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ABSTRAKT

Naplni diplomové prace bylo stanoveni obsahu rutinu ve vétvickach a listech
devatenacti odriid bezu Cerného (Sambucus nigra L.) kapalinovou chromatografii. Déle bylo
provedeno méfeni rutinu v jeho vyznamnych zdrojich, routé¢ a pohance. Naméiené hodnoty
byly porovnany s vyznamnymi zdroji rutinu.

Teoretickd ¢ast popisuje bez cerny, jeho obecné znaky, chemické slozeni, vyuziti
v 1ékaftstvi. Dalsi ¢ast je zamétfena na vyznamné latky obsazené v bezu ¢erném; flavonoidy.
Jsou zde popsany extrakéni techniky a vysokoucinna kapalinova chromatografie. V praktické
¢asti byla pro ziskani latek z rostlinné matrice pouzita metoda extrakce stlacenou kapalnou
horkou vodou (PHWE), ktera probihala ve 3 cyklech po 5 minutich. Byla pouzita teplota
80°C, tlak 150 barti. Nasledovalo ptecisténi pies SPE kolonky a HPLC analyza s detekci
diodovym polem pii vinové délce 360 nm. Byla pouzita kolona SUPELCOSIL™ LC-8DB,
mobilni fAze MeOH:H20:HCOOH v poméru 36:61,5:2,5 s pratokem 1 ml.min™.

Nejvice rutinu bylo obsazeno v listech odridy Pregarten, 26,34 + 0,50 mg.g™'. V listech
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$0,56+ 0,01 mg.g”'. Mez detekce pro rutin byla stanovena na 6,3 10° mg.ml’ a mez
stanovitelnosti na 2,1 10" mml™.

KLiICOVA SLOVA
rutin, kvercetin, ¢erny bez, SPE, PSE, PHWE, HPLC



ABSTRACT

The aim of this diploma thesis was to determine the rutin content in springs and leaves
of 19 elderberry species (Sambucus nigra L.) with use of liquid chromatography. Furthermore
the rutin content was determined in its significant sources — rue and buckwheat. The observed
values were compared in order to answer the question whether it is useful to use
the elderberry spring and leaves as a new source of rutin.

Theoretical part of the thesis describes elderberry in general, its chemical composition
and its usage in medicine. Following part concentrates on important substances contained
in elderberry — flavonoids. Also principles of extraction techniques and HPLC are discussed.

In practice the rutin was gained from plant matrix with use of pressurized hot water
extraction (PHWE) which was performed in three five minutes long cycles. Conditions during
the PHWE were set up to 80 °C and 150 bars. Obtained extract was purified with use of SPE
columns and analyzed by HPLC with DAD detector (wave length — 360 nm). HPLC was
performed with SUPELCOSIL"™LC-8DB column. The mobile phase was composed
of MeOH, H,0, and HCOOH in ration of 36:61,5:2,5. The set up flow of mobile phase was
1 ml.min™.

In the leaves the highest rutin content was determined in Pregarten -26,34 + 0,50 mg. g'l.
On the other hand the lowest rutin content in leaves was determined in Korsér —
3,74+ 0,13 mg.g". In springs the obtained results were as follow. The highest content was
determined in Samyl — 4,87 + 0,01 mg.g”" and the lowest content was determined in Heidegg
13 springs — 0,56 + 0,01 mg.g”". Also the HPLC detection limit — 6,3 10° mg.ml” and
quantitation limit — 2,1~ 10" mg.ml™' were determined for rutin.

KEYWORDS
rutin, quercetin, elderberry, SPE, PSE, PHWE, HPLC
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1 UVOD

Sambucus nigra L., bez Cerny, je vyznamnou lé¢ivou rostlinou pouZzivanou v lidovém
1écitelstvi snad od nepaméti. VSechny jeho ¢asti jsou znamy pro své 1€Civé vlastnosti
uz z doby Hippokratovy. Ve stfedoveéku se o bezu ¢erném psalo jako o byliné€ kouzelné, ktera
byla velmi uctivana z diivodu 1é¢by mnoha nemoci. Patii do ¢eledi zimolezovitych a kromé
naSeho uzemi roste po celém mirném a subtropickém pasmu.

Mimo rozsifeny plany bez jsou v posledni dobé zakladany sady se Slechténymi
odriidami bezu &erného s cilem uznani bezu jako ovocnaiské odriidy v CR. S dobou §lechténi
ubyvéa mnozstvi nebezpeéného sambunigrinu obsazen¢ho ve velkém mnozstvi v planém bezu.
Tyto Slechténé odridy, presnéji jejich plody a kvéty, jsou vyuzivany pro farmaceutické
a potravinarské ucely. Bezinky maji Siroké uplatnéni pro pfipravu marmelad, dzemt, povidel,
kompott, vin a dalSich. Vétvicky a listy bezu ¢erného jsou kazdoro¢né stiithdny pro omlazeni
ketli pro schopnost dostatecného vyziveni vSech ¢asti rostliny a v souc¢asné dob¢ jsou brany
jako odpadni material, a jako takové byvaji kompostovany. Aby mohly byt tyto ¢asti bezu
¢erného vyuzity ku prospéchu lidi, kdyz se vi o pozitivnich u¢incich kvét a ploda na lidské
zdravi, jsou stanovovany obsahové latky v téchto ¢astech Slechténych odriid a porovnavany
s vyznamnymi zdroji téchto obsahovych latek. Pak je mozné tyto Casti rostliny v piipadé
pozitivnich naméfenych hodnot pouzit napiiklad jako zdroj biologicky ucinnych latek,
dopliikii stravy a nebyly zkompostovany.

Pozitivni vliv bezu c{erného na lidsky organismus je pfisuzovan ptitomnosti
farmakologicky ucinnym bioflavonoidim, z nichZ nejvyznamnéj$im je rutin. Rutin, n¢kdy
nazyvany vitaminem P, je nejcastéji se vyskytujici glykosidickou formou kvercetinu.
Tato latka je rostlinami syntetizovana jako obrana vii€i ultrafialovému zareni a chorobam.
Rutin jako sekundarni metabolit vysSich rostlin se pouziva kléceni zvySené lomivosti
a propustnosti krevnich vlasecnic zptisobenych riiznymi chorobami. Velmi vyznamna je jeho
antioxidaéni u¢innost, tedy schopnost ptlisobit proti volnym radikalim.

Prvnim krokem pii analyze 1éCivych rostlinnych slozek je oddéleni latek, které maji byt
analyzovany, z buné¢né matrice. K témto ucelim se vyuziva napt. Soxhletovy extrakce
nebo macerace. Jsou to metody pomérné jednoduché, nicméné jejich nevyhodou jsou dlouhé
doby extrakce, pracné ru¢ni fizeni, relativné vysoka spotieba rozpoustédel nebo nevyhovujici
reprodukovatelnost metod. Vyhodnéjsi je vyuziti zrychlené extrakce rozpoustédlem
umoziujici pouzit zvySeného tlaku a teploty, jako je PSE (pressurized solvent extraction),
PHWE (pressurized hot water extraction) nebo extrakce ultrazvukem. Analyzu vzorkd lze
uskutecnit napf. pomoci s ruznymi detektory jako tieba DAD, UV-VIS, MS
anebo CZE (kapilarni zonova elektroforéza).

Cilem diplomové prace je stanovit mnozstvi rutinu v listech a vétvickdch devatenacti
odrid bezu cerného, srovnat naméiené hodnoty s vyznamnymi zdroji téchto flavonoidl
a posoudit, je-li mozné odridy bezu ¢erného zatadit mezi vyznamné zdroje rutinu, zda by tyto
méné prozkoumané ¢asti rostliny mohly byt v budoucnu pouzity naptiklad pro ptipravu zdravi
prospésnych dopliki stravy, popiipadé ozdravnych koupeli v laznich.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Bez Cerny

Bez cCerny, latinskym nazvem Sambucus nigra L., patii do celedi zimolezovitych
(Caprifoliaceae). Latinsky nazev pochéazi pravdépodobné zteckého slova ,,Sambux*
oznacujici barvivo obsazené v plodech bezu a slova ,,niger odvozeného od ¢ernych plodi.

Bez Cerny byva také oznacovan jako psi bez, bezinky nebo také smrdinky a koziéky.l

2.1.1 Obecné znaky

Bez cerny je ket nebo mensi strom dosahujici vysky 3 az 5 metrl, ale mize dortstat
az do vysky statného stromu kolem 10 metrt.3 V naem podnebném pasu kvete od kvétna
do cervence. Bez ma Sedohnédou az Sedou rozpukanou kiru, letorosty jsou duznaté a syté
zelené Vétve bezu jsou vyplnéné bilou, vatovitou dieni. Malé vétve jsou zelené barvy,
pozdéji se barvi do Sedé a maji napadné Cockovité jizvy.4 Na jafe ma bez bilé kvéty ulozené
do slozeného okoliku. Kvéty (Obr. 1) maji velikost od dlan¢ do dezertniho talite.! Maji
vyraznou az nepiijemnou vini, ktera se ususenim zjemni a je piijemna. Celé okoliky se sbiraji
v ervnu a cCervenci na piipravu rdznych surovin, po jejich odkveteni dozraji bobulovité
peckovice Cernofialové barvy, které jsou jedlé a pi{jemné voni.3 Plody (Obr. 2) dozravaji
v srpnu aZ z4af, maji asi 6 mm v praméru. Listy rasi jiz v dubnu.{ Jsou lichozpefené, fapikaté,
vstiicné postavené, sdvéma az tfemi jafmy listkd, které jsou zubaté a pachnouci
po rozemnuti.4

Obr. 1 Kvéty bezu cerného®
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Obr. 2 Plody bezu cerného?

2.1.2 Vyskyt

Bez Cerny je rozSiteny po celé Evropé, roste na Kavkaze, v Malé Asii, v Arménii,
v Iranu a zasahuje az do zapadni Sibite. Je jednim z nejméné naroénych keiti. Nevyhovuji
mu vapenité pudy a vyhleddva pidy bohaté na dusik a humus, vlhké. Nevadi mu ani stinna,
ani slune¢na mista. U nas roste témét vSude, piivodné se vyskytoval zejména v luznich lesich
na zaplavové pudé¢, pobfeznich kfovinach. Nejlépe se mu dafi ve vlhkych, lesnatych ptidach.
Je ho vidét i v okoli vodnich toki, v roklinach, na kamenitych mistech.fs 6 Vyzkumy ukézaly,
7e bez Cerny neni citlivy na znecisténé ovzdusi, proto je uzitecny pro péstovani ve méstech
na rusnych ulicich. Bez Cerny tak vytvaii vynikajici svételny efekt a zaroven piispiva
ke zlepseni celkového ovzdusi./

2.1.3 Bez Cerny jako droga

Droga se pouzivd vétSinou ve své suSené podob€, proto se jednoduse oznacuje
jako suSenou ¢ast rostliny.

Sbiraji se kvétenstvi, kterd poskytuji oficidlni drogu Flos sambuci. V dobé kvétu
se odstfihuji nizkami a volné ukladaji do kosiki, aby se nezapatila. Obvykle se susi cela
kvétenstvi na Silirkach. Spravné usuSena kvétni droga mé nazloutlou barvu, charakteristicky
pach. Droga musi byt uchovana v dobie uzaviené nadobé.

Pro doméci uziti a potfeby potravindtského primyslu se sbiraji plodenstvi zndma
jako bezinky, poskytujici drogu Fructus sambuci. Dozravaji od Cervence do zafi. Susi
se nejprve na slunci a pak se dosousi umélym teplem do scvrknuti. Dobte ususené plody mayji
leskle ¢ernofialovou barvu, jsou bez pachu s nakysle sladkou, sviravou chuti. Kvalitni droga
musi obsahovat co nejméné nedozralych nebo znehodnocenych plodi.

Bezové listi Folia sambuci se sbird v dobé od dubna do fijna, susi se v mistnosti
s dostateCnym pristupem Cerstvého vzduchu. Jejich ucinek se suSenim snizZuje.
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Bezova klra Cortex sambuci se sbird prevazné pro lékaiské tcely z mladych vyhonka
v zafi a tijnu. Susi se ve stinu pii umélé teploté maximalné 40 °C. Kira ma stejné jako listy
mocopudné a projimavé ucinky, avsak silnéjsi.

Kofen Radix sambuci je ze vSech drog nejsilngj$i. Pro 1é¢ebné ucinky kotene je lepsi
pouzit ptipravky z 1ékdrny, nebot’ pii sbéru kotfene se snadno poskodi celd rostlina. Pouziva se
jako kloktadlo, pfi zacpé, & vodnatosti.”

2.1.4 Obsahové latky

Z obsahovych latek kvétu jsou nejvyznamngjs$i glykosidy (sambunigrin, rutin), sliz,
silice  (0,03-0,14 %), tfisloviny, fenolkarboxylové kysliny (p-kumarovou, kavovou,
ferulovou) aj.

Hlavni pfednosti plodi je vysoky obsah vitamint skupiny B a vitamin C (0,03 %), dale
obsahuji silice (0,01 %), flavonoidy, anhtokyany (0,2—1 %), tiisloviny (3 %), kyanogenni
glykosidy, organické kyseliny, sacharidy (7,5 %), karoteny, mineralni prvky.” Listy obsahuji
triterpenoidy, flavonoidy a karotenoidy. Bezova ktira obsahuje tfisloviny, pryskyfice, zluty
olej a kyselinu valerovou.!

Esencidlni oleje neboli silice
Hlavni soucasti aroma bezinkové $tavy je fenylacetaldehyd, ktery je obsaZzen prakticky
ve vSech esencidlnich olejich. Tyto oleje reguluji Cinnost jater a Zlucéniku. Jsou schopné

zastavit rozmnoZovani bakterii.

Glykosidy

Jsou to rostlinné slouceniny, které vznikaji reakci molekul cukru s fenolem, alkoholem
¢i aminem. Sambunigrin je kyanogenni glykosid bezu ¢erného, kyanogen schopny za urcitych
podminek vytvofit kyselinu kyanovodikovou. Nachazi se v nezralych a syrovych bobulich,
jeho poziti miize vést ke zvraceni a nevolnosti. Rozpadé se pii zahtati. Hotovy bezovy sirup
ho obsahuje vétSinou v nepatrném mnozstvi. Pfi jeho vyrobé dochézi k lisovani nezralych
plodi. Zde je jeho mnozstvi nezavadné. Litr bezové S$tavy obsahuje asi 0,0001%
této kyseliny. Flavonovym glykosidem bezu Cerného je napt. rutin, ktery pusobi ptizniveé
na permeabilitu t&nich kapilar.

Barviva
Barvivo bezu se nazyvad sambucyanin. Diky jeho obsahu lze stanovit, zda se jedna
o Cisty bezovy sirup. Toto barvivo bylo dfive oznaCovano jako vitamin P. Kvéty bezu

obsahuiji az 1,8 % flavonoidi, do jejichZ skupiny sambucyanin patii./

Tiisloviny

Jejich obsah v litru bezové §tavy se pohybuje kolem 4 mg. Interakci proteint slin
s tfislovinami vznikd trpka az svirava chut. Ttisloviny pfiznivé plsobi pii zanétlivych
procesech sliznice 1 kize. Vyznacuji se stahujicimi, antimikrobidlnimi G¢inky. Jsou potiebné
pii vyluGovani t&zkych kovii z t&la.
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Organické kyseliny
Studie prokazala, ze v plodech bezu cerného byla v nejvyssi koncentraci obsazena
kyselina citronova, dale jable¢n4, v nizsi koncentraci pak kyselina ikimova a fumarova.8

Sacharidy
Bez Cerny obsahuje v nejvét§sim mnozstvi monosacharidy glukosu a fruktosu.?

Vitaminy

Bez cerny obsahuje vitamin A (retinol), B; (thiamin), B, (riboflavin), B; (niacin)
a C (askorbova kyselina). Zvlast' bohaty je na vitamin C, 100 g Cerstvych plodi obsahuje
az 18 mg vitaminu C. Je Zivotné¢ dilezity pro tvorbu kolagenu.l

Minerdlni prvky
Studie prokézala, ze bezova stava obsahuje nejvice drasliku, vapniku a sodiku.8

2.1.5 Péstovani, vysadba, rozmnoZovani, oSetifovani a ochrana rostlin

Potieba kvétl a plodi z bezu cerného se neustdle zvySuje a z volné ptirody nelze
toto mnozstvi pokryt, je nutné péstovani a kultivace bezu ve vétSim mnozstvi. Vybér spravné
odridy je velmi dulezitym piedpokladem vysoké urody. K vyznamnym patii odridy jako je
napi. Haschberg vySlechténa v roce 1965 zndma nizkou néachylnosti k napadeni Sktdci, déle
pak Sambu z roku 1977, kterd je znama pro vyjimecn¢ chutny sirup nebo napt. odriida Riese
von VoBloch, kterd ddva dvojnasobné mnozstvi plodi nez ostatni odridy bezu. Bez Cerny
je nendro¢nou rostlinou témét kazdé zahrady. Vhodnym obdobim k vysadbé je pocatek jara
nebo podzim. Mladé rostlinky by se mély vysadit ve vzdalenosti cca 5 m, nebot’ rostou velmi
rychle. Rozmnozovani je také nendro¢né, seminka plodu se zaseji do prokyptené vlhké ptdy,
ktera je obohacena humusem. Popiipadé¢ Ize rozmnozovani provést vysadbou fizka. Bez svou
vyraznou vuni pfitahuje smyslové vysoce vyvinuté druhy hmyzu, které opylovanim
k rozmnozovani pfispivaji. Bez poskytuje kvéty, plody i dievo, pficemz nevyzaduje vlastné
zadnou vyraznou péc¢i. Po sklizni plodi je vSak nutné staré vétve ofezat, ¢as od Casu
bez vyzaduje piithnojeni nebo mulovani posekanou travou ¢i klirou stromi. K neptateliim
bezu cerného patii hrabo$ polni, virovd onemocnéni a mSice na listech, jejichz likvidace
a prevence by se méla provadét prirozenymi zplisoby a metodami.t

2.1.6 Vyuziti v 1ékaistvi

V soucasné dobé¢ se sbiraji predevSim kvéty (Flos sambuci) a plody (Fructus sambuci)
bezu cerného. Listy se diive pouzivaly na vyrobu tzv. zelené masti na pohmozdéniny, rany,
otoky, ale dnes uz se nepouzivaji, protoze pii pouziti listi se zjistily negativni ucinky
zpusobené otravou sambunigrinem, ktery je pfitomen v malém mnozZstvi i v kvétenstvi. Stejné
tak lidové 1é¢itelstvi pouziva n¢kdy kuru, ktera stejné jako listy vyvolava zvraceni a silné
prijmy. Jejich zédpach odpuzuje vSak nékteré skidce a hlodavce. Kvétni droga je soucasti caji
na nachlazeni. Ma potopudny ucinek, ktery je velmi vyznamny, dale i uGlinky slabé
mocopudné a projimavé. Bezinky se sklizeji v celych plodenstvich, susSi se a pak
odstopkovavaji na sitech. Tyto plody se pouzivaji v lidovém I1éCitelstvi, na vyrobu
bezinkového vina, dnes jako surovina pro vyrobu kompotli, dZzema, sirupti apod. Dale
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jsou pouzivany pii onemocnéni nervového plivodu, pii migrénach, proti kiecim, kasli atd.
Bez ¢erny méa mnoho 1é¢ebnych uginkd, které jsou piipisovany ptitomnym flavonoidiim.4 10

2.2 Flavonoidy

Albert Szent-Gyorgyi byl vyznamny mad’arsky biochemik, kterému je pfipisovan objev
flavonoidi. V roce 1936 spolu s Istvanem Ruzsnydkem potvrdili, Ze v rostlindch hraji
dilezitou esencidlni ulohu, pficemz v lidském téle plsobi jako vitaminy. Szent-Gyorgyi
prokéazal tedy existenci redukujicich latek v rostlinnych pletivech i zivociSnych tkanich
aizoloval znadledvinek redukujici latku, kterou zname jako kyselinu askorbovou,
vitamin C.71

2.2.1 Chemicka struktura flavonoidu

Flavonoidy téz flavonoidni latky jsou rozsdhlou skupinou rostlinnych fenold
obsahujicich v molekule dva benzenové kruhy spojené tiiuhlikatym fetézcem v usporadani
Cs-C3-Cq. Flavonoidy jsou odvozeny od kyslikaté heterocyklické slouceniny 2H-chromenu
substituovaného v poloze C-2 fenylovou skupinou, ktery se nazyva flavan. Strukturu flavanu
tvoti dvé benzenova jadra spojend heterocyklickym pyranem.9

/

O

Flavan

Podle stupné¢ oxidace C; fetézce a jeho substituce rozeznavame zakladni struktury
flavonoidi (Obr. 4):

= Katechiny

* Leukoanthokyanidiny

* Flavanony

= Flavanonoly

* Flavony

= Flavonoly

» Anthokyanidiny

Bézn¢  byvaji  vSechny  tfi  kruhy  substituovany  hydroxyskupinami
nebo methoxyskupinami a jednotlivé derivaty se lidi stupném oxidace a substituce.!2
V piirod& jsou pravdépodobné nejrozsifensjsi flavonoly.?

Ze strukturné piibuznych sloucenin, u kterych jsou dva kruhy spojeny alifatickym
Cstetézcem nebo fetézcem, ktery je ¢astecné soucasti uranového cyklu, se dale rozeznévaji
(Obr. 3):

= Chalkony

* Dihydrochalkony

= Aurony
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Méné bézné substituenty 2H-chromenu v poloze C-3 fenylovou skupinou se nazyvaji
isoflavonoidy a pokud je spojeni v poloze C-4, jsou slouceniny odvozené od neoflavanu

a nazyvaji se neoﬂavonoidy.9

A3
Az
0
r
R1
OH ©
flavony - flavanaly isoflavonoidy
A3 = |
A1 ) OH A, . ,f1 ‘
o
E ':'_H = O
OH O = OH
flavanany i aleeaniding .
¥ chalkony anthokyanidiny katechiny
S
o
flavanonaoly

Obr. 3 Struktury hlavnich ﬂavonoidﬁl 3
Vsechny barevné flavonoidy se diive délily podle barvy na dvé skupiny. Na Cervené

az modré anthokyany (anthokyaniny) a zluté anthoxanthiny. Potravindisky vyznamnymi
isoflavonoidy jsou pouze isoﬂavony.9
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Uhlikové atomy v C a A kruzich se ¢isluji od 2 do 8, v kruhu B od 2" do 6'(Obr. 4).
Tato zakladni struktura umoziiuje mnozstvi variaci substituénich 1 strukturnich ve vsech trech
kruzich./4 Nejrozsiten&jsimi flavonoidy jsou ti flavonoly (kvercetin, kemferol a myricetin)
adva flavony (luteolin a apigenin). Rozdil mezi flavonoly a flavony je pfitomnost
hydroxyskupiny v poloze C-3 u flavonoli. /5

Obr. 4 Struktura ﬂavonoid&l 4

Flavonoidy se vyskytuji bézné ve formé O-glykosidli obsahujicich ve své molekule
necukernou slozku tzv. aglykon (tedy ¢ast molekuly bez cukru) a cukernou slozku vézanou
nejcastéji v poloze C-3. Nejcastéji se jako cukernd slozka vyskytuje D-glukosa, déale pak
napiiklad D-galaktosa, L-arabinosa, D-xylosa a dalsi. 16 Témer vSechny glykosidy jsou
substituovany v poloze C-3 a nejhojngjsi jsou derivaty kvercetinu.?”

2.2.2 Zdroje flavonoidu

Z divodu neschopnosti syntetizovat aromatické slouceniny s benzenovym kruhem
z alifatickych prekurzord jsou zvifata i lidé nuceni pfijimat tyto organické antioxidanty
\% potravé.l 8

Dnes je znamo pies 4500 flavonoidnich latek v riiznych rostlinnych zdrojich, hlavné
v nadzemnich ¢astech jako jsou listy, kvéty, pyl, méné Casto kotfeny, semena, kiiry a plody
a stale se nachazeji dalsi slouéeniny.19 Nekteré flavonoidy jsou dulezité jako prirodni
rostlinna barviva, jiné jsou vyznamné pro svou chut’ a biologické ﬁéinky.9

V ovoci a zelenin€ se nejCastéji setkavame se skupinou anthokyanti diky nimz ma ovoce
a zelenina atraktivni oranzovou, cervenou, fialovou a modrou barvu. Hlavnimi zdroji
vyuzivanymi jako potraviny jsou plody rostlin celedi révovitych (Vitaceae, hrozny révy
vinné) a ruzovitych (Rosaceae, tiesné, Svestky, maliny, jahody, jablka, hrusky aj.).
Dalsi potravinatsky vyznamné rostliny, které obsahuji anthokyanova barviva, patii do ¢eledi
lilkovitych (Salonaceae, lilek a odridy brambor s cervenou slupkou), do celedi srstkovitych
(Grossulariaceae, Cerveny a Cerny rybiz), viesovcovitych (Ericaceae, borivka a brusinka),
olivovitych (Oleaceae, olivy) a brukvovitych (Brassicaceae, fedkviéky).zo

Anthokyany jsou glykosidy rlznych aglykonii. Tyto aglykony se nazyvaji
anthokyanidiny. V potravinafstvi ma vétS$i vyznam pouze skupina anthokyanidind
s hydroxylovou skupinou v poloze C-3. Do této skupiny patii kyanidin, pelargonidin,
peonidin, petunidin, malvidin, delfinidin.?
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Kromé¢ anthokyant patii k nejvyznamnéjSim flavonoidnim barviviim zluté zbarvené
flavony a flavonoly. Mezi flavonoly patii napt. kvercetin, kaempferol a myricetin,
které se vyskytuji hlavné jako glykosidy a jako kopigmenty doprovazeji anthokyany. Vysoky
obsah kvercetinu se nachazi ve slupce cCervenych odrid cibule. Nejrozsitenéjsi glykosidy
jsou odvozené piedev§im od kvercetinu a kaempferolu. Béznym glykosidem je rutin.20
Nabobulich bezu c¢erného se nachazi kvercetin-3-rutinosid a kvercetin-3-glykosid.
Dalsimi zdroji flavonoidi je cokolada, ¢aj, soja, obilniny, papéja a jiné, kde je obsazen
piedevsim flavonol kvercetin a kemferol.

Ptitomnost téchto flavonoidi v ovocnych $§téavach je vyuzivana k prikazu
jejich falsovéani.9

2.2.3 Vlastnosti flavonoidu

Flavonoidy patii mezi sekundarni rostlinné metabolity. V rostlinach hraji dulezitou roli
jako obranné a signalni molekuly pfi rozmnoZovani, patogenesi nebo symbidze. Rostlinné
flavonoidy jsou nezbytné v obrannych mechanismech proti stresu zptisobenému UV-B
zafenim, mikrobidlni infekci aj.l 3

Flavonoidy jsou soucasti antioxida¢niho systému s mnoha zdravi prospéSnymi ucinky.
Antioxidacni aktivita, kterd ovliviiuje oxidaci volnych radikall, zabranuje peroxidaci lipidd,
tvoti komplexy s nékterymi ionty kovii a tim je inaktivuje. Maji tedy chelata¢ni ucinky
vii¢i koviim, které by mohly ve volné formé zvysit pocet reaktivnich forem kysliku.21, 22
Antioxidacni aktivita je zéavislda na poctu a poloze hydroxylovych skupin v molekule
anajejich glykosylaci. Vyznamné radikdlové likvidacni vlastnosti maji diky struktufe
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flavonoly (Obr. 6) jako je kvercetin, kaempferol, myricetin a flavony (Obr. 5) jako je apigenin
a luteolin. Likvida¢ni vlastnosti spoc¢ivaji v redukci radikald a aktivnich sloucenin kysliku
jako je peroxid vodiku, superoxidovy radikal, hydroxylové radikaly a jiné a radikaly oxidu
dusného.Z9 23 Radikaly flavoni a flavonold jsou uvedeny v Tab. 1 a Tab. 2.

Studie ukazuji, ze pfijem potravin obsahujicich flavonoidy muize chranit organismus
pted nékterymi formami rakoviny. Flavonoidy mohou také pilisobit proti vzniku krevnich
sraenin a tim sniZovat riziko infarktu myokardu nebo mozkové mrtvice.2
Dale bylo prokazano jejich plisobeni proti alergiim, zanétim a virim. Poméhaji predchazet
oxidaci lipoproteinti nizké hustoty a tim snizuji riziko vzniku atherosklerc')zy.24 Podporuji
odolnost krevnich vlasecnic postizenych napiiklad pii vysokém krevnim tlaku nebo cukrovce,
jsou to latky ptiznivé upravujici metabolismus lidi ve vysokém véku. Nékteré flavonoidy
vykazuji ptiznivy mocopudny a antisepticky i¢inek.23

Tab. 1 Radikaly flavonu a jejich molekularni hmotnostil3

Flavony R1 R2 R3 M
Apigenin OH H OH 270
Luteolin OH OH OH 286
9
7N/ .
R
Q
7
R1

Obr. 5 Strukturni vzorec ﬂavonul 3
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Tab. 2 Radikaly flavonolii a jejich molekuldrni hmotnostil3

Flavonoly R1 R2 R3 R4 RS M
Kvercetin OH H OH OH H 302
Kemferol OH H H OH H 286
Mpyricetin OH H OH OH OH 318

Rutin 3-0O-Rha-glu H OH OH H 610

_/ N/ N\

OH

Obr. 6 Strukturni vzorec ﬂavonolul 3
2.2.4 Kbvercetin

2.2.4.1 Obecné viastnosti a vyskyt

Kvercetin je prakticky nerozpustny ve vod¢, dobfe rozpustny v acetonu a methanolu.
Je doporucené chranit ho pred svétlem.26 Kvercetin byva soucasti dopliiki stravy i piesto,
7e nepatii k nedostatkovym latkdam ve vyzivé. Uginek kvercetinu z potravin je vyrazn&jsi
nez pii jeho piijmu v Cisté forms.27

Jeho zdrojem je cibule, jablka, kapusta, Cervené vino, zeleny a Cerny caj, ofechy,
kvétak, kapusta. Vysoké mnoZstvi se nachazi i v bortivkach a olivovém oleji.23

2.2.4.2 Farmakologické ucinky

Kvercetin je jednim z nejrozsifenéjSich a nejsilnéjsich biologicky aktivnich flavonoidi.
Poprvé byl izolovan z vnitini kiiry dubu Quercus velutina. Jde o zluty prasek, ktery ptsobi
preventivné proti rakoviné, zejména rakovin€ prostaty, pulsobi proti zanétim,
kardiovaskularnim onemocnénim, proti bakteriim a virim. Dale plsobi proti trombdze
apomahd branit vzniku krevni sraZzeniny. Zabraiiuje poskozeni cév volnymi radikdly
a okyslicenym cholesterolem LDL, ¢imz napomahd volnému prichodu cév. Velmi vyznamna
je jeho schopnost tlumit alergické reakce. Kvercetin také redukuje hladinu glukézy v krvi
a zlepSuje hladinu inzulinu, je tedy vhodnou prevenci proti nemocem spojenych s obezitou,
k 1écb¢ kardiovaskularnich onemocnéni u pacientii s Diabetes mellitus nebo s dychacimi
obtizemi. Bylo zjisténo zlepSeni funkce plic a snizeni rizika napf. astmatu nebo bronchitidy
u lidi s vysokym pfijmem jablek, kterda jsou bohatd na kvercetin. Nékteré studie naznacuji,
ze muze byt prospésny pii hubnuti tim, Ze potlacuje vsttebavani sacharidu.
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2.2.4.3 Absorpce v organismu

Védci se diive domnivali, Ze ke vstiebavani kvercetinu v lidském organismu nedochazi,
protoze L-glykosidickd vazba mezi sacharidem a flavonolem byla odolnd proti hydrolyze
pankreatickymi enzymy. AvSak pfi studiich zabyvajicich se méfenim fekalniho kvercetinu
bylo zjisténo, Ze k absorpci v organismu dochazi. Bylo zjisténo vstfebavani kvercetin-L-
glykosidu z cibule 52 %. Za stejnych podminek byla absorpce kvercetinu bez cukernych
zbytkli (aglykony) a kvercetin-L-rutinosidu okolo 20 %. Tyto vysledky ukazuji vliv

cukernych zbytkl na vstiebavani kvercetinu v lidském 0rganismu.28

HO O

HO /

O

HO
OH

Kvercetin
2.2.5 Rutin

2.2.5.1 Obecné viastnosti a vyskyt

Rutin nebo také vitamin P byl objeven pii zkoumani ucinki kyseliny askorbové
pii 1éCeni kieCovych zil. Je nejdastéji se vyskytujici glykosidickou formou kvercetinu.2?
Ve své struktute obsahuje kvercetin a disacharid rutinosu (rhamnosa a glukosa). Rutin je zluté
az zelenozluté barvy a tvoti jehlickovité krystalky. Mnozstvi rutinu v rostlinach je velmi
zavislé na UV zateni. Cim je vice UV zafeni, tim vice rutinu se nachazi v danych rostlinnych
zdrojich. Rutin je mélo rozpustny ve vod¢ a lihu, prakticky nerozpustny v etheru, ale dobie
rozpustny v roztocich alkalickych hydroxidi a v amoniaku. Pfi skladovani je nutné ho chranit
pred svétlem.30

Vyznamnym zdrojem rutinu je pohanka, dale pak ovoce a zelenina. Byva vSak obsazen
1 v cibuli, citrusovych plodech, ¢erném ¢aji, v cerveném viné aj.23’ 30

2.2.5.2 Farmakologické a biologické ucinky

w1

ma pozitivni vliv na pruznost a permeabilitu krevnich kapilar. Redujuje Fentonovu reakci,
pii které dochézi k produkei Skodlivych radikald kysliku a zintenziviiuje G€inky vitaminu
C.30 Rutin urychluje hojeni ran, pouZiva se pii 1é¢b& hemeroidi.3 !

Pouzivd se také ve farmaceutickych preparatech a potravinovych dopliicich,
protoze zvysuje s dalSimi flavonoidy hladinu kyseliny askorbové v Zivoc¢iSnych organech,

w1
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schopnosti byly prokdzany v celé fadé¢ studii na zvitatech. Ukazalo se, Ze rutin zvySuje uroven
glutathionu v traéniku, ¢imZ sniZzuje oxidacni poskozovani tkané pii tomto zanétlivém

procesu.29
OH
HO O
OH
O
OH O
OH 00—
O
—0
OH
OH OH OH
OH
Rutin

2.2.6 Rutin jako doplnék stravy

%

Podle zékona ¢. 110/1997 Sb., o potravinach a tabdkovych vyrobcich, ve znéni
pozdé&jsich piedpisti, jsou doplilkky stravy potraviny, jejichz ucelem je doplilovat béZznou
stravu a které jsou koncentrovanymi zdroji vitaminli a mineralnich latek nebo dalSich latek
snutricnim nebo fyziologickym ucinkem, obsazenych v potraviné samostatné
nebo v kombinaci, uréené k piimé spotiebé v malych odmétrenych mnozstvich.

Dopliiky stravy se uvadi do obéhu pouze balené, upravené do formy kapsli ¢i tobolek,
pastilek a jinych forem urcenych pro pfijem v malych odméfenych mnozstvich. Dfive
se dopliky stravy radily mezi potraviny pro zvlastni vyzivu, od 15. unora 2004 nepatii do této
kategorie. Maji samostatnou vyhlasku ¢. 225/2008 Sb., kterou se stanovi pozadavky
na doplnky stravy a na obohacovani potravin.32

V soucasné dob¢ je na trhu dostupné nespocetné mnozstvi dopliikii stravy obsahujicich
rutin, at’ uz prodejnych v lékarnach, nebo v obchodech s potravinami. VétSinou se jedna
o komplexni dopliiky stravy, které obsahuji vedle rutinu také naptiklad vitaminy C, A, E,
vitaminy skupiny B, beta karoten, ubichinon Q 10, kyselinu listovou, mineraly a dalsi.
Jednotlivé obrazky dopliikt stravy (Tab. 3) jsou uvedeny v ptiloze P 1.

Tab. 3 Rutin jako doplnék stmvy33’ 34

Nazev Slozeni
Chondrotin MSM taurin, vitamin E a selen, rutin a vitamin C
2600

Celaskon limetka vitamin C 180 mg + Rutin 30 mg

GS Extra C rutin, vitamin C
Multivitamin
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Geriastim

Betavital
Hemodin
Koenzym Q10 +
Rutin 60 kapsli
Rutas

Natures Bounty
Rutin

kloubni vyziva
GELACYS

Ginkorutin

Activin

Coenzystar Q10

Imuno C komplex

Apiglukan Imuni

Apivitamin

Acerola vitamin

Hema Bion Q 10

Super Extra

Zianica phlogist

vitamin A, C, D2, E, vit. skupiny B, kyselina pantotheova, rutin,
lecitin atd.

extr.cervené fepy s rutinem, 150ml

30 tbl, komplex bioflavonoidi s klinicky ovéfenym ucinkem pii 1é¢bé
akutni i chronické formy hemeroida

rutin 60 kapsli

30 tablet, vitamin C a rutin

rutin 50 mg, 250 tablet

L-cystinu, rutin a vitamin C.

Rutin

vytazek ze zrni¢ek hroznl obsahuje Cistou ptirodni smés
bioflavonoidl

60 tobolek

60 tobolek, komplex citrusovych bioflavonoidi, rutinu, vytazku
ze Sipkt a jedinecného kvercetinu

30 kapsli, lyofilizovana matefi kasSicka z nékolika ptirodnich
imunostimulatori

250 g, obsahuje srovnatelné mnoZzstvi ptirodniho vitaminu C jako 22,5
zralych citronti, bohaty na antioxidanty a bioflavonoidy

100 g, ptirodni zdroj vitaminu C v prasku s vitaminy A, B1, B2, B3,
BS5, B6, B7, B9, E, minerdly a flavonoidy

koenzym Q 10, rutin

200 ml, ptirodni extrakt z bezu ¢erného, meruzalky ¢erné, mrkve a
¢erné visné ve forme sirupu
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C vitamin a rutin

C vitamin a rutin

NB Rutin

C vitamin a rutin se

sukralosou
Ascorutin
Wobenzym

Imupren tablety

Duo Herz tablety

Diochi Diocel
Diochi Baktevir

éerny bez sirup —
Sambucus Nigra

Cerna rybiz

Hesperutin
Vinum

Fin Avis

Kastanovy gel

Hemostop probio

Elactiv nexrutin®

100 mg, 60 tobolek

vitamin C 400 mg + 5 mg rutinu

50 mg

60 tobolek

glykosid rutin a kyselina askorbova
vhodné¢ sestavené enzymy

enzymy bromelin 60 mg, papain 60 mg a trypsin 5 mg, quercetin 9
mg a rutin 10 mg

omega 3 NMK 17 mg, koenzym Q 10 25 mg, vitamin E 6,5 mg,
kyselina listova 400 pg, rutin 10 mg, lykopen 500 pg

50 ml, z rostlin a éterickych oleji
50 ml, z rostlin a éterickych olejt

620g sirup pripraveny z kvétu a plodu bezu ¢erného, tanin,
flavonoidy, kyselina listova, vit. A, B, C

500 mg, 67 tobolek, ¢erny rybiz obsahuje velké mnozstvi vitaminu C,
vitaminy skupiny B, karoten, rutin, pektin, zelezo

60 tbl, vitamin C, bioflavonoid
60 tbl, extrakt z vinnych slupek, rutin, hesperidin, vitamin C

extrakt z ovesnych klicki, vitaminy C, E, B, mangan, zinek, selen,
vapnik, fosfor, hoi¢ik, Zelezo, aminokyseliny, rutin, 50 ml

130 ml, voda, glycerin, hydroxid sodny, mocovina, rutin, benzyl
alkohol, atd.

450 mg diosmin/hesperidin, 107 mg vitamin C, 100 mg inulin, 20 mg
rutin, 3,4 mg vitamin E, 10 ug selen, tokoferol acetat, lactobacillus
acidophilus, bifidobacterium bifidum, bifidobacterium longum,
stearan hotfecnaty, selenicitan sodny pentahydrat, Zelatina, oxid
titani¢ity

energeticky népoj
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Rutinol* prinikovy gel na kie¢ové zily hematomy, 100 ml

Ruticelit* 50 ml, regenerani krém, rostlinna latka rutin a celd tfada dalSich
flavonoidu

*Rutin ve forme napojl a kréma
2.2.7 Metabolismus flavonoidua

Jatra a flora tlustého stfeva jsou dv& hlavni mista metabolismu flavonoidi.Z4
Pted absorpci flavonoidi stfevnim epitelem je nutnd, vzhledem k velikosti molekul
polymernich flavonoidli, degradace na slouceniny o nizs$i molekulové hmotnosti. Hydrolyza
B-vazeb cukernych zbytkid je katalyzovana pankreatickymi enzymy. B-endoglukosidasy
(laktasa-phlorizin hydrolasa a nespecificky enzym), které byly izolovany z tenkého streva,
jsou schopné hydrolyzovat glykosidové vazby flavonoidii. Laktasa-phlorizin hydrolasa ma
dv¢ aktivni mista. Jedno z nich katalyzuje hydrolyzu galaktosidi (laktosa), druhé katalyzuje
hydrolyzu glykosidi typu phlorizinu nebo né¢které glykosylované flavonoidy. Dimery
1 trimery jsou schopné prestupu pies epitel tenkého stieva. Katechiny jsou pravdépodobnymi
hlavnimi degrada¢nimi produkty flavonoidi.3d Enterobakterie ziejmé hydrolyzuji glykosidy
flavonoidii ve slepém a tlustém stfevé. Vzniklé aglykony jsou snadnéji absorbovany
epitelovymi buiikami, kdy jejich lipofilnost usnadiiuje ptechod ptes fosfolipidovou dvojvrstvu
membran. Velkd ¢ast metaboliti mize byt vylucovana zluc¢i, mohou byt jesté¢ hydrolyzovany
a reabsorbovany stfevnimi butikami nebo vylu¢ovany stolici.36, 37

Metabolismus flavonoidi neni vSak jednotny vzhledem k jejich nejednotné struktuie
a §iroké distribuci v jidle.38

2.3 PSE extrakce

Extrakce je separatni metoda, pii které se uvoliiuje slozka ze smési do rozpoustédla.3?
PSE (pressurized solvent extraction) je extrakce rozpoustédlem za zvySeného tlaku a teploty,
proto se fadi do skupiny extrakci kapalinou. Tuto techniku mizeme najit pod riznymi nazvy
jako je napt. zrychlena extrakce rozpoustédlem (ASE), kapalinova extrakce za zvySeného
tlaku (PFE), tlakova kapalinova extrakce (PLE) aj.40 Techniky s témito zkratkami oznacuji
prakticky totéz a jde o extrakce stlaCenymi organickymi rozpoustédly za teplot nad bodem
varu rozpoustédla neboli zrychlené extrakce.#I Technika PSE je znama od roku 1996,
kdy se zacala vyuZivat a nahrazovat tradi¢ni extrakéni techniky. Spole¢nosti EPA
(Enviromental Protection Agency) byla potvrzena pro extrakci vzorku z pevnych matric
aoznacena EPA 3545, proto se pouziva na ziskdvani latek nerozpustnych nebo castecné
rozpustnych ve vods. 40

2.3.1 Princip PSE extrakce#2

Principem metody je zvySeni extrakéni uc¢innosti pomoci zvysSené teploty (Obr. 7)
organického rozpoustédla. K tomu je zapotiebi také zvySeného tlaku (Obr. 8),
aby se rozpoustédlo udrzelo v kapalném stavu a nepiechazelo do stavu plynného, kde klesa
extrak¢ni uc¢innost na nulu, coz je nezadouci. Pfi zahtivani dané latky v kapalném stavu se jeji
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teplota zvySuje, az dosahne teploty varu. Po ptekroceni této hodnoty teploty se kapalina méni
na zminény plyn. Proto je potfeba zvysit tlak plisobici na danou latku, aby se zménila opét
z plynného stavu na kapalny.

V PSE technice se pouziva rozpoustédlo o vyssi teploté, nebot” ¢im vyssi teplotu
kapalina m4, tim ma vétsi rozpoustéci schopnost, tedy solvatacni ti€inek.

plp-—-—mm— === === ==

frajny bad
pevnd fdaze

Tlale

plynnd fdaze

Teplota t1 At t2

Obr. 7 Trojfazovy diagram, vliv zvysené teploty na skupenstvi rozpous“tédla4 0
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Teplota t1 At t2

Obr. 8 Trojfazovy diagram, viiv zvyseného tlaku na skupenstvi rozpouftédla40
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2.3.2  Vyhody PSE3?

Metoda je uzivana k extrakci vyhradné tuhych vzorkl a slouzi ke zlepSeni nékterych
charakteristickych vlastnosti kapalinovych extrakci za nizkych teplot a tlakl jako je rychlost
extrakce, usnadnéni automatizace a snizeni spotieby rozpoustédel.

PSE metoda ma oproti klasickym extrakcim za nizkych tlakd jako je napt. extrakce
dle Soxhleta velké vyhody:

. vyssi teplota pii extrakci zvySuje t€kavost stanovovanych latek, a tim vétSinou i jejich
rozpustnost v daném rozpoustédle, usnadiiuje uvolnéni analyzovanych latek z matrice

vzorku

. vysoky tlak umozniuje vy$$i penetraci rozpoustédla do vzorku tim, ze udrzuje
rozpoustédlo nad bodem varu

. metoda Setii Cas, spotfebu rozpoustédla

. rychlejsi a efektivnéjsi metoda ve srovnani s klasickymi extrakcemi

2.3.3 Typy pristroju pro tlakovou extrakci

Pro tlakovou extrakci rozliSujeme dva zakladni typy pfistroji. Prvnim je pfistroj
One PSE, jde o jednomistné zatfizeni pro extrakci vzorku rozpoustédlem a druhym je pozdéji
vyrobeny Fast PSE, ktery pfedstavuje vicepozicové zafizeni pro paralelni extrakci az Sesti
vzorki rozpoustédlem.3?

2.3.3.1 One PSE40

One PSE je automatizovany a schopny extrakce tedy pouze jednoho vzorku v daném
cyklu. U One PSE je komora pro vkladani vzorku seshora (Obr. 9).

Do nerezovych ocelovych patron (11, 22, 33 az 40 ml) se pfipravi vzorek matrice
a vlozi se do pfistroje. V zdsobniku pfistroje musi byt pottebné rozpoustédlo a vialka, do které
je shromazd’ovana vyextrahovana latka. Doba extrakce se bézn¢ pohybuje okolo 10 minut, ale
muze trvat od 1 az po 99 minut. Kapalina je do komurky se vzorkem davkovana pomoci
vysoce ucinné pumpy, kterd je schopna dosdahnout tlaku az 15 MPa, tok rozpoustédla
je obvykle 10 ml.min™, extrak&nim modulem je pec, ktera je schopna dosahnout teploty od 50
do 200 °C.

Nutné je preciSténi vzorku pied extrakci, které se provadi inertnim plynem,
napt. dusikem. Plyn musi byt natlakovany a precistény, ze vzorku odstrafiuje zbytky kysliku,
které by mohly negativné ovliviiovat pribéh extrakce.

Extrakci ptredchdzi optimalizace metody, kterd se skladd z nalezeni vhodného
extrakéniho rozpoustédla, extrakeni teploty, tlaku a doby piisobeni rozpoustédla na matrici.
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Obr. 9 One PSE43

2.3.3.2 Fast PSE

VylepSeny ptistroj Fast PSE (Obr. 10) umoziuje extrakci Sesti vzorkli naraz a je mozné
pouzit az Ctyfi rtizna rozpoustédla. Pristroj je schopny zaznamenavat data i ukladat nové
metody do své paméti. Nadavkovand rozpoustédla (az 4) se automaticky rozdéli
do extrak¢énich nadob. Diky programovému vybaveni v pocitaci je mozné v redlném cCase
sledovat priibéh extrakce, operace pumpy, stav kazdé pozice ventilu, teplotu zahtatych nadob
a individualni tlak v kazdé z 6 nadob.

Pfistroj je vybaveny alarmem s automatickym zastavenim chodu pfistroje,
ktery upozorni pracovnika naptiklad na chyb¢jici nadobku v zasobniku na vzorky, chybéjici

vialku na sbér extraktl, unik rozpoustédla do ovzdusi nebo prodéravéné nédoby.4 0

Obr. 10 Fast PSE39
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24 PHWE extrakce

Extrakce vodou za zvySeného tlaku je svym principem velmi podobnd PSE extrakci,
rozdil je vSak v pouzivaném extrakénim rozpoustédle. Oproti organickym rozpoustédlim
pouzivanych pii PSE technice se u PHWE k eluci latek z matrice pouzivd voda. Voda ma
vysokou dielektrickou konstantu pii pokojové teploté¢ a tlaku, proto nebyla povazovéna
za vhodnou k extrakci. Pokud je teplota vody zvysSena, dojde k poklesu permeability,
viskozity 1 povrchového napéti, ¢imz se zvysi schopnost vody pronikat do matrice. 44 Ma-li
voda zistat v kapalném stavu, musi byt pracovni tlak pii extrakci vyss$i nez tenze (tlak)
nasycenych par vody za pfislusné teploty. Moznost vyuziti stla¢ené¢ horké vody k extrakci
biologickych materiali je samoziejmé vzdy podminéna dostateCnou teplotni stabilitou
piislusnych cilovych latek a jejich odolnosti vici hydrolyze za podminek extrakce.
Katalytickd aktivita nékterych kovii obsazenych v konstrukénich materialech extrakéni cely
(nerezova ocel, specidlni slitiny) mize vést k nezddoucim chemickym zménam extrahovanych
latek. Kromé toho je ve vSech aplikacich PHWE vzdy nezbytné vodu pied extrakci ditkladné
zbavit rozpusténého vzdusného kysliku. 49

Pod zvySenym tlakem a teplotou dochazi k desorpci latek v matrixu vzorku. Nasleduje
diftze extrak¢ni kapaliny do matrixu a rozdéleni latek mezi matrix vzorku a extrakcni

kapalinou. V poslednim kroku jsou latky eluovany do vialek.44
2.5 SPE extrakce

Extrakce pevnou fazi je v soucasné dobé nejvykonnéjsi technika dostupna pro rychlou
a selektivni pfipravu vzorku, kterd se rozviji teprve pies 20 let. Podstatou SPE je zachyceni
molekul latky na tuhém sorbentu, pfes ktery protéka vzorek. Pfi extrakci se vyuziva
chemickych vlastnosti molekul, které v disledku mezimolekulovych interakci ulpivaji
na sorbetu. Mezi bézn¢ uplatiiované interakce patii van der Waalsovy sily (,,nepolarni®
interakce), vodikové vazby a dip6l-dipol interakce a kation-aniontové interakce.

Mezi vyhody SPE extrakce patii predev§im dobra selektiva a uspora organickych
rozpoustédel. SPE Ize snadno automatizovat a navazat na dalS$i instrumentalni metody,
proto se stala pfednostné vyuzivanou technikou upravy vzorku. SPE lze vyuzit pro cisténi
latek, zakoncentrovani stopovych mnozstvi latek a vyménu rozpoustédel. SPE extrakce
se provadi za vyuziti jednorazovych SPE extrakénich kolonek o rlznych velikostech
a naplnich sorbentt. 46

2.5.1 Princip SPE extrakce

Kapalny vzorek je veden pies SPE kolonku (Obr. 11) a slouceniny jsou ze vzorku
zachyceny materidlem sorbetu v kolon€. Nezadouci piimési mohou byt z kolonky selektivné
odstranény promytim spravné zvolenymi rozpoustédly. Zadouci analyty jsou ziskany elu¢nim
rozpoustédlem v podobé vysoce Cistého extraktu, ktery ma Casto podstatné vyssi koncentraci
analytu nez mél pivodni vzorek. Naopak muize byt kolona vybrana k tomu, aby zadrzovala

piimési ze vzorku a analyty nechala proj it.46

2.5.2 Sorbenty

Kolonky SPE obsahuji sorbety zalozené nejcastéji na bazi chemicky modifikovanych
castic silikagelu. Sorbenty kladouci odpor protékajici kapaliné jsou v kolonce uzavieny
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fritami  z polyethylenu, piipadné¢ oceli nebo polytetrafluorethylenu. Pritok kapalin
pies kolonku je urychlovan vakuem na vystupu z kolonky, tlakem na vstupu kolonky

nebo centrifugaci.46

Obr. 11 SPE extrakce a SPE kolonky4 6

2.5.3 SPE analyza potravin

SPE byva hodné vyuZivdna v analyze potravin. Byla pouzita k ¢iSténi cholesterolu
ziskaného z potravin obsahujicich vejce po Soxhletové extrakei nebo po extrakci nadkritickou
tekutinou.4”7 Dale byla pouzita u ozafeného masa pro zadrzeni uhlovodikli vzniklych
ozatenim#8 nebo pii rozdé€leni cis a trans mastnych kyselin, kdy cis se zachyti na iontech
stfibra a trans proj dou.#?

Jeji budoucnost je spjata s pokrokem v oblasti ptipravy sorbentti, které miizou byt vice
efektivni a selektivni. 50

2.6 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Chromatografie je separacni proces, kdy se latky rozdéluji mezi dvé navzajem
nemisitelné faze, mobilni a staciondrni, na zadklad¢ fyzikalné-chemickych interakci, jako je
adsorpce, rozdélovani mezi dvé faze na zakladé rizné rozpustnosti, iontova vymeéna,
biospecifické interakce (molekulové rozpoznavani) a sitovy efekt. 51

Adsorpéni chromatografie s poldrnimi adsorbenty jako stacionarnimi fazemi
(nepolarnimi  mobilnimi fazemi), tzv. chromatografie s normalnimi fazemi, historicky
pfedchézi chromatografii s nepoldrnimi stacionarnimi fazemi. Adsorp¢ni chromatografie
s nepolarni stacionarni fazi se nazyva chromatografie s obracenymi fazemi ¢i reverzni

vvvvvv

protoZe ji Ize aplikovat na 8ir$i okruh analytii a typi vzorki.3?
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2.6.1 Prednosti HPLC

HPLC (high-performance liquid chromatography) se vyvinula z plynové chromatografie
v pocatcich 70. let 20. stoleti. Vysokych ucinnosti se dnes dosahuje pouzitim stacionarnich
fazi, které obsahuji malé castice pravidelného tvaru a jednotné velikosti, které homogenné
vypliiuji kolonu. Pritok mobilni faze je zajistén vysokym tlakem, proto byva tato metoda
nékdy nazyvdna vysokotlakd kapalinova chromatografie  (high-pressure  liquid
chromatography).

Mezi vyhody HPLC patii Siroka oblast pouzitelnosti, kdy Ize analyzovat ionty, latky
poléarni i nepolarni, malo tékavé, tepelné¢ nestabilni i vysokomolekularni. Dalsi piednosti je
moznost ovliviiovat separaci slozenim mobilni faze, kterd neni inertni (na rozdil od GC),
ale vyznamné se na separaci podili. Nevyhodou je néaro¢né€jsi instrumentace a slozitéjsi

mechanismus separace ve srovnani s plynovou chromatograﬁl'.3 9

2.6.2 Chromatograficka separace

Chromatografickou separaci latek v kolon¢ lze provést tfemi technikami: frontdlni,
vytéstiovaci, elu¢ni. V soucasnosti se vyuziva technika eluc¢ni, kdy chromatografickym
systémem protéka konstantni rychlosti kapalna mobilni faze o urcitém slozeni a fyzikéalnich
vlastnostech, jejiz slozky neinteraguji se stacionarni fazi v kolongé. Do mobilni faze
se nastiikuje vzorek a spolu s mobilni fazi je unaSen kontinualné¢ kolonou, ve které dochazi
k separaci na zdklad¢ odliSnych afinit ke stacionarni fazi, riizné distribuci mezi mobilni
a stacionarni fazi a rozdilné schopnosti a rychlosti migrace. Vzorky, které interaguji silnéji
s mobilni fazi nez se staciondrni, budou rychleji vymyty z mobilni fdze a rychleji dospé&ji
k detektoru. Jejich retenéni ¢as bude tedy niz§i.32

Vymyvani latek z kolony se nazyva eluce, proto se mobilni fazi fika téz elucni ¢inidlo
nebo eluent a schopnosti vymyvat latky z kolony eluéni sila. Cim rychleji jsou latky z kolony
vymyvany, tim ma mobilni faze vyssi elu¢ni silu.

Latky lze eluovat tfemi zpusoby:

a) izokraticky (mobilni faze o konstantnim sloZeni)
b) skokem
c) gradientem (elucni sila se podle urc¢itého programu béhem separace méni)

Separace zavisi na vlastnostech analyzovanych latek a jejich interakcich s mobilnimi
a staciondrnimi fadzemi, na sloZzeni mobilni faze, typu a vlastnostech fdze stacionérni,
na parametrech kolony, davkovacim zafizeni, detektoru a spojovacich cestach, na pritoku

mobilni faze a pracovni teplot&.3 9

2.6.3 Stacionarni faze v HPLC

Rozhodujici vliv na separaci pii pouziti napliiovych kolon mé velikost a usporadani
Gastic. Cim jsou Gastice mensi, tim je separace G&inn&jsi. B&Zné se pouzivaji &stice
o velikosti 5 aZ 10 pm, jsou k dispozici 1 naplné€ s velikosti ¢astic pod 2 um. Separace je dale
ucinnéjsi, pokud maji ¢astice pravidelny (kulovy) tvar, jednotnou velikost a kolona je jimi
homogenné naplnéna. Pro lepsi separaci se pouzivaji monolitické stacionarni faze, kdy je
kolona zcela vyplnéna polymerem organického nebo anorganického ptivodu o definované
porovitosti. Pii analytickych aplikacich se pouzivaji kolony délky 5-25 cm, priméru nékolik
mm, objemu 1-20 ml a priitoku mobilni faze 1 ml.min™.39
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Novym typem staciondrnich fazi jsou vtisténé polymery, které jsou obdobou
monolitickych kolon, ale navic je do naplné zabudovan obtisk analytu, ktery chceme oddé¢lit.
Pti ptipravé polymeru v kolon¢ se piida analyzovana latka a po ukonceni polymerace se tento
analyt vyjme z kolony. Zlstane po ném v naplni dutina charakteristickd pravé pouze pro n¢j

(napf. pro L-valin a D-valin se touto fazi nezadrzi).3

2.6.4 Mobilni faze v HPLC3?

Mobilni faze v kapalinové chromatografii neni inertni, ale vyznamné se podili
na separacnim procesu. Zmeénit slozeni mobilni faze je vzdy jednodussi nez pouzit jinou
stacionarni fazi a moznosti zmény jsou prakticky neomezené. SloZeni mobilni fadze miizeme
ovlivnit zménou slozeni rozpoustédel, zmeénou pH, iontové sily atd. Mobilni faze je
predevsim charakterizovand polaritou a selektivitou. Polarita je schopnost rozpoustédla
podilet se na polarnich interakcich, selektivita je definovana jako relativni retence dvou
sousednich latek. Mobilni faze by m¢la v detektoru davat minimalni signal, tim umoziovat
co nejcitlivejsi detekei solutt.

2.6.5 Instrumentace V HPLCY!

Kapalinovy chromatograf (Obr. 12) se skladd ze zasobniku mobilni faze, Cerpadla,
davkovaciho zafizeni, kolony, detektoru, vyhodnocovaciho zatizeni. Odplynénd mobilni faze
se ze zasobniku piivadi pfes filtr do vysokotlakého Cerpadla, které ji dopravuje do kolony.
Odplynéni je dilezité, aby se v detektoru v diisledku velkého tlakového spadu v systému
netvofily bubliny. K odplynéni se pouziva podtlak, ultrazvuk ¢i probublavani heliem.
Na vystupu kolony se nachazi detektor, jehoZ signdl je zpracovan pocitaem. Nékdy systém
obsahuje zafizeni na derivatizaci, nebot’ je nutné prevedeni slozek vzorku na derivaty. Rada
vzorkli obsahuje balastni latky, proto je nutné zaradit do systému piedklonu na zachyceni
téchto latek. Jednotlivé casti kapalinového chromatografu jsou propojeny spojovacimi
kapilarami nejcastéji z nerezové oceli.
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Obr. 12 Schéma kapalinového chromatogrqfu52
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Zdsobnik mobilni fized3

Mobilnimi fazemi pro RP-HPLC jsou acetonitril, iso-propanol, ethanol, methanol, voda
a pufry. Pouzivaji se jednotlivé, ale 1 ve smési. Pro déleni bazickych nebo slabé kyselych latek
je dtlezité pH, kdy ionizované formy latek budou eluovany rychleji.

Cv'erpadlo39’ 54

Cerpadla musi byt vysokotlaka, pritok musi byt konstantni, reprodukovatelny,
bezpulsni a jeho hodnoty by se mély pohybovat v nl.min" pro kapilarni kolony, v pl.min™
pro mikronapliiové kolony, kolem 1 mlmin”' pro b&Zné napliiové kolony a v desitkach
ml/min pro preparativni kolony. Pro malé pritoky se pouzivaji pistova Cerpadla, coz jsou
v podstaté injekéni stfikacky. Ty maji vyhodu bezpulsniho chodu. Pro bézné analytické
kolony se pouzivaji dvoucinnd Cerpadla s nevyhodou pulsniho chodu kompenzovaného vSak
pouzitim vice Cerpadel soucasné.

Davkovaci zafizeni

Za cerpadlem nasleduje déavkovaci zatfizeni tvofené téméf vyhradné davkovacimi
ventily se smyckou. Nejcastéji se setkdvame s Sesticestnymi ventily s vyménitelnou smyckou,
ktera se plni injekéni stfikackou. Smycka ma objem od desitek nanolitri po mililitry.
Déavkovani je reprodukovatelné a Ize snadno automatizovat. U kapilarnich kolon,
které vyzaduji malé nastiiky v nanolitrech, se pouZivaji davkovace s regulovanou dobou
vyplachovéani smycky do kolony nebo davkovace s d&licem.3? Daldim typem davkovaciho
zafizeni je mikrostiikacka, kdy se vzorek davkuje na népln kolony specidlnim vstupem.
Nevznikd sice zadny mrtvy objem, tj. misto mimo kolonu, kde mize dochézet k ulpivani
vzorku, ale je zde nebezpec¢i nadavkovani nepfesného objemu. DalSim typem je automaticky
davkovac, tedy pocitacem kontrolované davkovaci zafizeni. 54

Kolona

Kolony byvaji vyrobeny nejcastéji z nerezové oceli, v uvahu ptichéazi i plast a sklo,
protoze materidly pouzivané v HPLC musi byt mechanicky i chemicky odolné a nesmi byt
povrchové aktivni. Vnitini pramér se pohybuje fadové od desitek mikrometrii do 1 cm
pro analytické kolony, po n&kolik cm pro preparativni kolony, délka kolony je 5-30 cm.3?
Utinnost separace, doba analyzy a pracovni tlak se zvysuji s rostouci délkou kolony a naopak
klesaji s rostoucim primérem ¢astic napln€. Pii pouziti kolon s primérem mens$im nez 2 mm
se hovoti o mikrokolonové kapalinové chromatografii a jeji pfednosti je sniZeni spotieby
mobilni faze 1 vzorku a zvySeni citlivosti detekce. V souvislosti s kolonou se ¢asto vyskytuji
jiz vySe zminéné pojmy normalni a reverzni faze, kdy u normélnich fazi byva mobilni fazi
nepolarni rozpoustédlo (pentan, hexan) a naopak u reverznich fazi byva mobilni fazi polarni
rozpoustédlo (systém voda/acetonitril nebo voda/methanol) a staciondrni fazi byva tedy
nepolarni oktasilan nebo oktadecylsilan. Asi 80 % aplikaci HPLC vyuziva pravé systému
s obracenymi fazemi.

Predkolona je malé mnozstvi naplné, umisténé mezi davkovacem a kolonou,
ktera slouzi k zachyceni latek, které by kolonu mohly rusit.’d
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Detektor

Z kolony je eluat veden do detektoru, ktery slouzi k identifikaci pfitomného vzorku.
Sleduje vlastnosti eludtu a pievadi jejich zmény na elektrické signaly, které je po zesileni
mozno zaznamenat.56

Detektor by mél mit maly vnitini objem, aby co nejméné piispival k rozmyti eluc¢nich
ktivek. Jeho signal by m¢l byt stabilni a reprodukovatelny, linedrné zavisly na koncentraci

-----

v

Detektory délime na univerzalni (méefi vlastnost systému jako celku) a selektivni (mé&fi

absorbanci pii urcité vinové délce atd). Selektivni detektor je obvykle citlivéjsi a vhodnéj 5i.39

Detektor diodového pole (DAD) patii mezi nejdokonalejsi detektory, které umoziuji
ziskat spektralni data latek v pribéhu celé analyzy. Pritokovou celou prochézi
polychromatické svétlo, transmitované zafeni je spektralné¢ rozkladano holografickou
miizkou, takze na kazdou z miniaturnich fotodiod umisténych na desti¢ce o délce cca 1 cm
dopada zafivy tok o urcité vinové délce zeslabeny absorpci v priutokové cele detektoru.
Pouziti DAD je podminéno softwarovym zdzemim, které umoziiuje napt. pribézné hodnoceni
tzv. "Cistoty pik", identifikaci neznamych slozek pomoci spektralni knihovny, rychlé
stanoveni absorpniho maxima latky, kvantifikaci pik s odliSnymi spektralnimi vlastnostmi
v jedné analyze apod.’”

Vyhodnocovaci zarizenid4

Signal detektoru se vyhodnocuje pocitacem. Zaznamové zafizeni prevede signal
na zménu napéti (mV), zapisovac ji dale vynese do grafu oproti retenénimu casu. Integrator
spocitd plochu pod kiivkou grafu, kterd odpovidd mnozstvi latky v objemu vzorku. Néasleduje
prevedeni na koncentra¢ni jednotky.

2.6.6 Derivatizace3?

Derivatizaci se rozumi pievedeni analytli na derivaty s cilem zmeénit jejich fyzikalni
achemické vlastnosti. To =znamena zlepSit detekovatelnost, stabilitu analytd,
chromatografické vlastnosti, zménit matrice pro lepsi separace atd. Nevyhodou je zavadéni
dalsi operace, ktera zvySuje komplexnost analyzy, chybu i1 dobu jejiho trvani. Tyto nevyhody
minimalizuje automatizace derivatizacniho kroku. Reakce by méla byt rychla, kvantitativni,
s minimem vedlej§ich produktti. Provadi se pfed kolonou nebo za ni. Hlavnim diivodem
derivatizace v HPLC je zvySeni citlivosti detektoru, kdy se do molekuly analytu zavadi
chromofor pro UV detekci nebo fluorofor pro fluorescenci detekci.

2.6.7 HPLC flavonoidu

Studium kvercetinu a rutinu v plazmé je dilezité kvili zjisténi jejich vstfebatelnosti
v lidském organismu.38

Metoda RP-HPLC je selektivni a jednoducha metoda pro uréovani flavonoidd z riznych
zdroju. Pfi separaci a kvantifikaci flavonoidi pomoci HPLC se pouzivaji kolony C8 (napli
kolony obsahuje oktanové skupiny) nebo C18 (oktadecylové skupiny). Tyto skupiny jsou
navazany na povrchu stacionarni faze, jejimz zakladem je nejcCastéji silikagel. Gradientova
eluce je obvykle provadéna vodnou fazi s ptidavkem kyseliny octové, mravenci, vedle nich
methanolu nebo acetonitrilu, které predstavuji organické modiﬁkétory.l 3 Poméry organické
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a anorganické faze v eluentu urcuji a ovliviiuji retencni Casy a tvary pikl. Acetonitril
a methanol pfispivaji ke snizovani reten¢nich Casd, vyssi obsah kyselin ma pozitivni vliv
na tvary pikl, nebot’ vede k jejich ztzeni sniZenim pH, dale snizuje dobu priichodu latky
kolonou, coz je zadouci z hlediska zkraceni doby analyzy. Pro kazdy vzorek a kazdou latku
jenutné optimalizovat spravné podminky HPLC, aby nedoSlo ke slouc¢eni dvou piki
v jeden.’8

HPLC se pouziva ve spojeni s detektory jako je UV-VIS, DAD, PDA, MS. Vsechny
aglykony polyfenolti obsahuji asponi jedno aromatické jadro, proto dobie absorbuji UV zaieni.
Jejich detekce se provadi pii vinové délce 250, 265, 290, 350, 370 a 400 nm. 13
Touto metodou byly stanoveny flavonoidy v lidské plasmé (nap. kvercitin, naringinin
a naringenin), v lidské moci (napf. kvercetin a kaempferol).

Na specialni spektralni charakteristice flavonoidl je zalozena UV detekce s vyuzitim
PDA detektoru. Touto metodou byly stanoveny flavonoidy naptiklad v napojich z pomerance
a grepu, v ¢erveném ovoci jako jsou brusinky, maliny, jablka, v extraktech z ¢erstvého ovoce

jako jsou bortivky, riizné odrudy jablek, grep atd.39

2.6.7.1 Studie 0 HPLC stanoveni flavonoidi bezu ¢erného a jejich antioxidacni aktivity

Andrzej L. Dawidowicz a kolektiv se zabyvali antioxidacnimi vlastnostmi alkoholovych
extraktil bezu cerného. Jako materidl byly pouzity kvéty, listy a plody. 500 g vzorku
bylo pomleto v mlynku a zvazené porce byly pouzity pro PLE extrakci. 1 g materidlu
byl smichan se sklenénymi kulickami a vlozen do 22 ml extrakéni ocelové cely.
Jako extrakéni ¢inidlo byla pouzita smés ethanolu a vody (80:20), extrakce trvala 10 minut pii
teplot¢ 20-200 °C. Extrakce byla 3 krat opakovdna, mezi opakovanim byl systém
proplachovéan extrakénim ¢inidlem. Pfed HPLC analyzou s absorpénim detektorem (AD25)
a s detektorem fotodiodového pole (PDA100 byly PLE extrakty podrobeny cisténi pies SPE
kolonky. Vytézky SPE ¢isténi byly lepsi nez 96 %. SPE byla provedena 3 krat pro kazdy PLE
extrakt. Pro HPLC analyzu byla pouzita kolona Prodigy ODS-2 (5 um, 250 x 4,5 mm),
mobilni faze kyseliny octové a vody obsahujici 0,5 ml ledové kyseliny octové ve 100 ml
(rozpoustédlo A) a acetonitril (rozpoustédlo B). Analyzy byly provedeny za izokratickych
eluénich podminek s uzitim smési rozpoustédel A a B (70:25 obj. %), extrakty z listi ziskany
za teploty 20, 100 a 200 °C byly navic analyzovany s HPLC gradientovymi elu¢nimi
podminkami. Pritok mobilni faze byl 1 ml.min™, flavonoly byly detekovany p¥i vinové délce
350 nm a anthokyany pii 520 nm. Dale byla urCena antioxida¢ni aktivita metodou DPPH
odstranujici volné radikadly a metodou s B-karotenem. U DPPH metody se méfil pokles
absorbance pfi 515 nm v ¢ase 0—120 min v Casovém intervalu 15 min pro kazdy extrakt
3 krat. Stanoveni aktivity s B-karotenem je zaloZené na schopnosti extraktu snizit oxidacni
ztraty B-karotenu v emulzi B-karotenu a kyseliny linolové. 1,5 ml emulze bylo umisténo
do zkumavky se 40 pl extraktu, zkumavka se dala do vodni 1azné€ o teploté¢ 50 °C. Thned
se odecetlo 1. méfeni pifi 470 nm. Odecty probihaly i u kontrolniho vzorku (0,02 ml
methanolu misto extraktu) v intervalu 15 min do odbarveni B-karotenu.

Antioxidacni aktivita fenolovych slou¢enin mize vychazet z terminace radikalovych
fetézovych reakci nebo z neutralizace volnych radikall, které iniciuji oxidacni procesy.
U metody DPPH vySla nejsiln€js$i antioxidaéni aktivita u kvétovych extraktli, nejslabsi
u extraktti z listd. U B-karotenu vySly naopak listy nejlépe. Antioxidac¢ni schopnosti bezu
¢erného jsou spojeny s ptfitomnymi flavonoly a anthokyany, znichz je zde nejvice

33



prezentovan rutin. Rutin, isokvercetin a astragalin jsou ve vSech Castech, ostatni pouze
v plodech. Pfima korelace mezi mnozstvim flavonoidli a antioxidacni aktivitou neexistuje.
To dokazuji vysledky metody za pouziti B-l;arotenu, protoze u listl vySel obsah ﬂavonozlu
rutinu relativné nizky (16,73 g/100g-10 ) v porovnani s kvéty (202,08 g/100g-10 ),
ale antioxida¢ni aktivita vysla pii 100 °C nejvetsi.

Vliv teploty je nejlépe vidét u extraktl z listli, kdy listy tvofi nejveétsi Cast rostliny
a predstavuji lehce dostupny zdroj pro antioxidanty (pfi 20 °C téméf trojnasobné nizsi
vytéznost nez pii 100 °C). U listovych extraktl se s teplotou mnozstvi flavonoli méni vSak
ruzné. U rutinu zpocatku zvyseni teploty vede ke zvySeni jeho mnozstvi, pak je konstantni.
Nad 160 °C mnozstvi rutinu v extraktu ubyva. Pfesto studie ukazuje, Ze antioxidacni
schopnost u obou metod roste s teplotou az do 200 °C. Tato neshoda se miize vysvétlit
parcidlni hydrolyzou glykosidovych derivati flavonoli, které se mohou za vysSich teplot
objevovat. To vede ke vzniku aglykonovych forem, které exhibituji aktivitu antioxidantd.
Jestli to tak ovSem je, mé¢l by se objevit aglykon rutinu kverctin, jehoz ptitomnost ale GC
analyza nepotvrdila. Pii 160 °C klesa obsah rutinu, ale isokvercetin a astragalin rostou, a to
muZe zpusobit nartist antioxidacni aktivity.60

2.6.7.2 HPLC podminky separace pro rutin, kvercetin a pro rutin a kvercetin ve smeési

Priklady podminek pro HPLC stanoveni rutinu, kvercetinu nebo jejich smési, které byly
pouzity v n¢kolika studiich zabyvajicich se jejich separaci z riznych rostlinnych matric, jsou
uvedeny v Tab. 4. Pro separaci byly pouzity prevazné kolony C18. Rozméry kolon a velikosti
sorbentil se lisi, pritok mobilni fdze ve vétsiné ptipadi byl 1 ml.min”'. Cim krat3i kolona, tim
kolonou.

Ve studiich byly nejvice pouzity UV-VIS detektory a DAD detektory v rozmezi
vlnovych délek 235-370 nm. V rozmezi 360-370 nm ma totiz rutin své absorpcni maximum.
Nastiik vzorku se pohyboval od 15 do 50 pl, nejéastéji byl v literatue uveden nastiik 20 pl.
Kolona byla ve vétsing piipadi udrzovana pii laboratorni teploté¢ (20-25 °C), maximalni
pouzité teplota byla 40 °C.
pfipravit alespoii dvé mobilni faze, ale dochdzi pii ni k lep$i separaci slozek vzorku
nez pii izokratické eluci, kterd byla také v nékolika studiich pouzita. Reten¢ni Casy se velice
lisily v rozmezi 2—40 min.

Jako organické ¢ast mobilni faze se ve smési vyskytoval methanol, pak ACN a pouze
v jednom piipadé¢ byly oba dva v kombinaci. Na okyseleni se nejvice pouzila kyselina octova,
také kyselina mravenc¢i. U rutinu se na okyseleni mobilni faze, kterda méla odlisné sloZeni,
pouzivala prevazné kyselina octovd, ale 1 kyselina fosforecnd. U stanoveni kvercetinu
se na okyseleni mobilni faze pouZivala kyselina fosfore¢na a kyselina mravenci.8: 61, 62, 63,
64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pomiicky

Bézné laboratorni sklo

Tteci miska s tlouckem

Mlynek na kavu (Danesco, Ceské republika)

Nerezové ocelové patrony na extrakci vzorki 11 ml

Celuldzové mikrofiltry 0,45 pm (Chromservis, CR)

Injekéni strikacky, 2 ml a 3 ml (Chirana Injecta, SR)

SPE kolonky, Oasis HLB 3cc (60mg) Extraction Cartrige (Waters, Irsko)

3.2 Pristroje

Analytické vahy (Helago, Japonsko)
Laboratorni vahy (Kern KB, Némecko)
Chladnicka s mrazni¢kou (Amica, Polsko)
HPLC chromatograf LC-10AD (Schimadzu, Japonsko)
v" Pumpa GT-104 (Schimadzu, Japonsko)
v" Odplyiiova¢ FCV-10AL (Schimadzu, Japonsko)
v" Termostat CTO-10A (Schimadzu, Japonsko)
v" DAD detektor SPD-M10AVP (Schimadzu, Japonsko)
v Kolona SUPELCOSIL™ LC-8DB; 5 pm; 250 x 4, 6 mm (Supelco, USA)
One PSE (Aplied Separation, USA) s ptislusenstvim pro PSE
PHWE (Vyvinuté na Ustavu analytické chemie, Akademie v&d Brno, Ceska republika)
Pocita¢ Acer
Software pro HPLC CLASS-LC10
Ultrazvukova lazen (Kraintek, Slovenska republika)

3.3 Chemikalie

Kyselina mravendi, 98% (Lach-ner s.r.0., Neratovice, Ceska republika)
Methanol CHROMASOLV pro HPLC, min. 99,9% (SIGMA-ALDRICH, Steinheim,
Némecko)
Methanol pro HPLC super Gradient, min. 99,9% (Lach-ner s.r.o., Neratovice, Ceska
republika)
Redestilovana voda (FCH VUT Brno, Ceska republika)
Standardy:
v Rutin hydrat, min. 95% (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)

3.4 Material

Materialem pro vyzkum byly listy a vétvicky riznych odriid bezu ¢erného (viz piiloha
P 1). Byly dodany Vyzkumnym a Slechtitelskym ustavem ovocnaiskym Holovousy s.r.o.
(Holovousy, Ceska republika).
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Ustav byl zalozen 1. 3. 1951 a umistén do historické budovy zamku v Holovousich
(Obr. 13). Od roku 1952 se stal jednim z tstavit Ministerstva zemé&dglstvi CSR, v roce 1956
presel pod piimé vedeni Ceskoslovenské akademie zemédélskych véd a v roce 1977 byl
pfi¢lenén jako samostatnd hospodaiskd organizace k VHJ Sempra Praha. Byly k nému
ptipojeny Slechtitelské stanice Téchobuzice, Velké Losiny a Velehrad. K 1. 7. 1997 byla
zaloZena nova spolecnost s ru¢enim omezenim pod ndzvem Vyzkumny a Slechtitelsky ustav
ovocnafsky Holovousy s.r.o. Majoritnim podilnikem (51 %) nové spolecnosti je Sempra
Praha a.s. Zbyvajici podil ma 6 vyzkumnych pracovniki ustavu. 78

Obr. 13 Zamek v Holovousich 78
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Vyzkumny ustav dodal listy a vétvicky nasledujicich odrtad (Tab. 5).
Tab. 5 Odriidy bezu cerného

Material Listy a vétvicky

Albida
Alleso
Aurea
Bohatka
Dana
Gerda
Heidegg 13
Haschberg
Korsor
Odriida Madona
Mammut
Pregarten
Riese aus VoBloch
Sambo
Sambu
Samdal
Sampo
Samyl
Weihenstephan

Vétvicky a listy jednotlivych odrid byly nastfihany v zati 2010 a uskladnény na FCH
v Brné pfi laboratorni teploté.

Pro srovnavaci méfeni byla obstarana Routa nat' (Herba Rutae), Valdemar Gresik,
NATURA s.r.o., Dééin, CR a Pohanka (Fagopyrum aesculentum), A. J. Pleskat, ROSA
CANINA, Veverska Bityska.

3.5 Uprava rostlinnych matric

Listy a vétvicky celkem 19 odrid bezu cerného (Obr. 14) musely byt pied extrakci
rozdrceny, aby vznikla co nejvice homogenni smés. Listy byly podrceny v misce tlou¢kem,
vétvicky bylo potfeba rozdrtit mlynkem na kavu. Vzorky pied upravou jsou uvedeny
v ptiloze 2.
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Obr. 14 Uprava rostlinnych matric

3.6 Extrakéni techniky

3.6.1 PHWE extrakce

Pro ziskani rutinu z rostlinnych matric byla pouzita metoda extrakce rozpoustédlem
za zvySeného tlaku a teploty PHWE, extrakce horkou vodou. Postup extrakce zahrnoval
3 extrakéni cykly po 5 minutidch a tlak 150 bart. Po ziskani kazdého extraktu byl piistroj
promyvan minutu extrakénim rozpoustédlem, aby se piedeslo ucpani systému. Dale byly
extrakéni podminky nastaveny podle matrice, ze které extrakce probihala, u extrakce rutinu
z listd i vétvi byla pouzita teplota 80 °C. Tato metoda PHWE byla vyvinuta na Ustavu
analytické chemie v Brné, kde také extrakce probihaly.

Podrcené listy a vétvicky byly dale na analytickych vdhach navazeny na hmotnost 2 g
s presnosti na 2 desetinna mista. U nékterych vzorkli muselo byt z diivodu nedostatku vzorku
navazeno mensi mnozstvi, napt. odrida Albida u vétvi¢ek. Vzorek byl vlozen do nerezovych
patron, které byly utésnény fritkou a na jejich dno byl nasypan inertni material v podobé
sklenénych kulicek o velikosti 500-700 um. Obsah patrony byl doplnén inertnimi kulickami
a patrona byla vlozena do extraktoru (Obr. 15). Plnéni patrony je zndzornéno v piiloze 4.

Ziskany extrakt bylo nutné co nejdiive zpracovat, aby se zabranilo ubytku rutinu.
Proto byl extrakt tyZ den, maximalné¢ den nasledujici, kvantitativné pieveden do 50 ml
odmérné bariky a doplnén extrakénim rozpoustédlem (HPLC vodou) po rysku (viz ptiloha 5).
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Obr. 15 PHWE zarizeni
3.6.2 SPE extrakce

Pied analyzou vzorku v HPLC byl PHWE extrakt dale pfecistén pies SPE kolonku.
Zadouci analyt byl ziskan elu¢nim rozpoustédlem v podobé vysoce &istého extraktu.

Kolonka (Obr. 16) byla aktivovana 2 ml methanolu, nasledn¢ 2 ml HPLC vody.
Dale bylo na kolonku naddvkovdno 0,5 ml PHWE extraktu. Zkoumané latky zachycené
na sorbentu byly eluovany 2 ml methanolu.

Obr. 16 SPE extrakce
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3.7 HPLC analyza

K separaci vzorkli byla pouzita kolona SUPELCOSIL™ LC-8DB o rozmérech

250 x 4,6 mm a velikosti Castic sorbetu 5 pm. Na zéakladg literatury#0 byla jako mobilni faze
pouzita smés MeOH:H20:HCOOH v poméru 36:61,5:2,5. Priutok eluentu kolonou byl
nastaven na 1 ml.min™ a teplota na kolon¢ byla 30 °C. Velikost davkovaci smycky pro vzorek
byla 10 ul. Detekce latek byla provedena pomoci detektoru diodového pole pti vinové délce
360 nm.

PHWE extrakt ptecistény pies SPE kolonku byl ziskdn v mnozstvi 2 ml. Poté byl
nafedén oproti pavodnimu vzorku methanolem v poméru 1:4 (0,5ml vzorku a 2 ml
methanolu), aby nebyl piekrocen linearni rozsah spektrofotometrického meéteni. Nésledné byl
nafedén jesté jednou vodou, a to vodou v poméru 2:3 (MeOH:H,0) kvili zlepSeni tvaru
piki#0 (viz ptiloha 6). Na zavér byl prefiltrovan pies mikrofilm (viz p¥iloha 7). Takto ziskany
vzorek byl nadavkovan do HPLC smycky. Pouzity HPLC chromatograf LC-10AD je uveden
na Obr. 17.

Obr. 17 HPLC zaﬁenl’

3.8 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce a stanovitelnosti patii mezi valida¢ni parametry a vymezuji pouzitelnost
analytické metody. Udévaji se v mg.1™.

Mez detekce (Limit of detection LOD) je dana nejmensim mnoZstvim analytu
ve vzorku, které miZe byt detekovéno, ale nemusi byt stanovitelné jako exaktni hodnota.46
Urcuje se jako trojnasobek maximalniho kolisani zékladni linie slepého pokusu a odpovida
koncentraci, pro kterou je analyticky signal statisticky vyznamné odliSny od Sumu. Odezva
signélu se sleduje po dobu, kterd se uréi jako dvacetinasobek polositky piku.”?

Mez stanovitelnosti (Limit of quantification LOQ) je nejniz$i mnozstvi analytu
ve vzorku, které muze byt stanoveno jako exaktni hodnota s pozadovanou hodnotou nejistoty.
Urcuje se jako desetindsobek Sumu zdkladni linie a pfedstavuje mnozstvi analytu, které lze
s definovanou piesnosti jeste stanovit.#6, 79
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3.9 Kalibraé¢ni kiivka rutinu

Pro ptipravu kalibraéni kiivky byly na analytickych vahdch navazeny 0,0400 g rutinu
s presnosti na 4 desetinnd mista. Rutin byl kvantitativné pfeveden do 100 ml odmérné barky
a doplnén methanolem po rysku. Vyslednd koncentrace takto piipraveného standardniho
roztoku byla 0,4 mg.ml™.

Ze standardniho roztoku rutinu byla pfipravena kalibraéni fada o koncentraci
0,0032 mg.ml",  0,0016 mgml”',  0,0032 mgml’, 0,008 mgml', 0,016 mg.ml"
a 0,112 mg.ml™". Kazda koncentrace byla 3 krat proméfena a z primé&mych hodnot velikosti
ploch pikti byl sestrojen graf zavislosti plochy piku na koncentraci rutinu. Koncentrace rutinu
v realnych vzorcich byla vypocitana z rovnice regrese.

3.9.1 Prepocet koncentrace rutinu na gram realného vzorku

2 ml vzorku odebrané z 25 ml odmérné barnky doplnéné methanolem po rysku byly
ziedény 3 ml vody. Z toho vyplyvd, Ze z regresni rovnice byla ziskdna koncentrace rutinu
v 5 ml vzorku rutinu. Na zdklad¢ vztahu (1) bylo vypocitdno mnozstvi rutinu v 5 ml vzorku.

My s lmg|=clmg/mi]-v[mi] (1
c...koncentrace z regresni rovnice V...5ml

Tato hmotnost rutinu byla ziskana z 0,5 ml SPE extraktu, redlného vzorku bylo vSak
pivodné 50 ml (PHWE extrakt byl pfeveden do 50 ml odmérné bariky a doplnén extrakénim
rozpoustédlem), proto tato hmotnost musela byt vyndsobena 100 podle vztahu (2).

M50,y [mg] =M 100 (2)

Jelikoz 50 ml vzorku bylo ziskano z 2 g rostlinné matrice, musela byt hodnota podélena
2 podle vztahu (3).

M50, [Mg ]

3
M, orku [g ] ®

clmg/ g]=
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Experimentalni ¢ast diplomové prace je vénovéana identifikaci a kvantifikaci rutinu
ve vétvickach a listech riznych odrid bezu ¢erného metodou HLPC s DAD detektorem.
Odridy byly extrahovany technikou PHWE a piecistény na SPE kolonk4ch. Rutin byl
stanovovan v 19 odridach bezu cerného dodanych Vyzkumnym a $lechtitelskym ustavem
ovocnaiskym Holovousy.

4.1 Optimalizace separac¢niho systému HPLC

Podle 1iteratury40 , Z niz se pii chromatografické separaci této diplomové prace vychazi,
byl piivodné pritok mobilni faze 0,7 ml.min™. Za této podminky byla viak analyza zbyte¢nd
dlouha. Proto bylo pro zkraceni doby analyzy experimentovano s rychlosti priitoku mobilni
faze.

Z testovanych pritok mobilni faze byl nejvyhodngjsi pritok mobilni faze 1 ml.min™.
Za téchto podminek doslo k separaci vzorku a identifikaci pikd. Doba analyzy se zkratila
témét o 5 minut, kdy se retencni Casy pohybovaly v rozmezi 5,9—6,5 min u rutinu a v rozmezi
13—14 min u kvercetinu. Proto byla mobilni faze MeOH:H20:HCOOH v poméru 36:61,5:2,5
s pritokem 1 ml.min™ pouZivana jako optimélni pro separaci rutinu z realnych vzork listi
a vétvicek bezu cerného.

4.2 Extrakéni techniky

4.2.1 PHWE

Pro extrakci byly vybrany podminky na zékladé literaturyso, zde se pro ziskani
flavonoidil pouzivaly 3 extrakcni cykly po 5 minutach. Jako extrakcni rozpoustédlo byla vSak
pouzita voda, ktera byla zvolena na zakladg literatury#0 jako u&inngjsi pro extrakci rutinu.
Tlak byl nastaven na 150 bard. Extrakce vSech odrtd probihaly pfi teploté 80 °C.

Jednotlivé extrakce byly provedeny v 11 ml nerezovych ocelovych patronéch.
Z kazdého cyklu bylo ziskano cca 11 ml extraktu, celkové mnozstvi se tedy po tifech cyklech
pohybovalo kolem 33 ml, které byly doplnény na objem 50 ml extrakénim rozpoustédlem.
Zisk extraktu je zndzornén na obrazku 18.
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Obr. 18 Probihajici PHWE extrakce

4.2.2 SPE

Z PHWE extraktu doplnéného na objem 50 ml bylo u kazdého vzorku odebrano 0,5 ml
a podrobeno SPE extrakci popsané v kapitole 3.6.2.

Po aktivaci kolonek methanolem a vodou, které se nechaly odtéct do kadinky
jako odpad, bylo davkovano 0,5 ml vzorku. Nasledovala eluce zachyceného rutinu, kdy byly
ze sorbentu ziskany methanolem do ¢istych zkumavek 2 ml vzorku. Tyto 2 ml byly natedény
vodou v poméru 2:3 a podrobeny HLPC analyze popsané v kapitole 3.7. Zisk 2 ml vzorku
je zndzornén na Obr. 19.

Obr. 19 Zisk SPE extraktu pro HPLC analyzu
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4.3 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Polositka piku rutinu byla ur¢ena na 0,3 minut, protoze odezva signalu se sleduje
po dobu odpovidajici dvacetindsobku polositky piku, byla sledovdna 6 minut. Maximalni
kolisani zékladni linie (hodnota h viz Obr. 20) slepého vzorku bylo odecteno jako 0,05 mAbs
(4. 50 strojovych jednotek).

U meze detekce se hodnota kolisani zakladni linie pro ziskani koncentrace vynéasobi 3
avydéli smérnici (b) kalibra¢ni kiivky (Graf 1) sestrojené jako zavislost vysky piku
na koncentraci latky v 5 ml vzorku fedéného vodou 2:3 (MeOH:H20), nikoli jako zavislost
plochy piku na koncentraci.

U meze stanovitelnosti se hodnota kolisani linie vyndsobi 10 a vydéli opét smérnici (b)
kalibraéni kiivky. Pro rutin byla mez detekce stanovena na 6,3 10 mgml' a mez
stanovitelnosti na 2,1 10” mg.ml™.

mabs
0.1
T
.05 | L,
h
0.1
0 10 20 min

Obr. 20 Odezva signdlu slepého pokusu sledovand 6 minut
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Graf 1 Kalibracni zavislost rutinu

Na zéklad& porovnani meze detekce a meze stanovitelnosti s literaturou??, ve které bylo
provedeno méfeni na tomtéz piistroji a byly nalezeny obdobné hodnoty, byla prokazana
spolehlivost pfistroje, a tim objektivnost ziskanych vysledki.

4.4 Kalibraé¢ni kiivka rutinu

Kalibracni kifivka byla sestrojena na zakladé¢ analyz nékolika hodnot koncentraci
standardniho roztoku rutinu viz kapitola 3.9. Kalibra¢ni fada byla pfipravena nasledujicim
zpusobem podle Tab. 6 a Tab. 7. Prvni a druhy bod kalibra¢ni kiivky odpovidajici
koncentracim 0,0032 mg.ml” 20,0016 mg.ml" byly piipraveny podle Tab. 6. ProtoZe
se v obou piipadech jednalo o piipravu koncentrace s fedénim v jednom kroku vétsSim nez 100
krat, coz predstavuje vétsi riziko zavadéni chyby, bylo fedéni provedeno ve tfech krocich,
u zbyvajicich koncentraci ve dvou krocich.
kroki fedéni, a to 10 krat a nasledn¢ 50 krat. V prvnim kroku bylo odebrano 2,5 ml
ze standardniho roztoku rutinu o koncentraci 0,4 mg.ml™” do 25 ml odmé&mé baiiky, ta byla
doplnéna methanolem po rysku. Tak byla ziskdna koncentrace 0,04 mg.ml™’. Z takto
ptipraveného roztoku bylo nasledné odebrano 0,5 ml do dalsi 25 ml odmémé barnky
a doplnéno methanolem po rysku pro ziskani koncentrace 0,0008 mg.ml™.

Jelikoz byl standardni roztok doplnén 100% methanolem a mobilni fdze se ma velmi
podobat roztoku vzorku, bylo nutné ptidat anorganickou fazi pro zlepSovani tvaru pikda.
Pro tpravu tvaru pikl byl pouZit vzorek fedény vodou v poméru 2:3. Proto byly déle 25 ml
roztoku odebrany 2 ml vzorku a natedény 3 ml vody. Z toho divody byly timto zpisobem
nafedény vSechny body kalibra¢ni kiivky.

U druhého kalibra¢niho bodu se jednalo o tfedéni 100 krat, proto byl pfipraven opét
ve tiech krocich. V prvnim kroku bylo ze standardniho roztoku napipetovano do 25 ml
odmérné barkky 2,5ml a doplnéno methanolem po rysku na vyslednou koncentraci
0,04 mg.ml"'. Ve druhém kroku bylo z této baiiky odebrano 2,5 ml do dalsi 25 ml odmérné
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baiiky a dopInéno methanolem na vyslednou koncentraci 0,004 mg.ml™. Z takto pfipraveného
roztoku byly ve tfetim kroku odebrany 2 ml a nafedény 3 ml vody na vyslednou koncentraci
0,0016 mg.ml™" odpovidajici druhému kalibra¢nimu bodu.

Tab. 6 Priprava 1. a 2. kalibracniho bodu a jejich vysledné koncentrace

Oznaceni Pipetovany objem Pipetovany objem Koncentrace
baiiky do 1. 25 ml barky do 2. 25 ml barky kalibraénich1 bodu
(ml) (ml) (mg.ml™)
1 2,5 0,5 0,00032
2 2,5 2,5 0,0016

Ostatni cCtyii kalibraéni body (tfeti az Sesty) byly pfipraveny podle Tab. 7.
napipetovanim 0,5 ml, 1,25 ml, 2,5ml a 17,5ml do 25 ml odmérné barky, ktera byla
doplnéna methanolem po rysku. Z kazdého takto piipraveného roztoku byly odebrany 2 ml
a nafedény 3 ml vody.

Tab. 7 Priprava 3. az 6. kalibracniho bodu a jejich vysledné koncentrace

Oznaceni baiikky  Pipetovany objem (ml)  Koncentrace kalibra¢nich bodi (mg.ml’l)

3 0,5 0,0032
4 1,25 0,008
5 2,5 0,016
6 17,5 0,112

Kazda koncentrace byla 3 krat proméfena a z praimérnych hodnot velikosti ploch pika
byl sestrojen graf zavislosti plochy piku na koncentraci rutinu. Koncentrace rutinu v realnych
vzorcich byla vypocitdna z rovnice regrese. Koncentrace rutinu je uvedena v 5 ml vzorku
fedéného vodou v poméru 2:3 (MeOH:H20). Koncentrace rutinu v odrtidach byla vypoctena
na zakladé¢ rovnice regrese, ktera ma tvar y = 30 156 342,4512x + 15 460,6033 a je uvedena
v grafu 2.

Tab. 8 Prumérné hodnoty kalibracnich bodii

Koncentrace (mg/ml) Retencni ¢as (min) Plocha piku Vyska piku
0,00032 6,6 10 936,3 874,7
0,00160 6,5 53 255,7 42813
0,00320 6,4 97 224,0 7491,0
0,0080 6,3 267 967,7 21230,7
0,0160 6,2 530 982,3 42 620,0
0,1120 5,9 3 388 060,7 293 791,7
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Graf 2 Kalibracni zavislost rutinu
4.5 Obsah rutinu v bezu ¢erném

4.5.1 Rutin v listech

Jako zdroj listi pro stanoveni obsahu rutinu poslouZzilo devatenact Slechténych odrid
bezu ¢erného. UsuSené a rozdrcené listy byly extrahovany metodou PHWE vodou pfi teploté
80 °C viz kapitola 4.2.1. Po piecisténi a zakoncentrovani pfes SPE kolonky byly listy
analyzovany vysoce uc¢innou kapalinovou chromatografii a nasledn¢ detekovany detektorem
diodového pole pti vinové délce 360 nm.

Z regresni rovnice kalibracni kiivky rutinu uvedené v kapitole 4.4 byly vypocitany
vysledné koncentrace rutinu v devatenacti zkoumanych odrtidach. Takto zjisténé koncentrace
rutinu byly pfepocitany na gram vzorku na zakladé rovnic v kapitole 3.9.1.

Mnozstvi rutinu ve vSech odridach extrahovanych vodou pfti teploté¢ 80 °C je uvedeno
v Tab. 9 a Grafu 3. Pro vétsi prehlednost byla sestavena tabulka (Tab. 10) uvadgjici potadi
odrid podle jejich obsahu rutinu (i smérodatnou odchylkou), tedy tabulka rozd€lujici odrudy
z hlediska jejich vyznamnosti v obsahu rutinu v listech.
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Tab. 9 Koncentrace rutinu v listech

Koncentrace rutinu v listech bezu ¢erného extrahovaného vodou pii 80°C

Odrida € 4 regr. rovnice (MZMI™")  Mgsmi (M) Mspm(mg) ¢ (mg.g)
Albida 84,8 10" 42.42°10° 42,42 2121
Alless 38,0°10° 18,98 10° 18,98 9,49
Aurea 48,57 10" 2427°10" 24,27 12,13
Bohatka 63,0 10" 31,49°10° 31,49 15,74
Dana 60,4 10" 30,20°10° 30,20 15,10
Gerda 44,0 10" 22,00°10° 22,00 11,00
Heidegg 13 56,1 10" 28,04 10° 28,04 14,02
Haschberg 41,5°10° 20,747 10" 20,74 10,37
Korsor 11,8°10° 5,88 10" 5,88 3,74
Madona 30,5 10" 1523 10" 15,23 7,61
Mammut 71,9°10° 3597°10° 35,97 17,99
Pregarten 97,6 10° 48,79°10" 52,69 26,34
Riese aus VoBloch 67,2°10° 33,61°10° 33,61 16,81
Sambo 64,7°10° 32,37 10" 32,37 16,18
Sambu 50,2°10° 25,08 10" 25,08 12,54
Samdal 653°10" 32,66 10" 32,66 16,33
Sampo 69,7°10" 34,87 10" 34,87 17,44
Samyl 91,5°10" 45,73 710" 45,73 22.86
Weihenstephan 79,5°10° 39,73 10" 39,73 23,37

Koncentrace rutinu v listech jednotlivych odriid
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Graf 3 Koncentrace rutinu v listech jednotlivych odriid bezu cerného
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Graf 3 stejné jako nasledujici tabulka Tab. 10 shrnuji vyznamnost odriid z hlediska
obsahu rutinu v listech. Z grafu je patrné, ze nejvice rutinu bylo nalezeno v odridé Pregarten,
a to 26,34 mg.g"', coz je 7 krat vice neZ bylo zjisténo u odriidy Korsor, kde bylo pouze
3,74 mg.g” a jedna se tedy o odridu nechudsi na rutin. I piesto se o této odradé da hovofit
jako o odrtidé bohaté na mnozstvi rutinu (viz dal$i kapitola). Za zminku stoji jist¢ i dalsi
odridy v nize uvedené tabulce, jako je Weihenstephan, Samyl, Albida, Mammut a dalsi,
které se mohou pysnit také velmi vyznamnym mnozstvim rutinu.

Ptiloha 9 obsahuje chromatogram listi odriidy Pregarten. Piilohy 10 a 11 obsahuji
chromatogram listi odrid Alles6é a Bohatka.

Tab. 10 Vyznamnost odriid z hlediska obsahu rutinu v listech

Odrida ¢ (mg.g™)
Pregarten 26,34 + 0,50
Weihenstephan 23,37+ 0,50
Samyl 22,86 £0,72
Albida 21,21 £ 0,41
Mammut 17,99 +£ 0,43
Sampo 17,44 £ 0,14
Riese aus VofBloch 16,81 +£ 0,39
Samdal 16,33 +£ 0,64
Sambo 16,18 £0,43
Bohatka 15,74 £ 0,45
Dana 15,10 £ 0,24
Heidegg 13 14,02 + 0,44
Sambu 12,54 £ 0,25
Aurea 12,13+ 0,34
Gerda 11,00 £ 0,34
Haschberg 10,37 £ 0,06
Alleso 9,49+ 0,17
Madona 7,61 £0,81
Korsor 3,74+ 0,13

Mnozstvi rutinu v listech bezu ¢erného by mohlo byt ovlivnéno vegetaénim obdobim,
ve kterém byly posbirany. Listy pro ucely této prace byly posbirany na konci vegetacniho
obdobi a vzhledem k nalezenému mnozstvi rutinu a naslednému srovnéni v dalSich kapitolach
se jevi toto obdobi vhodnym pro sbér. Otazkou je, jakych hodnot by bylo dosazeno
pfi stanoveni rutinu v listech posbiranych napiiklad na zacatku vegeta¢niho obdobi nebo par
mésict pred vrcholem, coZ vSak nebylo ndplni této prace.

S mnoZstvim rutinu souvisi jisté¢ 1 podnebi, kde rostlina roste a neodmysliteln¢ UV
zéfeni. Mnozstvi rutinu v rostlindch je velmi zavislé na UV zafeni. Cim je vice UV zafeni,
tim vice rutinu se nachazi v danych rostlinnych zdroj ich.30 81 Tim se dostavame k moznému
feSeni otazky vegetatniho obdobi, jelikoz obsah rutinu souvisi s UV zafenim,
je nejvhodnéjsim obdobim pro sbér rostlin pravé konec vegeta¢niho obdobi, nikoliv zacatek.
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Pti hodnoceni vyznamnosti obsahu rutinu v listech je nutno brat v uvahu 1 stafi rostliny,
které by mélo mit podle vSeho vySe zminéného pozitivni vliv.

4.5.2 Rutin ve vétvickach

Ke stanoveni obsahu rutinu ve vétvickach bylo opét pouzito devatenact Slechténych
odrid bezu cerného dodanych Vyzkumnym a Slechtitelskym ustavem ovocnarskym
Holovousy. Suché a rozdrcené vétvicky byly extrahovany metodou PHWE vodou pfi teploté
80 °C, Ziskané extrakty byly nasledné ptecistény a zakoncentrovany pies SPE kolonky
a analyzovany vysoce ucinnou kapalinovou chromatografii stejné jako listy bezu cerného.
Detekce probihala stejnym zplisobem jako u lista.

Koncentrace rutinu ve vétvickach byly vypocitdny pomoci regresni rovnice uréené
z kalibra¢ni kifivky rutinu a piepocitany na mnozstvi rutinu obsazeného v jednom gramu
vzorku. Mnozstvi rutinu ve vétvickach vSech analyzovanych odrid je uvedeno v Tab. 11
a Grafu 4. Pro vétsi piehlednost byla sestavena tabulka (Tab. 12) uvadéjici potadi odrad podle
jejich obsahu rutinu, tedy tabulka rozdélujici odriidy z hlediska jejich vyznamnosti v obsahu
rutinu ve vétvickach.

Tab. 11 Koncentrace rutinu ve vétvickach

Koncentrace rutinu ve vétvickach bezu ¢erného extrahovaného vodou pri 80°C

Odrida € ; regr. rovnice (MZMI") My s (Mg)  mspm (mg) ¢ (mg.g™)
Albida 104 10" 5,18 10" 5,18 421
Alless 8,510 425°10° 425 2,13
Aurea 7,1°10° 3,53°10" 3,53 1,77
Bohatka 2,5°10° 124°10° 1,24 0,62
Dana 4,0°10° 1,98°10° 1,98 0,99
Gerda 7,9 10" 3,95°10" 3,95 1,97
Heidegg 13 2,3°10° 1,13°10° 1,13 0,56
Haschberg 9,6°10" 478 10" 4,78 2,39
Korsor 7,5°10° 3737107 3,73 1,86
Madona 8,0°10° 4,00 10" 3,40 2,00
Mammut 59°10° 2,93°10" 2,93 1,47
Pregarten 7,7°10° 3,87°10° 3,87 1,93
Riese aus VoBloch 6,1 10" 3,07°10° 3,07 1,54
Sambo 44°10° 222°10° 2,22 1,11
Sambu 6,0 10" 3,00°10” 3,00 1,50
Samdal 6,7 10" 3,36 10" 3,36 1,68
Sampo 8.6 10" 430°10” 4,30 2,15
Samyl 19,5°10° 9,73 10" 9,73 487
Weihenstephan 12,3°10" 6,16 10" 6,16 3,08
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Graf 4 stejn¢ jako nasledujici tabulka Tab. 12 shrnuji vyznamnost odrid z hlediska
obsahu rutinu ve vétvickach. Z grafu je patrné, Ze nejvice rutinu bylo nalezeno v odradé
Samyl, a to 4,87 mg.g”'. V porovnani s odriidou Heidegg 13, kde bylo namé&feno pouhych
0,65 mg.g”, coz je 7 krat méné& nez u odriady Samyl, se di o odridé Samyl hovofit
jako o odriidé€ botahé na rutin. To v8ak nejde odepfit ani odriidé Heidegg 13, protoZe se 1 s tak
relativné nizkym mnozstvim rutinu fadi mezi jeho vyznamné zdroje (viz déle). K dal§im
odriddm s nejvysSim mnozstvim rutinu stanovenym ve vétvickach se fadi odriidy Albida,
Weihenstephan, Haschberg, Sampo, Alleso a dalsi, u kterych bylo naméteno také vyznamné
mnozstvi rutinu.

Koncentrace rutinu ve vétvickach jednotlivych odrud
5,00 1 W Heidegg 13
450 1 W Bohatka
— M Dana
4,00 - H Sambo
B Mammut
3,50 - M Sambu
M Riese aus Vollloch
ob 3,00 1 m Samdal
) 250 - M Aurea
g~ W KOrsor
© 200 - H Pregarten
B Gerda
1,50 A ® Madona
m Allesd
1,00 1 Sampo
0,50 - M Haschberg
= Weihenstephan
0,00 Albida
odrudy Samy!
Graf 4 Koncentrace rutinu ve vétvickdch jednotlivych odrid bezu cerného
Tab. 12 Vyznamnost odrid z hlediska obsahu rutinu ve vétvickdach
Odruda ¢ (mg.g™)
Samyl 4,87 +0,01
Albida 421 +0,13
Weihenstephan 3,08 +0,10
Haschberg 2,39+ 0,08
Sampo 2,15+0,08
Alleso 2,13+ 0,06
Madona 2,00 £ 0,09
Gerda 1,97 £ 0,05
Pregarten 1,93 £0,02
Korsor 1,86 0,10
Aurea 1,77 £ 0,06
Samdal 1,68 + 0,07
Riese aus VoBloch 1,54 £ 0,02
Sambu 1,50 £0,03
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Mammut 1,47 £0,03

Sambo 1,11 £0,04
Dana 0,99 £ 0,03
Bohatka 0,62 + 0,02
Heidegg 13 0,56 0,01

4.5.3 Statisticka data

Vétvicky a listy kazdé odrady byly vzdy tiikrat analyzovany. Ziskand data byla
zpracovana v programu MS Excel, kde byl spocitan primérny obsah rutinu pomoci funkce
PRUMER, smérodatna odchylka pomoci funkce SMODCH.P a interval spolehlivosti pomoci
funkce CONFIDENCE.NORM (viz ptiloha 8). Bylo pocitdno s hodnotou hladiny statistické
vyznamnosti a = 0,05.

Do Grafu 5 byly zakresleny chybové usecky.

Chybové asecky listu a vétviek promérovanych odrud bezu
30,00 - —
cerného
25,00
20,00 -
" |
o ]
15,00
g
510,00 -
5,00 -
0,00 -
; & ~+?’ g & o
& \\Q'o & 4 \0?"“5’ a>° S
» ® P (32,*(\4@@6\'50%@‘3@’5‘329
& FofF TELF TTET g
¥ X
;"Q{ *
m listy ® v&tvieky . ¥
odrudy

Graf'5 Chybové usecky listit a vétvicek bezu cerného

4.5.4 Srovnani obsahu rutinu ve vétvickach a v listech

Jak uZ bylo zminéno v kapitole 4.5.1, mnoZstvi rutinu v rostlinach je velmi zavislé
na UV zéfeni. Cim je vice UV zafeni, tim vice rutinu se nachazi v danych rostlinnych
zdrojich. Vzhledem k tomu, Ze listy bezu maji velkou plochu (a obsahuji velké mnozstvi
chlorofylu), d& se pfedpokladat, Ze vice slunec¢nich paprski dopadne pravé na listy. Vétvicky
jsou témito listy obklopeny, a tak prinik slune¢nich paprski k vétvickam je omezen.
Tim by se dal vysvétlit vyznamny rozdil v mnozstvi rutinu mezi listy a vétvickami bezu
cerného. Je nutné zminit, Ze stejné jako listy, tak vétvicky se fadi k vyznamnym zdrojim
rutinu 1 pfes tyto rozdily v mnozstvi rutinu. Graf 6 uvadi srovnéni obsahu rutinu v listech
a vétvickach u ptislusnych odrad.

55



Srovnani koncentraci v listech (1. jehlan) a vétvickach (2.

30,00 ;
jehlan) 2634
25,00 - 22,8623,37
21,21
20,00 17,99 7 44
16,8% 6 18 16,3391 ?
=
el
5,00 12,54 |
£
40,00
7
8
e 36.{0 2 1b3 a 5 ‘
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odrudy bezu ¢erného
™ Albida | Allesd = Aurea w Bohatka m Dana
W Gerda Heidegg 13 ® Haschberg = KOrsor Madona
W Mammut Pregarten Riese aus VoBloch ® Sambo W Sambu
Samdal m Sampo Samyl Weihenstephan

Graf 6 Srovnani obsahu rutinu v listech a vétvickdach u prislusnych odrid

V grafu je kazda odrtida odliSena jinou barvou shodnou pro listy i vétvicky. Prislusné
koncentrace jsou uvedeny nad jehlany.

U listd je na prvnim mist& s obsahem rutinu odrtida Pregarten 26,34 mg.g™, a u vétvicek
s mnoZstvim rutinu 1,93 mg.g” je az na misté desatém. U listi se tedy vyskytuje u té samé
odridy rutin v koncentraci 13,6 krat vyssi nez u vétvicek. U vétvi si prvenstvi obhajila odriida
Samyl (chromatogram viz piiloha 15) s koncentraci rutinu 4,87 mg.g"' a u listi obstala
tato odriida jako tfeti s koncentraci 22,86 mg.g” (4,6 krat vy3si).

Tato nejvyssi koncentrace u vétvicek by se dala srovnat s koncentraci ziskanou u listi
odridy Korsér 3,74 mg.g”, ktera viak byla zhodnocena jako odrida na rutin nejchudsi.
Ptiloha 14 obsahuje srovnani chromatogramu odridy Korsor u vétvicek a listi.

Mnozstvi ziskaného rutinu zavisi samoziejm¢ na matrici, ze které je ziskavan. Listy
a vétvicky bezu cerného musely byt pfed extrakci rozdrceny, aby vznikla co nejvice
homogenni smés. Listy byly podrceny v misce tlouckem, vétvicky bylo potifeba rozdrtit
mlynkem na kavu. Ziskani pozadované velikosti vzorku bylo u vétvicek mnohem
namahav¢jsi, a to casove 1 fyzicky. To miize mit také zasadni vliv na mnozstvi ziskan¢ho
rutinu. Listy bezu cerného jsou bohatym zdrojem rutinu, avSak vétvicky knému
také neodmyslitelné patii.

4.5.5 Srovnani bezu ¢erného s vyznamnymi zdroji rutinu

Pro srovnani vyznamnosti vétvicek a listl bezu ¢erného z hlediska obsahu rutinu byly
analyzovany jesté dalsi dva zdroje, a to pohanka a routa (viz ptiloha 3).

K analyze byly pouzity 2 g obou suSenych drog s piesnosti na dvé desetinnd mista.
PHWE extrakce vzorkd byla provadéna zplisobem popsanym v kapitole 3.6.1. Ziskané
extrakty byly kvantitativné pfevedeny do 50 ml odmérny banck a doplnény po rysku
extrakénim rozpoustédlem. Dalsi zpracovani, SPE extrakce, je opét totozné se zpracovanim
bezu ¢erné¢ho popsané v kapitole 3.6.2.
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K separaci extrakti pohanky a routy byla pouzita stejna kolona i chromatogram
jako pfi analyze bezu ¢erného. Rovnéz mobilni fdze a vSechny podminky analyzy byly shodné
jako u bezu ¢erného.

Koncentrace rutinu v pohance a routé byla spocitdna z rovnice regrese a vyjadiena
v gramu vzorku podle vztaht uvedenych v kapitole 3.9.1.

K nejvyznamnéj$im zdrojim rutinu se v soucasné dobé tadi pohanka, routa, laskavec
ajerlin japonsky. Pro ucely diplomové prace bylo provedeno stanoveni rutinu v routé
a pohance. Tab. 13 obsahuje primérné retencni casy, plochy pikli a koncentrace rutinu
nalezené v pohance a routé pro ovéreni vyznamnosti listli a vétvicek bezu cerného jakozto
zdroje rutinu.

Tab. 13 Vyznamné zdroje rutinu

Zdroj rutinu Retencni ¢as (min) Plocha piku  Koncentrace (mg.g™)
Pohanka 5,9 1352869,7 11,09 + 0,08
Routa 5,8 2351301,0 19,36 £ 0,15

Jak je patrné z tabulky, u pohanky a routy, které se fadi mezi vyznamné zdroje rutinu,
byly namétené nizs§i koncentrace rutinu néz u velké ¢asti anailyzovanych listli odrid bezu
¢erného. Ve vyctu odriid bezu ¢erného analyzovanych na obsah rutinu v listech se pohanka
fadi v mnozstvi rutinu na 15. misto mezi Aureu a Gerdu, routa je na tom o néco lépe na misté
5. mezi Albidou a Mammutem. Pfiloha 12 uvadi chromatogram pohanky, piiloha 13
chromatogram routy.

Graf 7 znazoriiuje, jak si mezi t€émito vyznamnymi zdroji stoji Pregarten, nejbohatsi
odrida na rutin v listech. U odridy Pregarten bylo nalezeno 1,36 krat vice rutinu nez u routy
a 2,38 krat vice rutinu nezZ u pohanky. Routa tedy v obsahu rutinu pokryva 73,5 % obsahu
rutinu u Pregartenu a pohanka dosahuje pouhych 42,1 % obsahu rutinu. I pfesto jsou routa
apohanka uznavany jako bohaté zdroje rutinu, tutiz listy bezu cerného patii
také neodmyslitelné k témto vyznamnym zdrojim rutinu.

Srovnani bezu ¢erného s vyznamnymi zdroji
rutinu
30 -

26,34
25 -

20 4 19,36

15 -
11,09

¢(mg/g)

10 -

h Pohanka
Pregarten Routa

rostlinna matrice

Graf 7 Srovnani nejbohatsi odruidy bezu cerného s vyznamnymi zdroji rutinu
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4.5.6 Srovnani bezu ¢erného s vyznamnymi zdroji rutinu na zakladé literatury

Pro urceni vyznamnosti obsahu rutinu ve vétvickach a listech 19 odrid bezu ¢erného
bylo provedeno srovnani n¢kolika literdrnich zdroji zabyvajicich se stanovenim obsahu rutinu
v jeho vyznamnych zdrojich jako je routa, pohanka, ale také v samotném bezu Cerném.

V literatuie40 bylo provedeno stanoveni rutinu v listech a vétvickach 5 Slechténych
odriid bezu ¢erného. Jednalo se o vzorky dodané opét Vyzkumnym a Slechtitelskym tstavem
ovocnafskym v Holovousich. Vétvicky a listy byly ostfthany z mladych rostlin vstupujicich
do tfetiho vegetacniho obdobi. Byly to tytéz rostliny, ze kterych byly analyzovany
v predkladané diplomové préci, ale o rok mladsi. Tab. 14 obsahuje srovnani vysledki
ziskanych vlastnim méfenim s vysledky ziskanymi z literatury40 z rostlin o rok mladsich.

Tab. 14 Vliv stari rostliny na mnozZstvi rutinu

Koncentrace rutinu (mg.g’l)
Vybrané odriidy Listy r. 2010 Listy literatura?0 Vétvicky r. 2010 V&tvicky literatura?0

Albida 21,21 0,77 421 2,33
Bohatka 15,74 0,31 0,62 1,35
Dana 15,10 1,19 0,99 1,02
Haschberg 10,37 2,28 2,39 1,99
Korsor 3,74 0,13 1,86 0,87

Pro vétsi prehlednost byl sestrojen i graf (Graf 8) znazornujici srovnani koncentraci
naméfenych a z literatury#0 vybranych odrad.

Vliv stari rostliny na mnoZstvi rutinu
20 -
15 -
&8
1]
E 10
5 -
Albida Bohatka (Pt?rrlliehy Haschberg Korsor
E moje listy  Wlisty literatuta 40 B moje vétvicky B vétvicky literatura 40

Graf 8 Vliv stari rostliny na mnozstvi rutinu
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Pti srovnani koncentraci rutinu ve vétvickach analyzovanych v rozmezi dvou let jsou
vidét témét zanedbatelné rozdily. Presto vSak doslo k viditelnému narGstu, ktery potvrzuje
moznost znacného vlivu stafi rostliny na mnozstvi rutinu v jednotlivych ¢astech rostliny.
Pii porovnani koncentraci rutinu u listd je vidét rapidni, pozitivni narlist rutinu.
Tato skutecnost je patrna z Grafu 8. Odriida Albida u listi zaznamenala podle grafu nartst
rutinu 0 96,4 % za rok. S tim souvisi patrné 1 pfijem slune¢niho zéfeni, ktery je z diivodu
fotosyntézy u listi vétsi nez u vétvicek. U tii z péti srovnanych odriid vétvicek doslo k nértstu
koncentrace rutinu ve vétvickdich o rok starSich, u zbylych dvou doslo k poklesu,
avSak zanedbatelnému.

V literatute’4 byla provedena ultrazvukova extrakce rutinu z routy (Ruta graveolens L.)
a naslednd HPLC analyza s detekci pfi 235 nm. Zjisténé mnozstvi rutinu v routé bylo
1180 + 45,3 mg/100g vzorku a 840 + 23,6 mg/100g vzorku. Na zdklad¢ srovnani téchto
skutecnosti s naméfenymi daty se vétvicky a listy bezu ¢erného fadi k vyznamnym zdrojim
rutinu a mohly by byt také vyuzivany naptiklad k pfipravé doplikt stravy nebo byt
po pozadované Upraveé do stravy pfidavany jako bohaty zdroj antioxidantl. Déle by ptichdzelo
v uvahu jejich dalsi vyuziti v podobé ozdravnych doplinkt do koupeli, at’ uz do koupeli
pro domaci pouziti, nebo naptiklad v laznich pii ozdravnych pobytech.

V literatuie60 byla provedena PLE extrakce rutinu z listli, plodi a kvétl bezu ¢erného
(Sambucus nigra L.) s naslednou HPLC analyzou a detekci pti 350 nm. PLE extrakce vyuzila
2 teplot, 20°C a 100°C. Vyssich vytézkl bylo dosazeno pii vyssi teploté extrakce. Mnozstvi
rutinu v jednotlivych ¢astech bezu ¢erného shrnuje Tab. 15.

Tab. 15 Srovnani koncentraci rutinu v jednotlivych cdstech bezu cerného00

Cast rostliny PLE extrakce p¥i 100°C
Listy 16,7337 0,261 (2/100g) x10~
Plody 15,3875 + 0,194 (/100g) x10”
Kvety 202,078 + 2,102 (/100g) x10°~

Pfi srovnani mnozstvi rutinu v listech (1,67 mg/g) s hodnotami ziskanymi stanovenim
rutinu v listech jednotlivych odriid bylo i nejmensi naméfené mnozstvi u odriady Korsor
(3,74 mg.g") vyssi nez hodnota uvedena v literatufe60. Pfi srovnani obsahu rutinu v kvétech
(20,2 mg.g") zpouzité literatury shodnotami naméfenymi v listech by obstala odrida
Pregarten (26,34 mg.g"'), Weihenstephan (23,37 mg.g™), Samyl (22,86 mg.g") i Albida
(21,21 mg.g"). Po srovnani udaji z 1iteratury60 s koncentracemi namétenymi se daji
1 vétvicky povazovat za vyznamny zdroj rutinu.

Vsechny tyto skute¢nosti nabadaji k zamysleni, zda by opravdu nebylo vhodné vétvicky
a listy, v dnesni dob¢ brany jako odpadni material, misto kompostovani vyuzivat k nasemu
prospéchu. Vysledky této diplomové prace dokazuji, Ze by pfinejmensim stalo za to se
nad tim alesponi hluboce zamyslet.

V literatuie82  byly porovnavany tf analytické metody (chromatograficka,

spektrofotometrickd za pouziti AlCls, spektrofotometricka dle AOAC; Assotiation of Official
Analytical Chemists) pro stanoveni obsahu rutinu v pohance tatarské. Pro analyzu byly
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pouzity tfi druhy pohanky (Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn) liici se pivodem. Rutin byl
stanovovan v celé rostling, listech, stoncich a nazkach. Tab. 16 shrnuje mnozstvi rutinu
nalezeného v listech tfi druhti pohanek liSicich se pivodem, dale srovnani metod pouzitych
pii analyze. Nejvétsi koncentrace rutinu byly nalezeny pfi pouziti spektrofotometrické metody
s AlCl;.

Tab. 16 Mnozstvi rutinu v listech tr'i druhii pohanky tatarské82

Vzorky lista Spektrofotom. HPLC/UV Spektrofotom. dle
jednotlivych druhtt s AICl; (mg/g susSiny)  (mg/g suSiny) AOAC (mg/g suSiny)
pohanek
A 42,95 19,42 28,41
B 37,06 22,14 29,54
C 38,41 21,04 31,44

Obsah rutinu v listech pohanky stanoveny metodou HPLC/UV se pohyboval v rozmezi
19,42-22,14 mg.g'l. Tyto koncentrace jsou srovnatelné s hodnotami rutinu nalezenymi
v listech péti na rutin nejbohatsich odridd bezu erného, a to jsou Pregarten (26,34 mg.g™),
Weihenstephan (23,37 mg.g™"), Samyl (22,86 mg.g"), Albida (21,21 mg.g") a Mammut
(17,99 mg.g™).

Vyse uvedena Cisla opét potvrzuji, Ze listy nékterych odriid bezu ¢erného jsou jednim
z nejvetsich zdroji rutinu. Bylo by velmi pfinosné je vyuzivat pro jeho zdravi prospésné
vlastnosti v dopliicich stravy nebo piipravcich do ozdravnych koupeli.

Literatura83 popisuje stanoveni obsahu rutinu v kvétech, plodech a listech bezu ¢erného
(Sambucus nigra L.). Jednotlivé ¢asti bezu cerného byly extrahovany technikou ASE, po které
nasledovala HPLC analyza s detekci fotodiodovym polem a sledovanad pii vinové délce
350 nm.

Tab. 17 Obsah rutinu v Sambucus nigra L. podle literatury 83

Cast rostliny ASE extrakce
Listy 0,2020 + 0,0059 g/100g
Plody 0,1890 £ 0,0029 g/100g
Kvéty 2,8750 + 0,0300 g/100g

Podle literatury83 je obsah rutinu nalezeny v kvétech srovnatelny s obsahem rutinu
stanovenym vV listech nejbohatSich Slechténych odriid. Mnozstvi rutinu ziskané z listi a plodi
je srovnatelné s obsahem rutinu zjisténym ve vétvickach. Jelikoz se hodnoty rutinu obsazené
v kvétech a plodech v pouzité literature83  velmi podobaji hodnotdm rutinu v listech
a vétvickdch namétenych pro ucely této diplomové prace, lze listy a vétvicky bezu cerného
zatadit k vyznamnym potravinafskym zdrojim rutinu, kterymi doposud byly pouze kvéty
a plody.

Na zaklad¢ vSech vySe uvedenych porovnani byly prométené vétvicky a listy 19 odrid
bezu ¢erného testovanych v predkladané diplomové praci zhodnoceny jako velmi vyznamny
zdroj rutinu. Bylo by ekonomické je dale vyuzivat pro utuzeni zdravi spottebitelli a rozhodné
by nem¢ly byt brany jako odpad.
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5 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo stanovit mnozstvi rutinu v listech a vétvickach devatendcti
odrid bezu c¢erného, srovnat naméiené hodnoty s vyznamnymi zdroji téchto flavonoidi
a posoudit, zda je mozné odridy bezu cCerného zatfadit mezi vyznamné zdroje rutinu,
zda by tyto méné prozkoumané ¢asti rostliny mohly byt v budoucnu pouzity naptiklad
pro ptipravu zdravi prospésnych dopliika stravy, poptipadé ozdravnych koupeli v laznich.

V posledni dobé¢ jsou zaklddany sady se Slechténymi odridami bezu ¢erného s cilem
jeho uznani jako ovocnaiské odridy v CR. Ve 3lechténém bezu totiz ubyva mnoZstvi
nebezpecného sambunigrinu obsazeného ve velkém mnozstvi v planém bezu. Plody a kvéty
Slechténych odrad jsou vyuzivany pro farmaceutické a potravinaiské ucely. Pozitivni vliv
bezu ¢erného na lidsky organismus je piisuzovan bioflavonoidiim, z nichZ nejvyznamnéjSim
je rutin. Vétvicky a listy bezu Cerného, které jsou kazdorocné stithany pro omlazeni keti
a dostatené vyziveni vSech ¢asti rostliny, jsou v soucasné dob¢ brany jako odpadni material.
Aby mohly byt tyto ¢asti bezu ¢erného vyuzity ku prospeéchu lidi, protoze se vi o pozitivnich
ucincich celé rostliny na lidské zdravi, byl vnich stanoven rutin a srovnan s jinymi
vyznamnymi zdroji, s routou a pohankou.

Rutin byl ziskan z devatendcti Slechténych odriid bezu ¢erného (Albida, Alleso, Aurea,
Bohatka, Dana, Gerda, Heidegg 13, Haschberg, Korsér, Madona, Mammut, Pregarten, Riese
aus VoBloch, Sambo, Sambu, Samdal, Sampo, Samyl, Weihenstephan). K oddéleni 1é¢ivych
rostlinnych slozek zbunécné matrice byla pouzita metoda extrakce stlacenou kapalnou
horkou vodou (PHWE), ktera probihala ve 3 cyklech po 5 minutdch. Byla pouzita teplota
80°C, tlak 150 bard. Po extrakci nasledovalo piecisténi ptes SPE kolonky a HPLC analyza
s detekci diodovym polem pti vlnové délce 360 nm. Byla pouzita kolona SuPELCOSIL™
LC-8DB, mobilni faze MeOH:H20:HCOOH v pom¢éru 36:61,5:2,5 s pratokem 1 ml.min™".

Rutin byl stanoven ve vSech devatendcti odradach, v listech i1 vétvickach. Nejvice rutinu
bylo obsazeno v listech odridy Pregarten, a to 26,34 + 0,50 mg.g”', nejméné v listech odrady
Korsor, ktery obsahoval 3,74 + 0,13 mg.g™' rutinu. U vétvidek bylo nejvy$si mnozstvi rutinu
stanoveno u odriidy Samyl, kde bylo naméfeno 4,87 + 0,01 mg.g”' rutinu. NejniZz$i mnoZstvi
rutinu bylo stanoveno u odriidy Heidegg 13, ktery obsahoval 0,56 + 0,01 mg.g™' rutinu.

Mez detekce pro rutin byla stanovena na 6,3° 10° mg.ml”’ a mez stanovitelnosti
na2,1 10" mgml’,

Pro ovéfeni zda jsou bezové listy a vétvicky vyznamnym zdrojem rutinu, bylo
provedeno stanoveni rutinu v jeho vSeobecné uznavanych bohatych zdrojich - v routé
a pohance. V pohance bylo nalezeno 11,09 + 0,08 mg.g” rutinu a v routd 19,36 + 0,15 mg.g"
rutinu. Pohanka a routa, které se fadi mezi vyznamné zdroje rutinu, obsahuji niz8i koncentrace
rutinu néz u velké ¢asti analyzovanych listli odriid bezu ¢erného. I pfesto jsou routa a pohanka
uznavany jako bohaté zdroje rutinu, tutiz listy bezu ¢erného patii také neodmyslitelné k témto
vyznamnym zdrojim rutinu.

Mnozstvi rutinu v listech bezu ¢erného by mohlo byt ovlivnéno vegetaénim obdobim,
ve kterém byly posbirdny. Listy pro ucely této prace byly posbirdny na konci vegetacniho
obdobi a vzhledem k dosazenému mnoZzstvi rutinu se jevi toto obdobi vhodnym pro sbér.
Jelikoz obsah rutinu souvisi s UV zafenim, je nejvhodné&jsim obdobim pro sbér rostlin prave
konec vegetacniho obdobi, nikoliv zacatek. Vzhledem k tomu, ze listy bezu maji velkou
plochu a obsahuji velké mnozstvi chlorofylu, da se piedpokladat, Ze vice slune¢nich paprskii
dopadne prave na listy. VEtvicky jsou témito listy obklopeny, a tak prinik slunecnich paprski

61



k vétvickdm je omezen. Tim by se dal vysvétlit vyznamny rozdil mezi mnozstvim rutinu
v listech a vétvickach bezu ¢erného. Presto se 1 vétvicky fadi k vyznamnému zdroji rutinu.

Na obsah rutinu ma vliv 1 stafi rostliny, které by mélo mit podle v§eho vySe zminéného
pozitivni vliv. Z tohoto diivodu bylo provedeno srovnani koncentraci rutinu naméfenych
u vétvicek a listi sesttihanych v rozmezi dvou let. Doslo k viditelnému nardstu rutinu,
obzvlaste u listi, které potvrzuje moznost znacného vlivu stafi rostliny na mnozstvi rutinu
v jednotlivych c¢astech rostliny. S tim souvisi patrné i pfijem sluneéniho zafeni, ktery je
z divodu fotosyntézy u listi vétsi nez u vétvicek.

Mnozstvi ziskaného rutinu zavisi samoziejmé na matrici, ze které je ziskdvan. Listy
a vétvicky bezu Cerného musely byt prfed extrakci rozdrceny, aby vznikla co nejvice
homogenni smés. Ziskani pozadované velikosti vzorku bylo u vétvicek mnohem naméahavéjsi,
a to ¢asové 1 fyzicky. To mize mit také zadsadni vliv na mnozstvi ziskaného rutinu.

DalSim srovnanim s literaturou zabyvajici se stanovovanim rutinu, at’ uz v bezu ¢erném,
nebo v jeho vyznamnych zdrojich, lze vétvicky a listy bezu Cerného zatadit k vyznamnym
zdrojim rutinu a mohly by byt také vyuzivany napiiklad k ptipravé dopliki stravy nebo byt
piidavany po pozadované upravé do stravy jako bohaty zdroj antioxidantli. Déle by ptichazelo
v uvahu jejich dal§i vyuziti v podobé ozdravnych doplika do koupeli, at’ uz do koupeli
pro domaci uziti, nebo naptiklad v laznich pti ozdravnych pobytech.

Na zéklad¢ téchto poznatkii byly analyzované vétvicky a listy odriid bezu cerného
vyhodnoceny jako vyznamny zdroj rutinu a bylo by ekonomické je dale vyuzivat pro utuzeni
zdravi spotiebitelll a rozhodné by nemély byt brany jako odpad.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

PSE

ASE
PFE
PLE
PHWE

SPE
RP-HPLC

GC
UV-VIS
DAD
PAD
MS
HCOOC
H,O
MeOH

(pressurized solvent extraction) extrakce rozpoustédlem za zvySeného tlaku a
teploty

zrychlend extrakce rozpoustédlem

kapalinova extrakce za zvySeného tlaku

tlakova kapalinova extrakce

(pressurized hot water extraction) extrakce horkou vodou za zvysSeného tlaku a
teploty

(solid phase extraction) extrakce na pevné fazi

(reversed-phase high-performance liquid chromatography) vysokou¢inna
kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi

plynova chromatografie

ultrafialové a viditelné zateni

detekce diodovym polem

(PhotoDiode Array detection) detekce fotodiodovym polem

hmotnostni spektrometrie

kyselina mravenci

voda

methanol
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8 SEZNAM PRILOH

P 1 Rutin jako doplnék stravy
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P 3 Vzorky analyzované pohanky a routy

P 4 Plnéni patrony

P 5 Dopliiovani PHWE extraktu na objem 50 ml

P 6 Vzorky nafedéné v poméru 2:3 (methanol:voda) pied ¢isténim mikrofiltrem
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9 PRILOHY
P 1 Rutin jako doplnék stravy
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NATURES €@ BOUNT,

RUTIN

G W A —













P 2 Vzorek vétvicky a listli odriidy Madona bezu ¢erného

P 3 Vzorky analyzované pohanky a routy




P 4 PInéni patrony




P 6 Vzorky nafedéné v poméru 2:3 (methanol:voda) pred ¢isténim mikrofiltrem

P 7 Cisténi vzorku pied nastiikem pies mikrofiltr




P 8 Primérné koncentrace, smérodatné odchylky a intervaly spolehlivosti obsahu rutinu
v analyzovanych odridach bezu

odrida primérna koncentrace smérodatna odchylka interval spolehlivosti
(mg/g)
listy
Albida 21,21 0,41 0,46
Alleso 9,49 0,17 0,19
Aurea 12,13 0,34 0,39
Bohatka 15,74 0,45 0,51
Dana 15,10 0,24 0,28
Gerda 11,00 0,34 0,39
Heidegg 13 14,02 0,44 0,50
Haschberg 10,37 0,06 0,07
Korsor 3,74 0,13 0,15
Madona 7,61 0,81 0,18
Mammut 17,99 0,43 0,48
Pregarten 26,34 0,50 0,56
Riese aus VoBloch 16,81 0,39 0,45
Sambo 16,18 0,43 0,49
Sambu 12,54 0,25 0,28
Samdal 16,33 0,64 0,72
Sampo 17,44 0,14 0,15
Samy]l 22,86 0,72 0,82
Weihenstephan 23,37 0,50 0,56
vétvicky
Albida 421 0,13 0,15
Alles6 2,13 0,06 0,07
Aurea 1,77 0,06 0,07
Bohatka 0,62 0,02 0,02
Dana 0,99 0,03 0,03
Gerda 1,97 0,05 0,06
Heidegg 13 0,56 0,01 0,01
Haschberg 2,39 0,08 0,09
Korsor 1,86 0,10 0,11
Madona 2,00 0,09 0,10
Mammut 1,47 0,03 0,03
Pregarten 1,93 0,02 0,02
Riese aus VoBloch 1,54 0,02 0,02
Sambo 1,11 0,04 0,04
Sambu 1,50 0,03 0,04
Samdal 1,68 0,07 0,07
Sampo 2,15 0,08 0,09
Samyl 4,87 0,01 0,01

Weihenstephan 3,08 0,10 0,11




P 9 Chromatogram odrtidy Pregarten z listi
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P 11 Chromatogram odridy Bohatka z listi
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P 12 Chromatogram pohanky s retenénim ¢asem rutinu
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P 13 Chromatogram routy s retenénim ¢asem rutinu
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P 14 3D chromatogram odridy Korsor z listi (modrd) a z vétvi (Cernd)
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P 15 Chromatogram odrady Samyl z vétvi
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