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Prestoze existuje fada metodik pro stanoveni zakladnich antioxidacnich parametrii u rostlin, spousta studii vyuziva
oddélené extrakce pro jednotlivé typy stanoveni. Cilem prace bylo blize specifikovat metodiku, kterd umoziuje zakladni
analyzu celkového mnozZstvi fenolickych latek, flavonoidii a celkové antioxidacni kapacity z jednoho vzorku, pficemz pro
minimalizaci spotfeby vzorku vyuziva destiCkovy format. Popsany extrakéni postup a sniZeni spotieby vzorku soucasné
umoziuje provedeni komplementarnich analyz a blizsi charakterizaci slozeni rostlinnych vzorkd. Vysledky lze vyuzit pro
nasledné cilené analyzy, coz bylo demonstrovano na stanoveni vybranych flavonoidt analyzou GC-MS, ktera potvrdila
vysledky spektrofotometrického stanoveni. Popsané vyuziti kombinované extrakce pro analyzu rostlinnych vzorkt usnad-
fiuje analyzy, snizuje mnozstvi vychoziho materidlu a umoznuje naslednou analyzu biomolekul napf. pomoci hmotnostni

spektrometrie.
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Uvod

Rostliny jakozto ptisedlé organismy jsou vystavovany
riznym nepiiznivym podminkam prostiedi, a to jak biotic-
kym stresim (patogeny, bylozravci), tak abiotickym stre-
sovym faktorim (chlad, sucho, zasoleni, toxicita kovd,
nedostatek Zivin, mrdz nebo zvySend teplota). Jednim
z kliovych znakll abiotického stresu na molekularni turov-
ni je produkce reaktivnich forem kysliku (ROS — reactive
oxygen species), které zahrnuji napf. peroxid vodiku
(H,0,), singletovy kyslik (‘O,), hydroxylovy radikal
(+*OH), superoxidovy aniontovy radikal (O,™) (cit.").
V nizkych koncentracich mohou ROS hrat dilezitou roli
v signalizaci a vyvoji rostlin®*. Viechny zminéné formy
ROS jsou ovsem schopny reagovat s nukleovymi kyselina-
mi, proteiny a enzymy, ptipadné s membranovymi lipidy,
coz ma za nasledek poskozeni bunék’. Proto je kli¢ové studi-
um antioxidaéniho systému rostlin, ktery byl vyvinuty pro
ochranu buné&k a pletiv a k neutralizaci volnych radikala®.

Fenolické slouceniny patii k nejpocetnéjsi skupiné
sekundarnich metabolitl s vyznamnou antioxidacni aktivi-
tou Ucastnici se mnoha fyziologickych procesti ovliviiuji-
cich rust a vyvoj rostlin. Kromé& zapojeni do kli¢eni semen,
tvorby fotosyntetickych pigmentti, strukturni a ochranné
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funkce bunéénych stén mohou fenolické latky rostlin pu-
sobit také jako signalni molekuly pro endosymbiotické
organismy (napf. mykorhizni houby)” . V ramci streso-
vych podminek jsou vyznamné pro pfirozenou obranu
proti mikrobidlnim patogentim, herbivorim nebo pro
adaptaci vii&i neptiznivym abiotickym podminkam'"".

Fenolické slouceniny jsou sloZzeny z aromatického
jadra nesouci jednu nebo vice hydroxylovych skupin, pfi-
¢emz jejich vyslednd struktura miiZze byt velmi rozmanita.
Rostlinné fenolické slouceniny se rozd€luji do nékolika
tfid, mezi které patii fenolové kyseliny, flavonoidy, stilbe-
ny a lignany'’. Nejvétsi skupinou rostlinnych fenolti jsou
flavonoidy zahrnujici strukturni tfidy jako flavonoly, fla-
vony, flavanoly, flavanony, antokyanidy, chalkony nebo
isoflavony'®. Flavonoidy maji spole¢nou zékladni struktu-
ru skeletu C6-C3-C6 sestavajici se ze dvou aromatickych
kruhti a heterocyklického kruhu obsahujici jeden atom
kysliku. Chemicka struktura flavonoidi a dalSich rostlin-
nych polyfenold je vyznamna pro vychytavani volnych
radikald a jejich antioxidacni vlastnosti zahrnuji chelataci
kovovych iontli, regeneraci antioxidacnich sloucenin
(napft. a-tokoferolu), aktivaci antioxidacnich enzymi ane-
bo inhibici tvorby enzymi produkujicich radikaly.

https://doi.org/10.54779/ch120230701
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Charakterizace antioxidanti a fenolickych sloucenin
je zasadni nejen pro oblast vyzkumu rostlin, ale i pro vyzi-
vu ¢lovéka. Vzhledem k velké rozmanitosti jsou fenolické
slouceniny jako markery oxidacniho stresu urovany riz-
nymi metodikami, které zavisi na odbornosti kazdé labora-
tofe. K identifikaci a kvantifikaci mohou byt vyuzity po-
krocilé analytické techniky vcetné vysokoucinné kapalino-
vé chromatografie spojené s UV/Vis detektorem nebo
detektorem diodového pole'”. Pro individualni separaci
a kvantifikaci se ¢asto pouziva rovnéZ kapalinova chroma-
tografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s vysokym
rozlisenim (LC-MS)'®. Pro detekci ¢asti fenolickych slou-
Cenin lze také vyuZit plynovou chromatografii ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS)". Tyto techniky
mohou byt vyuzity pro pfesné, citlivé a selektivni stanove-
ni sloucenin v rostlinnych vzorcich, nicméné vyzaduji
pomérné sofistikované pfistrojové vybaveni a nakladnou
udrzbu.

Rovnéz je mozné provést spektrometrické stanoveni
celkové antioxida¢ni kapacity (TAC), celkového obsahu
fenolickych sloucenin (TPC) a flavonoidd (TFC), které
vyuzivaji cenové dostupna Cinidla a pfistrojové vybave-
ni*. Stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek,
flavonoidii nebo celkové stanoveni antioxidacni kapacity
patii jiz n&kolik desitek let mezi zavedené metody pro
analyzu rostlinného materidlu vystavené¢ho abiotickym
nebo biotickym stresovym podminkam. Pfestoze se jedna
o rutinni analyzy, vyuziva spousta studii oddélené extrak-
ce pro jednotlivé typy stanoveni'>*!. Tato skutednost miize
byt limitujici pro analyzy s omezenym mnozstvim vzorku
(napft. analyza kli¢nich rostlin, urcitého vyvojového stadia
listl). Nezavislé extrakce mohou byt také ¢asové narocnéj-
§i anemusi byt lehce reprodukovatelné. V poslednich le-
tech je snaha optimalizovat extrak¢ni postupy pro ziskéni
riznych typt biomolekul z jednoho vzorku, coz mnohdy
urychluje a umoziuje praci s men$im mnozstvim materia-
lu. Ptikladem jsou studie popisujici kombinovanou extrak-
ci pro piipravu vzorkdi pro hmotnostni spektrometrii’**
nebo kombinovanou extrakci pro spektrofotometrickou
analyzu riznorodych latek®. Uvedené studie umoziuji
analyzy rozdilnych latek a pfindsi velké mnozstvi vyhod,
nicméné maji i své nevyhody. Cilem prace bylo rozsiftit
metodiku pro rychlou a zakladni analyzu antioxida¢nich
markerd, ktera v naslednych krocich umoznuje stanoveni
proteindi a metabolitl metodou hmotnostni spektrometrie.
Na zavér byly vysledky srovnany s vysledky stanoveni
vybranych flavonoidii pomoci GC-MS analyzy.

Experimentalni ¢ast
Reagencie

Ke stanoveni byly pouzity standardy rutinu
(Cy7H3001¢) Cistoty > 94 %, gallové kyseliny (C;H¢Os5) >
99 % a askorbové kyseliny (CsHsOs) > 99 % (Merck, N¢-
mecko). Ze standardd byly pfipraveny zasobni roztoky, ze
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kterych byly pripraveny pétibodové kalibracni kiivky
v nasledujicich intervalech koncentraci: 0,0625—-1 mM pro
rutin, 0,375-6 mM pro gallovou kyselinu a 0,125-2 mM
pro askorbovou kyselinu. Chemikélie pro extrakci: methyl-
-tert-butyl ether (MTBE; CsH;;0) Cdistoty > 99,8 %
(Merck, Némecko), aceton (C;HqO) cistoty > 99,8 %,
(HiPerSolv CHROMANORM® pro HPLC; VWR Chemi-
cals) a methanol (CH;OH) ¢istoty > 99,9 % (HiPerSolv
CHROMANORM® pro LC-MS; VWR Chemicals). Che-
mikalie pro stanoveni fenolickych latek: Folinovo fenolic-
ké Cinidlo a uhlic¢itan sodny (Na,CO;) Cistoty > 99,5 %
(Merck, Némecko). Chemikalie pro stanoveni flavonoidi:
dusitan sodny (NaNQO,) cistoty > 97,0 %, chlorid hlinity
(AICL,) cistoty > 98 % (Merck, Némecko) a hydroxid sod-
ny (NaOH) &istota p.a. (Penta, Ceska republika). Chemi-
kalie pro stanoveni antioxidacni kapacity: fosfore¢nan
sodny (Na3POy,) Cistoty > 96 %, heptamolybdenan amonny
((NH4)¢M070,4) Cistoty > 99 % a kyselina sirova (H,SOy)
96 % Gistota p.a. (Penta, Ceska republika). Chemikalie pro
GC-MS analyzu: pyridin (CsHsN) cistoty > 99,8 %, N-
methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoracetamid (CF;CON(CHjs)
Si(CH3);) cistoty > 98,5 %, methoxyamin hydrochlorid
(CH;0ONH,-HCI) ¢istoty > 97,5 % (Merck, Némecko). Pro
extrakei, ptipravu roztokl a nasledna stanoveni byla pou-
zita Cistd voda spliujici pozadavky pro méfeni na hmot-
nostnim spektrometru (HiPerSolv CHROMANORM® pro
LC-MS; VWR Chemicals).

Ptistrojové vybaveni

Pro homogenizaci byl vyuzit kulovy mlyn Retsch
Mixer Mill MM 400 umoziujici G¢innou homogenizaci
rostlinnych pletiv. ThermoMixer comfort (Eppendorf)
s adaptéry pro zkumavky a jamkovou desticku slouzil pro
inkubace a promichavani vzorkd. Spektrofotometrické
stanoveni probihalo na destickovém spektrofotometru
Tecan, Infinite® M1000 Pro s vyuzitim polystyrenovych
prithlednych 96jamkovych desticek s plochym dnem
a maximalnim objemem 350 ul (VWR® 96 well plate,
VWR). Pro odpatfeni vzorkl byl vyuzit vakuovy koncen-
trator (Speed-Vac system; Thermo Fisher, USA). Vysled-
ky ze spektrofotometrického méteni byly nasledné doplné-
ny pomoci méfeni na plynovém chromatografu Trace
1300 Gas chromatograph (Thermo Fisher, USA) ve spo-
jeni s hmotnostnim spektrometrem Q Exactive™ GC
Orbitrap™ GC-MS/MS (Thermo Fisher, USA).

Kultivace rostlin a pfiprava materialu

K experimentu byly pouzity rostliny jahodniku
(Fragaria vesca) odridy Rujana. Vitalni a plné vyvinuté
jahodniky (3 mésice od vysazeni) byly kultivovany v ex-
perimentalnich boxech v polnich podminkéach. Jeden box
s rostlinami byl vystaven abiotickému stresu, a to stresu ze
sucha. Rostliny ve druhém boxu byly kultivovany
s pravidelnou zalivkou. Tyden po plsobeni stresu byly
listy sesbirany do tekutého dusiku a lyofilizovany. Nasled-
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né¢ byly vzorky homogenizovany v kulovém mlynu
(Retsch Mixer Mill MM 400) a z homogenni smési listo-
vych vzorkil bylo navdZeno 10 mg pro naslednou analyzu.

Extrakce metabolitd

Metabolity byly extrahovany pfidanim 1 ml vychlaze-
né smési MTBE a methanolu (3:1, v/v) a inkubovany na
ThermoMixer comfort (Eppendorf) pii 4 °C, 90 min,
1000 rpm. Po celou dobu extrakce byly vzorky uchovava-
ny na ledu nebo pti 4 °C. Vzorky byly nasledné centrifu-
govany (10 min, 12 000 g, 4 °C) a po centrifugaci byl ode-
bran supernatant do nové zkumavky. K peletu (sedimentu)
bylo nasledné ptidano 500 pul vychlazeného methanolu,
vzorky byly protiepany anasledné centrifugovany
(10 min, 12 000 g, 4 °C). Supernatant byl odebran a pridan
k pfedchozimu supernatantu. K peletu mtize byt pfidana
smes vody a acetonu (2:8, v/v) a vzorky lze ulozit pfi tep-
lot¢ —80 °C pro pripadnou extrakci proteini. Ze superna-
tantu bylo odebrano 600 pul a pro rozdéleni metabolitd na
polarni anepolarni frakci bylo pfidano 150 ul MTBE
a 450 pl vody. Vzorky byly dikladné promichany (Retsch
Mixer Mill MM 400, 60s, 30 Hz) a centrifugovany
(10 min, 12 000 g, 4 °C). Centrifugace rozdélila vzorky na
nepolarni a polarni frakci (spodni faze). Pro spektrometric-
ké stanoveni a GC-MS analyzu bylo dle pouzité metody
odebrano odpovidajici mnozstvi polarni faze.

Stanoveni celkového obsahu fenolickych sloucenin
(TPC)

Do jamek 96jamkové desticky bylo nanaSeno 5 pl
supernatantu vzorku nebo standardu. Pro urceni pozadi
byla misto vzorku nanaSena voda. Nasledn¢ bylo pfiddno
12,5 pul Folinova fenolického ¢inidla (FCR) a 150 pl vody.
Ptipravena smés byla inkubovana pii 20 °C po dobu
10 min, a poté bylo do pfipravenych roztokd pipetovano
37,5 ul 20% Na,CO;. Desticka byla nejprve inkubovana
a promichavana ve tmé¢ 2,5 min pfi 45 °C a 300 ot./min
(ThermoMixer). Ke vzorkiim bylo poté pfidano 45 pl vo-
dy a desticka byla nasledné inkubovana pii 25 °C po dobu
60 min (opét bez pristupu svétla). Nasledné byla zmétena
absorbance pii 760 nm.

Stanoveni celkového obsahu flavonoidid (TFC)

Do 96jamkové desticky bylo napipetovano 10 pl ode-
braného supernatantu vzorku nebo standardu. Pro urceni
pozadi byla misto vzorku nanasena voda. Nasledné bylo
ptidano 115 pl vody a 7,5 ul 5% NaNO, a smés byla inku-
bovana 5 min pii 300 ot./min (ThermoMixer). Poté bylo
ptidano 7,5 ul 10% AICIl; (vodny roztok) a smés opét in-
kubovéana 5 min pfi 300 ot./min (ThermoMixer). Po dal-
Sich péti minutach bylo pfidano 50 ul 1M NaOH. Reakéni
smés byla promichana 15min pfi 300 ot./min
(ThermoMixer). Nasledné byla méfena absorbance pomo-
ci desti¢kového spektrofotometru pii 510 nm.
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Stanoveni celkové antioxidaéni kapacity (TAC)

Nejprve bylo pfipraveno reakéni cCinidlo (28mM
N33PO4, 4mM (NH4)6M07024, 3,2% HzSO4) Do 0,5 ml
zkumavek bylo nanaseno 20 pl supernatantu vzorku nebo
standardu a 200 pl roztoku vySe uvedeného reakcniho
¢inidla. Pro uréeni pozadi byla misto vzorku nanasena
voda. Smés byla promichana a inkubovana pii 95 °C po
dobu 90 min (ThermoMixer). Po ochlazeni na teplotu
mistnosti bylo pipetovdno po 200 pl reakéni smési na
spektrofotometrickou desticku. Poté byla zméfena absor-
bance pfi 695 nm.

Stanoveni vybranych metaboliti metodou GC-MS

Vybrané metabolity byly stanoveny dle diive publi-
kovanych studii****. Ze vzorkii byly odebrany alikvoty
o objemu 100 pl, které byly nasledn¢ odpateny (Speed-
Vac system; Thermo Fisher) a derivatizovany 20 ul met-
hoximacniho roztoku (40 mg methoxyamin hydrochloridu
v 1 ml pyridinu) a inkubovany po dobu 90 min pti 30 °C
za neustalého tfepani (800 ot./min ThermoMixer). Po in-
kubaci bylo pfidano 80 pl silylaéniho roztoku (N-methyl-
-N-trimethylsilyltrifluoracetamid) a smés byla inkubovana
po dobu 30 min pfi 37 °C za stalého tfepani (800 ot./min
ThermoMixer). Derivatizované vzorky o objemu 1 pl byly
nastfiknuty pomoci TriPlus RSH autosampleru (Thermo
Fisher, USA) na kolonu TG-5SILMS GC column (30 m x
0,25 mm x 0,25 um; Thermo Fisher USA) a separovany
pomoci 28minutového teplotniho gradientu (70-320 °C)
a ionizovany elektronovou ionizaci (energie elektronl
70 eV, emisni proud 50 pA, teplota iontového zdroje
250 °C). Hmotnostni spektrometr operoval s rozliSenim
60 000 a hmotnostnim rozsahem 50-600 m/z. Data byla
analyzovéana programem Skyline19.3 (cit.*®) a na zakladé
srovnani s jednotlivymi standardy.

Vysledky a diskuse

Pro ovéfeni vyuzitelnosti specifikované metodiky byl
vyuzit rostlinny material vystaveny abiotickému stresu,
coz umoznilo ovéfeni této metodiky pfimo v praxi. Pro
testovani byly zvoleny rostliny jahodniku, které se vyzna-
¢uji mélkou kotenovou strukturou a velkou listovou plo-
chou vyzadujici zna¢né mnoZzstvi vody. Z tohoto divodu
byly rostliny vystaveny suchu, jelikoz nedostatek vody
v disledku sucha je zdvaznym environmentalnim fakto-
rem limitujicim vyvoj a produkei rostlin.

Ze stanoveni celkového obsahu fenolickych slouce-
nin a celkové antioxidaéni kapacity je patrné, ze vystaveni
rostlin intenzivnimu nedostatku vody vede k vyznamnému
snizeni obou parametrd (obr. 1). Tyto vysledky jsou
v souladu s pfedchozimi studiemi, které ukazuji, ze dlou-
hodoby a nepfetrzity stres ze sucha inhibuje celkovou
syntézu fenolickych sloucenin jak v listech, tak kotfenech.
Kromé inhibice rustu rostlin dochazi také k poklesu foto-
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Obr. 1. Stanoveni celkové antioxida¢ni kapacity, fenolickych
latek a flavonoidii rostlin jahod vystavenych stresu ze sucha.
Svétle Sedé sloupce reprezentuji kontrolni vzorky listdi jahod
a tmavé Sedé sloupce oznacuji listy jahod vystavenych su-
chu. Hodnoty jsou vyjadfeny v ekvivalentech askorbové kyseliny
(AAE), rutinu (RE) a gallové kyseliny (GAE). Chybové tsecky
reprezentuji smérodatnou odchylku méfeni (n=3). Hvézdicka
oznacuje statisticky vyznamnou odchylku (P < 0,05, t-test)

syntetickych pigmentt, ovlivnéni rychlosti transpirace,
uzavirani prdduch®i, naruseni iontové rovnovahy nebo
redukci fotosyntézy”’?®. Obsah fenolickych latek piimo
souvisi se schopnosti vychytavat volné radikaly, coz na-
sledné¢ umoziuje provést linearni korelaci s antioxidacni
kapacitou®. Z tohoto diivodu bylo vyznamné rovnéz hod-
noceni antioxidacni kapacity. Ukazalo se pftiblizné 50%
snizeni celkové antioxidacni kapacity a celkového mnoz-
stvi fenolickych latek v porovnani s rostlinami rostoucimi
za standardnich podminek, coz naznacuje, Ze rostliny byly
efektivné vystaveny stresovym podminkdm. Stejny trend
jako u fenolickych sloucenin a antioxidacni kapacity byl
pozorovan taktéz u flavonoidi (obr. 2), kdy opét doslo
kjejich vyznamnému poklesu v reakci na sucho. Tyto
vysledky opét odpovidaji pfedchozim studiim®’. Uvedené
analyzy dokazuji funk¢énost uvedené metodiky umoznujici
stanoveni TCP, TFC a TAC zjednoho vzorku
v destickovém formatu (obr. 3).

Nutno podotknout, ze fada autor ve svych studiich
prokéazala, ze produkce fenolickych latek v rostlinnych
pletivech i za abiotickych stresovych podminek miize na-
ristat’' 2. Nesrovnalosti ve vysledcich lze pficist prede-
v§im rozdilim v intenzité ptisobeni stresu, dobé jeho trva-
ni, vyvojové fazi rostlin, pfipadné samotnému typu abio-
tického stresu. Pomoci uvedené metody Ize tyto procesy
velmi efektivné sledovat v zavislosti na Case a urcit zavis-
lost mezi mirou stresu a reakci rostlin. Metodika navic
vyrazné€ usnadiuje manipulaci se vzorky, coz umoziiuje
zpracovani velkého mnozstvi vzorkd v kratkém casovém
intervalu. Béhem extrakce jsou rovnéz extrahovany nepo-
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larni metabolity pomoci MTBE, napiiklad mastné kyseli-
ny, lipidy a mimo jiné i fotosyntetické pigmenty, kter¢ lze
stanovit spektrofotometricky. Diive publikovana studie®
je rovnéz zaloZena na extrakci metabolitli pomoci smési
MTBE a methanolu. Tato metodika ovSem nevyuziva
kombinaci obou supernatantii, coz vede ke ztratdm casti
polarnich metabolitd, jakymi jsou napf. antokyany. Pfi
kombinaci obou extrakénich krokti a nasledném okyseleni
Casti polarni frakce je mozné stanovit i antokyany.
V pribéhu optimalizace byla taktéz testovana moZznost
stanoveni malondialdehydu, které ovSem pfi uvedeném
extrakénim postupu nebylo proveditelné.

uvedena metoda naslednou analyzu metabolitii kapalino-
vou nebo plynovou chromatografii ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii. Metodu lze tudiz pouzit jako
prvotni analyzu neznamych vzorki, kterd pomtize nastinit,
zda v analyzovanych vzorcich dochdzi k vyznamnym
zménam sekundarnich latek (obr. 3). Kromé toho napomii-
ze urcit, zda ma vyznam provadét cenové naro¢né analyzy
vyuzivajici hmotnostni spektrometrii. Vysledky spektrofo-
tometrickych stanoveni a kompatibilita extrakce byly ové-
feny stanovenim vybranych flavonoidi metodou GC-MS
(obr. 2). Kaempferol a quercetin patii mezi nejvice zastou-
pené flavonoidy v listech jahod®. Ziskané vysledky uka-
zuji vyznamny pokles kaempferolu a quercetinu u listd
jahod vystavenych suchu a shoduji se se spektrofotome-
trickym stanovenim celkovych flavonoidi. Uvedena meto-
da navic umoziuje soucasnou analyzu proteinti piipadné
i nukleovych kyselin®*, jelikoz pti pouziti methanolu do-
chazi k jejich sraZeni (obr. 3).

Kaempferol Quercetin Luteolin
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Obr. 2. Vliv sucha na zastoupeni flavonoidii v listech ja-
hod. Svétle Sedé sloupce reprezentuji kontrolni vzorky listd ja-
hod a tmavé Sedé sloupce oznacuji listy jahod vystavenych su-
chu. Chybové tsecky reprezentuji smérodatnou odchylku méfeni
(n=3). Hvézdicka oznacuje statisticky vyznamnou odchylku (P <
0,05, t-test)
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Obr. 3. Schématické zobrazeni kombinované extrakce a piipravy vzorki pro spektrofotometrické stanoveni sekundarnich meta-

bolitii a nasledné komplementarni analyzy

Uvedena metodika vyrazné sniZuje mnozstvi pouZité-
ho vzorku oproti diive publikovanym metodam. Ptikladem
je jedna z nejcitovangjsich studii®®, ktera stanovuje celkové
mnozstvi fenolickych latek, flavonoidii a antioxidacni
kapacitu. Pro extrakei latek vyuzili autofi studie methanol,
ale ve srovnani s nami pouZitou metodou pouzivali velké
navéazky rostlinnych vzorki (az 70 g) a extrakty nasledn¢
zakoncentrovali, coZz komplikuje analyzy. Nasledné pro
stanoveni jednotlivych parametrit vyuzivali velké mnoz-
stvi vzorku a Cinidel, coz vyrazné€ zvySuje cenovou naroc-
nost analyz oproti nami pouzité metodice. Destickovy
format navic vyrazné Setfi ¢as a omezuje nutnost stalého
otevirani a zavirani zkumavek pfi ptidavcich jednotlivych
slozek smési. V porovnani s dalsi &asto citovanou studii*®
je v ramci uvedené metodiky pouzito 100krat méné vzor-
ku a 200krat méné FC ¢inidla. Pii sledovéani efektu stresu
na rostliny je mnozstvi materidlu limitni, proto vétSina
studii pouziva jiz mensi navazky vzorkd a objemy reaké-
nich smé&si**”’. Uvedené metody oviem v ramci extrakce
nevyuzivaji kombinaci polarniho a nepolarniho rozpousté-
dla a pro stanoveni chlorofylu musi provadét novou ex-
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trakci. V ramci naSi metodiky je ovSem ziskdna rovnéz
nepolarni frakce, kterou lze vyuZzit pro stanoveni chlorofy-
It ptipadné karotenoidt dle zavedenych protokolt.

Zavér

Kombinovanou extrakci lze vyuzit pro nasledné sta-
noveni celkového mnozstvi fenolickych latek, flavonoidi
a celkové antioxidacni kapacity z jednoho vzorku. Vyuziti
destickového formatu umoznuje nahrazeni jednotlivych
extrakénich krokt, usnadiuje manipulaci se vzorky, ¢imz
vyrazn¢ snizuje Casovou naroc¢nost analyz. Jednou
z dalSich vyhod je mozZnost stanoveni fotosyntetickych
pigmentd, karotenoidli nebo antokyanti. Metodika navic
vyuziva extrakéni Cinidla, kterd umoznuji analyzu polar-
nich a nepolarnich latek hmotnostni spektrometrii. Zvole-
nim vhodného extrakéniho roztoku je dale ziskan pelet,
ktery obsahuje proteiny a nukleové kyseliny, které lze
vyuzit pro dali analyzy.



V. Berkova a spol.

Tento vystup vznikl za podpory projektu Interni gran-
tova schémata Mendelovy univerzity v Brné, reg. C.:
CZ.02.2.69/0.0/0.0/19_073/0016670, financovaného z ESF.

Seznam zkratek

FCR Folinovo fenolické ¢inidlo (Folin-Ciocalteu
reagent)

ROS reaktivni formy kysliku (reactive oxygen
species)

TAC celkova antioxidacni kapacita (total anti-
oxidant capacity)

TFC celkovy obsah flavonoidi (total flavonoid
content)

TPC celkovy obsah fenolickych sloucenin (total
phenol content)
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V. Berkova®, L. Stépankova®, P. Ci¢manec®,
M. Berka® and L. Frejlichova® (“ Department of Molecu-
lar Biology and Radiobiology, ® Mendeleum — Department
of Genetics, Brno, Czech Republic): Methodology for
Determination of the Total Amount of Phenolic Sub-
stances, Flavonoids and Antioxidant Capacity of Plant
Samples using Combined Extraction

Although multiple methodologies are used to deter-
mine antioxidant parameters in plants, most studies use
separate extractions for each type of the determination.
The aim of this work was to specify detailed methodology
able to analyse the total amount of phenolic and flavonoid
compounds and total antioxidant capacity from one sam-
ple using a microtitration plate format to minimize the
sample consumption. In addition to that, the described
extraction procedure and the decreased sample consump-
tion enable one to make complementary analyses and
a closer characterization of the composition of plant sam-
ples. The extract can be used for subsequent targeted anal-
yses, which was demonstrated by the determination of
selected flavonoids using GC-MS analysis, which con-
firmed the results of spectrophotometry. The described
combined extraction of plant samples facilitates complex
analyses, reduces the amount of starting material and ena-
bles the subsequent analysis of biomolecules.
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