cepa, patfi do Celedi liliovitych, latinsky Liliaceae.
Radi se mezi dvouleté aZ vytrvalé zeleninové plodiny. Podzemni cibule miZe byt velkéa
az 10 cm, ma zplostély kulovity tvar a je sloZena z nékolika vrstev. Z podzemni cibulky
vyrQstaji  svaz€ité korfeny a dlouhé, trubkovité, velmi UGzké listy zelené barvy. Dale
z ni vyrQsta duta lodyha, kteraje ve spodni Gasti zfetelné nafoukla a v horni Casti je zakoncena
kulovitym kvétenstvim bilé aZz svétle rdzové barvy. Kvétenstvi je vrcholicnaté a lze jej

pozorovat prevazné v ¢ervenci. Rostlina mliZe dosahovat vysky az jednoho metru [1-3].

Obrazek 1: Cibule Zluta [4]

vvvvvv

svété s pribliznou produkci 64 miliond tun, kterou pfekonavaji uz jen rajcéata a melouny. Prvni
zminky o cibuli pochazi ze Stfedni Asie. Jeji péstovani a pouZziti je zndmé uz z obdobi
4000 let pFed nasim letopo&tem. V historii si vojaci ve starovékém Recku a Rimu mysleli,
Ze jim cibule dodava silu a diky nim se dostala pfes Alpy az do stfedni Evropy. Pro staré
Egyptany predstavovala cibule dllezity lék. Olympijskym atletim byla podavana cibule
a Cesnek pro zlepseni sportovnich vykon(l a Evropané léCili pomoci cibule krevni srazeniny
u koni [5-9].

1.1.2 Uprava a vyuziti

Cibule se péstuje na polich a zahradach ze semen nebo ze sazeCek (malé cibulky). Nejlepsi
je slunné prostredi, diky kterému ma charakteristickou jemnou a nasladlou chut’ [8,10].
Ve svété se vyskytuje asi 660 odrid cibule srlznym zabarvenim a chuti [3]. Podle chuti
se déli na tfi skupiny, rozliSuje se ostra, polosladka a sladka cibule. Sladkost neboli chut’

cibule se urCuje rovnovdhou mezi Urovni Stiplavosti (ostrosti) a obsahem cukru v cibuli.
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Zajimavé je, ze ostra cibule muze obsahovat vice cukri nez sladka cibule, ale vysoka
Stiplavost muze pravé zastirat vysoky obsah cukru a nepoklada se tedy za sladkou. Polosladka
cibule ma srovnatelnou chut jako ostra, ale obsahuje méné tékavych silic. Sladkéa cibule
se tedy vyznacuje vysokym obsahem cukru a nizkou urovni §tiplavosti [3,11,12]. Podle barvy
jsou nejbézngj8i bila, zlutd a Cervena cibule [3,5,13]. Barva plodiny souvisi s obsahem
raznych latek [5,14]. Sklizi se koncem Cervence nebo na zaCatku srpna, kdyz zaCne Castecné
Zloutnout a zasychat nat’. Pfed uskladnénim se nechava cibule dukladné vyschnout a je mozné
ji skladovat az tfi ¢tvrté roku [10,15]. Vyjimkou je zelend neboli jarni cibulka, ktera je vlastne
nezralym druhem cibule a musi se skladovat v temnu a v chladu pouze kratkou dobu zhruba

jeden tyden [8].

Cibuli l1ze rozdélit dle uziti do tii kategorii, a to na Cerstvou cibuli, dehydratovanou cibuli
a esencialni oleje z cibule [8,12]. Cibule je nepostradatelnou slozkou jidelnicku a setkame
se s ni v kazdé kuchyni pfi ptipravé nejraznéjsich jidel [3,8]. Cibule zlepsuje chut’ k jidlu,
zvySuje sekreci travicich §t'av v zaludku a ve stievech, tvorbu pankreatickych enzymu a zluce
[1,11]. Snizuje hladinu cholesterolu a cukru v krvi, pouziva se pii 1écbé aterosklerozy
avysokého krevniho tlaku [3,15,16]. Cibule je antibioticky aktivni vaci grampozitivnim
i gramnegativnim bakteriim [1,3]. Obsahuje velké mnozstvi antioxidantt, které vykazuji
ochranné vlastnosti proti riznym degenerativnim onemocnénim, jako jsou kardiovaskularni
aneurologickd onemocnéni, rakovina a dalsi dysfunkce zalozené na oxida¢nim stresu
[7,16,17]. Dale vykazuje i1 protizanétlivé a antibakterialni u¢inky, protoze obsahuje fytoncidy,
coz jsou latky, které nici bakterie, plisné a jednoduché jednobunétné organismy [1,10,11].
Nejvyssi fytoncidni aktivitu vykazuji zralé cibule a vliv mé& i barva. Bylo prokazano,

ze Cervena cibule ma vy$si antibakterialni aktivitu nez cibule bila [11].

Stavu z cibule Ize smichat s medem a uZivat pii nachlazeni. Cibulovou §4avu je mozné vyuzit
1 na Spatn€ se hojici a hnisavé rany. V lidovém léCitelstvi se pouziva pii bodnuti hmyzem,
protoze zmirfiuje otok a svédéni, na oSetfeni bradavic nebo plisni na nohou ¢i jako prevence
proti vypadavani vlast [1,3,10]. Mimo jiné ma cibule afrodiziakalni G¢inky [8]. Dale lze
z Cerstvé cibule pfipravit tinktura v lihu, kterd se uziva proti trichomondze, coz je onemocnéni
zpusobené biCenkou poSevni a patii mezi pohlavné prenosné infekce [1,11]. SuSena cibule
se v lidovém lécitelstvi tolik nevyuziva, protoze ztraci svou ucinnost. Vyjimecné se pridava
do Cajovych smési [1] a témé&f vyhradné se pouziva v kuchyni jako dochucovadlo [18]. Cibuli

je mozné vyuzit i pfi homeopatické 16¢be [1].
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Nevyhodou pfi zpracovani cibule je uvoliovani kyseliny propylansulfonové a silic
obsahujicich slougeniny siry, které drazdi nosni sliznice a oci. Také mlze byt mirné toxicka
pfi skladovani v rozkrojeném stavu po dobu del3i nez 24 hodin. Cibule by se neméla pouZivat
pri viedovych onemocnénich Zaludku a dvanactniku, akutnich onemocnénich Zaludku a stfev,
jater, ledvin a mocového méchyre, protoze silice jsou drazdivé a mohou pribéh onemocnéni
ztizit [1,11]. Konzumace nadmérného mnozstvi cibule na laény Zaludek mlZe zplsobit
nezadouci Ucinky jako plynatost, gastrointestinalni symptomy (pocit paleni, prdjem, nauzea
atd.) a zmény ve stfevni mikrofléfe. U nékterych velmi citlivych osob se mohou pfi uZiti
Cerstvé cibule na kiZi objevit i dermatologické problémy (alergickd dermatitida, puchyre

a popaleniny) [3].

1.2 Chemicke slozeni cibule

SloZeni cibule je velmi pestré. VétSinu hmotnosti Cerstvé cibule tvori voda, ktera predstavuje
80 az 95 % [3,8,12]. Susina cibule se sklada hlavné z glycidl, coZ jsou cukry, pektiny,
vlaknina a hemiceluléza. Cibule obsahuje velké mnozstvi cukril jako napf. glukézu, fruktézu,
arabinézu, ribézu, sacharézu a dalsi [1,11]. MnozZstvi cukr(l zavisi na odriidé a podminkéch
pfi péstovani [11]. Cibule obsahuje predevsim dvé dllezité skupiny latek, a to sirné
slouceniny a flavonoidy [19,20]. Mezi sirné slouceniny patfi hlavné alliin a isoalliin, které
jsou prekurzory aroma [3,8]. Mezi flavonoidy nalezené v cibuli se fadi flavonoly jako
kvercetin a jeho glykosidy a anthokyany, které obsahuje pfedevsim Cervena cibule [3,8,12].
Déle cibule obsahuje i mineralni latky jako je draslik, vapnik, Zelezo, mangan, zinek a kobalt
Ci organické kyseliny (napf. kyselinu citronovou) [3,11,12]. Kromé téchto latek obsahuje
cibule celou fadu vitamind, zejména vitamin C, vitaminy skupiny B (hlavné B1 a B:)
avitamin E [1,3,10]. V zelené nati se vyskytuje provitamin A [10,11]. Listy ani cibule

neobsahuji Skrob, ale obsahuji podobnou latku fruktan [6,11].

121 Teékavé latky v cibuli

Silice neboli etherické oleje jsou smési tékavych latek obsaZenych v pfirodnich materidlech
vyskytujici se v rliznych ¢astech rostlin. Silice se ziskavaji z rostlin nejcastéji destilaci s vodni
parou, lisovanim, extrakci nepolarnimi rozpoustédly nebo méné pouZivanou anflerazi
(k extrakci se pouZivaji tuky). Silice obsahuji velky podil terpenovych uhlovodiki, které
nemaji vliv na aroma silic, ale omezuji rozpustnost silic ve zfedéném ethanolu a zhor3uji
jejich kvalitu. Odstranuji se destilaci, extrakci nebo adsorpci na vhodny sorbent a vznikaji
deterpenované silice. Nositeli aroma silic jsou kyslikaté latky jako alkoholy, aldehydy, estery
a dalsi [21].



Mezi dominantni t€kavé latky v cibuli patfi predev§im sirné slouCeniny, jejichz obsah
je okolo 98 % vsech tekavych latek [18]. Vznikaji plsobenim enzymu allinaza, ktery
katalyzuje hydrolyzu S-alk(en)ylcystein sulfoxidi. S-alk(en)ylcystein sulfoxidy jsou hlavni
aromatické prekurzory, které pii St€peni enzymem uvolfiuji charakteristicky zépach a chut
cibule [8,19,22]. Mezi nejbéznéjsi zastupce (viz obrazek 2) se fadi S-methylcystein sulfoxid
(methiin), S-propylcystein sulfoxid (propiin), S-allylcystein sulfoxid (alliin) a S-(propen-
I-yD)cystein sulfoxid (isoalliin) [3,8,12]. Obsah isoalliinu je v cibuli okolo 80 % a je tedy

zodpovedny za vét§inu chut'ové chemie v cibuli [8,17].

ﬁ NH, ﬁ NH»
H3C/S\)\COOH Hee” N S\)\COOH
methiin propiin
O NH, ﬁ\)N\Hz
Hch/S\/j\COOH H3C/\/S COOH
alliin isoalliin

Obrazek 2: Struktura S-alk(en)ylcystein sulfoxidi obsazenych v cibuli

Enzym allinaza a S-alk(en)ylcystein sulfoxidy se v neporuSené tkani cibule vyskytuji
v oddé€lenych bunéénych kompartmentech [8]. Allindza je glykoprotein s obsahem
uhlovodika ulozeny ve vakuolach [8,17,23] a S-alk(en)ylcystein sulfoxidy jsou sekundarni
aminokyseliny ulozené v cytoplazme [17,23]. V piipad€ poruSeni tkan€ cibule krajenim,
rozmackanim, vafenim nebo Zvykanim nastava proces hydrolyzy S-alk(en)ylcystein sulfoxida
za vzniku o-iminopropionové kyseliny a S-alk(en)ylcystein sulfenové kyseliny [8,24,25]. Obé
tyto kyseliny jsou nestabilni a ithned se rozkladaji. a-iminopropionova kyselina se hydrolyzuje
na kyselinu pyrohroznovou a amoniak [8,19,25]. Koncentrace vzniklé kyseliny pyrohroznové
se Casto vyuziva jako méfitko chuti a ostrosti cibule [3,8,12]. Slaba chut’ cibule je hodnocena
jako obsah cca 2 pumol kyseliny pyrohroznové na gram cibule a silna (ostra) chut jako
15 az 20 umol kyseliny pyrohroznové na gram cibule [12]. S-alk(en)ylcystein sulfenové
kyseliny se okamzité preskupi na tepelné nestabilni thiosulfinaty, které se rozkladaji
za vzniku asi padesati slouCenin obsahujicich siru. Mezi tyto slouCeniny patfi thiosulfonaty,
mono-, di- a trisulfidy, thiofeny a specifické sirné slouCeniny napt. thiopropanal sulfoxid,

ktery je také n€kdy nazyvan jako slzny faktor [8,24,25].

Vétsina sirnych sloucenin se vyskytuje 1 v dalSich druzich zeleniny stejného druhu, jako
je napt. Cesnek, a jsou zodpovédné za jejich aroma. Mezi nejvice zastoupené latky v cibuli

se fadi dipropyldisulfid, dipropyltrisulfid a propenyldisulfid. Dale se v cibuli vyskytuje
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dimethylsulfid, dimethyldisulfid, dimethyltrisulfid, dipropylsulfid, dipropenylsulfid,
propylensulfid, methylpropyldisulfid, methylpropyltrisulfid, 5-methyl-1,3-thiazol, 2,5-
dimethylthiofen, 3,4-dimethylthiofen, 1,2,4-trithiolan, cis- a fraxs-methyl-1-propenyldisulfid,
cis- a /raws-propenylpropyldisulfid, methyl-2-propenyldisulfid a methyl-2-propenyltrisulfid
[3,12,19,26]. Srostouci teplotou (napf. pfi suseni) se obsah latek mlze ménit. Napriklad
nejvice zastoupeny dipropyldisulfid z cibule témér vymizi, ale dalsi latky se mohou objevit
jako dimethylsulfid nebo dimethyltrisulfid [18].

Déle lIze v cibuli nalézt i men$i mnozstvi aldehydd tékavych latek. Aldehydy v ovoci
a zeleniné jsou povazovany za klicové komponenty aroma [18]. Mezi aldehydy vyskytujici
se v cibuli patfi hexanal, benzaldehyd, propanal, nonanal, nonenal, 2-methyl-2-pentenal,
[E]-2-heptenal, [E]-2-oktenal, 2-methylbutanal a 3-methylbutanal [12,18,19,27]. S rostouci

teplotou pfi suseni sejejich obsah zvySuje [18].

1.2.2 Fenolické latky v cibuli

Fenolické latky jsou slouceniny nachézejici se ve vSech rostlinach jako jejich sekundarni
metabolity. Vznikaji béhem normalniho vyvoje rostlin nebo také jako reakce na stresové
podminky (infekce, poranéni, UV zafeni). V rostlinach nejsou tyto latky rovnomeérné
rozmistény. Nerozpustné fenoly se vyskytuji v bunécnych sténéch, zatimco rozpustné fenoly
jsou umistény ve vakuolach. Fenolické latky se déli na fenolové kyseliny, flavonoidy,
kumariny, taniny, stilbeny, ligniny a lignany. V rostlinach slouZi jako antioxidanty, ochrana
proti UV zéfeni, dodavaji rostlindm barvu (pigment), lakaji opylovace a jiné. Jsou soucasti
rostlinné potravy a pfispivaji kjejich chuti (hofkost, trpkost), vini ¢i barvé. Fenolické latky
jsou zdravi prospésné latky s antioxidacnimi vlastnostmi a vykazuji preventivni G¢inky proti

kardiovaskularnim onemocnénim, neurodegenerativnim onemocnénim ¢i rakoviné [28,29].

Fenolické latky lze stanovit jak spektrofotometricky, tak i pomoci separaCnich technik.
Ke kvantifikaci rdznych strukturnich skupin fenolickych slouéenin existuje celd Fada
spektrofotometrickych metod, mezi které patfi stanoveni celkového mnozstvi polyfenolickych
latek Folin-Ciocalteuovou ¢i Folin-Denisovou metodou, stanoveni celkového mnoZstvi
flavonoid(l pomoci hlinité soli a dusitanu, stanoveni anthokyand pH diferencialni metodou
amnohé dalsi [28,29].

K rozdéleni a kvantifikaci fenolickych latek se vyuZiva jak kapalinova, tak i plynova
chromatografie Ci kapilarni elektroforéza (Capillary Zone Electrophoresis - CZE). Plynovou
chromatografii 1ze vyuZit ke stanoveni fenolovych kyselin a flavonoid(, ale tyto latky je tfeba
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pted analyzou derivatizovat napf. methylaci nebo pfeménou na trimethylsilyl derivaty.
Na rozdil od plynové chromatografie se kapalinova chromatografie hodi vice k analyze vSech

fenolickych latek. Obe¢ tyto techniky se Casto spojuji s hmotnostni spektrometrii [28-30].

Mezi nejvyznamnéjSi skupiny fenolickych latek v cibuli patfi flavonoidy, anthokyany

a fenolové kyseliny [7,19,31].

Stanoveni celkového obsahu polyfenolickych latek (Total Phenolic Content, TPC) se provadi
spektrofotometricky Folin-Ciocalteuovou metodou [5]. Tato metoda je zalozena na redukci
komplexu kyseliny fosfomolybdenanu nebo fosfowolframu fenolickymi latkami v alkalickém
prostiedi za vzniku komplexi modrého zbarveni. Folin-Ciocalteuovo Cinidlo se smicha
se vzorkem v urCitém poméru a necha se vhodnou dobu reagovat v temnu. Méfi se absorbance
vzniklého roztoku pii vinové délce 765 nm [29,30]. Vysledky se uvadi jako ekvivalent
kyseliny galové (GAE) [29,32], spiSe vyjimecné i jako ekvivalent rutinu [22] nebo ekvivalent
kyseliny chlorogenové [33]. Celkovy obsah polyfenolickych latek je nejvyssi ve zluté cibuli
(zhruba 750 mg/100 g), poté v Cervené cibuli a nejmensi v cibuli bilé (cca 390 mg/100 g) [5].

Flavonoidy

Flavonoidy jsou rostlinné fenoly, které obsahuji v molekule dva benzenové kruhy spojené
fetézcem tii uhlik. Jsou odvozeny od kyslikaté heterocyklické slouceniny 2H-chromenu,
ktery je substituovan fenylovou skupinou v poloze C-2 a nazyva se flavan (viz obrazek 3)

[21,29,34].

Obrazek 3: Flavan

Vsechny tf1 kruhy mohou byt substituované hydroxyskupinami nebo methoxyskupinami.
Jednotlivé derivaty se lisi stupném oxidace a substituce. Flavonoidy se déli podle stupné
oxidace a substituce C3 fetézce na katechiny, leukoanthokyanidiny, flavanony, flavanonoly,

flavony, flavonoly, anthokyany, chalkony, dihydrochalkony a aurony [21,29,31].

Flavonoidy jsou rozsahlou skupinou polyfenolickych sloucenin s vyznamnymi biologickymi
ucinky [5]. Maji razné funkce jako napf. pfirodni rostlinna barviva, chutové latky a dalsi [21].
Rostlinné fenoly brani rostliny proti u¢inkaim UV zafeni nebo proti patogenim a parazitim

[29,35]. Mimo jiné flavonoidy chrani organismus pied starnutim nebo riznymi
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onemocnénimi jako je rakovina Ci srde¢ni choroby [34-36]. Vyskytuji se ve vSech Castech
rostlin, ale pfedevsim v listech a ve vnéjSich Castech rostlin (napf. vnéjsi vrstvy cibule) [37].
Jsou rozsifené jak v potravinach (ovoce, zelenina, lusténiny atd.), tak i v napojich (kava, vino,
Caj adalsi) a jsou tedy nedilnou soucéasti lidské stravy [29]. Zelenina obsahuje hlavné
kvercetin a jeho glykosidy, ale v mensi mife jsou pfitomny i dalsi flavonoidy jako

kaempferol, luteolin a apigenin [37,38].

Cibule je jednim z hlavnich zdrojl flavonoidi prijimanych ze stravy v mnoha zemich [38,39].
Pro konkrétngjsi predstavu cibule obsahuje cca 300 mg/kg kvercetinu, coZ je v porovnani
s ostatni zeleninou a ovocem pomérné velké mnozZstvi (napf. brokolice obsahuje 100 mg/kg
kvercetinu a jablka 50 mg/kg kvercetinu) [8,19]. V cibuli se vyskytuji dvé hlavni skupiny
flavonoidl, a to flavonoly a anthokyany [3,12,31]. Flavonoly jsou zodpovédné za Zluté
zbarveni duziny a hnédé zbarveni slupky mnoha odrid cibule [3,8]. Flavonoidy se v cibuli
vyskytuji prevazné ve formé glykosidd (viz obrazek 4) [3,19]. Mezi nejznaméjsi patfi
pfedevSim glykosidy kvercetinu, v mensi mife se pak v cibuli vyskytuji i glykosidy
isorhamnetinu a kaempferolu [3,19,22]. VétSina glykosidd v cibuli je tvorena glukézou

v pozici 4, 3 nebo 7 [3].

Obrazek 4: Struktura glykosidd flavonol obsazenych v cibuli [9]

VM vy

Mezi nejbézngjsi flavonoly v cibuli patfi kvercetin-3-rutinosid [5], kvercetin-4'-glukosid
a kvercetin-3,4'-diglukosid [3,36,40]. Tyto dva glukosidy kvercetinu predstavuji v cibuli asi
80 % obsahu vSech flavonoidl [12,31,41]. Dale se v cibuli vyskytuje i samotny aglykon
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kvercetinu, rutinu ¢i kaempferolu, isorhamnetin-4’-glukosid, isorhamnetin-3,4"-diglukosid,

kvercetin-3-glukosid, kvercetin-7,4"-diglukosid, kvercetin-3,7,4"-triglukosid, [12,19,31,42].

Obsah flavonoidil se v riznych druzich cibule lisi a vétSinou klesa v poradi Cervena, zluta
abila cibule [3,5,9], ale napf. ve studii [43] byl obsah flavonoidi ve zluté cibuli vétsi nez
v &ervené cibuli. Cervena cibule obsahuje zhruba dvojnasobek kvercetinu neZ cibule bil4
[7,13]. Bila cibule flavonoidy témér neobsahuje nebo je jejich obsah velmi nizky [3,5,12].
Obsah flavonoidi ve Zluté cibuli je cca 40 mg/100 g a v Cervené cibuli je cca 110 mg/100 g
[5]. Cervena cibule obsahuje velké mnoZstvi polyfenold a je doporutena ke konzumaci
v Cerstvém stavu (napf. v salatech), protoze pii tepelné upravé dochazi k degradaci téchto
latek. Ke ztrate¢ flavonoidi v cibuli beéhem vareni dochazi asi takto: 33 % pfi smazeni,
21 % pti opékani, 14 — 20 % pfi vafeni, 14 % pfi napafovani a 4 % pfi ohfivani v mikrovinné
troub€. Z tohoto vyplyva, ze cibule by se mela konzumovat v Cerstvém stavu nebo pouze
mirné vafend, aby doslo k zachovani bioaktivnich latek, které jsou pro zdravi pfinosné.
Na rozdil od Cerstvé cibule komeréné dodavané dehydratované cibulové produkty obsahuji

malé mnozstvi flavonoida [12].

Zajimavé je, ze obsah latek v cibuli se lisi ve vnéjSich a vnitfnich vrstvach cibule. Nejvyssi
koncentrace flavonolt v cibuli je v suchych vné&jSich vrstvach, tudiz pfi jejim oloupani
dochazi i1 k jejich velké ztrateé [20,44]. Mnozstvi kvercetinu v suché slupce cibule je asi
50 vétsi nez ve vnitfnich vrstvach [13]. Obsah flavonolt se tedy snizuje smérem z vnéjSich
slupek k vnitinim a smérem z horni Casti do zakladu cibule. Divod je ten, ze se obsah

flavonoll zvysuje béhem starnuti bunék cibule, které tvori slupky cibule [9,31].

Celkovy obsah flavonoidi je mozné urcit také spektrofotometricky pfi vinové délce v rozmezi
415 nm az 430 nm jako barevnou zménu roztoku hlinité soli v ptitomnosti flavonoidt. Princip
této metody je zalozen na tvorbé stabilnich komplext chloridu hlinitého s C-3 nebo
C-5 hydroxylovou skupinou flavonold [22,45]. Vysledky se vyjadiuji jako ekvivalent
kvercetinu [45], rutinu [5] ¢i katechinu [39,43].

Anthokyany

Anthokyany jsou velmi rozsahlou skupinou pfirodnich rostlinnych barviv modrého,
Cerveného a fialového zbarveni, které dodavaji barevnost kvétinam, ovoci, zeleniné a dalSim
rostlinam [5,29,46]. Pfitomnost anthokyana v rostlinach je rizna, mtze byt od né€kolika malo
pigmentu (jahody) az po vice nez desitky riznych pigmentil (vinna réva, boruvky) [21]. Jedna

se o pigmenty rozpustné ve vod¢ stabilizované organickymi kyselinami. Vyskytuji
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a protirakovinné vlastnosti a vyuzivaji se k 1é¢b€ riznych onemocnéni [5]. Anthokyany jsou
glykosidy riznych aglykond, které se nazyvaji anthokyanidiny a jsou odvozeny

od flavyliového kationtu (viz obrazek 5) [46,47].

Obrazek 5: Flavyliovy kation
Vsechny anthokyany jsou v poloze C-4 substituovany hydroxylovou skupinou a lisi
se substituci v ostatnich polohach. Mezi nejvyznamnéjsi anthokyanidiny v potravinach patii
kyanidin, pelargonidin, peonidin, delfinidin, malvidin a petunidin [46,47]. Soucasti struktury
mohou byt 1 sacharidy, které jsou vazany v poloze C-3. Druh cukru vSak nema vliv
na chemické vlastnosti konkrétniho barviva [21]. Glykosidy kyanidinu, delfinidinu

a pelargonidinu patii mezi nejrozsirenéjsi v ptirodeé [47].

Riznou barevnost cibule zpusobuje primarn€ obsah anthokyani ve slupkach cibulky.
Anthokyany dodavaji Cervenou az fialovou barvu Cervenym odrudam cibule a vyskytuji
se prevazné ve formeé glykosida [3,14]. Neékteré glykosidy jsou esterifikovany aromatickymi
nebo alifatickymi kyselinami a jejich kombinaci vznika velk4 Skéala slou€enin. Aromaticka
acylace zvySuje stabilitu anthokyani intramolekularnim shlukovanim anthokyant
s polyfenoly. Jednou z nejbéznéjsich forem alifatické acylace je malonylace, ktera je dilezita
pro zvySeni rozpustnosti pigmentu ve vode¢, kochrane glykosylovych skupin pied

enzymatickou degradaci a zvySeni stability anthokyana [14,31].

Cibule obsahuje né¢kolik druhti anthokyani. Mezi dominantni patii kyanidin-3-glukosid
[3,31,48]. Dale se vcibuli vyskytuji kyanidin-3,5-diglukosid, delfinidin-3,5-diglukosid,
kyanidin-3-(3""-glukosyl-6-malonylglukosid), kyanidin-3-(3""-glukosylglukosid), kyanidin-3-
(6""-malonylglukosid) a kyanidin-3-laminaribiosid. Cervena cibule obsahuje navic dalsi
anthokyany jako kyanidin-3-(3"-malonylglukosid), kyanidin-3-malonyllaminaribiosid,
peonidin-3-glukosid, peonidin-3,5-diglukosid, peonidin-3-malonylglukosid a kyanidin-3-
dimalonyl-laminaribiosid [3,5,48].  Struktura vybranych anthokyani je uvedena

na nasledujicim obrazku 6.
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Obrazek 6: Struktura vybranych glykosidii anthokyanii obsazenych v cibuli

Obsah anthokyanu v cibuli se pohybuje v rozsahu cca 40-250 mg/kg cibule [14,44], kdy
logicky je nejvetsi obsah v Cervené cibuli, poté ve zluté cibuli a nejmensi obsah je v bilé
cibuli [5,7]. Pro pfedstavu ¢ervena cibule obsahuje zhruba 30 mg/100 g [5,19] a v bilé cibuli
je obsah anthokyant zhruba 1 — 3 mg/100 g [5,7]. Na rozdil od flavonoll je obsah anthokyanu
ve vngjsich 1 vnitinich slupkach cibule srovnatelny [31]. Ve srovnani s ostatni zeleninou
¢i ovocem (Cervené Cinské zeli, ostruziny, Cervené hroznové vino, fialové sladké brambory

a dalsi) obsahuje cibule méné anthokyana [5,44].

Ke stanoveni celkového obsahu anthokyant se pouziva pH diferencialni metoda. Tato metoda
vyuziva vyhodu strukturalni pfemény anthokyanového barviva v zavislosti na pH. M¢fi
se tedy absorbance roztoku vzorku pii pH 1, kdy jsou anthokyany ve formé& barevnych
oxoniovych soli a zaroveni pii pH 4,5, kdy jsou anthokyany piitomny v roztoku jako bezbarvé
poloacetaly. Oba roztoky se proméfuji pii vinovych délkdch 525 nm a 700 nm. Obsah

anthokyanu je vyhodnocen jako rozdil namétenych absorbanci jednotlivych roztokti vztazeny
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k molekulové hmotnosti a molarnimu excitacnimu koeficientu kyanidin-3-glukosidu, protoze

se jedna o nejbe&znéjsi anthokyan vyskytujici se v prirodé [5,7,29].

Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny se d€li na dvé skupiny, a to na derivaty kyseliny benzoové (napt. kyselina
galova) a derivaty kyseliny skoficové (napf. kyselina kumarova, kyselina ferulova a dalsi)
[29]. Mezi dominantni fenolové kyseliny Cervené cibule patfi kyselina protokatechuova
a kyselina ferulova. Kyselina p-hydroxybenzoova je zase dominantni v cibuli bilé. Dale
se v cibuli vyskytuje napt. kyselina vanilova, sinapova, anisova a nékteré dalsi. Fenolové
kyseliny je mozné nalézt v cibuli v riznych formach. Mohou byt ve formé volnych
fenolovych kyselin, estert nebo glykosidi. Jako volné fenolové kyseliny 1ze nalézt v cibuli,
ve velmi nizké koncentraci, kyselinu kavovou a anisovou. Kyselina p-kumarové a kyselina
sinapova se vyskytuji v cibuli pfevazné vazané v esterech. Celkovy obsah fenolovych kyselin
je nejvetsi v Cervené cibuli (cca 6,5 mg/100 g) a nejmensi v cibuli bilé (zhruba 5,5 mg/100 g)

[71

1.3 1Izolace bioaktivnich latek

Izolace bioaktivnich latek z rostlinného materiadlu je prvni krok spojeny s jejich analyzou
azpravidla se provadi pomoci extrakce [29,34]. Extrakce je d¢lici metoda zalozena
na prechodu slozky mezi dvé navzajem nemisitelné faze. Pfi extrakci se vyuziva rizné
rozpustnosti latek v riznych rozpoustédlech. Vybér vhodného rozpoustédla neni dilezity
pouze pro extrakci, ale nasledné i1 pro chromatografickou separaci latek [49,50]. Pred
samotnou extrakci je vzorek obvykle upraven mletim, drcenim nebo homogenizaci. Tomu

muze predchazet jesté suseni na vzduchu ¢i lyofilizace [29,30,35].

K extrakci fenolickych latek se nejCastéji pouziva extrakce rozpoustédlem zejména kvili
snadnému pouziti a vysoké ucinnosti [29,35]. Lze vyuzit ultrazvukovou extrakci (UAE),
vysokotlakou extrakci rozpoustédlem (PFE), superkritickou fluidni extrakci (SFE) a dalsi
[29,34,35]. Krom¢ téchto metod l1ze samoziejmé k extrakci fenolickych latek pouzit 1 extrakcei
v Soxhletové extraktoru ¢i maceraci, ale nevyhodou jejich pouziti je dlouha doba extrakce

a velka spotieba organickych rozpoustédel [29,34,35].

Extrakce fenolickych latek je ovlivnéna chemickou povahou rostlinného materialu a velikosti
Castic vzorku [28]. Vytézek extrakce tedy zavisi na typu rozpoustédla, dobé extrakce,
mnozstvi vzorku a rozpoustédla, teploté a na chemickych a fyzikalnich vlastnostech vzorku

[29]. Fenolické latky mohou byt extrahovany z Cerstvého, zmrazené¢ho nebo suSeného
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rostlinného materidlu [29]. Rozpustnost fenolickych latek zéavisi na polarité pouzitého
rozpoustédla, stupni polymerace fenolickych latek a dalSich faktorech [28,29]. Neexistuje
univerzalni rozpoustédlo pro extrakci vSech fenolickych latek. Flavonoly a anthokyany jsou
rozpustné v polarnich rozpoustédlech [31,47]. Samotné aglykony jsou vice rozpustné
v alkoholech, ale glykosidy jsou vice rozpustné ve vod€. Z tohoto divodu jsou fenolické latky
extrahovany z rostlinného materialu v kombinaci alkoholu a vody [31]. Nejcastéji se pouziva
methanol [28-31,34,47] nebo ethanol [28,2931], ale vyuzivd se i aceton [17,28,29,34],
ethylacetat [28,29,35] ¢ samotna voda [28,35]. Vmensi mife byl pouzit i propanol
¢i dimethylformamid [28]. Rozpoustédla jsou Casto smichana v razném poméru s vodou
a je moznd i jejich vzajemna kombinace [28,29], napt. k extrakci fenolovych kyselin
se vyuziva smés methanolu, acetonu a vody (7:7:6, v/v/v) [28]. V nekterych piipadech jsou
rozpoustédla okyselena kyselinou chlorovodikovou, kterd uvoliiuje vazané glykosidy
[28,30,39]. Optimalni doba pro extrakci fenolt je do jedné hodiny, pii delsi dobé se zvySuje
riziko oxidace fenolickych latek [28].

Anthokyany je potieba extrahovat okyselenymi rozpoustédly, idealn€ s hodnotou pH < 2 [31].
Okyselené rozpoustédlo denaturuje bunéné membrany, souasn€ rozpousti anthokyany
a stabilizuje je [28,29]. K okyseleni se pouzivaji zejména slabé kyseliny jako kyselina
mravenci [29,46,47], octova [29], fosfore¢na [29] a dalsi, ale 1ze pouzit 1 silné kyseliny napft.

kyselinu chlorovodikovou [29,44,47] ¢i kyselinu trifluoroctovou [29], které jsou vSak fedeéné.

Kizolaci tékavych latek se vyuzivaji zejména techniky bez pouziti rozpoustédla jako
staticka nebo dynamicka headspace technika, purge and trap metoda a mikroextrakce tuhou
tazi [51,52]. Dale je mozné vyuzit i techniky jako je sorpéni extrakce na michadle (SBSE)
[52] nebo extrakce jednou kapkou (SDME). Kromé téchto metod lze pouzit i klasickou
extrakci kapalina-kapalina, superkritickou fluidni extrakci (SFE), Soxhletovu extrakei,

hydrodestilaci ¢i ultrazvukovou extrakei [26,52,53].

Kizolaci tekavych latek zcibule se nejCastéji vyuzivda mikroextrakce tuhou fazi
(SPME - Solid Phase Microextraction) [26]. Tato technika byla vyvinuta Pawliszynem v roce
1990 a radi se mezi techniky bez pouziti rozpoustédla, coz je jeji velkou vyhodou [54,55].
Mezi dalsi vyhody této techniky patii jednoduchost, rychlost, citlivost a nizka cena
[26,53,56]. Pii extrakci dochazi zaroven i k zakoncentrovani vzorku [26]. Dulezité
je optimalizovat podminky extrakce, zejména dobu extrakce, teplotu, dobu desorpce atd.

[26,52,53]. Zakladnim principem je adsorpce slozek vzorku na stacionarni féazi, ktera
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je nanesena na kfemenném vlakné. Poté je vlakno vloZeno do nastfikové Casti plynového

chromatografu, kde dochazi k tepelné desorpci latek (viz obrazek 7) [51,52,56].

Obrazek 7: Schéma techniky SPME [57]

Velmi tenké a kiehké kiemenné vlakno je potazeno tenkou polymerni vrstvou napr.
polydimethylsiloxanu (PDMS) [51,52,54], karboxenu (CAR) [52,54], divinylbenzenu (DVB)
[52,54] nebo polyakrylatu (PA) [52,54]. VI&kno musi byt spravné vybrané, aby se dosédhlo
vysoké selektivity a citlivosti. Kazdy druh vlakna lze rozeznat podle barvy jeho Sroubované
vrchni Casti. VI&kno se vkladd do kovového drZzéku, ktery vypadd jako upravend injekcni
stfikaCka [54,55].

SPME extrakci lze pouzit k izolaci rGznych vzork(, at’ uz se jedna o plyn, kapalinu ¢&i tuhou
latku. V zésadé je mozné provést extrakci dvéma zplisoby. Prvni zplsob je pfima extrakce
(DI-SPME), kdy je vlakno pfimo ponofeno do analytu a Ize to provést pouze u plynnych
a kapalnych vzork( [51,52]. Druhy zplsob spociva ve spojeni s headspace (HS-SPME), kdy
dochazi k extrakci analytll v uzaviené nadobé v prostoru nad vzorkem [51,52]. Tato druha

moznost je pouZitelnd pro vzorky vSech skupenstvi [51].

1.4 Chromatografické metody pouzivané pri analyze latek v cibuli

V cibuli je mozné analyzovat rlizné skupiny latek napf. flavonoidy, fenolové kyseliny,
anthokyany nebo tékavé sirné latky (silice). Ktémto analyzdm se nejCastéji pouZivaji
chromatografickeé metody. Chromatografie se fadi mezi analytické separacni metody, které
jsou zaloZeny na rlznych fyzikalné chemickych principech, pfi kterych dochéazi k ustaveni
rovnovahy. Dochazi k déleni slozek mezi dvé nemisitelné faze - stacionarni a mobilni.

Stacionarni faze je umisténa v koloné a oznaCuje se jako nepohybliva, mobilni faze
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je pohyblivad a unasi slozky vzorku kolonou. Podle skupenstvi mobilni faze rozliSujeme

kapalinovou a plynovou chromatografii [49,50,58].

14.1 Kapalinova chromatografie

Kapalinovd chromatografie se pouZiva nejCastéji k déleni organickych latek. Jako mobilni
faze se vyuziva kapalina, kterd rozhoduje i o separaci slozek. Stacionarni faze je nejcastéji
tuha latka, pfipadné kapalina, ktera je ukotvena na tuhém nosici. NejcastéjSim usporadanim
kapalinové chromatografie je vysokoucinna kapalinovad chromatografie (HPLC), kdy
je mobilni faze pFivadéna cerpadlem za vysokého tlaku. Mobilni faze mdze mit po celou dobu
stejné sloZeni (isokraticka eluce) nebo se mlze béhem separace ménit (gradientova eluce)

[50,58]. Schéma kapalinového chromatografu je uvedeno na obrazku 8.

Obrazek 8: Schéma kapalinového chromatografu [59]

Vzorek je davkovan pomoci Sesticestného ventilu s davkovaci smyckou o rlizném objemu, ale
dnes se mnohem cCastéji pouzivaji automatické davkovace neboli autosamplery [58].
V chromatografické koloné naplnéné stacionérni fazi dochazi k vlastni separaci sloZek.
Kolony jsou nejCastéji vyrobené z nerezové oceli, nejvice se pouZivaji kolony o délce
50 az 150 mm, priméru 2,1 az 5 mm a naplnéné sorbentem o velikosti ¢astic 3 pm a 5 pm.
Mezi nejvyuzivangjSi stacionarni faze patfi faze schemicky véazanymi alkyly (nejCastéji
oktadecyl silikagelové C18, oktyl silikagelové C8), bifenylové nebo fenylové, nitrilové,
polysacharidové chiralni, pripadné hydrofilni faze (HILIC) a mnohé dalsi [50,58].

Detektor zaznamenava analyty vychézejici z kolony. Detektory pouZivané v HPLC systému

by mély byt citlivé, univerzalni, nedestruktivni a signal by nemél byt zavisly na slozeni
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mobilni faze, teploté a pritoku. Mezi detektory pouzivané v kapalinové chromatografii patfi

spektrofotometrické, fluorimetrické, elektrochemické, vodivostni a hmotnostni detektory [58].

1,4.2 Plynova chromatografie

V plynové chromatografii se jako mobilni faze pouZiva plyn a separované slozky jsou také
v plynném stavu. Pokud je vzorek kapalny, musi se zvolit takova teplota nastfiku, aby
vsechny slozky vzorku piesly do plynného skupenstvi. Stacionarni faze mlze byt tuha latka
nebo kapalina a je umisténa v napliiové nebo Castéji v kapilarni koloné [50,60]. Schéma
plynového chromatografu je uvedeno na obrazku 9.

zesileni signalu a

vzorek zpracovani

regulator nasfik vzorku a
préitokd nosného plynu
chromatoqram
detektor jednotlivych
slozek
termostat
N~Jvyhrievanie kolony)
; chromatograficka kolona
nosny plyn

(helium/dusik/vodik)

Obrazek 9: Schéma plynového chromatografu [61]

Vzorek je davkovan nejcastéji mikrostfikaCkou pres septum do davkovaciho zafizeni, které
je vyhfivano na vhodnou teplotu. Déle je vzorek unaSen proudem inertniho nosného plynu
do kolony. Mezi nejCastéji vyuzivané plyny patfi helium a dusik, Ize vyuZit i vodik nebo
argon [50,60].

V koloné dochazi k separaci slozek podle vzajemné interakce mezi sloZzkami a stacionarni
fazi. Naplriové kolony jsou vyrobené ze skla nebo nerezove oceli ajejich délkaje kolem dvou
metr(i a primér 2 az 4 mm. Castéji pouzivané kapilarni kolony jsou z taveného kfemene nebo
skla o délce 10 az 150 m a priméru 0,05 az 0,5 mm. Jako stacionarni faze se nejcastéji
pouZzivaji polysiloxanové, polyethylenglykolové nebo chemicky vazané faze na silikagelu
(Durapak nebo Ultra-bond) [50,62].

Rozdélené slozky vystupuji z kolony a jejich mnoZstvi je zaznamenano detektorem. Mezi
nej pouzivanéjsi detektory patfi plamenové-ionizacni detektor (FID) a hmotnostni spektrometr
(MSD). Dalsi pouZitelné detektory jsou tepelné-vodivostni detektor (TCD) a detektor

elektronového zachytu (ECD) [50,62].
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1.4.3 Spojeni GC/MS a HPLC/MS

Spojeni separacnich technik s hmotnostni spektrometrii (viz obrdzek 10) je velmi vyhodné,
protoZze vijedné analyze lze smés latek separovat a zaroven i identifikovat. Hmotnostni
spektrometrie (MS) je analyticka technika, kterad slouzi k pfevedeni molekul na ionty, jejich
naslednému rozlieni podle poméru hmotnosti a naboje (m/z) a zaznamenani relativnich
intenzit jednotlivych iontll. K tomuto se vyuZivd hmotnostni spektrometr, ktery se sklada

ze tfi Casti - iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru a detektoru [63,64].

Obrazek 10: Schéma spojeni GC/MS [63]

lontovy zdroj slouZi ktzv. ionizaci neboli tvorbé iontll. lonizaéni techniky se déli podle
mnoZstvi vnitfni energie vzniklé po ionizaci molekuly na tvrdé a mékké techniky. U tvrdych
ionizaCnich technik ziska ionizovand molekula nadbytek vnitfni energie, coz se ve spektru
projevuje vznikem tzv. fragmentovych iontl. Mezi tyto techniky se Fadi predevsim
elektronovd ionizace (EI). Oproti tomu molekula ionizovana mékkymi ionizacnimi
technikami ziskd& mnohem mensi mnozZstvi vnitfni energie. Do této skupiny patfi ionizace
elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI), ionizace laserem
za UCasti matrice (MALDI) a dalsi. lonizace probiha bud za sniZzeného tlaku, nebo

za atmosférického tlaku [63,64].

AT

Elektronové ionizace (El) je tedy ,,nejtvrdSi* a nejstarSi ionizacni technika, pfi které vznikaji
ionty slichym poctem elektronli (M+). PFi zavedeni vzorku dojde k uvolnéni valencniho
elektronu emitovanym elektronem ze Zhavené katody. Diky tomu vznikne radikalkationt M+,
ktery je pomoci vytésnovaci elektrody vypuzen ziontového zdroje do hmotnostniho
analyzatoru. NejCastéji se vyuZiva ve spojeni s plynovou chromatografii (GC/MS). Velkou

vyhodou je vyuZiti rozsahlé knihovny EI spekter [64].

lonizace elektrosprejem (ESI) je nejcastéjSi mékka ionizacni technika pouzivana pro spojeni
s kapalinovou chromatografii (HPLC/MS). Je vhodna pro latky stfedné polarni aZz iontové
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apracuje za atmosférického tlaku. PFi ionizaci vznikaji pfevazné ionty se sudym poCtem
elektrond. Vzorek je priveden do iontového zdroje ve formé aerosolu kovovou kapilarou,
na které je vlioZzeno vysoké napéti (3 aZ 5 kV). Déle je kolem kapilary pfivadén zmlZujici plyn,
diky kterému obsahuji kapic¢ky aerosolu na svém povrchu velké mnozstvi naboji. Pomoci
suSiciho plynu, ktery je zodpovédny za odpafovani rozpoustédla, dochazi k tzv. Coulombické
explozi (rozpad na mensi kapicky a rozdéleni nabojd) ajejim opakovanim dojde az k uvolnéni

iontd, které jsou elektrodami usmérnény do hmotnostniho analyzéatoru [64].

Déleni iontd v hmotnostnim analyzatoru podle poméru m/z probihd na zékladé rliznych
fyzikalnich princip, jako je napf. zakfiveni drahy letu iontl v magnetickém nebo elektrickém
poli (magneticky sektorovy analyzator), rlizna doba rychlosti letu iontl (analyzator doby letu,
TOF) a mnohé dalSi. NejCastéji se ve spojeni se separacnimi technikami vyuZiva
kvadrupodlovy nebo trojity kvadrupdlovy analyzétor, iontovd past a analyzator doby letu
[63,64].

lontova past se sklada z prstencové elektrody a dvou koncovych elektrod (vstupni a vystupni),
na které je vlozeno napéti. Vstupnim otvorem koncové elektrody jsou pfivadény ionty
kratkym napétovym pulzem do pasti, ve které jsou zadrzovany vloZzenim urCité hodnoty
napéti mezi koncové elektrody a prstencovou elektrodu. Pfi zméné napéti dochézi kjejich
vypuzeni podle poméru m/z vystupnim otvorem koncove elektrody na detektor [64].

Kvadrupdlovy analyzator je tvofen Ctyfmi kovovymi tyCemi o stejné délce (20 az 30 cm).
Na dvé protilehlé tyCe je vZdy vloZeno kladné stejnosmérné napéti, na zbylé dvé zéporné
stejnosmérné napéti a dohromady na vSechny tyCe je vloZzeno vysokofrekvencni stfidavé
napéti. Pfivadény ion osciluje mezi ty¢emi a pro ur€ity pomér stejnosmérného a stfidavého
napéti jsou oscilace stabilni pouze pro ionty o konkrétni hmoté m/z, které se dostanou
na detektor. Zménou poméru obou napéti dochazi postupné k propousténi i dalsich iont

o urcité hmoté m/z na detektor [64].

Na detektor vstupuji uz rozdélené ionty, ten tak slouZi kjejich detekci a urceni relativnich
intenzit jednotlivych iontl. Veskeré analyzatory kromé Orbitrapu a FTICR vyuzZivaji

detektory jako je elektronovy nasobi¢, fotonasobi¢ nebo Faradayova klec [63,64].

1.4.4 Analyza tékavych latek obsazenych v cibuli
Pfed samotnou analyzou tékavych latek je potfeba latky z cibule izolovat. K izolaci

se nejCastéji vyuzivda HS-SPME extrakce [12,18,26,56]. Nejprve je ale tfeba cibuli oloupat
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a omyt v destilované vodé. Poté je cibule nakrajena na malé kousky ¢i rozemleta

[24,26,27,56]. Nakrajenou cibuli Ize jeSté navic homogenizovat [26].

Po téchto krocich je moZné provést extrakci zavedenim SPME vlakna pfes septum do vialky.
Mezi nejCastéji pouzivané sorbenty k izolaci tékavych latek z cibule patfi DVB/PDMS/CAR
[26], PDMS/DVB [18] nebo PDMS [56]. Je mozné pouziti i vldkna PA [24,26]
¢i CAR/PDMS [26], ale s mensim poctem pik(l a nizsi odezvou. Po adsorpci je vlakno

pfevedeno do nastfikoveé Casti plynového chromatografu, kde dojde k desorpci latek.

K identifikaci tékavych latek v cibuli se nejcastéji pouZziva spojeni plynové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (GC/MS) [12,19,26]. Tékavé latky izolované predevsim pomoci
extrakce HS-SPME jsou bézné separovany na kapilarnich polysiloxanovych [26,27,56] nebo
polyethylenglykolovych [18,19] kolonach. Jako nosnhy plyn se nejCastéji vyuziva helium
a latky jsou separovany svyuZzitim programovatelné teploty [19,26,56]. K ionizaci latek pro
GC/MS analyzu se vyuziva elektronova ionizace (El) pfi 70 eV [18,26,27]. Ke kvalitativni
analyze latek obsaZenych v cibuli lze vyuzit knihovnu hmotnostnich EI spekter NIST
[19,26,27] nebo porovnani retencénich index( analyzovanych latek s retenénimi indexy
standardnich latek («-alkany) [18,19,26].

1.45 Analyza fenolickych latek obsazenych v cibuli

Prvnim dllezitym krokem spojenym s analyzou fenolickych latek je Uprava vzorku cibule
s naslednou extrakci. Nejprve je tfeba cibuli oloupat, omyt v destilované vodé a o€istit. Cibule
se nakraji podélné na Ctvrtky, na malé kousky nebo se rozemele [9,22,31,39-41,65]. Takto
pfipraveny vzorek lze rovnou extrahovat nebo ho pfed samotnou extrakci homogenizovat.
Cerstvy vzorek cibule se homogenizuje na pastu [5] nebo Ize vzorek homogenizovat roztokem
[19,31,38] napf. methanolu s kyselinou octovou a vodou (50:5:45, v:v:v) a po urcité dobé

se odstredi [31]. Poté nasleduje krok extrakce.

Vzorek cibule se nejCastéji extrahuje v ultrazvukové lazni [5,19,39], ale Ize pouZit i extrakci
rozpoustédlem za laboratorni teploty [16], extrakci na magnetickém michadle [22,39,65] nebo
maceraci [48]. Metody extrakce Ize i kombinovat dohromady napf. nejprve extrahovat vzorek
na magnetickém michadle a poté pouZzit jesté extrakci ultrazvukem [22,38,39]. Latky z cibule
je mozné extrahovat do rliznych rozpoustédel, ale mezi nejpouzivangjsi patfi ethanol [5,9,20]
nebo methanol [7,39,48] ve smési svodou. Mimo jiné mlZe byt pouZit i aceton ve smési
svodou [43]. K analyze anthokyan( je zapotfebi rozpoustédlo okyselit. Nejcastgji se pouziva
kyselina mravenci [13,31] nebo zfedénd kyselina chlorovodikova [5,7,39]. Po samotné
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extrakci se vzorek odsttedi a zfiltruje. Takto je extrakt pfipraven k analyze fenolickych latek

obsazenych v cibuli pomoci kapalinové chromatografie a ke stanoveni antioxidacni aktivity.

Ke stanoveni fenolickych slouCenin v cibuli se nejCastéji pouzivd metoda HPLC, kterd
je vdnesni dob& nejvice vyuzivanou metodou analyzy [5,40]. Separace latek se b&zné
uskuteCiuje v systémech s obracenymi fazemi (RP) na stacionarnich fazich naplnénych
sorbentem s chemicky vazanymi alkyly (nej¢ast&ji oktadecyl silikagelové C18) [5,17,19,38].
Jako mobilni faze se nejvice vyuziva acetonitril [7,19,42] nebo methanol [14,31,48] ve smési
s okyselenou vodou [5,19,31]. NejcCasteji se pouziva kyselina octova [19,20] nebo mravenci
[5,31,48], ale 1ze pouzit 1 kyselina fosforecna [7,14] nebo kyselina trifluoroctova [37,38,40].
Pti analyze anthokyanil je optimalni pH okyselené vody kolem hodnoty 2, aby nedochazelo
kjejich degradaci [31]. VétSinou se aplikuje gradientova eluce [5,19,31]. K detekci
se vyuziva spektrofotometricky detektor, kdy jsou flavonoly a anthokyany detekovany
v rozsahu vlnovych délek 200 nm az 600 nm [31,41,48]. Déle se pouziva i hmotnostni
spektrometr sionizaci elektrosprejem (ESI) [5,41,42]. ESI patii mezi nejvyuzivanéjsi

ioniza¢ni techniky pfi analyze fenolickych latek v cibuli [5].

1.5 Analyza antioxidac¢ni aktivity cibule

Cibule obsahuje také antioxidanty, jak jiz bylo uvedeno vySe. Antioxidanty jsou definovany
jako latky, které zpomaluji nebo inhibuji oxidaci oxidovatelnych latek eliminaci volnych
radikald a snizenim oxidacniho stresu. Oxidacni stres je zodpovédny za kardiovaskularni
a nadorova onemocnéni [29]. Mezi vyznamné antioxidanty patii zejména fenolické
slouCeniny (flavonoidy, fenolové kyseliny apod.), které cibule obsahuje [32]. Antioxidacni
aktivitu (AA) lze stanovit v jednotlivych latkach vi¢i volnym radikalim, ale vétSina
piirodnich antioxidanti se stanovuje ve smési. Pro stanoveni antioxidacni aktivity smési
se pouziva pojem celkova antioxidacni aktivita (TAA), coz je parametr, ktery vyjadiuje

schopnost biologického materialu eliminovat volné radikaly [66].

Cibule mé vysokou uroven antioxidacnich vlastnosti, které jsou spojeny s obsahem sirnych
slouCenin, flavonoidi a anthokyand [14,39,65]. Cervena cibule ma zpravidla nejvétsi
antioxidaCni aktivitu, a naopak nejmensi cibule bila [5,7,30]. Tkdyz bila cibule témer
neobsahuje flavonoidy a ma maly obsah anthokyanu, tak vykazuje méfitelnou antioxidacni
aktivitu, ktera muze byt zptisobena obsahem jinych latek, jako je napt. kyselina askorbova,

fenolové kyseliny, sirné slouCeniny atd. [5].
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151 Metody stanoveni antioxidacni aktivity

Existuje asi dvacet analytickych metod k urCeni antioxidaCni aktivity, které se lisi pouzitim
Cinidel, sloZenim reakcni smési a dalSimi podminkami [30]. Metody stanoveni antioxidacni
aktivity mlzeme rozdélit na metody chemické a fyzikalni. Chemické metody jsou zaloZené
na reakci €inidla s volnymi kyslikovymi radikaly za vzniku barevnych produktl, kdy se méri
intenzita vzniklého zbarveni spektrofotometricky. Fyzikalni metody jsou zaloZené
na sledovani zmén fyzikélnich vlastnosti, které doprovazeji chemické reakce nebo zmény
obsahll jednotlivych latek [67,68]. Chemické metody lze rozdélit na metody zaloZené

na eliminaci radikal(l a na metody zaloZené na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek [66].

Metody zaloZené na eliminaci radikal(l hodnoti schopnost vzorku vychytavat volné radikaly.
Radikaly mohou byt kyslikové (hydroxyl, peroxyl) nebo synteticky stabilni (DPPff, ABTSt).
Metody zaloZené na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek se posuzuji u antioxidantl, které
se chovaji jako redukéni Cinidla. Antioxidacni aktivita se tedy posuzuje na zakladé redukéni
schopnosti latky. Mezi tyto metody se fadi metoda FRAP a nékteré elektrochemické metody
[66].

Metoda DPPH

Tato metoda je jednou ze zékladnich metod pro posouzeni antiradikalové aktivity jak Cistych
latek, tak i smési ve vzorku. Je zaloZena na reakci vzorku se stabilnim radikélem
DPPH - difenylpikrylhydrazylem, pfi které dochazi k redukci radikalu za vzniku DPPH-H
(difenylpikrylhydrazinu). [67] Tato reakce je nejCastéji sledovana spektrofotometricky pfi
517 nm jako odbarveni plvodné fialového roztoku radikalu na roztok Zluté barvy [19,30].
Vysledek se vyjadfuje jako ekvivalent troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-

karboxylova kyselina) nebo jako ekvivalent kyseliny askorbové [66].

Metoda ABTS

Metoda ABTS je zaloZena na schopnosti vzorku nebo latky zhaSet radikalovy kation ABTS+
(2,2'-azinobis(3-ethyl-benzothiazolin-6-sulfonat) na bezbarvou formu ABTS. Radikal
ABTS"+ se generuje v reakéni smési oxidaci ABTS peroxodisiranem draselnym nebo oxidem
manganicitym. Vysledna antiradikalova aktivita vzorku je porovnavana s antiradikalovou
aktivitou syntetické latky trolox, a proto se tato metoda také oznaCuje jako TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity). ZhaSeni radikdlu ABTS™ antioxidanty se sleduje
spektrofotometricky pri 734 nm [30,66,67].
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Metoda FRAP

Metoda FRAP je zalozena na principu redoxni reakce. Antioxidanty ve vzorku redukuji
komplex Fe¥'-TPTZ (Fe’'-2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin)). P¥i reakci s antioxidantem
dochazi k redukci Fe*'-TPTZ na Fe?'-TPTZ komplex modrého zbarveni. M&H se narGst

absorbance pii 593 nm odpovidajici mnozstvi komplexu Fe*"-TPTZ [7,30,66].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje a zafizeni

2.1.1 Plynovy chromatograf

K separaci tékavych latek byl pouZit plynovy chromatograf Agilent Technologies 7890A
vybaveny hmotnostnim spektrometrem 5977A MSD (Santa Clara, CA, USA) s elektronovou
ionizaci a kvadrupolovym analyzatorem. K separaci analyzovanych latek byla pouZita
kapilarni kolona Rtx®-5MS o sloZzeni 5% difenyl - 95% dimethylpolysiloxan,
30 m x 0,25 mm ID, tloustka stacionarni faze 1 pm (Restek, Bellefonte, PA, USA).

2.1.2 Kapalinovy chromatograf

Analyza fenolickych latek byla provedena na kapalinovém chromatografu Agilent
Technologies 1100 Series LC/MSD Trap SL (Santa Clara, CA, USA) s kvartérni pumpou,
autosamplerem, termostatem kolony, spektrofotometrickym a hmotnostnim detektorem.
Hmotnostni detektor byl vybaven iontovou pasti a k ionizaci byl pouZit iontovy zdroj ESI.
K odplynéni mobilni faze byl pouzit Vacuum Degasser DG 3014 (Ecom, Praha, CR).
K separaci flavonoidd a fenolovych kyselin byla pouZita kolona Gemini 3u C18 110A,
150 x 3 mm, tloustka stacionarni faze 3 pm. K separaci anthokyan( byla pouZita kolona Luna
Omega PS, C18 150 x 4,6 mm, tloustka stacionarni faze 5 pm (obé kolony Phenomenex,
Torrance, CA, USA).

2.1.3 Spektrofotometr

Ke stanoveni antioxidani aktivity, stanoveni celkového obsahu polyfenolickych latek,
celkového obsahu flavonoidll a celkového obsahu anthokyanl byl pouzit spektrofotometr
Thermo Spectronic Helios Delta (Cambridge, UK).

2.1.4 Dalsi zafizeni

» analytické vahy KERN ABT 220-4M (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko),

» ultrazvukova lazen Bandelin Sonorex TK B2 a Bandelin Sonorex RK 31 (Bandelin
electronic, Berlin, Némecko),

* minitfepacka IKA VORTEX 1 V1 S000 (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Némecko),

e odstredivka NF 400 (Nuve, Ankara, Turecko),

e pHmetr SCHOTT CG 842 (SCHOTT GLAS, Mainz, Némecko),

* membranova vyvéva KnF N035 AN.18 (KNF Neuberger GmbH, Freiburg, Némecko),
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2.2
221

sada automatickych pipet Sartorius Proline a Biohit Proline (Helsinky, Finsko),
vlakno na extrakci SPME: DVB/CAR/PDMS (Supelco, Bellefonte PA, USA),
membréanové filtry MCE 0,45 gm, prlim. 47 mm (Fisher Scientific, Pardubice, CR),
stiikackové filtry PP 0,45 gm, prdm. 25 mm (Fisher Scientific, Pardubice, CR),
nylonové 0,45 gm, prdm. 13 mm aPTFE 0,45 gm, prdm. 25 mm (oba Labicom s.r.o.,
Olomouc, CR),

bézné laboratorni sklo.

Pouzité chemikalie

Chemikalie

demineralizovana voda (Univerzita Pardubice, Pardubice, CR),

n-hexan > 98% (Merck KGaA, Darmstadt, Némecko),

methanol > 99,9% (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko),

acetonitril pro MS > 99,9% (Honeywell, Seelze, Némecko),

ethanol p.a. (Penta, Praha, CR),

kyselina mravenci p.a. > 98% (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko),

kyselina octova 99% p.a. (Penta, Praha, CR),

kyselina chlorovodikova 35% p.a. (Penta, Praha, CR),

Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo (Penta, Praha, CR),

mravencan amonny > 99% (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko),

octan amonny (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko),

octan sodny > 99% (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko),

DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl), (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko),
ABTS tablety 10 mg (diamonna sl 2,2"-azinobis(3-ethylbenzothiazolin -s -sulfonové
kyseliny)), (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko),

TPTZ > 98% (2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazin), (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko),
Trolox > 98% (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina),
(Fluka, Buchs, Svycarsko),

peroxodisiran draselny > 99% (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko),

chlorid Zelezity 97% (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko),

hydroxid sodny p.a. (Penta, Praha, CR),

hexahydrat chloridu hlinitého 99,5% (Lach-Ner, Neratovice, CR),

chlorid draselny (Radelkis, Budapest, Madarsko),
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uhli¢itan sodny p.a. (Penta, Praha, CR).

2.2.2 Standardy

Anthokyany

delfinidin chlorid > 95% (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko), kyanidin chlorid
> 98% (Sigma-Aldrich, Buchs, Svycarsko), kyanidin-3-galaktosid > 95%
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko) kyanidin-3-glukosid > 98% (Phytolab,
Vestenbergsgreuth, Némecko), peonidin chlorid > 95% (Sigma-Aldrich, Steinheim,

Némecko).

Flavonoidy

apigenin 97% (Alfa Aesar, Kandel, Némecko), arbutin > 98% (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Némecko), baicalein > 95% (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko),
epikatechin > 90% (Fluka, Buchs, Svycarsko), galangin > 97% (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Némecko), isorhamnetin-3-O-glukosid > 95% (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko), isorhamnetin-3-O-rutinosid > 95% (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko),
kaempferol > 96% (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko), kaempferol-3-glukosid
>90% (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko), kaempferol-3-rutinosid > 98%
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko), katechin 98% (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko),  kvercetin > 95%  (Sigma-Aldrich,  Steinheim,  Némecko),
kvercetin-3-glukosid > 98% (Sigma-Aldrich, Buchs, Svycarsko), kvercitrin > 95%
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko), luteolin (Alfa Aesar, Kandel, Némecko), rutin
95% (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko).

Fenolové kyseliny

kyselina *-anisova > 99% (TCI, Tokio, Japonsko), kyselina elagova > 96% (Fluka,
Buchs, Svycarsko), kyselina ferulova 99% (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko),
kyselina galovd > 98% (Fluka, Buchs, Svycarsko), kyselina gentisovd > 99%
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko), kyselina ~-hydroxybenzoova > 99% (Fluka,
Buchs, Svycarsko), Kkyselina chlorogenova > 95% (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko), kyselina kavova 99% (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko), kyselina
A-kumarova > 98% (Fluka, Buchs, Svycarsko), kyselina protokatechuova > 97%
(Fluka, Buchs, Svycarsko), kyselina sinapovad > 97% (Fluka, Buchs, Svycarsko),
kyselina syringova > 95% (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko), kyselina vanilova
> 97% (Fluka, Buchs, Svycarsko).
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2.3 Vzorky cibule

Veskeré vzorky byly nakoupeny v obchodnim fetézci Globus CR, v.o.s.

 Cibule Zluta, plivod Slovensko,

« Cibule ¢ervena, plivod Slovensko,
« Cibule bil4, plvod ltlie,
 Cibule $alotka, plivod Francie,

« Jarni cibulka (zelend), plivod Itélie.
2.4 Pracovni postupy

24.1 Uprava vzorka

Vzorky cibule byly vZdy nejprve oloupany, omyty a nakrajeny na drobné kousky. Ihned
po nakrajeni cibule byly veSkeré vzorky extrahovany. Pro analyzu plynovou chromatografii
byla vyuzita HS-SPME extrakce. Pro pfipravu extraktl pro stanoveni antioxidacni aktivity,
celkového obsahu polyfenolickych latek, celkového obsahu flavonoidl, celkového obsahu
anthokyand a analyzu kapalinovou chromatografii byla pouzita extrakce ultrazvukem.

HS-SPME extrakce

Vialka o velikosti 20 ml byla naplnéna nadrobno nakrajenou cibuli zhruba do poloviny jejiho
objemu a uzaviena vickem se septem. Pfes septum bylo do vialky tésné nad vzorek zavedeno
Sedé vldkno se smésnym sorbentem DVB/CAR/PDMS a pri laboratorni teploté probihala
adsorpce tékavych latek na vlakno po dobu 15 minut. Nasledné bylo vlakno z vialky vytazeno
a vloZeno do nastfikové Casti plynového chromatografu, kde doslo k desorpci latek pfi teploté
250 °C po dobu 2 minut.

Extrakce ultrazvukem

K 5 g vzorku cibule bylo pfidano 10 ml rozpoustédla (okyselena voda na hodnotu pH 2,
50% methanol, 80% methanol a methanol). Pro extrakci anthokyan( byla navic v$echna
rozpoustédla okyselena kyselinou mravenci na hodnotu pH 2. Néasledné byl vzorek cca
1 minutu vortexovan a vlozen do ultrazvukové lazné, kde byl extrahovan po dobu 15 minut.
Poté byl ziskany extrakt zfiltrovan pres stfikaCkovy filtr nylonovy, PP i PTFE podle
prislusného rozpoustédla.

2.4.2 Podminky analyzy tékavych latek plynovou chromatografii
Jako nosny plyn bylo pouZito helium &istoty 5.0 (Linde Gas a.s., Pardubice, CR) s priitokem
1 ml/s. Teplota nastfiku byla 250 °C a pocatek teplotniho gradientu byl nastaven na 40 °C.
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Néasledné se teplota zvySovala rychlosti ¢ °C/min na 250 °C (5 minut) a celkova doba analyzy
byla 40 minut. K detekci byl pouzit hmotnostni detektor nastaveny v rozsahu m/z 35-500
s elektronovou ionizaci za pouZiti ionizaCni energie 70 eV. Dale byl nastaven gain faktor
na hodnotu 1.0, izolagni Sitka m/z na 0,1 a frekvence skenovani na 5,9 skend za sekundu.
Teplota iontového zdroje byla nastavena na 230 °C a teplota hmotnostniho analyzétoru
na 150 °C. Za téchto podminek byly analyzovany vSechny vzorky pfipravené pomoci

extrakce HS-SPME, jak je uvedeno vyse.

2.4.3 Analyza vzorkl kapalinovou chromatografii

Priprava mobilni faze

Mobilni faze byla sloZena z demineralizované vody s pfidavkem kyseliny mravenéi (MF A)
a acetonitrilu (MF B). Pro analyzu flavonoidd byla MF A okyselena na hodnotu pH 3 a pro
analyzu anthokyan( byla okyselena na hodnotu pH 1,8. Nasledné byla takto pfipravena mobilni

faze zfiltrovana pres membréanovy filtr MCE 0,45 pm.

P¥iprava standardnich roztok( a kalibracnich rad

Zésobni roztoky kvercetinu, isorhamnetin-3-glukosidu a kyanidin-3-glukosidu o koncentraci
1000 mg/l byly pfipraveny rozpusténim pFislusné navazky v methanolu (resp. Vvso%
methanolu okyseleného kyselinou mravenci na hodnotu pH 2 u posledniho standardu)
v odmérné barice. Z téchto zasobnich roztok(l byly dale pripraveny sedmibodové kalibracni
fady v rozsahu 0,5 - 15 mg/l.

Podminky chromatografické analyzy

Mobilni faze pro analyzu flavonoidi byla sloZena z demineralizované vody okyselené
na hodnotu pH 3 kyselinou mravenci (MF A) a acetonitrilu (MF B). Prdtok mobilni faze byl
0,5 ml/min, objem davkovaného vzorku byl 10 pl a kolona Gemini 3u C18 110A
(150 x s mm, 3 pm) byla vyhfivana na teplotu 35 °C. Gradientova eluce je uvedena

v nésledujici tabulce 1.

Tabulka 1: Gradientové eluce p¥i analyze flavonoidd

gas [min] MFA[%] MF B [%]

0 0 10
25 80 20
40 40 60

Flavonoidy byly detekovany spektrofotometricky pfi vinové délce 254 nm a hmotnostnim

detektorem. Hmotnostni detektor byl nastaven na cilovou hmotu m/z 463. Jako iontovy zdroj
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byla pouZita ionizace elektrosprejem (ESI) a méfeni probihalo v negativnim médu. ZmlZovac
byl nastaven na hodnotu 50 psi, prdtok susiciho plynu na 9 ml/min, susici teplota na 350 °C,
rozsah skenovanych hmot na 100-1000 m/z, trap target na 20 000, max acu time na 50 ms,

trap drive level na 100 % a stabilita slouceniny na 100 %.

Mobilni faze pro analyzu anthokyanli byla sloZena také z acetonitrilu (MF B)
a z demineralizované vody okyselené kyselinou mravenci, ale na hodnotu pH 1,8 (MF A).
Prlitok mobilni faze byl 0,7 ml/min, objem davkovaného vzorku byl 10 pl a kolona Luna
Omega PS, C18 (150 x 4,6 mm, 5 pm) byla vyhfivana na teplotu 40 °C. Gradient je uveden

v nésledujici tabulce 2 .

Tabulka 2: Gradientova eluce pfi analyze anthokyan

gas [min] MFA[%] MF B [%]

0 0 10
15 82 18
20 60 40
25 30 70

Anthokyany byly detekovany spektrofotometricky pfi vinové délce 520 nm a hmotnostnim
detektorem. Hmotnostni detektor byl nastaven na cilovou hmotu m/z 500. Jako iontovy zdroj
byla pouZita ionizace elektrosprejem (ESI) a méFeni probihalo v pozitivnim médu. ZmlZovac
byl nastaven na hodnotu 58 psi, priitok susiciho plynu na 9 ml/min, susici teplota na 350 °C,
rozsah skenovanych hmot na 200-1000 m/z, trap target na 20 000, max acu time na 50 ms,

trap drive level na 100 % a stabilita slouCeniny na 100 %.

2.4.4 Analyza vzork( spektrofotometrickymi metodami

Metoda DPPH

Do 500 ml odmérné banky bylo navazeno 12,5 mg DPPH a doplnéno methanolem po rysku.
Z takto pFipraveného roztoku radikalu byly odpipetovany 3 ml do zkumavky s vickem. Dale
bylo pridano 200 pl extraktu (podle potieby rdizné fedéného) a smés byla promichana. Roztok
se nechal reagovat za laboratorni teploty bez pfistupu svétla po dobu 30 minut a poté byl
zméten Ubytek absorbance pfi vinové délce 517 nm. Stejnym zplsobem byl proméren slepy
pokus i roztoky kalibracni fady standardni latky trolox. Ze zé&sobniho roztoku troloxu
v methanolu o koncentraci 10 mmol/l byla pfipravena kalibratni Ffada v rozsahu

0,01 - 0,2 mmol/l.
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Pro vyhodnoceni antioxida¢ni aktivity pomoci metody DPPH je potfeba vypocitat ubytek

absorbance A4 [%] podle nasledujiciho vztahu:

Ay —

AA [%] = - 100

0
Rovnice 1: Ubytek absorbance DPPH

o Ayp— absorbance slepého vzorku,
o A —absorbance vzorku v ¢ase (r = 30 min).

Metoda ABTS

Roztok radikalu ABTS® byl pfipraven rozpusténim tablety ABTS (10 mg) v 5 ml destilované
vody. Dale bylo pfidano 100 pl peroxodisiranu draselného o koncentraci 0,064 mol/l
a vznikly roztok se nechal cca 16 hodin reagovat za laboratorni teploty bez pfistupu svétla
do tmavé zeleného zbarveni. Po reakci bylo odebrano 2,5 ml tohoto roztoku do 100 ml
odmémé bariky a doplnéno destilovanou vodou po rysku. Z takto pfipravené¢ho roztoku
radikalu ABTS"" byly odpipetovany 3 ml do zkumavky s vickem, pfidalo se 200 ul extraktu
(podle potieby razné fedéného) a smés byla promichana. Roztok se dale nechal reagovat
po dobu 40 minut bez piistupu svétla za laboratorni teploty. Ubytek absorbance byl zmé&fen
pii vinové délce 734 nm. Stejnym zpusobem byl proméfen slepy pokus a roztoky kalibracni

fady troloxu, ktera byla pouzita ve stejném rozsahu jako u metody DPPH.

Ubytek absorbance A4 [%] pro vyhodnoceni antioxidaéni aktivity metodou ABTS se po&ita
stejn¢ jako u metody DPPH (viz rovnice 1). Zména je pouze v Case reakce (f = 40 min)

u absorbance vzorku 4.

Metoda FRAP

Reakéni smeés na metodu FRAP byla slozena z vodného roztoku FeCls o koncentraci
20 mmol/l, roztoku TPTZ o koncentraci 10 mmol/l, rozpusténého v kyselin¢€ chlorovodikové
o koncentraci 40 mmol/l, a octanového pufru o koncentraci 0,3 mol/l. Roztoky byly smichany
v poméru 1:1:10. Z tohoto reakéniho roztoku byly odpipetovany 3 ml do zkumavky s vickem,
dale bylo pfidano 200 ul extraktu (podle potieby rizné fedéného) a smés byla promichana.
Roztok se nechal reagovat za laboratorni teploty bez piistupu svétla po dobu 30 minut a poté
byla zméfena absorbance pii vinové 593 nm. Slepy pokus a kalibra¢ni tfada troloxu byly

proméfeny za stejnych podminek.
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Pro vyhodnoceni antioxida¢ni aktivity metodou FRAP je tfeba vypocitat narist absorbance

AA podle nésledujiciho vztahu:
AA = A— A4,

Rovnice 2: Narast absorbance FRAP

e Ayp— absorbance slepého vzorku,

e A —absorbance vzorku v ¢ase (# = 30 min).
Stanoveni celkového obsahu polyfenolickych latek (TPC)
Do zkumavky s vickem byl pfedlozen 1 ml extraktu, 1 ml 95% ethanolu, 5 ml destilované
vody a 0,5 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla (1 M roztok). Po 5 minutach stani byl pfidan 1 ml
5% roztoku uhli¢itanu sodného a smés byla protfepana. Nasledné se smés nechala po dobu
30 minut reagovat pii laboratorni teploté. Poté byla zméfena absorbance roztoku pii vinové
délce 765 nm. Za stejnych podminek byl proméfen i1 slepy vzorek a kalibra¢ni fada kyseliny
galové v rozsahu 5 — 150 pg/ml. Vysledky byly vyjadieny jako ekvivalent kyseliny galové
(GAE).

Stanoveni celkového obsahu flavonoidi

Ke stanoveni celkového obsahu flavonoida byl nejprve pripraven zasobni roztok 2% chloridu
hlinitého v ethanolu. Do zkumavky s vickem byl odpipetovan 1 ml extraktu (podle potreby
rizn€ fedéného) a 1 ml roztoku AlCl3. Smés byla promichana a nechala se reagovat po dobu
30 minut za laboratorni teploty. Poté byla zmeéfena absorbance roztoku pii vlnové délce
420 nm. Stejnym zpisobem byl proméfen slepy pokus a kalibracni fada standardu kvercetinu,
na ktery byly vztazeny vysledky. Kalibra¢ni fada kvercetinu byla pfipravena v rozsahu

0,5 —50 pg/ml.

Stanoveni celkového obsahu anthokyanu

Ke stanoveni celkového obsahu anthokyanu pH diferencialni metodou byly nejprve
pfipraveny roztoky chloridu draselného a octanu sodného, oba o koncentraci 0,2 mol/l. Dale
bylo pH roztoku chloridu draselného upraveno kyselinou chlorovodikovou na hodnotu 1 (pufr
pH 1) a pH roztoku octanu sodného na hodnotu 4,5 (pufr pH 4,5). Do 5 ml odmé&rné banky
byl pipetovan 1 ml extraktu, ktery byl doplnén pufrem o pH 1. Do druhé 5 ml odme&rné baiky
byl také pfidan 1 ml extraktu, ale byl doplnén pufrem o pH 4,5. Bariky byly promichény a oba
roztoky ithned zméfeny spektrofotometricky pii vinovych délkach 525 nm a 700 nm. Obsah

anthokyantl je vyhodnocen jako rozdil naméfenych absorbanci jednotlivych roztoku a vztazen
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k molekulové hmotnosti a molarnimu excitanimu koeficientu kyanidin-3-glukosidu

dle nasledujiciho vztahu:

[O’\525 —A7OO)pH1 —09/525 —*700)pH45\. M. 1000
mANT [mg/l] - .DE

Rovnice 3: Vypocet obsahu anthokyant pH diferencialni metodou
e A - absorbance vzorku pfi dané vinové délce a pH,
* M - moléarni hmotnost kyanidin-3-glukosidu - 449,2 g/mol,
e Df- zfedovaci faktor,

e s- molarni absorp¢ni koeficient - 26 900 dms cm.1 mol-],

e |- délka kyvety - 1 cm.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Identifikace tékavych latek v cibuli

K analyze tekavych latek obsazenych vcibuli byly nejprve zvoleny podminky
chromatografické separace podle diplomové prace M. Machové [69], které byly dale
upraveny dle potreby. Vysledné podminky jsou uvedeny v kapitole 2.4.2 a byly pouzity
k analyze vSech péti druhu cibuli upravenych podle postupu popsaného v kapitole 2.4.1.
Latky v cibuli byly identifikovany na zakladé hmotnostnich EI spekter pomoci knihovny
NIST. Tento software umi vyhodnotit nalezené struktury procentualné jako miru
pravdépodobnosti toho, ze se jednd o urcitou latku. Identifikace latek ve vzorku byla
povazovana za platnou, pokud byla hodnota pravdépodobnosti vyssi nez 65 %. V néasleduyjici
tabulce 3 jsou uvedeny vSechny tékavé latky nalezené ve vzorcich cibule, jejich retencni Casy

a sumarni vzorce.

Tabulka 3: Tékav¢ latky obsazené ve vzorcich cibule

Retenéni Sumarni

Cislo | .- (min] Latka zorec Druh cibule
1 3.7 propanthiol C;HsS vSechny druhy
2 6,5 dimethyldisulfid CoHsS» Zluta, jarni
3 7.1 thiopropanal sulfoxid C;HsOS vSechny druhy
4 8.8 2-methyl-2-pentenal CsHi100 vSechny druhy
5 10,7 allyl n-propylsulfid CsHioS | Zluta, Cervena, bila, jarni
6 11 3,4-dimethylthiofen CsHsS v§echny druhy
7 11,8 methylpropyldisulfid CiHioS> vSechny druhy
8 12 methylpropenyldisulfid CsHsS» v§echny druhy
9 16,7 dipropyldisulfid CsH14S2 vSechny druhy
10 17 propenylpropyldisulfid CsH12S2 vSechny druhy
1 17,5 2'merszi’fl‘;jr’ggﬁ;hyl'zﬁ' CoHioS: viechny druhy
12 | 187 2'merszi’th‘;jr’ggﬁ;hyl'z’3' CoHoS: vechny druhy
13 223 dipropyltrisulfid CsHi4S;3 v§echny druhy
14 22,6 3,5-diethyl-1,2 4-trithiolan | CsHi2S3 v§echny druhy
15 22,7 di-2-propenyltrisulfid CsHi10Ss | Cervena, bila, salotka

43



Na nésledujicim obrdzku 11 je znazornén ukézkovy chromatogram analyzy vzorku Zluté

cibule.

Obrazek 11: Ukazkovy chromatogram vzorku zluté cibule

(1) propanthiol, (2) dimethyldisulfid, (3) thiopropanal sulfoxid, (4) 2-methyl-2-pentenal, (5) allyl n-propylsulfid,
(6) 3,4-dimethylthiofen, (7) methylpropyldisulfid, (8) methylpropenyldisulfid, (9) dipropyldisulfid,
(10) propenylpropyldisulfid, (11) 2-merkapto-3,4-dimethyl-2,3-dihydrothiofen, (12) 2-merkapto-3,4-dimethyl-
2,3-dihydrothiofen, (13) dipropyltrisulfid, (14) 3,5-diethyl-1,2,4-trithiolan, (x) siloxany (z kolony), (y) ftalaty
(z prostredi)

Podminky analyzy: kolona Rtx®-5MS o sloZeni 5% difenyl - 95% dimethylpolysiloxan, (30 m x 0,25 mm ID,
1ym), nosny plyn helium, pritok 1 ml/s, teplota nastfiku 250 °C, teplotni program pocatek 40 °C, nasledné
6 °C/min na 250 °C (5 minut), M S detekce EI 70 eV.

VSech patnact latek bylo zpravidla identifikovano ve vSech cibulich svyjimkou
dimethyldisulfidu, ktery obsahovala pouze Zluté cibule ajarni cibulka, ale tyto dvé cibule zase
neobsahovaly di-2-propenyltrisulfid na rozdil od ostatnich druh(. Latku allyl n-propylsulfid
neobsahovala Salotka. Cilem prace nebylo latky kvantifikovat, ale pouze identifikovat.
Pro predstavu relativniho zastoupeni identifikovanych latek v cibulich bylo mnoZstvi
jednotlivych latek vztazeno ke vzorku Zluté cibule, jeji obsah byl povaZzovan za 100 %
a mnozstvi tékavych latek u ostatnich vzorkl bylo vyjadfeno v relativnich procentech. Létka
di-2 -propenyltrisulfid byla vztazena ke vzorku Cervené cibule, protozZe ve Zluté cibuli nebyla

detekovéna. V nasledujici tabulce 4 je uvedeno zastoupeni latek v jednotlivych cibulich.

Tabulka 4: Zastoupeni tékavych latek ve vzorcich cibule

Gislo Latka cervena pilé, jarr,n’ Salotka
relativni zastoupeni [%
1 propanthiol 80,3 153,7 4433 98,4
2 dimethyldisulfid neobsahuje neobsahuje 16903  neobsahuje
3 thiopropanal sulfoxid 2329 1332 24.8 324,1
4 2-methyl-2-pentenal 104,2 46,2 25,0 2959
5 allyl n-propylsulfid 70,3 1028 116,7  neobsahuje
6 3,4-dimethylthiofen 748 89,3 37,1 91,1
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Cislo Litka Cervena b‘ilz’l : jarn}' | Salotka
relativni zastoupeni [%o]

methylpropyldisulfid 374 42,9 1373 41,0

3 methylpropenyldisulfid 34.8 37,7 2034 75,4

dipropyldisulfid 96,9 96,8 101,8 79,8

10 propenylpropyldisulfid 97,7 97,1 99,7 91,3
2-merkapto-3,4-dimethyl-2,3-

11 dri)hydrothiofen Y 91,9 104,9 46,5 1104
2-merkapto-3,4-dimethyl-2,3-

12 dri)hydr’othiofen Y 91,5 100,8 39.0 103,4

13 dipropyltrisulfid 51,6 144.5 2282 19,0

14 3,5-diethyl-1,2 4-trithiolan 63.4 134,2 86,5 33,1

15 di-2-propenyltrisulfid 100,0 174.5 neobsahuje 81,0

Latky  propanthiol, dimethyldisulfid, allyl n-propylsulfid, methylpropyldisulfid,
methylpropenyldisulfid, dipropyldisulfid a dipropyltrisulfid byly nejvice zastoupeny
ve vzorku jarni cibulky. Nejvétsi rozdil v zastoupeni téchto latek u jarni cibulky v porovnani
se zlutou cibuli byl u latky propanthiol (4,5% vice) a u latky dimethyldisulfid (17x vice), ktera
byla pfitomna pouze ve vzorku zluté cibule a jarni cibulky. Thiopropanal sulfoxid (slzny
faktor) byl nejvice zastoupeny ve vzorku Salotky, ¢emuz odpovidalo i subjektivni hodnoceni,
protoze pii zpracovani vSech vzorkd byla nejhorsi Stiplavost v o€ich a v nose pravé u vzorku
Salotky. Latky 2-methyl-2-pentenal a 2-merkapto-3,4-dimethyl-2,3-dihydrothiofen byly
nejvice zastoupeny ve vzorku Salotky. Latky 3,4-dimethylthiofen a propenylpropyldisulfid
byly nejvice zastoupeny ve Zzluté cibuli, ale v porovnéani s ostatnimi druhy cibuli to nebyl
vyrazny rozdil, kromé& zastoupeni 3,4-dimethylthiofenu u jarni cibulky. Latky 3,5-diethyl-
1,2,4-trithiolan a di-2-propenyltrisulfid byly nejvice zastoupeny v bilé cibuli.

Pro zajimavost byla analyzovana i zelen4 nat jarni cibulky a porovnana s bilou cibulkou.
Samotna cibulka (bila Cast) je jiz vySe popsana a obsahovala ¢trnact latek. V zelené nati, kteréd
se také konzumuje, bylo identifikovano tfinact latek. U zelené nat€ jarni cibulky nebyla
na rozdil od samotné cibulky identifikovana latka 2-methyl-2-pentenal. Celkové zastoupeni
jednotlivych latek bylo vy$si u samotné cibulky nez u zelené nat€. Pouze u latek propanthiolu
a allyl n-propylsulfidu bylo zastoupeni vyssi u zelené naté témét o 50 %. Podobné zastoupeni
v obou Castech jarni cibulky bylo u latek methylpropyldisulfidu, propenylpropyldisulfidu
a dipropyldisulfidu (94 — 99,7 %). Obsah thiopropanal sulfoxidu byl u obou casti takeé
podobny, ale u zelené naté¢ byl o néco malo nizsi (83,6 %). Zastoupeni Sesti latek (napf.
3,4-dimethylthiofen) u zelené naté se pohybovalo vrozmezi 46,1 — 70,6 %. Nejméné

zastoupenou latkou u zelené naté byl dimethyldisulfid (13,1 %).
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S dobou od rozkrojeni cibule se mize profil tékavych latek ajejich zastoupeni v cibuli ménit,
a proto byl proveden pokus, kdy byl vzorek bilé cibule analyzovan za stejnych podminek, ale
24 hodin po jeho rozkrojeni (viz obrazek 12), kdy byl vzorek uchovéan za laboratorni teploty,

za pfistupu vzduchu i svétla.

220 )
1 propanthiol

3 thiopropanal sulfoxid
5allyl n-propylsulfid

6 3,4-dimethylthiofen

7 methylpropyldisulfid
% 8 methylpropenyldisulfid
0 9 dipropyldisulfid
>

<

180

60 10 propenylpropyldisulfid
11, 12 - 2-merkapto-3,4-
dimethyl-2,3-

12 13 14 dihydrothiofen

20 13 dipropyltrisulfid
14 3,5-diethyl-1,2 4-
trithiolan

-60 o
tékaveé latky

Obrazek 12: Relativni zastoupeni tékavych latek vzorku bilé cibule po 24 hodinach

Ve vzorku bilé cibule analyzované ihned po rozkrojeni bylo identifikovano Ctrnact latek
a ve vzorku analyzovaném po 24 hodinéch tfinact latek. Po 24 hodinach nebyly ve vzorku
detekovany latky dimethyldisulfid (Cislo 2), 2-methyl-2-pentenal (Cislo 4) a di-2-
propenyltrisulfid (Cislo 15), které se plvodné, kromé dimethyldisulfidu, ve vzorku
vyskytovaly. Navic byla ve vzorku identifikovana nova latka, 2-undekanon, jejiZ retencni Cas
byl 21,08 minut. Obsah vétSiny latek se béhem 24 hodin sniZil (0 43,6 - 89,0 %). Na druhou
stranu se nejvice zvySilo zastoupeni propanthiolu (213,5 %). Obsah se témér nezménil u latek
propenylpropyldisulfidu, dipropyldisulfidu aallyl n-propylsulfidu (100,7 - 114,9 %). Léatka
3,5-diethyl-1,2,4-trithiolan byla ze v3ech latek nejméné zastoupena (11 %).

Latky identifikované v cibuli v této diplomové praci se shoduji s publikovanou literaturou.
V cibuli se vyskytuji dvé skupiny tékavych latek, a to aldehydy a sirné slouceniny. V této
praci byly nalezeny predevSim sirné tékavé latky a pouze jeden aldehyd (2 -methyl- -
pentenal). Ve vétsiné studii bylo identifikovano vice aldehyd( [18,19,27], ale ve studii [56]
byl nalezen pouze 2-methyl-2-pentenal stejné jako vtéto diplomové préci. VeSkeré
identifikované sirné slouceniny v této praci byly shodné nalezeny ve studiich [18,19,56].

Latka di-2-propenyltrisulfid byla identifikovana v této diplomové préaci a pouze ve studii
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naSich kolegli z Univerzity Pardubice [26]. Latka 3,5-diethyl-1,2,4-trithiolan také nebyla
jedna z nejCastéji identifikovanych, ale ve studiich [26,27] byla uvedena. Pfi analyze vzorku
bilé cibule po 24 hodindch od rozkrojeni byl nalezen 2-undekanon, ktery nebyl identifikovan

v Z&dné studii, ale pouze v diplomové praci M. Machové [69].

3.2 ldentifikace a kvantifikace fenolickych latek v cibuli

3.2.1 Analyza flavonoidl
Optimalizace podminek HPLC/MS

Optimalizace chromatografickych podminek pro analyzu flavonoidl byla provedena
na extraktu Zluté cibule. K analyze flavonoid( bylo tfeba optimalizovat sloZeni mobilni faze,
gradientovou eluci, vinovou délku u spektrofotometrické detekce a parametry hmotnostni
detekce. Prltok mobilni faze, objem néstfiku a teplota kolony se béhem optimalizace
nemeénily. Optimalizované podminky metody jsou uvedeny v kapitole 2.4.3 a byly pouZity pro

analyzu vsech vzork( cibule.

Pro separaci flavonoid(i bylo vyzkouseno nékolik rliznych slozeni mobilni faze. Jako
organicka slozka mobilni faze byl vZdy pouzit acetonitril (MF B), ktery byl vybran na z&kladé
studii [7,9,19]. Vodnou sloZzkou mobilni faze byl 5mM octan amonny, 5mM mravencan
amonny, okyselend voda a oba 5mM pufry okyselené kyselinou mravenc¢i na hodnotu pH 3.
Ze vsech vyzkouSenych mobilnich fazi byla jako nejvhodnéjSi vybrana okyselena voda,
protoZe pfi jejim pouziti dochazelo k lepSi ionizaci latek, z CehoZz vyplyva, Ze odezvy
v signalu na hmotnostnim detektoru byly vyssi. U spektrofotometrické detekce nedochéazelo

ke zménam pfi pouziti jednotlivych typl mobilni faze.

Pri optimalizaci metody bylo testovano nékolik eluénich gradientd (viz tabulka 5), aby bylo
dosazeno co nejlepsi separace flavonoidl. Jako nejvhodnéjsi byl uréen gradient s . Celkova
doba analyzy byla 40 minut a za téchto podminek byly rozdéleny veSkeré flavonoidy
obsazené v extraktu cibule. Analyzu by bylo mozné jesté zkrétit, ale v pfipadé vyskytu
fenolovych kyselin v ostatnich vzorcich cibule by mohlo dojit ke koeluci jednotlivych pikd

(napf. kyseliny ferulové a sinapové).
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Tabulka 5: Gradientové eluce testované pFi optimalizaci separace flavonoid(

Gradient 1 Cas [min] 0 40
Im* B[99 5 70
Gradient 2 Cas [min] 0 20
|[mf B[94 15 70
Gradient 3 Cas [min] 0 10 20
|mf B[94 15 35 60
Gradient4 Cas [min] 0 10
Im* B[99 10 30 50
Gradient5 Cas [min] 0 10 20
Im* B[99 10 20 30
Gradient 6 Cas [min] 0 25 40
|[mf B[94 10 20 60

K detekci flavonoidl obsazenych v cibuli pomoci spektrofotometrické detekce bylo
vyzkou$eno nékolik vinovych délek, a to 350 nm, 325 nm, 280 nm, 265 nm a 254 nm.
Pri pouZziti vinové délky 350 nm a 254 nm bylo mozné v chromatogramu vidét nejvice pikd.
Jako nejvhodnéjsi vinova délka byla vybrana 254 nm, protoZe v porovnani s vinovou délkou
350 nm byly vyssi odezvy 0 22 a7 42 %. Navic pfi vinové délce 254 nm kromé flavonoid(

absorbuji i fenolové kyseliny, které by se mohly vyskytovat v ostatnich vzorcich cibule.

Déale byl k detekci flavonoidd pouZit i hmotnostni detektor. Extrakt Zluté cibule byl
analyzovan pfi negativnim i pozitivnim moédu ionizace. Vhodnéj§im mddem pro detekci
flavonoidl se ukazal negativni modd, jelikoz doslo ke sniZzeni Sumu, nulova linie byla
pravidelngjsi a spektrum bylo celkové Cistsi, protoZze neobsahovalo dalSi piky navic.
Dle doporuceni vyrobce byly nastaveny parametry MS detektoru podle pritoku mobilni faze.
Cilovd hmota m/z byla nastavena na hodnotu 463, protoZe cibule nejCastéji obsahuje

glykosidy kvercetinu.

Identifikace a kvantifikace flavonoid( v cibuli

Po optimalizaci podminek metody bylo potfeba jednotlivé latky ve vzorcich cibule
identifikovat a kvantifikovat. Identifikace flavonoid( byla zaloZena na porovnani UV/VIS
a hmotnostnich spekter s dostupnymi standardy, dale byly latky identifikovany podle
zjistenych  molekulovych hmotnosti a vysledky porovnany s literaturou [9,31,41].

Ve zkuSebnim extraktu Cervené cibule v 50% methanolu se podafilo identifikovat sedm
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flavonoid(l a v nasledujici tabulce s jsou uvedeny jejich nazvy, retenéni Gasy, molekulové

hmotnosti a molekularni ionty [M-H]". Z&dna ztestovanych fenolovych Kkyselin nebyla

v extraktu nalezena.

. . Retencni Molekulova
Pik Lstka Cas [min]  hmotnost [g/mol]
1 kvercetin-7,4'-diglukosid 11,89 626,52
2 kvercetin-3,4' -diglukosid 14,00 626,52
3 isorhamnetin-3,4' -diglukosid 15,62 640,54
4 kvercetin-3-glukosid 20,73 464,38
5 kvercetin-4'-glukosid 25,91 464,38
6 isorhamnetin-4' -glukosid 28,70 478,40
7 kvercetin 33,46 302,24

Tabulka 6: Detekéni charakteristiky flavonoid(

[M-H]-

625
625

639
463
463
477
301

V priloze je uveden chromatogram (TIC) a extrahované chromatogramy molekulovych iont(i

jednotlivych  flavonoidu.

Déle jsou v pfiloze uvedena

i jejich hmotnostni

spektra

(viz pfFiloha I - I11). Na nésledujicim obrézku 13 je uveden ukdzkovy chromatogram extraktu

éervené cibule.

500

Obrazek 13: Ukazkovy chromatogram vzorku €ervené cibule extrahované v 50% MeOH

¢as [min]

(1) kvercetin-7,4'-diglukosid, (2) kvercetin-3,4'-diglukosid, (3) isorhamnetin-3,4'-diglukosid, (4) kvercetin-3-
glukosid, (5) kvercetin-4'-glukosid, (6) isorhamnetin-4'-glukosid, (7) kvercetin
Podminky analyzy: kolona Gemini 3u C18 110A (150 x 3 mm, 3 fim), MF A okyselend voda pH 3, MF B
acetonitril, nastfik 10 pl, teplota kolony 35 °C, prlitok mobilnifaze 0,5 ml/min, gradient 0 min 10 % MF B,
25 min 20 % MF B a 40 min 60 % MF B, UV/VIS detekce 254 nm.

Flavonoidy byly kvantifikovdny na dostupné standardy kvercetinu a isorhamnetin-3-

glukosidu pfi pouziti spektrofotometrické detekce. Kvantitativni vyhodnoceni flavonoid
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v cibuli bylo provedeno metodou kalibracni kfivky. Kalibracni rozsah byl zvolen dle
zkuSebniho extraktu Cervené cibule a kazdy kalibracni roztok byl proméfen tfikrat. Grafy
kalibracnich zavislosti jsou uvedeny v priloze IV a V. U téchto dvou standard(l byla
vypoCtena mez detekce (LOD - Limit of Detection) a mez stanovitelnosti (LOQ - Limit
of Quantification). Mez detekce se urCuje jako trojnasobek Sumu zékladni linie a mez
stanovitelnosti jako desetinasobek Sumu zéakladni linie. Obé hodnoty Ize vypocitat z kalibracni
zavislosti vysky piki na koncentraci standardu. Hodnota S$umu byla odeétena
z trikrat proméfené Cisté mobilni faze. Parametry kalibranich zavislosti standard(i jsou

zobrazeny v nasledujici tabulce 7.

Tabulka 7: Kalibraéni parametry, meze detekce a stanovitelnosti standard( flavonoidd

. Rozsah . LOD LOQ
Latka kalibrace [my/] Rovnice regrese R2 g | g/
kvercetin o~ 5O y=77,00x- 1005 09991 32,07 106,88

isorhamnetin-3-glukosid 10- 150 y=57,88x+780 09972 27,70 92,33

K extrakci vSech analyzovanych cibuli byla pouZita okyselend voda na hodnotu pH 2,
50% methanol a Cisty methanol. Kazdy vzorek byl extrahovan tfikrat do pfislusného
rozpoustédla a kazdy extrakt byl poté tfikrat proméfen. V pfipadé potfeby byly extrakty pred
analyzou zredény. Flavonoidy se podarilo stanovit ve tfech z péti vzorkl cibuli. V Salotce,
ve Zluté av Cervené cibuli bylo identifikovano vSech sedm flavonoid(. Obsah jednotlivych
flavonoid(l v téchto tfech cibulich je uveden v jednotkach pg/g Cerstvé cibule v nasledujicich
tabulkach s - 10. V bilé cibuli a vjarni cibulce se nepovedlo flavonoidy detekovat vibec,
protoZe je jejich obsah bud' velmi nizky, nebo flavonoidy vibec neobsahuji. Ve studii [3] byl
uveden obsah dvou nejvice zastoupenych flavonoid(l kvercetin-3,4'-diglukosidu a kvercetin-

4'-glukosidu v bilé cibuli pod 1 mg/100 g.

Tabulka 8: Obsah jednotlivych flavonoidl v extraktech Zluté cibule

Zluta cibule ¢ Iflg/gl
Pik Latka okyselena voda 50% MeOH MeOH

1 kvercetin-7,4' -diglukosid <LOQ <LOQ 242 +031
2 kvercetin-3,4' -diglukosid 6153+069 8463+028 122,02+945
3 isorhamnetin-3,4'-diglukosid 588 + 0,06 731+035  1099+0,34
4 kvercetin-3-glukosid <LOQ <LOQ <LOQ
5 kvercetin-4'-glukosid 27,02+ 124 4806+0,16 10801 + 12,36
6 isorhamnetin-4' -glukosid 6,59 + 0,05 969+020 20,08+ 1,86
7 kvercetin <LOQ <LOQ <LOQ

Z flavonoid 101,02+2,04 149,69+ 099 263,52 + 24,32
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Ze Zluté cibule se nejvice flavonoidl extrahovalo do methanolu (263,52 + 24,32 pgl/g).
Nejvyssi obsah byl stanoven u dvou flavonoidl, a to u kvercetin-3,4'-diglukosidu
(122,02 + 9,45 gg/g) a u kvercetin-4'-glukosidu (108,01 + 12,36 gg/g). Kvercetin-7,4'-
diglukosid se podafilo stanovit pouze v methanolickém extraktu (2,42 + 0,31 gg/g). Témér
o polovinu niz8§i mnozstvi flavonoidli bylo nalezeno ve vzorku extrahovaném

av v

Kvercetin-3-glukosid a kvercetin byly ve vSech extraktech pod mezi stanovitelnosti.

Tabulka 9: Obsah jednotlivych flavonoid(l v extraktech ¢ervené cibule

Cervend cibule ¢ [gg/gl
Pik Latka okyselend voda 50% MeOH MeOH

1 kvercetin-7,4' -diglukosid 2,47 £ 0,15 3,12+ 0,07 3,33+0,19
2 kvercetin-3,4' -diglukosid 9856+213  13350+379 141,00+643
3 isorhamnetin-3,4' -diglukosid 8,30+ 0,53 9,71 + 0,40 10,28 + 0,32
4 kvercetin-3-glukosid 5,57 + 0,49 8,15 + 0,25 10,39 + 0,46
5 kvercetin-4'-glukosid 5826 +4,17 101,29+ 399 141,27 + 10,96
6 isorhamnetin-4' -glukosid 389+0,14 5,25 + 0,43 7,03 +0,85
7 kvercetin <LOQ 3,65+ 0,20 4,03 £ 0,05

Z flavonoidd 177056+761 264,67+913 317,33+ 19,26

Obsah flavonoidd v Eervené cibuli byl v porovnani se Zlutou cibuli vy$si. Nejvyssi obsah

v

coz je stejné jako u vzorku Zluté cibule. Nejvyssi obsah byl také nalezen u kvercetin-4'-
glukosidu (141,27 + 10,96 gg/g) a u kvercetin-3,4'-diglukosidu (141,00 + 6,43 gg/g).
Na rozdil od Zluté cibule byl pod mezi stanovitelnosti pouze kvercetin ve vodném extraktu.

Tabulka 10: Obsah jednotlivych flavonoidd v extraktech 3alotky

Salotka ¢ [gg/gl
Pik Latka okyselendvoda  50% MeOH MeOH

1 kvercetin-7,4' -diglukosid 2,80+ 0,32 2,84+ 0,60 3,22+ 0,07
2 kvercetin-3,4'-diglukosid 9,45+991  103,78+6,08 110,66+ 2,87
3 isorhamnetin-3,4'-diglukosid 3,20+ 0,62 3,39+0,73 441 +0,22
4 kvercetin-3-glukosid 4,14+ 0,50 3,95 +0,42 575+ 0,77
5 kvercetin-4' -glukosid 67,79+ 9,58 89,76+ 1,72 126,01 + 10,39
6 isorhamnetin-4' -glukosid 824+ 162 6,74 + 0,97 14,22 + 1,14
7 kvercetin <LOQ <LOQ 2,41 +£0,02

Z flavonoid(l 18262+ 2255 210,46+ 1052 266,66 + 15,48

Obsah flavonoid(l v extraktech Salotky byl v porovnani se Zlutou cibuli vyssi. Ve vodném
extraktu Salotky bylo v souctu vsech flavonoidl obsazeno vys$i mnozstvi flavonoidd
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(182,62 + 22,55 ug/g) nez ve vodném extraktu Cervené cibule (177,05 + 7,61), pfiemz
je to zpusobeno hlavné obsahem kvercetin-4 -glukosidu. V methanolickych extraktech
Salotky byl obsah flavonoidii v porovnani s Cervenou cibuli nizsi. Stejné jako u predchozich
dvou vzorka byl obsah flavonoidii u Salotky extrahované do methanolu nejvyssi a nejnizsi
ve vodném extraktu. Nejvyssi mnozstvi flavonoidi bylo opét stanoveno u kvercetin-4’-
glukosidu (126,01 + 10,39 pg/g) a u kvercetin-3,4"-diglukosidu (110,66 + 2,87 ng/g).
Kvercetin se podafilo stanovit pouze u methanolického extraktu (2,41 + 0,02 pg/g), protoze

v ostatnich extraktech byl pod mezi stanovitelnosti.

Ve zluté, Cervené cibuli a Salotce byl nejvyssi obsah dvou glukosidu kvercetinu (kvercetin-
3,4'-diglukosidu a kvercetin-4’-glukosidu). Tyto dva glukosidy kvercetinu ptredstavovaly
ve zluté cibuli 87 % vsech flavonoidu, v Cervené cibuli a Salotce 89 % vSech flavonoidu.
Ve studii [3] je uvedeno, ze tyto dva glukosidy kvercetinu v cibuli tvoti asi 90 %, coz
se shoduje 1 s touto diplomovou praci. Ve vét§ing studii identifikovali stejné latky jako v této
praci, ale jesté se jim podafilo identifikovat kvercetin-3,7,4"-triglukosid [9,31,41]. Ve studii
[42] autofi identifikovali navic samotny rutin, isorhamnetin a luteolin, ale jejich obsah byl

velmi nizky (0,8 — 1,3 pg/g).

V porovnani s literaturou byly vysledky ziskané v této diplomové praci obdobné. Ve studii
[31] byl stanoven u raznych druht cibule extrahovanych do 50% methanolu nejvyssi obsah
kvercetin-3,4"-diglukosidu (43 — 147 pg/g) a kvercetin-4'-glukosidu (37 — 127 ng/g), coz
se shoduje s vysledky této diplomové prace. Nejnizsi mnozstvi flavonoidd bylo ve studii
stanoveno pro bilou cibuli, coz je jediny rozdil v porovnani s touto diplomovou praci, protoze
u bilé cibule se flavonoidy nepodafilo stanovit. Divodem muze byt geograficky pavod
vzorkl. Ve studii [9] byl obsah jednotlivych flavonoidd ve vzorcich cibule o néco nizsi.
Celkovy obsah flavonoida se pohyboval v rozmezi 52 — 137 pg/g v extraktech 80% ethanolu
a v diplomové praci byl obsah 263 — 317 pg/g v extraktech ¢ist¢ho methanolu. Ponékud vyssi
vysledky byly uvedeny ve studii [41], ve které se autofi vénovali stanoveni flavonoidu
v italské Cervené cibuli. Cibule byla extrahovana do methanolu a obsah kvercetin-3,4'-
diglukosidu byl zhruba 260 mg/kg a kvercetin-4 -glukosidu zhruba 220 mg/kg. Obsahu
flavonoida v Salotce se vénovali ve studii [42], kde byl uveden celkovy obsah flavonoida

o néco nizsi nez v této diplomové praci (200 ug/g).
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3.2.2 Analyza anthokyan(

Optimalizace podminek HPLC/MS

Optimalizace chroméatografickych podminek pro analyzu anthokyan( obsaZzenych v cibuli
byla provedena na extraktu éervené cibule. K analyze anthokyan(l bylo tfeba optimalizovat
slozeni a pritok mobilni faze, gradientovou eluci a parametry hmotnostni detekce. Objem
nastfiku a teplota kolony se béhem optimalizace neménily. K detekci anthokyan( byla pouzita
i spektrofotometricka detekce s vinovou délkou 520 nm. Optimalizované podminky metody
jsou uvedeny v kapitole 2.4.3 abyly pouZity pro analyzu Salotky, Cervene a Zluté cibule.
Vzorky bilé cibule a jarni cibulky analyzovany nebyly, protoZe jejich obsah anthokyanl

je velmi nizky nebo je viibec neobsahuji, jak uz vyplyva z jejich zbarveni.

Jak je uvedeno v literatufe, mobilni fazi je potfeba k analyze anthokyani okyselit. V kyselém
prostfedi dochazi k denaturaci buné&né membrany, soucasné se anthokyany rozpousti a jsou
stabilizovany. Demineralizovana voda byla okyselena kyselinou mravenci a byly vyzkouseny
tfi rGzné hodnoty pH, ato 2,5; 2 a 1,8. Nejvhodngjsi bylo okyseleni vody na hodnotu pH 1,8,
protoze ¢im bylo prostiedi Kkyselejsi, tim byla separace lepSi. V porovnani sanalyzou

za pouZziti okyselené vody na hodnotu pH 2,5 byly piky vyssi a Stihlejsi.

Déle bylo pri optimalizaci testovano nékolik eluénich gradient (viz tabulka 11). Cilem bylo
dosaZeni co nejlepsi separace a ktomu byl vyuZit gradient 5 Za téchto podminek byly
rozdéleny vSechny anthokyany a celkova doba analyzy byla 25 minut.

Tabulka 11: Gradientové eluce testované p¥i optimalizaci separace anthokyan(

Gradient 1 Cas [min] 0 20 30 35
Im* B[99 15 15 70 80
Gradient 2 Cas [min] 0 20 30
|mf B [2d 10 30 60
Gradient 3 Cas [min] 0 15 20 40
|mf B [%d 10 20 60 70
Gradient4 Cas [min] 0 15 25 30
|[mf B [2d 12 18 50 70
Gradient 5 Cas [min] 0 15 20 25
Imf B 24 10 18 40 70
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Kromé vybéru vhodné mobilni faze byl pfi optimalizaci podminek testovan i priitok mobilni
faze. U nastaveného gradientu byl vyzkousen pritok 1 ml/min a nizsi. PouZiti nizsiho pritoku
je lepsi a Setrnéjsi pro hmotnostni detektor. Jako nejvhodngjsi pritok byl vybran 0,7 ml/min,

protoZe separace byla stale uspokojiva.

K detekci anthokyan( byl pouZit také hmotnostni detektor. Extrakt Cervené cibule byl
analyzovan pfi negativnim i pozitivnim mddu ionizace. Pfi detekci anthokyanl, na rozdil
od flavonoid(l, byl vhodnéjsi pozitivni mdd ionizace, protoZze pfi negativnim modu
nedochazelo k ionizaci anthokyan(. Dle doporuéeni vyrobce byly nastaveny parametry MS
detektoru podle pritoku mobilni faze a cilovd hmota m/z byla nastavena na hodnotu 500,
protoze cibule obsahuje predevSim glykosidy kyanidinu, které maji molekulovou hmotnost
kolem 500 g/mol (napf. kyanidin-3-glukosid 484,83 g/mol).

Identifikace a kvantifikace anthokyant v cibuli

Stejné jako u flavonoid(l bylo potfeba po optimalizaci metody jednotlivé latky
ve vzorcich cibule identifikovat a kvantifikovat. Identifikace byla provedena stejnym
zplsobem jako u predeslé metody, tzn. porovnani UV/VIS a hmotnostnich spekter
s dostupnymi standardy, dale byly latky identifikovany podle zjisténych molekulovych
hmotnosti a porovnany s literaturou [5,31,44]. Ve zkuSebnim extraktu Cervené cibule
v okyseleném 80% methanolu se podafilo identifikovat pét anthokyand a v nasledujici tabulce
12 jsou uvedeny jejich néazvy, retencni Casy, molekulové hmotnosti a molekularni ionty
[M+H]+.

Tabulka 12: Deteké&ni charakteristiky anthokyan(

. ) Retencni Molekulova
Pik Latka Cas [min]  hmotnost [g/mol] (M
1 kyanidin-3-glukosid 711 449,38 449
2 kyanidin-3,5-diglukosid 7,73 611,52 611
3 delfinidin-3,5-diglukosid 9,25 627,53 627
4 kyanidin-3-(6” -malonylglukosid) 12,28 53543 535
5 kyanidm-3-(6” -malonyl-3” -glukosylglukosid) 13,16 697,57 697

V priloze je uveden chromatogram (TIC) a extrahované chromatogramy molekulovych iont
jednotlivych anthokyani obsazenych v cibuli. Déle jsou v pfiloze uvedena ijejich hmotnostni
spektra (viz pfiloha VI - VII). Na néasledujicim obrazku 14 je uveden ukazkovy

chromatogram extraktu Cervené cibule.
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Obrazek 14: Ukazkovy chromatogram vzorku Cervené cibule extrahované v okyseleném 80% MeOH (pH 2)
(1) kyanidin-3-glukosid, (2) kyanidin-3,5-diglukosid, (3) delfinidin-3,5-diglukosid, (4) kyanidin-3-
(6" -malonylglukosid), (5) kyanidin-3-(6 ""-malonyl-3''-glukosylglukosid)

Podminky analyzy: kolona Luna Omega PS, C18 (150 x 4,6 mm, 5 pm), MF A okyselena vodapH 1,8, MF B
acetonitril, nastfik 10 yl, teplota kolony 40 °C, pritok mobilnifaze 0,7 ml/min, gradient 0 min 10 % MF B,
15 min 18 % MF B, 20 min 40 % MF B a 25 min 0 % MF B, UV/VIS detekce 520 nm.

Stejnym zplsobem jako u flavonoidi bylo kvantitativni vyhodnoceni anthokyani provedeno
metodou kalibraéni kFivky a obsah anthokyan( byl vztazen ke standardu kyanidin-3-
glukosidu [31]. Kalibracni rozsah byl zvolen dle zkuSebniho extraktu Cervené cibule a kazdy
kalibracni roztok byl proméren tfikrat. Graf kalibraCni zavislosti je uveden v priloze IX. Také
byla vypoCtena mez detekce a stanovitelnosti. Parametry kalibracnich zavislosti standardu

jsou uvedeny v nasledujici tabulce 13.

Tabulka 13: Kalibracni parametry, mez detekce a stanovitelnosti kyanidin-3-glukosidu

, Rozsah LOD LOQ
Latka kalibrace [my/I] ]

kyanidin-3-glukosid 05- 150 y=4122x+ 1804 09922 124 408,1

Rovnice regrese R2

K extrakci analyzovanych druhl cibuli byla pouZita okyselend voda a okyseleny 80%
methanol, oboji na hodnotu pH 2. 80 % methanol byl vybran na zakladé literatury, protoze
v ném jsou anthokyany dobfe rozpustné. Kazdy vzorek byl extrahovan tfikrat do pfislusného

rozpoustédla a kazdy extrakt byl poté tfikrat proméren.

Anthokyany se podafilo stanovit ve vzorku Cervené cibule a Salotky. Ve Zluté cibuli
se anthokyany nepovedlo vibec detekovat, protoZe je jejich obsah bud velmi nizky, nebo
anthokyany vibec neobsahuji. Obsah jednotlivych anthokyan(l v ¢ervené cibuli a Salotce

je uveden v jednotkéach pg/g Cerstvé cibule v nasledujici tabulce 14.
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Tabulka 14: Obsahjednotlivych anthokyan( v extraktech ¢ervené cibule a $alotky

Cervena cibule Salotka

. ) . okyseleny . okyseleny

Piky Latka okyselena voda 809% MeOH okyselena voda 809% MeOH
cl g

1 kyanidin-3-glukosid 243 0,05 478 + 0,04 <LOQ <LOQ

2  kyanidin-3,5-diglukosid 1,34+ 0,05 2,63 0,16 <LOQ <LOQ

3 delfinidin-3,5-diglukosid <LOQ <LOQ <LOD <LOD

kyanidin-3-(6"-
4 malonylglukosic) 7,97 £ 0,06 15,52 + 0,67 1,19+0,10 1,93+0,14
5 kyandin3-(O"malowl- 5594003 674202  <L0Q  045:00

3'"-glukosylglukosid)

Obsah anthokyant v ¢ervené cibuli byl v porovnani se Salotkou nékolikrat vyssi. Podstatné
vétsi obsah anthokyand byl stanoven v extraktech 80% methanolu. Dominantnim
anthokyanem v obou vzorcich byl kyanidin-3-(6"-malonylglukosid). Delfinidin-3,5-
diglukosid byl v extraktech Cervené cibule pod mezi stanovitelnosti a v extraktech Salotky
nebyl detekovan vilbec. Pod mezi stanovitelnosti byly v obou extraktech Salotky i kyanidin-3-
glukosid a kyanidin-3,5-diglukosid. U vzorku Salotky byl kyanidin-3-(6"-malonyl-3"-
glukosylglukosid) stanoven pouze v methanolickém extraktu (0,45 + 0,04 |ig/g).

V literatufe [5,31,44] byly identifikovany stejné anthokyany jako v této diplomové préci, ale
i nékteré navic, jako napf. delfinidin-3-glukosid nebo samotny kyanidin. Obsah anthokyant
stanoveny v této préci byl v porovnani s literaturou velmi podobny. Ve studii [31] autofi
stanovili  kyanidin-3-(6"-malonyl-3"-glukosylglukosid) jako dominantni  anthokyan
u Cervenych cibuli v rozmezi cca 3 - 16 jxg/g, coZ je v souladu stouto diplomovou praci.
Podobny obsah (15 |ig/g) kyanidin-3-(6"-malonyl-3"-glukosylglukosidu) byl stanoven
i v dal$i studii [44], ale zde nebyl urCen jako dominantni anthokyan.

3.3 Spektrofotometrické metody

3.3.1 Stanoveni antioxidacni aktivity cibule

Antioxidacni aktivita cibule byla stanovena spektrofotometrickymi metodami DPPH, ABTS
a FRAP. Vzorky vsech péti druhl cibuli byly pfipraveny podle postupu uvedeného v kapitole
2.4.1. K extrakci byla vZzdy pouZita tfi rozpoustédla, a to okyselend voda na hodnotu pH 2,
50% methanol a methanol, a smés byla 15 minut ultrazvukovana. VeSkeré extrakty pro toto
stanoveni byly pro vSechny tfi metody pfipraveny stejné (vzorek 5 g cibule v 10 ml
rozpoustédla), protoZze cilem prace bylo porovnani antioxidacni aktivity cibule namérené
jednotlivymi metodami. Aby bylo moZné tyto tfi metody srovnat, vysledky byly pfepoCteny
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na ekvivalentni mnoZzstvi standardu troloxu (TEAC) a vyjadfeny v jednotkach mmol/l. Kazdy

extrakt byl proméfen pétkrat.

Pfed samotnym stanovenim bylo potfeba ur€it vhodné mnozstvi extraktu pFidavaného
k reak¢ni smési a dale také vhodnou reak¢ni dobu. Toto bylo provedeno na extraktu Zluté
cibule v 50% methanolu.

Optimalizace metody DPPH

V rdmci optimalizace byla testovana vhodna doba reakce a dva rlizné objemy extraktu.
Ke 3 ml reakéni smési radikalu DPPH bylo pfidano 100 a 200 pl extraktu. PFi pouZziti
mnoZstvi 100 pl extraktu dochézelo k malym odchylkdm absorbance v Case a kfivka zavislosti
absorbance na Case nebyla zfetelna. PFi pouziti mnozstvi 200 pl extraktu uz dochazelo
k vétSim odchylkdm absorbance v Case a toto mnoZstvi bylo vybrano jako vhodné k méreni.
Reakce byla sledovana kazdych 5 minut po dobu 1 hodiny. Z naméfenych hodnot byl
sestrojen graf zavislosti absorbance roztoku na Case (viz obrazek 15), ze kterého je patrné,
Ze optimalni doba reakce byla 30 minut. Po 30 minutach sice stale dochazelo ke sniZzovani
absorbance, ale pokles byl jiZ minimalni a doba 30 minut byla dostatetnd. Mnozstvi 200 pl
extraktu a reakéni doba 30 minut byly dale pouzity pfi méfeni vSech extraktl cibule

a kalibra¢ni fady, kdy misto extraktu byl pouZit standard trolox.

0,40 e 1. méfeni « 2. méfeni e 3. méfeni

0,35
0,30 o *
0,25

A 0,20

0,15

0,05

0,00
0 10 20 30 40 50 60

t [min]

Obrazek 15: Metoda DPPH - zavislost absorbance roztoku na ¢ase

Optimalizace metody ABTS
Metoda ABTS byla optimalizovéana z €asového hlediska. Ke 3 ml reak¢ni smési radikalového

kationtu ABTS™+ bylo pfidano 200 pl extraktu a byla sledovanavhodna reakéni doba
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v intervalu kazdych 5 minut aZz po dobu 50 minut. Z grafu zavislosti absorbance roztoku
na Case (viz obrazek 16) je patrné, Ze optimalni doba reakce byla 40 minut, protoZze pokles
absorbance byl poté mirny a mezi 30. a 40. minutou byly hodnoty absorbance podobné.
Pro méfeni vSech extraktl cibule a kalibracni fady touto metodou bylo tedy pouzito mnozstvi

200 pl extraktu a reak¢ni doba 40 minut.

0,40 e 1. mefeni = 2. méfeni < 3. méfeni
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Obrazek 16: Metoda ABTS - zavislost absorbance roztoku na ¢ase

Optimalizace metody FRAP

Stejné jako u optimalizace metod DPPH a ABTS bylo ke 3 ml reakéni smési Fe3+-TPTZ
pridano 200 pl extraktu. Reakéni doba byla sledovana kazdych 5 minut po dobu 50 minut.
Z grafu zavislosti absorbance roztoku na Case (viz obrazek 17) je patrné, Ze optimalni doba
reakce byla 30 minut. Po 30 minutéach jiZz téméF nedochazelo k narlistu hodnot absorbance.
Optimalizované mnozstvi 200 pl a reak¢ni doba 30 minut byly dale pouZity pfi méfeni vSech
extrakt( cibule a kalibra¢ni Fady troloxu.
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Obrazek 17: Metoda FRAP - zavislost absorbance roztoku na ¢ase

Vysledky metody DPPH

Stanoveni antioxidacni aktivity extrakt( cibule metodou DPPH bylo provedeno podle postupu
uvedeného v kapitole 2.4.4. Naméfené hodnoty byly prepocitany na Ubytek absorbance dle
rovnice 1 a nasledné prepocteny na ekvivalentni mnozstvi troloxu (TEAC) z rovnice regrese
kalibracni kfivky (viz pfiloha X). Vysledné hodnoty a smérodatné odchylky jsou uvedeny
v tabulce v priloze XI. Na nasledujicim obrézku 18 je uvedeno porovnani hodnot antioxidacni
aktivity jednotlivych extraktl cibule v rliznych rozpoustédlech. Chybové uUsecky v grafu

znazornuji smérodatné odchylky z péti méfeni.

1 okyselena voda 1 50% MeOH 1 MeOH

0,18

Cervena Salotka Zluta jarni bila

vzorky cibule

Obrézek 18: Metoda DPPH - antioxidaéni aktivita extraktl cibule
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vV

vzorky cibule extrahované do okyselené vody. Methanolové extrakty vykazovaly v porovnani
s okyselenou vodou zhruba dvojnasobné hodnoty antioxidaCni aktivity. Antioxidacni aktivita
se u vzorkd cibule lisi v zavislosti na barvé cibule, se kterou Uzce souvisi obsah fenolickych
latek. NejvysSi hodnota antioxidacni aktivity byla naméfena u methanolického extraktu
Salotky (0,1519 + 0,0045 mmol/l), zatimco nejmenSi hodnota byla naméfena u vodného
extraktu bilé cibule (0,0131 £ 0,0011 mmol/l). Nizk& hodnota antioxidacni aktivity u jarni
cibulky a bilé cibule naznaCuje nizS$i obsah antioxidantl v porovnani se Salotkou nebo

¢ervenou cibuli.

Vysledky metody ABTS

Stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS bylo provedeno u vsech extraktd cibule podle
postupu uvedeného v kapitole 2.4.4. Ziskané hodnoty byly vyhodnoceny stejnym zplisobem
jako u metody DPPH a vztazeny na ekvivalentni mnozstvi troloxu. Pfislusna kalibracni
zavislost troloxu je uvedena v priloze XII. Vysledné hodnoty a smérodatné odchylky jsou
uvedeny v tabulce v prfiloze XIIl. Porovnani hodnot antioxidacni aktivity jednotlivych
extraktd cibule je uvedeno na obrazku 19. Chybové Usecky v grafu opét znazoriuji
smérodatné odchylky z péti méreni.

1 okyselena voda 1 50% MeOH 1 MeOH

0,6

Cervena Salotka Zluta jarni bila
vzorky cibule

Obrazek 19: Metoda ABTS - antioxida&ni aktivita extraktd cibule

v v

Nejnizsi antioxidacni aktivita byla obdobné jako u metody DPPH naméfena u vsech vzorkd
cibule extrahovanych do okyselené vody. Vzorky extrahované v Cistém a v 50% methanolu

poskytovaly mnohem VétSi hodnoty v porovnéni sextrakty v okyselené vodé. Nejvyssi
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antioxidacni aktivita byla naméfena stejné jako u metody DPPH v methanolickém extraktu
Cervené cibule extrahované v okyselené vodé (0,0303 + 0,0064 mmol/l), coZ je naopak
s vysledky namérenymi pomoci metody DPPH.

Vysledky metody FRAP

Stanoveni antioxidacni aktivity vSech vzork( cibule metodou FRAP bylo provedeno dle
postupu uvedeného v kapitole 2.4.4. Naméfené hodnoty absorbance byly pfepocitany podle
rovnice 2 a vztazeny na ekvivalentni mnozstvi troloxu. Kalibracni zavislost troloxu
je uvedena v priloze X1V a vysledné hodnoty se smérodatnymi odchylkami jsou uvedeny
v pfiloze XV. Na nasledujicim obrazku 20 je uvedeno porovnani hodnot antioxidacni aktivity

jednotlivych extrakt(l cibule v rliznych rozpoustédlech.

1 okyselena voda 1 50% MeOH 1 MeOH

0,50

Cervena Salotka Zluta jarni bila
vzorky cibule

Obrézek 20: Metoda FRAP - antioxidacni aktivita extraktd cibule

vV

Opétjako u metody DPPH a ABTS byla nejnizsi antioxidacni aktivita u vodnych extraktd, ale
napf. u extraktu Salotky uZ nebyl tak patrny rozdil jako u predeSlych dvou metod. Vzorky
extrahované v Cistém a v 50% methanolu poskytovaly obdobné hodnoty antioxidacni aktivity
kromé vzorku Salotky, ktera méla celkové nejvyssi antioxidacni aktivitu v extraktu methanolu
(0,4346 = 0,0143 mmol/l). Nejniz8i hodnoty byly stejné jako u metody DPPH naméreny

(0,0523 + 0,0029 mmol/l). Jak uz bylo feceno, nizka antioxidaCni aktivita souvisi s nizkym

obsahem latek s antioxidaénim GCinkem.
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Porovnani metod pro stanoveni antioxidacni aktivity

K porovnani vysledkli vsech tfi metod pouzitych ke stanoveni antioxidacni aktivity
(viz obrdzek 21) byly vybrany methanolické extrakty, protoZe témeér u viech byla namérena
nejvyssi antioxidacni aktivita. Z obrazku je patrné, Ze antioxidacni aktivita extraktd cibule
namérena metodou DPPH klesala postupné v fadé Salotka, Cervend cibule, Zluta cibule, jarni
cibulka a bila cibule. U metody FRAP doSlo pouze k prohozeni pofadi u Cervené a Zluté
cibule, kdy Zlut4 cibule méla nepatrné vyssi hodnotu antioxidacni aktivity nez cibule Cervena.
U metody ABTS klesala antioxidacni aktivita vzork( cibule postupné v fadé Salotka, Zluta

cibule, bila cibule, jarni cibulka a Cervena cibule.

1 DPPH 1 ABTS 1 FRAP

0,6

Cervena Salotka Zluta jarni bila

vzorky cibule

Obréazek 21: Porovnani antioxidaéni aktivity extraktd cibule stanovené metodami DPPH, ABTS a FRAP

Nejvyssi  antioxidaCni aktivita byla naméfena metodou ABTS, a to Vvrozsahu
0,1412 - 0,5398 mmol/l. Vyjimkou byl pouze vzorek Cervené cibule, kde byla nejvétsi
antioxidaCni aktivita zaznamendna metodou FRAP. Naproti tomu nejnizsi hodnoty
antioxidaCni aktivity poskytla metoda DPPH v rozsahu 0,0355 - 0,1519 mmol/l. Hodnoty
antioxidaCni aktivity naméfené metodou FRAP byly v porovnani s metodou DPPH znatné

vySSi a pohybovaly se v rozmezi 0,0706 - 0,4346 mmol/l.

Rozdilné vysledky antioxidacni aktivity ziskané jednotlivymi metodami mohou byt
zplisobené jak odlisnymi principy téchto metod, tak rliznymi reakénimi mechanismy danych
Cinidel s antioxidanty obsaZzenymi ve vzorku. Radikalovy kation ABTS™ reaguje s veSkerymi
latkami, které vykazuji antioxidacni aktivitu, tudiz by metoda ABTS méla poskytovat

nejvyssi vysledky a méla by byt nejpfesnéjsi. Rozdil je ale u reakce radikalu DPPff, ktery
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se véemi antioxidanty reagovat nemusi (napf. nékteré skupiny flavonoidd), popfipadé
je reakce velmi pomald. Z tohoto dlivodu jsou vysledky ziskané pomoci metody DPPH
ve srovnani smetodou ABTS nizsi. Metoda FRAP je zaloZena na redukci komplexu
Fe3+-TPTZ ajeji princip je tedy odliSny od metod DPPH a ABTS. Pfi této metodé je zjiSténa
spiSe celkova redukéni schopnost latek, ktera nemusi zcela souviset s antioxidacni aktivitou
naméfenou metodami ABTS a DPPH. Antioxidacni aktivita ziskana metodou FRAP je tedy

interpretovana jako redukéni schopnost antioxidantd.

Co se tyka porovnani vysledk( ziskanych v této diplomové préaci s publikovanou literaturou,
je mozné shrnout, Ze antioxidaCni aktivita cibuli v této praci je zpravidla znacné niZsi, nez
uvadi rozlicné studie [5,7,14,43,65]. Podle literatury antioxidacni aktivita cibule souvisi
sbarvou odridy, coz je Uzce spojeno sobsahem fenolickych latek. Dale ale mlze byt
antioxidacni aktivita cibule ovlivnéna i poCasim pri jejim péstovani. Hodnoty antioxidacni
aktivity mohou byt vyssi, kdyZ je pfi péstovani cibule horko a sucho, kdeZto nizsi hodnoty
mohou byt zplsobeny nizkou teplotou a vydatnymi srazkami. Zavisi i na geografickych
podminkach. Nejcastéji je antioxidacni aktivita v publikované literatufe stanovovana u vzorkd
Cervene, Zluté a bilé cibule. U Salotky a jarni cibulky uz tolik ne. Nejvyssi antioxidacni
praci bylo dosazeno stejného trendu poklesu antioxidacni aktivity u jednotlivych extrakt

cibule kromé stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS u bilé cibule.

Ve studiich [5,7,65] byla antioxidacni aktivita stanovena stejnymi metodami jako v této
diplomové praci. Nejvyssi vysledky antioxidaéni aktivity u vzorkd cibule byly ziskany

vV

je v souladu s touto praci.

3.3.2 Stanoveni celkového obsahu polyfenolickych latek

Stanoveni celkového obsahu polyfenolickych latek (TPC) u vSech vzork(l cibule bylo
provedeno Folin-Ciocalteuovou metodou podle postupu uvedeného v kapitole 2.4.4. VVzorky
cibuli byly zpracovany podle postupu uvedeného v kapitole 2.4.1 a k extrakci byla pouZita
okyselend voda na hodnotu pH 2, 50% methanol a methanol. VSechny extrakty byly
proméfeny pétkrat a vysledky byly prepocitany na ekvivalent kyseliny galové (GAE)
z rovnice regrese kalibratni kfivky (viz pfiloha XVI) a vyjadrfeny vjednotkdch gg GAE/g

cibule (viz pfiloha XVII). Na néasledujicim obrazku 22 jsou ziskané vysledky celkového
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obsahu polyfenolickych latek v jednotlivych druzich cibule. Chybové UseCky v grafu

znazornuji smérodatné odchylky z péti méfeni.

1 okyselena voda 1 50% MeOH 1 MeOH

250

vzorky cibule

Obrazek 22: Celkovy obsah polyfenolickych latek v extraktech cibule

vV

do okyselené vody 38,62 - 67,30 pg GAE/g. Vysledky vzorkd cibule extrahovanych
do 50% methanolu se pohybovaly v rozsahu 132,70 - 216,62 pg GAE/g a v Cistém methanolu
v rozmezi 147,13 - 212,28 pg GAE/g. Hodnoty ziskané u methanolickych extraktl byly mezi

sebou témér srovnatelné.

Vysledky diplomové prace byly v porovnani s literaturou nizsi [5,14,43,65]. Ve studii [14]
byl obsah polyfenolickych latek v cibulové Stavé asi 3,5x nizsi nez vtéto praci. VysSi
hodnoty byly uvedeny i ve studii [43], ale pouze u jednoho druhu Zluté cibule - Vidalia byl
stanoven podobny obsah polyfenolickych latek jako v této praci (168 = 12 pg GAE/g).
V uvedenych studiich byl nejvyssi obsah polyfenolickych latek u Salotky nebo Cervené cibule,
PFi porovnani s literaturou je ale tfeba brat v Gvahu to, Ze vzorky cibuli ve studiich jsou
zjinych oblasti nez ty, co byly analyzovany v této diplomové praci. Jak uz bylo feceno
u antioxidaéni aktivity, obsah polyfenolickych latek se mlzZe ménit v zavislosti

na podminké&ch pfi péstovani.

3.3.3 Stanoveni celkového obsahu flavonoid(
Ke stanoveni celkového obsahu flavonoidd cibule byl pouZit postup uvedeny v kapitole 2.4.4.

Vzorky vsech péti druhl cibuli byly pFipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 2.4.1
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a stejné jako u predchozich stanoveni byla k extrakci pouZita okyselena voda na hodnotu pH
2, 50% methanol a methanol. VSechny extrakty byly proméfreny pétkrat a hodnoty byly
pfepocCitany jako ekvivalent kvercetinu (QE) zrovnice regrese Kkalibracni krivky
(viz pFiloha XVIII). V nésledujici tabulce 15 je zobrazeno porovnani vysledkd v jednotlivych
odrldach cibule.

Tabulka 15: Celkovy obsah flavonoid( v extraktech cibule

Flavonoidy [*g QE/qg cibule]
Druh cibule okyselen& voda 50% MeOH MeOH
Salotka 78,03 £ 0,94 111,22+ 0,95 12317+ 0,59
Zlutd 29,72+ 044 71,65+ 0,74 105,54 + 0,78
¢ervena 23,07 +044 40,76 + 0,60 56,93 + 1,15
jarni - 161+ 0,08 238+01

bila - - -

Celkovy obsah flavonoid(i se podafilo stanovit ve vSech extraktech Salotky, Cervené cibule
a Zluté cibule. Vodny extrakt jarni cibulky a vSechny extrakty bilé cibule neposkytovaly
méfitelnou absorbanci. Obdobné jako u stanoveni antioxidacni aktivity a celkového obsahu
anejvyssi obsah byl v methanolickych extraktech. Nejvétsi mnozstvi flavonoid(i obsahovala
Salotka extrahovand v methanolu (123,17 £+ 0,59 |ig QE/g), coZ koreluje i s obsahem
polyfenolickych latek a s antioxidacni aktivitou. Nejmensi mnozstvi bylo naméfeno u jarni
cibulky (1,61 + 0,08 |ig QE/g). Obsah flavonoidll ve vzorcich postupné klesal v poradi

Salotka, Zluté cibule, Cervena cibule ajarni cibulka.

Celkovy obsah flavonoid( ve studiich [5,7] byl v porovnani s diplomovou praci o néco vyssi,
avsak latky byly vztaZzeny na standardy rutinu ¢i katechinu, coz nelze s vysledky diplomové
prace Uplné srovnavat. Ve studii [39] byl stanoven podobny obsah flavonoid(l u riznych
druhl cibule (v rozmezi 80 - 180 |ig/g) jako v této diplomové praci, ale opét byly vysledky

vztaZeny na standard katechinu.

3.3.4 Stanoveni celkového obsahu anthokyan

Stanoveni celkového obsahu anthokyani bylo provedeno pH diferencialni metodou podle
postupu uvedeného v kapitole 2.4.4. VVzorky Salotky, Cervené a Zluté cibule byly pfipraveny
podle postupu uvedeného v kapitole 2.4.1. VVzorky bilé cibule a jarni cibulky analyzovany
nebyly, protoze anthokyany bud' neobsahuji, nebo je jejich obsah velmi nizky, jak je patrné
uz zjejich zbarveni. K extrakci byla pouZita dvé rozpoustédla okyselend kyselinou mravenci
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na hodnotu pH 2, a to voda a 80% methanol, ktery byl vybran na zaklad¢ literatury, protoze
v ném jsou anthokyany dobie rozpustné. VSechny extrakty byly proméfeny pétkrat a obsah
anthokyant byl vztazen na standard kyanidin-3-glukosid (CGE) dle rovnice 3 avyjadien
v jednotkach pg CGE/g cibule.

Pred vlastnim stanovenim bylo testovano mnozstvi pufru pfidavaného k 1 ml extraktu.
1 ml extraktu v odmérné barice byl vzdy doplnén pufrem o pfislusném pH (pH 1 nebo pH 4,5)
po rysku, a to na objem 5 ml, 10 ml a 25 ml. NejvySssi absorbanci pfi spektrofotometrickém
meéteni poskytoval 1 ml extraktu doplnény pufrem na 5 ml objemu. Tento objem byl tedy

pouzit pfi stanoveni extraktd.

Vzorky extrahované v okyselené vodé€ obsahovaly mens§i mnozstvi anthokyant nez vzorky
extrahované v okyseleném 80% methanolu. Nejvyssi obsah byl stanoven v methanolickém
extraktu Cervené cibule (13,81 + 1,44 pg/g). Vodny extrakt Cervené cibule obsahoval zhruba
o polovinu mensi mnozstvi anthokyanu (7,20 + 0,30 ug/g). Extrakty Salotky v porovnani
s Cervenou cibuli obsahovaly mnohem méné anthokyand (1,52 + 0,32 ug/g vodny extrakt
a2,61 + 0,73 ug/g methanolicky extrakt). Tento rozdil je patrny jiz ze zbarveni obou vzorki.
Salotka je narGZovéla az fialova, kde’to &ervena cibule ma barvu purpurové &ervenou.
V extraktech zluté cibule nebyla méfitelna absorbance, tudiz se anthokyany nepodatilo

stanovit.

Vyssi vysledky v porovnani s touto diplomovou praci byly uvedeny ve studii [5]. Celkovy
obsah anthokyant autofi stanovili nejen u Cervené cibule (cca 300 pg/g), ale i u cibule zluté,
a dokonce u cibule bilé (cca 8 pg/g). Cibule analyzované v této studii jsou z oblasti Ciny, coz
muze byt jeden z divoda vyssiho obsahu anthokyant nez ve vzorcich analyzovanych v této
praci. Vyss§i obsah anthokyana byl také uveden ve studii [7]. S vysledky diplomové prace
koresponduje studie [70], v které uvadi obsah anthokyanil v Cervené cibuli zhruba 7 pg/g.

Pro zajimavost v suchych obalovych listech cibule stanovili vyssi obsah cca 100 pg/g.
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ZAVER
Cilem této diplomové prace byla analyza bioaktivnich latek obsazenych v raznych druzich

cibule za vyuziti chromatografickych a spektrofotometrickych technik. Mezi nejvyznamnéjsi

bioaktivni latky v cibuli patii zejména sirné slouCeniny a fenolické latky.

Prvni cCast diplomové prace byla zaméfena na analyzu tékavych latek pomoci plynové
chromatografie. Mezi dominantni t€kavé latky v cibuli patii predevsim sirné slouCeniny, které
jsou zodpovedné za charakteristicky zdpach a chut cibule. Ve vzorcich cibule bylo nalezeno
¢trnact sirnych latek a jeden aldehyd. Mezi nejbeznéjsi sirné slouCeniny obsazené v cibuli
patiily disulfidy, trisulfidy a thiofeny. Nejzajimavéjsi latkou byl thiopropanal sulfoxid

(tzv. slzny faktor), ktery byl nejvice zastoupen ve vzorku Salotky.

Dalsi ¢ast této prace byla vénovana identifikaci a kvantifikaci fenolickych latek kapalinovou
chromatografii. Byly analyzovany dveé skupiny fenolickych latek, a to flavonoidy
a anthokyany. V cibulich bylo identifikovano celkem sedm flavonoidu. Jednalo se o dva
glykosidy isorhamnetinu a aglykon kvercetinu sjeho Ctyfmi glykosidy. Dominantnimi
flavonoidy byly kvercetin-3,4"-diglukosid a kvercetin-4'-glukosid, které tvofily zhruba
90 % obsahu vSech flavonoida v cibuli. Nejvyssi obsah flavonoidd byl stanoven u Cervené
cibule, poté u Salotky, a nakonec u zluté cibule. V bilé cibuli a jarni cibulce se flavonoidy
nepodafilo stanovit. Anthokyany byly analyzovany v Salotce, Cervené a zluté cibuli. Celkove
se podarilo identifikovat pet anthokyand, ztoho byly Ctyfi glykosidy kyanidinu a jeden
glykosid delfinidinu. V Cervené cibuli i Salotce byl dominantnim anthokyanem kyanidin-3-
(6" "-malonylglukosid). Nejvyssi obsah byl stanoven u vzorku Cervené cibule a poté u Salotky.

Zluta cibule anthokyany neobsahovala.

Posledni Casti této diplomové prace bylo stanoveni antioxida¢ni aktivity, stanoveni celkového
obsahu polyfenolickych latek, flavonoidi a anthokyana spektrofotometrickymi metodami.
Nejvyssi antioxidacni aktivitu stanovenou metodami DPPH, ABTS a FRAP vykazovala
Salotka. Antioxidacni aktivita cibule je zpusobena obsahem sirnych sloucenin, flavonoida
a anthokyanu. Nejvy$§i mnozstvi polyfenolickych latek bylo stanoveno u Salotky a nejnizsi
obsah byl urCen u bilé cibule. Celkovy obsah flavonoidi byl nejvyssi také u Salotky
a nejniz§i u jarni cibulky. Cervenda cibule obsahovala nejvy$$i mnoZstvi anthokyand,

po ni nasledovala Salotka a zluta cibule anthokyany neobsahovala.
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PFiloha I: TIC chromatogram vzorku ¢ervené cibule extrahované v 50% MeOH

(1) kvercetin-7,4'-diglukosid, (2) kvercetin-3,4'-diglukosid, (3) isorhamnetin-3,4'-diglukosid, (4) kvercetin-3-
glukosid, (5) kvercetin-4'-glukosid, (6) isorhamnetin-4'-glukosid, (7) kvercetin

Podminky analyzy: kolona Gemini 3u C18 110A (150 x 3 mm, 3 fim), MF A okyselena voda pH 2, MF B
acetonitril, nastfik 10 pl, teplota kolony 35 °C, pritok mobilnifaze 0,5 ml/min, gradient 0 min 10 % MF B,
25 min 20 % MF B a 40 min 60 % MF B, UV/VIS detekce 254 nm.

P¥iloha Il: Extrahované chromatogramy molekulovych iontd flavonoid(
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P¥iloha I1l: Hmotnostni spektra flavonoid(

P¥iloha IV: Kalibragni zavislost kvercetinu (HPLC stanoveni flavonoid()

kvercetin
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P¥iloha V: Kalibragni zavislost isorhamnetin-3-glukosidu (HPLC stanoveni flavonoid()

iIsorhamnetin-3-glukosid

P¥iloha VI: TIC chromatogram vzorku Cervené cibule extrahované v okyseleném 80% MeOH pH 2

(1) kyanidin-3-glukosid, (2) kyanidin-3,5-diglukosid, (3) delfinidin-3,5-diglukosid, (4) kyanidin-3-(6"-
malonylglukosid), (5) kyanidin-3-(6"-malonyl-3"-glukosylglukosid), (x) kvercetin diglukosid, (y) kvercetin
momoglukosid

Podminky analyzy: kolona Luna Omega PS, C18 (150 x 4,6 mm, 5 fim), MF A okyselen4 voda pH 1,8, MF B
acetonitril, nastfik 10 pl, teplota kolony 40 °C, prlitok mobilnifaze 0,7 ml/min, gradient 0 min 10 % MF B,
15 min 18 % MF B, 20 min 40 % MF B a 25 min 0 % MF B, UV/VIS detekce 520 nm.
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P¥iloha VII: Extrahované chromatogramy molekulovych iontd anthokyand
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P¥iloha IX: Kalibraéni zavislost kyanidin-3-glukosidu (HPLC stanoveni anthokyan()

kyanidin-3-glukosid

P¥iloha X: Metoda DPPH - zavislost Ubytku absorbance na koncentraci troloxu

DPPH - trolox

¢ [mmol/I]

PFiloha XI: Antioxida&ni aktivita viech vzorkd cibule naméfena metodou DPPH

DPPH
Druh cibule
Salotka
¢ervena
Zluta
jarni
bila

okyselené voda
0,0948 £+ 0,0021
0,0669 + 0,0032
0,0416 + 0,0029
0,0212 + 0,0024
0,0131 £ 0,0011

+

+

+

[TEAC mmol/l]
50% MeOH
0,1179 + 0,0049
0,1195 + 0,0024
0,0799 + 0,0030
0,0856 + 0,0019
0,0373 + 0,0014

+

81

MeOH
0,1519 £+ 0,0045
0,1284 £ 0,0026
0,1204 £ 0,0026
0,0517 £ 0,0027
0,0355 £ 0,0014



Priloha XI1: Metoda ABTS - zavislost Ubytku absorbance na koncentraci troloxu

ABTS - trolox

000 002 004 006 008 010 012 014 016 0,18 0,20
¢ [mmol/1]

P¥iloha XI11: Antioxidaéni aktivita vSech vzork( cibule naméfend metodou ABTS

ABTS [TEAC mmol/l]

Druh cibule okyselené voda 50% MeOH MeOH
Salotka 0,1695 + 0,0033 0,4112 + 0,0179 0,5398 + 0,0285
cervena 0,0303 + 0,0064 0,1311 + 0,0057 0,1412 + 0,0046

Zluta 0,0558 + 0,0022 0,2814 + 0,0096 0,3609 + 0,0082
jarni 0,0325 + 0,0068 0,1724 + 0,0065 0,1769 + 0,0044
bila 0,1416 + 0,0121 0,3711 + 0,0271 0,3244 + 0,0313

P¥iloha X1V: Metoda FRAP - zavislost absorbance na koncentraci troloxu

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

0
0,00

FRAP - trolox

0,04 0,06

0,10 012 0,14
¢ [mmol/I]
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PFiloha XV: Antioxidaéni aktivita viech vzorkd cibule naméfena metodou FRAP

FRAP
Druh cibule
Salotka
cervena
Zluta
jarni
bila

okyselena voda
0,3542 + 0,0113
0,1909 + 0,0051
0,1211 + 0,0037
0,0668 + 0,0044
0,0523 + 0,0029

[TEAC mmol/l]

50% MeOH

0,3611 + 0,0129
0,2307 + 0,0084
0,2755 + 0,0095
0,1190 + 0,0049
0,0632 + 0,0024

TPC - kyselina galova

¢ [Gg/ml]

MeOH
0,4346 + 0,0143
0,2498 + 0,0060
0,2514 + 0,0124
0,1206 + 0,0032
0,0706 + 0,0020

PFiloha XV1: Kalibrac¢ni zavislost kyseliny galové (stanoveni celkového obsahu polyfenolickych latek, TPC)

PFiloha XVII: Celkovy obsah fenolickych latek ve vSech vzorcich cibule

Druh cibule
Salotka
jarni
cervena
Zluta
bila

TPC illg GAE/g cibule]

okyselena voda

67,30 + 0,65
65,81 + 0,72
59,47+ 113
45,38 + 1,00
38,62 + 0,91

83

50% MeOH
216,62 + 1,02
201,81 + 1,06
155,81 + 151
152,23 + 0,96
132,70 + 1,06

MeOH
212,28 + 0,98
198,25 + 0,90
196,53 + 1,24
178,06 + 0,95
147,13 + 0,68



1,8

PF¥iloha XVIII: Kalibraéni zavislost kvercetinu (stanoveni obsahu flavonoid()

Flavonoidy - kvercetin

84



